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Durante la realizacion de la presente Tesis doctoral la
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ely halophilic Gram-negative nonmotile
Systematic and Applied

wyymerical Taxonomy of moderat
eubacteria”, ©publicado €0 la revista

Microbiology, en 1987.
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I.1.- TAXONOMIA BACTERIANA

La unidad taxonémica basica en la clasificacion biolégica
es la especie. En términos generales una especie constituye um grupo
de individuos que presentan un grado elevado de similitud fenotipica
entre si, siendo, al mismo tiempp, claramente diferenciable de loe

integrantes de otros conjuntos de este tipo (Stanier ¥y col., 1984).
§o seria posible el reconocimiento de especies sl la

variacién natural fuese continua; =in embargo, la existencia de

marcadas discontinuidades e€n el mundo biolégico fue tempranamente

establecida; de aqui que el concepto de especie como base del proceder

taxonémico resulte funcional.
En el caso de los organismos que poseen reErodu
genéticos evolutivos: la

coién sexual,

puede definirse ademds en terminos

posibilidad de entrecruzamiento entre los individuos hace gque el

conjunto de genes propios de la especie suira una redistribucién

n la variabilidad

continua, de forma Que las mutaciones que determina




I82noviplica traespe F 4 ~g
L1 plC lntraespecitica se dispers
e dlspersen en el conjunto d
= con gL

poblacion. La aparicién ¢ vas especies
pari n de nuevas especiec se producira, siguiendo una

evolucic 11 g1 o 8 - i -
volucion divergente, por acumulaciéon de diferencias fisiologicas en
4 & i s

respuesta ¢ ais! nt : afi
puesta a un aislamiento geografico, de forma que la reproduccisn
los individuos de-grupos distintos ya no sera posible

Asi  pues; una especie queda constituida

sexual entre

por aquellos grupos de
pobiaciones que se intercruzan,

que estan reproductivamente aislados
de otros grupos semejantes (Mayr, 1963); definicién que supone, de
hecho, una explicacion de las discontinuidades existentes entre las
especies en la naturaleza.

No obstante, este concepto de especie es totalmente
inaplicable en sistemitica bacteriana, debido al caracter haploide de
loe microorganismos y a su reproduccién eminentemente asexual. Una
especie b&p}erlana no puede considerarse como una comunidad de
reproduccién, ya que las celulas hijas resultantes del procesa de
divieién de una celula bacteriana son libres de evolucionar de forma
divergente. Aunque 1las bacterias pueden intercambiar material
genético entire si mediante procesos de transiormacién, conjugacién ¥
transduccion, éstos ocurren de hecho de forma irregular, ocasional y
altamente inespecifica. Los cambios mutacionales, por otra parte, se

producen con 3 rapidez como para considerar 1ns nuevos

caracteres originados como base de diferenciacién de especies (Stanier

19847,
No es posible, por tanto, contar con una base teorica para

asumir que la evolucion bacteriana ha llevado a discontinuidader

fenotiplicas tales que justifiquen el ectablecimiento de especies, comO
pcurre en organismos COR reproduccion cexual., Sin embargo la

experiencia de los microbiélogos taxonomos ha demostrado que, cuando

se estudian a fondo muchas cCepas de un grupo microbiano determinado,

pueden distribuirse en una serie de agrupamlientos discontinuos

definidos en taxonomia cOmO especies (Stanier ¥ col., 1984).

" Los metodos tradicicnales de clusificaczion de bacterias se

=i n
basaban en la caracterizacion lc mas amplia pogivle de las cepas @

i i i des
estudio (incluyendo RO solo su zurfclogia, siho tembién propieda




Bt o
vlogquimicas, 1isiologicas y estructuralec =1eg! i
, > Y estructurales), seguida de una ordenacién

€n grupos segun el juicio intuitivo del propio investigador

Lste tipo de enfoque ba planteado diversoe problemas

derivados, por ejemplo, de

la concesién de un valor excesivo a

dete steres (comp 3 ;
aeterminados caracteres (como los morfoligicos o cilertas actividades

ki icag) £ o] 1t 7 ] i &
bioguimicas) Irente a otros; 0 también, por la aparicién de um numerp

1 A . - ., & e G,
elevado de cepas atipicas relacionadas con un grupo previamente

definido. # pesar de ello, muchas de las ciasificaciones asi

establecidas han sobrevivido al escrutinieo de los métodos modernos,

gracias a la acertada labor de taxonomos expertos capaces de captar el
volumen total de datos y la correlacion entre los mismos que lleva a
definir una especie.

Frente a este tipc de clasificaciones "artificiales" o
“practicas", basadas exclusivamente en caracteree fenotipicos, se
encuentran los sistemas de clasificacion “naturales" o "iilogenéticos"
que se fundamentan en el agrupamientc de los organismos en funcion de
sus afinidades evolutivas. Aunque la aplicacion de técnicas geneticas
a loe estudios de taxonomia bacteriana parece aportar una valiosa
informacién al conocimiento de la filogenia de procariotas,
desafortunadamente los datos disponibles no son uniformes, por lo que
la interpretacison de los mismos nc ha sido siempre esclarecedora.

momento, aungue asumida la discreta afirmacién de
Stackebrandt v Woese (1981) *"...la clasificagzién bacteriana que
poseenos prébab}emente no esté muy de acuerda con las relaciones
naturales qﬁe existen entre los organisasos”, la mayor parte de los
taxinomos fundamentan €uUS estudios en cien afios de experiencia,

razonable garantia del gradno de permanencia de los caracteres

£ b a= o 4 - Of
fenotiticos que describen lias especies (Murray, 1984) .




‘P.l.l.— TAXONONIA NUMERICA
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La Taxonomia Numérica o adansoniana, en honor a Nichel

Adanson (1727-1806), quien senté las bases de

la misma, fue
desarrollada alrededor de 1950 por Sueath y Sokal como parte de un

analisis multivariante y en paralelo al desarrollo de los ordenadores.
Defirida por estos autores como "el agrupamiento meliante métodos
numéricos de las unidades taxonémicas en taxa sobre las bases de sus
caracteres wanifiestos", vino a ser una respuesta a la necesidad de
utilizacién de métodos objetivos para la clasificacién de 1los
organismos (Sneath, 1984).

Los principios en que se basa son los siguientes (Sneath y
Sokal, 1973):

1.- Cuanto mayor sea el contenido en informacién de los taxa
de una clasificacién y cuantos mas caracteres le sirvan de base, mejor
sera la clasificacién.

2.- A priori, cada caréacter posee el mismo peso en la
creacién de taxa naturales.

3. - La similitud global entre dos entidades cualesquiera es
una funcién de ocus similaridades individuales para cada uno de los
caracteres para los cuales esta siendo comparada.

4.- Los distintos taxa pueden reconocerse ya que las
correlaciones de caracteres son diferentes en los distintos grupos de
organismos en estudio.

5.,- A partir de las estructuras taxonémicas de un grupo jy
las correlaciones de sus caracteres pueden realizarse inferencias
filogeneticas, dadas ciertas asunciones acerca de los mecanismos Y
rutas evolutivas.

6.- La Taxonomia &e enfoca y practica como una ciencia

empirica.

7.- Las clasificaciones &é basan en la similitud fenotipica.




Conocidos 1los lundamentos, se estableceran las etapas

légicas en el proceso de clasificacién mediante Taxonomia Numérica
(Sneath, 1984):

1.- Recoleccion de datos: deben elegirse las

cepas
bacterianas a clasificar ("unidades taxonémicas operativas: OTU's") y

examinarse segun un numero relevante de propiedades ("caracteres
taxonomicos" ).

2.~ Codificacién de los datos de forma adecuada.

3.- Chlculo de la similitud o semejanza entre las cepas, lo
que crigina una tabla de similaridades ("matriz de semejanza") basada
en una serie de caracteres elegidos.

4,- Analisis de la estructura taxonémica del conjunto de
semejanzas para conocer los grupos o "clusters" originados; las cepas
se ordenan en “fenones" (grupos fenéticos) que .orresponden de forma
gobal con grupos taxonemicos ("taxa").

5.- Las caracteristicas de los fenones pueden tabularse para
utilizarlas en otros estudios; también pueden elegirse los caracteres
mAs apropiados ("caracteres de diagnéstico") con los que elaborar

"gigtemas de identificacién” que permitan una mejor identificacién de

otras cepas,

Los fundamentos de 1la Taxonomia Numérica han sido
ampliamente contestados por tazonomos evolucionistas y filésofos de la
ciencia (Hull, 1970). A pesar de ello, resulta notoria su gran
aplicacién a la clasificacién de bacterias que, en la dltima década,
ha hecho uso casi sistematico de ella para la definicién de taxa,
representando una mejora sustancial en cuanto a niveles de
informacién, rigor, objetividad ¥ capacidad de cuantificacién, frente

a los enfoques clasicos.




1.1.2.- LOS ACIDOS NUCLEICOS EN LA TAXONOMIA BACTERIANA

Los estudios de los acidos nucléicos empezaron a aplicarse
hace mas de

veinte afios a la taxonomia bacteriana para resolver

clertos problemas que presentaban los métodos de clasificacién basados

en caracteres fenotipicos. Asi, Johnson (1984) considera que el uso de
técnicas geneticas aporta una serie de ventajas, como la mayor
unificacion del concepto de especie bacteriana; el hecho de que las
clasificaciones basadas en relaciones genéticas no estén sujetas a
cambios frecuentes ni radicales; o la posibilidad de construir
esquemas de identificacién validos, tras la clasificacién de los
organismos, basados en las relaciones genéticas; ademas de esto, la
informacién asi obtenida resultaria Gtil para entender .6mo han
evolucionado los distintos grupos bacterianos y cémo se han ordenado

de acuerdo con sus relaciones ancestrales.

El porcentaje en bases guanina-citosina (%G+C) del 4&cido
desoxirribonucléico (ADN) es una constante a nivel especifico y
constituye criterio de tipo excluyente de fundamental importancia en
taxonomia bacteriana. Microorganismos muy relacionados presentaran
valores de tanto por ciento de G+C muy similares; el razonaaiento no
puede invertirse: dos cepas con identico G+C no tiemen por qué
pertenecer a la misma especie, puesto que com igual porcentaje dos

ADNs pueden codificar secuencias muy distintas.

El descubrimiento de la reasociacién de cadenas sencillas de

ADS de distinto origen dando lugar a duplex hibridos significé la base

de un planteamiento totalmente nuevo para el estudio de la semejanza

genética entre bacterias.

Las técnicas de hibridacién ADN/ADN in vitro permiten

evaluar cuantitativamente el purcentaje de secuenclas nucleotidicas

el total de su genoma.
e homologia ADN/ARN. y ADN/ARE.

¥ relativamente pequefios del

compartidas por dos organismos sobre

Por su parte, los valores d

ce refieren a fragmentos especi ficos




enot
genotipo bacteriano, aquellos que codifican las secuencias de bases de
los ARN ribosomico y de transferencia.

En general los experimentos de homologia de ADN se utilizan
para detectar semejanzas entre organismos muy relacionados, mientras
que los de homologia de ARN son Gtiles en la investigacién de la

similitud existente entre organismos distanciados (Johnson, 1984).

La posibilidad de conocer la secuencia de oligonucledtidos
del ARE ribosomico ha permitido cqmparar directamente dos moléculas de
ARN. de cepas distintas con el fin de conocer el grado de semejanza

existente entre las mismas.

1.1.3.- SEROLOGIA Y QUIMIOTAXONOMIA

Los estudios serolégicos de valor en taxcnomia bacteriana
pueden ser de dos tipos::
a) Los que tratan de detectar diferencias o semejanzas entre

distintos organismos en base a la estructura de su superficie celular

y a los componentes antigénicos asociados.
b) Loc que utilizan antisuercs contra determinadas enzimas

purificadas para conocer la similitud entre proteinas homélogas de

bacterias distintas.
A pesar de que este tipo de estudios presentan clertas

limitaciones, es cilerto que proporcionan métodos rapidos ¥y

convenientes para asignar cemejarzas estructurales entre proteinas

homélogas, lo cual es de evidente utilidad en los procesos de

clasificacién de bacterias (Jones y Krieg, 1984).

la aplicacién de técnicas fisicas ¥ quimicas para
o partes de las

Asi mismo,

elucidar la composiciém de células bacterianas,

mismas, ha resultad

“quimiotaxonomi a", usado para descr ibir

o ser de gran utilidad, tanto que el término

la clasificacién de los




microorgan =
ganismos en base a su ccmposicién quimica, ha tenido una amplia

difusion en la literatura (Jones y Krieg, 1984)

]

composicién lipidica (4cidos grasos, fosfolipides), la presencia de

quinonas isoprenoides y citocromos, asi como el analisis del perfil

proteico junto con 'as secuencias aminoacidicas de ciertas proteinas

especificas, ademas de la caracterizacién de determinadas enzimas

I.2.- HALOFILISMO

Existen medios ambientes salinos tanto naturales como
creados por el hombre cuya salinidad varia desde la del agua del mar o
de suelos salinizados hasta la utilizada para preservar alimentos, la
de los lagos salados o la de salinas solares donde la concentracién de
sal llega a ser saturante. Sélo los organismos capaces de
desarrollarse en tales condiciones han logrado colonizar todos estos
ambientes. La extraordinaria capacidad de las bacterias para adaptarse
a las condiciones de vida mis adversas, entre ellas, sin duda, la
elevada salinidad, ha determinado su éxito en la competencia con otros

organismos y, Ppor tanto, su distribucién en estos habitats (Russel y

Kogut, 198%).
Desde las primeras descripciones de este tipo de

microorganismos aislados a partir ce alimentos en salazén (Harrisom y

Kennedy, 1922), © de cueros curados con sal (Lloyd y col., 1929),

empezaron a utilizarse los términos “halofilicos", "halotolerantes® y

aquellos microorganismos sobre los

"no halofilicos" para designar a
a favorable,

ciones de sal ejercian una influenci
respectivamente. De igual
"haloefilo facultativo®

que ciertas concentra
B2 O mDenos indiferente, O desfavorable,

los calificativos whaléfilo obligado® ¥y
ganismos que tenian un requerimi
pero ésta los

forma,

se usaban para distinguir a los or
n crecer sin ella,

ento

por la sal de 1los que podia




estimulaba. Las denominaciones "haléfilos débiles"

"haléfilas
" L A
moderados" y "halofilos extremos" distinguian entre organismos que

requerian o eran estimulados por cantidades pequefias, moderadas o

elevadas de sal en su medio ambiente (Larsen , 1962).

Desde entonces se han realizado diversas definiciones y
clasificaciones de estos microorganismos, en base a su respuesta
frente a la sal, NaCl, considerando tanto el rango en el que se
produce crecimiento como las concentraciones a las cuales este
crecimiénto es mAs rapido, es decir, la concentracién éptima (Larsen,
1962; Gibbons, 1970; Kushner, 1978, 1985; Kushner y Kamekura, 1988).

Asi pues, se consideran microorganismos haléfilos aquellos
que requieren sal para su crecimiento, es decir, que son incapaces de
desarrollarse en ausencia de sal. Los halotolerantes, en cambio, son
microorganismos no haléfilos, o sea, que no necesitan sal para crecer,
pero que pueden tolerar cantidades variables de sal; hay que destacar
que algunos organismos nc halofilos se ven estimulados en su
crecimiento por pequefias cantidades de sal (Kushner y Kamekura, 1988).

Kushoner (1985) establece la siguientes categorias para los
microorganismos en base a su respuesta frente a la sal:

- ¥o haléfilo: crece mejor en medios con menos de 0,2 M de
sal.

- Haléfilo débil: presenta mejor crecimiento entre 0,2-0,5 N

de sal.
- Haléefilo moderadc. crecimiento éptimo a concentracionas
salinas de 0,5-2,% M. Los organismos capaces de crecer con menos de

0,1 M de sal se consideran haléfilos facultativos.
- Haléefilo extremo débil ("bordeline"): crece mejor emn

medios con 1,5-4,0 M de sal.

- Haléfilo extremo: optimo crecimiento en medios con

2,5-5,2 M de sal (saturacién).
-~ Halotolerante: microporganismo 1o haléfilo que
se consideran halotolerantes

puede

tglerar sal. Si crecen a mas de 2,5 M,

extremos.




P 3 '
or su parte, Larsen (1986) considera la clasificacién de

5
] Q

grupos siguientes:

) - Halétilos débiles: presentan crecimiento éptimo entre 2-3%
e sal.

- Hhalofilos moderados: son aquellos que crecen de forma

optima entre 5-20% de sal.

- Halofilos extremos: capaces de crecer oOptimamente en
medios de concentraciones salinas comprendidas entre 15% y la

saturacion.

En cuanto a los organismos tolerantes propone unas
categorias similares:

- No tolerantes: aquellas bacterias que toleran sélo una
pequefia concentracion de sal (inferior al 1%).

- Tolerantes débiles: toleran hasta un 6-8% de sal.

- Tolerantes moderados: aquellos que pueden soportar hasta
18-20% de sales en su medio de cultiva.

- Tolerantes extremos: crecen en todo el rango de

concentraciones salinas, desde 0 hasta la saturacion.

Entre los microorganismos haléfilos debiles se incluye un
numero bastante elevado de eubacterias cuyo habitat natural es el mar
y, por tamto, crecen mejor a concentraciones salinas aproximadas a la

del agua del mar 0,2-0,5 M); la mayoria se inhiben a concentraciones

ligeramente superiores, por lo que el rango en que se desarrollan es

La denominacién de bacterias marinas, cOmO también se

algunos autores, MmaS descriptiva

muy estrecho.
los 1llama, resulta, segun

(Rndriguez—Valera. 1088).

Los microorganismos haléfilos extremos requieren para su

crecimiento concentraciones de sal mucho mayores (superiores 2 1,5 0.
Tradicionalmente 1a categoria de los haléfilos extremos se Dha

correspondido con los organismos pertenecientes 2 la familia

Halobacteriaceae; todos ellos eran arqueobacterias ¥ como tales

caracteristicas peculiares de este grupo

presentaban las




filogenéticamente tan alejado de las eubacterias clasicas

(Woese y
cal., 1978). Sin embargo, en los

ultimos afios se han descrito
microorganismos que por sus

elevados requerimientos salinos se
encuadraban en la categoria de los haléfilos extremos, pero que no

pertenecen a la familia Halobacteriaceae,

como por ejemplo uma

arqueobacteria metanogena (Yu y Kawamura, 1987), e incluso dos

especies de la eubacteria fotosintética Ectothiorhodospira (Imhoff y
Truper, 1977, 1981).

Los halofilos moderados, en general, son capaces de
desarrollarse entre amplios rangos de concentraciones salinas (desde
0,5 bhasta 3,0-4,0 M), cuyos mArgenes se solapan con los descritos para
los extremos y los haléfilos deébiles. Todaes las especies descritas
dentro de este grupo hasta hace pocos afios eran eubacterias, pero
recientemente han aparecido en la bibliografia tres arqueobacterias
metanogenas capaces de crecer o6ptimamente en el Tango de
concentraciones salinas tipico de los haléfilos moderados (Zhilina,

1983; Paterek y Smith, 1088; Mathrani y col., 1988).




I.2.1.- ESTADO ACTUAL DE LA TAXONOMIA DE LOS MICROORGANISHOS HALOFILOS
MODERADOS

Desde el punto de vista taxonomico, las bacterias

consideradas como haléfilas moderadas por su comportamiento frente a

la sal constituyen un grupo muy heterogéneo, incluyendo especies

pertenecientes a muy diferentes géneros. En algunos de éstos existen
ademas especies terrestres, marinas o de agua dulce, mientras que en
otros constituyen la unica especie del género.

Se han descritoc organismos tanto Gram positivos como Gram
negativos; baci.'s, cocos o espiroquetas; aerobios, anaerobios
estrictos o facultativos; la mayoria son quimioheterétrofos, pero
también existen bacterias fotosintéticas; incluso muy recientemente se
han descrito tres arqueobacterias metanégenas que crecen en

concentraciones salinas caracteristicas de los haléfilos moderados.

Los microorganismos que se citan a continuacién se
consideran aceptados en la actualidad como especlies vaAlidas al haber
aparecido en las Listas de Nombres de Bacterias Aprobadas (Skerman y
col., 1980) o en su suplemento (Moore y col., 1985). Las descritas con
posterioridad a 19085 se consideran “validamente publicadas" sl
aparecieron en el International Journal of Systematic Bacteriology, ©
si fueron "efectivanmente publicadas" en otra revista y posteriormente

convalidadas al aparecer en las Listc. Anualss del International

Journal of Systematic Bacteriology.




a.— EUBACTERIAS QUIMIOTROFAS
Nicrococcus halobius (Onishi y Ksumekura, 1972)

Es un coco Gram positivo inmévil de 0,8-1,5 um de didmetro
L}

no capsulado, aerobio estricto; se dispone aislado o en parejas y

raramente en tetradas o grupos irregulares. Forma colonias circulares,
opacas, mucosas y no pigmentadas.

Capaz de desarrollarse entre 1-4 M de NaCl, presentando un
crecimiento optimo a concentraciones de 1 o 2 M. Crece entre 20-40 =C
y entre pH 6-10, con optimo a pH 7. Requiere tiamina, y la biotina
estimula su crecimiento.

Fue aislw’" en Japén a partir de sal sin refinar y designado
iniciaimente como cepa 28-3.

Su contenido en G+C es del 71,5%.

La cepa tipn es ATCC 21727.

Narinococcus halophilus (Hao y col., 1984)

Coco Gram positivo de 0,5-0,8 pm de didmetro, mévil por 1 o
2 flagelos, aislado o en parejas y ocasionalmente en grupos de tres O

en tetradas. No capsulado; aerobio estricto. En medio sélide produce

colonias circulares, mUCDsas, de borde entero, con pigmentacién

amarillo-naranja no difusible.
Crece de forma optima en medios con 5-15% de NaCl y entre

10-37 =C.

Esta especie fue descrita como Planococcus halophilus

(Novitsky y Kushner, 1976), pero ha sido incluida en el nuevo género

Narinococcus basandose en la presencia de acido meso-diaminopimélico

como principal componente de su pared celular en vez de L-1i-itna (Hao
y col., 1984) .
El contenido en G+C es 50, 4%.

La cepa tipo es ATCC 27964.




KMarinococcus albus (Hao y col., 1984)

Coco Gram positivo, de 1,0-1,2 pm de didmetro; se encuentra

aislado, en parejas o grupos. Movil por uno o dos flagelos. En medio

solido origina colonias circulares, opacas y no pigmentadas. Aerobio

estricto.

La temperatura optima de crecimiento es de 30-37 <C y el
rango de salinidad de 5-15% de NaCl.

Aislado a partir de una salina solar en la provincia de
Alicante, fue inicialmente designado como Planococcus sp. (Ventosa y
col., 1983). Actualmente incluido en el género Marinococcus, al igual
que la especie anterior, por poseer acido meso-“‘aminopimélico en su
pared celular (Hao y col., 1984).

El contenido en G+C es 44,9%,

La cepa tipo es CCM 3517.

Sporosarcina halophila (Claus y col., 1983)

®
Es un coco Gram positivo de 1,0-2,5 pm de diametro, mévil

por uno o dos flagelos; se presenta aislado, en parejas, grupos de
tres, tetradas o paquetes. Forma colonias circulares, opacas, con
pigmento naranja mno difusible.

Capaz de crecer entre 15-37 =C, pH 7-9 y entre 2-15% de

NaCl.
Especie aislada de suelos pantanosos salinos de la costa

alemana.
El pnrcentaje en G+C de su ADN es del 40,1-40,9%.

La cepa tipo es DSM 2266.

En la Tabla I.1 se muestran otras caracteristicas

fenotipicas de las especies Gram positivas haléfilas moderadas

descritas.




Tabla I.1. Caracteristicas de las eubacterias quimiotrofas

Gram positivas haléfilas moderadas

Caracteristica Nicrococcus Aarinoococcus Marinococcus  Serosarcina

halobius halophi lus albus halophila

Pigmento amarillo :
Movilidad .
Formacién de esporas
Catalasa
Oxidasa
Produccidn de dcidos:

Blucosa

otros azicares
Indol
Voges-Proskauer
Produccidn Hz$
Hidrélisis de;

Tween 80

felatina

Caseina

Esculina

Alnidén

AON

Tirosina
Reduccién de nitratos
Ureasa
p-Galactosidasa
Fenilalanina desaninasa
Fosfatasa

Arginina deshidrolasa

ND= no deterainado
d= 11-89% de las cepas son positivas




- Microorganismos Gram negativos

Paracoccus halodenitrificans (Kocur, 1984)

Coco Gram negativo inmévil de 0,5 um de didmetro, aislado o
en parejas. Forma colonias circulares, de borde entero, opacas de
colaor crema. Es aerobio pero puede crecer en anaerobiosis con nitrato
como O0ltimoc aceptor de electrones.

Crece éptimamente entre 4,4-8,8% de NaCl y 25-30 <C. Acumula
intracelularmenée granulos de PHB.

Aislado a partir de carne en salmuera y descrito
inicialmente como Micrococcus halodeniirificans (Robinson y Gibbonms,
1952} . .

Su G+C es del 64-66%.

La cepa designada como tipo es ATCC 13511.

L
Deleya balophila (Quesada y col., 1984)

Es un bacilo Gram negativo, aerobio estricto de
0,5-0,7%2,0 pm, mévil por 1-8 flagelos peritricos. En medio sélido
forma colonias circulares, lisas, oOpacas, de color crema. Capsulado y

no esporulado.
Capaz de crecer emntre 2-30% de sales marinas (6ptimo a

7,5%), a temperaturas comprendidas entre 15-45 =C (éptimo, 32 <C) ¥y
p sy

pH 5-10 (pH 6ptimo 7.
Aislado a partir +de suelos salinos de 1la provincia de

Alicante.
El contenido en G+C es del 66, 7%.

La cepa tipo es la ATCC 3662.




Flavobac  ium halmephilum (Elazari-Volcani, 1940)

Es un bacilo Gram negativo de 0,5-0,7x2,0 um, aislado o en
parejas. Inmovil; aerobio.

Produce colonias circulares convexas de
torde entero, opacas y de pigmentacion amarilla.

Presenta crecimiento optimo entre 3-25% de sal y a 30 <C.

Aislado en el Mar Muerto, fue incluido en las ediciones 78 y
82 del Manual de Bergey (Breed y col., 1957; Veeks, 1974). En la Lista
de Nombres de Bacterias Aprobadas (Skerman y col., 1980) aparecio con
el nombre incorrecto de F. halmephilium y en la presente edicién del
Manual (Holmes y col., 1984) como especie incertae sedis dentro del
género Flavobacterium con el nombre F. balmopailum. El nombre
corresto, con el que originalmente ce describié, es F. halmephilum, y
asi aparece en la "corrigenda" de las listas de Nombres de Bacterias
Aprobadas (Hill v col., 1934).

Su contenido en G+C es de 49,7%.

La cepa tipo de esta especie es ATCC 19717.

o ]
>

Vibrio costicola (Baumann y col., 1984; Garcia y col., 1687)

Bacilo curvado (0,5x1,5-3,2 wm mévil per un flagelo polar;

anaerobio facultativo, no esporulado; forma colonias circulares

convexas, O0pacas, color crema.

Crece entre 0,5 y 20% de sales marinas presentando éptimo al

10% 7 la temperatura de 37 =C; se desarrolla entre 5-45 <C y pH 5-10,

ciendo 7,5 el pH optimo.
Fue aislado de costillas de cerdo conservadas en salazén ¥

designado Vibrio costicolus (Smith, 1938). Recientemente Se ha

realizado una descripcion corregida de esta especie que incluye ademas

cepas aisladas de distintos habitats hipersalinos (Garcia y col.,

1987) .
Su G+C ei del 50, 0%.

La cepa tipo €8s NCMB 701.




Halomonas clongata (Vreeland y col., 1980)

Es un bacilo Gram negativo de 9,6-0,8x.,6-1,9 pum; puede

adoptar formas filamentosas bajo determinadas condiciones. Mévil por

4-7 1flagelos polares o laterales; no esporulado; anaerobio

facultativo. En medio solido forma colonias lisas, opacas, blancas o

color crema.

Las condiciones o6ptimas de crecimiento son de 3,5-7% de sal
y 30-37 =C.

Aislada de una salina solar en las Antillas Holandesas.

El contenido en G+C de esta especie es de 60-61%.
La cepa tipo es ATCC 33173.

Halomonas subglaciescola (Franzmann y col., 1987

Bacilo Gram negativo de 0,5x1,1 pm, aislado, en parejas o en
cadenas cortas; algunas cepas forman largos filamentos flexibles de
mas de 50 um. Mevil por flagelos peritricos. Produce colonias crema O
blancas en medio solido, o amarillas en medios enriquecidos con
alanina o L-prolina.

Aerobio, aunque puede utilizar nitrato como aceptor de
electrones. Muchas cepas crecen entre 0,5-20% de NaCl, perc no al 25%
a la temperatura de 10 oC. Presenta crecimiento entre o-25 "G ¥
pE 5-9.

Esta especle posee dos biovares: Biovar I, formado por
bacilos méviles que pueden originar filamentos de longitud superior a

10 pm; Biovar 1I, contiene <élulas inméviles de tamafio inferior a

10 pm. Ambos bicvares se diferencian también en algunas propiedades

bioquimicas (Franzman y col., 1987).

Nicroorganismo aislado a partir de un lago salinc de la

Antartida.
El porcentaje en G+C es del 60,3-61,9%.

La cepa tipo es QM 2927.




En la Tabla I.2 aparecen otras caracteristicas de los

bacilos Gram negativos aerobios o anaerobios facultativos haléfiloe

moderados que acaban de uescribirse.

Spirochaeta halophila (Greenberg y Canale-Parola, 1976)

Nicroorganismo Gram negativo de morfologia helicoidal, de
0,4x1,5-3,0 pm, aunque pueden aparecer células de 5-60 um. Mévil, con
dos filamentos axiales de insercién subterminal. Anaerobio
facultativo, produce colonias circulares rojas cuando se cuitiva en
aerobiosis, mientras que en anaerobiosis las colonias son blancas,
esféricas y difusas.

La temperatura optima de crecimiento es de 35-40 <=C.
Requiere altas concentraciones de C1-, Na*, Mg** y Ca**, creciendo de
forma optima con 0,75 N de NaCl, 0,2 M de NgS0a. y 0,1 N de CaCla.

Fue aislado d= un estanque de elevada salinidad localizado
en la peninsula de Sinai (Golfo de Agaba).

Su contenido en G+C es del 62%.

La cepa tipo es la ATCC 29478,

Sporokalobacter lortetii (Orem y col., 1987)

Es un bacilo Gram negativo de 0,5-0,6x2,5-10 pm, cGo

extremos redondeados. Movil por flagelos peritricos. Forma esporas

redondeadas terminales con vacuolas de gas adosadas. Produce colonias

circulares, translucidas, grises, de superficie brillante, a veces

extendidas y de borde irregular.
estricto. Crece entre 0,7-2,5 M de
oC y con 1,7 K a

NaCl
Anaerobio

obteniéndose crecimiento é6ptimo con 1,4-1,5 ¥ a 30

45 <C. La temperatura optima es de 37 =C siendo capaz de crecer entre

5-60 =C.




Esta especie, aislada del sedimento del Mar Muerto, fue
i

' '

pero el
transferencia al nuevo género <
Sporohalobacter en base a la pared celular tipo Gram negativo de esta

especie y a su relacien filogenética con miembros de la familia
Haloanaerobiaceae (Oren y col., 1987),

El contenido en G+C es del 31,5%.
La cepa tipo de la especie es DSN 35059.

Sporobalobacter marismortui (Oren y col., 1987)

Bacilo Gram negativo de 0,6x3-13 um y extremos redondeados,
movil por flagelos peritricos, formador de esporas redondeadas
terminales. Anaerobio estricta.

Crece optimamente entre 0,5-2,0 X de NaCl vy 36-40 <=C.
Utiliza diversos azicares como unica fuente de carbono y energia.

Fue aislado a partir del sedimento de las orillas del Mzr
Muerto.

Su G+C es del 29,6%.

La cepa tipo es la ATCC 35420.

Haloanaerobium praevalens (Zeikus y col., 1983)

Bacilo recto Gram negativo de aproximadamente 1x2,4 pm,
inmévil y no esparulado. En medio e4lido produce colonias
translucidas, blancas ¥y briliantes. Anaerobio estricto.

Presenta crecimiento optimo al 12,5% de NaCl y es capaz de
desarrollarse entre 2-30% de sal. El1 rango de temperatura en que crece
es de 5-60 =C (éptimo, a7 =C) y de pH 6-9 (6ptimo 7-7,4).

Fue aislado a partir del cedimento de la parte sur del Gran

Lago Salado.
El porcentaje en G+C de su ADN es del 27,0%.

La cepa tipo e DSK 2228.




Halobacteroides halobius (Oren y col., 1984)

Bacilo Gram negativo, large (0,5x10-20 um) y flexible;

cultivos viejos puede presentar forma esférica.

en

Movil por flagelos

peritricos. Descrito como no esporulado, se ha manifestado capaz de

producir esporas en medios enriquecidos (Oren, 1987). En medios

solidos origina colonias circulares, grises, de superficie billante.

Anaerobio estricto. Crece o6ptimamente entre 1,5-2,5 M de
NaCl y 37-42 =C., Fermenta varios azicares y requiere biotina y
p-aminobenzoato .

Se aisl¢ en el sedimento del Mar Muerto.

Su contenido en G+C es de 30,7%.

La cepa tipo de esta especie es ATCC 35273.

Para albergar a estas dos especles se cres6 la familia
Haloanaercbiaceae <Uren y col., 1984) basAndose en estudios de
secuenciacién de oligonucledtidos, que revelaron la escasa relacién
filogenética entre estas especies y otros grupos de eubacterias

previamente descritos.

Otras caracteristicas de los cuatro bacilos anaercbios y de

la espiroqueta anaerobia facultativa, descritos comd eubacterias

haléfilas moderadas, se han recogido en la Tabla L.3.




Tabla I.2.

Caracteristicas de las eubacterias quimiotrofas

Gram negativas halofilas moderadas

Flavobacteriun Deleya Paracoccus

halmephilum halophila halodentrificans

Morfologia ' bacilo
Movilidad +

Catalasa ‘
Oxidasa h
Produccién de &cidos:

Arabinosa

6lutosa

Glicerol

Lactosa

Manitol
Indol
Rojo de Metilo
Voges-Froskauer
Produccion Hzd
Higrélisis de;

Tween €0

Gelatina

Caseina

Estulina

Aluidén

ADN
Reduccién de nitratos
Reductién de nitritos
Fenilalanina desaminasa
Fosfatasa
Arginina deshidrolasa

ND= no determinado




; 5
[abla 1.2, Caracteristicas de las eubacterias quimiotrofas

uram negativas halofilas moderadas (continuacién)

Vibrio Halowonas Haloaonas

costicola elongata subglaciescola

Norfologia barilo curvado bacilo
Movilidad por:
Flagelos paritricos
Flagelos polares
Catalasa
Oxidasa
Produccidn de dcidos:

Arabinosa

Glucosa

Gliceral

Lactosa

Manitol
Produccién de Indol
Rojo de Metilo
Voges-Proskauer
Produccién Hz$
Hidrélisis de;

Tween 80

Gelatina

Caseina

Esculina

Almidén

ADN
Reduccién de nitratos
Reduccidn de miritos
Fenilalanina desaminasa
Fosfatasa
Arginina deshidrolasa

ND= no determinado; d= 11-89% de las repas son positivas




fabla 1.3. Caracteristicas de los bacilos anaerobios estrictos y de la

espiroqueta anaerobia facultativa bhalefilos moderados.

Caracteristica Haloanaerobiuw  Halobacteroides  Sporohalobacter  Sporchalobacter Spirochaeta

praevalens halobius lortetil aarisaoriui halophila

Morfologia bacilo bacile largo helitoidal
Pigmentacidn blanca gris roja
Hovilidad por
Flagelos peritricos
Filamento axial
Formacién de esporas
Crecimiento en
anaerobiosis;
Estricto
Facultativo
Catalasa
Oxidasa
Produccién de indol
Produccién Hed + t
Reduccién de nitrates ND N

Productos de
fermentacidn Butirato, Etanol, Acetato, Acetato, Etanol,
acetato acetato propionato, etanol, acetato,

propionato €0z, Hz2 n-butirato, piruvato, €0z, Ha

€0z, Hz isobutirato, formiato,

isovalerato,

ND= no determinade




Nuchas otras bacterias quimiohetersotrofas han sido descritas
como halofilas moderadas,

¥y aunque en la actualidad no se encuentran

aceptadas como especies validas, algunas de ellas han sido ampiiamente

estudiadas desde el punto de vista fisiolégica.

Asi, entre los microorganismos Gram positivos: “Micrococcus
varians subsp. halophilus", aislado a partir de salsa de soja produce

una enzima nucleasa haléfila <(Kamekura y Onishi, 1974a); dos

micrococos M. morrhuae K-17 y M. luteus K-15 haléfilos moderados, de
los que se han estudiado sus rangos de crecimiento salinos (Chang y
Leung, 1979); y dos bacilos esporulados, Bacillus sp. 21-1, aislado de
sal sin refinar y productor de una proteasa (Kamekura y Onishi, 1974b)
y Bacillus sp. N23-2, capaz de producir una nucleasa extracelular y
aislado en Japén a partir de maderas en descomposicién (Onishi y col.,
1983). MNuy recientemente, Ventosa y colaboradores han realizado un
detallado estudio taxonémico de esta uitima cepa, proponiendo su
inclusién en un nuevo taxén, para el que sugieren el nombre de

Bacillus halophilus (Ventosa y col., 1988, en prensa).

Entre las bacterias Gram negativas pueden citarse
»Chromobacterium marismortui®, aislado por Elazari-Volcani en el Mar
Muerto (1940), cuya posicién taxonémica aun no ha sido determinada;
»pseudomonas halestorgus”, descrita también en el Mar Muerto (Elazari-
Volcani, 1940), de 1la que no existe ningin cultivo disponible;
»Pseudomonas halosaccharolytica”, designada inicialmente como cepa
po. 101 (Hiwatashi y col., 1058), no ha sido descrita o propuesta
correctamente como una nueva especie; Acinetobacter sp. 204-1,
Pseudomonas A-14, del

productor de amilasa (Onishi e Hidaka, 1978);
1981);

que se ha estudiado la produccién de proteasa (Van Qua y col.,

la cepa Ba:, designada como haléfila moderada (Rafaeli-Skol, 1968) o

halotolerante (Shnaiderman ¥ Avi-Dor, 1982); el microorganismo IREB

(Deal, 1974); o el haléfilo moderado TO identificado NRCC 41227
(Matheson y col., 1976), en quien se bhan estudiado las caracteristicas

de sus ribosomas .




b. - EUBACTERIAS FOTQOTROFAS

Rhodospirillum salexigens (Drews, 1981)

Bacteria Gram negativa de forma bacilar curvada o espirilar,

de 0,6-0,7x1,0-6,0 um, mévil por flagelos peritricos. Posee membranas
intracitoplasmaticas situadas paralelamente a la menbrana
citoplasmatica; contiene bacterioclorofila a y espiriloxantina como
carotenoide mayoritario.

Anaerobio, fotoorganotrofo, capaz de metabolismo
quimiorganotrofo en condiciones semi- o aerobias en la oscuridad.
Requiere glutamato como fuente de nitrégeno. Crece entre 5-20% de NaCl
y 20-45 =C; pH optimo, 6,6-7,4.

Aislada de estanques de agua de mar parcialmente desecados
de la costa de Oregén.

Su G+C es del 64%.
La cepa tipo es DSM 2132.

Rhodospirillum salinarium (Nissen y Dundas, 1984)

Bacilo Gram negativo con forma de bastén n espirilar, de
0,3x1-3 pm. Noévil por um par de flagelos en cada polo. Nembranas
intracitoplasmaticas de tipo vesicular; posee bacterioclorofila a ¥y
espiriloxantina.

Capaz de  crecer aerobicamente en oscuridad  como

No crece en ausencia de extracto de levadura 0O
cimiento fototrofo

quimioheterétrofo.

peptona. La concentracién optima de FaCl para el cre
6-12%. Crece entre

es 12-18% y para el crecimiento quimiotrofo,
0-45 =C, con optimos a 42 oC y pH 7,5-8.
Se aislé a partir de una salina al sur de Lisboa.
El contenido en G+C es de 68, 1%.
La cepa tipo es ATCC 36394.




Kctothiorhodospira vacupiata (Imhoff y col., 1981)

Bacilo Gram negativo de 1,5x2,4 um,

Movil por flagelos
polares politricos; bajo ciertas condiciones de crecimiento puede ser

inmovil y flotar en la superficie debido a la presencia de vacuolas de
gas. Las membranas intracitoplasmidticas se presentan como laminas
apiladas; posee bacterioclorofila a y carotenoides tipo
espiriloxantina.

Fototrofo y anaerobio obligado. Utiliza azufre y sulfato,
ademds de otros compuestos, como donadores de electrones en la
fotceintesis. Crece de manera optima entre 1-6% de NaCl y pH 7,5-8,5 y
9-9,5, teniendo una fuente inorganica de azufre reducido y una fuente
organica de carbono.

Aislado de dos lagos alcalinos salados de Jordania y Kenia.

El G+C de esta especie es 61,4-63,6%.

La cepa tipo es DSM 2111.

Inicialmente el género Ectothiorhodospira se incluyé en la
familia Chromatiaceae. En 1584 se cred la familia
Ectothiorhodospiraceae debido a la existencia de diferencias

morfologicas y fisiologicas evidentes (Imhoff, 1984).

En la Tabla I.4 pueden encontrarse otras caracteristicas de

las especies fototrofas haléfilas moderadas.




Tabla 1.4. Caracteristicas de las eubacterias fototrofas

haléfilas moderadas

Caracteristica Ectothiorhodospi "a Rhodospirillum Rhodospirilium

vacuolata salexigens salinarive

Morfologia bacilo recto bacilo turvado bacilo curvado

o espiral o espiral
Flagelacién:

1-2 flagelos polares
penacho flagelos polares
flagelos bipolares
Vacuolas de gas
Memtranas intracitoplasaaticas:
vesiculares
paralelas a la membrana
titoplasmatica
Crecimiento en anaerobiosis
Creciniento aerébico en la
oscuridad
H2§ donador de e~
Utilizacibn de:
acetato
titrato
glicerol
glutosa
lactato
piruvato

succinato




c.~- ARQUEOBACTERIAS METANOGENAS

Nethanococcus halophilus (Zhilina, 1983)

Cocas poligonales aislados © en parejas que tienden a
agruparse, de tamafio aproximado 1-2 um. Su pared celular es delgada,
osmoticamente inestable y sensible a los detergentes, Resistente a la
Penilicina G. A

Bacteria metanégena capaz de asimilar sustratos como
metilaminas, metanol o acetato. Las sustanciés organicas complejas
(extracto de levadura, tripticasa) inhiben su crecimiento. Se
desarrolla entre 1,5-15% de NaCl con optimo al 7%, pH cu;ﬁrendidc
entre 6,5-7,4 y 26-36 =C. i

Aisladpo a partir de comnidades de cianoficeas en una bahia
australiana.

Su contenido en G+C es del 41,9-43,1%.

La cepa tipo es INMIZ 7982.

Nethanobaiophilus makii (Paterek y Smith, 1988

W

Microorganismo de morfologia  cocoide irregular, de
aproximadamente 1,0 um de diametro, que tifie como Gram negativo,
inmévil, no esporulado; se presenta aislado o em pequeﬁqi“ grupos.

Forma colonias esponjosas crema-amarillentas. Insensible a la

Fenicilina G.

Anaerobic estricto, utiliza metanol ¥ metilaminas como

sustratos para el crecimiento y metanogénesis, pe~n no acetato. Capaz

de crecer entre 0,5-2,5 K de NaCl (optimo, 2 M), requiere también K*,

o, MY Ca*+. La temperatura 6ptima es de a5 =C (no crece por

encima de 45 <C) y el pH 7,5.

Aislado de sedimentos anaerobios del Gran Lago Salado.
o+

El porcentaje en G+C es del 48,5%.

La cepa tipo es ATCC 35705.




Nethsnohaloptilus zhilinae (Mathrani y col., 1988)

C
‘ Loco 1irregular, de 0,75x1,5 um de diametro, aislado o
for '

mando tetradas o pequefios grupos de forma ocasional. Tifie como Granm
' ;
legativo y es resistente a la Penicilina G. Origina colonias
circulares, de bhorde entero, convexas, opacas y de pigmentacién
amarilla. Inmovi); anaerobio estricto.

Puzde utilizar sustratos como metanol o metilaminas para el
crecimiento y metanogénesis.

Presenta crecimiento 6ptimo en presencia de 0,7 H de NaCl,
pH-9,2 y 45 <=C, aunque es capaz de desarrollarse también entre
0,2-2,1 M de NaCl.

Fue aislado en Egipto, a partir del Lago Bosa del Wadi
Natrum.

Su contenido en G+C es del 38%.

La cepa tipo es DSH 4017.

1.2.2.~ FISIOLOGIA DE LAS EUBACTERIAS HALOFILAS MODERADAS

Uno de 1los aspectas de los microorganismos haléfilos
moderados cuyo estudio ha despertado en los ultimos afios un

consi lerable interés ha sido el de su fisiologia, y muy especialmente

lus cambios que ocurren cuando estos microorganismos se adaptaa a los

diferentes mArgenes de concentraciones salinas en que 8e desarrollan.

Muchos de los trabajos iniclales realizados con las

bacterias haléfilas moderadas descritas tratan acerca de §&u

ncentraciones de sales, asi como en
factores

crecimiento en distintas coO

diferentes medios de cultiva v temperaturas de incubacién,

estos ultimos que se han revelado esenciales a tener éen cuenta para

poder determinar el rango de calinidad de una especie bacteriana Y,

por tanto, su encuadramiento en cada una de las categorias de 108

microorganismos haléfilos.




Asi, por ejemplo,

uno de los pr .weros estudios realizados
( . ;
Noviteky y Kushner, 1976) podria considerar a Planococcus bhalophilus

cComo un or
ganismo halotolerante ya que era capaz de crecer en ausencia

de NaCl afladido, a 20 =C <(salvo posiblemente el presente como

contaminante en el medio de cultivo utilizado), si bien a 30 =C
requeria para crecer al menos 0,5 X de NaCl, siendo capaz de

desarrollarse entre esta concentracién y 4 M, con un crecimiento

optimo a 1 M, con lo que se le encuadraria dentro de los haléfilos
moderados.

Halomonas elongata  fue descrito también como un
microorganismo halotolerante extremo, capaz de crecer entre 0-32% de
sales marinas en un medio de cultivo complejo (Vreeland y col., 1980);
sin embargo en un medio quiricamente definido con glucosa o L-alanina
como unica fuente de carbonc y enmergia, necesité un minimo de 0,05 X
de NaCl afladido para el crecimiento (Vreeland y Martin, 1980), por lo
que se comporta como un verdadero haléfilo.

Los resultados de otros estudios similares se recogen en la
Tabla 1.5, donde aparecen los margenes de concentraciones de sales eun
que se desarrollan las distintas especies de microorganismos haléfilos
moderados descritas, asi como la concentracién para el crecimiento
éptimo, junto con el tipo de medio de cultivo y la temperatura de
{incubacién a la que se han determinado.

Algunos microorganismos requieren menores concentraciones
salinas para el crecimiento al ser cultivados a temperaturas
inferiores: asi, por ejemplo, Aicrococcus halobius en un medio de
cultivo ccmplejo necesita s6lo 0,1 M de NaCl para crecer a 20 y 25 °C,
un minimo de 0,5 M a 30 =C, ¥ concentraciones superiores a la
temperatura de 35 =C (Novitsky y Kushner, 1979).

La composicién en nutriestes del medio de cultivo utilizado

modifica no sélo los limites de concentraciones salinas que permiten

el crecimiento, sino también en algunos casos la concentracion

necesaria para crecer optimamente:

Deleya haiophila crece entre 2,5-25% de sales a 32 °C en un

medio complejo, mientras que en un medio definido ™o puede

desarrollarse por encima de 20% de sal (Quesada y col., 1987




Vibri I5ticol
brio custicoia no soporta concentraciones superiores a

2,9 M de NaCi en un medio minimo con glucosa, y en medio complejo se

obtiene crecimiento hasta 3,5 M de NaCl (Forsyth y Kushuer, 1970).

En general, los microorganismos haléiilos moderadcs no
presenian requerimientos rutricionales complejos, si bien se han
utilizado medios ricos a base de extracto de levadure, peptona,
triptona, etc., en la mayoria de los estudios realizados. No obstante,
se han descrito algunos medios quimicamente definidos para el cultivo
de diversas bacterias haléifilas moderadas.

Algunos de estos medios son cde composicién muy simple, como
los descritos para Halomonas elongata a base de glucosa o L-alanina
ccmn unica fuente de carbono y sulfato aménice como fuente de
nitrégeno (Vreeland y Martin, 1980); o el disefado por Quesada vy
colaboradores (1987) para Deleya halophila, compuesto Gnicamente por
giucosa, nitrato potasico, un tampén ce fosfatos y una mezcla de sales
marinas, en que el microorganismo es capaz de desarrollarse
optimamente en un amplio wargen de concentraciéen de salee.

Vibrio costicola, sin embargo, ec incapaz de crecer bien en
un medio minimo con glucosa a no ser que se le adicionen trazas del
medio complejo {proteosa-peptona vy triptona), y @ur asi ro puede
mantenerse indefinidamente en este medic (Forsyth y Kuskner, 1970>. En
1985 se describié otro medio definido con glutamato, glucosa ¥ tres
vitaminas en el que el microo-ganismo, al igual que otras bacterias
naléfilas moderadas, si presenta un buen crecimiento (Kamekura y col.,
1985).

Otrnos medios quimicamente definidos poseen umna composicion
adecuada para el desarrollo de bacterias bzléfilas
(Kamekura y Onishl,

mas compleja,
moderadas con mayores requerimientos nutritivos

1978a, 1979; Imhoff y col., 1081; Zeikus y col., 1983).




lab [ B
la 1.5, Pangos y 6ptimos de concentraciones salinas
especies d= eubacterias halofilas moderadas

Nicroorganismo

Nicrococcus
halobius

Marinococcus
halophilus

Narinocorcus
albus

Sporosartiie
halophila

Deleya
halophila

Vibrio
rosticola

Flavobacteriua
haimephi [un
Halowonas
elongata
HKalowonas

subglaciescola

Faracoccus

Kedio de/Temperatura

tultivo/

'

Rango sal

Concentracian

ae las distintae

Referencia

0,1-4M NaCl
0,5-4M NaCl
1,0-4% NaCl

0,1-4M NaCl
0,5-4M NaCl
1,0-4N NaCl

§-20% NaCl
2-15% NaCl

,5-25% sales
-25% sales
=20% sales
-20% sales
-25% sales

2,5
2,8
2,5
2,8
2,6

-3,5M Nall
2,51 NaCl
3,0M NaCl

0,4
0,4
0,5

3-254 sales

0,05-4,5M NaCl
0,05-3, 44 NaCl
1,37-2, 54 NaCl

2,5-1,75% siles

2,2-23% sales

IN NaCl Novitsky y Xushner, 1975

W

Novitsky y Kushner, 1976

¢

w0 y col,, 1984

3-5% Nall Claus y col,, 1983

1,54 sales
103 sales
5% sales
7,58 sales

Quesada y col,, 1987

],0-1,50 NaCl  Flanery y col,, 1952
1,5-2,00 NaCl  Forsyth y Kushner, 1980
1-24 NaC) Kamekura y col., 1988

Elazari-Volcani, 1940
0,375=2,% Na(i Vreeland y Martin, 1980

0,375-1,374 NaCl "
24 NaCl 2

- Franzaan y col,, 1987

4,4-9,8% sales Robinon Y gibbons, 1952
Hochstein y Toalinson, 1994

halogenitrificans =20 sales

1,4=2,50 NaCl
1,7 NaCl

-2,5M HaC!

Oren, 1983
-2,5M Nall 5

Sporohalobacter
lortetii

NC= wed1c de cultivo complejo;
D= nedio de cultivo definido; MO
- = no determinado

-1, H0-2= son dos pecios derinidos de distinit conposicion




Tabla 1.5, (continuacién)

Microorganismo Medio de/Temperatura

tuitivo/
Sporohalobacter
marisaoriul

Kaloanaerobiuw
praevalens

Halobacteroides
halobius

Spirochaeta
halophila

Ecinthiorhodospira
vacuolats

Khodesol rillus
sallnaiiua

Khogospirillum 10
salexigens

Nicrococcus varians O
subsp, halophilus D

Nicrococcus MO
sorrhuae K-17 ]

Nicrococtus [
luteus K-15

MC= medio de cultivo complejo;
ND= medio de cultivo definido;

Rango sal

=3 NaCl
,5-3M NaCl

2-30% NaCl

1,2-2,8M NaCl

0,08-1,254 NaCl

i=10% NaCl

3214 NaCl
6-24% NaCl

§-20% NaCl

0-4,0N NaCl
0,2-3,5M NaCl

2,5-4,0M NaCl
0,5-3,51 NaCl

0,2-3,5M Natl
0,5-44 NaCl
0,2-30 NaCl
0,5-3,5M NaCl
0,5-4,0M NaCl

NC-a= en aerobiosis;

Concentracion

Referencia

1,54 NaCl

12,5 % HaCl
1,6-2,50 NaCl
0,75 NaCl
1-6% NaCl
6-12% NaCl
12-16% NaCu
§-8% NaCl
1-2M NaCl

1M NaCl

20 NaCl

IN NaCl

ﬂreE y col,, 1987

Zeikus y col,, 1983

Oren y col,, 1984

@ireenoerq y Canale-Parola, 1972

Imhoff y col,, 198

Nissen y Dundas, 1984

Orews, 1981
Kamekura y Onishi, 1976,

Chang y Leung, 1979

MC-an= en anaerbiosis




a.~ REQUERIMIENTOS IONICOS

Al igual que el resto de los microorganismos haléfilos, las

bacterias halofilas moderadas presentan un requerimiento especifice

por el iérn sodio, desligado de su efecto puramente osmético (Kushner

1978). Los estudios realizados en este sentido se basan en la

sustitucion total o parciai de NaCl por otras sales, si bien no

existen datos para todas las especies descritas.

En 1952 Flannery y colaboradores estudiaron los
requerimientos salinos de Vibrio costicola cultivandolo en un medio
complejc adicionado de diversas sales por separado; el microorganismo
era capaz de crecer en presencia de Naz=SOa, NaBr, NazMoD. y una mezcla
de fosfatos mono y bisédico, pero no existia respuesta em el caso de
NaF, FNal o NalOs:, ni cuando se sustituia el Na® por otros cationes
como Mg**, K* o Li*, salvo que se adicionase 0,2 M de NaCl al medio de
cultivo (Flannery y col., 1952).

Micrococus halodenitrificans fue objeto de un estudio
similar (Robinsor y col., 1952}, demostrandose que dicha bacteria &6lo
crece con NaCl, mientras que el resto de lac sales ensayadas, aunque

no todas, sélo permitian su supervivencia durante distintos periodoe

de tiempo.
Planococcus halophilus requiere, Ppor encima de 25 ©C, un

minimo de 0,% ¥ de NaCl, mno reemplazable por otras sales ul solutos no

ionizables (Novitsky y Kushner, 1975).
Chang ¥y colaboradores (1979) concluyeron que es posible

sustituir parcial peroc 1O totalmente el Na™, requerido por

wNicrococcus varians subsp. halophilus" para Crecsr en un medio

quimicamente definido, por K*, Li* © Cs*; asi mismo evaluaron la

{nfluencia de la temperatura encontrando que ésta favorece el efecto

y Cs*, pero mo para el K*.

de parcial sustituciéon para el Li°
r con este mismo microorganismo

En otro trabajo posterio

(Kamekura y Onishi, 1082) se demuestra la posibilidad de sustituir el

anién Cl~- por Br7, -, ¥0s~ o S0a".




]

este no puede ser sustituido por otros cationes como Mg**, K* o NH
1 a’,

mientras qu
5 que el microorganismo si puede crecer en presencia de otros

anionese distintos del Cl-, como son Br- o NOs—
5 3

1980). Por ello, el

(Vreeland y Martinm,
ijroplo Vreeland sugiere que quizas no deberia
denominarse a este tipo de microorganismos como "haléfilos™, ya que no
requieren sal (NaCl), sino como “"natronofilos" por su requerimiento
exclusivo por el ion Na* (Vreeland, 1987).

Quesada y colaboradores (1987) demostraron igualmente que
Deleya halophila posee un requerimiento absoluto par Na*, no
sustituible por otros cationes ni solutos no iénicos como la sacaro;a;
en cambio, el Cl- puede ser sustituido por SO.=, Br~ o 85z0s7, &i bien
la bacteria presenta un crecimiento mucho peor com estas ultimas sales

que con NaCl.

b. -COMPOSICION EN SOLUTOS INTRACELULARES

Una cuestién que se plantea inevitablemente en el estudio de
la fisiologia de los organismos que ce desarrollan en medios de alta
salinidad es como consiguen vivir en estas condiciomnes. Recordemos que
el problema de la supervivencia en medios con elevadas concentraciones
salinas no es tanto soportar una elevada concentracién de solutos,
cuanto la existencia de un bajo potencial © actividad de agua. La

situaciéen quedaria resuelta eficientemente acumulando en el interior

de las ceélulas determinados solutos en concentracién suficiente para

compensar la eleva’a presion psmética externa. Esta sustancia

osméticamente activa impediria que el agua sallera de la célula; mas

la actividad de agua intracelular resultaria ser asi
penetrar en la célula

4 menor que
aun,

la del medio externo, de modo que el agua podra

en respuesta a un gradiente de concentracion.




Brown en 1976 acufic para estas sustancias el acertado

término de "solutos compatibles", indicando con el mismo que deberian

ser eiectivamente compatibles con 1la actividad metabolica de 1la

célula. Asi pues, un buen soluto compatible deberia cumplir dos

requisitos: procurar un adecuado balance osmético y proteger la

estabilidad y funcionalidad de proteinas estructurales y enzimaticas
de las células (Brown, 1976).

En principio, parecia logico pensar que los microorganismos
haléfilos acumularan en su interior iones en concentraciones tan
elevadas como las que existian en el medio externo.

Christian e Ingram (1959) midieron los puntos de congelacién
de células y medios de cultivo de Nicrococcus halodenitrificans y
Vibrio costicola cultivados en distintas concentraciones de sales,
junto con microorganismos haléfilos extremos y halotolerantes. Para
cada bacteria, en cada concentracién salina, el descenso del punto de
congelacion era igual para el medio de cultivo y para las celulas
centrifugadas, lo que sugeria la idea de concentraciones de solutos
internas similares a las extermnas.

Posteriormente diversos autores han determinado la
concentracién iénmica interna de bacterias haléfilas moderadas
obteniendo resultados diversos, como S€ muestra en 1= Tabla I.6.

En Vibrio costicola la suma de los iones Na* + K* es al
menos tan alta como la del medio externo, y aumenta al elevarse
también esta ultima (Shindler y col., 1977); este henho también se
observé en “Micrococcus varians subsp. halophilus” (Chang y col.,

1979). En "Pseudomonas halosaccharolytica, sin embargo, esta suma
rango de

permanece practicamente constante en un amplio
1973>. En otras

concentraciones extermnas de NaCl (Masul y Vada,

bacterias, como Halomonas elongata 0 en un haléfilo no identificado

NRCC 41227, 1la concentraciéon de Na*+ + K* i{ntracelular es mucho menor

que la de Fa+ existente en el medio externc (Matheson ¥y col., 1976;

Vreeland y col., 1983).




Tabl 6. C '
a 1.6. Contenido ionico de distintos microorganismos haléefilos moderados

Concentracidn idnica (M)

K+
Paracoccus

halodenitrificans (es)

Paracoccus
halodenitrificans (ex)

Pseudomonas
halosaccharelytica
Vibrio costicola (ex)
Vibrio costicola (es)

Haléfilo NRCC 41227
no identificade

Halomonas elongata

Micrococcus varians
subsp, Aalophilus

Halobacteroides
halobis

Haloanaerobium
pragvalens

Rhodospirillun
salinarium

ex= fase exponencial | €s= fase estacionaria




UIM -~ ~O0C {
icrococcus  varians subsp. halophilus" acumula cantidades

subst '
anciales de aquellos cationes presentes en elevadas

concentraciones en el medio de cultive, como Na*, K*, Rb* o C
' ) s™

(Kamekura y Onishi, 1982).

Los microorganismos haléfilos moderados anaeroblos
Haloanaerobium praevalens y Halobacteroides halobius poseen elevadas
caoncentraciones intracelulares de FNa* y K*, y la suma de éstos aumenta
en proporcion al NaCl del medio de cultivo (Oren, 1986). Ademas, las
concentraciones intra y extracelulares de Cl- son idénticas en
Haloanaerobium praevalens, hecho no observado en otras bacterias
haléfilas moderadas, en las que se habian determinado concentraciones
intracelulares de Cl- muy bajas (Oren, 1986).

Recientemente, de Médicis y colaboradores (1986) han
determinado el contenido en Mg** y Mn** en tres bacterias haléfilas y
una no haléfila, observando un aumento en la concentracién de estos
iones cuanto mayor era el "caracter halofilico" de las cepas, par lo
que sugileren que podrian jugar umn papel importante en los necanismos

de haloadaptacion de este tipo de bacterias.

A pesar del numera relativamente elevado de estudios
llevados a cabo en este sentido, Imhoff plantea la imposibilidad de
conocer de forma exacta la concentracion intracelular del ién Na™ con
las metodologias empleadas en dichas investigaciones, convirtiéndose
asi el K* en el principal cation presente en el citoplasma de los
microorganismos haléfilos moderados (Imhoff, 1986a). De esta forma,
apunta la necesidad de ahondar en la basqueda de otros solutos no
ié6nicos que puedan Ser acumulados intracelularmente por estas

bacterias como sclutos compatibles.
Sin embargo, hasta el momento, e han realizado muy Ppocas

estudios en este sentido.

Vreeland y colaboradores (1983) sefialaron que se producia un

aumento en la concentracioén intracelular de aminoacidos coOmo

y alanina a medida que se elevaba también la

glutamico, aspartico

concentracion de §aCl del medio de cultivae, si bien apuntaron que

estos cambios, junto con los
smotica externa.

iénicos, 10O equilibraban las

modificaciones de la presién O




Imhoff y Rodriguez-Valera (1984) llevaron a cabo un estudio

can divercos microorganismos haléfilos junto con tres especies no

halsfilas y encontraron que todas las bacterias haléfilas moderadas
acumulaban en su interior betaina en proporcién a la concentracisén
salina del medio externo; se determiné también el contenido en algunos
azucares, aminoadcidos o polialcoholes, observando que la contribucién
de los mismos al total de solutos era insignificante; si bien el
glutamico se acumulé en cantidades substanciales, no guardaba
correlacion con la variacion de la concentracién salina externa. Por
todo ello, los autores concluyeron que la betaina podria actuar ccmo
el principal soluto compatible en los microorganismos bhaléfilos
moderados.

A pesar de ello, en las bacterias haléfilas moderadas
anaerobias, Haloanaerobium praevalens y Halobacteroides Palobius, mno
se han detectado cantidades significativas de aminodcidos ni betaina
en el interior de sus células, y si concentraciones elevadas de Na*,
K+ y C1- en proporcién a la salinidad del medio de cultivo, por lo que
se sugiere que estos microorganismos podrian presentar un

comportamiento distinto al de otros halsfilos moderados (Oren, 1086).

c.- ENZIMAS

Desde que en 1952 Robinson describiera el efecto de la sal

sobre la actividad de dos enzimas de Nicrococcus halodenitrificans se

han realizado estudios muy numMErosos sobre diversas actividades

enzimdticas de las especies de microorganismos haléfilos moderados

descritas y sobre la {nfluencia de la sal en las mismas.

- Enzimas intracelu lares

Los trabajos iniciales con enzimas citoplasmticas de

dian ser
pacterias haléfilas moderadas mostraban que estas enzimas podi
que resultaban ser 6ptimas para

inhibidas por concentraciones de sal




su 962
propio crecimiento (Larsen, 1962), e incluso presentar actividad en

ausencia total de sal, por lo que empezaron a utilizarse los términos

halofilicas" para aquellas que requirieran sal para su actividad y

“no halofilicas" cuya actividad mAxima ocurriria er ausencia total de
sal (Cazzulo, 1979),

Sin embargo, dado Qque el conocimiento actual sobre la
composicién ionica interna de estos microorganismos es incompleto, y
ante la posibilidad de que mantengan una baja concentraciém de
cloruro, se bhace dificil la interpretaciéon de los resultados nbtenidoe
en el estudio de diversos enzimas intracelulares, ya que la mayoria se
han realizado a distintas concentraciones de cloruros de sodio,
potasio u otros cationes (Kushner y Kamekura, 1988).

Baxter y Gibbons sefialaban en 1956 que las enzimas
isocitrico, succinico, ,malico y a-cetoglutarato deshidrogenasas de
Vibrio costicola eran mas activas en ausencia de sal o en bajas
concentraciones de NaCl o KCl. La glucosa oxidasa de " Pseudomonas
halosaccharolytica”, sin enbargo, era realmente halofilica,
presentandc actividad 6ptima a concentraciones superiores a 1,5 M de
NaCl.

Del citoplasma de Vibrio costicola se han aislado y
purificado dos enzimas: piruvato kinasa Yy malico deshidrogenasa NADP-
dependiente.

La piruvato kinasa se describié como activa en ausencia de
sal e inactiva por encima de 1 M de NaCl o KC1 (de Médicis ¥
Rossignol, 1977). Utilizando sustratos adecuados (MgADP ¥
fosfoenolpiruvato) 1los mismos autores demostraron posteriormente la
existeacia de elevada actividad con 1,5 M de KCl, favorecida par la
presencia de jones Mn** (de Medicis ¥ Rossignal, 1979).

La enzima malico deshidrogenasa NADP-dependiente, al igual
oque oOtras enzimas malicas, requiere cationes divalentes para 8U
;ctividad. Es activada ademas PoOT NH.Cl1 o KCl, siendo éstos mas
activos que el NaCl (Salvarrey y Cazzulo, 1980

Otras enzimas estudiadas en Vibrio
prugresivamente inhibida  por

costicola fueron la

treonina deshidratasa, que era

sa
concentraciones crecientes de NaCl; y la aspartato transcarbanila




que mostraba actividad mAxima en presencia de 2 N de Nal} (Shindler
1976) . ,

Nas recientemente, fadler y colaboradores (1980) encontraron

que varias deshidrogenasas de Paracoccus halodenitrificans eran

inhibidas por concentraciones de NaCl o KCl similares a las

correspondientes de Na* y K* intracelulares; la concentracién de Cl-

de este organismo resulté ser mucho menor que la externa, lo que

sugiere que la inhibicién observada se debia al efecto téxico de los
iones clorurno (Sadler y col., 1980).

Por ultimo, la milico deshidrogenasa de Rhodospirillum
salinarium presenta su mAxima actividad en ausencia de sal, por lo que

se la considera una enzima no halofilica (Hissen y Dundas, 1984).

- Enzimas extracelulares

Dado que las exoenzimas funcionan en contacto con el medio
externo, es evidente que las producidas por los microorganismos
haléfilos moderados deben ser activas en amplios margenes de
concentraciones salinas, y por tanto, los estudics de la influencia de
la sal en las mismas estan plenamente justificados.

Asi, Kamekura y Onishi encontraron que “NMicrococcus
varians subsp. balophilus* producia una nucleasa extracelular en
pequefia proporcion cuando la bacteria se cultivaba a 1 X de sal,

mientras que existia una produccién relativamente alta a 3 M (Kamekura

y Onishi, 1974a). También se estudié el efecto ejercido por otras

sales sobre la produccién y estabilidad del enzima (Kamekura y Onishi,

1976, 1983).
Esta bacteria  produce también una 5'-nucleoctidasa

extracelular que requiere elevadas concentraciones salinas para su

act: ..uad (Onishi y col., 1984) .
Otra bacteria haléfila moderada descrita como Bacillus sp.

N32-2 produce una nucleasa de actividad méxima en presencia de

1,4-3,2 M de NaCl o 2,
Se han descrito

3-3,2 M de KC1 (Onishi y col., 1983).
también amilasas halofilicas producidas por

microorganismos haléfilos moderados:




La produccion del enzima por Nicacoccus

| balobius ocurre
cuando éste se cultiva aerobicamente con 1-3 M de NaCl y se incrementa

en presencia de almidon en el medio. La actividad mAxima se observé en
1,4-2 M de NaCl o KC1 (Onishi, 1972a, 1972b); es inestable en agua

pero estable en presencia de calcio y 2 M de NaCl
19792,

(Onishi y Sonoda,

Acinetobacter sp. produce dos tipos de amilasa, I y II, en
medios con 1-2 M de NaCl o KCl, de actividad mAxima entre 0,2-0,6 X
(Ornishi e Hidaka, 1978).

Dos microorgansimos descritos como haléfiins moderados pero
no caracterizados taxonomicamente, Bacillus sp. 21-1 y Pseudomoias &p.
A-14, producen proteasas activas en presencia IO elevadas
concentraciones salinas (Kamekura y Onishi, 15?;5; Van Qua y col.,

1981).
- Enzimas asociadas a la membrana citoplasmatica

De la membrana de Vibrio costicola gg han aislado dos
enzimas: adenosin trifosfatasa (ATPasa) (Higa y Cazzulo, 1978) y NADB-
oxidasa (Unemcto y col., 1977).

Bengis-Garber y Kushner (1981a, 1981b) demostraron que la
actividad ATPasica estaba realmente representada por dos enzimas, una
§'-nuclentidasa insensible a la diciclohexilcarbodiindda (DCCD?, y una
F,FoATPasa inhibida por DCCD. Ambas enzimas se diferencian por su
requerimiento en Mg*+: la ATPasa se inactiva por encima de 2 mi,
mientras que 1la 5'-nucleotidasa necesita 20 nM de Mg** para su
actividad maxima.

Por su parte la NADH-oxidasa mostré un requerimiento

especifico por Na+*, necesitando al menos 0,5 M de RaCl para realizar

su actividad.
Esta misma enzima, estudiada en
ada en el flujo de iones a traves

Paracoccus

halndenitrificans parece ostar implic

de la membrana citoplasmatica {(Hochstein ¥ Cronin, 1984).




d.- ENVUELTAS CELULARES

Los estudios de microscopia electrénica, realizados sobre

las especies de bhalofiloe moderados descritas, revelan que la

estructura de sus envueltas celulares corresponde a la de 1los

procariotas tipicos.

En uanto a la composiciéon quimica gobal de estas envueltas,
se han realizado pocos trabajos detallados, si bien en los ultimos
afios se han llevado a cabo numernsos estudios acerca de la composicién
lipidica de las membranas y su variacién con la concentracién salina
del medio externo, como base de la investigacién de los posibles

mecanismos de haloadaptacién desarrollados por estos nicroorganismos.
~ Glucopéptido

Como cabria esperar en eubacterias, las ~species examinadas
con* enen glucopéptido. Algunas de ellas contiznen &cido meso-
diaminopimélico en sus cadenas peptidicas, como Narinococcus
halophilus y Marinococcus albus (Novitsky y Kushmer, 1976; Hao y col.,
1984), mientras que en otras especies, como Nicracoccus halobius
(Onishi y Kamekura, 1972) o Halomonas elongata (Vreeland y col.,
1984), no se ha d cectado; ecta nltima especie posee en cambio un
peptidoglicano al parecer unico, conteniendo el aminoacido bidrofébico
leucina; hay que afiadir que la composicién del heteropolimero mno se
modifica durante el crecimiento a distintas concentraciones salinas

(Vreeland y col., 1984). En Sporosarcina halophila no ha podido ser
s-diaminopimélico en células
1083; Kandler y col.,

demostrada la presencia de Acido me

vegetativas aunque si en esporas (Claus ¥ col.,

1083) .

- Proteinas

Las proteinas de las er uzltas solo se han estudiado en dos

microorganismas haléofilos moderados:




Inhoff ; colaboradores (1983) encortraron que las proteinas

de memb = 3
mbrana de vari s especies haléfilas de Fetothiorhodospira

contenian mayor proporcién de aminoacidoe Acidos y menor de

ami
noacidos no polares en las especies de requerimientos salinoc mas
altos. :

" Fseudumonas balosaccharolytica" contiene un exceso de
tminpacidos acidos sobre los basicos en las proteinas de su membrana
exierna, y, aunque se observaron algunas diferenciac en su perfil
proteico en presencia de elevadas concerntracior de eal, los
resultados obtenidos na guardarnn proporcicn con la corcentracién de

sal del medio de cultivo (Hiramstsu y ccl., 1980).
- Lipidos

Se ha determinado ia composic..n en Acidos grasos de algunos
microorganismos halofilc., asi como la influencia de diversos
parémetros como temperatura de incubacién, fase de crecimiento ¥y
concentracion salina.

Los cocos Gram positivos estudiados, Micrococcus hal sbius,
Marinococcus balopkil s y Marinococcus albus presentan perfiles de
acidos grasos parecidos, con uma proporcién elevada de acidos grasos
ramificados (a-C15:0, -C17:0, 1-C16:0) (Onishi y Kamekura, 1972; Hao
y col., 1984; Monte liva-Sanchez y Ramos-Cormenzana, 196.0). En
Planococcus halophilus tanto el sumento de la temperatura de
incubacién - o de la concentracién salina del medio de cultivo
provoc. In un incremento en la proporcién de Acidos grasos saturadcs
(C16: 0, C18:0), junto con una disminucién de los rami ficados (a-C15:0,
a—-C16: 0> (Monteoliva-San- hez ¥y Ramos-Cormenzana, 1987b).

La composicién emn acidos grasos de los bacilos Gram
" Pseudomonas halosaccharolytica" (Okno y
(Hanna y col., 1984) y Deleya

negativos se ha estudiado er

col., 1975, 1976, Vibrio costicola

halophila (Monteoliva-Sanchez Y col., 1988), encontrandose 1mo acidos

grasos mayoritarios c16:0 y Cl8:1 en lag tres cepas; también

aparecieron éen proporciones importantes Cc16:1 y €18:0, junto con

acidos grasos coOn anillo ciclopropano, cy-C17:0 y cy-C19: 0.




Los ac 5 gr
acidos grasos imayoritarios wacontradns en el coco Gran

negativo Microccecus haludenitrificans son del tipo C18:1, habiérdo
v dy 1=1-}

detectado también en importante propercion C16:1 y C16:0, y en menores

R + 4 2 — 2 ¥ -
cantidades ©18:0 junto con un acldo graso ramificado de cadena corta
br-C13 (Katee y col., 1961). '

Las especies  anaeroblas r
Halobacteroides halobius presenta::n coﬂalaanarobium gk ;

mo Acldos gri 3o mayoritarios
Cl4:0, C16:1 y C16:0 (Zeikus y col., 1983; Oren y col., 1984),

Tanto &n Deleya halophila como en * Pseudomonas
halosaccharolytica" se nbservé que un incremento de la concentracion
de sales externa provocaba un incremento en la propcrciéﬁ de acidos
grasos con anilio cicloproparo, frente a una disminucion de los
monoinsaturados (Okno y ecl., 1979; Hiramatsu y col., 1980;
Monteoliva-Sanchez y col., 1988). Sin embargo, en Vibric costicola no
se pudieron observar cambios significativos en su composicién en
¢cidos grascs (Hanna y ocol., 1984), como tampoco en MNicrococcus

palodenitrificans (Kates y col., 1961) en relacién a las variaciunes

de salinidad del medic de cultive.

Lac membranas bacterianas contienen normalmente una mezcla
de distintos tipos de fosfnlipidos cuya proporcién depende de las
condiciones de crecimiento del organismo (Quirtm, 1986).

En  “"Pseudomonas halosaccharolytica® la proporcién de
fosiolipidos cargados negativamente es supericr a la de neutros,
detectandose como mayoritarios fosfatidil glicerol <(FG), fosfatidil
etanolamina (FE), difosfatidil glicerol (DFG) ¥ glucosil fosfatidil

glicernl (GFG) (Ohmo vy <ol., 1975, 19748).

Halomcnas elongata cultivado en presencia de 1,37 N de NaCl

contisne elevadas proporciones de FG y FE y menor captidad de

cardiolipina (L) (Vreeland y col., 1984).

En Vibrio costicola, ademis de ios fosfolipidos anteriores,

ce han descrito otros presentes en pequefias p=ro significativas

proporciones, como 1isofosfatidil etanolamina, etanolamina,

Jil glicernl {Hanna y col., 1984).

lisocardioi.pina ¥y lisofosfal
nirados en Haloanaerobium

Los principales fosfolipidus enco

praevalens fueron FG y C (Zeikus y col., 1983).




La .ot z '
bacteria tototrofa Ectothiorhodospira vacuolata posee un

./- i Fl ¢ ~
o p p =X myol 1 i

y L se detectaron trazas de FE sstando zusentes los

‘ glicolipidos
(Imheff y col., 1982). : :

Muchos microcrganismos haléfilos moderados muestran

una
correlacion directa entre la proporcion de lipidos de caracter acido

de sus membranas y la concentracién de NaCl del medio de cultivo.

Hiramatsu y ceclaboraderes (1980) es*udiaron el efecto
ejercidc por diversas concentraciones de NaCl sobre la composicion en
fosfolipidos de las envueltas de "Pseudamonas halosaccharolytica® y
encontraron que se producia un aumento en el contenido de FG, mientras
cue la proporcién de FE permanecia relativamente constante.

Un trabajo similar realizado con Haiomonas elongata mostré
que el microorganismo cultivado en medios con elevadas concentraciones
de NaCl jresentaba mayor proporcien de fosfolipidos cargados
negativamente (FG y C) (hasta un 57% de FG en 5 M de NaCl) y menor de
fosiolipidos neutros (FE) gque cuando se cultivaba a concentraciones
salinas bajas (Vreeland y col., 1984).

En Vibrio costicola se ha estudiado la modificacién de las
proporciones de FG y FE ocurrida ea respuesta a la sal; al ser
cultivado en medios con distiatas concentraciones de NaCl (desde 0,% a
3 M) se observé un aumento ae FG y una disminucion de FE cuanto mayor
era la salinidad externa (Hanna y col., 1984).

Por otra parte, un aumento repentino de la concentracién de
NaCl del medio de cultive (de 1 M a 3 M) provocoe una disminucion del
cociente FE/FG proporcional tanto a ia concentracién salina final como
a la megnitud del cambio, también fue cierto que al disminuir de forma
brusca la salinidad (de 3 ¥ al M de NaCl) se incrementd esta relacion
de los fcsfolipidos mayoritarioe (Kogut y Russel, 1984).

Mediante un experimento de incorporacién de '“C e estudié

la modificacien de la biosintesis de fosfolipicdos en Vibrio costicola

durante 1la adaptacion a cambios de concentracion saiina; como

resultado se observo una inhibicien instantanea eu la biosintesis de
fosfolipidos frente a un aumento brusco de la concentracion de NaCl,
adaptarse el crecimiento del organisms a la

inhibicién que cesa al




nueva concentracion de sal del medio de cultivo

| de forma que en
primer lugar aumenta la biosintesis de FG,

ajustandose gradualmente
la sintesis de FG y FE como mecanismo de adaptaciéen a la

despues

elevada concentracion de NaCl (Russeal y Kogut. 1985;

Russel y col.,
1985) .

- Quinonas

Las quinonas isoprenoides fueron examivadas por Collins y
colaboradores (j981) en un grupo de bacterias haléfilas n;deradas.
Estos ccmpuestos forman parte de las membranas citoplasmAticas y
desempefian un importante papel en el transporte de electrones y en la
fosforilacién oxidativa (Kroger e Innerhoffer, 1976; Collins y cal.,
19815, "

Microcoscus halobius posee una elevada propercién de
menaquinonas insaturadas con ocho unidades de isopreno (MK-8); Vibrio
costicola, ademas de éstas, tiene también ubiquinonas de 8 isoprence
(Q-87, mientras que Flavobacterium halmephilum y FParacoccus
halcdenitiificans contienen ubiquinnnas de © unidades (Q-9; (Collinms
7 col., 1943

Sporosarcina bhalophiia posee menaquinonas (MK-7) como
principales quinonas de sus pembranas (Claus y col., 1983), ai igual
que las dos especies descritas en el género Marinococcus,

M. halophilus y M. aibus (Hao y col., 1964).

e.- RIBOSOMAS Y SINTESIS DE PROTEINAS

Existen muy escasos estudios acerca de las propiedades de

los ribosomas de microorganismos halofilos moderados. Los realizados

: a
con Vibric costicola muestran patrones de sedimentacion similares

los de procariotas: monosomas de 64 35, formados por dcs subunidades de

ag 4§ §3 48 5, g¥8 De ce ven afectados por los cambios en la

acion salina del nedio de crecimiento (Wydro y col., 1975).

concentr




Los coeficientes de sedimentacién de los ribosomas del
halefilo moderado no identificado NRCC 41227 fueron de 70 S para los
monosomas, y 30 S y 50 8 para las subunidades gue los forman
(Falkenberg y col. 1976). El analisis de las proteinas ribosomales de

este organismo reveio que éstas eran ligeramente mas acidas que las de

uns bacteria no halofila, Escherichia coli, pero menos que las de un

halofilo extremo, Halobacterium cutirrubrum asi mismo se demostré que
tanto el perfil electroforético de las proteinas como la composicién
en amindacidos de las mismas 2ra similar en células crecidas entre 0,5
y 4,25 M de NaCl. (Falkenberg y col., 1976).

Se conoce la secuencia completa de aminoacidos de la
proteina A de la subunidad 50 S (correspondiente a la proteina L12 de
Sscherichia coli) del haléfilo moderado no identificado NRCC 41227 y
da Vibrio costicola (Falkenberg y col. 1979). Los resultados revelan
la mayor analogia con otras eubacterias mno haléfilas que con la
arqueobacteria haléfila extrema Halobacteriunm cutirrubrua (Falkenberg
y col., 1979),

funque los ribosomas de Vibrio costicola son estabies en un
amplio margen de concentracien de sal, la sintesis proteicua es m:cho
mie selectiva: la maxima actividad se produce aproxizadamente a
0,1 M NaCl, gquedando inhibida por encima de 7,5 M (Vydro y col.,
1977). Medidas del conteaido intracitoplasmatico de Cl- (Kamekura ¥y
Kushner, 1984), que fue muy inferior al de Na* y K*, sugieren que en
la biosintesis "in vitro" se empleé un anién equivccado (Kushner,

1986). Kamekura y Kushmner (1984) estudiaron el efecto de otrae aniones

inorg!hicos y organicos, encontrandose alta actividad biosintética en

presencia de glutamato (0,6 M o superior) u oiros aniones organicos;

parece ser que &€ han obtenido resultados similares en el

microorganismo haléfilo moderado no identificado NRCC 41227 (Kushner,

1986) .




-~ Renovacion proteica

En general en las bacterias meséfilas en fase logaritmica

de crecimiento el porcentaje de renovacién proteica es minimo (Kushner
y Kamekura, 1988); sin embargo las proteinas mas acidas de Bscherichia
coll se renuevan mas rapidamente que las neutras (Turk y Marks, 1977)

Hipkiss y col. (1980) observaron que en Vibrioc costicola la

tasa de renovacion de proteinas era mayor que en bacterias no

haléfilas pero no se pudo demostrar la existencia de correlacién con
el caracter acidu de las proteinas. Aunque asta bacteria presenté
mayor renovacién proteica a bajas que a altas concentraciones salinas
en el medio de cultivo, este efecto no ha sido encontrado en todos los

microorganismos haléfilos (Kamekura y col. 1986).

f- RESPIRACION Y TRANSPORTE ACTIVO

Los sistemas de transporte activo de iones, aminoacidos u
otros sustratos a través de las membranas de bacterias marinas ¥y
haléfilos extremos requieren la presencia de determinadas
concentraciones del ién Na*; la exnergia proporcionada por la fuerza
protéon-motora pusde convertirse en una fuerza sodio-motora a través de
una actividad Na*/H* antiporter, pudiendo asi entrar los sustratos al

citoplasma mediante un simporte Na-sustrato (Lanyi, 1979).

El Acido a-aminoisobutirico (AIB) ha sido utilizado

ampliamente como analogo en estudios de transporte de aminoacidoe a

través de membrana. Vibrio costicola requiere Na*

la actividad FNa*/H” antiporter y para mantener 8U

para el transporte

de AIB, para

potencial de membrana. La actividad Na*/RH” antiporter, ademAs, Juega

un importante papel en la regulaciéon del pH interno. En presencia de

LiCl, NHa.Cl © colina (cloruro’) no se mantiene

otros solutos, cOmMO KC1,
nsporte de AIB (Kushner ¥

el potencial de membrana ni se produce tra
1983, 1989).

col., 1983; Hamaide y col.,




Se han descrito ta.)ién sistemas de transporte activo en

otros mic.roorganismos halofilos moderados que no requieren Na“. Pg

r
ejemplo, eun la bacteria Ba: se produce transporte efectivo de prolina

en zusencia de NaCl, aunque éste lo estimula (Peleg y col., 1980).
La tolerancia a la sal de los mecanismos de transporte

activo es evidente en haléfilos moderados. Los estudios realizadas con

el microorganismoc Ba. (Peleg y col., 1980), con Halomonas elongata

(Martin y col., 1983) y con Vibrio costicola (Kushner y col., 19083)
mostraron que las concentraciones salinas en las que funcionaba
optimamente el transporte dependian de la concentracion de sal del
medio en que fueron cultivadas las células.

La adaptacion de Vibrio costicoia que permite el transporte
de AIB a elevadas concentraciones de NaCl no requiere sintesis de
proteinas y se ve estimulado por la adicién de glicina-betaina

(Kushner y col., 1983).

Ken-Dror y colaboradores (1984) demostraron la existencia de
actividad respiratoria dependiente de una bomba de Na* en la bacteria
haléfila moderada Ba,, que ; nera una fuerza sodio-motora, actividad
que se ve estimulada por la presencia de betaina exégena. Por su
parte, Kushner ¥y colaboradores (1983) s6lo habian apuntado la

complejidad de la relacién entre respiracién y transporte activo en

Vibrio costicola

g.- PLASMIDOS

Hasta la fecha, no sé han realizado estudios sistematicos

sobre la existencia de ADN extracromosémico en microorganismos

halofilos moderados.

Solo cabe citar el trabajo realizado PpoOr Garcia ¥

demoztraron la existencia de plasmidos

laboradores (19877, quienes
M ) en 20 de las 58

xtracromosomico en gel de agarosa

(1-3 bandas de ADN e
Vibrio costicola; no Se€ pude

cepas estudiadas pertenecientes a




detectar la presencia de los mismos en otras especies haléfilas

moderadas incluidas en el estudio,

Deleya halophila y Halomonas
elongata. Los autores, en un estudio acerca de la susceptibilidad de

Vibrio costicola a diversos metales pesados, relacionaron la

existencia de esilos plasmidos con la alta resistencia a arsenato

encontrada en esta bacteria (Garcia y col., 1987).

b- FAGOS DE LISOGENIA

Nuy recientemente, se ha aislado y caracterizado el primer
bacteriéfago de una cepa lisogénica de la especie haléfila moderada
Deleya halophila (Calvo y col., 1988); dicho fago, qua posee uma
cabeza isométrica y una cola ne contractil, muestra un evidente
caradcter eurihalino, siendo capaz de replicarse entre 2,5-15% de
sales, y presentando un porcentaje mAximo de adsorcién (98%) en

presencia de una concentracion salina del %%.




Las investigaciones realizadas en los ultimos afios sobre
haloadaptacién y osmorregulacién en procariotas han arrojado cierta
luz acerca de leos distintos mecanismos desarrollados por las
eubacterias haléfilas y también halotolerantes para lograr sobrevivir
en condiciones de elevada salinidad externa. Se conocen, en este
sentido, los cambios que se producen en la composicién de determinadas
estructuras celulares (proteinas, cubiertas) o en las distintas
funcionee (reacciones enzimaAticas, mecanismos de transporte) (Imhoff,
1986a, 1086b; Kamekura, 1986; Kates, 1986; Kushner, 1986; Quinn, 1986;
Vreeland, 1987; Kushner y Kamekura, 1088); incluso se ha sugerido
alguna hipotesis sobre el conjunto de fenémenos desencadenados en la
célula en respuesta a la sal (Russell y Kogut, 198%9).

No obstante, 1o parece probable que sean sélo estos

mecanismos de adaptacién a las distintas concentraciones salinas

rnas los que determinen la condicién de haléfila de uma bacteria

exte
(Imhoff, 1986b).

Dado el caracter eurihalino de los microorgan
capaces de adaptarse tanto a condiciones de
rimiento de sal

ismos haléfilos

moderados en concreto,
baja como de alta salinidad, quizas sea el propio reque

lo que haya planteado mayor namero de interrogantes.




Conocido el papel de determinados cationes, entre ellps Na~,

K* o Mg"*, en el metabolismo y funcionalidad de las células

bacterianas, lo que realmente caracterizaria a las eubacterias

halofilas serian las elevadas concentraciones requeridas de estos

cationes, de forma especifica, o de sal en términos generales, para

d2sarrollarse. Y sin embargo no se conocen, por ejemple, cuAles de
estas propledades estructurales o funcionales determinan 1la
conceatiracion de sal observada como necesaria er los distintos
halofilos moderados para crecer de forma optima (ImkLoff, 1986b)
Capaces de compensar la elevada presion osmética externa
acumulando determinados solutos compatibles en su interior, ¢significa
esto que toleran o que realmente requieren esta baja actividad de agua
intracelular que s¢ crea comoc consecuencia?. Y si es asi, (cémo se ha
producido esta adaptacion? (Quizas ea algun momento de la evoluciém,
los micronrganismos que se desarrollaban en medios externos
concentrados adaptaron su fisiologia 2 una elevada presién osmética

interna, y ahora ya es cuando requieren un medio externo que sea

compatible con esta circunstancia®

Estas v muchas otras cuestiones que quedan aun por resolver,
aunque a veces necesariamente especulativas, son uno de los puntos de

mayor interés de las investigaciones actuales en el campo del

halofilismo bacteriano.




1.3. OBJETIVOS DEL TRABAJO

Cuando, hace ahora algo mas de una década, se iniciaron en
nuestro Departamento los estudios acerca del halofilismo bacteriamo,
con la descripcién de la poblacién haléfila de una salina solar
situada en Sta. Pola (Alicante’ (Rodriguez-Valera, 1978), la evidente
escacez de datos sobre uno de los grupos alli presentes, los haléfilos
moderados, atrajo la atemcién de los miembros de nuestro equipo de

investigacién, llevandoles a emprender diversos estudios sobre este

tipo de microorganismos.
Fruto de ellos soOn las nNumerosas
que suponen una muy valiosa

comunicaciones ¥

publicaciones realizadas desde entonces,
logia de diversos ambientes

aportacion al conocimiento tanto de la eco

hipersalinos, comad de la taxonomia Y fisiologia de la poblacién

haléfila nmoderada que los habita.




Algunos de los tipos bacterianos encontrados en los

distintos estudios se encuadraron en

'as diferentes especies de
microorganismos halofilos moderados descritas y acaptadas. En otros

cas
0s, sin embargo, estc no fue posible, consecuencia de lo cual es
’

por ejemplo, la descripcién de una nueva especie, Deleya halophila

(Quesada y col., 1984) o la descripcién modificada de otra ya

existente, Vibrio costicola (Garcia y col., 1987).

Continuando en esta linea, nos planteamos estudiar un grupo
de microorganismos haléfilos moderados, cuya presencia habia sido
observada en trabajos previos, aunque representaban una pequefia
proporcién del total de la poblacién bacteriana de los habitats
estudiados: se trata de los bacilos Gram negativos aercbios inméviles,
los cuales constituian un grupo de caracteristicas bastante
homogéneas, y que, al parecer, no podian asignarse de forma clara a

ninguaa de las especies haléfilas moderadas descritas.

Asi pues. para llevar a cabo este estudio, se realizaron dos
amplios muestreos, en Jullo de 1984 y Enero de 1985, en diferentes
habitats hipersalinos (mar, salina solar y euelos salinos de la
provincia de Alicante). De un total de aproximadamente 700 coloniase
aisladas, se seleccionaron mediante tincién de Gram, movilidad y mno
crecimiento en medios desprovistos de sales, 20 bacilos Gram negativos
inméviles haléfilos moderados.

Jjunto a estas cepas se estudiaron otras 42, de las mismas
caracteristicas, procedentes de un trabajo anterior (Quesada y col.,
1983) y otros estudios de ta~onomia con cepas procedentes de Granada,
Huelva y Chile.

La descripcion de los habitats citados, asi como 1la
metodologia de aislamiento v seleccion de las cepas ha sido realizada
previamente (Quesada Yy col., 1982, 1985; Ventosa ¥ col., 1982; del

Moral y col., 1987; Marquez ¥ col., 1987).




Una caracterizacion inicial de este conjunto de cepas mostré

la existencia de dos subgrupos claramente diferenciados que fueron

asignados provisionalmente a los géneros Flavobacterium (cepas axidasa

positivas) y Acinetobacter (cepas oxidasa negativas) (Quesada y col
L ]

1985). No obstante, la existencia de importantes diferencias entre

nuestras cepas y las especies descritas dentro de estos génervs, nos
kizc pensar que podrian constituir nuevos taxa neo descritos hasta el
momento.

Para confirmar esta hipétesis, se hacia evidente, por tanto,
la necesidad de profundizar en el estudio de estos microorganismos
mediante la aplicacién de técnicas de vigor actual en Taxonomia
bacteriana, como es el AnAlisis Numerico o aquellas que se basan en
estudios geneticos.

Por otra parte, y dentro de la misma linea de invesiigaciér
se habian iniciado en nuestro Departamento los primeros estudios
fisiologicos sobre bacterias halofilas moderadas, trabajando cecn la
specie Deleya halophila. Ello nos movié a llevar a cabo estudios de
este tipo con los dos grupos de microorganismos objeto de este
trabajo, con el fin de profundizar en el conocimiento de los mismos,
asi como de aportar datos comparativos sobre la peculiar fisiologia de

las bacterias halofilas moderadas.

Asi pues, el objetivo de este trabajo ha sido el estudio de

estos dos nuevos taxa, para 1o cual nos planteamos los siguientes

objetivos concretos:
L

Analicis Numérico de los caracteres fenotipicos de las cepas

Caracterizacién genética (contenido en Gua.ina mas Citosina,

estudios de homologia ADN/ADND

Estudio de la morfologia celular (microscopia electrénical

Caracteristicas fisiologicas (propiedades culturales en respuesta

frente a la sal, composicién quimica celular).




II. MATERIAL Y METODOS




11.1.- MICROORGANISHMOS

Los microorganismos objeto de este estudic han sido un total
de 62 cepas de -acilos Gram uegativos aerobios imméviles baléfilos
moderados aislados a partir de diversos ambientes hipe-salinos: 45
proceden de suelcs calinos de una antigua salina solar localizeda en
Sta. Pola (Alicante), 4 de la salina "Bras de Port", también en Sta.
Pola (Alicante) y otras % cepas de agua de mar d- la costa alicantina;
5 fueron aisladas de las rias de Huelva, dos de ura salina interior
situada en La MNola (Granada), y, por ultiwo, uma cepa procede del

Salar de Atacama (Chile).

En la Tabla II.1 aparece la relacisn de estas 62 cepas junto

a su lugar de procedencia.




[abla I.1. Relacion de las cepas objeto de estudio y su lugar de

procedencia

Salina (Alicante)
A-2

A-6

A-18

A-20

Salina (Granada:
C-7
C-9

Rias de Huelva
H-109
H-111
H-350
H-361
H-412

Mar (Alicante?
A-11

A-13

A-24

A-30

A-32

Laguna (Chile)
B-1

Suelos salinos (Alicante)

A-3
A-4
A-7
A-8
A-9
A-10
A-12
A-16
A-19
A-26
A-34
¥2-7
F2-8
F2-12
F2-13
F2-14
F2-15
F2-16
F2-17
F5-10
F8-5
F8-6
F8-9
F8-11

F9-6
Fo-8
F9-12
F10-4
F10-5
F10-11
F11-2
F11-9
F11i-10
Fi11-11
F11-13
F11-14
F11-16
F11-17
4la
43a
43b
G-4
G-15
G-17
G-21




Lomo cepas de referencia se han utilizado los siguientes

microorganismos procedentes de colecciones de cultivo (T: cepa tipo):

Acinetobacter calcoaceticus CCM 5581
Acinetobacter calcoaceticus CCM 5593
Alcaligenes faecaiis CCM 1052'
Alteromonas luteoviolacea ATCC 3340927

" Chromobacterium marismortui® ATCC 17056
Deleya aesta NCMB 1980°

Deleya cupida NCMB 19787

Deleya halophila CCM 3662°

Deleya marina ATCC 253477

Deleya pacifica NCMB 19777

Deleya venusta NCMB 19797
Flavobacterium halmephilum CCH 2833
Flavobacterium meningosepticum CCK 27197
Halomonas elongata ATCC 331737
Halomonas halodurans ATCC 296867
“pseudomonas halosaccharolytica® CCM 2851
Pseudomonas putida CCM 19777

Vibrio alginolyticus CECT 521

Vibrio costicola NCMB 7017

yibrio natriegens CECT 526"

Vibrio parabaenolyticus CECT 5117

Las especies que aparecen entre comillas no se encuentran

aceptadas en la actualidad (Skerman, 1980; Moore, 1985).




I1.2.- MEDIOS DE CULTIVO Y CONSERVACION DE LAS CEPAS

Medic complejo (MH)

La composicién de este medio, descrito por Quesada vy

colaboradores (1983) es la siguiente (%, p/v):

Proteosa-peptona no, 3 (Difco) 0,5
Extracto de levadura (Difco) 1,0

Glucosa 0,1

adicionado de una mezcla de sales inorganicas en propaorcién
correspondiente a la de la solucién artificial del. agua del mar
(Subov, 1é31).

Asi, la composicién de dicha solucién salina al 30% (p/v),

expresada en g/l, seria como sigue:

NaCl 234,00 g
NgS0a. 7H20 50,80 g
MgClz.6H20 41,60 g
KCl 6,00 g
CaClz. 2H20 1,10 g
NaBr 0,70 g
NaCO»H 0,20 g
FeCla.6H20 trazas

Agua destilada 1640 ml

Se dispusc de dicha solucién de sales para, una Vvez

realizadas las oportunas diluciones, obtener la concentracién salina

adecuada a cada caso.




l‘;a ~ "
ra la construccion del medio de cultivo MH, la solucién

sal ‘ 1
ina y los nutrientes disueitor en la cantidad correspondiente de

agua destilada se esterilizaron por separado en autoclave a 112 =C

4 ‘
urante 30 minutos, para evitar la precipitacién de s sales que

ocurre sobre todo a las concentraciones salinas mAs elevadas. El pH se
ajusto a 7,2 con KOH 1N.

Medio definido (MD)

Su composicion es la siguiente (%, p/v):

(Quesada y col., 1987)

(NHa)2POaH 0. 10
KPOsH2 0,05
KNOa 0,10
Glucosa 0,10

adicionado igualmente de una mezcla de sales totales (Subov, 1931).
Con el fin de evitar la precipitacién de los fosfatos, la solucién de
los mismos se esterilizé por filtracién y se afiadié a la solucién de
sales, glucosa ¥y KNO», previamente esterilizada en autoclave a 112 =C

durante 30 minutos; el pH de esta Gltima se ajusté a 7,2 con KOH

0,01N.

Las cepas se cOnservaron en el medio MH anteriormente
de sales totales en el caso de las

descrito, preparado al 7,5% (p/v)
y adicionado de

bacterias haléfilas moderadas y al 3% para las marinas

un 2% de Agar (Difco?, realizandose subcultivos cada tres meses. Las

cepas halotolerantes &é conservaron en el medio comercializado de

Tripticasa-soja-agar.




I1.3.- CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LAS CEPAS

Se realizaron un total de 151

| pruebas fenotipicas,
incluyendo pruebas morfo-fisiolégicas, bioquimicas, nutricionales y de

susceptibilidad frente a antimicrobianos.

Estas pruebas fueron seleccionadas de acuerdo con el Manual

de Bergey (Krieg, 1984) y ios trabajos de Holmes y colaboradores

(1983, 1984) y de Yabuuchii y colaboradores (1963), y modificadas

convenientemente para el estudio de los microorganismos haléfilos

segun Ventosa y colaboradores (1982) y Quesada y colabcradores (1983,
1984) .
En la Tabla II.2 se relaciona el total de pruebas efectuadas

cuya descripcion ha sido previamente realizada (Quesada y col., 1987).

11.4.- TAXONOMIA NUMERICA

Los resultados de la caracterizacién fenotipica de las 62
cepas objeto de este estudio junto con los cinco microorganismos
haléfilos moderados utilizados comu referencia, fueron sometidos a
Analisis Numérico empleando el programa NMINT de Taxonomia (Nini-

Numerical Taxoncmy) desarrollado pors el Dr. F. J. Rolhf (1983).
Los microorganismos de referencia empleados fuerom:

W Chromobacterium marismortui” ATCC 17056
Deleya halophila CCN 36627

Flavobacterium halmephilum CCM 28337

w pseudomonas halosaccharcl ytica" CCM 2851

Vibrio costicola NCMB 7017




Tabla 11.2.

Pruebas fenotipicas utilizadas para la caracterizacién de

las cepas.

Pruebas morfplogicas y culturales
Tincion de Gram (Dussault, 1955)
Tincion de PHB (Baker, 1967)
Movilidad (Ventosa y col., 1982)

Caracteristicas culturales (Ventosa y col., 1982)

Pruebas fisiolégicas

Crecimiento a distintas concentraciones de sal (Ventosa y col., 1982)
Crecimiento & distintas temperaturas (Ventosa y col., 1982)
Crecimiento en distintos pH (Ventosa y col., 1982)

Crecimiento en anaerobiosis (Ventosa y col., 1982)

Pruebas bioquimicas

Catalasa (Ventosa y col., 1982)

Oxidasa (Kovacs, 19%6)

Produccisén de acidos a partir de (Ventosa y col., 1982):
Adonitol D-manosa
L-arabinosa D-melecitosa
D-celobiosa Nelibiosa

Dulcitol Sacarosa
Etanol Salicina

D-fructosa D-sorbitol
D-galactosa D-trehalosa
D-glucosa D-xilosa
Inulina

Lactosa

Maltosa

D-manitol




Tfabla I1.2., (continuacién)

Oxido-fermentacion sobre la glucosa (Ventosa y col., 1982)

Respiracion sabre fumarato, nitrecc y nitrito (Callies y Mannheim, 19878)

Reduccion de nitratos y nitritos (Skerman, 1967)
Produccién de H2S (Clarke, 1953)

Produccién de indol (Cowan y Steel, 1982)

Rojo de metilo (Cowan y Steel, 1982)
Voges-Proskauer (Barrit, 1936)

Tolerancia al cianuro potasico (Moller, 1954)
Reducciéon del selenito (Lapage y Bascomb, 1968)
Oxidacisén del gluconato (Shaw y Clarke, 1955
Hidrélisis de la urea (Christensen, 1946)
Fenilalanina desaminasa (Cowan y Steel, 1982)
Prueba del orto-nitrofenil-g-D-galactopiranosido (Lowe, 1962)
Hidrélisis de la gelatina (Frazier, 1926)
Hidrélisis de la caseina (Hastings, 1903)
Hidrélisis del almidén (Cowan y Steel, 1682)
Hidrélisis del Tween 20 y 80 (Sierra, 1957)
Produccion de DNAsa (Jeffries y col., 1957)
Produccién de fosfatasa (Baird-Parker, 1963)
Hemolisis en agcr-sangre (Quesada y col., 1984)
Crecimiento en Agar-MacConkey (Quesada y col., 1987)
Crecimiento en Agar-Cetrimida (Quesada y col., 1987)
Prueba de la lecitovitelina (Larpent y Larpent-Gourgand, 1957)
Hidrolisis de la esculina (Cowan y Steel, 1982)

Formacién de piocianina y fluoresceina (Cowan Yy Steel, 1982)

Hidrélisis de la tirosina (Gordon ¥ Smith, 1955)




Tabla IL.2.-

Pruebas nutriciconales
(Ventosa y col., 1982

(continuacion)

Sustratos utilizados como unica fuente de carbono y energia:

Sustratos utilizado

Carbohidratos  Acidos

Almidéen
L-arabinosa
D-celobiosa
Esculina
D-fructosa
D-galactosa
D-glucosa
Inulina
lLactosa
Maltosa
D-mancsa
L-rafinosa
L-rannosa
Sacarosa
D-salicina
L-sorbosa
D-trehalosa

D-xilosa

L-alanina
L-arginia
L-aspartico
L-glutamico

Acetato
Benzoato
Caprilato
Citrato
Formiato
Fumarato
D-gluconato
Hipurato
DL-lactato
DL-malato
Malonato
Oxalato
Piruvato
Propionato
Succinato

D-tartrato

Alcoholes
Adonitol

Dulcitol

DL-glicerol
mio-inositol
D-manitol
D-sorbitol

g-hidroxibutirato

L-leucina
L-1lisina
L-ornitina

L-serina

& como unica fuente de carbono, nitrégeno y energia:

L-histidina L-triptéfano

DL-isoleucina




Tabla I1.2.- (continuacisn)

Sensibilidad frente a antimicrobianos
: (Bauer y col., 1966)
Acido Nalidixico

30 pg
Amikacina 30 pg

Ampicilina 100 pg
Carbenicilina 100 pg

Cefalotina 30 pg
Clindamicina 2 Ul
Cloramfenicol 30 ug
Colistina 50 pg
Eritromicina 15 pg
Estreptomicina 10 pg
Gentamicina 10 Ul
Penicilina G 10 Ul
Folimixina B 300 Ul
Rifampicina 5 ug
Sulfamida 200 pg
Tetraciclina 30 pg
Trimetoprim- Trinme-1,25 pg
-Sulfametoxazol Sulfa-23,75 pg




De un total de 151 pruebas fenotipicas realizadas se

seleccionaron 117, eliminandose el resto por presentar resultados

iguales para todas las cepas y no ofreciendo por tanto caracter

discriminatorio alguno (Sneath y Sokal, 1973). La codificacién de los

datos se realizo de forma binaria tipo presencia-ausencia asignando

el valor 0 a aquellas pruebas que resultaron ser negativas y 1 a las
positivas,

Se asigno el valor 9 a los caracteres no comparables, por

ser el resultado dudoso, por incapacidad de crecimiento en el medio o
por ausencia del dato.

Erocesamiento de los datos

El analisis de los datos encaminado a obtener el grado de
gemejanza entre las distintas unidades taxonomicas operativas (OTU's)
se realizé utilizando el coeficiente de Sokal y Nichenmer (Ssm), de
apareamiento simple (Sckal y Michener, 1958), y el de Jaccard (SJ)
(Jaccard, 1908).

Los resultados obtenidaos con cada uno de los coeficientes de
cemejanza se sometieron a un analisis de agrupacién segun la técnica
UPGMA (Unweighted Pair Group Mean Average) o de acoplamiento promedio
binaric contrapesado, obteniéndose cendos coeficientes de correlacién
cofenética (Sneath y Sokal, 1973)

Este proceso analitico se llevé a cabo en un ordenador

ECLIPSE 1108 del Centro de Informatica de la Universidad de Sevilla.




11.5.- DETERMIFACION DEL CONTENIDO EN G+C

Para la determinacién del contenido en bases Guanina mas
Citosina se seleccionaron las siguientes cepas:

Fenén A: F8-11 Fl11-2 Fenon B:
F8-5 F11-10

A-2 Fo-12

A-30 G-21

A-32 H-356

Extraccién y purificacién del ADN

Las cepas seleccionadas como representantes de cada fenén
obtenido tras el AnAlisis Numérico se cultivaron en el nedio MH al
7,5% de sales durante 24 h, en agitacién a 32 =C; las células se
recogieron por centrifugacior en frio y se lavaron con EDTA salino.

Para la extraccién y purificacién del ADN se siguié la
técnica descrita por Marmur en 1961. Las células fueron lisadas
mediante proteasa (Sigma) (100 pg/ml) y lisozima (Sigma) (0,4 pg/ml) a
37 oC durante 30 minutos; para completar la lisis se traté con dodecil
sulfato de sodio (SDS 25%) a 60 =C durante 10 minutos y posteriormente
con percloratc sédico &M durante 2-4 horas a temperatura ambiente. A
continuacién se procedio a desproteinizar mediante tratamientos
sucesivos con una mezcla de cloroformo-alcohol isocamilico (24: 1),

El ADN se precipité por adicién de etanol frio y se recoglié
con varilla de vidrio, resuspendiéndolo después en tampdén de citrato

salino (0,1xSSC). Finalmente, tras tratamiento con RHNAsa (Sigma)

(50 pg/mi) durante 60 minutos a 37 “C, el ADN fue precipitado de nuevo

con etanol ¥y redisuelto en una pequefia cantidad de 0,1xSSC.

La pureza del ADN extraido fue determinada mediante medidas

de absorcién espectrnfotunétrica a 230, 260 y 280 nm.




Deternminacion de la temperatura de desmaturalizacién

La Temperatura de desnaturalizacién (Tw) del ADN se

determin¢ segin el método grafico descrito por Ferragut y Leclerc

(1976,

por elevacion progresiva de la temperatura del ADN extraido y

purificado y medida de absorcién a 260 nm, utilizando para ello .un

especirofotémetro Perkin-Elmer VIS-UV 551 S Recorder 561, acoplado a

un programador de temperatura que consigue incrementos de 1 “C/minuto.

Galculo del contepnido en G+C

El porcentaje en Guanina mas Citosina del ADNE puede
calcularse a partir del valor de su temperatura de desnaturalizacién
(Tm) (Marmur y Doty, 1962), mediante la férmula dada por Owen y Hill
(1979) utilizando como cepa de referencia Escherichia coli NCTC 9001,
cuya Tm fue también previamente determinada, asignéndosele un valor de
74,6 °C en 0,1xSSC (Owen y Pitcher, 1985).

11.6.- HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Para llevar a cabo este estudio, se seleccionaron dos cepas
representantes de cada fenén, que se compararon con otras de su propio
grupo (las mismas a las que se determiné el porcentaje en G+C y que se
han citado en el apartado anterior), asi como con 21 cepas procedentes

de colecciones de cultivo, las cuales aparecen en el apartado il. 1,

E:epﬁ:ﬁgién_ﬂal_ADH_mansndn

El marcaje del ADN se realizo mediante un “kit" comercial

que utiliza el sistema "nultiprime' con 3H-desox1(1',2'.5)citidina—5'~

trifosfato (Amersham). El porcenta}a de actividad especifica obtenido

d
can este procedimiento fue de 8,4x10% cpw/iug de ADM. Este ADN marcado

- gl a
se desnaturalizé, previamente a la hibridacion, por tratamiento

100 =C durante 5 minutos, y se conservo sobre hielo.




Hibridacion ADN/ADN

Los estudios 4e homoiogia ADN/ADN se realizaron mediante el

metodo de competicién en membrana descrito por Johmson (1981). E1l ADN

competidor se sometio a sonicacion (50 vatios en intervalos de 15

segundos) para ohtener pequefios fragmentos. Los filtros de membrana

sobre los que se habia fijado el ADN de referencia, se colocaron en
viales junto con el ADN marcado previamente y con el ADN competidor.
La relacién de concentraciones entre ADN competidor y marcado fue al
menos 150:1, Se adicioné un 30% de formamida y el volumen final se
ajusté a 140 pl con 2xSSC. El proceso de hibridacién transcurrié
durante aproximadamente 18 horas a una temperatura de 56-58 =C,
temperatura de hibridacion adecuada por encontrarse por debajo del
limite correcto para el método del filtro (de Ley, 1970). Estos
experimentos se realizaron por triplicado. Tras la hibridacién los
filtros se lavaron con 2x88C a la temperatura éptima de
repaturalizacisn y la radiactividad de los mismos se midié en un
contador de centelleo Beckmen. Se realizaron al menos dos

determinaciones independientes y el porcentaje de homologia se calculé

de acuerdo con las propuestas de Jjohnson (1981).




I1.7.- ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA CELULAR

'

ue se
q describen en el apartado siguiente, se han realizado con las

ce
pas elegidas como representantes de los fenones obtenidos tras la

Taxonomia Kumérica. Estas cepas son:

- cepa FB8-11: representante del fenon A

- cepa F9-6: representante del fenén B

11.7.1.- Microscopia éptica.- Nedida del tamafio celular

La medida del tamafio celular se realizé mediante microscopia
optica utilizando ocular calibrado a partir de cultivoe de 20 horas de
las cepas en el medio MH liquido al 7,5% tefiidos por el método de

Gram.

11.7.2.- Microscopia electronica de transmision

Los microorganismos se cultivaron €n nedio MH sélido
preparado al 2,5, 7,5 y 20% de sales totales. la siembra se realizé
inundando las placas con Uunos 5§ ml de un cultivo de 18-2C h del

microorganismo en el medio MH a la concentraciom correspondiente. Tras

24 h de incubacién a 32 oC, se realizo una suspension de la bacteria

en solucién salina.
Las rejillas preparadas para la microscopia con una pelicula

de Formvar 1595 E (Serva) como soporte, se depositaraon sobre una gota

durante 5 minutos, dejandose secar
a. A continuaclén se procedis a
1ido fosfotungstico

del cultivo bacteriano

posteriormente sobre papel de filir
tefiir depositandolas de nuevo sobre una gota de ac

se secaron al aire para su poster
al 2%, se ajusto

durante un minuto ¥ jor observaciaémn.

El acido fosfotangsti
el pi a 7,4 y S€ filtré

co se preparé en solucién acuosa

y centrifugé antes de su uso.




Para 1la observacién de 1las

muestras se utilizé wun
Microscopio Electrénico de Transmisién Zeiss EM 902 de los Servicios

Técnicos de la Universidad de Granada. Las imagenes fueron observadas
trabajando a 80 KV de voltaje de aceleracién.

I1.7.3.- Microscopia electrénica de barrido

Las cepas elegidas como representantes fueron cultivadas en
medic MH al 2,5, 7,5 y 20% de sales durante 24 horas a 32 =C; las
células reccgidas por centrifugacioén en frio se lavaron dos veces con
solucion salina de la correspondiente concentracion.

Las células se fijaron con glutaraldehido preparado al 2% en
la solucién salina correspondiente. Tras inclusién en poli-L-lisina y
lavado, se sometieron a nueva fijado con 0OsOa al 2%. A continuacién se
deshidrataron hasta punto critico en gradiente de acetona, para
finalaente proceder al sombreado con oro.

Las muestras se observaron en un microscopio electrénico de

transmision Zeiss DSN 9F0 de los Servicios Técnicos de la Universidad

de Granada.




I1.8.- ESTUDIOS FISIOLOGICOS

Todos estos estudios se realizaron con las cepas F8-11 y

F9-6, elegidas como representantes de los
respectivamente,

feaones A y B,

I1.8.1.- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE SAL PARA EL
CRECINIENTO

Los microorganimos se cultivarcn tantc en medio complejo
(MH), como en medio definido (MD), opreparados a las siguientes
concentraciones de sales totales (%, p/v): 0,5, 2,5, 5, 7,5, 10, 15,
20 y 25. Se realizaron curvas de crecimiento ensayando simultaneamente
y por duplicado todas las concentraciones saliias, para cada una de
las condiciones de cultivo. Las temperaturas de incubacién ensayadas
en cada caso fueron 22, 32 y 42 ©C.

Como 1inéculo se utilizé up cultivo de 18 horas del
microorganismo en el medio de cultivo correspondiente, Mi o MD, al
7,5% de sales y a 32 °C; 0,1 ml de este inéculo se afladieron a 50 ml
de medic de cultivo a las diferentes concentraciones salinas
contenidos en matraces de 250 ml de capacidad; los cultivos fueron
incubados a las distintas temperaturas en agitador mecénico para
asegurar su adecuada aireacién. En el momenta de la siembra, y cada
cuatro horas, se realizé el recuento de células viables segun el
método de Milles y Nisra (1938, en placas de petri conteniendo medio
MH s6lido al 7,5% de sales; se realizaron cuatro diluciones por
ucién de NaCl al 7,5% y se sembraron cuatro gotas

as Pasteur calibradas (0,03 ml/gota). Las placas

muestra con una sol
por dilucioén con pipet

se incubaron a 32 eC.




IT1.8.2.- DETERNINACION DE LOS REQUERIMIENTOS IONICOS Y SALINOS DE LAS
CEPAS

Para llevar a cabo este estudio, se ensayaron distintas

sales por separado y combinaciones de las mismas en el medio definido

MD, a la temperatura de incubacién de 32 ©C, La concentracién

salina
final fue del 5%, éptima para el crecimiento de los microorganismos en

este medio de cultivo y a esta temperatura, segun se determiné enm el
apartado anterior. La metodologia utilizada para realizar las curvas
de crecimiento fue la misma anteriormente descrita.

A continuacion, y para cada microorganismo por separado, se

detallan las sales utilizadas en este estudio:

Cepa F8-11

a.—- Se ensayaron las siguientes sales por separado a la concentracién
del 5%, éptima para el crecimiento del microorganismo en el medio
MD y a 32 °C:
NaCl KC1
NaBr NgCla
Na2S50a Licl
NaNOs NHLC1

Se utilizé asi mismo sacarosa COmo soluto no ionizable.

b.- Combinaciones de NaCl con cada una de las sales anteriores. La
cancentracion de NaCl fue del 3,8%, concentracién que corresponde
a la cantidad de NaCl presente en la solucisén de sales de Subov
preparada al 5%. La concentracién de la otra gal fue del 1,2%:
NaCl + KCl
F§aCl + MgClz
NaCl + LiCl
NaCl + NH4Cl

NaCl + NaBr
NaCl + Naz2S8(a
NaCl + NaWNO=




Cc.~ Combinaciones de los cationes Na* y Mg** con diferentes aniones
La sal de sodio

se utiiizo al 3,8% y la de magnesio al

1,2% en
todos los casos!

NaCl + MgCla
Na280s4 + MgSOa
NaNOs + Mg(NOa)=

d.- Determinacién del requerimiento minimo de Mg** para el crecimiento
optimo.

Se realizaron combinaciones de NaCl con concentraciones
crecientes de MgClz para dar una concentracién final del 5% Las
concentraciones de MgClz fueronm 0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0 y 1,2%,
siendo las correspondientes de NaCl 4,9, 4,8, 4,6, 4,4, 4,2, 4,0 ¥y
3,8%.

e.- Determinaciéon de la concentracién minima de Na* necesaria para el

crecimiento.

Se ensayaron las siguientes concentraciones de NaCl
%, p/v): 0,0, 0.8, 1,0, 1,8 ¥ 2.9 A cada medio de cultivo se
adicioné uam 0,4% de MgClz, concentracién minima de Mg** requerida por

este microorganismo para el crecimiento.




epa F9-0

A

C.—

0,5,

Las sales ensayadas por separado fueron las mnismas que las

uti.izadas para la cepa F8-11 y que se acaban de citar. La

concentracién, como ya se ha indicado, fue del 5%, fijada como

optima para el crecimiento de esta bacteria,

Combinaciones de NaCl (3,8%) con ctras sales (1,2%). El empleo

de las sales en estas proporciones responde a las razones

expuestas anteriormente:

NaCl + NaBr
NaCl + Na=S0a4
NaCl + KCl
NaCl + MgClz

Determinacién de la concentracién minima de Na® necesaria para el

crecimiento.

Se ensayaron las sigulentes concentraciones de NaCl: 0,0,

1;0’ 1,5 J 2'0%'




11.8.3.-ESTUDIO DE LA COMPOSICION QUINICA CELULAR

Se analize la composicién en carbohidratos,
lipidos y acidos nucléicos  mediante las

determinaciones quimicas,

proteinas,
correspondientes
las cuales se llevaron a cabo en liéfilas
obtenidos a partir de cultivos de los microorganismos en el medio MH.

Preparacion de los liofilizados

Las cepas se cultivaron en agitacién 2 32 =C en el medio
complejo MH a tres concentraciones salinas: 7,5%, concentracién que
permite un buen crecimiento de los microorganismos, una concentracién
inferior, 2,5%, y otra superior, 20%. Las células se recogieron por
centrifugacion a 4 =C a 10.000 g durante 20 minutos utilizando una
centrifuga Sorval RC 6B, en tres momentos distintos de la curva de
crecimiento de los microorganismos: fase logaritmica, final de esta
fase logaritmica y fase estacionaria. Posteriormente se lavaron dos
veces con una solucién de NaCl a la concentracion correspondiente. El
sedimento asi obtenido fue inmediatamente deshidratado en un
Liofilizador TELSTAR Modelo Lioalfa.

Los l1iéfilos se conservaron a 4 »C hasta su uso en viales

cerrados a vacio para impedir su rehidratacién.

- Determinaciéon de carbohidra‘os

La determinacion de carbohidratos se realizé mediante el

método de la antroma (Herbert y col., 1971), utilizando glucosa (Merk)

como estandar, con la que Se construyé una curva patrén con unos

margenes de concentracién de 10 a 100 pg/ml. Para realizar las

pesaron 50 mg de las muestras liofilizadas y se
ada hasta que

deternminaciones se

resuspendieron en cantidades convenientes de agua destil

la concentracién de carbohidratos pudo ser valorada con la curva
patrén construida. Los resultados se expresaron en porcentaje respecto

del peso &ecO, siendo cada valor la media de tres determinaciones.




Para el estudio del contenido en

proteinas de los
microorganismos en las distintas condiciones cultivo se siguié el

metodo de Lowry y colaboradores (1951), utilizando 5 mg de 1iéfile

adecuadamente resuspendido en agua destilada, y serocalbumina bovina

(Sigma) como proteina estandar para la construccién de la

correspondiente curva patrén. Las determinaciones se realizaron por
triplicado.

~ Determinacion de acido poli-@-hidroxibutirico (PHE)

El contenido en PHB se determiné siguiendo basicamente la
técnica descrita por Law y Slepecky (1961), que se fundamenta en la
formacién cuantitativa de acido crotémico a partir del &cido poli-g-
hidroxibutirico, por la accién de acido sulforico concentrado.

Con objetoc de evitar interferencias de otras sustancias
celulares en la valoracién del PHB fue necesaria la extraccién del
mismo mediante cloroformo. Para ello las células liofilizadas (5 ng)
fueron sometidas a una digestion con hipoclurito sédico al 10%, 2
37 <C durante una hora. Tras centrifugacién a 3000 g durante 15
minutos, los lipidos, que quedan adheridos a las paredes del tubo,
fueron sometidos a un doble lavado con acetona y etanol absoluto; a
continuacién, el PHB se extrajo mediante dos tratamientos con
cloroformo en bafio maria.

Paralelamente se construyé una curva patrén con 1la sal
sédica del é&cido poli-ﬂ-hidroxibutirico (Sigma), de concentraciones
comprendidas entre 10 y 250 pg/ml.

La valoracién del PHB se realizé por tratamiento con &cido

gsulfurico concentrado en bafio a 100 °C durante 30 minutos y medida de

absorcion a 235 nm.




- Determinacisn de acidas nuclé

La determinacion de Acidos nucléicos de las cepas objetu de

estudio fue precedida de una extraccién selectiva, al objeto de

eliminar todas aquellas sustancias que pudieran interferir en 1la
valoracion espectrofotométrica.

Los lipidos celulares fuercn extraidos y eliminados por
tratamiento con etanol; mediante doble tratamiento con 4cido
perclorico 0,25 N se extrajo el material Acido soluble; finalmente, la
extraccion de los acidos nucléicos se realizé con HCl0. 0,5 N.

El contenido en Acido desoxirribonucléico (ADN) de 1los
extractos, se estableci¢ mediante el método de Herbert y colaboradores
(1971) que wutiliza difenilamina como reactivo. E1 ADN estandar
empleado fue la sal sédica del ADN de timo de carnero (Sigma).

La determinacién de é&cido ribonucléico (ARN) se realizé
segun el método del orcimpl (Herbert y col., 1971), empleando ARN
procedente de levadura (Merk) para construir la curva patrén

correspondiente.




11.8.4.- ES 5 LA C z
1.8.4.- ESTUDIO DE LA COMPOSICION CELULAR DE ACIDOS GRASOS

El analisis de la composicién de acidos grasos se llevé a
< i
abo mediante cromatografia gaseosa previa extraccién de los mismos

segun la metodologia descrita por Monteoliva-Sanchez
Cormenzana (1987a).

y Ramos-

Se utilizaron muestras liofilizadas de los microorganismos

preparadas segun se describié en el apartado anterior,

Butrabelst 4

- Saponificacién: 50 mg d= muestra liofilizada se saponificaron con
5 ml de NaOH en metanol-agua (v/v) mediante ebullicién y reflujo

durante 3 horas en bafio de propilen-glicol.

- Bxtraccion de los acidos grasos libres: al material saponificado y
frio se afiadio HCl 6 N con el fin de liberar los adcidos grasos, que

fueron posteriormente extraidos con hexano en ampollas de decantacion.

- Metilacién: la capa hexanica resultante de la extraccién anterior se
evaporé bajo corriente de nitrégeno y el residuo de Acidos grasos se
disolvié en 5 ml de metanol con el que se realizé la metilacién,
mediante reflujo durante 3 horas, ¥ adicionando unas gotas de &cido

sulfurico como catalizador de la reaccion.

- Extraccién de los ésteres metilicos: los ésteres metilicos de los

acidos grasos se extrajeron con 5 ml de hexamo, lavandose este

extracto tres veces con agua destilada para retirar los restos de

acido sulfarico ¥y metanol; el exceso de agua de la capa hexénica se

eliminé mediante adicién de sulfato sédico anh
nte de nitrégemo. El

idro, para finalmente

evaporar el extracto a sequedad bajo corrie

residuo asi obtenido se disolvié en 100 pl de hexano para &u analisis

cromatografico.




Analisis cromatografico

Los ésteres metilicos de los &cidos grasos fueron analizados

mediante cromatografia gaseosa utilizando un cromatégrafo de gases

Carlo-grba Fractovap 2200 equipado con un detector de ionizacién de
llama.

La separacion se realizo en columna de vidrio de 2 m de
longitud y 3 mm de diametro interior, rellena con dietilen glicol
succinato (SE-50) al 15% en Chromosoid W. Se inyectaron 5 pl de
auestra programandose un aumento de temperatura de 6 =C/minuto, desde
150 a 215 =»C, Como gas portador se utilizo nitrogeno, con umn flujo de
35 ml/minuto, y como gases para producir liama, aire (60 ml/minuto? e
hidrégenn (30 ml/minuto).

Los &cidos grasos presentes en las muestras analizadas
fueron identificados por comparacién de los tiempos de retencién de
los picos obtenidos con los producidos por los Acidos grasos patrones,
analizados previamente (Tabla II.3).

El perfil cromatografico, asi como el area de cada uno de
los picos y la concentracién correspondiente, eran proporcionados

directamente por un integrador-registrador Sigma 15 de Perkin-Elmer

conectado al cromatégrafo.




r \
abla I[.3. Relacion de los acidos grasos que en forma de ésteres

metilicos se han utilizado como patrones.

Acido graso

Casa comercial

Decanoico
2-hidroxidecanoico
Undecanoico
Dodecanoico
2-hidroxidodecanoico
3-hidroxidodecanoico
12-metiltridecannico
Tetradecanoica
2-hidroxitetradecanoico
3-hidroxitetradecanoico
i2-metiltetradecanoico
Pentadecanoico
i4-metilpentadecanoico
Hexadecanoico
9-hexadecenoico
2-hidroxihexadecanoice
14-metilhexadecanoico
Heptadecanoico

9, 10-metilenhexanoico
Octadecanoico
9-octadecenoico
Nonadecanoico
11.12*metilencctanoico

Eicosanoico

C10: 0

& "HC10:
C11:0
Ci2: 0
2-DHC12:
3-0HC12:
i-C14: 0
Cl14:0
2-0OHC14:
3-0OHC14:
a-C15:0
C15: 0
1-C16:0
C16: 0
Ci16:1
2-0HC16:
a-C17:0
C17:0
cy-C17: 0
C18: 0
Cc18:1
C19:0
cy-C19:0
c20: 0

Polysciences Corporation
Supelco

Sigma

Polysciences Corporation
Supeico

Sigma

Applied Science
Polysciences Corporation
Supelco

Supelco

Applied Science

Sigma

Applied Science
Polysciences Corperation
Polysciences Corporation
Supelco

Applied Science

Sigma

Applied Science
Polysciences Corporation
Polysciences Corporation
Sigma

Applied Science

Polyscliences Corporation




ITI. RESULTADOS




1I1.1. TAXONOMIA NUMERICA Y CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DE LAS CEPAS

%

La Figura 1 muestra el Dendrograma simplificado obtenido
tras el Analisis Numerico de los caracteres fenotipicos de las 62
cepas objeto de estudio, junto con las cinco cepas de referencia,

medianta el coeficiente de semejanza de Sckal y Michemer y la técnica

de agrupacion UPGMA.

Las siguientes cepas 1O quedaron incluidas en los fenones

formados: A-3, A-34, F10-4, F11-11 (oxidasa positivas) ¥ A-18, A-26,

C-0 (oxidasa negativas), asi como los cinco microorganismos de

referencia.

El valor del coeficiente de correlacion cofenética resulté

ser 0,85879.




SEMEJANZA (%)

60

Fendn A
(33 cepas)

A-18

cC-9
“ Chromobocierim marsmortui”  ATCC

" pegudomonas halosacchorolytica " CCM
Filovobacterium halmephilum CcCMm

Deleya halophilo ccM
A-3

Fil-Nl
A-26
FIO-4

A-34
Vibrio costicola




La Tabla [Il.. muestra las caracteristicas fenotipicas de
ias 55 cepas que quedaron agrupadas en los dos femones resultantes del
Analisis Numérico. Los resultados se hau expresado como porcentaje de
cepas que dan positiva umna prueba, sobre el total de cepas que

componen cada fenon: 33 cepas en el fenén A y 22 en el fenén B.

lodas ellas son bacilos Gram negativos inméviles, con
inclusiones de PHBE. En medio s6lido originan colonias circulares,
convexas, poco elevadas y é€n medio liquido crecen uniformemente.
Catalasa positivas, con metabolismo respiratorio. Crecen al 5, ©.9 ¥
10% de sales totales, a pH 6, 7y8, yal5 20, 25, 32 y 37 =C. ¥o
producen piocianina ni fluoresceina, ni forman acidos a partir de la

arabinosa, D-celobiosa, lactosa, salicina ni xilosa. Indol, rojo de

metilo y Voges—Proskauer negativas. Ko hidrolizan el almidén ni la

son incapaces de respirar cobre fumarato y de utilizar el

caseina,

benzoato como Gnica fuente de carbono Yy energia. Todas son sensibles

al cloramfenicol (30 ug) y 2 ia polimixina B (300 UD.

En la Tabla III.2. se presentan aquellas pruebas utiles para

diferenciar los fenones A y B, considerando una diferencia de al menos

un 40%.




Iabla ILI.1,

Caracteristicas fenotipicas de lus dos fenones

% de cepas que dan positiva una prueba sobre:

33 cepas 22 cepas

Caracteristica Fenén A Fenén B

Sal: crecimiento a (%), (32 =C)
0,5
3
12,5
15
20
25
30

crecimiento a
5
9
10

Temperatura: crecimiento a (=C)
5
40
45

Produccién de acidos de:
Adonitol
Dulcitol
Etanol
D-fructosa
D-galactosa
D-glucosa

[pnulina

o O W O O OV O W

Maltosa

o 60 © U o o o o O

-
o

D-manitol




Tabla III.1. (continuacién)

Caracteristica F
enén B

Produccion de acidos de:
D-manosa
D-melecitosa
Helibiasa
Sacarosa
D-sorbitol
D-trehalosa

Uxidasa
Respiracion sobre nitrato
Respiraciéon sobre nitrito
Reduccién de nitratos
Reduccién de nitritos
Produccién de H=S
Crecimiento en KCN
Reducciéon del selenito
Oxidacion del gluconato
Hidrélisis de la urea
Fenilalanina desaminasa
Hidrolisis de la gelatina
" del Tween 80
o del Tween 20
ONPG
DNAsa
Fosfatasa
Hemolisis
Crecimiento en Agar-MacConkey
- en Agar-Cetrimida
Produccién de lecitinasa
Hidrelisis de la esculina
" de la tirosina




Tabla III.1. (continuacisn)

Caracteristica Fenon A

Utilizacién de compuestos organicas

como unica fuente de carbono y enmergia:

Almiden
l-arabinosa
D-celobiosa
Esculina
D-fructosa
D-galactosa
D-glucosa
Inulina
Lactosa
Maltosa
D-manosa
L-rafinosa
L-ramnosa
Sacarosa
D-salicina
L-sorbosa
D-trehalosa
D-xilosa
Acetato
Caprilato
Citrato
Formiato
Fumarato
D-glucanato
Hipurato
DL-lactato
DL-malato
Malorato

Oxalato




Tabla III.1. <(continuacién)

Caracteristica

Utilizacién de compuestos organicos

comc Unica fuente de carbono y energia:
Piruvato
Propionato
Succinato
D-tartrato
R-hidroxibutirato
Adonitol
Dulcitol
DL-glicerol
mic-inositol
D-manitel
D-sorbitol

Utilizacién de aminoacidos
como unica fuente de carbono,
nitrogeno y energia:

i-alanina

L-arginina

L-aspartico

L-glutéamico

L-histidina

DL-isoleucina

L-leucina

L-lisina

L-ornitina

L-serina

L-triptéefano




Tabla II1.1. (continuacién)

Caracteristica Fenén A

Sensibilidad frente a:

Acido Nalidixico (30 pg)

Amikacina (30 pg>
Ampicilina (100 pg)
Carbenicilina (100 pg>
Cefaloctina (30 ug)
Clindamicina (2 UD)
Colistina (50 ug)
Eritromicina (15 pg»
Estreptomicina (10 pg)
Gentamicina <10 UD
Penicilina G (10 UD
Rifampicina (5 ug)
Sulfamida (200 pg>
Tetraciclina (30 g’
Trimetoprim (1,25 pg)-
-Sulfametoxazol (23,75 pMg)




Tabla III.2. Caracteristicas

diferenciales de los dos fenones.

Carac i
cteristica N2 de cepas positivas

Fenén A Fenén B

(33 cepas) (22 cepas)

Sal: crecimiento a (%):

0,5

25

30
Respiracién sobre nitrato
Respiracidn sobre nitriio
Reduccion de nitritos
Produccion de H2S
Hidrélisis de la gelatina
Fenilalanina desaminasa
Fosfatasa
Creciniento en Agar-Cetrimida
Crecimiento en Agar-MacConkey

Hidrélisis de la esculina

Utilizacién de compuestos orgamicos
como unica fuente de carbono y energia:
Lactosa
D-salicina

g-hidrozibutirato




Tabla II1.2. (continuacién)

Caracteristica

Fenén A

Utilizacion de aminoacidos

como unica fuente nitrégeno,

carbono y energia:
L-histidina

L-1lisina

Sensibilidad frente a:
Ampicilina (100 ug)
Carbenicilina (10C pg?
Cefalotina (30 pg’
Eritromicina (15 pg)
Gentamicina (10 UID)
Penicilina G (10 UD)
Tetraciclina (30 pg)




I1I1.2. CONTENIDO EN G+C

A continuacion se muestran los valores de la Temperatura

media de desmaturalizacién (Tm) y del contenido en bases Guanina mAs

Citosina del ADN de las cepas representantes del fenén A (Tabla III.3)

y del fenén B (Tabla I1I.4)




Tabla II1.3., Temperatura media de desnaturalizacién (Tw) y contenido

en G+C (%) de las cepas representantes del fenén A

G+C (W

4
.8
.6
.3
.0
.4
.0
.2
7




Tabla II1.4. Temperatura media de desnaturalizacién (Tw) y contenida

en G+C (%) de las cepas representantes de fenén B

G+C %)

o
.6
.5
9
7
.9
B
.8




111.3. HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Los resultados de los experimentcs de hibridacién ADN/ADN ee
Tabla I1I.6 (fenén B)

muestran en la Tabla III.5 (femon A) y en la




Tabla III.S. i
I1.5. Homologia ADN/ADN entre las dos cepas representantes del

fenén A y otros organismos relacionados

% de Homologia con ADN marcado de:

ADN a0 marcado de: Cepa F8-11 Cepa FB8-5

Fenén A:

Fé-11

F8-5

A-2

A-30

A-32

Fll-2

F11-10

F9-12

G-21

H-356
Cepa F2-12 (femon B)
Cepa F9-6 <(fenoén B)
Acinetobacter calcoaceticus CCN 5581
Acinetobacter calcoaceticus CCN 5593
Alcaligenes faecaiis CCH 1052
Alteromonas luteoviolalea ATCC 33492
»Chromobacterium marismortui* ATCC 17056
Deleya aesta NCMB 1980
Deleya cupida NCMB 1976
Deleya halophila CCK 3662
Deleya marina ATCC 25374
Deleya pacifica HCMB 1977
Deley;a venusta NCMB 1979
Flavobacterium halmzphilum CCM 2833
Flavobacterium meningosepticum CCH 2719
Halomonas elongata ATCC 33173
Halomonas halodurans ATCC 29686
* Pseudomonas halosaccharolytica” CCH 2851
Pseudomonas putida CCM 1977
yibrio alginolyticus CECT 521
Vibrio costicola NCHB 701
Vibrio natriegens CECT 526
Vibrio parabaemolyticus CECT 511

bt
o PO

s
OCOoOrRPOBNOWO




% de Homologia con ADN marcado de:

ADN :
no marcado de: Cepa F9-6 Cepa F2-12

Fenén B:

Fo-6

Fe-12

41 a

B-1

F2-.5

43 a

F2-13

Fl1-.5
Cepa Fc-11 (fenén A)
Cepa F8-5 (femon A)
Acinetobacter calcoaceticus CCK 5981
Acinetobacter calcoaceticus CCN 5593
Alcaligenes faecalis CCK 1052
Alteromonas luteoviolacea ATCC 33492
“Chromobacterium marismortui” ATCC 17056
Deleya aesta NCHB 1980
Deleya cupida NCMB 1978
Deleya halophila CCM 3662
Deleya marina ATCC 25374
Deleya pacifica NCMB 1977
Deleya venusta NCMB 1979
Flavobacterium halmephilum CCN 2833
Flavobacterium meningosepticum CCM 2719
Halomonas elongata ATCC 33173
Halomonas halodurans ATCC 29686
“ pseudomonas halosaccharolytica® CCK 2851
Pseudomonas putida CCK 1977
Vibrio alginolyticus CECT 521
Vibrio costicola NCMB 701
Vibrio natriegens CECT 520
Vibrio parahaemolyticus CECT 511




111.4. MORFOLOGIA CELULAR

Las figuras siguientes muestran la morfologia de las cepas
representantes de los fenones A y B, realizadas mediante microscopia

electronica de transmision (Figuras 2 y 3) y de barrido (Figuras 4 y 5

Figuras : : Cepa F8-11 cultivada al 2,5% de sales totales
Figuras . : Cepa F8-11 cultivada al 7,5% de sales totales
Figuras 2 g . Cepa FB8-11 cultivada al 20 % de sales totales
Figuras 3 a : Cepa F9-6 cultivada al 2,5% de sales totales
Figuras ! ; Cepa FY-6 cultivada al 7,5% de sales totales
Figuras : Cepa F9-6 cultivada al 20 % de sales totales

(La barra equivale a 1 pm

Fj wra 4 A: Cepa F8-11 al 2,5% de sales totales
Figura 4 B: Cepa F8-11 al 20% de sales totales

Figura 5 A: Cepa F9-6 al 7,5% de sales totales
Cepa F9-6 al 2,5% de sales totales

Figura 5 B:

En todos los casos los microorganismos fueron cultivados en el

medio MH (Quesada ¥ col., 1983
















11I.5.1. CONCENTRACION OPTIMA DE SAL PARA EL CRECINIENTO

Los resultados de los estudios de la respuesta de los

microcrganismos frente a la sal se presentan en las Tablas y Figuras

siguientes:

Tablas III.7 a III.10: Tasas de crecimiento (p) y Tiempos de
las ce : 11 y F9-6 en distintas

generacion (g) de

condiciones de cultivo

Tabla I1II.11: Rangos y éptimos de crecimiento salino

Figuras 6 a 16: Curvas de crecimiento de las cepas F8-11 y F9-6 en

diferentes condiciones de cultivo

Figuras 17 ¥ 18: Tasas de crecimiento (p) de las cepas




Relaciéon de las Figuras 6-16:

Cepa F8-11, medio MH, temperatura 32 ~C
concentraciones salinas del 2,5 al 25%
¢ Cepa F8-11, medio MH, temperatura 22 <C
concentraciones salinas del 2,5 al 20%

: Cepa F8-11, medio MH, temperatura 42 <C
concentraciones salinas del 5 al 20%

: Cepa F8-11, medio MD, temperatura 32 <C
concentraciones salinas del 2,5 al 15%

: Cepa F8-11, medio MD, temperatura 22 “C

concentraciones salinas del 2,5 al 15%

: Cepa F9-6, medio MH, temperatura 32 =C
concentraciones salinas del 2,5 al 25%
Cepa F9-6, medio MH, temperatura 22 =C
concentraciones salinas del 2,5 al 25%
Cepa F9-6, medio MH, temperatura 42 =C
concentraciones salinas del 6§ al 25%

; Cepa F9-6, medioc MD, temperatura 32 =C
concentraciones salinas del 2,5 al 15%

. Cepa F9-6, medic MD, temperatura 22 <C
concentraciones salinas del 2,5 al 10%

: Cepa F9-6, medio MD, temperatura 42 =C

concentraciones salinas del 5 al 15%

MH: Medio de cultivo complejo «Quesada y col., 1083}
MD: Medio de cultivo definido (Quesada y col., 1087)

Fn las Figuras sélo se han representado aquellas

concentraciones salinas en las que se produjo crecimiento.
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Tasas de crecimiento (p) de la cepa F8-1l en el medio de

cultivo complejo MH (A) y definido MD (B

Tasas de crecimiento (u) de la cepa F9-6 en el medio de

cultivo complejo NH (A) y definido MD (B




Tabla IL1.7. Tasas de crecimiento (M, horas™') de la cepa F8-11

en distintas condiciones de cultivo.

Medio de Concentracion Temperatura (=C)
cultivo salina (%) 32 42

- = po crecimiento
= 1983)

1987)

medio de cultivo complejo (Quesada y col.,

medio de cultivo definido (Quesada y col.,




Tabla III.8. Ti 3
empos de generacién de la cepa F8-11
=11 en distintas

condiciones de cultivo

Medio de Concentracion Temperatura

cultivo salina (%) 32

- = no crecimiento
iva complejo (Quesada y col.,

o definido (Quesada ¥y col.,

1983)

medio de cult
1987

medio de cultiv




Tabla [I1.9. Tasas de crecimiento (u, horas—') de 1la cepa

en distintas condiciones de cultivo,

Nedio de Concentracién Temperatura (=C)

cultivo salina (%) y 32

- = no crecimiento
medio de cultivo complejo (Quesada ¥y col.,

)
¥D= medio de cultivo definido (Quesada Yy col., 1987

1983)




iabla III1.10. Tiempos de generacién de la cepa F9-6 en distintas

condiciones de cultiva.

Nedio de Concentracioén Temperatura (=C)

cultive salina (%) 32

- = np crecimiento e
- medio de cultivo complejo (Quesada y col., 19

¥D= medio de cultivo definido (Quesada y col., 19873




2 8
:

F&-11 F9-
y FO-6 en distintas condiciones de cultivo

Medio de Temperatura Optimo
cultivo =C) %)

0,5* 2,5-20
2| 5_25
5-20

(0i5) 2|5—15
235"15

(0]5) 2,5-25
2'5'25
2,5 5-25

¢0,5) 2,5-10
2,5-15
5-15

- no crecimiento

Las concentraciones Qque aparecen entre paréntesis no ernitieron

el crecimiento del microorganisao, pern si Su supervivencia al

menos hasta las 72 horas de incubacion
medio de cultivo complejo (Quesada y col., 1953)

medio de cultivo definido (Quesada ¥ col., 1987




REQU.RIMIENTOS IONICOS Y SALINOS

F8-11:
Cationes: Na* + Mg**
Aniones: Cl- o SCa~
Concentracién minima de Mg™™: 0,4% de MgClz (+3,8% de NaCl)

Concentracién minima de Fa*: 1,5% de NaCl (+0,4% de MgCla)
-

F9-6:
- Cationes: Na*
- Aniomnes: Cl™, S04™ o Br-

- Cpncentracion ninima de Na™: 1,5% (NaCl)




111.5.3. COMPOSICION QUIMICA CELULAR

) | s

%

Los resultados de las determinaciones de proteinas,
carbohidratos, FHB y acidgnucléicos de las cepas repesentantes de los
fenones A y B se p128en  er la Tabla III.12 (cepa F8-11) y en la

Tabla 11I1.13 (cepa F9-6)

-




Tabla II1.12. Contenido en proteinas, carbohidratos, PHB y acidos

nucléicos de la cepa F8-11 en fase exponencial de
crecimiento.

Concentracién salina (%, p/v)
2,5 7,5 20

Proteinas

Carbohidratos

PHB

ADN

seco.
Los resultados se Lan expresado como porcentaje respecto del peso




Tabla 111.13. Contenido en proteinas, carhohidratos, PHB y acidos

nucleicos de la cepa F9-6 en fase exponencial
de crecimiento.

Concentracion salina (%, p/Vv)
2,5 7.5 20

Proteinas

Carbohidratos

PHB

ADN

Los resultados se han expresado en porcentaje respecto del peso seco.




II11.5.4. COMPOSICION CELULAR DE ACIDOS GRASOS

Los resultados del estudio de la composicién en Acidos
es de los fenones A y B, asi

grasos celulares de las cepas representant
a fase de crecimiento y de la

como de la influencia sobre ésta de 1

concentraciéen salina del medio externo se muestran .n las Tablas

e

siguientes:

¥
*

Tabla 1I1.14: Tiempos de retencién y desviacién estandar

de los Acidos grasos patrones

Tabla 1I1.15: Composicion de aAcidos grasocs de la cepa Fa-11

Tabla 1I1.16: Composicion de Acidos grasos de la cepa Fo-6




Tabla 111.14. Tiempos de retencién de los ésteres metilicos de los

acidos grasos patrones, separados por columna de SE-50
al 15% en Chromosoid.

Acido graso Tiempo de retemcién

(minutos)

10
1 0
10
1 0
1 0
1 0
1 0
: 0
10
: 0
1 0

Con apillo ciclopropano

cy-C17:0
cy-C19: 0

Hidroxilados

2-0HC10
2-0HC12
3-0HC12
2-0HC14
3-0HC14
2-0HC16




I T " :
abla 111.15. Composicion de acidos grasos de la cepa F8-11

Concentracibn salina (%)

7,5

Atido graso

1
i={16:0 - 3
a-C17:0 0,6

ty-C17:0 2,9
cty-C19:0 3,8

| fase logaritmica; 2, final fase logaritaica; 3, fase estacionaria
-z no detectado; T= trazas, menos del 0,1%

No se detectaron dcidos grasos hidroxilados ni saturados de 10 y 11 dtomos de carbono




Tabl - sicie
a 1I1.16. Composicién de acidos grasos de la cepa F9-6

Concentracidn salina (%)

Acide graso

£13:0
Cld:0
€15:0
C16:0
€17:0
£ig:0
€19:6
€20:0

Clé:l
C18:1

i-C14:0
a-(15:0
i-C16:0
a-C17:0

cy-C17:0
cy-C19:0

|, fase logaritmita; 2, final fase logaritmica; 3, fase estacionaria
-= no detectado! T= trazas, menos del 0,1%

No se detectaron dcidos grasos hidroxilados ni saturados de 10 y 11 dtonos de carbono




IVv. DISCUSION




Desde la perspectiva que ofrecen los conocimientos actua_es
acerca del halofilismo bacteriann, es posible considerar a los
microorganismos haiofilos moderados como un grupo fisiolégicamente
homogéneo, perc de manisfiesta heterogensidad bajo el purto de vista

taxonomico.

Sin embargo, cuando en 1976 se 1inicié en nuestro
Departamento la linea de investigacion sobre los microoraganismos
haléfilos, dentro de la cual se ha realizado esta Tesis doctoral,
ciertamente los haléfilos moderados eran aun escasamente conocidos:
s6lo se habian descrito seis especies como tales y poco se sabia

acerca de su fisiologia. En los 4ltimos afios se han realizado anplios

estudios sobre este tipo de microorganismos, que han conducido a la
(hoy existen mas de 20

descripcién de numerosas nuevas especles

formalmente descritas como haléfilas moderadas), asi como a la

profundizacién en el conocimiento de su comportamiento fisiolégica.

No obstante, existen aion algunos grupos de microorganismos

lados en ambientes bipersalinos ¥ encuadrados en la

que pueden ser ais
n incluirse en

categoria de los haléfilos moderados, pero que no puede

ninguna de las especles descritas como tales.




Este es
es el caso de los bacilos Gram negativos aerobios

inmov
moviles objeto e estudio de este trabaju. En el plantcanmiento del

mismo ]
ya eefialabamos que, si bien tras una caracterizacién inicial

habian sido asignados provisionalmente a los generos Flavobacterium y
Acinetobacter (Quesada y col., 1985), podrian constituir nuevos taxa
no descritos hasta ahora. Los resultados de los estudios taxonémicos
que nos han llevado a confirmar esta hipétesic guedan expuestos en

esta memoria.

Caracterizacion fenotipica

Las pruebas de caracterizacion de las cepas se eligieron
atendiendo a las recomendaciones de 1la Socledad Americana de
Microbiologia <(Colwell, 1970), realizéndose un total de 151, Este
nimera de pruebas esta de acuerdo también con los criterios de Sneath
(1972) y Sneath y Sokal (1973), quienes indicar como é6ptimo. para la
posterior aplicacion de las técnicas de AnAlisis Numérico, un numero
entre 100 y 200, siendo los numcros inferiores a 60 iasuficientes para
obtener una clasificacién estable.

Todas estas pruebas fueron convenientenente modiflcadas para
el estudio de micoorganismos haléfilos moderados segun los criterios
de Ventosa y colaboradores (1982) y Quesada y colaboradores (1933,
1984), quedendo una vez mas probada su validez por la bondad de los
resultados obtenidos.

pel conjunto de datos recopilados de las pruebas
fenotipicas, y para la realizacién del Analisis HNumérico, fueron

eliminados 34 caracteres, ya que todas las cepas presentaron igual

resultado para los mismos, Y, por taato, DO aportatan caracter

discriminatorio alguno (Sneath y Sokal, 1973). Este elevado numero de

pruebas comunes indica, por otra parte, que los microorganismos

estudiados constituyen un grupo bastante homogéneo, independientemente

del habitat salino del que fueron aislados y de su localizacién

geografica (Quesada y col., 1985). Asi,
metabolismo respiratorio, coOn

¢+odos ellos san bacilos Gran

negativos {inméviles, aerobios, de

inclusiones de PHB, productores je catalasa. En medio sélido




de . v '
3 t

’ ]

y 10% de sales totales, a pH 6, 7 y 8, y a 15, 20, 25, 32 y 27 =C

Ninguno produce acidos a partir de L-arabinosa, D-celob’ Jsa, lactosa
'

salicina ni D-xilcsa, ni crece eu anaerobiosis en presencia de

fumarato; todos dan negativas las pruedas de iuadol, rojo de metilo y
Voges-Proskauer, y son incapaces de hidrolizar el almidén y la
caseina; ninguno produce piocianina ni fluoresceina, ni utiliza el
benzoato como unica fuvente de carbono y energia, y todos son seasibles
al cloranfenicol (30 ug) y a la polimixina B (300 UD),

En el anAlisis de semejanza se utilizaron dos coeficientes:
el de Sokal y Wichener (Ssm) y el de Jaccard (S,). Algunoe autores
recomiendan utilizar el primero, por cuanto en taxonomia bacteriara
ciertos caracteres pueden ser considerados alternativamente como
positivos o negativos (tal es el caso del registro de la respuesta
frente a un antibisético), afectando el modo de registro a los
resultados del coeficiente S- (Sneath, 1972). En nuestro caso, si bien
los resultados obtenidos mediante amhos coeficientes <fueron muy
semejantes, seleccionamos justamentente el de Sokal y Michener ya que
al aplicar éste obtuvimos una relativa mayor separacién entre los
grupos y a un nivel de semejanza superior.

Para el analisis de agrupacién se utilizé la técnica de
asociacién UPGMA, que también en estudios anteriores habiamos
observade rendia mejores resultados (Quesada y col., 1983, 19684; del
Moral y col., 1987). Asi, la Figura 1 muestra el dendrograma obtenido
con el coeficiente Ssm y la tacnica UPGMA, para el que el valor del
coeficiente de correlacién cofenética resulté ser de 0,85879.

En esta Figura se observa que a un nivel de semejanza del

70% la mayoria de las cepas gse agruparon en dos fenones (fenén A ¥

fenén B), mientras que solamente 7 cepas no quedarcn a
o cepas utilizadas como referencia en este estudio 1o

grupadas a este

nivel. Las cinc
n ninguno de los dos fenones formados, 1o que €8 un

gse incluyeron e
s caracteres

claro iudice de la escasa relacién existente entre 1lo

fznotipicos de éestas y los de nuestras cepas.

de las caracteristicas fenotipicas de las cepas

El conjunto
Se ban

que componen los dos fenones aparecen en la Tabla III.1.




seleccicn
cnado ademas aquellos caracteres que resultan utiies para

dif i '
erenciar ambos fenones, y éstos se relacionan en la Tablia III.2

A continuacién se describen las propiedades generales de
estos dos fenones: '

Eenen A:

Formado por 33 cepas que se agrupan a un nivel de semejanza
del 70% Son bacilos Gram negativos inméviles, oxidasa positivos.
Todos son aerobios; en la mayoria de los casos pueden utilizar nitrato
o nitrito como aceptor alternativo de electrones, pudiendo entonces
crecer anaerécbicamente en presencia de estos compuestos. Reducen tanto
los nitratos como los nitritos. No poseen actividad proteolitica,

amilolitica ni fosfatasica y son sensibles a la penicilina G.

Fen¢n B:

Comprende 22 cepas que se agruparon a un nivel de semejanza
del 75% La principal caracteristica que diferencia a este grupo del
fenén A es que todas las cepas son oxidas: negativas. Son aerobios
estrictos e incapaces dz respirar sobre nitrato o nitrito. Reducen los
pitratos pero no los nitritos. la mayoria de las cepas poseen

actividad proteclitica y fosfatasica y resisten la penicilina G.

Hemos seleccionado también algurpos caracteres que resultan
de utilidad para diferenciar a ambos grupos de bacterias de otros

bacilos Gram negativos aercbios; estas caracteristicas se muestran en

la Tabla IV.1.

La descripcién de las caracteristicas propias de cada uno de

los fenones obtenidos tras un Analisis Numérico, asi como la geleccién

de caracteres de diagnéstico adecuados para diferenciar unos grupos de

otros, aunque imprescindibles para la definicién de nuevos taxa,

resultan a menudo insuficientes a la bora de identificar y clasificar

otros grupos por comparacién con éstos. Asi pues, se hace necesaria la

e referencia ¥ ejemplo

eleccion de una “cepa tipo" que sirva d
Silvestri ¥

la especie (Staley ¥ Krieg, 1964).

permanente de
o deberia ser la "mAs

colaboradores (1962) suglieren que la cepa tip




Tabla IV.1.

Caracteristicas diferenciales de los fenanes A y B y otras especies Gram

negativas aerobias haléfilas moderadas

Caracteristica Flavobacterium Deleya Vibrio Halomonas Halomonas Fenbn

haleephilum halophila costizala elongata  subglaciescola A

Norfologia Bacilo Bacilo Bacilo ~ Batile Bacilo Bacilo Bacilo
curvade

Pigmentacién amarilla treaa blanta blanca blanca 1a|ri11|nt|-
Novilidad - + + ’ ‘ :
Oxidasa + + 4 ¢ + i
Acidos de;
Arabinosa
Glucosa
Lactosa
Manitol
Produccién de HzS
Hidrélisis del Tween 80
Hidrélisis de Gelatina
. Caseina
. Esculima
5 ONA
Reduccién nitratos
Reduccién nitritos
Fosfatasa
Fenilalanina desanimasa
Sensibilidad a:
Eritromicina
Gentamicina
Penicilina 6

Tetraciclina (=)

-
-
= -

-+ {odas las cepas son negativas
ais de las ceuas son negativas

+' todas las cepas son positivas;
(4): ol 808 o més de las cepas son positivas; (=) el 808 0
d: del 21 al 79% de las cepas son positivas; NO: no deterninado,




tipica de un ¢ o
P onjunto™, y denominada como "centrotipo" por ser la que

ocupe el centro del grupo definido mediante el an&lisis de asociacisn

A
pesar de ello es eviden.e que en esta eleccién influye el criterio

subjetivo del propio investigador, y asi, no es sorprendente que

algunas especies bacterianas posean mayor diversidad que otras

En nuestro caso la cepa representante de cada fenén fue

seleccionada segun el criterio de Silvestri (1962) por cumplir las

caracteristicas definidas para el grupo, es decir no sélo aguellas

para las qua el 100% de las cepas son positivas o negativas, sino
también para ias que cumplen el 90 c el B80% de las cepas del feman.
Asi elegimos la cepa FB8-11 como representante del fenén A y ia cepa
F9-6 para el B, quienes, ademads, se utilizaron posteriormente en los

estudios genéticos y fisiolégicos.

Caracterizacion genetica

El contenido en bases Guanina y Citosina del ADN se
determiné en 10 cepas del fenén A y 8 del B; los resultados pueden
observarse en las Tablas III.3 y III.4. Para el fenon A el porcentaje
en G+C fue del 58,2-65,4%, siendo 64,2 el de la cepa tipo F8-11; los
valores en el femon B variaron entre 57,06 y 65,7%, correspondiendo

este ultimo valor con el G+C de la cepa representante, F9-6.

En esta Tabla aparece también el valor de la temperatura
media de desnaturalizacion del ADN (Tw.>, dato imprescindible para la
determinacién de las temperaturas de incubacién en los experimentos de
hibridacion ADN/ADN, cuyos resultados, expresados en porcantaje de

homologia, se han recogido en las Tablas III.5 y III.6.

El primer hecho que llama la atencién es la gran

homogeneidad existente dentro de cada uno de los grupos, a la vista de

los elevados porcentajes de homologia entre las cepas que los

siendo del 71% al 99% en el fenén A Y
de relacién de Sus ADN con las otras

y no haléfilas utilizadas como

del 65 al 90% en el B.
componen,

Por el contrario, el grado

bacterias Gram negativas haléfilas




ret cl
erencla, fue muy bajo: de 0 a 28% en el fenén A y de 0 a 43% para
las cepas pertenecientes al fenén B.

Ubsérvese que las dos cepas representantes del fenén A, que

en un
estudio previo, como ya hemos comentado, se asignaron

provisionalmente al género Flavobacterium, no hibridaron con las das

especies de este género utilizadas en el estudio,

Flavobacterium
halmephilum (halofila moderada) y Flavobacterium meningosepticum (no

halofila); s6lo la cepa FB8-5 presenté un 9% de homologia con la
especie F., halmephilum este hecho, unido a la gran diferencia en el
contenido en G+C que presentan sus ADN (49,7 para F. bhalmephilum,
Callies y Manheim, 1978, frente a 58,2-65,4 de nuestras cepas), nos
hace descartar definitivamente la posibilidad de relacionarlas con las
especies de este género. Segun el mismo criterio, tampoco guardan
relacién con el resto de los microorganismos de referencia, dados los
bajos porcentajes de homologia encontrados (0-28%), siendo la especie
de origen marino Deleya pacifica la que presenté mayor grado de
hibridacién con la cepa F8-11 (28%).

Por lo que se refiere a las cepas del fenétn B utilizadas en
estos experimentos de hibridacién, se observa una mayor homologia de
sus ADN con algunas de las bacterias haléfilas o no haléfilas usac-
como referencia que con la especle Acinetobacter calzoaceticus, com la
que el porcentaje de homologia fue inferior al 22%; ademas, el rango
de contenido en G+C para el geénero Acinetobacter es de 38-47% (Juni,
1984), mientras que el de nuestiras cepas es muy superior (57,0-65,7),
lo que confirma una Vvez mas la imposibilidad de relacionarlas con las
especies del geémero Acinetobacter.

Como acabamos de sefialar, una de las cepas elegida como
este estudio (F2-12) presento porcentajes de
% con alguna de las utilizadas de

representante para

hibridacién de alrededor del 40

referencia: FPseudomonas putida, no haléfila, Deleya cupida, bacteria

marina, y Deleya halophila y Halomonas eiongata, haléfilas moderadas.

johnson en 1973 propuso un esquema para separar grupos taxonémicos

(subespecie, especie y espec
la homologia de ADN. Segun este esquema,
de homologia (20-60%) encontrados entre dos cepas €n estudio indican

ies relacionadas) en base a los datos de
los porcentajes intermedios

pero, Segul este mismo autor,

que se trata de especies relacionadas;




es
tos datos deben ser interpretados por el propic investigador en

relacion al conjunto de caracteristicas fenotipicas de las cepas en

cuestion (Johnson, 1984). En nuestro caso, cabe considerar el hecho de
que las cuatro cepas de referencia mencionadas son moviles y oxidasa
positivas, mientras que las cepas integrantes de fenén B son inméviles
y oxidasa negativas; estas y otras caracteristicas diferenciales nos
hace considerarlas como un taxén independiente (ver Tabla IV.1),

Por ultimo, observemos la relacién existente entre los dos
grupos de microorganismos objeto de nuestro estudio: se compararaon
entre si dos cepas representantes de cada fenon, revelandose por los
bajos porcentajes de hibridacién de sus ADN la escasa relacién de
homologia entre ambos; resultados éstos que ratifican los obtenidos
mediante el Analisis Numérico, el cual rindié a partir del conjunto de
cepas y a un nivel de semejanza del 70%, dos fenones claramenfe

diferenciados, como ya hemos comentado anteriormente (ver Figura 1).

Caractaristics o

La serie de estudios que emprendimos tras la caracterizacioén
fenotipica y genetica de las cepas se llevaron a cabo con las elegidas
como representantes, como ya hemos mencionado: la cepa F8-11 por parte
del grupo de bacilos Gram negativos inméviles oxidasa positivos, y la

cepa F9-6 para los oxidasa negativos.

La morfologia tipica bacilar de las células en fase

logaritmica de desarrollo, cultivadas a 32 oC y a la concentracion

salina optima, se pierde con relativa facilidad en fase estaciomaria,

originando formas irregulares, mas delgadas y de tamafio ligeramente

este hecho, que ha sido descrito en algunos microorganismos
mayoria de las células

inferilor;

halé¢filos moderados, es comgn para la

bacterianas (Matheson ¥ col., 1976; Zeikus y col., 1983; Oren ¥y col.,

1983; Stanier ¥ caol., 1984).
e an estas bacterias llama la atenci
las células cultivadas & distintas

Lo qu 6n es el cambio de

morfologia experimentado Ppor

concentraciones de sales.




La cepa FB-11, que presenta un tamafio medio de 0,8x2-2.5 pm
1 ]

al 7,5% i
1 7,5% de sales, onrigina casi exclusivamente formas cortas y

redondeadas en concentraciones salinas inferiores (2,5%), mientras que

cuando se cultiva en presencia de elevadas concentraciones de sal
(20%) aparece como largos filamentos curvados,

longitud (Figuras 2 y 4).

de hasta 15-183 pm de
El cambic de formas bacilares a cocoides,
observado tambien en Neleya halophila (Quesada y col., 1987), podria
ser debido a una desestabilizacién de las cubiertas ocurrida en baja
concentraciéon salina (Vreeland, 1987). La produccién de filamentos en
respuesta a la elevada concentracién de sal presente en el medio
externo, que, ademds, entre las bacterias haléfilas moderadas sélo ha
sido descrita en Deleya halophila (Quesada y col., 1987), quizas tenga

su origen en cierta dificultad para dividirse en tales cnndiciones.

Por su parte, en la cepa F9-6, de temafio 1,0x2-2,5 pn. nO
parece existir una relacion clara entre los cambios morfolégicos y la
concentracion salina del medio de cultivo, siendo capaz la bacteria de
originar formas alargadas en cualquier condicién (Figuras 3 y 5); no
pbstante, pudimos observar una tendencia a presentarse en mayor
proporcién como bacilos mis cortos en presencia de elevada
concentracién de sales (20%), dando origen a mayor numero de formas
filamentosas largas al Dbajar esta concentracién hasta 2,5%
(Figura 5B), circunstancia descrita en otros haléfilos moderados, coOmo
e: no ideatificado NRCC 41227 (Matheson y col., 1976) o el anaerobio

Haloanaervbium praevalens (Zelkus y col., 1983).

*®
Ajemas de estosMycambics morfolégicoe, los estudios de

microscopia electrénica de transmisién mostraron también la presencia

de mayores cantidades del material polisacaridice extracelular que

forma una abundante capsula, cuandd loe microorganismos se cultivaron

a menores concentraciones salinas (Figuras 2 ¥ 3), observaciones que

concuerdan con la mayor mucosidad de las colonias originadas sobre

medio MH sélido preparado al 2,5% de sales totales.




Respues.a a la sal: requerimientos salinos

Es un hecho conocido que tanto la temperatura como los
nutrientes influyen de manera importante en la respuesta de los
organismos frente a la sal.

Por ello, en la actualidad, los diversos autores que
investigan acerca del halofilismo bacteriano coinciden en la necesidad
de unificar las metodologias de trabajo para poder encuadrar de manera
adecuada a los microorganismos en las distintas categorias de
haléfilos establecidas, e incluso, en algunas ocasiones, para definir
correctamente a un organismo como halérilo (Kushner y Kamekura, 1988;

Rodriguez-Valera, 1988).

Lo microorganismos objeto de nuestro estudio son
absolutamente incapaces de sobrevivir y desarrollarse en ausencia de
sal, independientemente del medio de cultivn-y de la temperatura de
incubacién, por lo que su calidad de haléfilos es incuestionable.

Ademas, el fuerte caracter euribhalino que los caracteriza,
les permite crecer en un an‘plio rango de concentraciones de sal
(2,5-25% de sales gtotales); si bilen estos mérgenes pueden verse
modificados, como ~umentaremos mis adelante, las concentraciones

salinas eatre las que estas bacterias son capaces de crecer de forma

éwptima“li correspnnden’ en todos los casos con las descritas para los

haléfilos moderados (Kushner, 1085; Kushner y Kamekura, 1988) .

La Tabla III.11 muestra a modo de resumen los mArgenes de

~oncentraciones salinas entre los que crecen las cepas F8-11 ¥ F9-6,

representantes de los dos gfupos de microorganismos haléfilos

moderados objeto de estudio, en funcion de la temperatura y del medio

de cultivo utilizados, asi como aquella concentracién seleccionada

comp Sptima para el crecimiento; entre paréntesis aparecen aquellas

ecimiento, perc que permitieron

coucentraciones en las que Do hubo cr
1 menos las 72 horas de

la supervivencia de los microorganismos hasta a

incubacion.

Se cbserva que a temperaturas de incubacién diferentes de la

de concentraciones
optima se modifica en distinta medida el rango




salinas propio del microorganismo. Asi

podemos ver que el limite

{aPari ;
nferior de este rango se desplaza hacia valores menores de

cancentracién de sal a medida que desciende la temperatura de

incubacion; notese que a 22 <°C en todos los casos, si bien los

microorganismos no son capaces de crecer al 0,5% de sales, tampoco

pierden su viabilidad durante el periodo de estudio (72 horas), becho

que no ocurre a 32 ni a 42 =C; también que a esta ultima temperatura

este margen inferior para el crecimiento se situa en un 5% de sales
totales, mientras que a 22 y 32 =C era del 2,5%. Esta circunstancia ha
sido descrita anteriormente por otros autores para distintas bacterias
haléfilas moderadas (Novitsky y Kushner, 1975, 1876; Chang y Leung,
1979); en otros casos, sin embargo, no se ha observado modificacion en
el limite inferior del crecimiento en funcién de la temperaturp
(Vreeland y col., 1960; Oren, 1983; Oren y col., 1987; Quesada y col.,
1987).

En cuanto al limite superior, no parece existir un modo de
ccnfortamientn comin en nuestras cepas: en alfunos casos DO &€
modifica en funcién de la temperatura (cepa F9-6 en el medic MH, O
cepa F8-11 en medio definido), mientras que en otros si, aunque no en
la forma en que ha sido descrito globalmente para otros
microorganismos haléfilos moderados (ver Tabla [.5 de la Introduccién
y Tabla III.1D).

Novitsky y Kushner (1975) sugirieron que probablemente las
concentraciones de sal mhs altas se necesitaban para que 1los
microorganismos pudieran crecer a elevadas temperaturas; esto

explicaria el desplazamiento hacia mayores concentraciones del limite

superior de crecimiento salino al aumentar la temperatura, observado

en algunos casos (Chang y Leung, 1979; Quesada y col., 1987)
Sin embargo nuestros resultados son mas acordes con el
quienes afirman que el crecimiento

en respuesta a la

criterio de Chang ¥ Leung (1979,

en un determinado rango de concentraciones salinas,

temperatura de incubacién, parece Se€r altamente especifico de cada

microorganismo haléfilo moderado.

nfluencia del medio de cultivo

Por lo que seé refiere a la 1
que permiten el crecimiento

en el rango de concentraciones de sal




bact
eriano, nuestros resultados coinciden con los descrit
os

repet
petidamente por otros autores y que pueden observarse en la Tabla

1.5 .
5 del apartado de Introduccién de esta Memoria (Forsyth y Kushner

Q .
1970; Kamekura y Onishi, 1976; Chang y Leung, 1979; Vreeland y Martin
’

izzo¥azzzhi;ji:b;;riznii:?D:;y:fS:; Kamekura y col., 1985). En todos
plitud de este rango en medios de
cultivo complejos que en medios quimicamente definidos, hecho que
nosotros hemos podido constatar en los dos microorganismos estudiadas
y para cada temperatura -de incubacién <(ver Tabla III.11). La
explicacién a este comportimiernto fue sugerida por Forsyth y Kushner
en 1970: dadc que muchos enzimas implicados en la sintesis de
aminoAdcidos y otros factores de crecimiento se inhiben a elevadas
concentraciones salinas, los componentes del medio de ocultivo
complejo, particularmente peptona y triptona, proporcionarian algunos
de estcs factores de crecimiento, posibilitando asi el desarrollo de

los organismos a concentraciones salinas superiores.

Como ya hemos expuesto anteriormente, el criterio de
clasificacién de los microorganismos haléfilos tiene como base el
rango de concentraciones salinas en qué éstos son capaces de crecer de
forma 6ptima (Kushner y Kamekura, 1988).

La realizacién de un espectro de crecimiento salino en medio
solido permite ern general encuadrar a los distintos microorganismos en
estudio ern las categorias establecidas; de hechc, este fue el criterio
utilizado para seleccionar las cepas de haléfilos moderados que
constituirian el objeto de esta Tesis doctoral. ¥No obstante, este
estudio no nos permitid conocer con exactitud la concentracién salina

optima, revelandonos tan s6lo que el
e entre 3-15% de sales (Quesada y col., 19895).

las distintas curvas de creciniento

crecimiento bacteriano se

producia mas rapidament

La realizacién de
bacteriano, segun la metodologia descrita en el apartado de Xaterial ¥
o este dato, base para llevar a cabo
sino también, y como ya hemos

a el crecimiento en funcién del

Métodos, BOS proporciono 10 g6l
posteriores estudios fisiolégicos,
comentado, 108 mAr genes salinos par

tipo de medip de cultivo ¥ de la temperatura de incubacién.




Las Figuras 6 a 16 corresponden a las reprecsentaciones

graficas de los resultados de estos estudios de crecimiento en las

distintas condiciones de cultivo; la concentracién salina optima se

determino por ccmparacién de las pendientes correspondientes a la fase

exponencial de crecimiento de las curvas obtenidas, considerando

también la existencia o no de fase de latencia y el numero mAximo de

células alcanzado. Como resumen, las tasas de crecimiento (W),

calculadas en cada caso, pueden observarse en las Figuras 17 y 18.

Antes de comentar cilertos aspectos concretos de las
cinéticas de crecimiento desarrolladas en cada ocasién, podemos hacer

algunas consideraciones generales:

- En muchos casos, las concentraciones salinas intermedias
(2,5 o 5 hasta 10 o 15 %) resultaron igualmente idéneas para el
crecimiento de los microorganismos, por lo que las curvas obtenidas
mostraron fases logaritmicas de pendientes muy parecidas; ello
evidentemente dificulté la determinacién de la concentracién éptima,
que, sin embargo, nos era necesario conocer para realizar otros

estudios.

- Teniendo en cuenta lo anterior, no pudimos obtener
conclusiones significativas acerca de la modificacién de la
concentracién salina optima para el crecimiento en funcién Je la
composicién del medio de cultivo y de la temperatura de incubacién.
Los resultados de otros estudios de este tipo son similares y sus
autores se inclinan por seflalar tan sélo una concentracién o un rango
de concentraciones de sales en las que se produce un buen crecimiento,

para cualquiera de las condiciones de cultivo utilizadas (Novitsky ¥y
Kushner, 1975, 1976; Chang ¥ Leung, 1979; Vreeland y Martin, 1960).

- Las mayores tasas de crecimiento se obtuvieron al cultivar

a los microorganismos a la temperatura éptima (32 =C), en el medio de

cultivo complejo (MH) y 2 las concentracicnes salinas intermedias

(2,5-10%). A 22 =C las tasas de crecimiento fueron siempre menores.
; ‘

recimiento de las cepas en el medio definido (ND) se

Por su parte, el ¢ :
produjo mas lentamente que en el medio de cultivo complejo (M), e

s condiciones de temperatura Yy concentracion

las corres ondiente
: (w significativamente

calina, generando asi tasas de crecimiento




menores. Todo ello puede obervarse en las Figuras 17 y 18. Estos

resultados eran obviamente de esperar, conocida la influencia que

la concentracion de nutrientes sobre el
crecimiento de las poblaciones bacterianas.

ejercen la temperatura y

- Por Gltimo, hacer notar que en general el numero maximo de
celulas alcanzado por los cultivos fue aproximadamente igual en las
distintas condiciones ensayadas (alrededor de 10® células/ml para la
cepa F8-11, y unas 10® células/ml para la F9-6). Algunoe autores, sin
enbargo, han descrito mayores rendimientos celulares en funcién de la
riqueza del medio de cultivo (Forsyth y Kushner, 1970; Chang y Leung,
1979), argumentando que podia deberse a que las concentraciones de
NaCl en un medio complejo son ligeramente superiores y mas cercanas al
6ptimo, que las correspondientes de un medio definido, debido a la
pequefia cantidad de Na* que, como contaminante, contienen los medics
ricos (Chang y Leung, 1979). Si bien es clerto que en ocasiones
nuestras cepas no alcanzaron los nimeros maximos de células citados,
esto ocurrié a concentraciones de sales limites, es decir, aquellas
por encima de las cuales el microorganismo no pudo crecer, 1o
guardando relacién este hecho con el tipo de medio de cultivo

enpleado (ver Figuras 6 a 16).

Las curvas de crecimiento desarrolladas por la cepa F8-11 se
muestran en las Figuras 6-10; en estas Figuras (al igual que en las
correspondientes a la cepa F9-6) sélo se han representado aquellas
concentraciones a las gque Se produjo crecimiento. De ellas cabe
destacar, en primer lugar, las pronunciadas pendientes de la fase
logaritmica cuando el microorganismo se cultivé en el medio complejo,

a 32 «C y a las concentraciones salinas de 2,5-15%; nétese que sélo a

20 y 25% de sales aparecieron fases de latencia, aunque de corta

duracién (aproximadamente 4 horas) (Figura 6).

En el resto de las condiciones de cultivo, la cepa F&-11

originé fases de reajuste tanto mayores cuanto mas se apartaban estas

condiciones de las consideradas como 6ptimas para Su crecimiento

(Figuras 7 a 10). La prolongacion de

ja elevacion de la concentracién sali

la fase de latencia en funcién de

na también ha sido descrita por




L |

sl Forsyth y Kushner, 1970;
eson y col., 1976; Chang y Leung, 1979; Quesada y col., 1987),

Un comentario mAs sobre esta cepa:

otros autores (Robinson y Gibbons, 1952;

su incapacidad para

crecer en un medio definido a 42 =C, en cualquiera de las

concentraciones salinas ensayadas, nos induce a considerar la

importancia de la composicién del

medio de cultivo como factor
protector frente a elevadas temperaturas (Vreeland y Martin, 1080) y

no sélo del papel jugado por el NaCl (Novitsky y Kushner, 1975).

Las Figure'xs 11 a 16 muestran las curvas de crecimiento
desarrolladas por la cepa F9-6. Obsérvese que en el medio MH aparecen
fases de latencia similares a las de la cepa F8-11 al adaptar el
microorganismo su crecimiento a concentraciones salinas alejadas de la
éptima (20 y 25%). No obstante, llama la atencién las prolongadisimas
fases de reajuste desarrolladas a 22 y 42 °C en el medio definido (de
casi 20 horas) para todas las concentraciones salinas, sl se las
compara con el crecimiento ocurrido en el medio complejo MH.

Finalmente, esta bacteria, a diferencia de la cepa F8-11,
tolers mejor las temperaturas elevadas, siendo capaz de desarrollarse
a 42 =C, tanto en el medio MH (donde no mostré fases de latencia a las
concentraciones salinas o6ptimas), como en el diu definido, en el

que, recordemos, la cepa F8-11 fue incapaz de crecer.

Para conocer si los microorganismos haléfilos moderados que

nos ocupan requieren especi ficamente NaCl, se realizaron una serie de

experimentos, similares a los descritos previamente para Deleya

halophila (Quesada ¥ col.,
por otras cales; estos estudios se llevaron a ca
ido y a la temperatura 6ptima de incubacién

e cada sal ensayada fue del 5%, ya que ésta

1987), en los que el NaCl era sustituido
bo cultivando las

cepas en el medio defin

(32 =C); 1la concentracién d

fue la concentracién calina determinada como optima para el

jemos en el medio MD y @ 3z <C, segun

crecimiento de los microorgan :
ue

hemos indicado anteriormente. El requerimiento por el ié6n Na




investigado sustituyéndolo por cloruros de otros cationes mono o

entes (K*, Li*, NH4* 0 Mg**), y pzra conocer el requerimiento

por el anion C1- se usaron varias sales de sodio con distintas aniones

(Br=, NOs~, S04™ y S202"); ademds se utilizé sacarosa como soluto no

ionizable,.

En esta ocasién comentaremos primero los resultados
obtenidos para la cepa F9-6. Este microorganismo presenta un
requerimiento dnico y exclusivo por el i6n Na*, no siendo éste
reemplazable por otros cationes; el Cl-, sin embargo, pudo ser
sustituido por SO« o Br~, si bien en presencia de este ultimo anién
la bacteria se desarrollé mAs lentamente, alczrianfio el cultivo un
numero maximo de células/ml inferior al obtenido cuando se utilizaron
NaCl o Na=2S0a.

En los habitats naturales de elevada salinidad en que se
desarrollan los microorganismos haléfilos, la sal mayoritaria es el
NaCi; conocido el absoluto requerimiento por Na* de estas bacterias, y
habiéndose estudiado el papel que este catién desempefia en las
distintas funciones celulares, parece que el requerimiento por el Cl-
que lo acompafia no es especi fico, y que otros aniones padrian ejercer
también su funcién. En los pocos haléfilos moderados er que se ha
estudiado la sustitucién del Cl- por otros aniones se han obtenido
resultados diversos: en Vibrio costicola se puede sustituir por Br-,
S0.~, molibdato y fosfatos (Flanery y col., 19852), en * Micrococcus
varians subsp. hbalophilus* por Br-, I-, NO»~ y S04~ (Kamekura y
Onishi, 1982), en Deleya balophil; PE Br-, S04~ y Sa0s~ (Quesada y
col., 1087) y en Halomonas elongata sbélo por Br‘.HOa’ (Vreeland y
Martin, 1980)>. A la vista de estos resultados y de los n*:ldos por

ros parece que en los microorganismos haléfilos nmoderados el

nosot
requerimiento por el catién FNa
que el requerimiento por el anién depende de cada es
el hecho de que con determinados aniones (Br~
S04~ 0 Sz0.~ para Deleya halophila,
n el crecimiento,

+ es especifico ¥ constante, mientras

pecie bacteriana.

No obstante,

para nuestra ocepa F9-6; Br-,

Quesada y col., 1087)- se produzca una disminucién e

efecto téxico propio del anién, coma sefialaban

podria deberse al
(1952) para el F, aniones que, por otra

Flanery ¥ colaboradores




arte
P » DO se encuentran en concentraciones tan elevadas en los medios
ambientes naturales.

En cuanto a la sustitucién parcial del NaCl por ofra sal
’

segun la metodologia descrita en el apartado de Material y Métodos, no
se observo que ejerciera influencia sobre el crecimiento del
microorganismo, si se lo compara con el obtenido solamente con NaCl o
con las sales marinas totales al 5%: por una parte, la disminucién de
la cantidad de NaCl presente (de 5% a 3,8%) no tuvo ninguna
consecuencia, justificacién de lo cual es el hecho de que la bacteria
sea capaz de crecer de forma optima entre 2,5-7,5% de sales totales;
y, por otra, destacar que la presencia de otros cationes como K* o
Mg**, que comc ya hemos indicado nc son requeridos por la bacteria,
no produjo estimulo sobre su crecimiento, a diferencia de como se ha
descritc en otros haléfilos moderados (Kamekura y Onishi, 1976; Drews,
1981).

Finalmente, se determiné la concentracién minima de NaCl que
necesita la cepa F9-6 para el crecimiento, conocida ya la exclusividad
de su requerimiento por el Na™¥, resultando ser esta concentracién del
1,5%.

Aunque en alguna de las primeras clasificaciones propuestas
se consideran microorganiemos haléefilos =zquellos que necesitan nas del
3% de NaCl y se establecen las categorias de moderados Y extremos en
funcién de las concentraciones limites que permiten el crecimiento
(Gibbons, 1070), parece adecuarse mejor a los conocimientos que
poseenos actualmente acerca de este tipo de bacterias el criterio de

clasificacién de Kushner, basado en los rangos de concentraciones

salinas entre los que &€ produce el crecimiento éptimo (Kushner, 1985;

1988), como quedaba reflejado en el apartado de

y a la vista de auestros resultados y de lose

Kushner y Kamekura,

Introduccion. Segun esto,
obtenidos para las diferentes especies haléfilas mo
pinima requerida para el crecimiento es especifica

deradas estudiadas,

la concentracion

para cada microorganismo en particular, situandose en términas

generales entre 0,2-2% de NaCl; generalizacibn pecesar ‘¢ en est - caso
porque no todos los estudios se han realizado en las mnismas
Como datos de referencia, los correspondientes 2 las

condiciones.




distintas especies de haléfilos moderados se han recogido en la
Tabla 1.5 de la Introduccién.

Los estudios de este tipc realizados con la cepa F8-11

difirieron en algunos aspectos de los que acabamos de comentar para la

cepa F9-6, debido a que presents un comportamiento distinto a ésta.

En primer lugar, esta bacteria fue incapaz de crecer con
cualquiera de las sales ensayadas por separado en el medio de cultivo
definido, asi como en presencia de sacarosa. Asi pues, se realizaroa a
continuacién combinacione. de NaCl con cada una de estas sales, siendo
siempre la concentracién de NaCl del 3,8%, y 1,2% la de la otra sal,
de modo que la concentracién salina total es del 5%, concentracioén
determinada como 6ptima para el crecimiento del microorganismo en el
medio definido a 32 <C. La c2pa F8-11 crecié sélo en aquel medio que
contenia NaCl+MgClz; de ello se Jeduce que requiere para crecer la
presencia simultdnea de los cationes Na* y Mg** , siendo inefectivos
tanto otros cationes (K*, Li* o NHa™) combinados con el Na*, como
otros aniones (Br—, NOa~, S20s= 0 S04™) en combinacién con el NaCl.

Con objeto de determinar si la bacteria requeria también de
forma especifica el ién Cl7, se sustituyé éste por S04~ 0 NOs7,
produciendose crecimiento en presencia del primer anién, pero no del
segundo. No se ensayaron Otros aniones (Br— o Sz0s=) ya que las sales
correspondientes de Mg®* son muy poco solubles en agua. De nuevo
podemos constatar la especificidad del requerimiento de nuestros
microorganismos por el catién (en este caso, Ppor los cationes), pero
no por el anién, asumiendo oara esta cepa los comentarios expuestos
anteriormente para la cepa Fg-11.

Una vez conocido el requerimiento cualitativo de iones para

el crecimiento, y como final de este apartado, determinamos qué

cantidad de Fa* y Mg™" necesita como minimo la cepa F8-11 para crecer:

la concentracién minima de Mg** necesaria (suministrado como NgCla)

fue del 0,4%, siendo el microorganismo incapaz

esta cantidad de MgClz, aunque la concentracién
para su crecimiento, segun habiamos

ma de 0,4% de MgClz la bacteria

de crecer por debajo de
salina total

(completada con FaCl) era optima

determinado previamente; Ppor enci

116 curvas de crecimiento de pendientes similares.

desarro




Desgraciadamente, no se han

] ]

en tr
abajos llevados a cabo por otros auvtores los medios de cultivo
siempre contuvieron ciertas cantidades de Mg** y de K* (Kamek
ura y

Onishi, i ;
shi, 1976; Drews, 1981; Oren y col., 1987). Unicamente existen

referencias de estinulo del crecimiento en presencia de iones Mg**
( : ;

ademds de una cantidad oéptima de NaCl), hasta una determinada
concentracion de éstos, a partir de la cual no se observan beneficios

superiores. para el desarrollo, resultados que son acordes con los
nuestros (Kamekura y Onishi, 1976; Drews, 1981), o incluso pueden

llegar a ser perjudiciales, impidiendo el crecimientc bacteriano (Oren
y col., 1987).

Para terminar, se determiné la cantidad minima de NaCl
requerida para crecer en presencia de 0,4% de MgClz, y resulté ser de
1,5%.

Composicién quimica celul

Los resultados obtenidos a partir de los analisis
cuantitativos de proteinas, carbohidratos, PHB y éacidos nucléicos de
las cepas F8-11 y F9-6, expresados en tanto par ciento del peso seco
bacteriano, se recogen en las Tablas I11.12 y I11.13. = s

El contenido proteico aumenté en general c‘on la edad del
cultivo, y en ambas cepas Seé vio disminuido al aumentar la
concentracién de sales del medio externo, hecho observado también en

Deleya halophila (Ferrer y col., 1987). El escaso contenido en

carbohidratos (menor del 3%), si se i. compara con el de eubacterias

no baléfilas (10-30%), ya habia sido descrito para otros

microorganismos halefilos moderados (Smithies y col., 1956), si bien

la cepa F9-6 presenté una mayor proporcién (alrededor del 3%) que la

cepa Fé-11 (menos del 1%). Se observé, asi mismo, que esta proparcion

a concentracién salina ¥ que 1O

disminuye ligeramente al aumentar 1
o de las distintas fases del

sufre cambios gignificativos a lo larg

crecimiento de lo8 microorganismos. En cuanto al contenido en é&cido

pali-B-—hidroxibutirica. se observo upa clara diferencia entre las dos




cepas estudiadas. La cepa F8-11 presenté un 15-20% de dicho polimero
L]
cualLio se cultive al 2,5% de sales totales,

proporcién que se wvié
bruccamente disminuida hasta

aproximadamente un 2% a las

concentraciones salinas de 7,5 y 20% Por su parte, la cepa F9-6
3

presento un comportamiento contrario; a las concentraciones salinas de
2,5 y 7.5% el contenido en PHB fue relativamente bajo (alrededor del
2%), mientras que al ser cultivada a la concentracién salina mAs alta,
20%, éste aumenté hasta valores préximos al 7%. Un resultado similar
al de la cepa F9-6 fue descrito en MNicrococcus halodenitrificans
(Kates y caol., 1961), mientras que en Deleya halophila no se observé
variacion en el contenido en este polimero en funcién de la salinidad
externa (Ferrer y col., 1987). Ante la escasez de datos comparativos,
no podemos extraer conclusiones acerca de la acumulacién de PHB como
sustancia de reserva. Finalmente, por lo que se refiere a los acidos
nucléicos, mientras que el ADN mostro valores constantes, el ARN

disminuyé al aumentar la concentracién de sales externa.

c £ _

La composiciéon de acidos grasos celulares de las cepas F8-11
y F9-6 aparece en las Tablas I1I.15 y III.16.

En condiciones éptimas de cultivo (7,5% de sales y fase
logaritmica de crecimiento), los acidos grasos predominantes en ambas
cepas fueron el palmitico (C16:00 y el oléicc (C18:1); asi mismo,
existen imporiantes proporciones de palmitoleico (C16:1) y estearico

(C18:0). Estos resultados coinciden con los obtenidos para otros

bacilos Gram negativos haléfilos moderados (Ohno y col., 1975, 1976;

Hanna y col., 1984; Montzoliva-Sanchez ¥ Ramos-Cormenzana, 1087hb;

Monteoliva-Sanchez y col., 1088). A este respecto, notar la

informacién taxonémica Qque ofrecen este tipo de determinaciones,

cuenta de las claras diferencias existentes con otros grupas
am negativos anaerobios

habida

bacterianos: sirvan de ejemplo los bacilos Gr

haléfilos moderados, en quienes uno de los Acidpns grasos mayoritarios

(C14:0) (Zeikus ¥ col., 1983; Oren ¥y col.,

e el Acido miristico
# s facultativaos; © los

1984), no encontrado en los aerobios 0 anaerobio




v ﬂ ;
0cos Lram positivos halofilos mnderados, cuya composicién en Acidos

prasos estuvo representada predominantemente por éacidos

grasos
(a-C15:0, a-C17:0, i-C16:0) (Onishi y Kamekura, 1972; Hao
y col., 1984; Monteoliva-Sanchez y Ramos-Cormenzana, 1987a)

ramificados

Los acidos grasos de cadena corta aparecieron en muy “ajas

proporciones y los ramificados no se detectaron. Sin embargo, si se

observaron cantidades apreciables de 4acidos grasos con anillo

ciclopropanao: 9,10-metilenhexanoicao (cy-C17:0) y 11,12~
metilenoctancico (cy-Cl9:0). También en otros halefilos moderados se
ban detectado este tipo de acidos grasos, representando en algin caso
una elevada proporcion, como en "“Pseudomonas halosaccharolytica" (cy-
C19:0, casi un 40% del total en fase estacionaria) (Ohno y co*.,
1976), aunque en general aparecen en cantidades menores y similares a
las encontradas en nuestras cepas (Monteoliva-Sanchez y Ramos-

Cormenzana, 1987a; Monteoliva-Sanchez y col., 1988).

.

En cuanto a la influencia de la fase de crecimiento sobre la
composiciéon de acidos grasos celulares, en términos generales no se
observaron diferencias significativas, aunque realmente existe
variacién en la proporcién de alguno de ellos; efectivamente puede
destacarse un incremento en la propercién de acidos grasos saturados
(C16: 04C18: 0), junto a una disminucién en los insaturados

(C16:14C18:1), cuando los microorganismos fueron cultivadcs a su

concentracién salina optima.
En Deleya halophila se observé un comportamiento similar en

todas de las concentraciones salinas ensayadas (Monteoliva-Sanchez y

col., 1988). Tambien en " Peeudomonas palosaccharolytica® ee han

descrito mayores cantidades de Aacidos grasos monoinsaturados en

cultivos jovenes, mientras que a medida que aumenta el tiempo de

incubacion se praduce un marcado incremento en el derivadu del

1976); un aumento ligero en los

ciclopropano cy-C19:0 (Obno Yy col.,
se encontré en Deleya halophila

acidos grasos de anillo ciclopropano

1
en fase estacionaria de crecimiento, pero no fue tan acusado como €i

el caso anterior (Hnnteuliva-sanchez y col., 1088). En nuestras cepas,
si bien existen algunas modificaciones en estos acidos grasos, no

pa del crecimiento bacteriano.

parecen guardar relacién con la eta




El estudioc de la influencia de la concentracién de sales

saobre la ¢ i c
omposicion de acidos grasos celulares revelé que en ambas

ce
pas se produce un incrementc en la proporcién de acidos grasos con

anillo ciclopropano (cy-C17:0+cy-C19:0), unida a uza disminucién en

los 1insaturadcs (C16:1+C18:1), a medida que aumenta la concentracién

salina del medio externo, cuando los microorganismos se encuentran en
tfase logaritmica de desarrolio. Estos resultados son acordes con el
comportamiento encontrado en "Pseudomonas halosaccarolytica® (Ohno y
col., 1979) y Deleya bhalophila (Mont=oliva-Sanchez y col., 1988). En
estas bacterias, ademhs, se observé un aumento paralelo en el
porcentaje de saturacion (C16:0+C18:0), al igual que en la cepa F8-11
de nuestro estudio.

El incremento en la proporcién de acidos grasos con anillo
ciclopropano merece especial atencién. El hecho de que la elevacién de
la concentracién salina del medio externo produzca un aumento en este
tipo de compuestos, unido a una disminucién de los correspondientes
monoinsaturados, sugiere que se produce una induccién o activacion de
la enzima ciclopropano sintetasa por las elevadas concentraciones de
sal (Obno y col., 1979).

Esta circunstancia es particularmente significativa, ya que
los cambios en los citados acidos grasns podrian actuar como mecanismo
de regulacion de la fase lipidica, impidiendo por ejemplo la formacién
de estructuras anormales en la bicapa lipidica , que alterarian la
integridad de las membranas (Harwood y Russell, 1984; Russell y Kogut,
1985; Quinn, 1986).

Estudios de resonancia de spin electrénico realizados con
elevadas

de 1la

“Pseudomonas halosaccharolytica” revelaron que a

concentraciones salinas aumenta la viscosidad Yy rigidez

superficie polar de la bicapa lipidica, lo que contribuye a mantener

la estructura de la membrana en estas condiciores (Hyono ¥ cal.,

la existencia de anillos ciclopropano a este nivel
os acidos grasos de este tipo,

1980). Ademas,
sugiere el importante papel jugado por 1
ad del ién sodio a traves de la membrana,

no solo para la permeabilid
presencia de elevadas

sino también para permitir el creciniento en

concentraciones de NaCl (Hyono y col., 1979) .




En el planteamiento de este trabajo, seflalabamos como
objetivo del mismo el estudio de dos grupos de bacilos Gram negativos
inméviles halefilos moderados, previamente aislados por nuestro
equipo, desde el punto de vista taxonéemico y fisiolégico.

Pues bien, basandonos en los resultades nbtenidos,
proponemos la definigién de dos nuevos taxa, para albergar a los
mismos y para los cuales se sugieren los nombres:

Gibbonsiella salina y

Elazariella eurihalina

y cuya descripcion se realiza a continuacién.




Lescripeica de Gibbonsiella gen. mnov.

Gibbonsiella (gib. bon. siel'la. M.L. fem. n. Gibbonsiella, en honor a

N. E. Gibbons, un bacteriélogo canadiense).

Bacilos cortos capsulados, de 0,8x2-2,5 pm que se presentan

normalmente aislados, en parejas © formando cadenas cortas. A

concentraciones salinas elevadas origina filamentos largos y curvados
de hasta 15-18 um mieniras que a las concentraciones mas bajas sé6lo se
observan bacilos muy cortos y formas redondeadas. Inméviles. Gran
negativeos., Acumulan PHB como producto de reserva intracelular. No
esporulados. Poseen un metabolismo respiraterio. Haléfilos moderados
capaces de crecer entre 3-10% de sales totales, coL o6ptimo al 5%
Poseen un requerimiento especifico por los cationes Na* y Mg*™
suninistrados como clorura'o sulfato. Qiumiocorganotrofos. No requieren
factores de crecimiente y la mayoria son capaces de utilizar diversos
compuestos como unicas fuentes de carbomo y energia. Crecen hien a
pH 6, 7 y 6 y a temperaturas comprendidas entre 15 y 37 ©C. Oxidasa y
catalasa positivos. Reducen los nitratos y usualmente los nitritos. No
poseen actividad fosfatasa, y muy raramente hidrolizan la gelatina.

Aislados a partir de habitats salinos.

El contenido en G+C es de 58,2-65,4% (T.).

La especie tipo es Gibbonsiella salina.

Desgzipginn_dg_ﬁibhnnsiella_saiina sp. nov.

Gibbonsiella salina (sal. ina., L. ad]. salines, salina, salada).

Las caracteristicas de la especie corresponden con las

citadas para el gemero. En medio MH solido al 7,5% de sales, origina

llentas
caolonias circulares, convexas, poco elevadas, amari )

translucidas y brillantes, de 1-2 mm de diametro a las 24 horas de

incubacién. En medio liquido crece entur
a pi 6-10 ¥ temperaturas 15-45 ©C.

a crecer. Reduce

biandolo uniformemente. Crece

entre 3-20% de sales totales,
1,5% de BaCl y 0,4% de MgClz par

esita un minimo de
- crecen €N Agar—Cetrimida.

¢ selenito. No oxida el gluconato ni




Hidroliza la urea, el Tween 20 y la tirosina, pero n. el

almidén ni

la caseina; no posee actividad DNAsa, lecitinasa, ni hemolitica.

Indol, rojo de metilo y Voges-Proskauer mnegativa; no produce
piocianina ni fluoresceina y es incapaz de respirar sobre fumarata.
La mayoria de las cepas no produce acidos de los azucares.

Al menos el 90% de las cepas utilizan los siguientes
compuestos como fuentes unicas de carbono y energia: D-fructosa,
acetato, D-gluconato, DL-malato, L-aspartico. En cambio, no pueden
utilizar esculina, benzoato, caprilato, o L-histidina.

Ei 90% o mAs de las cepas son sensibles al acido nalidixico
(30 pg), ampicilina (100pg), carbenicilina (100 pg), cefalotina (30
pg), cloramfenicol (30 pg), colistina (50 ugl, eritromicina (15 pg),
penicilina G (10 UD>, polimixina B (300 U, rifampicina (5 pgl,
sulfamida (200 pg) y trimetoprim (1,25 ug)-sulfametoxazol (23,75 ug),
y resistentes a la clindamicina 2 U,

Aislada de habitats hipersalinos (suelos salinos y salinas )
y de agua de mar.

Su contenido en G+C el dzl 58,2-65,4 %.

La cepa tipo es la F8-11. Sus caracteristicas coinciden con
las de la especie, salvo en el crecimiento a pH 10 y en la utilizacién

de serina como fuente de carbono y energia.
El conterido en G+C de su ADN es 64,2 %.

Fue aislada a partir de suelos salinos localizados en la

provincia de Alicante.




' EEH. nov.,

Kiazariella (e. la., za. riel'la. M.L. fem. n. Elazariella, en honor a

Elazari-Volcari, un microbiélogo hebreo)

Bacilos capsulados, cortos de 0,8-1,0x2,5-3,0

pm.
Normalmente se presentan aislados y a veces en parejas. Inméviles.

Gram negativos. Acumulan granulos de poli-B-hidroxibutirato. No forman
esporas. Poseen un metabolismo respiratorio, con el oxigeno como
ultimo aceptor de electrones. Son haléfilos moderados, capaces de
crecer entre 5 y 15 % de sales totales, crecen 6ptimamente al 7,5 %.
Poseen un requerimiento umico y especifico por el catién Na*, que
puede ser suministrado como cloruro, sulfato 0  bromuro.
Quimicorganotrofos. La mayoria de las cepas son capaces de crecer en
medio definido con una unica fuente de carbono y energia. No
necesitan factores de crecimiento. Todas las cepas crecen bien a
pH 5-10, y a 15-45 <C. Oxidasa negativos y catalasa positivos. Reducen
los nitratos pero no los nitritos. Normalmente poseen actividad
fosfatasa, hidrolizan la gelatina y producen Hz=S. Resistentes a un
elevado numero de antibieticos como ampicilina (100 pg), carbenicilina
(100 pg), clindamicina (2 UI), estreptomicina (10 pgl, gentamicina
(10 UI), penicilina G (10 UD o tetraciclina (30 pg).

Aislados de habitats hipersalinos.

Su contenido en G+C es de 57,0-65,7 % (Tm) .

La especie tipo es Flazariella eurihalina.

WMWHM sp. nov.

Elazariella eurihalina (euri. halina. Gr. adj. eurls, ancho, amplio;

Gr. adj. alinos salado. M.L. adj. euribalipa, que crece en amplios

rangos de sal).
Las caracteristicas de la especie son las que se han citado
dio de cultivo s6lido MH al 7,5 % de sales

para el genero. En me
blanquecinas 0O crema,

convexas, opacas,

origina colonias circulares,
: de 2-3 mm de diametro a las 20 horas

brillantes, de margenes enteros,




de incubacion y muy mucosas y de 4-5 mm a las 72 horas

: . -‘ En medio
iquido crece uniformemente. La concentracién de NaCl minima necesaria

para el crecimiento es de 1,5%.

Tolera el KCN, reduce el selenito e hidroliza la tirosina.

No produce piocianina ni fluoresceina, ni forma indol; rojo de metilo
y Voges-Proskauer negativa. No hidroiiza el almidén, la caseina o la

lecitovitelina, ni es hemolitica. Incapaz de respirar sobre nitrato,

nitrito o fumarato.

La mayoria de las cepas son capaces de utilizar una gran
diversidad de compuestos organicos como unica fuente de carbono y
energia, incluyendo carbohidratos, 4&cidos organicos, alcoholes ¥y
aminodcidos. Los siguientes compuestos son utilizados por al menos el
90% de las cepas: lactosa, maltosa, D-salicina, citrato, D-gluconato,
DL-lactato, DL-malonato, malonato, piruvato, B-hidroxibutirato,
D-manitol, L-alanina, L-arginina, L-aspartico, L-glutamico,
L-histidina, L-lisina y L-serina. Al menos el 90% de las cepas 1o
pueden utilizar esculina, L-sorbosa, benzoato, oxalato, D-tartrato ni
L-triptofano.

El 90% de las cepas 0 mias son sensibles al acido nalidixico
(30 pg), cloramfenicol (30 pg), colistina (50 pgd, polimixina B
(300 UI), rifampicina (5 pg), sulfamida (200 pg) y trimetoprim
(1,25 ug)-sulfametoxazol (23,75 pgl.

Un 80% de las cepas o mas dan positivas las siguientes
pruebas: hidrélisis de la urea y Tween 80 y crecimiento en Agar-
MacConkey ¥y Agar-Cetrimida; crecimiento al 3 y 20% de sales totales .

El 80% al menos de la cepas dan negativas las pruebas de:
oxidacion del gluounatu, fenilalanina desaminasa Y produccibn de
acidos a partir de los azucares .

Aislada de habitats hipersalinos (suelos, salinas) y de mar.

El pnrcentaje de bases Guanina mAs Citosina es 57,0-65,7%.

La cepa tipo e8 Fo-6. Esta cepa posee todas las

caracteristicas citadas para la especie tipo, incluyendo aquellas para
las que el 80 0 el 90% de las cepas SOD positivas

Se aislé en unos suelos salinos de la prov

o negativas.

incia de Alicante.

Su contenido en G+C es 65,7%.




V. CONCLUSIONES




1. Los bacilos Gram negativos inméviles haléfilos moderados,
objeto de este trabajo, no pueden incluirse en ninguna de las especies

de microoiganismos halofilos moderados descritas y aceptadas en la
actualidad.

2. Se propone el nombre de Gibbonsiella salina gen. nov.,
sp. nov. para albergar a los bacilos Gram negativos aerobios

inméviles, oxidasa positivos, halofilos moderados.

3. Asi mismo, se propone el nombre de Elazariella eurihalina

gen. nov., Sp. nov., para el grupo de bacilos Gram negativos aercbios

inméviles, oxidasa negativos, haléefilos moderados.
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