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Resumen

Los microorganismos extremdfilos muestran un metabolismo unico debido a las adaptaciones que
muestran para lidiar con parametros ambientales extremos que caracterizan los ecosistemas
extremos que habitan (alta concentracion de sal, altas temperaturas y valores de pH extremos, alta
exposicion a la radiacién solar, etc.). Los microorganismos halo6filos caracterizados y aislados de
marismas, salmueras, estanques salados, lagunas saladas, etc. han llamado la atencién recientemente
debido a sus posibles aplicaciones biotecnolégicas (como células enteras utilizadas para diferentes
propositos, como tratamientos de aguas residuales, o sus biomoléculas: enzimas, antibioticos,
carotenoides, bioplasticos). La provincia de Alicante (sureste de Espafia) concentra un nimero
importante de ambientes salinos como balsas saladas costeras o interiores de donde se obtiene el
cloruro de sodio (NaCl), marismas, lagunas saladas, etc. El mejor sistema caracterizado hasta el
momento desde el punto de vista microbioldgico son las “Salinas de Santa Pola”, también
denominadas “Salinas Bras del Port”. Sin embargo, existen muchos otros ambientes salados por
explorar, como el parque natural de Torrevieja y las lagunas de la Mata y Torrevieja, la laguna
salada situada en la ciudad de Calpe o las balsas saladas interiores como las situadas en el noroeste
de la comarca. Este trabajo de revision sistematica de investigaciones realizadas hasta la fecha
resume las aplicaciones biotecnoldgicas mas relevantes de los microorganismos hal6filos descritas
hasta el momento. Ademas, se presta especial atencion a ecosistemas como las lagunas de
Torrevieja o las marismas interiores como entornos naturales cuya biodiversidad microbiana merece
ser estudiada en busca de nuevas cepas y especies con el objetivo de analizar sus posibles
aplicaciones biotecnologicas (farmacéuticas, alimentarias industria, biomedicina, etc.).

1. Introduccion

Los "ambientes hipersalinos" son aquellos con concentraciones de sal mas altas que el agua
de mar (alrededor del 3,5 % p/v en agua de mar frente a hasta el 35 % p/v en salmuera). Este tipo de
ambiente incluye ecosistemas como lagos interiores, lagunas, salinas, pantanos o lagunas saladas
costeras/interiores y son relativamente abundantes y extendidos en paises como Estados Unidos de
América, Mozambique, Argelia, Espafia 0 Canada (Mcgenity y Oren, 2012).

La mayor parte del conocimiento sobre los ecosistemas hipersalinos se ha obtenido de las
salinas del Mediterraneo o de los lagos interiores de paises como Israel o Espafia. Asi, salinas como
las situadas en el sur y sureste de Espafia (provincias de Alicante, Murcia o Huelva) presentan
caracteristicas favorables para su extenso estudio: facil accesibilidad a estos ambientes, un claro
gradiente de agua de mar a saturacion salina que permite realizar estudios de microorganismos en
cada localidad, salinidad constante de cada estanque, etc. (Casamayor et al., 2002).

Algunos ambientes naturales caracterizados por una alta salinidad se han utilizado durante
siglos para obtener NaCl y otras sales, que luego se utilizan para diferentes propésitos. A lo largo de
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los siglos, el ser humano ha optimizado la extraccién de sal, no solo en la costa, sino también en el
interior, con el objetivo de extraer NaCl para cocinar, almacenar alimentos, mantener las carreteras
en invierno o para ser utilizado en formulaciones quimicas. Las plataformas de produccion salina
generalmente se organizan en multiples estanques de produccion que van desde agua de mar hasta
sal saturada; en estos estanques poco profundos, el agua se transfiere periddicamente desde
estanques de menor salinidad, llamados concentradores o calentadores, a estanques llamados
"cristalizadores" en los que precipitan las sales (Ventosa et al., 2014).Teniendo en cuenta los
gradientes de sal en estanques poco profundos para la produccién de NaCl en sistemas de
evaporacion solar, esta revisién resume el conocimiento actual sobre la diversidad microbiana en
las salmueras, sus adaptaciones moleculares a la alta concentracién de sal y las posibles
aplicaciones en biotecnologia de microorganismos haléfilos, asi como de sus biomoléculas.
También se discute la relevancia de los ecosistemas salinos ubicados en el sureste de Espafia
como fuentes naturales a partir de las cuales se podrian aislar nuevas especies y cepas
microbianas. Se presta especial atenciéon a aquellos ecosistemas haléfilos situados en la
Provincia de Alicante (Espana).

2. Los ecosistemas salinos como fuentes naturales de microorganismos con
aplicaciones potenciales en biotecnologia: el caso de la Provincia de Alicante (Espaiia)

Las salinas costeras e interiores son ecosistemas naturales hipersalinos que ocupan
grandes extensiones del sureste de Espafia en general y de la provincia de Alicante en
particular. Estos ecosistemas pueden estar formados por i) lagunas naturales saladas, ii) por
una mezcla de lagunas naturales y estanques artificiales, o iii) por estanques artificiales que se
alimentan con agua de mar o salmuera (agua con alta concentracion de sal). La salmuera se
extrae habitualmente por bombeo de acuiferos salinos (como es el caso de las salinas
interiores de la comarca del Alto Vinalopd, en el municipio de Villena, provincia de Alicante: N
38°38'11"/W 0 - 51'58") o de elementos geoldgicos singulares como el Cabezo de la Sal de
Pinoso (N 38 °24'14,5""/W 1 - 02’ 11,4"; declarado en octubre de 2021 por el Ayuntamiento
como monumento natural).

La salina solar “La Mata-Torrevieja” es un sistema formado por dos grandes lagunas (N
38-01'00”/W 0 - 39'00”) (Fig. 1). La laguna de La Mata funciona como un gran calentador, y
la laguna de Torrevieja se comporta como un gran cristalizador. La laguna de La Mata esta
comunicada con el mar por un canal que permite la entrada de agua de mar para la
preconcentracion de sal. Ambas lagunas estan conectadas entre si por el canal de las Salinas.
La laguna de Torrevieja recibe agua salina de la laguna de La Mata y aguas salobres del
lavado de sal de la salmuera del Cabezo de la Sal a través de una “salmuera”. De esta forma, la
produccion de sal en la laguna de Torrevieja es posible gracias tanto a la salmuera del
Cabezo de la Sal (situado en el municipio de Pinoso) como al agua de mar (Fig. 1).

Otro ejemplo relevante de ambiente hipersalino situado en el sureste de Espafia son
las "salinas solares de Santa Pola" (N38 - 11'05" / W0 - 37'46" ). Este es un tipico sistema de
salina solar de estanques multiples con un gradiente de salinidad discontinuo. La
concentracion de sal se mantiene constante en cada estanque individual mediante un flujo
artificial regulado. Estos entornos han centrado la atencién de tres grupos, principalmente
desde hace décadas: profesionales de la gestion local a nivel de municipios y gobiernos
regionales; profesionales de la gestion ambiental y turistica; y agentes relacionados con la
mineria.



Finalmente, otro importante ecosistema salino cercano a Santa Pola es el "Parque
Natural El Hondo" (N38 - 1055’ 'N/WO0 - 45'09" ' ), un espacio natural protegido espaifiol
situado entre los municipios de Crevillente y Elche. El parque natural de El Hondo, junto con
el de las Salinas de Santa Pola, forma parte de la cuenca hidrografica del rio Bajo Vinalopoé.

Desde el punto de vista de la administracion local, estos ecosistemas forman parte de
territorios que suelen tener una proteccion especial por sus caracteristicas Unicas y su
biodiversidad, que estd muy adaptada a condiciones de estrés (altas concentraciones de sal,
baja disponibilidad de agua y oxigeno, alta radiacion solar, pH alcalino en la mayoria de los
casos). Este es el caso de los ecosistemas ubicados en Torrevieja y Santa Pola, ambos
protegidos como parques naturales: Parque Natural de las Lagunas de La Mata y Torrevieja y
el Parque Natural de las Salinas de Santa Pola (también denominado “Salinas Bras del Port”).
Las lagunas de Santa Pola constituyen uno de los sistemas salinos mejor estudiados del
mundo, tanto desde el punto de vista minero y turistico como desde el punto de vista
microbiolégico y ecoldgico (Ventosa et al., 2014; Santos et al., 2010; Mojica et al., 2000). En
relacion con la mineria, estos ecosistemas, particularmente las lagunas de precipitacién de
sal, son herramientas fundamentales para la obtencién de sal, que luego se utiliza para el
consumo humano, la conservacién de alimentos, la formulacién de compuestos cosméticos o
el mantenimiento de caminos en invierno. Cabe sefialar que la Comunidad Valenciana ocupa
uno de los primeros lugares en producciéon de sal de Espafia y el primero en sal marina,
siendo las salinas de Bras del Port y las de Torrevieja (ambas en la provincia de Alicante), las
que mas aportan a esta produccién en Europa. En cuanto a la gestién ambiental y turistica,
actividades como el avistamiento de aves migratorias, o la realizacion de bafios en marismas
y lagunas saladas, atraen desde hace afios a un importante nimero de turistas, ecoturistas,
ecologistas y naturistas (Mateo et al., 1997).

Las décadas de 1970 y 1980 fueron un punto de inflexiéon en la forma de ver estas
salmueras y, por extension, los ecosistemas extremofilos representados por marismas y
lagunas, tanto costeras como continentales. Era una época en la que bidlogos de diversas
especialidades intuian que la abundancia y diversidad microbiana de las salmueras podia ser
mucho mas rica de lo previsto inicialmente. Asi, ha comenzado una nueva era en el estudio
de la microbiologia de los ambientes hipersalinos. En el caso concreto de la provincia de
Alicante, los primeros estudios sobre la microbiologia de las salinas de Bras del Port (Santa
Pola) datan de la década de los 80, estudios liderados por investigadores adscritos en ese
momento a la Universidad de Alicante.

Afios mas tarde, en paralelo a otros estudios realizados por todo el mundo, también se
analizaron desde el punto de vista microbioldgico otras salinas del interior de la provincia de
Alicante (Saleros de Penalva de Villena, al norte de la provincia de Alicante), encontrando
que las salmueras de esta zona (a 60 km de la costa) son de origen marino y la biodiversidad
microbiana es similar a la identificada en las salinas de Santa Pola (Zafrilla et al., 2010). Los
estudios microbiolégicos, bioquimicos y biotecnoldgicos realizados hasta la fecha sobre
muestras de las salinas de Santa Pola y Villena muestran el potencial biotecnolégico de
determinadas especies microbianas (bacterias, arqueas y microalgas) aisladas de estos
ecosistemas. Esas aplicaciones se resumen en la Seccion 5.

A pesar de los nuevos descubrimientos sobre la ecologia microbiana de estos
ecosistemas, asi como de las posibles aplicaciones de algunos microorganismos y/o sus
moléculas en biotecnologia, alin existen muchos ecosistemas hipersalinos en la provincia de



Alicante que no han sido estudiados a nivel microbiolégico ni molecular. Asi, las salinas
costeras de Calpe o las lagunas de La Mata y Torrevieja (que destacan por su tamafio y
rendimiento en la produccion de sal) no han sido caracterizadas integralmente (lodos,
columna de agua, sedimentos, salmueras) ni a nivel fisicoquimico ni a los niveles de
microbiologia y bioquimica. Asimismo, el parque natural "El Hondo" o las salinas interiores
como la Salina Vieja de Villena o las termas saladas denominadas "Salinetes" (situadas entre
los municipios de Novelda y Petrer) no han sido caracterizadas hasta la fecha.

3. Microorganismo que habita en ecosistemas hipersalinos

Los microorganismos pertenecientes a los tres dominios de la vida (Archaea, Bacteria
y Eukarya) se pueden encontrar en ambientes salinos (Oren, 2002). El rasgo principal que
los caracteriza es su alto requerimiento de sal para estar vivos. Segun él, se clasifican en tres
categorias diferentes: halofilos débiles (1-3% NaCl); haléfilos moderados (3-15% NaCl); y
haléfilos extremos (15-30% NaCl). Las poblaciones microbianas en estos ambientes estan
dominadas por microorganismos haléfilos, también considerados poliextremofilos, porque
estan bien adaptados no solo a estas altas concentraciones de sal, sino también a otros
parametros ambientales extremos como valores de temperatura o pH extremadamente altos
y bajos (Bowers et al., 2009).

La concentracion media de sal en el agua de mar es del 3,5 % (p/v), mientras que
puede alcanzar el 35-40 % (p/v) en estanques salados (concentradores y cristalizadores). A
lo largo del gradiente salino que muestran los ambientes costeros hipersalinos, a mayor
salinidad, menor diversidad microbiana, pero mayor numero de microorganismos
procariotas que muestran un perfil haléfilo extremo. Asi, la abundancia de arqueas haléfilas
aumenta a medida que el sistema se dirige hacia los cristalizadores, debido al aumento de su
salinidad, entre otros factores como la radiacion solar (Andrei et al., 2012). Por el contrario,
la abundancia de miembros del dominio Bacteria disminuye a lo largo de este gradiente
salino, siendo mayor en los calentadores. El nimero de virus aumenta en los cristalizadores,
siendo asi un grupo que actia como controlador poblacional del dominio Archaea
(Rodriguez-Varela et al., 2009). Las siguientes subsecciones muestran informacion relevante
sobre las especies microbianas haléfilas mas abundantes en los sistemas de evaporacion
solar costeros e interiores que producen sal.

3.1. Dominio de arqueas

Los miembros del dominio Archaea representan las principales poblaciones
microbianas en ambientes halofilicos extremos, ademas de abundantes bacterias como
Salinibacter ruber (Woese et al, 1990). Las arqueas halo6filas extremas se clasifican
principalmente dentro del filo Euryarchaeota, clase Halobacteria (Grant et al, 2001;
Cavicchioli, 2011). Actualmente, se han caracterizado hasta 260 especies de arqueas
haléfilas y se han agrupado en 70 géneros (Oren, 2020), tres érdenes y seis familias: orden
Halobacteriales (familias Halobacteriaceae, Haloarculaceae y Halococcaceae), orden
Haloferacales (familias Haloferacaceae y Halorubraceae) y orden Natrialbales (familia
Natrialbaceae) (Fig. 2) (Gupta et al,, 2016).

Estas especies son, en general, quimioorganoherotrofos aerdbicos, aunque algunas
especies pueden utilizar nitrato (NOs;) u otros compuestos como nitrito (NO;), clorato
(C103) y perclorato (ClO4) como aceptores finales de electrones en un proceso respiratorio
anodxico, mostrando asi una gran diversidad metabdlica. Ademas, la mayoria de las especies



de arqueas haldfilas se caracterizan por su pigmentaciéon anaranjada y roja debido a la
presencia de carotenoides, asi como proteilnas de membrana coloreadas como
bacteriorrodopsina, halorrodopsina y otras proteinas retinianas (Andrei et al., 2012).
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Fig. 2. Resumen de la clasificacion actual del dominio Archaea. El color verde resalta los
grupos que constituyen las principales poblaciones microbianas en ambientes halofilicos
extremos como estanques salados, marismas y lagunas costeras (Adaptado de Gupta et al.,
2016). TACK es un grupo de archaea acrénimo o Thaumarchaeota, Aigarchaeota,
Thermoproteota y Korarchaeota, los primeros grupos descubiertos. DPANN es un superfilo
de Archaea propuesto por primera vez en 2013 (se les conoce como nanoarchaea o archaea
ultrapequefias debido a su tamafio mas pequefio (nanométrico) en comparaciéon con otras
archaea).

La haloarquea mas abundante es Haloquadratum walsbyi, ya que puede constituir
hasta el 80% de la poblacién procaridtica en muestras de agua cercanas a la saturacién
(Dyall-Smith et al., 2011). Este microorganismo presenta forma cuadrada o rectangular y
sintetiza vesiculas de gas y granulos de polihidroxibutirato (PHA) (Stoeckenius et al., 1981).
Su citoplasma esta bien adaptado para ser funcional en presencia de altos niveles de cloruro
de potasio y requiere una concentracion minima de sal del 14% (p/v), siendo capaz de
tolerar altas concentraciones molares de Mg2+.

En consecuencia, este microorganismo, asi como muchas otras haloarqueas, pueden vivir en
situaciones de actividad de agua extremadamente bajas (Bolhuis et al., 2006). El genoma de
este microorganismo tiene un contenido de G+C cercano al 48%, porcentaje inferior al del
resto de especies de la familia Halobacteriaceae (Oren, 2007). Este microorganismo fue
aislado simultaneamente en 2007 en Australia (cepa C23T) y Espana (cepa HBSQ001)
(Burns et al., 2007). La secuencia del gen rRNA 16S present6 una gran similitud, con una
hibridacién del 80%. La principal diferencia entre las dos cepas radica en la estructura de
sus paredes celulares (Burns et al., 2007; Falb et al., 2008).



Junto con el género Haloquadratum, Halorubrum representa el segundo género mas
abundante perteneciente a la clase Halobacteria (Oren, 2020). Algunas especies de este
género sintetizan arquerrodopsina-3, que es un fotorreceptor que también actda a través de
la energia solar para crear una fuerza motriz de protones necesaria para la sintesis de ATP
(Bada et al,, 2021). Se han encontrado especies de este género en ambientes salados en
diferentes continentes, como Africa, la Antartida, Asia y América del Norte. El andlisis de
cristalizadores pertenecientes a las salinas de Santa Pola (Espafia) mostré que 16 de las 17
colonias analizadas pertenecian al género Halorubrum (Benlloch et al, 2001). En Isla
Cristina, Huelva (Espafia), la mayoria de las secuencias obtenidas por metagendmica estaban
relacionadas con este género, y la abundancia de bacteriorrodopsina y halorrodopsina
estaba relacionada con la abundancia de las secuencias del gen rRNA 16S (Ferandez et al,
2014) . El analisis filogenético de muestras de diferentes estanques espafioles mostré que las
poblaciones de Halorubrum experimentan variaciones gendmicas rapidas (Mohan et al,
2014).

Especies como Halorubrum lacusprofundi no solo estdn adaptadas a ambientes
hipersalinos, sino que también pueden sobrevivir a bajas temperaturas, como las que se
encuentran en la Antartida. Esta especie muestra caracteristicas tipicas de microorganismos
haléfilos, con un alto contenido de G + C, un proteoma acido y grandes replicones
extracromosomicos. Este proteoma acido permite una formacién de proteinas mas flexible,
que es un requisito clave en entornos de baja temperatura (Anderson et al., 2016).

Finalmente, el género Haloferax cobra relevancia en este tipo de ambiente debido a su
amplia distribucién y versatilidad en cuanto a adaptaciones moleculares. Los miembros de
este género se caracterizan por un pleomorfismo extremo y un amplio requerimiento de sal
en comparacion con el resto de haloarqueas, ya que pueden crecer en presencia de 10 a 35
% de sal (p/v) (D'Souza et al.,, 1997). Estas especies son Gram negativas y muestran una
morfologia irregular (bastones, copas o discos). La membrana citoplasmatica esta recubierta
por una capa hexagonal denominada capa S, la cual estd formada principalmente por
glicoproteinas (Mengele y Samper, 1992). La mayoria de las especies de Haloferax presentan
metabolismo aerobico, aunque hay ciertas especies que se comportan como desnitrificantes,
utilizando nitrato como aceptor de electrones en condiciones aerdbicas (Torregrosa-Crespo
etal.,, 2020). Muchas de las especies presentan un interés biotecnoldgico muy especial ya que
pueden producir compuestos poliméricos como materiales de reserva (Lillo et al., 1990).
Bajo ciertas condiciones de crecimiento, algunas especies son capaces de acumular
polihidroxialcanoatos (PHA) como copolimero de poli(3-hidroxi)butirato (PHB) y poli(3-
hidroxibutirato-hidroxivalerato) (PHBV) (Simo-Cabrera et al., 2021). Como se discuti6 en la
Seccién 4, los miembros de Haloarcula, Halorubrum y Haloferax han llamado la atencién de
los investigadores durante las ultimas dos décadas debido a sus posibles aplicaciones
biotecnolégicas como productores de PHA o carotenoides bajo ciertas condiciones de
crecimiento (Asker y Ohta, 2002). Ademas, algunas haloarqueas son mas competitivas en el
medio ambiente gracias a la produccién de halocinas, pequefias moléculas que inhiben el
crecimiento de otras especies de haloarqueas (Naor et al., 2013).

Se pensaba que las haloarqueas mencionadas anteriormente eran las mas abundantes
en entornos halofilicos extremos, pero gracias a una investigacién masiva basada en la
secuenciacion, recientemente se ha descubierto un grupo de pequefas arqueas extremofilas
(0,6). Representan un gran porcentaje de la comunidad (>1076 células/mL que representan
hasta el 14%) y constituyen un nuevo filo llamado Nanohaloarchaeota (Oren, 2020).



Mediante andlisis metagen6micos se han identificado 3 especies del género Candidatus de
lagos salados y salmueras: Candidatus nanosalina y Candidatus nanosalinicola del lago Tyrrel
(Australia) y Candidatus haloredivivus de las salinas de Alicante (Espafia) (Podell et al., 2013;
Gomariz et al., 2015). Se han identificado genes de rodopsina en todos los genomas de los
miembros de Nanohaloarchaeota, suponiendo que estos genes pueden estar relacionados
con el metabolismo fotoheter6trofo (Oren, 2020). Inicialmente se pens6é que estos
microorganismos podrian vivir libremente en este tipo de ambiente. Sin embargo, estudios
recientes han demostrado que necesitan coexistir con otro tipo de microorganismos. Por
ejemplo, Candidatus antarticus requiere la presencia de Halorubrum lacusprofundis como
huésped para su crecimiento (Hamm et al., 2019).

3.2 Dominio bacteriano

La aparicién de técnicas moleculares para estudiar los genes 16S rRNA, asi como los
enfoques de hibridacién fluorescente in situ (FISH), permitieron la deteccién de
microorganismos del dominio Bacteria en ambientes hipersalinos, desmantelando la
creencia de que estos ambientes s6lo estaban habitados por miembros del dominio Archaea
(Antén et al., 2000). Asi, en ambientes hipersalinos, la abundancia de miembros del dominio
Archaea es de alrededor del 70-95 %, mientras que las poblaciones bacterianas representan
alrededor del 5-30 % de la comunidad microbiana general (Anton et al., 2008). Las bacterias
haléfilas representativas mas abundantes en este tipo de ambientes corresponden a la
especie denominada Salinibacter ruber, aunque existen otros géneros menos representados,
como Salisaeta, Salicola, Halomonas o Chromohalobacter (Anton et al., 2002).

La especie Salinibacter ruber pertenece al filo Bacteroidetes y generalmente se
encuentra en ambientes extremadamente salados como cristalizadores de ambientes salinos.
Esta bacteria comparte muchos rasgos fenotipicos con haloarqueas, ya que son
extremadamente haléfilos, aerébicos y quimioorganotrofos, ademas de acumular potasio
intracelular como soluto compatible (estrategia salt-in). La gran similitud de este tipo de
mecanismo adaptativo entre S. ruber y haloarqueas puede deberse principalmente a eventos
de transferencia horizontal de genes, debido a procesos evolutivos cercanos en el mismo tipo
de ambientes extremos (Anton et al., 2002). Esta bacteria también muestra una coloracién
rojiza debido a la presencia de pigmentos carotenoides como la salinixantina y pigmentos
retinianos como la xantorrodopsina. La salinixantina actla como una antena de luz que
transfiere energia al grupo retinol de la xantorrodopsina, que es una bomba de protones
como la bacteriorrodopsina (Gunde-Cimerman et al., 2018). Este pigmento también se puede
utilizar como biomarcador y varios estudios han demostrado que la presencia de
salinixantina puede representar del 5 al 7,5% del contenido total de pigmento de las
salmueras naturales (Oren y Rodriguez-Varela, 2001). El proteoma de S. ruber también es
fuertemente acido (pl promedio cercano a 5,92) debido a la presencia de un alto contenido
de aminoacidos acidos. La composicién lipidica de la membrana de las especies bacterianas
haléfilas es similar a la del dominio Archaea, mostrando lipidos de tipo haloarqueal como
fosfatidilserina, N,N-dimetilfatidiletanolamina o cardiolipina. Este ultimo lipido puede
representar hasta un 20% del contenido total de lipidos, lo que puede ser una adaptacion a
la alta concentracidn de sal para optimizar el funcionamiento de los sistemas bioenergéticos.
Ademas, un lipido menos comun llamado acilhalocapnina también esta presente en bacterias
haléfilas en concentraciones que generalmente estdn moduladas por las concentraciones de
sodio y magnesio del medio ambiente (Oren, 2013).



La mayoria de las enzimas, cuyo principal ejemplo es la isocitrato deshidrogenasa
dependiente de NAD, requieren concentraciones de sal entre 0,5y 2 M para una actividad
Optima, aunque también funcionan bien a concentraciones mas altas (Oren y Mana, 2002).
Ademads, los cambios en la salinidad del medio pueden tener ligeros efectos sobre la
composicion lipidica de la membrana (Lattanzio et al, 2009). En este descubrimiento,
mediante técnicas DGGE (electroforesis en gradiente desnaturalizante) se puso de
manifiesto la presencia de dos filotipos diferentes, EBH-1 y EBH-2, siendo el primero el mas
abundante. Posteriormente se han aislado 5 cepas diferentes de este primer filotipo: M1, M8
y M31 (de las salinas de Campos de Mallorca), asi como P13 y P18 (de las salinas de Bras del
Port en Santa Pola) (Antoén et al.,, 2002).

La gran abundancia de S. ruber no solo se ha determinado en Espafia, sino que también
forma parte importante de diferentes ambientes en Turquia, Argentina, México, Tinez, Italia
e Israel. A pesar de esta gran abundancia de S. ruber en casi todos los ambientes salinos, hay
zonas donde este dominio no sigue el mismo patrén. En ambientes como el Salar de Maras,
estudios han determinado que la bacteria dominante es Salicola maranensis (Maturrano et
al., 2006).

La familia Halomonadaceae (perteneciente al filo Proteobacteria) también tiene un
especial interés en este tipo de ambientes debido a su adaptacion osmoética basada en la
acumulaciéon de solutos compatibles como la ectoina. Especies como Halomonas elongata
pueden crecer en un amplio rango de concentraciones de sal gracias a la producciéon de
solutos compatibles que actiuan como estabilizadores enzimaticos y protectores celulares
(Schwibbert et al., 2011). Esas moléculas han llamado la atencién a nivel mundial gracias a
sus potenciales usos industriales (Ventosa et al., 1998).

3.3 Dominio Eukarya

Aunque la diversidad y la abundancia de organismos en el dominio Eukarya disminuyen a
medida que aumenta la concentracién de sal, algunos organismos pueden vivir y adaptarse a
ambientes salados. Las especies pertenecientes al género Dunaliella son los organismos
eucariotas mas abundantes (algas pertenecientes a la clase Chlorophyceae y orden
Volvocales). Estas algas se caracterizan por carecer de la pared celular rigida y por la
presencia de una membrana celular externa constituida por glicoproteinas (Polle et al.,
2009). Especies del género Dunaliella como Dunaliella salina, D. parva, D. bardawil, D.
pseudosaline y D. viridis juegan un papel relevante como productores primarios de biomasa
fotosintética en pantanos y lagunas saladas (Polle et al., 2009). Las dos especies que mas
destacan en este tipo de ambiente son D. salina y D. viridis, que pueden soportar
concentraciones de sal de 9 a 200 g/l hasta la saturacién total (Borovkov et al.,, 2020). La
eficiente adaptacién de estas especies a los altos niveles de sal (incluso a la saturacién
completa) les permite dominar el ecosistema al carecer de competidores (Buchheim et al.,
2010). Las especies de Dunaliella se han vuelto so6lidas a nivel industrial y biotecnolégico
debido a su bajo costo de produccidn, alta tasa de crecimiento y capacidad de crecer bajo
diferentes fuentes de estrés (alta salinidad, alta radiacién solar y limitaciéon de nutrientes)
(Minhas et al., 2016). Dentro de las potenciales aplicaciones biotecnoldgicas de Dunaliella
spp., cabe mencionar la produccién de carotenos (a-caroteno, all-trans f3-caroteno, 9-cis f2-
caroteno, 15-cis f3-caroteno y licopeno), proteinas, acidos grasos y xantofilas (zeaxantina,
luteina, a y f3-criptoxantina, violaxantina y equinenona) (Ben-Amotz, 2002).



Artemia salina es también uno de los eucariotas mas abundantes en ambientes hipersalinos.
Este es un crustdceo micro branquiépodo que suele habitar lagos y lagunas salobres
mostrando baja biodiversidad microbiana y una cadena tréfica simple (Dhont et al.,, 2002). A.
salina muestra varias adaptaciones a altas concentraciones de sal. La principal adaptacién a
nivel molecular es una alta eficiencia en la osmorregulacion (lo que le permite soportar
concentraciones diez veces superiores a las del agua de mar) (Clegg et al, 2002) y la
capacidad de desarrollar diversidad genética basada en de la region en la que se ubica la
especie ("endemismo regional”) (Gajardo y Beardmore, 2012). Ademas, en ambientes donde
las lagunas se secan en ciertas etapas, se protege de la extincidn quistes que son altamente
resistentes a la deshidratacion severa (Mufioz et al, 2010). La informacién genética
relacionada con las condiciones ambientales a las que se ha enfrentado previamente la
poblacién también se almacena en los quistes (Gajardo y Beardmore, 2012).

Otros componentes del dominio Eukarya, como los hongos, no han sido identificados
como componentes relevantes de ambientes hipersalinos. Las especies de hongos mas
abundantes descritas en ecosistemas hipersalinos son hongos negros y melanizados como
Hortaea werneckii, Phaeotheca triangularis y Trimmatostroma salinum. Todas estas especies
muestran caracteristicas similares como la presencia de paredes celulares gruesas y
melanizadas, crecimiento lento y meristematico, y proliferacion con endoconidiacion, siendo
todas estas caracteristicas adaptaciones a estos ambientes estresantes (Gunde-Cimerman et
al., 2000).

Finalmente, los protistas heterdtrofos son un grupo que juega un papel importante en
el control de la poblaciéon en ambientes hipersalinos. La presencia de este tipo de especies se
observa principalmente en estanques con concentraciones intermedias de sal (entre 10 y
15% de sal p/v). Generalmente, estas especies son ciliadas o flageladas. Una de las especies
de este grupo identificadas en estanques salados es Halocafeteria seosinensis, que puede
crecer con concentraciones de 15% de sal, aunque tolera hasta el 35%, y actiia como
controlador de poblacién (Park et al., 2006). Por otro lado, varios estudios han tratado de
relacionar la presencia del protista heterétrofo Fabrea salina con el control de la poblacién
de D. salina en areas con concentraciones salinas en torno al 9%, aunque aun no ha habido
suficiente evidencia que demuestre este control. (Hong y Choi, 2015).

3.4 Halovirus

Los entornos hipersalinos cercanos a la saturacién estan repletos de los llamados virus
extremofilos o halovirus. Se han contado hasta 109 virus en un mililitro de muestra de agua
salada (Atanasova et al., 2015) y varios estudios reportan que las poblaciones microbianas
en ecosistemas halfilicos extremos estdn bajo control llevado a cabo por estos halovirus
(Rodriguez-Varela et al., 2009).

Se han identificado cerca de 100 virus como depredadores de microorganismos
haléfilos, de los cuales 90 virus infectan haloarchaea, mientras que los 10 restantes son
capaces de infectar bacterias o eucariotas (Luk et al., 2014). La clasificacién de estos virus se
realiza segin su morfologia, y pertenecen a diferentes familias miovirus (52), sifovirus (20),
virus pleomérficos (11), podovirus (5) y virus en forma de limén (1) (Atanasova et al. .,
2015). Estos virus se caracterizan por tener colas contractiles (miovirus) o no contractiles
(sifovirus y podovirus) y ADN lineal de doble cadena (Sencilo y Roine, 2014).



En cuanto a las bacterias, se han identificado menos de diez virus capaces de infectar
bacterias de los géneros Pseudomonas, Halomonas, Salinivibrio, Salisaeta y Salicola. Estos
virus generalmente pertenecen a la familia de los miovirus, aunque también se han
identificado virus pertenecientes a la familia de los podovirus (Atanasova et al., 2012).

4. Adaptaciones moleculares de microorganismos a ambientes salinos

Los microorganismos que se adaptan a la vida en ambientes extremos, como los
ecosistemas salinos extremos, no solo se adaptan a altas concentraciones de sal, sino que
también suelen adaptarse a una amplia variedad de factores, como alta irradiaciéon y
temperatura, asi como baja difusién de oxigeno. La supervivencia en esos ambientes
requiere adaptaciones especializadas a nivel celular y enzimatico, para preservar el
equilibrio osmotico. Este equilibrio es muy importante ya que los microorganismos pueden
perder agua, causando marchitamiento y pérdida fatal de la estructura y funcién celular
(Mongodin et al., 2005). Por lo tanto, las proteinas podrian sufrir deshidratacién debido a la
disminucién del contenido de agua dentro de las células, promoviendo interacciones
desfavorables que pueden evitarse mediante la modulacion de su carga neta. En
consecuencia, la principal diferencia entre las proteinas haléfilas y las no haléfilas es la gran
proporcion de glutamato y aspartato en la superficie de las proteinas haléfilas. Otras
caracteristicas que definen a los microbios haléfilos y sus proteinas son un ndmero
sustancial de cargas proteicas y la hidrofobicidad de las proteinas en comparacién con sus
contrapartes bacterianas, asi como proteomas acidos (pl =4,5) o alto contenido de G + C
(Edbeib et al., 2016). Las principales adaptaciones moleculares se resumen en la tabla 1 y se
explican en detalle en las siguientes secciones.

Table 1
summary of the molecular adaptations showed by the microorganisms to be
alive in extreme saline environments.

Environmental Adaptation Reference
parameter
High salt Salt-in strategy Oren, 2000

concentration
Low oxygen
availability

High solar

radiation

Competition for
lack of resources

Synthesis of compatible solutes
Synthesis of bacteriorhodopsin, gas
vesibles or denitrification as
respiratory pathway.

Capability to regenerate intact
chromosomes from dispersed
fragments, synthesis of antioxidant
enzymes, increase of the [Mn]/[Fe]
ratio in the cell, or the production
of carotenoids.

Indirect approach: microbes
compete by nutrients, limiting the
availability of nutrients for the rest
of the microorganisms.

Direct approach: production of
toxins and chemicals that inhibit
the growth of other
microorganisms (bacteriocins,
archaeocins (halocins).

Oren, 2002
Hellingwerf, 2002
Oren 2012
Torregrosa-Crespo

et al., 2018

Soppa, 2014
Confalonieri and
Sommer, 2011

Daly et al., 2007
Rodriguez-Banos et
al., 2015

Ghoul and Mitri, 2016
Mazguene et al., 2018
Charlestown and
Burns, 2015
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Tabla 1
Resumen de las adaptaciones moleculares que muestran los microorganismos para estar
vivos en ambientes salinos extremos.

4.1 Adaptacion a altas concentraciones de sal

Para la supervivencia celular, la presién osmotica del citoplasma debe superar la del
medio extracelular, ya que esta presion es fundamental como fuerza motriz de la célula para
mantener el citoplasma al menos isoosmotico con respecto al medio extracelular (Kempf y
Bremer, 1998).

La gran diversidad de microorganismos descrita en ambientes haléfilos provoca una
considerable diversidad de mecanismos por los cuales los microorganismos haléfilos y
halotolerantes pueden tolerar la gran presién osmotica generada por el ambiente salino
(Oren, 1999a; Siglioccolo et al., 2011).

La primera estrategia, denominada "salt-in", se basa en la acumulacién intracelular de
concentraciones molares de potasio y cloruro, lo que requiere una adaptacién eficiente de la
maquinaria enzimdtica intracelular a altas concentraciones de sal. Las proteinas
citoplasmaticas requieren altas concentraciones de sal para ser estables y activas. Para
lograr este objetivo, estos microorganismos cuentan con un proteoma acido, que es un
sistema que requiere relativamente poca energia (Roberts, 2005). Esta estrategia es utilizada
por un numero limitado de haléfilos, siendo las arqueas del orden Halobacteriales el
principal representante, que acumulan KCl en concentraciones iguales o superiores a las
concentraciones de NaCl del medio extracelular. En el dominio Bacteria, el tinico orden en el
que se ha caracterizado esta estrategia es Halanaerobial, en el que se encuentran bacterias
anaerobias fermentativas u homoacetogénicas (Oren, 2000). La composicién y estructura de
las proteinas también se adaptan a la alta concentraciéon de sal. El proteoma de las arqueas
haléfilas es muy acido. Las proteinas tienen un bajo contenido de residuos hidrofébicos en la
superficie como la lisina, mientras que tienen un alto contenido de residuos cargados
negativamente como el aspartato. El interior de las proteinas es rico en valina y bajo en
isoleucina. El uso de residuos negativos en la superficie permite una mejor organizaciéon de
la red de agua en la superficie de la proteina y puede ser importante para prevenir la
agregacion (Gundee-Cimermman et al., 2018).

La segunda estrategia consiste en la expulsién de sales del citoplasma con la mayor
eficacia posible, acompafiada de la acumulaciéon de los denominados solutos compatibles
para conseguir un adecuado equilibrio osmoético (Oren, 2002). Estos solutos forman
estructuras que quedan excluidas de la capa de hidratacién de las proteinas, por lo que
contribuyen a la estabilizacion de esta capa al disminuir el coeficiente de actividad del agua
(Held et al.,, 2010). En la mayoria de los extremdfilos, estos compuestos se acumulan no solo
en respuesta a altas concentraciones de sal, sino también en respuesta al estrés por
temperatura. El uso de solutos organicos requiere una menor respuesta adaptativa de la
magquinaria enzimatica celular que la estrategia "salt-in", aunque requiere un mayor aporte
energético (Oren, 1999b). Esta estrategia esta ampliamente distribuida en los tres dominios,
aunque existen diferencias quimicas en los solutos acumulados por cada tipo de
microorganismo. Los solutos mas abundantes en las bacterias son la ectoina y la glicina
betaina (Galinski, 1995). En el caso del alga Dunaliella se han encontrado concentraciones
intracelulares de glicerol (Oren, 2002). También se han reportado solutos organicos en el
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dominio Archaea, en el que la mayoria de los miembros caracterizados del orden
Halobacteriales sintetizan este tipo de soluto incluso en presencia de altas concentraciones
intracelulares de KCl (Oren, 2000).

4.2. Adaptacion a la baja disponibilidad de oxigeno

Estos ambientes también se caracterizan por una baja difusién de oxigeno,
convirtiéndose en un factor limitante para la vida en ambientes con una concentracién
extremadamente alta de sales (hasta la saturacién). Para hacer frente a esta disminucién de
oxigeno, gran parte de los organismos poliextremofilos utilizan diversas estrategias, como
los mecanismos basados en la bacteriorrodopsina. Esta molécula es una proteina integral de
membrana ubicada en la membrana celular del dominio Archaea, principalmente en el orden
Halobacteriales (Haupts et al, 1999). Esta proteina puede absorber luz verde a una
absorbancia de 500 a 650 nm, con un maximo de 568 nm, y puede convertir la luz en un
gradiente electroquimico que se usa para producir ATP (Hellingwerf, 2002). Esta maquinaria
hace posible la produccién de ATP de forma similar a la cadena de transporte de electrones,
a diferencia de que los protones expulsados en este caso provienen de una bomba de
protones fotoexcitables. En situaciones de baja disponibilidad de oxigeno, la
bacteriorrodopsina se encuentra en torno al 50% (v/v) de la masa total de la membrana
celular, demostrando asi la gran capacidad de adaptacién de estos microorganismos a estas
situaciones y la relevancia de esta proteina. (Haupts et al., 1999).

Otra estrategia para superar el agotamiento del oxigeno es la produccién de vesiculas
de gas que promueven la flotacion celular para hacer que el oxigeno sea mas accesible para
las células. Ademdas de esta funcién general, se han identificado diferentes funciones
especificas de estas estructuras: alcanzar mayores intensidades luminicas para la bomba de
protones, reducir el volumen citoplasmatico para conseguir una mayor relacidon superficie-
volumen en las arqueas y facilitar la dispersién de las endosporas en el caso de las bacterias
anaerobias. Se han encontrado vesiculas de gas en diferentes especies de los géneros
Halobacterium, Haloferax, Haloplanus, Haloquadratum y Halorubrum (Oren, 2012).

Debido a la falta de oxigeno en tales entornos, la respiracién rara vez es 100 %
aerodbica, que es el proceso mas rentable para producir energia. Por tanto, hay especies que
en ausencia de oxigeno pueden activar otras vias metabdlicas que les permitan utilizar otros
aceptores de electrones ademads del oxigeno para respirar y producir ATP. En este contexto,
la desnitrificacion se revela como la via respiratoria anéxica mas importante llevada a cabo
por microorganismos en los que se utilizan nitratos o nitritos como aceptores finales de
electrones en lugar de oxigeno (Torregrosa-Crespo et al., 2018). La desnitrificacion ha sido
bien estudiada hasta el momento en suelos, sin embargo, los primeros estudios sobre el ciclo
del nitrégeno en general y particularmente sobre la desnitrificacion en ambientes salinos no
se han reportado hasta principios de este siglo (Martinez-Espinosa et al., 2006; Martinez-
Espinosa et al., 2011). Los microorganismos hal6filos desnitrificantes podrian clasificarse en
dos grupos principales segin la maquinaria molecular que soporta la desnitrificacién:
desnitrificantes completos y parciales. Los desnitrificantes completos son aquellos
microorganismos capaces de reducir completamente el nitrato a dinitrégeno gracias a cuatro
reacciones enzimaticas consecutivas. Los desnitrificantes parciales solo pueden impulsar
algunas de las cuatro reacciones, contribuyendo asi a la emisiéon de productos intermedios
como N20 y NO, que son gases de efecto invernadero (Torregrosa-Crespo et al., 2016).
Considerando que las haloarqueas constituyen las principales poblaciones microbianas en
ecosistemas extremadamente salados, varias investigaciones tuvieron como objetivo evaluar
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cuadl es el fenotipo desnitrificante mas abundante (parcial vs. completo). Resultados
recientes han revelado que la desnitrificacion llevada a cabo por haloarqueas estd mas
extendida de lo que inicialmente se pensaba, siendo los desnitrificantes parciales
importantes fuentes de emision de gases nitrogenados en ecosistemas salados aridos y
semiaridos (Torregrosa-Crespo et al., 2018, 2019). Por el contrario, los desnitrificantes
halofilicos completos han sido considerados como buenos organismos modelo para el disefio
de estrategias de biorremediacion para el tratamiento de salmueras y aguas residuales
saladas con alto contenido de compuestos nitrogenados, metales pesados y oxicloruros
(Najera Fernandez et al., 2012); Martinez-Espinosa et al., 2015; Miralles-Robledillo et al,
2019).

4.3. Adaptacion a la alta radiacion solar

La radiacion conduce a la formacion de multiples iones y electrones que modifican
biomoléculas principalmente a través de reacciones que involucran especies reactivas de
oxigeno (ROS). Por ejemplo, las ROS causan dafio a las células debido a modificaciones de las
bases nitrogenadas o rupturas en las hebras de ADN (Halliwell y Gutteridge, 1999). Debido a
la adaptacién a estas modificaciones del ADN, muchas especies de haloarqueas muestran un
genoma constituido por varios cromosomas y las células muestran la capacidad potencial de
regenerar cromosomas intactos a partir de fragmentos dispersos, por lo que podria existir
una superposicion de fragmentos gendmicos (Soppa, 2014).

El principal mecanismo de proteccién frente a este estrés oxidativo se basa en enzimas
antioxidantes como la superoxido dismutasa y la catalasa. La superdéxido dismutasa cataliza
la conversidn de oxigeno en perdxido de hidrégeno y se han encontrado genes que codifican
para esta enzima en genomas del género Halobacterium (la mayoria de las especies son
estrictamente aerdbicas). En otras especies anaerdbicas, esta enzima es reemplazada por
superoxido reductasa (Confalonieri y Sommer, 2011).

Otro mecanismo de defensa es el aumento de la relaciéon [Mn]/[Fe] en la célula, lo que
impide la formacién de ROS dependientes de hierro. A su vez, la presencia de Mn también
puede eliminar ROS (Daly et al., 2007).

Finalmente, la mayoria de los microorganismos haléfilos que habitan ambientes
extremadamente salados altamente expuestos a la radiacion solar se caracterizan por la
pigmentacion, principalmente debido a la producciéon de carotenoides. Esos pigmentos
protegen contra la radiacion solar. Los carotenoides son compuestos hidrofobicos que
contienen al menos 40 grupos hidrocarbonados que muestran actividad antioxidante y
actuan como secuestradores de especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de
nitrogeno (RNS) (Rodriguez-Bafios et al, 2015). Algunos de los carotenoides mas
abundantes producidos por microorganismos halofilos son el betacaroteno, el licopeno, la
astaxantina y la bacteriorruberina, este dltimo producido principalmente por haloarqueas
(Vilchez et al., 2011; Giani et al., 2020).

4.4. Competencia por falta de recursos

Las poblaciones microbianas compiten constantemente por nutrientes y nichos, y esta
competencia es significativa en ambientes extremos caracterizados por la baja
disponibilidad de nutrientes. Hay dos tipos diferentes de competencia, indirecta y directa. En
el enfoque indirecto, los microorganismos compiten por nutrientes, limitando la
disponibilidad de nutrientes para el resto de los microorganismos. El segundo enfoque
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implica la producciéon de biomoléculas como toxinas y productos quimicos que inhiben el
crecimiento de otros microorganismos (Ghoul y Mitri, 2016). Entre las toxinas se pueden
destacar las bacteriocinas (Jack et al, 1995). Estas son toxinas proteicas o peptidicas
producidas por bacterias para inhibir el crecimiento de cepas bacterianas similares o
estrechamente relacionadas. Sus homdlogos sintetizados por las arqueas se denominan
arqueocinas, que se dividen en dos grandes grupos: las sulfolobicinas (asociadas a la
membrana y sintetizadas por miembros del orden Sulfolobales) y las halocinas (secretadas al
exterior de las células y sintetizadas por miembros del orden Halobacteriales). En el caso de
ambientes hipersalinos, las halocinas son de relevancia. Estas proteinas también se pueden
dividir en dos grandes grupos: péptidos de halocina, también denominados microhalocinas,
que son menores de 10 kDa (Halocinas S8, C8, R1 y A4), y proteinas de halocina, que son
mayores de 10 kDa (Halocinas H1, H4, H6 y H7) (Mazguene et al., 2018).

La producciéon de halocinas estd determinada por una serie de factores como la
composicién del medio, la temperatura, la aireacion o el pH, ocurriendo al inicio de la fase
exponencial y alcanzando niveles 6ptimos en la transicién entre esta fase y la estacionaria.
Ademas, la actividad de estas proteinas varia segtn la especie y puede permanecer constante
(Halocinas H1, 28 y C8) o disminuir (Halocinas H4, H6, KPS1, HA1, HA3 y H17) durante el
crecimiento de la poblacién microbiana (Mazguene et al, 2018). Las bacteriocinas se
desnaturalizan e inactivan en ecosistemas salados, mientras que las halocinas requieren sal
para estar activas. Este patron confiere ventajas a las haloarqueas frente a las bacterias no
halofilicas en ecosistemas halofilicos (Tadeo et al., 2009).

Segun el tipo de halocinas, éstas podrian promover la inhibicién del crecimiento o la
muerte celular. Asi, los mecanismos moleculares de accién son variados: promover cambios
en el pH interno o potencial de membrana, modular la fuerza motriz del protén, modificar el
flujo Na+/H+ o provocar la inhibicion del antiportador Na+/H+, etc. Las halocinas suelen
actuar contra especies de haloarqueas que también son productores de halocinas, y se ha
demostrado que muy pocos tienen efectos adversos contra las especies bacterianas. Estas
proteinas son generalmente neutras o anidnicas, por lo que no pueden interactuar con las
membranas bacterianas cargadas negativamente (Charlestown y Burns, 2015).

5. Aplicaciones biotecnolégicas de biomoléculas a partir de
microbios haléfilos

El uso de microorganismos extremofilos como fabricas celulares para producir
biomoléculas estd cobrando especial interés en el descubrimiento de nuevas biomoléculas
con una amplia variedad de aplicaciones en muchos campos, desde la biomedicina hasta la
biotecnologia. El continuo desarrollo de todas las técnicas "6émicas" y bioinformaticas ha
permitido estudiar multitud de genes implicados en la sintesis de compuestos para la
adaptacién en respuesta a condiciones extremas. Se ha descrito que los microorganismos
extremofilos producen una amplia variedad de compuestos interesantes, como pigmentos
carotenoides, biopolimeros, bioplasticos, enzimas hidroliticas, proteinas retinianas y
biofertilizantes (Yin et al., 2015).

5.1. Pigmentos antioxidantes

Los carotenoides son pigmentos terpenoides naturales hechos de residuos de
isopreno. Son compuestos hidréfobos y suelen estar formados por un esqueleto de 40
atomos de carbono, aunque la mayoria de los derivados presentes en el dominio Archaea
tienen 50 atomos de carbono. Esta cadena puede ser terminada por anillos o grupos
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funcionales con oxigeno (Jehlicka et al., 2013). Pueden absorber luz en el rango de 300 a 600
nm y son responsables de la pigmentacién caracteristica que muestran estos
microorganismos. La capacidad de absorber luz a una determinada longitud de onda esta
relacionada con el nimero de grupos funcionales y dobles enlaces que presenten en su
estructura (Johnson et al.,, 1996).

Los carotenoides se pueden clasificar segin dos criterios: i) estructura y presencia o
ausencia de atomos de oxigeno y ii) relacion con la vitamina A. En cuanto a su estructura, se
pueden distinguir dos grandes grupos: los carotenos, que estan compuestos exclusivamente
por carbono e hidrégeno (p. licopeno o (-caroteno); y xantofilas, que tienen atomos de
oxigeno en su estructura y pueden contener varios grupos carbonilo, epoxi o hidroxilo, entre
otros (por ejemplo, xantofila, zeaxantina, luteina) (Walter y Strack, 2011). La clasificacion
basada en la relaciéon con la vitamina A permite identificar varios grupos de pigmentos:
precursores de la vitamina A no pigmentantes ([3-caroteno); pigmentos con actividad parcial
de vitamina A (criptoxantina); precursores de vitamina A no pigmentantes (violaxantina) y
precursores de vitamina A no pigmentantes (luteina o zeaxantina) (Tanaka et al., 2012). La
principal funcién biolégica asociada a estos compuestos estd relacionada con sus
propiedades antioxidantes. Los pigmentos como las xantofilas son captadores de radicales
libres de especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrogeno (NOS) (Vilchez et al., 2011).

La mayoria de los miembros de la familia Haloferacaceae pueden sintetizar
carotenoides C50, entre los que destacan la bacteriorruberina y sus precursores (2
isopentenil-3,4-dehidrorrodopina  (IDR),  bisanhidrobacteriorruberina  (BABR) vy
monoanhidrobacteriorruberina (MABR). Otros carotenoides también producidos a menor
concentracion son fitoeno, licopeno y B-caroteno (Goodwin y Britton, 1980). En varias
especies del género Halorubrum se ha cuantificado el contenido de bacteriorruberina en mas
del 65% del total de carotenoides producidos (Yatsunami et al., 2014). La sintesis de
bacteriorruberina es inducida principalmente por factores como baja tensién de oxigeno,
alta radiacion solar, estrés osmotico y la presencia de diferentes compuestos como la anilina
(El-Sayed et al., 2002; D'Souza et al., 1997; Raghavan et al. al., 2005).

La produccién de carotenoides a partir de haloarqueas tiene muchas aplicaciones en el
campo de la biotecnologia, especialmente en la industria alimentaria, como colorantes para
la alimentacion de aves, ganado y peces. Otras aplicaciones muy prometedoras estan
relacionadas con la biomedicina (como antioxidantes, antitumorales, agentes de prevencion
de enfermedades cardiacas, precursores de vitamina A y potenciadores de la produccion de
anticuerpos) (Vilchez et al., 2011; Naziri et al., 2014). Asi, un estudio utilizando la linea
celular tumoral HepG2 de humanos demostr6 que el aumento de la concentracion de
carotenoides extraidos de la especie Halobacterium halobium consiguié disminuir la
viabilidad de esta linea celular (Abbes et al., 2013).

Mas de 600 carotenoides se producen naturalmente. Los [3-carotenos, la astaxantina, la
cantaxantina y la luteina son muy comercializados. Hasta el momento, la comercializacién de
estos compuestos se realiza a través de la producciéon quimica, lo que presenta ventajas y
desventajas frente a la produccion natural. Asi, los carotenoides producidos quimicamente
se caracterizan por una excelente pureza y consistencia, con un costo de produccién
relativamente bajo. Sin embargo, la sintesis quimica de carotenoides implica el uso de
reactivos que no son amigables con el medio ambiente. Ademas, la sintesis de pigmentos de
mayor complejidad estructural es costosa y requiere mucho tiempo. Teniendo en cuenta
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todas estas desventajas, la produccién de pigmentos naturales utilizando fabricas de células
se revela como un enfoque prometedor para obtener carotenoides a gran escala (Naziri et al.,
2014).

Aunque algunas especies de haloarqueas son buenas fuentes naturales para obtener
carotenoides, ninguna de ellas ha sido utilizada a gran escala para obtener carotenoides.
Hasta el momento, el Unico organismo haléfilo utilizado con éxito para la produccién
industrial de carotenoides es D. salina. Esta especie puede producir un alto porcentaje del
derivado 9-cis -caroteno. Como ejemplo, Borovkov y sus colaboradores estudiaron la
produccion potencial de alto nivel de carotenoides desde condiciones de laboratorio
controladas hasta balsas al aire libre utilizando D. salina. Los resultados obtenidos revelaron
una produccién de 600 mg m2 de carotenoides en otofio frente a 200 mg m2 en verano,
siendo el 9-cis [-caroteno el carotenoide predominante. Este derivado se prob6 como parte
de un tratamiento para diversas enfermedades como la psoriasis, la aterosclerosis o la
retinosis pigmentaria (Borovkov et al.,, 2020).

5.2. Solutos compatibles

Los solutos compatibles son compuestos orgdnicos de bajo peso molecular que acttian
como moléculas osmorreguladoras en el interior de las células. Su acumulacion intracelular
no afecta los procesos celulares normales y es promovida por transporte desde el exterior
celular o por sintesis de novo (Liu et al.,, 2021).

Los compuestos que acumula cada microorganismo dependen principalmente del tipo
de microorganismo y de su nivel de adaptacion al estrés osmdtico. Las especies tolerantes
débiles generalmente acumulan azucares simples como sacarosa y trehalosa (Klahn et al,
2011). Los organismos tolerantes moderados acumulan glucosil glicerol, que juega un papel
muy importante en la sustentabilidad de la divisién celular (Ferjani et al., 2003). Finalmente,
los microorganismos que mejor se adaptan a este estrés osmotico lo hacen acumulando
ectoina, glicina y betaina (Klahn et al., 2011).

Entre todos los solutos que se producen en este tipo de ambientes para hacer frente al
estrés osmotico, destacan tanto la ectoina como la betaina, con sus multiples aplicaciones
biotecnoldgicas. En cuanto a la ectoina, sus beneficios estan relacionados con la
estabilizacion de proteinas y acidos nucleicos, la prevencion de dafios causados por altas
concentraciones de sal, temperatura, desecacién y congelacion. Ademds, permite
contrarrestar los efectos de las radiaciones UV-A sobre la piel, por lo que su principal
aplicacion se centra en el campo de la cosmética como aditivo dermatolégico en cremas
hidratantes. En el campo de la biomedicina, se ha demostrado que este compuesto inhibe la
agregacion de [-amiloide en la enfermedad de Alzheimer, asi como sus beneficios
potenciales en la enfermedad del asma (Oren, 2010). Otras aplicaciones estan relacionadas
con la industria alimentaria, ya que se utiliza como estabilizador en diversos alimentos
(Detkova et al., 2007). Los principales microorganismos capaces de producir este compuesto
pertenecen al género Halomonas (H. elongata, H. boliviensis, H. salina), ademdas de otras
especies como Chromohalobacter israelensis y C. salexigens (Liu et al., 2021).

La betaina es de particular interés en el campo de la biomedicina, especialmente como
un tratamiento potencial para la infiltracién adiposa del higado al inicio de la cirrosis
(Detkova et al., 2007). Sus propiedades anticoagulantes pueden utilizarse para prevenir la
aparicion de trombos y ataques al corazén (Messadek, 2005). Algunos de los
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microorganismos que pueden acumular estos compuestos son Halorhodopira halochloris o
Thioalkalovibrio versutus (Shivanand y Mugeraya, 2011).

5.3. Bacteriorrodopsina

La bacteriorrodopsina es una proteina de membrana integral que se encuentra en
especies del dominio Archaea, dentro de la denominada "membrana purpura",
principalmente en la clase Halobacteria. Esta proteina puede absorber luz verde a una
absorbancia entre 500 y 650 nm, con un maximo a 568 nm (Trivedi et al., 2011). Esta luz se
utiliza para generar un gradiente electroquimico para producir ATP, de modo que los
protones se bombean hacia el exterior utilizando esta energia solar (Li et al.,, 2018).

Esta proteina tiene caracteristicas que la convierten en un producto muy interesante
para su uso a gran escala. A pesar de ser una proteina presente en microorganismos de
ambientes hipersalinos, es estable en ausencia de sal, manteniendo sus propiedades
fisicoquimicas durante largos periodos de tiempo. Tiene un amplio rango de operacion en
temperatura (0-459C) y pH (1-11) (Li et al,, 2018).

Fue descubierto por primera vez a principios de los afios 70 en la arquea
Halobacterium salinarum, desarrollando sus aplicaciones potenciales en el mundo de la
bioelectricidad a partir del afio 2000, con su uso como prdtesis retiniana artificial (Frydrych
et al, 2000). El uso potencial de esta proteina en este campo estd determinado por su
fotociclo, en el cual existe interconversion entre las diferentes formas de la proteina (estado
B (-) estado M) (Lietal.,, 2018).

Las diferentes aplicaciones de la bacteriorrodopsina en este campo se pueden dividir
en dos partes diferenciadas: aplicaciones fotoquimicas y fotoeléctricas. En cuanto a sus
aplicaciones fotoquimicas, su uso se centra en la produccién de memorias épticas. Cuando la
bacteriorrodopsina es excitada por la luz verde, el fotociclo comienza con el estado K y
termina con el estado O. Después de la segunda excitacidon con luz roja, el ciclo se bifurca en
los estados P y Q, en los que estos dos estados se consideran 1 en el codigo binario y el
estado O como 0. Es en esta transiciéon cuando se pueden escribir datos y almacenada en
estas memorias Opticas. Ademas, los estados P y Q son excitables con luz azul, por lo que el
uso de esta luz permite borrar los datos almacenados (Li et al., 2018).

En el apartado fotoeléctrico se puede encontrar una mayor variedad de aplicaciones,
entre las que destacan los biosensores de movimiento, los sensores de rayos X y las células
fotovoltaicas. Los biosensores de movimiento son sistemas de informacién visual que se
basan en biomateriales que son sensibles a la luz y que detectan el flujo 6ptico para detectar
el movimiento de los objetos. La bacteriorrodopsina se utiliza como fotodetector en estos
sistemas ya que su respuesta fotoeléctrica muestra un amplio rango dindmico, asi como alta
resolucién debido al alto grado de fotosensibilidad que permite lograr un procesamiento en
tiempo real (Wang et al, 2005). En este mismo sentido, se han desarrollado nuevos
materiales para mejorar la sensibilidad de la técnica de deteccién por rayos X. La
bacteriorrodopsina se utiliza como fotodetectores para la deteccion de rayos desde el
ultravioleta hasta el infrarrojo, logrando una deteccién en tiempo real y utilizable (Pei et al.,
2001).

5.4. Enzimas hidroliticas
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Algunas de las enzimas utilizadas por los organismos haléfilos pueden funcionar en
condiciones fisicoquimicas extremas, como altas concentraciones de sal o temperatura. Esta
eficiente adaptacion otorga gran interés a estas proteinas en la industria biotecnoldgica, en
procesos con altos niveles de salinidad donde la mayoria de los catalizadores son inhibidos
(van den Burg, 2003). La ventaja de estas enzimas radica en su estructura, con muchos
aminodacidos altamente acidos en la superficie, asi como un componente menor de cadenas
laterales hidrofébicas. Ambas caracteristicas les permiten presentar mayor flexibilidad e
hidrataciéon (DasSarma et al., 2013).

Se ha potenciado el uso de diferentes enzimas de organismos haléfilos, entre las que
destacan hidrolasas, lipasas, esterasas, proteasas y nucleasas. Las hidrolasas concentran un
grupo de enzimas que se encuentran ampliamente distribuidas, entre las que se encuentran
las amilasas, lipasas y proteasas. Las amilasas catalizan la hidrdlisis interna de los enlaces a-
1,4-glucosidicos del almidén en productos de bajo peso molecular como la maltosa o la
glucosa (Souza, 2010). Han podido obtener amilasas con un alto grado de purificacién de
diferentes especies: Haloferax mediterranei, cuya amilasa requiere una alta concentracién de
sal (2-4 M) y un pH entre 7 y 8; o Hfx. sp. HA10, que requiere concentraciones de sal entre 1y
3 M, asi como una temperatura cercana a los 55 ° C (Pérez Pomares et al., 2018; Bajpai et al.,
2015). Las principales aplicaciones que se le pueden dar a estas proteinas estan relacionadas
con la industria alimentaria, en procesos de panificacion, elaboracién de cerveza y jugos de
frutas, donde se agregan para degradar este almidon (Dekhordi y Javan, 2012). La industria
de produccién de biocombustibles también utiliza una cantidad importante de amilasas,
para producir etanol, en el cual se debe procesar el almiddn para obtener azucares (Sanchez
y Cardona, 2008). En la industria farmacéutica, las ciclodextrinas glucosiltransferasas se
utilizan para mejorar la vida util de diferentes farmacos en un intento por disminuir la dosis
efectiva. Estas proteinas generan ciclodextrinas, que pueden formar cuerpos de inclusion
para eliminar compuestos toxicos (Park et al., 2000).

Las celulasas son exoenzimas capaces de hidrolizar enlaces glucésido 1,4-B-D en
celulosas y hemicelulosas. Estas enzimas pueden desempefiar un papel fundamental en el
descubrimiento de nuevas fuentes de energia renovable. El uso de residuos de lignina y
celulosa presenta ciertas limitaciones econdémicas, especialmente en los procesos de
despolimerizacion, debido a las condiciones extremas de pH y temperatura (Kasirajan y
Maupin-Furlow, 2020). Por lo tanto, las enzimas obtenidas de haloarqueas como Hfx.
sulfurifontis puede facilitar este proceso ya que pueden trabajar con un rango de pH entre 3 y
9, concentraciones de sal entre 0 y 5 M, asi como temperaturas entre 20 y 80 - C (Malik y
Furtado, 2018). Ademas, estas proteinas se han utilizado en otras industrias como la
agricultura, para el control del crecimiento vegetal; la extraccién de carotenoides, acelerando
el proceso de hidrdlisis en las plantas; la industria alimentaria, para la extraccién de zumos
de frutas; preparacion de detergentes, reduciendo el dafio tisular (Bhat, 2000; Cinar, 2005;
Karmakar y Ray, 2011).

Las deshidrogenasas representan otro gran grupo de enzimas ampliamente utilizadas
en diferentes industrias y que han logrado ser aisladas y producidas con gran eficiencia a
partir de microorganismos haléfilos. Un grupo de ellas, las alcohol deshidrogenasas, se han
potenciado en la produccién de biosensores o diversos compuestos como sabores o
farmacos (Goldberg et al., 2007). Se trata de enzimas que trabajan en condiciones extremas,
como la especie aislada Haloarcula marismortui (2 M KCl y temperaturas de hasta 60 - ()
(Timpson et al.,, 2012). Otros ejemplos son las glucosas deshidrogenasas, que son muy
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utilizadas en la industria farmacéutica para producir medicamentos o actian como
biocatalizadores en procesos para producir biocombustibles (Chansaenpak et al., 2021).

En el campo de la biorremediacion y el tratamiento de aguas contaminadas, entran en
juego un importante grupo de enzimas de haloarqueas denominadas nitrito y nitrato
reductasas. Estas enzimas se pueden encontrar ampliamente distribuidas en haloarqueas,
destacando especialmente especies como Hfx. mediterranei o H. marismortui (Martinez-
Espinosa et al., 2007). Por lo tanto, los residuos de agua contaminada que contienen nitritos
o nitratos son buenas fuentes para la desnitrificacion, proceso que permitiria su eliminacion.
Ademas, estas enzimas también se pueden utilizar para construir biosensores para detectar
la presencia de estos compuestos contaminantes (Martinez-Espinosa et al., 2006).

5.5. Bioplasticos

Los llamados polihidroxialcanoatos (PHAs) representan una familia de biopolimeros
que pueden ser utilizados como bioplasticos degradables. Son poliésteres que son
almacenados por microorganismos, generalmente como fuente de carbono. Dentro de esta
familia, existen dos compuestos que destacan especialmente por sus propiedades y usos en
la industria: el poli(3-hidroxibutirato) (PHB) y el poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) (PHBV) (Chen, 2009).

Estos compuestos se caracterizan por su completa biodegradabilidad,
biocompatibilidad y sostenibilidad, lo que los convierte en una alternativa ecolégica a los
plasticos de origen petroquimico. Ademads, la produccién de estos compuestos por
microorganismos haléfilos tiene varias ventajas que reducen los costos de produccion de
fermentacion y recuperacién: la alta concentracion de sal a la que pueden crecer los
microorganismos haléfilos evita la contaminacidén por otros microorganismos; se pueden
utilizar fuentes de agua salada reduciendo el uso de agua dulce en la produccién; su
produccion puede llevarse a cabo a través de un proceso continuo que aumenta la eficiencia;
sustratos de bajo coste, ya que se pueden utilizar residuos de diferentes industrias (celulosa,
residuos de cocina, etc.); la recuperacién de los PHA se puede realizar por métodos simples
como la lisis celular por choque hipoosmotico (Quillaguaman et al., 2010).

La acumulacién de PHAs ha sido descrita en diversas especies del dominio bacteriano
como fijadores de nitrégeno (Rhizobium). Sin embargo, por todas las propiedades discutidas
anteriormente, las especies halofilas del dominio Archaea representan el grupo mas
interesante a nivel industrial. Hfx. mediterranei es una de las especies que mas se ha utilizado
para producir bioplasticos, especialmente por su alta tasa de crecimiento, versatilidad
metabolica, su estabilidad genética y sus eficientes sistemas de transformacion (Zuo et al.,
2018). Una de las ventajas de este microorganismo radica en que puede sintetizar PHBV sin
necesidad de un precursor en el medio. El bioplastico PHBV es de mayor interés que el PHB
por su versatilidad y flexibilidad, lo que le permite ser utilizado en la fabricacién de
materiales sanitarios o de empaque (Koller et al., 2007).

Ademads, las bacterias haléfilas son buenas productoras de PHA. Las especies
Halomonas boliviensis sintetizan PHB de alto peso molecular bajo un amplio rango de
condiciones de cultivo, concentraciones de sal de 0 a 25 %, temperaturas de 0 a 45 - C, asi
como pH en el rango de 6 a 11 (Quillaguaman et al., 2007).

5.6. Compuestos antimicrobianos
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Los compuestos anteriores representan la amplia variedad de compuestos de mayor
interés que se pueden obtener de fuentes naturales como los microorganismos haloéfilos de
ambientes hipersalinos. Sin embargo, mas compuestos se estan volviendo mas importantes
con el tiempo, incluidas las halocinas y los compuestos antimicrobianos.

Uno de los problemas de salud mas graves en la actualidad esta relacionado con el
continuo aumento de la resistencia a los antibiéticos de numerosas especies bacterianas. Por
ello, la busqueda de nuevas terapias antimicrobianas se convierte en uno de los objetivos
fundamentales de la ciencia a corto plazo. Los ambientes extremos, como los hipersalinos,
asi como los microorganismos que los habitan, se han convertido en una nueva fuente
prometedora para la obtencién de este tipo de compuestos.

En suelos salinos de diferentes partes del mundo se han aislado especies bacterianas
que producen moléculas que tienen accién contra otras bacterias. Este es el caso de la
especie haloalcaléfila Nocardiopsis sp. AJ1, en el que se ha podido estudiar la produccion de
dos moléculas, pirrol (1,2-A (pirazina-1,4-diona, hexahidro-3-(2-metilpropil)-) vy
actinomicina C2, que tienen propiedades antimicrobianas accion ante diversas especies
como E. coli, S. aureus o P. aeruginosa (Adlin-Jenifer et al., 2019).

En el dominio Archaea, a principios de la década de los 80 se descubri6é un grupo de
sustancias que eran secretadas por especies del género Halobacterium. Estas sustancias,
llamadas halocinas, son proteinas y péptidos antimicrobianos que podrian causar la muerte
de la microbiota que se encuentra alrededor de estas especies (Rodriguez-Valera et al,
1982). Esta actividad antimicrobiana esta relacionada con el dominio del nicho ecolégico, en
el que debe competir con otras especies con adaptaciones y requerimientos nutricionales
similares (Shand y Leyva, 2007).

En este campo, no solo se han descubierto compuestos con actividad antimicrobiana,
sino también compuestos que pueden usarse como terapias contra el cancer. Este es el caso
de los carotenoides del dominio Archaea, discutidos en secciones anteriores. Las especies
haléfilas y halotolerantes también han sido objeto de atencién por su producciéon de
compuestos anticancerigenos. Se ha demostrado que diferentes especies del género Bacillus,
Halomonas, Vibrio o Marinobacter poseen actividad L-asparaginasa y L-glutaminasa. En un
ensayo con linblastocitos humanos y lineas celulares de leucemia mieloide, se pudo detectar
una mejora en la citotoxicidad de este compuesto frente a estas lineas celulares (Ghasemi et
al., 2017).

6. Conclusion

Este trabajo destaca la relevancia de los ecosistemas hiper/salinos. Albergan una gran
diversidad microbiolégica que adn esta lejos de ser completamente descrita y explotada. En
el sureste de Espaiia, estos ecosistemas representan un area importante y tradicionalmente
han sido utilizados para la extraccién de sal.

Durante las ultimas tres décadas se ha estudiado la adaptacién molecular y el
metabolismo de los microorganismos que habitan en este ambiente extremo y se han
propuesto aplicaciones biotecnoldgicas prometedoras. Como ejemplos de aplicaciones
biotecnoldgicas se han resumido aqui varias moléculas y procesos ademas de la tecnologia
CRIPSPR-Cas cuyas bases se describieron en primer lugar a partir de una haloarquea aislada
de salmueras de Santa Pola.
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Sin embargo, ain son necesarios mas estudios gendémicos y protedmicos para
descubrir la importancia que estos microorganismos pueden tener en el equilibrio del
ecosistema, las interacciones entre ellos y en el descubrimiento de nuevas aplicaciones.
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