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RESUMEN

El género Spiribacter se encuentra ampliamente distribuido en los sistemas acudticos con
salinidades intermedias. Spiribacter salinus M19-40 es la cepa representante del género, y es
con ella con la que hemos realizado los estudios de osmorregulacién, sometiéndola a altos
niveles de estrés osmético. Estos se han centrado en los sistemas de entrada, de sintesis y de
uso como nutriente de los solutos compatibles, con el fin de comprender como sobrevive en los
ecosistemas extremofilos donde se encuentra. Por los resultados obtenidos afirmamos que la
glicina betaina es el soluto compatible que ejerce una mayor osmoproteccion en esta especie,
aunque también la ejercen la colina-O-sulfato, el dimetilsulfoniopropionato y la ectoina, aunque
esta Ultima no es tomada del medio, si no que la sintetiza de manera proporcional al estrés
osmotico al que se encuentran sometidas las células de S. salinus. Ademas puede utilizar la
glicina betaina como nutriente. Por el contrario, la colina ejerce un efecto téxico sobre las células

de S. salinus.

Con el fin de entender y conocer la biodiversidad de los ecosistemas acuaticos salinos
intermedios, se procedid al aislamiento de nuevas cepas de dichos ambiente. Hemos aislado las
cepas SP30, SP10B, SP33B y SP62 de las salinas localizadas en Santa Pola. La cepa SP30 se ha
sometido a una caracterizacion fenotipica, genotipica y quimiotaxondémica, tras la cudl
proponemos a dicha cepa como una nueva especie del género Spiribacter, con el nombre
Spiribacter aquaticus sp. nov. Se ha realizado un estudio filogenético y genotipico de la cepa
SP10B, y a falta de terminar la caracterizacidn, se propone como una nueva especie del género
Spiribacter. Por Ultimo, las cepas SP33B y SP62 se proponen como dos nuevas cepas de la especie

Spiribacter salinus.

Palabras clave: Spiribacter, bacterias haldfilas, ambientes hipersalinos, osmorregulacion.
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I. INTRODUCCION

I. 1. Ambientes extremos

Es dificil encontrar una definicién adecuada para el término “ambiente extremo’’, aunque si
podemos decir que en todas las definiciones descritas en la literatura definen estos ambientes
como aquellos en los que encontramos unas condiciones de vida muy lejanas a las consideradas
normales para el ser humano y organismos superiores, y en las que no todos los grupos
taxondmicos pueden crecer (Brock, 1979; Ventosa, 2006). Por tanto, podriamos definir un
ambiente extremo como aquel en el que coexisten valores extremos de uno o varios factores
tales como el pH, la temperatura, la concentracién de sales, la concentraciéon de nutrientes o
metales téxicos, la concentracion de oxigeno, el potencial redox o la actividad del agua
(Rodriguez-Valera, 1988; Ventosa, 2006). Es en estas condiciones donde habitan los
denominados organismos extremofilos (Ledn, 2015). Dichos organismos presentan capacidades
Unicas, las cudles les permiten vivir dptimamente en dichos ambientes extremos, y son estas las

que los hacen tan interesantes desde un punto de vista biotecnoldgico en diversos ambitos.

I. 1. 1. Ambientes hipersalinos

Los ambientes hipersalinos constituyen un claro ejemplo de ambiente extremo, en los que el
factor limitante principal de la vida es la elevada concentracidon de sales. Estos ecosistemas
pueden presentar ademas elevadas o bajas temperaturas, valores de pH extremos, bajas
concentraciones de oxigeno, limitacion de nutrientes, metales pesados y otros compuestos
toxicos y estar sometidos a una intensa radiacién solar (Javor, 1989; Rodriguez-Valera, 1993;
Ventosa, 2006). Estos factores hacen que en dichos ambientes predominen los organismos
procariotas y los virus, con la presencia de algunos organismos del dominio Eukarya, como es el
alga verde Dunaliella, un importante productor de nutrientes (Luk et al., 2014; Ventosa et al.,

2015) o el crustaceo Artemia salina (Luk et al., 2014; Ventosa et al., 2015).

Los ambientes hipersalinos estan constituidos principalmente por sistemas acuaticos y suelos
hipersalinos (Ventosa et al., 2006), aunque también se incluyen en esta categoria los depdsitos

de sal y una gran variedad de productos salados, entre otros (Ventosa, 2006; Leon et al., 2015).

A su vez, los ambientes acuaticos hipersalinos se clasifican en dos grandes grupos segun su
origen y la proporcion de sales. Los ambientes acuaticos talasosalinos son aquellos que
proceden del agua del mary por tanto presentan una proporcion de sales similar a la misma con
un predominio de iones monovalentes. Las salinas, utilizadas para la produccién de sal comun
por evaporacién del agua del mar, son un claro ejemplo de ambientes hipersalinos talasosalinos.

Por otro lado, los ambientes acuaticos atalasosalinos tienen su origen en la disolucién de



depdsitos minerales de origen continental, con un predominio de iones divalentes (Ledn et al.,
2015; Ventosa et al., 2015). Estos sistemas reflejan la geologia, topologia y condiciones
climaticas del lugar de donde proceden (Ledn et al., 2015). El Mar Muerto es un ejemplo de

habitat atalasosalino, con una concentracién de sales del 34 %.

Los suelos salinos son un habitat menos estudiado, aunque se encuentran ampliamente
distribuidos en el planeta. Un ejemplo de este tipo de habitat son los suelos de Rambla Salada

(Murcia), en el sureste de Espaia, o los suelos salinos presente en Isla Bacuta, Huelva.

I. 2. Microorganismos halofilos
Etimoldgicamente, el término “haléfilo” proviene del griego hals (sal) y phil (amigo, amor), es

IH

decir, “amante o amigo de la sal”. Los microorganismos haléfilos son aquellos que no solo
sobreviven a concentraciones de sales superiores a las consideradas normales, sino que las
requieren para crecer y prosperar. Existen varias clasificaciones de microorganismos haléfilos,
siendo una de las mas ampliamente utilizadas la propuesta por Kushner y Kamekura en el afio
1988, basandose en la concentracién de NaCl requerida para su crecimiento dptimo.
Atendiendo a ella, los microorganismos se clasifican en:

- No haldfilos: presentan un crecimiento éptimo a concentraciones inferiores a 0,2 M
NaCl (inferior al 1 % NaCl). Algunos pueden tolerar elevadas concentraciones de sales y
se les denomina halotolerantes.

- Haldfilos débiles: su crecimiento dptimo tiene lugar entre 0,2 y 0,5 M NaCl (1-3 % NaCl).

- Haldfilos moderados: crecen dptimamente entre 0,5y 2,5 M NaCl (3-15 % NacCl).

- Haldfilos extremos: con un crecimiento 6ptimo entre 2,5y 5,2 M NaCl (15-32 % NaCl).

Hay que tener en cuenta que esta clasificacion se basa en el crecimiento éptimo de los
microorganismos en los medios de laboratorio, sin tener en cuenta la concentracién de sales a

la que se encuentran en su habitat natural, de donde se aislan los diferentes grupos de

microorganismos (Ventosa et al., 2014).

I. 2. 1. Filogenia y taxonomia

En los ambientes hipersalinos se encuentran representantes pertenecientes a los tres dominios
de lavida, en los que se dividen atendiendo a la subunidad menor del ARN ribosémico (Ventosa,
2006; McGenity y Oren, 2012). Tradicionalmente solo se hablaba de dos grandes grupos
presentes en estos ambientes; por un lado, las arqueas aerobias haldfilas extremas (también
denominadas haloarqueas), las cuales habitan fundamentalmente los cristalizadores de las
salinas, y por otro lado, las bacterias haldfilas moderadas, presentes en los estanques con

salinidades intermedias (de la Haba et al., 2011). Actualmente se sabe que existe una amplia



diversidad tanto fisiolégica como metabdlica de especies microbianas en estos ambientes, con
especies pertenecientes a una gran variedad de grupos filogenéticos, presentes tanto en
estanques cristalizadores como en los concentradores.

- Taxonomia de Archaea

Las arqueas haldfilas estan incluidas dentro del filo Euryarchaeota. Se encuentran representadas
por arqueas aerobias haléfilas extremas, también conocidas como haloarqueas, pertenecientes
a las clase Halobacteria (Grant et al., 2001) y por algunas arqueas metandgenas haldfilas. Las
haloarqueas se encuentran englobadas en una Unica clase, Halobacteria, la cual incluye tres
ordenes: Natrialbales, Haloferacales y Halobacteriales, cada uno de ellos con una familia:
Natrialbaceae, Haloferacaceae y Halobacteriaceae, respectivamente (Grant et al., 2001; Gupta
et al., 2015).

- Taxonomia de Bacteria

El dominio Bacteria es bastante mdas amplio y diverso que el dominio Archaea, con
representantes haléfilos moderados y extremos pertenecientes a una amplia variedad de
taxones. Se trata de un grupo muy heterogéneo de microorganismos con diferentes propiedades

bioquimicas, morfoldgicas, metabdlicas y respiratorias.

Se han descrito especies de bacterias haléfilas de al menos 8 fila: Actinobacteria, Bacteroidetes,
Cyanobacteria, Firmicutes, Proteobacteria, Spirochaetes, Tenericutes y Thermotogate, siendo los
fila con un mayor numero de representantes haldfilos: Proteobacteria, Firmicutes y

Actinobacteria (Ventosa et al., 2012).

El filo Proteobacteria fue propuesto por Garrity y colaboradores (2005) basandose en el andlisis
de la secuencia del gen ARNr 16S. Dentro del filo Proteobacteria encontramos dos clases
especialmente  abundantes en ambientes hipersalinos:  Alphaproteobacteria 'y

Gammaproteobacteria (de la Haba et al., 2011).

Actualmente, la caracterizacion taxondmica de bacterias y arqueas haldéfilas se basa en una
combinacion de un andlisis filogenético y una caracterizacion fenotipica, genotipica y
guimiotaxondmica.

- Taxonomia de Eukarya

Los organismos eucariotas también se encuentran en los ambientes hipersalinos, aunque
principalmente en aquellos con salinidades mas bajas, puesto que su presencia disminuye al
aumentar la salinidad del habitat. Gracias a diferentes estudios se ha puesto de manifiesto la
presencia de diversos organismos eucariotas, tales como algas, diatomeas, protozoos y hongos

(Ventosa, 2006).



- Taxonomia de virus

Los virus también estan presentes en los ambientes hipersalinos. Son los sistemas acudticos
hipersalinos, de todos los ambientes estudiados hasta el momento, los que contienen una mayor
densidad de particulas viricas (Atanasova et al.,, 2015). Los virus mas abundantes en este

ecosistema se conocen como haloarqueovirus, ya que infectan las haloarqueas (Luk et al., 2014).

I. 2. 2. Osmorregulacién

La capacidad para detectar y responder de una forma adecuada a los cambios de osmolaridad
del medio externo, tanto genética como fisioldgicamente, es fundamental para la supervivencia

y el crecimiento de los microorganismos (Kempf y Bremer, 1998; Wood et al., 2001).

Actualmente se conocen dos estrategias que son utilizadas por los microorganismos con el fin
de equilibrar osméticamente su citoplasma con el medio que les rodea (Ledn, 2015):

- “Salt-in”. Consiste en la acumulacién de sales inorganicas en el citoplasma, principalmente KCl
(Oren et al., 2002; Deole et al.,, 2013). Esta estrategia requiere de una adaptacién de la
maquinaria enzimatica intracelular y de los componentes estructurales intracelulares, como las
proteinas, las cuales tienen que mantener su conformacion y actividad a concentraciones de
sales muy elevadas. Estos microorganismos, la mayor parte de las veces, no sobreviven en
ausencia o a bajas concentraciones de sales (Oren, 2008). Una de las modificaciones
intracelulares que sufren estos microorganismos es la acidificacion del proteoma debido al
aumento de aminodcidos acidos tales como el glutamato y el aspartato, con el fin de neutralizar
las cargas positivas procedentes de las sales que acumulan en el interior (Vauclare et al., 2015).
Ademas estos microorganismos presentan variaciones en la composicién lipidica de la
membrana, se ven aumentados los lipidos anidnicos y disminuidos los cationicos (Russell y

Kogut, 1985; Russell, 1989; Sutton et al., 1991; Ledn, 2015).

Debemos tener en cuenta que actualmente hay descritos varios casos en los que esta
acidificacion del proteoma no esta ligada al uso de esta estrategia, y microorganismos que a
pesar de utilizar esta estrategia, sobreviven sin poseer un proteoma especialmente acido

(Bardavid y Oren, 2012).

Este mecanismo de osmoadaptacion tiene lugar fundamentalmente en haloarqueas aunque no
exclusivamente ya que también se ha detectado en bacterias anaerobias del orden
Halanaerobiales (Firmicutes) y en especies de bacterias haldfilas extremas del género

Salinibacter (Bacteroidetes) (Ledn, 2015).



- ”Salt-out”. Consiste en la expulsidon de sales desde el citoplasma al exterior celular y la
acumulacién en el interior de la célula de compuestos organicos de bajo peso molecular,
altamente solubles en agua y cuyas propiedades fisico-quimicas los hacen compatibles con la
fisiologia y bioquimica celular, conocidos como solutos compatibles (Widderich et al., 2014). Los
microorganismos que utilizan esta estrategia a menudo son capaces de adaptarse a un intervalo
sorprendentemente amplio de salinidad. Algunos de estos solutos compatibles son la glicina
betaina, la ectoina, la hidroxiectoina y otros derivados de aminodcidos, azucares y alcoholes
(Widderich et al., 2014). Esta estrategia es ampliamente utilizada por miembros del dominio
Bacteria, por algunos miembros del dominio Archaea como las arqueas metandgenas, y por

algunos eucariotas como el alga Dunaliella (Ventosa y Arahal, 2002).

Las células microbianas acumulan estos compuestos en su citoplasma, bien procedentes del
medio externo a través de sistemas de transporte especificos regulados osméticamente, o bien,
mediante las sintesis de novo (Ziegler et al., 2010). El contenido celular en solutos compatibles
esta determinado por el grado de estrés osmotico presente en el medio externo, alcanzando
concentraciones molares en el interior de la célula a altas concentraciones de sales en el medio
externo. En este ultimo caso es un proceso lento ya que requiere la sintesis de proteinas

especificas, por ello la via de eleccidn es la captacion desde el medio externo (Wood, 2011).

Debido a las concentraciones extremadamente bajas de estos compuestos en los ambientes
externos (nM o uM), se necesitan sistemas de transporte que posean una alta afinidad por ellos
(Nau-Wagner et al., 1999; Pittelkow et al., 2011). Existe una gran cantidad de transportadores,
y cada uno presenta diferentes especificidades de sustrato. Los representantes de las distintas
familias de transportadores son (Gramman et al., 2002; Ziegler et al., 2010):

- ABC (ATP Binding Cassette Transporter): en esta familia se encuentran los
transportadores ProU, OpuA, OpuB y OpuC. Estos transportadores son capaces de
permitir el paso a una amplia variedad de solutos compatibles, la mayoria de ellos
presentan especificidad frente a la glicina betaina, la prolina, la colina y el
dimetilsulfopropionato (DMSP) entre otros. El tranportador OpuB es especifico de la
colina.

- BCCT (Betaine-Choline-Carnitine Transporter): BetT/BetU, OpuD, BetP, EctP, LcoP y EctT
son los transportadores pertenecientes a esta familia. Es una familia de transportadores
gue presentan una amplia gama de solutos compatibles afines a ellos, entre los que
encontramos la colina, la glicina-betaina y la prolina, entre otros.

- MFS (Major Facilitator Superfamily): ProP y OusA son los componentes de este grupo.

Esta familia facilita el paso de la glicina betaina, la prolina y la ectoina.
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- SSS (Sodium-Solute Symporter Family): solo presenta un transportador, OpuE que
permite el paso de prolina a través de la membrana.

- TRAP (Tripartite ATP-independent Periplasmic Transporter Family): TeaABC, que
presenta tres proteinas homélogas (TeaA, TeaB y TeaC), es un transportador especifico
de ectoina.

Un soluto compatible ampliamente utilizado por miembros del dominio Bacteria es la glicina
betaina. Muchas especies microbianas pueden utilizar este compuesto no solo como
osmoprotector, sino también como fuente de carbono, nitrégeno y energia, gracias a la
conversion de este en piruvato (Wargo, 2013). La sintesis se realiza en dos reacciones

enzimaticas, catalizadas por las enzimas GbsB y GbsA, partiendo de la colina (Boch et al., 1996).

La ectoina y su derivado hidroxilado, la 5-hidroxiectoina, constituyen también solutos muy
utilizados como protectores frente al estrés osmotico. La ectoina es sintetizada a partir de L-
aspartato-B-semialdehido, a través de tres reacciones enzimaticas catalizadas por las enzimas
EctA, EctBy EctC, cuyos genes estructurales se organizan tradicionalmente formando un operdn.
Este es transcrito cuando tiene lugar un aumento en la osmolaridad del medio externo

(Widderich et al., 2014).

El dimetilsulfoniopropionato (DMSP) es un compuesto organico que forma parte del ciclo del
azufre de nuestro planeta (Kiene et al., 2000), y que es producido en gran cantidad en los
ecosistemas marinos. Los microorganismos pueden utilizarlo como agente osmoprotector y/o

nutriente (Broy et al., 2015).

I. 3. Salinas solares

Las salinas solares constituyen modelos excelentes para llevar a cabo analisis centrados tanto
en la diversidad como en la ecologia de los organismos, proporcionando un amplio rango de
concentraciones salinas que va desde la concentracion salina del agua de mar hasta la
concentracidn de saturacion de las sales (Ventosa et al., 2014; Ledn et al., 2016). Dichas salinas
estan formadas por varios estanques con diferentes concentraciones de sales, en los que el agua
se transfiere desde los estanques menos concentrados a los mds concentrados, hasta alcanzar

los estanques cristalizadores donde precipitan las sales (Ventosa et al., 2014).

La mayoria de los estudios realizados en salinas solares han tenido lugar en los estanques
cristalizadores (Antdn et al., 2000; Oh et al., 2010), siendo el conocimiento de los estanques con

salinidades intermedias mucho mas limitado.



Salud Rodriguez Pallares
TRABAJO FIN DE GRADO EXPERIMENTAL
A pesar de los avances en el conocimiento de la ecologia microbiana en las Ultimas décadas, en
general, los métodos tradicionales de cultivo no han permitido obtener en cultivo puro los
microorganismos mas relevantes de los diferentes ambientes naturales, conduciendo al
aislamiento de numerosas especies de rapido crecimiento, pertenecientes a taxones que en la
mayoria de los casos no constituyen la poblacién microbiana predominante en dichos

ambientes.

Gran parte de las secuencias genéticas que codifican el gen ARNr 16S obtenidas mediante
estudios metagendmicos a partir de estanques con salinidades intermedias no se han podido
asignar hasta el momento a ninguin grupo taxondmico (Oren, 2015). No obstante, en los ultimos
afos se han aislado en cultivo puro determinados grupos taxondmicos que han mostrado ser
grupos mayoritarios en estos ambientes, como es el caso del género Spiribacter (Ledn et al.,
2014). Aun queda mucho por recorrer hasta conocer la biodiversidad microbiana presente en

estos ecosistemas.

I. 3. 1. Salinas “Bras del Port”’

Las salinas “Bras del Port” (Figura 1) localizadas en Santa
Pola (Alicante) constituyen una de las salinas mejor
estudiadas desde un punto de vista microbioldgico. En estas
salinas, la concentracion de cada estanque se mantiene

constante mediante una regulacién artificial automatica. La

temperatura aumenta de forma proporcional a la  Figural.Fotografiaaérea de las salinas “Bras
del Port” en Santa Pola, Alicante.
concentracién de sal de los estanques, con un intervalo de

30-45 °C, y el pH se mantiene en torno a 7,5 (Rodriguez-Valera et al., 1981; Ventosa et al., 2014).

Los estudios dependientes de cultivo han permitido la caracterizacion taxondmica de un gran
numero de microorganismos haldfilos, pero con el tiempo ha sido necesario complementarlos
con técnicas moleculares tales como PCR, DGGE o FISH (Antdn et al., 1999; Antén et al., 2000;
Casamayor et al., 2000; Benlloch et al., 2001) y estudios metagenémicos (Ventosa et al., 2015).
Estos estudios han puesto de manifiesto que las técnicas dependientes de cultivo son deficitarias
cuando el fin de la investigacidn es conseguir una representacién real de la biodiversidad de
estos ambientes, ya que permiten el aislamiento un porcentaje muy pequefio de las especies
presentes. Es por ello que este trabajo tiene como uno de sus objetivos el descubrimiento de
nuevos taxones que estdn presentes en estanques de salinidades intermedias en una alta
proporcién, siendo grandes representantes de estas salinidades, basdandonos en estudios

metagendmicos realizados previamente.
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I. 3. 2. Salinas de Isla Cristina

Las salinas de Isla Cristina (Figura 2), situadas al suroeste de
Espaia, en la localidad de Isla Cristina, Huelva, han sido objeto
de estudio en los ultimos afios por el grupo de investigacién

en el que he realizado mi Trabajo Fin de Grado.

En 2014 se realizd un estudio metagenémico comparativo

Figura 2. Fotografia de las salinas de Isla
Cristina (Huelva).

para determinar la diversidad taxondmica presente en las
salinas “Bras del Port” y en las salinas de Isla Cristina. Para
ello se tomd una muestra de un estanque con una salinidad del 21 % de las salinas de Isla
Cristina, con la obtencién de un metagenoma, designado IC21, y varias muestras de diferentes
estanques de las salinas “Bras del Port”’(al 13, 19, 33, 37 % de salinidad), con la obtencion de
varios metagenomas; designados SS13, SS19, SS33 y SS37, respectivamente. Tras la comparacién
de los metagenomas se pudo afirmar que los fila Euryarchaeota y Bacteroidetes, ademas de la
clase Gammaproteobacteria, se encontraban presentes en S519, SS33 e IC21. Dentro de la clase
Gammaproteobacteria, el género Spiribacter fue identificado como uno de los mas abundantes
tanto en SS19 como en IC21. Aunque a nivel de filo y clase IC21 presenta una mayor semejanza
con SS33, a nivel de género se encontraron grandes diferencias entre el metagenoma I1C21, y

SS19 y SS33, tanto en biodiversidad como abundancia de cada taxén (Fernandez et al., 2014b).

I. 4. Caracterizacidon taxonomica de especies microbianas

Actualmente ambos dominios Archaea y Bacteria se caracterizan taxondmicamente basandose
en la comparacién de las secuencias del gen ARNr 16S y las caracteristicas fenotipicas,
genotipicas y quimiotaxondmicas (Ventosa et al., 2012; Ledn, 2015). La caracterizacidn
fenotipica debe incluir no solo aspectos tradicionales como son la morfologia del
microorganismo y de las colonias que forma, la temperatura y pH dptimos de crecimiento y su
capacidad para utilizar diferentes sustratos o hidrolizar diferentes compuestos, sino que debe
hacer referencia a otros aspectos englobados bajo el término de caracteristicas
guimiotaxondmicas. Estas caracteristicas hacen referencia a la composicion quimica de las
células. Algunos ejemplos son la determinacidn de acidos grasos, lipidos polares o lipoquinonas
respiratorias, y la presencia y tamafo de acidos micdlicos (Tindall et al., 2010). En el dominio
Archaea cobra gran importancia el analisis de lipidos polares con enlaces de tipo éter en sus
membranas celulares, ya que es una caracteristica tipica de este dominio, y pueden detectarse
mediante cromatografia en capa fina. Este analisis permite realizar una diferenciacién a nivel de

género dentro del dominio (Ventosa et al., 2012; Ledn, 2015).
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I. 5. Género Spiribacter

El desarrollo de las técnicas independientes de cultivo, como se ha mencionado anteriormente,
ha puesto de manifiesto que los microorganismos cldsicamente aislados en el laboratorio
procedentes de ambientes hipersalinos, no son los realmente predominantes. Por tanto, estos
microorganismos no son buenos modelos de estudio para conocer los mecanismos de

adaptacion que se producen en este tipo de ambientes.

En un estudio metagendmico llevado a cabo por Ghai y colaboradores (2011) se describid la
diversidad microbiana presente en las salinas de Santa Pola analizando para ello los
metagenomas obtenidos de dos estanques de dichas salinas, uno al 37 % y otro al 19 %,
denominados SS37 y SS19, respectivamente. Como resultado del analisis de S519 se obtuvieron
una gran cantidad de secuencias metagendmicas que no se correspondian con microorganismos
previamente aislados. Entre estas secuencias aparecian un gran nimero de secuencias (15 % de
la poblacién total) pertenecientes a una o varias bacterias de la clase Gammaproteobacteria
relacionada filogenéticamente con los géneros Alkalilimnicola y Nitrococcus. No ha sido hasta
2014 cuando se ha aislado en cultivo puro y se ha secuenciado el genoma completo de la especie
Spiribacter salinus, bacteria a la cual pertenecen un gran nimero de secuencias presentes en

SS19 (Ledn et al., 2014).

El género Spiribacter pertenece a la familia Ectothiorhodospiraceae, en el orden Chromatiales,
clase Gammaproteobacteria, en el filo Proteobacteria. Incluye especies haldfilas moderadas,
Gram negativas, no moéviles, aerobias estrictas, con una morfologia de bacilo curvado que

avanza a espiral al llegar a la fase estacionaria, y forman colonias de color rosa (Ledn et al., 2014).

Actualmente hay tres especies descritas pertenecientes a este género: Spiribacter salinus M19-
40 (Ledn et al., 2014), Spiribacter curvatus UAH-SP71 (Ledn et al., 2015) y Spiribacter roseus
SSL50 (Ledn et al., 2016).

Se ha secuenciado el genoma completo de todas las especies del género Spiribacter poniendo
de manifiesto que presentan los genomas mas pequefios (1,7-1,9 Mb) descritos hasta el
momento para un miembro de la familia Ectothiorhodospiraceae. Presentan una gran
simplicidad metabdlica, aunque son capaces de explotar al maximo los recursos disponibles en
su ambiente. Ademds poseen un tamafio celular reducido y un peptidoglicano muy simplificado.

Constituyen un claro ejemplo de bacterias “streamlined”’ (Lopez-Pérez et al., 2013).
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Il. OBJETIVOS

Tal y como se ha mencionado anteriormente, la biodiversidad de los ambientes hipersalinos
intermedios es hasta ahora la menos conocida dentro de los ambientes acudticos hipersalinos.
Gracias a los diversos estudios metagendmicos realizados en diferentes salinas en estanques
con una concentracién moderada de sales, se ha comprobado que los microorganismos hasta
ahora aislados en esas concentraciones no se corresponden con los mas abundantes, sino con
los que crecen facilmente en los medios de cultivo en el laboratorio. Esto puede llevar a unas
conclusiones erréneas sobre el ecosistema en si, pues se toman como microorganismos
representantes los menos abundantes, y por tanto aquellos cuya adaptacién no es la mas

efectiva.

Es por ello que cobra gran importancia, no solo el estudio de los procesos adaptativos de los
microorganismos haldfilos moderados abundantes en estos ambientes, sino también el estudio
taxondmico con el fin de poder definir la biodiversidad real. Los estudios basicos como son los
aislamientos de nuevas especies o cepas, son necesarios para poder seguir avanzando en los

estudios de los sistemas salinos extremos en futuras investigaciones.
Por todo lo descrito anteriormente, los objetivos especificos de este trabajo son:

1. Estudio de los mecanismos de osmorregulacion utilizados por Spiribacter, usando para
ello la especie tipo S. salinus, con el fin de conocer como hace frente a las altas
concentraciones de sal a las que se encuentran sometidos estos microorganismos.

2. Aislamiento de nuevas cepas y/o especies pertenecientes al género Spiribacter, que ha
demostrado ser un género especialmente abundante en los ambientes acuaticos con
salinidades intermedias, y hasta hace poco, desconocido.

3. Caracterizacién taxondémica detallada basada en un estudio filogenético, fenotipico,

guimiotaxondmico y genotipico de los microorganismos aislados.

ll. MATERIAL Y METODOS
lll. 1. Estudio de los mecanismos de osmorregulacion de Spiribacter salinus

I1I. 1. 1. Rango de crecimiento en NaCl

Para determinar con precision el rango y la concentracion de NaCl éptima para el crecimiento
de S. salinus M19-40, las células se cultivaron en el medio SMM suplementado con
concentraciones crecientes de NaCl, que oscilaron entre 0 My 2,0 M de NaCl. El crecimiento se
determind midiendo la densidad dptica de los mismos a una longitud de onda de 600 nm (DOsgo).
Realizamos el experimento utilizando 3 réplicas bioldgicas con 2 réplicas técnicas cada una de

ellas.
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Il. 1. 2. Determinacion de ectoina mediante HPLC

Andlisis del contenido celular de ectoina mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
(HPLC). Para determinar el contenido de ectoina en un cultivo celular sometido a distintas
concentraciones de NaCl, las células se cultivaron en el medio de cultivo SMM suplementado
con concentraciones crecientes de NaCl que oscilaron entre 0 M NaCl y 2,0 M de NaCl. A
continuacidn, se centrifugaron los cultivos celulares hasta la obtencidn de un sedimento celular
al cual se le realizé una extraccidén de ectoina con etanol al 20 %. Finalmente se determind el

contenido intra y extracelular de ectoina mediante HPLC.

1. 1. 3. Solutos compatibles como protectores frente al estrés osmotico

Para los ensayos de osmoproteccion se prepararon soluciones stock de los distintos solutos
compatibles, esterilizados por filtracién, con una concentracion de 100 mM vy se afiadieron a los
medios de cultivo hasta alcanzar una concentracion final de 1 mM. Este experimento se realizo
en el medio SMM con una concentracion final de 2,0 M de NaCl, concentracion a la cual las
células de S. salinus se encuentran sometidas a un elevado estrés osmoético. Se utilizaron los
siguientes solutos compatibles: colina-o-sulfato (COS), dimetilsulfoniopropionato (DMSP),
glicina betaina, colina, hidroxiectoina, carnitina y ectoina. Este estudio se realizé utilizando 3
réplicas bioldgicas y 2 réplicas técnicas. Se incubaron a 37 °Cy 200 rpm, determinandose la DOgoo

a intervalos de 24 horas durante un periodo de aproximadamente 120 horas.

1. 1. 4. Utilizacidn de solutos compatibles como nutrientes

Para determinar la capacidad de S. salinus M19-40 para utilizar la glicina betaina o el
dimetilsulfoniopropionato como nutrientes, se utilizé una modificacion del medio SMM con una
concentracién 0,8 M de NaCl, desprovisto de piruvato sédico. En su lugar, se afiadié al medio
glicina betaina o dimetilsulfoniopropionato con la misma molaridad de 4&tomos de carbono que
contiene cuando se le afiade al medio piruvato sdédico (10 mM), obteniendo una concentracion
final de cada soluto de 6 mM. Como control se utilizaron los mismos medios suplementados con
concentraciones 1 mM de los solutos compatibles utilizados (concentracién utilizada para
determinar su efecto osmoprotector) y un medio no suplementado con solutos compatibles.
Estos experimentos se realizaron utilizando 3 réplicas bioldgicas y 2 réplicas técnicas de cada
una. Los matraces se incubaron en agitacién a 37 °C. Se hizo un seguimiento del crecimiento de

los cultivos midiendo la densidad éptica a 600 nm de los mismos.
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lll. 2. Muestreo y tratamiento de las muestras

Para el aislamiento de nuevos grupos de bacterias relacionadas filogenéticamente con el género
Spiribacter se han utilizado muestras de agua procedentes de las salinas “Bras del Port”, en
Alicante.

La toma de muestras tuvo lugar en mayo de 2015 y para ello se utilizaron recipientes estériles
que fueron transportados al laboratorio en un breve periodo de tiempo, donde se realizé la

siembra en placa mediante espatula de vidrio.

lll. 3. Medios y condiciones de cultivo

Il. 3. 1. Medio SMM

El medio SMM fue descrito previamente por Ledn y colaboradores (2014) para el cultivo de
especies del género Spiribacter. El medio SMM estd compuesto de una mezcla de sales (g1
MgCl,-6H,0, 19,5 g; MgS04-7H,0, 30,5 g; KCl, 3,0 g; NaBr, 0,35 g; NaHCOs, 0,1 gy CaCl,, 0,5 g)
suplementada con piruvato sddico y digerido de caseina (g-I'*: 1,1 y 5,0, respectivamente) a la
cual se adiciona el NaCl a partir de una solucién stock 5 M NaCl, en funcién de la concentracién
final de NaCl requerida. El pH se ajustd entre 7,5y 7,6 con una solucidn 4 M de KOH, mediante
un pH-metro Basic 20. Los cultivos se incubaron en agitacidon a la temperatura éptima de
crecimiento de cada cepa bacteriana. Para obtener medios sdélidos se anadio Agar Bacterioldgico

Europeo (Intron Biotechnology) a una concentracién de 1,8 %.

El medio SMM a una concentracién final 0,8 M NaCl se ha utilizado para el mantenimiento de

los cultivos de las distintas cepas bacterianas en el laboratorio.

lll. 3. 2. Medio SW

Para la determinacion del rango salino de crecimiento de las cepas bacterianas estudiadas se ha
utilizado una modificacién del medio SW (Ventosa et al., 1982). El medio resultante consta de
una solucién de sales a diferentes concentraciones salinas: SW 3, SW 5, SW 7,5, SW 10, SW 12,5,
SW 15, SW 17,5, SW 20, SW 25, preparadas a partir de una solucion al 30 % de sales, y
suplementadas con 0,5 % de digerido de caseina (BD Difco) y 0,11 % de piruvato sddico (Sigma-

Aldrich). El pH se ajustoé entre 7,5y 7,6 con una solucion 4 M de KOH.

Ill. 4. Aislamiento de nuevas cepas del género Spiribacter

Se ha llevado a cabo un muestreo dirigido a aislar exclusivamente nuevas cepas bacterianas
relacionadas con el género Spiribacter y otros taxones cercanos. Para ello se ha utilizado el
medio de cultivo SMM en placa, medio éptimo para el cultivo de las especies ya descritas del
género. El pH del medio se ajusté a 7,5 y la temperatura de incubacion fue de 37 °C. Tras un mes

de incubacidn, se seleccionaron aquellas colonias que presentaron una morfologia y
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pigmentacion de las colonias similares a las de las especies de Spiribacter ya descritas. De este
modo se seleccionaron aquellas colonias con tamafios menores a 1 mm y con una pigmentacion
rosada. Seguidamente se cultivaron en medio liquido. Tras un periodo de incubacién de 7-10
dias, se seleccionaron aquellos cultivos en los que se observé una minima presencia de turbidez,
mientras que se descartaron aquellos en los que la densidad dptica se encontraba alrededor o

superior a 0,5. De este modo descartdbamos las bacterias de rapido 'I' ' I,,‘“U; :

crecimiento y de facil aislamiento en el laboratorio, generalmente
pertenecientes a los géneros Halomonas, Chromohalobacter,

Pseudomonas y Salinivibrio, entre otros.

A continuacidn, cada una de las cepas asi obtenidas se analizaron por
microscopia éptica (Olympus CX41) (Figura 3). Continuamos el estudio

con aquellas cepas que presentaron una morfologia celular similar a la —F = ‘

Figura 3.  Microscopio

caracteristica morfologia en espiral de las especies del género ' =
Optico Olympus CX41.

Spiribacter.

lll. 5. Extraccion, purificacion y determinacion de la concentracion y pureza del ADN

I1I. 5. 1. Extraccion del ADN de las cepas aisladas

Extraccion del ADN mediante choque hipoosmatico y térmico

Este método se utilizé para la extraccién de ADN a pequefia escala de las cepas aisladas, para la
posterior amplificacién y secuenciacion del gen ARNr 16S. Para ello se resuspendié con un palillo
estéril una pequena cantidad de un cultivo puro en 50 pl de H,O mili Q y seguidamente se hirvid
durante 8-10 segundos en bafio Maria. El choque hipoosmético y térmico produce la plasmdlisis

de la célula y por consiguiente la liberacion del ADN al exterior de la célula.

Extraccion del ADN mediante un kit comercial

Este método se utilizd tanto para la extracciéon del ADN de aquellas cepas en las que no fue
posible realizar la extraccién mediante el choque hiposmético y térmico, como para la obtencion
de las secuencias gendmicas completas de las cepas del género Spiribacter aisladas. Para ello se
utilizé el kit de extraccion G-spin™ Total (Intron Biotechnology), siguiendo el protocolo que

incluye el fabricante.

Método de Marmur
El método de Marmur (1961) se ha utilizado para la extraccién de ADN gendmico a gran escala,
para posteriormente realizar estudios de hibridacion ADN-ADN y la determinacidn del contenido

de Guanina mas Citosina (G+C) del ADN de las cepas microbianas aisladas.
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II. 5. 2. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

La electroforesis de ADN en geles de agarosa nos permite visualizar el ADN tras separar los
fragmentos del mismo atendiendo a su tamafno y conformacién. Este método se utiliza para la
verificacidon de la extraccién del ADN, para comprobar que la amplificacién de determinados
fragmentos de ADN mediante PCR se ha realizado correctamente, y para asegurar la pureza de
dichos fragmentos tras haber realizado la purificacién.

La electroforesis se ha realizado atendiendo al método descrito por Sambrook y Russell (2001).

I1l. 5. 3. Determinacion de la concentracion y pureza del ADN

Para la determinacidn de la concentracidn de ADN se utilizd el método de cuantificacion por
fluorescencia del bromuro de etidio en geles de agarosa (Sambrook y Russell, 2001), mediante
la comparacion visual de la intensidad luminosa de las bandas de ADN. Cuando se requirid
determinar con mayor precisién la concentracion de las muestras de ADN se utilizaron los
espectrofotdmetros Nanodrop (Thermo Scientific) y Lambda 20 (Perkin-Elmer), midiendo la
absorbancia a una longitud de onda de 260 nm. Para determinar la pureza del ADN se midid la

absorbancia a 280y 230 nm y se calcularon los cocientes A260/A280 y A260/A230.

I11. 5. 4. Amplificacién del gen ARNr 16S por PCR

El ARNr 16S (Figura 4) es la macromolécula mas Ribosoma Subunidades Macromoléculas
utilizada en el estudio de las relaciones Q St i
filogenéticas y en taxonomia (Rodicio y Mendoza, - TS 2aRN

2004). La Reaccién en Cadena de la Polimerasa __ 21proteinas
(PCR) permite amplificar acidos nucleicos y por 303 TS ARNr —» 168
ello nos permite de una manera rapida y facil  Figura4. £l ribosoma bacteriano. Esquema de su estructura,

. . donde se indican las subunidades y macromoléculas que lo
amplificar la secuencia del gen ARNr 16S parasu  componen (Rodicio y Mendoza, 2001).

posterior comparacion con las secuencias presentes en las bases de datos.

La PCR ha sido realizada segun las directrices de Sambrook y Russell (2001), utilizando para ello
el termociclador Mastercycler® Ep (Eppendorf). La enzima utilizada fue la ADN polimerasa
modificada de Thermus aquaticus (Lawyer et al.,, 1989), Tag ADN polimerasa (Intron
Biotechnology), y las reacciones se realizaron en un volumen final de 50 pl, en tubos Eppendorf
previamente esterilizados. Los componentes utilizados para realizar la PCR fueron los siguientes:
Tampodn de reaccién 10X, 10 pl; MgCl, (25 mM), 2,5 pl; dNTPs (1,25 mM cada dNTP), 8,0 pl;
Cebador directo F27 (12 uM), 2,5 pl; Cebador reverso R1488 (12 uM), 2,5 pl; ADN (50ng/ul), 5,0

ul; Tag ADN polimerasa (5 U/ul), 0,5 ul; Agua estéril, c. s. p. 50 pl.
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Las reacciones de amplificacién por PCR se llevaron a cabo de forma general de acuerdo al
siguiente esquema:
- Desnaturalizacion inicial del ADN molde: 5 minutos a 95 °C.
- 25-35ciclos en los que se repiten tres fases:

o Desnaturalizaciéon: 30 - 60 segundos a 94 °C.

o Hibridacidon de los cebadores: normalmente la temperatura de hibridacidn es 5
°C menor que la temperatura media de desnaturalizacién (Tm) mas baja de los
dos cebadores.

o Elongacién: se recomienda una temperatura de 68 o 72 °C y un tiempo de 1
min/Kb. Elongacion final: 10 minutos a 68 o 72 °C, con el objetivo de conseguir
la elongacién completa de los productos de la reaccion.

Finalmente, las muestras se conservan a4 °C. Los fragmentos de ADN amplificados se purificaron

utilizando el kit de purificacion MEGAquick-spin™ Total (Intron Biotechnology).

lll. 6. Analisis filogenético de las cepas aisladas

Inicialmente se realizd la amplificacidn y secuenciacion parcial (con el cebador F27) del gen ARNr
16S de las cepas aisladas con el objetivo de determinar la posicién filogenética de cada una de
ellas. Una vez obtenidas las secuencias parciales del gen ARNr 16S, estas se compararon con las
secuencias disponibles en las bases de datos con la ayuda del programa BLAST del servidor NCBI

(National Center for Biotechnology Information) y la aplicacién EzTaxon-e (Yoon et al., 2017).

Para la secuenciaciéon las muestras fueron enviadas a la empresa Stab Vida (Oeiras, Portugal).

Las secuencias se editaron y analizaron mediante el programa ChromasPro.

Las cepas que presentaron porcentajes de semejanzas inferiores al 97-98 % o0 95 % con respecto
a las cepas tipo de especies pertenecientes al género Spiribacter fueron seleccionadas para
continuar con su estudio, dado que se trata de los valores limite establecidos para considerar
una cepa bacteriana como una nueva especie (Stackebrandt y Goebel, 1994) o género (Ludwig
et al., 1998), respectivamente. Adicionalmente se seleccionaron aquellos aislados que aunque
presentaron valores de semejanza superiores al 97 % con especies del género Spiribacter,
presentaron caracteristicas que claramente las diferenciaban de otras especies del género ya

descritas.

Con el objetivo de determinar la posicion filogenética exacta de las cepas seleccionadas se
procedid a la secuenciacién completa del gen ARNr 16S. Los cebadores utilizados para la
secuenciacién de los fragmentos de ADN obtenidos mediante PCR fueron los mismos que se

utilizaron para su amplificacion (F27 y R1488), aunque para la secuenciacion se utilizaron
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adicionalmente los cebadores F530 y R343, como estrategia para intentar obtener un
solapamiento completo de las secuencias parciales y poder de esta forma obtener la secuencia
completa del gen ARNr 16S, utilizando para ello el programa ChromasPro que permite el
solapamiento de las secuencias obtenidas por los diferentes cebadores en una Unica secuencia

consenso mostrando automaticamente ambigliedades que pueden ser editadas manualmente.

Para la obtencion de los arboles filogenéticos se utilizé el paquete informatico ARB (Ludwig et
al., 2004). Las secuencias de ARNr 16S se alinearon con las de las cepas tipo de las especies mas
relacionadas desde un punto de vista filogenético y cuyos nombres estaban validamente
publicados. Tras la alineacién se obtuvo la matriz de distancias y se construyeron los
correspondientes arboles filogenéticos. Los valores de distancia se corrigieron por cambios de
bases multiples en posiciones sencillas mediante la formula de Jukes y Cantor (1969). Para la
construccion de los arboles se utilizaron tres métodos distintos: neighbour-joining (Saitou y Nei,
1987), maximum-parsimony (Fitch, 1971) y maximum-likelihood (Felsenstein, 1981). Con el
objetivo de determinar la estabilidad de cada una de las ramas filogenéticas y en consecuencia
la robustez de la topologia de los arboles obtenidos se calcularon 1000 réplicas de cada uno de

ellos (Felsentein, 1985).

Ill. 7. Caracterizacidon taxondmica de las cepas aisladas

I1l. 7. 1. Determinacion de las caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas

La determinacidn de la morfologia celular y la motilidad tuvo lugar mediante microscopia dptica
de contraste de fases utilizando un microscopio Olympus BX42 provisto de una cdmara digital
DP70 a partir de cultivos liquidos en la fase exponencial de crecimiento. La morfologia, tamafio
y pigmentacion de las colonias se observd en placas de Petri, tras incubarlas en las condiciones

Optimas de crecimiento de cada cepa.

Para determinar el rango y el 6ptimo de crecimiento a diferentes concentraciones de NacCl, las
cepas se cultivaron en medio SW liquido conteniendo 5, 7,5, 10, 12,5, 15, 17,5, 20 y 25 % (p/v)
de NaCl. Una vez conocida la concentracidn de NaCl éptima para su crecimiento se cultivaron a
la concentracion de NaCl éptima establecida y se incubaron a 15, 20, 28, 30, 37, 40 y 45 °C.
Finalmente se determind el rango de pH ajustando el pH del medio a 5,0, 6,0, 7,0, 7,5, 8,0,9,0 y
10,0, y se incubaron a la temperatura dptima de crecimiento. El valor que se consideré dptimo
para el crecimiento de cada cepa aislada de los tres parametros fue aquel en el que primero se
observé crecimiento. El crecimiento se determind midiendo la densidad dptica de los cultivos a
600 nm (DOeoo), realizando lecturas periddicas en un espectrofotémetro Spectronic 200 (Thermo

Scientific)
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La hidrdlisis de la caseina, gelatina, almidén, Tween 80, ADN vy
esculina, la reduccién de selenito, citrato de Simmons, Voges-
Proskauer y rojo de metilo, y la reduccidon de nitratos y nitritos
(Figura 5) se determinaron segun la metodologia descrita por Cowan
y Steel (1965), utilizando medios con una solucidn de sales SW a la

salinidad éptima establecida para las cepas estudiadas. La actividad

catalasa se observé mediante la adicidon de una solucién de H,0; al

Figura 5. Pruebas bioquimicas
3% (v/v) sobre células de un cultivo en medio sdélido, y la actividad  previas a su inoculacién.

oxidasa mediante la adiccion del reactivo tetrametil-p-feniléndiamina (Kovacs, 1956) sobre

células depositadas en un papel de filtro.

Para determinar la produccién de acidos a partir de carbohidratos se cultivaron las distintas
cepas en su medio éptimo de crecimiento, desprovisto de piruvato y suplementado con el
indicador rojo fenol y el carbohidrato en cuestion, esterilizado por filtracién y adicionado al

medio a una concentracion final del 1 % (p/v) (Ventosa et al., 1982).

Para analizar la capacidad de las distintas cepas bacterianas para utilizar una amplia gama de
sustratos como Unica fuente de carbono y energia, o como Unica fuente de carbono, nitréogeno
y energia, se empled el medio de Koser (1923) de acuerdo a la modificacion descrita por Ventosa
y colaboradores (1982). Su composicidn es la siguiente (I}): 75 g NaCl, 2 g KCI, 0,2 g MgS04-7H,0,
1 g KNOs, 1 g (NH4)2HPO,4, 0,5 g KH,PO4 y 0,05 g de extracto de levadura. La solucién del sustrato
se afiadio por filtracién hasta alcanzar una concentracion final de 1 g-I'* para los alcoholes, los
acidos orgénicos y los aminodacidos y una concentracidn final de 2 g-I™! para los carbohidratos.
Cuando el sustrato era un aminoacido o derivado, el medio base se prepard sin KNOs ni

(NHa);HPO..

1. 7. 2. Estudio genotipico de las cepas seleccionadas

Determinacion del contenido en Guanina mds Citosina (G+C) del ADN

La determinacion del contenido en G+C del ADN se realizd a partir de la temperatura media de
desnaturalizacion (Tw), (Marmur y Doty, 1962) utilizando la ecuacidn descrita por Owen y Hill
(1979). La temperatura media de desnaturalizacién se obtuvo mediante un espectrofotémetro
Lambda 20 (Perkin-Elmer) UV-Vis, a una longitud de onda de 260 nm, equipado con un sistema
Peltier PTP-1, programado para aumentar la temperatura a una velocidad de 1 °C/minuto. La
variacion de la densidad dptica que se produce con la temperatura se registr6 mediante el
programa Templab 2.0. La T, se determind segun el método grafico descrito por Ferragut y

Lecrerc (1976).
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La Tm obtenida se introduce en la férmula descrita por Owen y Hill (1979) para ADN disuelto en
una solucidn salina citratada y agua destilada en proporcién 1:10 (0,1 x SSC), con la que se

obtiene el porcentaje de G+C:
%G+ C=(%G+ C)py + 2,08 x (Typ — Trnr)

Donde: (% G+C)mr: % de G+C del ADN de una cepa de referencia; T temperatura media de
desnaturalizacién de la cepa de referencia; Tmp: temperatura media de desnaturalizacion del
ADN desconocido. Como cepa de referencia se utilizd Escherichia coli NCTC 90017, cuyo ADN
presenta un valor de G+C de 50,9 moles% y una T, en 0,1 x SSC de 74,6 °C (Owen vy Pitcher,
1985).

Hibridacion ADN-ADN

La hibridacion ADN-ADN nos da informacidon sobre la relacidn existente entre los
microorganismos. Esta se basa principalmente en el principio de que el grado de reasociacion
constituye un indice cuantitativo de la semejanza que existe entre secuencias de ADN
procedentes de distintas cepas microbianas. La hibridacién ADN-ADN se ha realizado en las
cepas cuya semejanza de la secuencia del gen ARNr 16S con especies ya descritas fue superior

al 97 %.

Para la realizacién de la hibridacidn se siguié el método de competicidn en filtro de membrana
descrito por Johnson (1994). La hibridacion ADN-ADN comprende una seria de procesos previos
antes de la hibridacién propiamente dicha:

Ill

1. Marcaje de ADN de la cepa problema. Se utilizé el kit comercial “Prime-a-Gene Labelling
System” (Promega), sustituyendo la desoxicitidina por 3H-dCTP (desoxi-[1’, 2’, 5’-3H]
citidina trifosfato).

2. Preparacion de los ADNs competidores. EI ADN de cada una de las cepas, obtenidos por
el método de Marmur (1961), se desnaturalizé calentando en bafio Maria a 100 °C
durante 10 minutos. Concluido este tiempo se colocaron en hielo y se sonicaron a una
amplitud del 70 % mediante un homogeneizador ultrasénico LabSonic® M durante tres
periodos de 15 segundos. A continuacién, se distribuyeron en criotubos, a razén de 100
ug por vial y finalmente, se liofilizaron.

3. Preparacion del filtro con ADN de la cepa problema.

4. Preincubacidn de los filtros con ADN.

5. Hibridacion ADN-ADN. Se incuban a la temperatura dptima de hibridacidon durante 16

horas, el ADN de referencia, tanto en competidor como en el filtro de nitrocelulosa y los

ADNs competidores de las cepas objeto de estudio. Por ultimo, se determina la

20



Salud Rodriguez Pallares
TRABAJO FIN DE GRADO EXPERIMENTAL
radioactividad retenida en los filtros sin competidor, en los filtros con competidores de
otras cepas y en los filtros con competidores con el ADN de referencia.
Una vez obtenidos los valores de radioactividad, se determiné el porcentaje de hibridacién ADN-
ADN segun la férmula descrita por Johnson (1994), dando como resultado un valor de semejanza

en porcentaje entre la cepa problema y el resto de cepas a comparar.

1. 7. 3. Estudio quimiotaxondmico de las cepas seleccionadas

Andlisis de dcidos grasos
El analisis de los acidos grasos se realizd por el Servicio de Identificacién de la Coleccidn Espaiiola

de Cultivos Tipo (CECT), en Valencia.

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV. 1. Estudio de los mecanismos de osmorregulacion en Spiribacter salinus

La secuencia del genoma completo de la especie S. salinus nos ha permitido obtener una gran
cantidad de informacidn sobre los mecanismos de respuesta celular de esta bacteria al estrés
osmotico. Con el objetivo de determinar los eventos celulares y moleculares que permiten a las
especies del género Spiribacter ser bacterias dominantes en ambientes hipersalinos, se han
combinado estudios fisioldgicos realizados en el laboratorio con los obtenidos a nivel genémico.
Mi Trabajo Fin de Grado se ha centrado en el estudio de los mecanismos de osmorregulacion

utilizados por esta bacteria a nivel experimental en el laboratorio.

Los estudios realizados han puesto de manifiesto que S. salinus presenta una estrategia “salt-
out”, es decir, acumula solutos compatibles en su interior para adaptarse a las altas
concentraciones salinas en las que habita, y expulsa estos compuestos a través de
transportadores especificos o a través de los canales mecanosensibles, para evitar la ruptura
celular cuando disminuye la osmolaridad. Debido al gasto de energia que supone la sintesis de
estos compuestos, siempre que sea posible son captados del medio externo. Dadas las bajas
concentraciones de solutos compatibles en los ambientes naturales, en un rango de uM o nM,
los microorganismos poseen sistemas de transporte con una gran especificidad por estos

compuestos.

Todas las especies del género Spiribacter poseen el cluster completo de los genes responsables
de la sintesis de ectoina, ectABC. Sin embargo, ninguna de las especies posee el gen ectD para

la sintesis del derivado hidroxilado de la ectoina, la 5-hidroxiectoina.

La glicina betaina constituye otro soluto compatible ampliamente distribuido en el dominio

Bacteria. Sin embargo en las especies del género Spiribacter, no se han encontrado los genes
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que codifican las enzimas responsables de la sintesis de este soluto compatible. En cambio, si
gue se han localizado en el genoma de S. salinus los genes responsables de la degradacidn de
este compuesto, lo que nos hizo pensar que podria utilizar este soluto compatible, no sélo como

osmoprotector, sino también como fuente de carbono y energia.

El analisis gendmico nos ha permitido tener una idea inicial sobre los mecanismos de
osmorregulacion en el género Spiribacter. No obstante estos datos tenian que ser corroborados

con estudios experimentales en el laboratorio.

IV. 1. 1. Rango de crecimiento en NaCl

Para determinar la respuesta de S. salinus a diferentes concentraciones salinas, concretamente
la influencia del NaCl en su crecimiento, las células se cultivaron en un medio quimicamente

definido con concentraciones crecientes de NaCl a 37 °C durante 120 horas.

Como se muestra en la Figura 6A, S. salinus crece a concentraciones de NaCl comprendidas entre
0,6 M de NaCly 2,0 M de NaCl, presentando su éptimo de crecimiento a una concentracion 0,8
M-1,0 M de NaCl, salinidades a las que se observan densidades O&pticas superiores. A
concentraciones inferiores a 0,4 M NaCl no se observa crecimiento. En la Figura 6B se observa
gue se trata de una bacteria con un crecimiento éptimo en un rango de salinidad muy estrecho,
0,8-1,3 M NaCl, poniendo de manifiesto que se trata de una auténtica bacteria haldfila
moderada. A concentraciones superiores a 1,3 M NaCl las células de Spiribacter se encuentran
sometidas a un elevado nivel de estrés osmadtico y como consecuencia, las densidades dpticas

alcanzadas por los cultivos a estas concentraciones salinas son muy reducidas.
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Figura 6. (A) Crecimiento de S. salinus M19-40 en respuesta a varias concentraciones de NaCl en el medio.
(B) DOsoo alcanzada por los cultivos de S. salinus a diferentes concentraciones de NaCl.

Gracias a este estudio podemos afirmar que S. salinus es una bacteria haléfila, incapaz de crecer
en ausencia de sales. Segun la clasificacion de Kushner y Kamekura (1988) se trata de una

bacteria haléfila moderada, con un crecimiento éptimo comprendido entre 0,5y 2,5 M de NaCl.

IV. 1. 2. Sintesis de ectoina

Durante la realizacién del presente Trabajo Fin de Grado, hemos realizado estudios de

espectroscopia de resonancia magnética nuclear de C*3 (*3C-NMR) para determinar la presencia

de solutos compatibles en células de Spiribacter sometidas a diferentes concentraciones salinas
(no se muestran los datos). Los espectros obtenidos ponen de manifiesto la presencia de ectoina
en las células de Spiribacter, y por tanto, la capacidad de S. salinus para sintetizar este soluto

compatible.

Para analizar con mds detalle la sintesis de ectoina por S. salinus, las células de S. salinus se
cultivaron en el medio minimo SMM, con concentraciones crecientes de NaCl, comprendidas
entre 0 My 2,0 M de NaCl. Cuando los cultivos se encontraban en la fase exponencial de
crecimiento (aproximadamente 70 horas después de la inoculacién) se realizé una extraccion de
ectoina y se cuantificd la concentracién de ectoina en el interior de las células mediante

cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

Los resultados de este analisis se muestran en la Figura 7. Se puede observar una clara tendencia
ascendente en los niveles de ectoina en el interior celular, poniendo de manifiesto que S. salinus
sintetiza este soluto compatible y ajusta el contenido intracelular del mismo en funcién del

grado de estrés osmoético al que esta sometido. S. salinus es una bacteria haldfila que vive en
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ambientes hipersalinos y sintetiza ectoina para sobrevivir en estos ambientes. En respuesta a
los cambios que puedan tener lugar en la concentracién salina del medio externo, sintetiza

ectoina en mayor o en menor medida.
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Figura 7. Sintesis de ectoina por S. salinus M19-40.

IV. 1. 3. Solutos compatibles como protectores frente al estrés osmotico

Una vez conociamos qué solutos compatibles podian ser sintetizados por S. salinus, nuestro
objetivo era determinar qué otros solutos compatibles podia utilizar para hacer frente a las altas
concentraciones salinas como agentes osmoprotectores cuando estos se les proporcionaban en
el medio externo. Para ello se han ensayado un amplio espectro de solutos compatibles: glicina
betaina, colina, ectoina, carnitina, colina-o-sulfato (COS), dimetilsulfoniopropionato (DMSP),
prolina e hidroxiectoina. Este estudio se ha realizado en el medio SMM a una concentracién 2
M NaCl, en la que las células de S. salinus estan sometidas a un elevado estrés osmético. Este
medio se suplementd con concentraciones 1 mM de cada uno de los solutos compatibles
ensayados. Como control se utilizé un cultivo de S. salinus en medio SMM a 2,0 M NaCl que se
incubd en las mismas condiciones. Se hizo un seguimiento del crecimiento de los cultivos a fin
de ver en qué medida afectaban las altas concentraciones de sales al crecimiento de los cultivos,

midiendo para ello la densidad éptica cada 24 horas, durante aproximadamente 120 horas.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 8 y como se puede observar tanto la glicina
betaina como el dimetilsulfoniopropionato, y en menor medida la colina-o-sulfato, ejercen un
efecto osmoprotector en células que estdn sometidas a estrés osmotico. En las condiciones
ensayadas, a una concentracion 2 M NaCl, el crecimiento de S. salinus se ve fuertemente
reducido, alcanzando densidades dpticas minimas, siendo estas inferiores a las observadas en

los medios que han sido suplementados con glicina betaina y dimetilsulfoniopropionato, en los
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que la densidad dptica alcanzada es superior, poniendo de manifiesto el efecto osmoprotector
ejercido por estos compuestos, especialmente por la glicina betaina. La carnitina, la
hidroxiectoina y la ectoina no demuestran tener efecto osmoprotector en S. salinus. Presentan
una DOgoo similar a la que alcanzan los cultivos a los que no se les ha afiadido ningun soluto
compatible. Los resultados referentes a la colina demuestran, no solo que no actia como
osmoprotector, sino que ademas inhibe el crecimiento. Por ello pensamos que esta tiene un

efecto toxico sobre las células S. salinus.
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Figura 8. Osmoproteccién de S. salinus M19-40 mediante solutos compatibles.
Dado el efecto osmoprotector ejercido por la glicina betaina disefiamos un nuevo experimento
en el que determinamos la respuesta de S. salinus a diferentes concentraciones salinas, entre
0,6 M de NaCly 2,0 M de NaCl, en medios suplementados con concentraciones 1 mM de glicina
betaina. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 9, y como se puede observar,
mientras que cuando S. salinus se cultiva a concentraciones salinas crecientes en ausencia de
glicina betaina (Figura 6B) se observa un pico de crecimiento a 0,8 M- 1,0 M NaCl disminuyendo
fuertemente el crecimiento a salinidades superiores a 1,3 M NaCl, en presencia de glicina
betaina, el crecimiento se mantiene constante en un amplio rango de salinidades, debido al

efecto osmoprotector que esta ejerciendo la glicina betaina.

En ambas figuras, la DOgoo alcanzada a concentraciones a las que las células se encuentran en
las condiciones dptimas de crecimiento, es decir 0,8-1,0 M de NaCl, es similar, sin embargo, al
aumentar la concentracién de NaCl, en ausencia de glicina betaina, las células se encuentran
sometidas a un estrés osmotico cada vez mas elevado y el crecimiento se ve fuertemente
afectado (Figura 6B). Sin embargo, en presencia de glicina betaina, al aumentar la concentracion

de NaCl, el crecimiento se mantiene y no se ve reducido por el aumento de la salinidad (Figura
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9). Esto pone de manifiesto que la glicina betaina ejerce un papel osmoprotector sobre S. salinus,
permitiéndole mantener un crecimiento éptimo a pesar de encontrarse sometido a un elevado
estrés osmotico.
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Figura 9. Osmoproteccion ejercida por la glicina betaina en S. salinus M19-40.
Teniendo en cuenta que en el analisis gendmico de esta bacteria se han localizado genes de
sintesis de solutos compatibles exclusivamente para la ectoina, era necesario examinar los
transportadores implicados en el transporte de estos compuestos desde el exterior de la célula
hasta el interior celular. De este modo se han identificado un transportador TeaABC, implicado
en la captacion y liberacién de ectoina, dos transportadores OpuD, implicados en el transporte
de glicina betaina, un transportador OpuA, involucrado en el transporte de glicina betaina y
DMSP, y un transportador proU de glicina betaina. La funcionalidad de todos los genes de
transportadores encontrados en S. salinus ha sido probada en los ensayos de osmoproteccién
ejercidos por diferentes solutos compatibles realizados en este trabajo, por ello, podemos
concluir que todos los genes relacionados con los trasportadores de solutos compatibles

encontrados en su genoma son funcionales.

IV. 1. 4. Utilizacidon de solutos compatibles como nutrientes

Teniendo en cuenta el efecto osmoprotector ejercido por la glicina betaina en S. salinus, la
presencia de transportadores involucrados en su captacién desde el medio externo, y la
presencia en su genoma de los genes implicados en la degradaciéon de este compuesto, nos
cuestionamos si esta bacteria podria utilizar este soluto, no sélo como soluto compatible para
protegerse frente a las altas concentraciones salinas, sino también como fuente de carbono y
energia. Para ello, disefiamos un experimento en el que S. salinus se cultivé en paralelo, en siete

condiciones de cultivo diferentes, todas ellas a una concentracién de NaCl de 0,8 M (a la que
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presenta su crecimiento dptimo). En los ensayos, en el medio SMM, se reemplazé el piruvato
sodico por glicina betaina o DMSP, en la misma molaridad de atomos de carbono. Como control
negativo se utilizé el medio SMM desprovisto de piruvato, en presencia Unicamente de digerido
de caseina. El crecimiento de los cultivos se monitorizé a través de la densidad dptica, mediante

determinaciones realizadas cada 24 horas.

Los resultados obtenidos muestran como S. salinus puede utilizar la glicina betaina como fuente
de carbono y energia, ademds de como osmoprotector, debido a que se alcanzan en el cultivo
densidades dpticas similares a las obtenidas en el medio en el que las células se han cultivado

en el 6ptimo de crecimiento de esta bacteria, el medio SMM provisto con piruvato (Figura 10).
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Figura 10. Uso de la glicina betaina (GB) y el dimetilsulfopropionato (DMSP) como nutrientes.
Sin embargo, en el control negativo, el cual contiene Unicamente el digerido de caseina (también
presente en los otros) se observa un crecimiento menor, lo que demuestra que la glicina betaina
es utilizada por las células como fuente de carbono y energia. Llama nuestra atencion, que en el
caso del DMSP, a concentraciones 1 mM se observa crecimiento, mientras que a
concentraciones 6 mM (misma molaridad de atomos de carbono que el piruvato sédico) no se
observa crecimiento. Esto podria mostrar que S. salinus utiliza este compuesto como

osmoprotector, pero no como fuente de carbono y energia.

Aunque no se han incluido los datos en este trabajo, actualmente nos encontramos realizando
estudios de osmorregulacion en la especie Spiribacter roseus. Esta especie a diferencia de S.
salinus, no posee los genes de las enzimas implicadas en la degradacion de la glicina betaina, por
lo que no cabria esperar que la utilizara como nutriente. Teniendo en cuenta estos datos, cuando

se cultivd S. roseus en medio SMM a concentracion 0,8 M NaCl con glicina betaina a la misma
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molaridad de dtomos de carbono que en el medio con piruvato (de la misma forma que en el
apartado IV. 3. 4. Solutos compatibles como nutrientes), se observé un crecimiento similar que
en presencia de solo digerido de caseina, confirmandose que la especie S. roseus no utiliza la
glicina betaina como nutriente. Sin embargo, cuando S. roseus se cultiva a una concentracién
2,0 M NaCl si se observa como el crecimiento se ve favorecido con respecto a los cultivos que
no presentan este soluto compatible en su composicion, poniendo de manifiesto el poder

osmoprotector de este compuesto.

IV. 2. Aislamiento y caracterizacion de nuevas cepas del género Spiribacter

Los estudios de diversidad microbiana realizados en ambientes hipersalinos, basados en técnicas
independientes del cultivo, han puesto de manifiesto que la mayor parte de los
microorganismos cldsicamente aislados en el laboratorio y estudiados durante décadas, no
representan la microbiota predominante en estos ambientes y por tanto no constituyen
modelos ideales de estudio para entender los mecanismos de adaptacion utilizados por los
organismos que alli habitan y las relaciones que existen entre ellos, mientras que, los
microorganismos dificilmente obtenidos en cultivo puro en el laboratorio y en general de lento

y dificil crecimiento, constituyen una parte dominante de la poblacién microbiana alli presente.

En 2011, Ghaiy colaboradores describieron la comunidad microbiana presente en las salinas de
Santa Pola apoyandose en el andlisis de los metagenomas obtenidos a partir del ADN procariota
total de muestras de agua de dos estanques de esta salina: un estanque de salinidad intermedia
(al 19 % de salinidad, denominado SS19) y un estanque cristalizador (al 37 % de salinidad,
denominado SS37). El andlisis de la base de datos SS19 reveld que existe muy poca evidencia de
la abundancia de especies bacterianas pertenecientes a los géneros Halomonas,
Chromohalobacter o Salinivibrio, comunmente aisladas en medios de laboratorio de estos
ambientes, mientras que se observd un elevado numero de secuencias metagendmicas
pertenecientes a otros grupos microbianos, no aislados hasta el momento: un Euryarchaeota de
bajo contenido en G+C no relacionado con Haloquadratum walsbyi, un miembro del phylum
Euryarchaeota con alto contenido en G+C, una arquea que ha sido designada como Candidatus
Haloredivivus y una o varias bacterias pertenecientes a la clase Gammaproteobacteria,
relacionada filogenéticamente con los géneros Alkalilimnicola y Nitrococcus, revelando que

constituian una parte importante de la microbiota alli presente.

Actualmente sabemos que los contigs mas grandes obtenidos del metagenoma SS19, descritos
por Ghai y colaboradores (2011) se corresponden con el género Spiribacter, corroborando la

abundancia de este género en ambientes hipersalinos con salinidades intermedias. No obstante,
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muchos de estos contigs presentan una baja semejanza con las especies descritas hasta el
momento del género Spiribacter pero conservan la sintenia con los genomas de dichas especies,
lo que nos sugiere que pueden existir otras especies pertenecientes al género Spiribacter o a
algun otro género estrechamente relacionado, que se correspondan con la especie o las especies
de la clase Gammaproteobacteria que por estudios metagendmicos se ha puesto de manifiesto
gue constituyen una parte predominante de la microbiota de dichos ambientes. De ahi la gran
importancia del aislamiento de nuevas cepas bacterianas pertenecientes a este grupo de
bacterias. Por ello, en el presente Trabajo Fin de Grado hemos llevado a cabo un muestreo
dirigido a aislar exclusivamente nuevas cepas bacterianas relacionadas con el género Spiribacter

y otros posibles taxones cercanos.

Para llevar a cabo el screening se ha utilizado el medio de cultivo SMM, el cual ha resultado ser
Optimo para el crecimiento de la especie S. salinus. Para el aislamiento de nuevas cepas se
utilizaron tanto medios de cultivo liquidos como medios sélidos. En primer lugar se inoculaban
los medios de cultivo sdlidos con diluciones de las muestras de agua de las salinas, se incubaban
durante al menos un mes y se seleccionaban las colonias con caracteristicas similares a las
especies de Spiribacter previamente descritas, es decir aquellas colonias casi imperceptibles a
simple vista y aquellas que presentaron una pigmentacion rosada. En segundo lugar estas
colonias se inoculaban en los medios de cultivo liquidos y se seleccionaron aquellos cultivos en
los que se observé una minima presencia de turbidez, descartandose aquellos cultivos que
presentaron mucha turbidez. De este modo descartdbamos las bacterias de rdpido crecimiento
y de facil aislamiento en el laboratorio. A continuacidn, cada una de las cepas asi obtenidas se
analizaron por microscopia éptica con el objetivo de seleccionar aquellas cepas que presentaran
la caracteristica morfologia de las especies del género Spiribacter, es decir, bacilos curvados de
pequefio tamafio y morfologia en espiral. Siguiendo esta metodologia y tras varios subcultivos
sucesivos en el mismo medio para obtener cultivos puros, hemos aislado en cultivo puro en el
laboratorio a partir de diferentes muestras de agua de las salinas de Santa Pola cuatro cepas
bacterianas, designadas como cepas SP30, SP10B, SP33B y SP62, filogenéticamente relacionadas
con el género Spiribacter. Actualmente nos encontramos realizando la caracterizacion

taxondmica de cada una de ellas y la secuenciacion del genoma completo.

IV. 2. 1. Aislamiento y caracterizacion de la cepa SP30

Tras el aislamiento en cultivo puro de la cepa SP30, se procedio a la secuenciacion del gen ARNr
16S y su posterior comparacion mediante la herramienta BLAST vy la aplicacién EzTaxon-e con
las secuencias disponibles en las bases de datos. Este andlisis mostré una estrecha relacion

filogenética de la cepa SP30 con el género Spiribacter, concretamente con las especies
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Spiribacter roseus (99,9 % de semejanza), Spiribacter curvatus (99,4 %) y Halopeptonella
vilamensis (98,5 %). Atendiendo a los resultados obtenidos del analisis de la secuencia del gen
ARNr 16S, la cepa SP30, podria constituir una nueva cepa de la especie S. roseus. Sin embargo,
se encontraron claras diferencias en la pigmentacion de las colonias asi como en las
caracteristicas de los cultivos (como por ejemplo el tiempo requerido de incubacion para esta
cepa en comparacion con el de otras especies de Spiribacter), lo que nos hizo pensar que podria
tratarse de una nueva especie del género Spiribacter. Mencionar que la especie S. roseus,
recientemente descrita, presenta valores de semejanza del gen ARNr 16S superiores al 99 % con
la especie S. curvatus. No obstante, los estudios realizados de hibridacion ADN-ADN vy la
secuenciacion del genoma completo de las tres especies de Spiribacter puso de manifiesto que

se trataba de una especie diferente (Ledn et al., 2016).

En primer lugar llevamos a cabo estudios de hibridacidn ADN-ADN con la finalidad de determinar
si la cepa SP30 constituye una nueva especie del género Spiribacter, o en cambio, se trata de
una nueva cepa de alguna de las especies ya descritas. Para ello se llevé a cabo una hibridacion
ADN-ADN mediante el método de competicion en filtro de membrana, utilizando como ADN de
referencia en el filtro de nitrocelulosa el ADN de la cepa SP30. La temperatura de hibridacién
fue de 59,7 °C. El porcentaje de hibridacion se calculé de acuerdo a la metodologia descrita por
Johnson (1994). El porcentaje de hibridacién obtenido entre la cepa SP30 y las cepas tipo de las
especies S. roseus, S. curvatus y H. villamensis fue de 40 %, 55 % y 67 %, respectivamente. Estos
valores, inferiores al 70 %, valor limite establecido para la definicion de una nueva especie
(Stackebrandt et al., 2002) entre la cepa SP30 vy las cepas tipo de las especies mas relacionadas
filogenéticamente, confirman que esta cepa constituye una nueva especie del género

Spiribacter.

La cepa SP30 crece a concentraciones de sales que oscilan entre 7,5-25 % (p/v), presentando su
optimo de crecimiento al 12,5 % (p/v) de sales totales (Figura 11). Puede crecer a temperaturas
comprendidas entre 20 y 40 °C y a valores de pH comprendidos entre 5 y 10, siendo las
condiciones dptimas para su crecimiento 37 °C y pH 8. A diferencia de lo que ocurre con las
especies S. salinus, S. curvatus y S. roseus la cepa SP30 alcanza densidades épticas en los cultivos
de hasta 1,2 (en las especies de Spiribacter descritas hasta el momento se alcanzan DOgoo
maximas de 0,2) y destacar también que en los cultivos de esta cepa se alcanzan al final de la
fase de crecimiento, las mismas densidades dpticas a las distintas concentraciones salinas, tanto
en las condiciones éptimas de crecimiento (SW 7,5) como en las que no lo son (salinidades mas
elevadas) (Figura 11). En el resto de las especies del género las DOgyo maximas solo se alcanzan

en las condiciones éptimas de crecimiento.

30



Salud Rodriguez Pallares
TRABAJO FIN DE GRADO EXPERIMENTAL

1,4
1,2
. —e—5Ws
——SW 7.5
g 08 SW 10
2 0.6 SW 12.5
—e—5SW 15
04 —8—SW 175
0,2 —e—5W 20
—e—5SW 25
0

0 50 100 150

Tiempo [horas]

Figura 11. Crecimiento de la cepa SP30 en respuesta a varias concentraciones de NaCl.

Por otro lado se realizaron las diferentes pruebas bioquimicas descritas en el apartado Ill. 7. 1.
Determinacion de las caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas. Los resultados
fueron todos negativos, a excepcién de la hidrélisis del fosfato y de la urea las cuales fueron
positivas. Se realizaron también los diferentes ensayos de produccién de acidos a partir de
diferentes componentes, asi como el uso de diferentes fuentes de carbono y nitrégeno. Como
las anteriores especies del género los resultados fueron en su mayoria negativos; la cepa SP30
solo produce acidos a partir de la D-ribosa, Unicamente utiliza el piruvato y el digerido de caseina
como Unica fuente de carbono y energia, y no utiliza ninguno de los compuestos estudiados

como Unica fuente de carbono, nitrégeno y energia.

El contenido en G+C del ADN de la cepa SP30 se determiné calculando la temperatura media de
desnaturalizacion (Tm), obteniéndose un valor de 65,4 moles%. Este valor se encuentra dentro
del rango descrito para la familia Ectothiorhodospiraceae, comprendido entre 50,5 y 69,9
moles% (Imhoff, 1984), y préximo al valor de G+C determinado para la especie S. roseus, de 64,2

moles% (Ledn et al., 2016).

En cuanto al estudio quimiotaxondmico, el perfil de acidos grasos se determind mediante
cromatografia de gases con el Sistema de Identificacién Microbiana MIDI. Para obtener dicho
perfil la cepa SP30 se cultivd en las mismas condiciones en las que se cultivaron las especies ya
descritas del género, a fin de poder comparar el perfil de acidos grasos de cada una de ellas. Los
acidos grasos predominantes de la cepa SP30 fueron los siguientes: Ci6:0 (31,9 %), C15:1 w7c (31,1
%), Cig:0 ciclo w8c (9,9 %) y Cizo0 (8,5 %). El perfil obtenido es bastante similar al descrito para

otras especies pertenecientes al género Spiribacter; sin embargo, se observaron diferencias en
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las proporciones de los acidos grasos mayoritarios. Adicionalmente, el acido graso Cis ciclo w8c
presente en un alto porcentaje en SP30, constituye un acido graso minoritario en otras especies

de Spiribacter (Ledn et al., 2016).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos del estudio polifasico, basado en una combinacién
de datos filogenéticos, fenotipicos, genotipicos y quimiotaxonédmicos, podemos concluir que la
cepa SP30 constituye una nueva especie del género Spiribacter, para la que proponemos el

nombre de Spiribacter aquaticus sp. nov.

Descripcion de Spiribacter aquaticus sp. nov.

Spiribacter aquaticus (a.qua’ti.cus L. masc. adj. aquaticus, que vive o que se encuentra en el
agua). Las células son Gram-negativas, inméviles, no forman endosporas; son bacilos curvados
(Figura 12A), en algunos casos formando anillos cerrados con un tamafio de 0,4 x 1,5-1,8 um,
aislados y formando espirales superenrrolladas cortas (Figura 12B). Tras 5 dias de incubacién a
37 °C en medio SMM las colonias presentan una morfologia circular con bordes enteros, con
pigmentacién amarilla verdosa y de aproximadamente 0,5-1,0 mm de didmetro. Haldfilo
moderado. No crece en ausencia de NaCl. Presenta el éptimo de crecimiento a 12,5 % (p/v) NaCl,
a pH 8 y a 37 °C. Aerobio estricto. Catalasa y oxidasa positivas. No posee las enzimas nitrato y
nitrito reductasas. No hidroliza la esculina, el almidén, el Tween 80 y la gelatina. Ureasa y
fosfatasa positivas. Produce acidos a partir de D-ribosa. Como Unica fuente de carbono y energia
utiliza piruvato y digerido de caseina. No utiliza ninguno de los compuestos estudiados como

Unica fuente de carbono, nitrégeno y energia.

La cepa tipo es SP30', aislada de un estanque de una salina solar localizada en Santa Pola

Alicante). El contenido en G+C del ADN de la cepa tipo es 64,2 moles% (Tm).
( ) pa tip ) (Tm)

A B

Figura 12. Imagenes de la cepa SP30 tomadas mediante microscopia dptica. (A) Imagen tomada al inicio de la
fase de crecimiento exponencial. (B) Imagen tomada en la fase de crecimiento estacionaria.
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IV. 2. 2. Aislamiento y caracterizacidén de las cepas SP10B, SP33B y SP62

Ademas de la especie Spiribacter aquaticus, la cual ha sido recientemente aceptada para su
publicacion en la revista International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology,
hemos aislado en cultivo puro en el laboratorio a partir de diferentes muestras de agua de las
salinas de Santa Pola tres cepas bacterianas, designadas como cepas SP10B, SP33B y SP62,
estrechamente relacionadas con el género Spiribacter. En la actualidad nos encontramos

realizando una caracterizacién taxondmica completa de todas ellas.

El andlisis filogenético basado en la comparacién de la secuencia del gen ARNr 16S muestra que
todas estas cepas son miembros del género Spiribacter. Mientras que la cepa SP10B se
encuentra estrechamente relacionada con las especies S. curvatus UAH-SP71 (97,6 % de
semejanza), S. roseus SSL50 (97,5 % de semejanza) y Halopeptonella villamensis (97,5 %), las
cepas SP33B y SP62 se encuentran mas estrechamente relacionadas con la especie S. salinus
M19-40 (99,6 % y 99,8 % de semejanza, respectivamente) y mas distantemente con las especies
S. curvatus 'y S. roseus (95,4 % y 95,3 % de semejanza para la cepa SP33By 96,5 % y 96,40 % de
semejanza con la cepa SP62, respectivamente). Nuestra experiencia en el cultivo de las especies
del genero Spiribacter y las caracteristicas de cultivo de cada una de las cepas aisladas
(pigmentacidon, periodos de incubacién, etc.) nos hacia pensar que la cepa SP10B podria
constituir una nueva especie del género Spiribacter, mientras que las cepas SP33B y SP62

podrian tratarse de nuevas cepas de la especie S. salinus.

Hemos realizado estudios de hibridacion ADN-ADN entre la cepa SP10B y las especies mas
estrechamente relacionadas, y los resultados obtenidos, en ninguno de los casos superan el 70
%, mostrando que la cepa SP10B constituye una nueva especie del género Spiribacter.
Actualmente nos encontramos realizando una caracterizacidon taxondmica detallada de esta

cepa para su posterior descripcion como una nueva especie de Spiribacter.

Ademas estamos a la espera de la secuencia del genoma completo de las cepas SP30, SP10B,
SP33B y SP62, datos que nos permitirdn determinar la posicidon taxondmica exacta de cada uno
de los nuevos aislados, ademas de aclarar la posicidon taxondmica del género Halopeptonella, el
cual, en base a la comparacién de las secuencias del gen ARNr 16S, se encuentra agrupado con

las especies del género Spiribacter.

En un principio podria parecer poco importante el aislamiento y determinacién de nuevas cepas
de especies ya descritas, pero la realidad es que es un estudio basico y necesario para poder
entender la microbiota presente en estos ambientes, y que pueden tener una gran influencia en

los mismos. Ademds permite tener datos del material genético presente en estos ambientes,
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asignarlos en estudios metagendmicos futuros, y asi poder conocer con mayor exactitud que

material genético estan aun por asignar y por tanto por descubrir.

V. CONCLUSIONES

1.

Los estudios de osmorregulacidn realizados en Spiribacter salinus confirman que la glicina
betaina es el soluto compatible que ejerce un mayor papel osmoprotector, ademas de la
colina-O-sulfato, el dimetilsulfoniopropionato y la ectoina. Ademas la glicina betaina es
usada por S. salinus como nutriente.

La ectoina es sintetizada por S. salinus de manera proporcional a la concentracion salina del
medio externo, demostrando que la utiliza con un fin osmoprotector.

El estudio polifasico realizado sobre la cepa SP30, aislada de las salinas “Bras del Port”” Santa
Pola, ha demostrado que constituye una nueva especie del género Spiribacter, para la que
se ha propuesto como denominacidn Spiribacter aquaticus sp. nov.

El estudio filogenético y genotipico realizado sobre la cepa SP10B, también aislada de las
salinas “Bras del Port”, demuestran que puede constituir una nueva especie del género
Spiribacter, si bien se require completer su caracterizacién taxondmica.

Las cepas SP33B y SP62 se han aislado de las salinas “Bras del Port”, y tras su estudio

filogenético se han considerado nuevas cepas de la especie Spiribacter salinus.
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