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. INTRODUCCION

.1 Ambientes extremos y la vida en ellos

La vida en la Tierra estd basada en la quimica del carbono y requiere de agua en estado liquido,
que actiia como solvente intra- y extracelular y como reactivo en numerosas reacciones
biolégicas. Esto confiere unas caracteristicas especificas a las biomoléculas y reacciones
bioquimicas, que solo son estables y/o acontecen en un rango determinado de condiciones
fisicoquimicas. Por ello, el desarrollo de la vida se encuentra muy limitado en aquellos
ambientes que presentan parametros fisicoquimicos alejados de los 6ptimos para los procesos
bioldgicos, asi como en aquellos otros expuestos a factores que interfieren con el metabolismo
celular. En este sentido, se consideran ambientes extremos aquellos que presentan valores
limite de uno o varios parametros que afectan al funcionamiento celular, tales como
temperatura, pH, radiaciones, concentracién de nutrientes, oxigeno, metales pesados, toxinas y
compuestos xenobidticos, presion hidrostatica, potencial redox, actividad del agua o salinidad
(Rodriguez-Valera, 1988; Rothschild & Mancinelli, 2001; Marion et al., 2003).
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Figura 1. Ejemplos de ambientes extremos. A, Glaciar en la Patagonia Argentina; B, Fuentes
termales del parque Yellowstone (Wyoming, EE. UU.) y C, Rio Tinto en Huelva, Espafia.



Otros autores estiman que los verdaderos ambientes extremos son aquellos cuyas
caracteristicas ambientales varian bruscamente y de manera impredecible, y en los que
raramente se dan las condiciones 6ptimas para el desarrollo y propagacion de un determinado
taxén; en contraposicién a ambientes con condiciones estables, aunque extremas, en los que
ocurren variaciones estrechas de uno o varios pardmetros fisicoquimicos (Gorbushina &
Krumbein, 1999). En la Tabla 1 se muestran algunos ejemplos de ambientes extremos.

Dado que la vida en esas condiciones requiere de adaptaciones especificas, la diversidad en
estos ambientes es menor que la encontrada en habitats no extremos y solo un nimero limitado
de grupos taxonémicos se encuentran bien adaptados a ellos (Brock, 1979; Ventosa, 2006). Se
denominan microorganismos extremofilos a aquellos que pueden vivir o permanecer activos
en condiciones consideradas limite para la vida. Cabe distinguir aquellos que toleran dichas
condiciones aunque sus condiciones éptimas de crecimiento sean otras mdas moderadas,
denominados extremotrofos o extremotolerantes, de los que requieren estas condiciones
inusuales para su 6ptimo desarrollo, para los cuales se reserva el término de extremdfilo en
sentido estricto (Torsvik & @vreds, 2008) (Figura2). Ademads, reciben diferentes
denominaciones en funcién de la propiedad fisicoquimica extrema a la que estén adaptados
(Tabla 1). Asfi, los termdfilos y termotolerantes son los organismos que pueden vivir a altas
temperaturas, y los acidéfilos y alcaléfilos aquellos que habitan ambientes con bajos o altos
valores de pH, respectivamente. Los organismos radio-resistentes o tolerantes, los
metalo-resistentes o tolerantes soportan altas cantidades de radiaciones y metales pesados,
respectivamente. Los organismos piezofilos y piezotolerantes se encuentran en ambientes con
altas presiones. Los haléfilos y xeroéfilos estdn adaptados a la vida en ambientes con altas
concentraciones de sales y escasa cantidad de agua, respectivamente. Los organismos
poiquilotrofos o poiquilotolerantes habitan ambientes con gran variabilidad de condiciones
ambientales. Estos términos no son excluyentes, ya que existen microorganismos
poliextremdfilos que pueden vivir en ambientes con varias condiciones ambientales extremas,
perteneciendo a mas de una de las anteriores categorias (Mesbah & Wiegel, 2012). Asi, por
ejemplo, Natronomonas pharaonis es una arquea haléfila y alcaléfila con un pH de crecimiento
optimo de 8,5 y un requerimiento de sales minimo de 2 M NaCl (Soliman & Triiper, 1982;
Kamekura et al., 1997).



Extremofilos

Tasa de crecimiento

Propiedad fisicoquimica limitante

Figura 2. Tasa de crecimiento de microorganismos no extremdfilos, extremotolerantes y
extremdfilos en funcion de los valores de una determinada propiedad fisicoquimica limitante
(adaptado de Cayol et al. 2004).

Los microorganismos extremofilos han despertado gran interés en la comunidad cientifica,
especialmente en el ambito de la astrobiologia, ya que su estudio permite dilucidar los limites
de la vida en la Tierra, los mecanismos de adaptacién que posibilitan el mantenimiento de la
actividad metabélica en dichas condiciones extremas y el desarrollo de posibles estrategias de
busqueda de vida en otros sistemas exteriores a la Tierra donde las caracteristicas ambientales
son muy diferentes (Horikoshi et al., 2011; Cray et al., 2013; Fox-Powell et al., 2016; Pontefract
etal, 2017). Ademas, dado que sus enzimas son activas en una amplia variedad de condiciones
ambientales, estos organismos tienen un gran potencial biotecnolégico (Horikoshi et al.,, 2011).



Tabla 1. Categorias de microorganismos extremdfilos y extremotolerantes segun la naturaleza

de su adaptacion (adaptado de Rothschild y Mancinelli, 2001).

Baja

Temperatura

Alta

Psicréfilo, psicrotrofo o
psicrotolerante

Termdfilo, hipertermofilo

Moritella profunda (Xu et al.,
2003), Psychrobacter
aquaticus (Shivaji et al., 2005)

Pyrococcus furiosus (Fiala &
Stetter, 1986), Thermus
aquaticus (Brock & Freeze,
1969)

Acido

pH

Alcalino

Acidofilo

Alcaldfilo

Acidiothiobacillus ferrooxidans
(Kelly & Wood, 2000),
Dunaliella acidophila (Gimmler
et al., 1989)

Thiohalospira alkaliphila
(Sorokin et al., 2008a),
Natronomonas pharaonis
(Soliman & Triper, 1982;
Kamekura et al., 1997)

Radiacion

Radio-resistente/
radio-tolerante

Deinococcus radiodurans
(Anderson et al., 1956),
Thermococcus gammatolerans
(Jolivet et al., 2003)

Metales pesados

Metalo-resistentes/
metalo-tolerante

Ferroplasma cupricumulans
(Hawkes et al., 2006),
Cupriavidus metallidurans
(Goris et al., 2001)

Alta presion hidrostatica

Piezofilos o
piezotolerantes

Pyrococcus yayanosii (Birrien
etal., 2011), Psychromonas
hadalis (Nogi et al., 2007)

Haloquadratum walsbyi (Burns

Salinidad Haldfilo, halotolerante et al., 2007), Spiribacter
salinus (Ledn et al., 2014)
Xeromyces bisporus (Leong et

Desecacién Xerdfilo, xerotolerante al., 2011), Chrysosporium

xerophilum (Pitt, 1966)

Oscilaciones bruscas de
condiciones
fisicoquimicas

Poiquilotrofos,
poiquilotolerantes

Microcoleus sp.,
Chroococcidiopsis sp.
(Gorbushina & Krumbein,
1999)




.2 La salinidad como factor limitante para la vida

El término salinidad hace referencia a la presencia de los principales solutos inorgéanicos
(esencialmente Na*, Mg2+, Ca2+, K*, Cl-, SO42-, HCO3-, NO3-, CO3%-) en disolucién (Rhoades et al,,
1999). La salinidad ejerce su accién limitante para la vida por medio de una disminucién de la
disponibilidad de agua y la presencia de una alta concentraciéon de iones.

La presencia de solutos disueltos provoca una disminucién del potencial de agua o actividad de
agua, que son medidas de la disponibilidad de agua, con respecto a la del agua pura. A mayor
concentracidén de soluto disuelto, menor es el valor del potencial de agua. De manera general,
en el potencial de agua, ademds del término osmoético dependiente de la cantidad de solutos
disueltos, intervienen también el potencial matrico, consecuencia de las fuerzas de atraccion
entre fases solidas y liquidas, y el potencial gravitacional (Papendick & Camprell, 1981):

o=, b,

Donde Y _=potencial de agua total (Mpa), ¢ = potencial matrico (Mpa), { =potencial osmotico
(Mpa),y Lng:potencial gravitacional (Mpa).

Aunque el potencial osmotico es el principal componente determinante de la actividad de agua
en ambientes hipersalinos, el potencial matrico es relevante en habitats de sustrato sélido como
suelos, donde esta propiedad permite retener agua en contra de los procesos de gravedad,
evaporacion o toma de agua por las plantas.

Dado que las membranas biolégicas son permeables al agua y ésta tiende a fluir de
compartimentos con mayor potencial a otros donde existe menor potencial de agua hasta
alcanzar el equilibrio, los organismos sometidos a condiciones de bajo potencial de agua
externo como las que se dan en ambientes hipersalinos sufririan plasmdlisis y deshidratacion
si no dispusieran de estrategias para mantener la cantidad de agua intracelular necesaria para
sus funciones vitales (Kempf & Bremer, 1998; Martin et al., 1999; Czech & Bremer, 2018;
Gunde-Cimerman et al,, 2018).

El impacto negativo de la salinidad sobre el desarrollo de los organismos no depende
Unicamente de la disminucién del potencial de agua debido a la presencia de solutos en
disolucién. Asi, se han observado ambientes hipersalinos sujetos a la misma presién osmotica
que muestran un grado de desarrollo biolégico distinto (Javor, 1989a). Ademdas de la
concentracién absoluta de iones disueltos, sus cantidades relativas y las propiedades
especificas de los mismos también influyen sobre la biota de estos ambientes (Park, 2012;
Podell et al,, 2014). Por ejemplo, una alta proporcién de iones multivalentes como Ca%*, Mg2+y
S04% da lugar a una alta fuerza i6nica limitante para la vida (Fox-Powell et al, 2016) y un
desequilibrio entre aquellos iones con propiedades caotrdpicas y cosmotrépicas supone una
importante restricciéon para el desarrollo de la misma en ciertos ambientes hipersalinos
(Hallsworth et al., 2003; 2007; Williams & Hallsworth, 2009; Cray et al., 2013).



El efecto de la salinidad depende de la concentracién de sales presentes, por lo que su
determinacién es esencial en los habitats afectados (Abrol et al., 1988). Aunque la evaluacién
fiable de la salinidad conlleva la realizaciéon de un analisis quimico completo (Rhoades, 1982),
este método es caro y tedioso por lo que comiinmente se usan métodos indirectos que consisten
en la medida de una propiedad fisica relacionada con la salinidad total, como el indice de
refraccion o la conductividad eléctrica. El uso de patrones y relaciones empiricas permite
calcular la salinidad a partir de estas medidas. Sin embargo, debido a la diferencia en pesos y
conductividades equivalentes, asi como proporciones de los diversos solutos encontrados en
muestras salinas, estas relaciones son aproximadas (Rhoades et al., 1999). Dado que la mayoria
de los ambientes hipersalinos estudiados estdn dominados por cloruro sédico (Fox-Powell et
al,, 2016), estas medidas son comparables entre ellas en la mayoria de los casos.

.3 Ambientes hipersalinos y microorganismos haléfilos

Los ambientes hipersalinos estan representados principalmente por sistemas acudaticos, como
los estanques de las salinas solares, los lagos salados naturales o las cuencas marinas andxicas
hipersalinas, asi como por los sedimentos de dichos ecosistemas acuaticos hipersalinos y los
suelos con alto contenido en sales (Ventosa et al., 2008). También constituyen ambientes
hipersalinos las minas y depdsitos de sal, el interior de algunas plantas del desierto, pieles
curtidas con soluciones salinas, y una variedad de productos en salmuera, salazén o
fermentados (Grant et al., 1998; Ventosa, 2006).

[.3.1 Tipos de ambientes hipersalinos

1.3.1.1  Ambientes hipersalinos acuaticos

Un sistema acudtico es considerado hipersalino cuando posee una concentraciéon de sales
superior a la del agua de mar, esto es, 3,5 % (p/v) (Edgerton & Brimblecombe, 1981; Rodriguez-
Valera, 1988). El origen de las sales presentes en estos ambientes determina su composicién
idnica. Asi, encontramos ambientes hipersalinos acudticos talasosalinos, con una composicién
i6nica similar a la del agua del mar, y atalasosalinos, que poseen una composicién relativa de
sales diferente a las marinas. En los sistemas talasosalinos predominan los iones cloruro y
sodio, aunque también estdn presentes en menor proporcién otros iones como magnesio,
sulfato, calcio, bicarbonato, bromuro y fluoruro (Ventosa & Arahal, 2002). Las salinas solares,
de donde se obtiene sal comtn por evaporacién de agua de mar en sucesivos estanques, son un
ejemplo tipico de este tipo de ambientes, y constituyen un excelente modelo para el estudio de
la biodiversidad microbiana y ecologia en habitats con salinidades crecientes. Por ello, en la
literatura podemos encontrar un gran nimero de estudios de diversidad llevados a cabo en
salinas de distintos puntos del planeta (Pasi¢ et al.,, 2007; 2005; Baati etal., 2008; 2011; Oh et
al,, 2010; Trigui et al,, 2011; Boujelben et al., 2012a; 2012b; Zhaxybayeva et al., 2013; Dillon et
al,, 2013; Plominsky et al., 2014; Fernandez et al., 2014a; Ballav et al., 2015; Di Meglio et al,,
2016), aunque son las salinas “Bras del Port”, localizadas en Santa Pola (Alicante), las mejor
estudiadas desde el punto de vista microbiolédgico (Rodriguez-Valera et al,
1981; 1985; Ventosa et al, 1982; 2014; Quesada et al, 1985; Benlloch et al,
1995; 1996; 2001; 2002; Guixa-Boixareu et al., 1996; Antén et al., 1999; 2000; Pedroés-Ali6 et



al,, 2000; Casamayor et al., 2000; 2002; Papke et al., 2004; Estrada et al., 2004; Santos et al.,
2010; Ghai et al,, 2011; Fernandez et al., 2014a; Gomariz et al.,, 2015). Las mayoria de las
cuencas hipersalinas de los fondos marinos, como las denominadas Medee, Bannock o
I’Atalante en el Mediterrdneo oriental y Atlantis Il Deep y Discovery Deep en el Mar Rojo, asi
como de los lagos salinos de la Antdrtida son también hdabitats talasosalinos (Antunes et al,
2011; Ferrer et al,, 2012; Stock et al, 2012; Bougouffa et al., 2013; Yakimov et al., 2013;
Laybourn-Parry & Wadham, 2014; Oren, 2015a). El Gran Lago Salado (Utah, EE. UU.), el lago
Tyrrell (Australia) y los lagos Urmia y Aran-Bidgol (Irdn) se consideran también ambientes
acudticos hipersalinos de este tipo ya que la composicién relativa de sus sales es similar a la del
agua del mar (Alipour, 2006; Jones et al,, 2009; Makhdoumi-Kakhki et al.,, 2012a; Podell et al,,
2014). Los ambientes hipersalinos dominados por cloruro sédico son los predominantes en la
Tierra (Fox-Powell et al.,, 2016).

Por otro lado, las sales de los sistemas atalasosalinos provienen principalmente de la disolucién
de depdsitos minerales de origen continental. Dada la diversidad geoldgica y ambiental de cada
uno de estos habitats, los ambientes atalasosalinos conforman un conjunto de sistemas con
composiciones idnicas mas diversas que los talasosalinos. Algunos contienen mayoritariamente
cationes divalentes, como magnesio y calcio, mientras que en otros predominan los aniones
carbonato y cloruro, dando lugar a masas de agua alcalinas con valores de pH superiores a 8
(Grant & Tindall, 1986). El Mar Muerto constituye el ejemplo mejor conocido de ambiente
atalasosalino (Volcani, 1940; Nissenbaum, 1975; Oren, 2015a; 1983; 1988; 2006a; 2007;
Arahal et al,, 1996; Arahal, 1997; Bodaker et al., 2010; 2012; Romanovskaia et al., 2013; Jacob
et al, 2017), aunque también han sido estudiados otros sistemas de este tipo como los lagos
Vanda y Don Juan, en la Antartida (Siegel et al., 1979; Dickson et al., 2013; Laybourn-Parry &
Wadham, 2014; Sumner et al., 2016), y los lagos salinos y alcalinos Mono, Big Soda y Soap en
Estados Unidos (Javor, 1989b; Jones et al., 1998; Hawley & Hess, 2014), Magadi en Kenia (Grant
& Tindall, 1986; Kambura et al., 2016), Natron en Tanzania (Yakimov et al., 2001), los lagos del
Wadi Natrun en Egipto (Imhoff et al., 1979; Jones et al., 1998; Mesbah & Wiegel, 2009), o
algunos otros de India (Upasani & Desai, 1990; Antony et al., 2013; Paul et al., 2016), China
(Pagaling et al., 2007; 2009; Cao etal., 2008; 2010; Gutiérrez et al., 2008; Grant et al., 2011) y
Rusia (Banciu et al., 2008; Vavourakis et al., 2016).



Figura 3. Ejemplos de ambientes acuaticos hipersalinos. A, el Gran Lago Salado, en Utah
(EE. UU.); B, salina solar de Isla Cristina (Huelva); C, Mar Muerto (Israel/Jordania) y D, Mono
Lake, en California (EE. UU.).

1.3.1.2 Sedimentos y suelos salinos

Aunque sedimentos y suelos se agrupan cominmente debido a la naturaleza sélida de su
sustrato, y las funciones biolégicas que en ellos se llevan a cabo, se trata de entidades distintas
(Schmidt & Schaechter, 2012). Los sedimentos son el resultado de la acumulacién de biomasa
y material terrigeno por sedimentacién desde la columna de agua que soportan y se encuentran
constantemente saturados, lo que da lugar a condiciones de anoxia (Schmidt & Schaechter,
2012). La sal existente en estos sistemas tiene el mismo origen que la de la de la columna de
agua con la que se encuentran estrechamente relacionados. Se ha estudiado la microbiota de
sedimentos hipersalinos de estanques de salinas (Garabito et al., 1998; Mora-Ruiz et al., 2018),
lagos salados (Mesbah et al., 2007; Valenzuela-Encinas et al., 2008; Alcintara-Hernandez et al,,
2009; Swan et al,, 2010; Xiong et al., 2012; Navarro-Noya et al., 2015b; Liu et al., 2016; 2018;
Yang et al., 2016) y zonas transitoriamente inundadas por influencia marina, como areas
intermareales en marismas (Munson et al., 1997; Hollister et al., 2010a), o por surgencias de
aguas subterraneas con alta concentracion de sales (Walsh et al, 2005; Luque et al,
2012b; 2014; Oueriaghli et al,, 2013; 2014).

Por su parte, los suelos son sistemas subaéreos desarrollados a partir de roca y material
sedimentario por acciones fisicas, quimicas y biolégicas (Schmidt & Schaechter, 2012; Soil



Survey Staff, 2014). Su estructura fisica es heterogénea y comprende fases s6lida, liquida y
gaseosa (Groffman & Bohlen, 1999). Estan influenciados por el clima, sufriendo continuos ciclos
de desecacién y humectacioén, por lo que sus caracteristicas fisicoquimicas son variables en el
tiempo y el espacio (Schmidt & Schaechter, 2012). Las sales presentes en suelos salinos pueden
provenir del propio material geoldgico original, ser resultado de un insuficiente drenaje, tasas
de evaporacién que superan a las precipitaciones en climas aridos, o bien ser resultado de la
influencia mareal en zonas costeras. En contraposicién a la salinizacién primaria, el acimulo de
sales en suelos también puede ser consecuencia de acciones antropogénicas (salinizacién
secundaria), tales como malas practicas de riego, de fertilizacién o modificacién de los niveles
freaticos (Abrol et al., 1988). Debido a la gran diversidad de procesos que contribuyen a la
salinizacién de los suelos, la composicion salina de los mismos es variable.
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Figura 4. Ejemplos de suelos salinos. A, Suelo salino del saladar de Cordovilla (Albacete) y B,
Suelos afectados por sal en India.

La evaluacion de la naturaleza salina de un suelo requiere la determinacién de la salinidad del
mismo. La salinidad de un suelo corresponde a la cantidad de sal existente en la solucién
contenida en él. Sin embargo, la obtencién de esta solucién es compleja, especialmente en
aquellos suelos con bajo contenido en agua como es frecuentemente el caso de los suelos salinos
(Abrol et al., 1988; Rhoades et al., 1999). Por ello, los pardmetros asociados con la salinidad del
suelo suelen medirse en un extracto acuoso de suelo. Aunque el extracto utilizado en las
clasificaciones de suelos salinos es el denominado pasta saturada o extracto de saturacién de
suelo (Richards, 1954; Rhoades et al., 1999), otros extractos se usan habitualmente por su
mayor facilidad e independencia de la experiencia del ejecutor. El limite de conductividad
eléctrica en pasta saturada (CE.) de 4 dSm-! para definir un suelo salino fue establecido por el
US Soil Laboratory en base a los efectos de este parametro sobre el crecimiento y desarrollo
vegetal (Richards, 1954) y adoptado también por la Organizacién de las Naciones Unidas para
la Alimentacién y la Agricultura (FAO) en su boletin sobre el manejo de suelos afectados por
sales (Abrol et al., 1988). Sin embargo, el efecto téxico de la salinidad para los seres vivos es
progresivo. El punto critico difiere para cada organismo y, por lo tanto, el limite propuesto es
arbitrario (Rhoades et al,, 1999; Rengasamy, 2006). Por otro lado, atendiendo a criterios
pedolégicos y edafolégicos se han establecido otros valores limite. La Base Referencial Mundial
del Recurso Suelo (WRB), que se usa como estandar internacional para la clasificacion de



suelos, sitda el limite para considerar un horizonte como salino en 15 dS m-! en algiin momento
durante al afio, o bien 8 dS m1 si el pH > 8,5; y el sistema de clasificacién taxondmica de suelos
coordinado por el Ministerio de Agricultura de Estados Unidos (USDA) lo fija en 30 dS m.
Existe, pues, diversidad de limites y criterios para definir un suelo como salino. Algunas de estas
clasificaciones subdividen los suelos salinos en distintas categorias en funcién del grado de
salinidad (Richards, 1954; Abrol et al., 1988; IUSS Working Group WRB. World reference base
for soil resources 2006, first update, 2007).

En cualquier caso, las elevadas concentraciones de sales en los suelo salinos afectan a las
propiedades fisicoquimicas del mismo y limitan su productividad (Canfora et al.,, 2014). A pesar
de la importancia econémica y ecoldgica, y el creciente aumento de los suelos con problemas
de salinidad (Rengasamy, 2006; Smith et al.,, 2016), los estudios de la microbiota de estos
ambientes son escasos (Ventosa et al., 2008; Oren, 2011a) y solo recientemente, durante los
ultimos meses de esta Tesis Doctoral, ha suscitado un mayor interés en la comunidad cientifica.
Hasta la fecha, se ha abordado el estudio de la comunidad microbiana presente en suelos salinos
costeros de Espafia (Quesada et al., 1982; 1983; Garabito et al., 1998), China (Zhao et al., 2018)
e Italia (Canfora et al., 2014; 2015), suelos salinos y alcalinos del antiguo lago Texcoco, en
México (Valenzuela-Encinas et al., 2008; 2009; Navarro-Noya et al,, 2015b), y de Rusia, Egipto
y Mongolia (Sorokin et al., 2008c) asi como otros suelos interiores naturalmente salinos como
Rambla Salada en Murcia (Espana) (Luque et al.,, 2012b; 2014; Oueriaghli et al., 2013; 2014),
Great Salt Plains (Oklahoma, EE. UU.) (Caton et al., 2004; 2009; Walsh et al., 2005), La Sal del
Rey (Texas, EE. UU.) (Hollister et al., 2010a), suelos salinos de la regién China de Qarhan Salt
Lake (Xie et al., 2017) y los desiertos salinos del Kutch en la India (Pandit et al., 2015; Patel et
al,, 2015; Narayan et al., 2018).

[.3.1.2.1 Suelos salinos en sistemas de marismas

Las marismas costeras, frecuentemente asociadas a estuarios, constituyen areas de transiciéon
entre ambientes acudticos y terrestres de alto valor ecolégico donde pueden encontrarse una
amplia variedad de suelos salinos. Los regimenes de mareas modelan los procesos fisicos,
quimicos y bioldgicos de estos ecosistemas, dando lugar a héabitats con diferente oxigenacién y
salinidad segun el grado de elevacién y frecuencia de inundacién (Mitsch & Gosselink, 2007;
Moffett et al., 2010). En las elevaciones mas bajas se encuentran sedimentos y suelos que se
inundan frecuentemente y permanecen saturados durante los periodos de exposicion aérea. Su
salinidad es similar a la del agua que inunda el sistema. En el otro extremo, la zona mas elevada
con influencia mareal tan solo se inunda durante mareas vivas equinocciales (Mitsch &
Gosselink, 2007; Shen et al,, 2018). En estas zonas, la capa de agua subterranea puede caer a
profundidades variables por debajo de la superficie en funcién del balance entre
evotranspiraciéon y precipitaciones, dando lugar en climas 4ridos a condiciones de elevada
salinidad que impiden el desarrollo de plantas (Shen et al., 2018). Se generan, asi, parches
desprovistos de vegetacion entre masas de vegetacion halé6fita, que en ocasiones de denominan
salitrales y donde se encuentran suelos analogos a los localizados en zonas de saladares.
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Paraje Natural Marismas del Odiel

El Paraje Natural de las Marismas del Odiel es un espacio natural de marismas mareales situado
en el estuario de los rios Tinto y Odiel en la provincia de Huelva (Espafia). Engloba las Reservas
Naturales de la Isla de Enmedio y la Marisma del Burro, que constituyen los nucleos de la
Reserva de la Biosfera declarada en 1983. Se trata, ademds, de una Zona de Especial
Conservacion para las Aves (ZEPA) y Zona Himeda de Importancia Internacional (Convenio de
Ramsar), siendo, por la diversidad de especies inventariadas en ella, la segunda zona himeda
espafiola mas importante para las aves acudticas, tras las marismas de Dofiana (Ficha
informativa de los Humedales de Ramsar en Andalucia. Sitio Ramsar Marismas del Odiel.,,
2007). Mas alla de su relevancia ecoldgica y natural, en este Paraje se llevan a cabo actividades
productivas tales como la explotacién salinera, la acuicultura, la pesca y el marisqueo, ademas
de la actividad turistica. Dado su potencial econdmico y su localizacion estratégica, este espacio
parece haber sido explotado desde tiempos antiguos ya que se han encontrado yacimientos
arqueoldgicos isldmicos y romanos en la isla de Saltés y alrededores (Plan de Ordenacién de los
Recursos Naturales del Paraje Natural Marismas del Odiel y de las Reservas Naturales Isla de
Enmedio y Marisma de El Burro, 2017). Actualmente, los municipios de Huelva, Aljaraque,
Gibrale6n y Punta Umbria, donde se concentra casi la mitad de la poblacién de la provincia de
Huelva, se sitiian alrededor de la Reserva. Con una extension de 7.184 hectdreas, tuvo su origen
en los procesos sedimentarios que se produjeron al inicio de la transgresién Flandriense
(Holoceno) (Ruiz et al., 1998; Lopez-Gonzalez et al.,, 2006), que dieron lugar al conjunto de islas
naturales, canales, cafios y esteros que conforman un complejo sistema estuarino con un
intrincado sistema de drenaje de tipo dendritico que permite la redistribucién de materia
organica y nutrientes por todo el drea de la marisma. Acciones antropogénicas en las marismas,
como la construcciéon del dique Juan Carlos I en la desembocadura y los dragados del canal de
acceso al puerto, han modificado la hidrodindmica de las mismas, registrdndose pérdidas de
grandes extensiones de las mismas debidas a la erosién en los bordes de los esteros y canales
de la zona central del estuario (Castillo et al.,, 2002; Ramirez-Juidias, 2014).

El paraje posee un clima mediterrdneo suavizado por la accién del mar, con unas
precipitaciones medias de 506 mm concentradas en otofio e invierno. De mayo a septiembre el
area sufre un déficit en el balance hidrico. Los inviernos son suaves y las temperaturas maximas
absolutas en verano no superan los 40 grados. El rango mareal medio es de 2,10 m, y se alcanzan
casilos 4 m sobre el cero hidrografico en las mareas altas primaverales (Castellanos et al., 1994;
Rubio-Casal et al., 2001). Los ciclos mareales han dado lugar a la creacidn de distintos hébitats
de marismas en este paraje: marisma baja que se inunda peridédicamente, marisma media que
se inunda con menor regularidad y marisma alta o madura cuyos aportes de agua provienen
principalmente de procesos de precipitacion, inunddndose solamente durante las mareas vivas
equinocciales (Castellanos et al, 1994). Las mareas también condicionan la distribucién
espacial (zonacién) y temporal (sucesidon) de los organismos presentes en la marisma. La
vegetacion en las Marismas del Odiel se compone principalmente de especies hal6fitas como
Spartina densiflora, Salicornia ramossisima y Sarcocornia (Castellanos et al., 1994), aunque en
las zonas de marisma alta también existen algunos cordones boscosos de pino pifionero y
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sabina (Plan de Ordenacidén de los Recursos Naturales del Paraje Natural Marismas del Odiel y
de las Reservas Naturales Isla de Enmedio y Marisma de El Burro, 2017).

Este sistema natural tiene una larga historia de contaminacién por dos fuentes principales. Por
un lado, los rios Tinto y Odiel discurren a través de la Faja Piritica Ibérica, que es rica en
yacimientos de sulfuros masivos (Davis Jr. et al., 2000; Adamides, 2013). La explotacién de estos
recursos mineros durante casi 5.000 afios (Nocete et al., 2005; Olias & Nieto, 2015) y el impacto
de la mineria en los rios Tinto y Odiel ha dado lugar a vertidos acidos cargados de metales
procedentes de drenajes acidos de las minas que han ido a parar a las cuencas de los rios Tinto
y Odiel (Olias & Nieto, 2015). Consecuentemente, se han detectado descensos de pH y una alta
carga de los metales pesados Al, Zn, Fe, Mn, Cu, Co, Cd, Pb, Cr, Ni y de otros elementos como As
en las aguas y sedimentos de diferentes tramos de estos rios (Davis Jr. et al.,, 2000; Morillo et al,,
2002; Olias et al., 2006; Nieto et al.,, 2007; Canovas et al., 2008; Ruiz et al., 2009; Sarmiento et
al.,, 2009; Hierro et al,, 2014), as{ como en su estuario (Ruiz et al., 1998; Davis Jr. et al., 2000;
Leblanc et al., 2000; Borrego et al., 2002; Montes-Botella & Tenorio, 2003; Sainz et al., 2004;
Lépez-Gonzalez etal.,, 2006; Nieto etal., 2007; Hierro et al., 2014). Estos elementos también han
sido detectados en sedimentos de las Marismas del Odiel y de la Ria de Huelva (Luque et al,,
1998; Santos-Bermejo et al., 2003; Morillo et al., 2008; Beltran et al., 2010), lugares donde
precipitan al mezclarse el contenido fluvial con el agua de mar (Nieto et al., 2007; Carro et al.,
2011; Hierro et al,, 2014). Es asi como estos elementos entran en la cadena tréfica. Varios
autores han descrito la acumulacién de metales pesados en halé6fitas de estas marismas (Luque
etal,, 1999; Cambrollé et al,, 2008; 2011).

La segunda fuente de contaminacion del paraje ha sido la actividad industrial del Polo Quimico
de Huelva (Luque et al., 1999; 2015; Davis Jr. et al., 2000; Bolivar et al., 2002; Morillo et al.,
2002), establecido en los aflos 1960, cuyos residuos fueron vertidos sin control a la ria de
Huelva hastala creacién del Plan Corrector de Vertidos (Luque et al., 1998). En los tltimos afios,
se estd produciendo una mejora del ecosistema estuarino debido a la disminucién de los
vertidos industriales a la Ria (Olias et al., 2006; Ruiz et al.,, 2009; Hierro et al., 2014). Sin
embargo, a pesar del cese de actividad de casi todas las minas de las cuencas de los rios Tinto y
Odiel, los aportes contaminantes mineros siguen siendo importantes (Olias et al., 2006; Olias &
Nieto, 2015).

La flora de estazona ha despertado gran interés cientifico y se han realizado un elevado nimero
de estudios sobre su distribucién y dinamica poblacional (Castellanos, 1992; Nieva et al., 2001;
Redondo-Gémez et al., 2007), fisiologia y ecologia (Nieva, 1996; Castillo, 2001; Redondo et al,,
2004; Redondo-Gémez et al, 2006; Castillo & Figueroa, 2009a), capacidad para la
bioacumulacién de metales y su uso en fitorremediaciéon (Cambrollé et al., 2008; 2011; Castillo
& Figueroa, 2009b; Curado et al,, 2014a; 2014b).

Aunque una amplia diversidad de estudios han tratado las comunidades microbianas de las
aguas 4cidas del Tinto (Ferndndez-Remolar et al., 2008; Palacios et al., 2008; Souza-Egipsy et
al,, 2008; Garbayo et al.,, 2012; Garcia-Moyano et al,, 2012; Oggerin et al., 2014; Sdnchez-Roman
etal, 2014; Amils, 2016), lainformacién disponible sobre la microbiota de los distintos habitats
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de las Marismas del Odiel se reduce a los recientes trabajos de aislamiento y caracterizacién de
rizobacterias de Spartina maritima con potencial para biorremediacién (Paredes-Paliz et al.,
2016) y arqueas y bacterias haléfilas de la salinas de Bacuta y Aragonesas (actualmente Salinas
del Odiel S.L.) (Marquez et al., 1987; Infante-Dominguez et al., 2015; Leén et al., 2015; de la Vega
etal, 2016; Lopez-Hermoso et al., 2017a; 2017b).
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Figura 5. Esquema del Paraje Natural Marismas del Odiel en la provincia de Huelva, Espana.
1.3.2  Microorganismos haldfilos

1.3.2.1  Concepto y clasificacion

Se ha acufiado el término haldfilo, que significa “amigo de la sal” en griego (de hals, sal, y phil,
amor 0 amigo), para describir a aquellos organismos que requieren altas concentraciones de
sales para crecer 6ptimamente. También se han descrito seres vivos halotolerantes que pueden
vivir en ambientes hipersalinos, soportando altas concentraciones de sales, aunque no
requieran altas cantidades de estas sustancias para su dptimo crecimiento.

Las sales constituyen nutrientes esenciales para los seres vivos, ya que son fuente de cationes
y aniones que intervienen como cofactores en reacciones enzimaticas vitales. Ademas, el
estudio de las relaciones con la sal de diferentes organismos revela un continuo de
comportamientos con respecto a la salinidad del medio (observando 6ptimos de crecimiento,
asi como concentraciones minimas requeridas y maximos tolerados en todo el rango salino),
por lo que la delineacién de los limites de crecimiento de los microrganismos haldfilos y las
diferentes categorias de éstos no son estancas (Oren, 2008). Aunque se han propuesto varias
clasificaciones (Triiper & Galinski, 1986; Vreeland, 1987; Ramos-Cormenzana, 1989), la mas
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ampliamente utilizada es la propuesta por Kushner y Kamekura en 1988 (Kushner & Kamekura,
1988). Esta divide a los microorganismos en grupos segtn la concentracién de NaCl requerida

para su 6ptimo crecimiento:

Microorganismos no haléfilos. Estos se desarrollan éptimamente en medios con
menos del 1% p/v de NaCl (0,2 M, aproximadamente). Aquellos que pueden tolerar
altas concentraciones de sal son conocidos como halotolerantes. En caso de que éstos
soporten concentraciones de NaCl superiores al 15 % p/v (aproximadamente 2,5 M) se
denominan halotolerantes extremos.

Haléfilos débiles. Crecen éptimamente en medios con un contenido en sales del 1 al
3 % p/v (0,2-0,5 M) de NaCl. Este es el caso de los microorganismos marinos.

Haléfilos moderados. Su crecimiento es 6ptimo en medios con 3-15 % p/v de NaCl
(0,5a2,5M).

Haléfilos extremos. Crecen mas favorablemente en medios que contienen del 15 % a
saturacion de sales, alrededor de 32 % p/v (2,5-5,2 M) de NaCl.

Aunque los niveles de halofilia propuestos por Kushner y Kamekura (1988) se establecen en
funcion de los requerimientos éptimos y tolerancias al cloruro sédico, la sal mas abundante en
la mayoria de los ambientes hipersalinos de la tierra (Fox-Powell et al,, 2016), otras sales e
iones pueden ser requeridas y/o toleradas para el crecimiento 6ptimo de un microorganismo
(Arahal et al,, 2007; Kim et al,, 2015). Algunos organismos necesitan iones especificos para su
crecimiento, como el Na* (Sanchez-Porro et al.,, 2009), el Mg+ (Valderrama et al., 1991; Savage
etal, 2007) o el Cl- (Roef3ler & Miiller, 1998; Miiller & Oren, 2003). Ademas, el requerimiento
de sales para crecer puede variar en una misma especie en funcién de otras condiciones como
la temperatura de incubacién (Post, 1977) o la concentraciéon de nutrientes en el medio
(Forsyth & Kushner, 1970).

_ [NaCl]

|
10% 20 % 30 % Saturacion
No haléfilos

Halotolerantes
Haldfilos débiles

Haldfilos moderados

I iéfos exreros

Figura 6. Esquema de los distintos niveles de halofilia propuestos en la clasificacion de

Kushner y Kamekura (1988).

14



1.3.2.2 Diversidad filogenética

A pesar de las extremas condiciones de estrés osmotico frecuentemente combinadas con altas
temperaturas, radiacion solar, presiones y bajas concentraciones de oxigeno que se dan en los
ambientes hipersalinos, la diversidad microbiana presente en éstos incluye representantes de
los tres dominios del arbol de la vida (Oren, 2008).

Aunque no solo los microorganismos son capaces de sobrevivir en ambientes hipersalinos (el
crustidceo Artemia salina y las larvas de la mosca del género Ephydra pueden observarse
facilmente en ambientes acudaticos talasosalinos con salinidades de hasta 15-20 %), se trata de
los organismos que mejor soportan estas condiciones y nos centraremos en ellos.

[.3.2.2.1 Arqueas

Todas las arqueas haléfilas obtenidas en cultivo puro hasta el momento pertenecen al phylum
Euryarchaeota. En este phylum se encuadran las arqueas haléfilas extremas principalmente
aerobias, conocidas como haloarqueas, que conforman la clase Halobacteria, y un niimero
reducido de arqueas metandgenas haldfilas. Mientras que las arqueas metandgenas
halotolerantes o haldfilas descritas hasta la fecha se circunscriben a cinco géneros de la clases
Methanomicrobia (Methanohalobium, Methanohalophilus y Methanosalsum del orden
Methanosarcinales 'y  Methanocalculus del orden Methanomicrobiales) y
“Methanonatronarchaea” (“Methanonatronarchaeum thermophilum”)(de la Haba et al,, 2011;
Sorokin etal,, 2017),1a clase Halobacteria es extensa y en la tltima revisién disponible constaba
de 177 especies agrupadas en 48 géneros distintos (de la Haba et al., 2011; Parte, 2014; Gupta
etal., 2015). Una reciente reclasificacion distingue tres 6rdenes dentro de la clase Halobacteria:
Natrialbales, Haloferacales y Halobacteriales, cada uno de ellos con una familia: Natrialbaceae,
Haloferacaceae y Halobacteriaceae, respectivamente (Gupta et al., 2015). Las haloarqueas han
sido consideradas tradicionalmente como los microorganismos haléfilos extremos por
excelencia dado su requerimiento de sales para crecer en el laboratorio y la dominancia de la
comunidad microbiana en sistemas con concentraciones superiores al 20 %. De hecho, sus
bacteriorruberinas y derivados, que son pigmentos carotenoides de 50 d&tomos de carbono
abundantes en la membrana de la mayoria de las haloarqueas, son los principales responsables
de la coloracion roja-rosada de muchos ambientes hipersalinos con altas concentraciones de
sales. Sin embargo, se han aislado y descrito arqueas hal6filas moderadas e incluso algunas
capaces de crecer en ambientes con bajas concentraciones de sales, por lo que este paradigma
estd cambiando (Oren, 2008).

El estudio de diversos ambientes hipersalinos por métodos independientes de cultivo ha puesto
de manifiesto la existencia de un grupo abundante de arqueas haléfilas relacionadas con la clase
Halobacteria. Las primeras secuencias relacionadas con este grupo fueron detectadas en el lago
alcalino hipersalino Magadi, en Kenya, en 1999 (Grant et al., 1999). Posteriormente, Casanueva
y colaboradores observaron la presencia de arqueas de pequefio tamafo no solo en ambientes
hipertermofilos donde habitaban las nanoarqueas conocidas hasta la fecha, sino también en
ambientes hipersalinos como la columna de agua de una salina en Mongolia Interior (China) y
sedimentos de una salina localizada en Sudafrica (Casanueva et al, 2008); y Ghai y
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colaboradores detectaron este grupo en estanque concentradores de las salinas Bras del Port
(Santa Pola, Alicante) (Ghai et al., 2011). Desde entonces, estas arqueas de tamafio ~0,6 pm
han sido detectadas en diversos ambientes alrededor del planeta con salinidades comprendidas
entre el 19 %y 40 % (Zhaxybayeva etal., 2013; Baricz et al.,, 2014a; Martinez-Garcia et al., 2014;
Gomariz etal, 2015; Di Meglio et al., 2016; Vavourakis et al., 2016; dC Rubin et al., 2017; Finstad
etal, 2017; Vogtetal, 2018) y 18 genomas relacionados con las mismas han sido reconstruidos
(Narasingarao et al., 2012; Martinez-Garcia et al., 2014; Vavourakis et al.,, 2016; Finstad et al,,
2017). En base a los andlisis filogenéticos realizados mediante comparacién de las secuencias
del gen ARNr 16S procedentes de habitats hipersalinos y alcalinos, las nanohaloarqueas fueron
inicialmente reconocidas como un grupo del phylum Euryarchaeota lejanamente emparentado
con las arqueas de la clase Halobacteria (Narasingarao et al.,, 2012; Oren, 2014a). Recientes
reconstrucciones gendémicas han permitido proponer un nuevo phylum candidato,
“Nanohaloarchaeota”, dentro del superphylum “DPANN” para alojar a estos nuevos
microorganismos (Rinke et al., 2013; Castelle et al., 2015). A pesar del caracter elusivo de estos
microorganismos, que no han podido ser obtenidos en cultivo puro hasta la fecha, y de su
disputada filogenia, la reconstruccion de diversos genomas de este grupo de arqueas de bajo
GC estan permitiendo conocer el potencial fisiol6gico y metabdlico de “Nanohaloarchaeota”. Se
trata de microorganismos heterdtrofos cuya relaciéon con el oxigeno no estd clara: aunque
Narasingarao y colaboradores propusieron para este grupo un metabolismo
predominantemente aerdbico, Vavourakis y colaboradores no encontraron oxidasa terminal de
aerobiosis en los genomas reconstruidos relacionados con este grupo que contenian, sin
embargo, genes relacionados con un modo de vida fermentativo (Narasingarao et al., 2012;
Vavourakis et al., 2016). A pesar de su prevalencia y abundancia en ambientes hipersalinos, el
grado de halofilia de este dltimo grupo de arqueas no ha podido ser determinado, ya que
ninguno de sus representantes ha sido aislado en cultivo puro ni por tanto caracterizado.

[.3.2.2.2 Bacterias

La tolerancia y adaptacién a una salinidad ambiental elevada son caracteristicas muy
extendidas en el dominio Bacteria. El grupo contiene desde microorganismos halotolerantes
hasta haléfilos extremos englobados en diferentes ramas filogenéticas: Actinobacteria,
Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes, Proteobacteria, Spirochaetes, Tenericutes,
Thermotogae y Verrucomicrobia (De La Haba et al, 2010). Estos grupos no contienen
Unicamente especies haléfilas, por lo que es frecuente encontrar en el arbol de la vida
microorganismos haléfilos estrechamente relacionados con otros no haléfilos y, ademas,
muchos géneros, familias y érdenes contienen representantes con una gran variedad de
requerimientos y tolerancia a la sal. Si bien el rasgo halofilico se encuentra repartido en
diferentes ramas filogenéticas, el orden Halanaerobiales alberga exclusivamente
microorganismos haléfilos. A excepcién del género Zymobacter, las bacterias de la familia
Halomonadaceae son todas haléfilas también. Como las haloarqueas, los miembros de la familia
Halomonadaceae son heteroétrofos y aerobios, con limitadas posibilidades de crecimiento
anaerobico. Por su parte, el orden Halanaerobiales contiene bacterias con un estilo de vida
anaerobio fermentativo con azicares como principales sustratos (Oren, 2008). El metabolismo
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de las bacterias haléfilas es muy diverso, incluyendo desde microorganismos aerobios a
anaerobios estrictos, asf como fotétrofos y heterétrofos.

Aunque la mayoria de las bacterias haléfilas toleran o estan adaptadas a salinidades bajas o
moderadas (10-20 % NaCl), se han descrito bacterias con requerimientos mas extremos de
sales, como Actinopolyspora halophila (Actinobacteria) (Gochnauer et al, 1975),
Halorhodospira halophila (actualmente Ectothiorhodospira halophila) (Hirschler-Rea et al.,
2003), Ectothiorhodopsira halochloris (Imhoff & Triiper 1977), Halovibrio denitrificans,
Halospina denitrificans (Sorokin et al. 2006) pertenecientes a Gammaproteobacteria,
Halanaerobium lacusrosei (Firmicutes) (Cayol et al. 1995), Acetohalobium arabaticum (Zhilina
& Zavarzin 1990), Halobacteroides lacunaris (Zhilina et al. 1991) y los miembros descritos de
los géneros Salinibacter y Salinivenus (Rhodothermaeota) (Oren, 2002; Ventosa, 2006;
Maturrano et al. 2006; Munoz et al. 2016; Viver et al. 2017). Los representantes de este dltimo
género, que contiene actualmente dos especies (Anton et al., 2002; Makhdoumi-Kakhki et al,
2012b; Viver et al,, 2018), crecen éptimamente en una concentracién de 3-4 M NaCl, requieren
un minimo de 15 % de sales totales y conviven con haloarqueas en ambientes hipersalinos
extremos como los estanques cristalizadores de las salinas (Antdn et al., 2002; 2008; Oren et
al,, 2004b; Ghai et al,, 2011; Oren, 2013a). Por sus peculiares caracteristicas y abundancia en
estos sistemas, estas bacterias han suscitado el interés en la comunidad cientifica y se ha
estudiado en profundidad su distribucién, abundancia, diversidad, fisiologia, metabolismo y
mecanismos de adaptacion, entre otros (Antén et al,, 2002; 2008; 2013; Oren, 2002; 2013a;
Mongodin et al., 2005; Rossell6-Mora et al., 2008; Lattanzio et al., 2009; Pasi¢ et al., 2009; Pefia
etal,, 2010; Brito-Echeverria et al., 2011; Sudo et al,, 2014; Viver et al., 2018).

[.3.2.2.3 Eucariotas

Si bien los procariotas son los principales habitantes de los ambientes hipersalinos, también
existen representantes del dominio Eukarya capaces de vivir en condiciones salinas,
especialmente cuando la salinidad no es muy elevada (Ventosa, 2006). El eucariota haléfilo
mejor estudiado es sin duda Dunaliella salina. Este alga, que se encuentra hasta en salinidades
del 30 % de sales totales, es el principal productor primario de los ambientes hipersalinos
acuaticos estudiados (Stephens & Gillespie, 1976; Post, 1977; Rodriguez-Valera et al., 1985;
Javor, 1989b; Oren, 2005; 2014b; Elevi Bardavid et al., 2008). Dunaliella puede acumular
grandes cantidades de betacarotenos, lo cual contribuye al color rojizo de los ambientes
acuaticos donde predomina, ademds de proporcionarle valor biotecnolégico (Oren, 2005).
Aunque en menor proporcién, otros eucariotas pueden formar parte de la microbiota de los
ambientes hipersalinos: el alga flagelada fotosintética Asteromonas gracilis, hongos
filamentosos de los géneros Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Chaetomium, Cladosporium,
Eurotium, Gymnascella, Penicillium, Scopulariopsis, Stachybotrys, Ulocladium y Wallemia;
levaduras haléfilas y halotolerantes como Aureobasidium pullulans, Candida parapsilosis,
Debaryomyces hansenii, Hortea werneckii, Phaeotheca triangularis, Pichia guilliermondii,
Rhodosporidium  sphaerocarpum, Rhodosporidium  babjevae, Rhodotorula laringes,
Trimmatostroma salinum y Yarrowia lipolytica, asi como varios tipos de protozoos ciliados y
flagelados (Butinar et al., 2005a; 2005b; 2005c; Cho, 2005; Ventosa, 2006; Triad6-Margarit &
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Casamayor, 2013). Atn no se conoce la contribucién de los hongos haléfilos a la actividad
heterotréfica en estos sistemas. Los protozoos, por su parte, contribuyen a la cadena troéfica
controlando la densidad de la comunidad procariota heterotroéfica en estanques de salinidad
intermedia (10-15 %) (Pedrés-Ali6 et al., 2000).

Figura 7. Ejemplos de microorganismos haldfilos. A, El alga verde unicelular Dunaliella salina;
B, la arquea cuadrada Haloquadratum walsbyi.

[.3.2.2.4 Virus

Con 109 particulas virales por mililitro, los ambientes hipersalinos son los sistemas acuaticos
estudiados con mayor densidad virica (Atanasova et al., 2015). La poblacién virica en estos
ambientes aumenta a medida que lo hace la salinidad, correlaciondndose con el nimero de
procariotas (Santos et al., 2012). Ademas, se ha propuesto que éstos son frecuentemente los
responsables del control de la poblacién microbiana presente en ambientes hipersalinos
extremos, ya que los protozoos depredadores suelen estar ausentes a partir de concentraciones
salinas del 25 % (Guixa-Boixareu et al.,, 1996; Pedrés-Alié et al., 2000; Santos et al.,, 2012). El
material genético de todos los virus haléfilos descritos hasta la fecha es ADN, pudiendo ser
atenuados o virulentos, y presentando diversas morfologias: se conocen myovirus, siphovirus,
podovirus, virus icosaédricos con membrana interna, pleomoérficos y con forma de limoén,
siendo los dos ultimos morfotipos actualmente especificos de virus de arqueas (Atanasova et
al, 2015; 2018).

A pesar de su abundancia, solo se conoce una pequeiia parte de la diversidad virica existente
en ambientes hipersalinos. Hasta la fecha se han descrito 90 halovirus de arqueas, frente a tan
solo diez que infectan bacterias haldfilas (Atanasova et al., 2015). Todos los virus de
haloarqueas aislados infectan a miembros del phylum Euryarchaeota (Prangishvili, 2013),
aunque también se han descrito por métodos independientes de cultivo virus de
nanohaloarqueas (Garcia-Heredia et al., 2012; Martinez-Garcia et al,, 2014). Por su parte, todos
los halovirus de bacterias conocidos infectan a especies pertenecientes a géneros
frecuentemente aisladas en el laboratorio a partir de ambientes hipersalinos: Halomonas,
Pseudomonas, Salicola, Salinivibrio y Salisaeta. Los Unicos halovirus de eucariotas aislados
infectan a la ameba halotolerante Acanthamoeba polyphaga (Boughalmi et al.,, 2013). No se

18



conocen virus que infecten al alga Dunaliella salina o a hongos haléfilos. Sin embargo, se han
detectado por métodos independientes de cultivo un gran niimero de phycodnavirus de algas
fototréfas asi como virofagos atacando a esos mismos virus en lagos hipersalinos de la
Antartida (Yau et al,, 2011).

1.3.2.3 Diversidad metabodlica

Dada la gran diversidad filogenética del mundo haléfilo, no es raro que los procesos por los que
estos microorganismos obtienen carbono y energia sean también muy diversos.

La luz es un recurso abundante en muchos ambientes hipersalinos, por lo que una variedad de
haléfilos y halotolerantes son capaces de obtener energia a partir de ella. Asi, se han descrito
microorganismos fotosintéticos oxigénicos en todo el rango de salinidad. Aunque algunos
microorganismos marinos como las diatomeas pueden soportar concentraciones de sal de
hasta 10-15 %, a concentraciones superiores este proceso es Unicamente llevado a cabo por
cianobacterias (unicelulares, como Aphanothece halophytica, y filamentosas, como Phormidium
spp., o Halospirulina tapeticola) y algas verdes unicelulares del género Dunaliella. A partir del
20-25 % de salinidad, solo Dunaliella es capaz de realizar la fotosintesis oxigénica (Oren,
2011a).

La fotosintesis en ambientes salinos también puede tener lugar con el sulfuro como donador de
electrones. Los microorganismos con este metabolismo son comunes en los tapetes
microbianos, donde pueden observarse formando una capa de color morado. Las bacterias
haléfilas fotétrofas del azufre incluyen a los géneros Halochromatium, Thiohalocaspa,
Ectothiorhodospira o Halorhodopsira. Este proceso puede ocurrir a altas concentraciones de sal,
e incluso en ambientes con condiciones concomitantes de alto pH (Ollivier 1994). También se
han descrito bacterias purpura del azufre de metabolismo fotoheterétrofo, como son las
especies Rhodovibrio salinarum, Rhodospirillum sodomense y Rhodothalassium salexigens, cuyo
rango de crecimiento se extiende hasta el 20-24 % de sales (Oren, 2011a).

Otro mecanismo por el que los microorganismos haléfilos obtienen energia a partir de la luz en
un amplio rango de salinidades consiste en la utilizacién de pigmentos basados en retinal, las
rodopsinas (Oren, 2011a; Pinhassi et al,, 2016). Las rodopsinas microbianas, descritas por
primera vez en la haloarquea Halobacterium salinarum, se encuentran en los tres dominios del
arbol de la vida, asi como en virus (Grote, 2011; Ernst et al., 2014; Pushkarev & Béja, 2016).
Estas rodopsinas pueden funcionar como bombas de protones (bacteriorrodopsinas,
proteorrodopsinas, xanthorrodopsinas y actinorrodopsinas), bomba de iones cloruros
(halorrodopsinas de arqueas y rodopsinas de cloruros de bacterias) y de sodio (en bacterias),
como canales menos especificos (“channelrhodopsins”), asi como sensores de luz (tipos [ y 1],
que actian como sensores fototaxicos positivos y negativos, respectivamente, y las rodopsinas
sensoriales de tipo III) (Pinhassi et al, 2016; Pushkarev & Béja, 2016). Mientras que las
proteorrodopsinas son abundantes en la superficie del océano y se han descrito en diversos
miembros de los phyla Proteobacteria, Bacteroidetes y Euryarchaeota marinos (Béja et al., 2001;
Pinhassi et al., 2016), otros tipos de rodopsinas son exclusivos de microorganismos haléfilos:

19



se trata de las bacteriorrodopsinas y rodopsinas sensoriales de tipo Il de haloarqueas y las
halorrodopsinas y rodopsinas sensoriales tipo I, que Unicamente se han descrito en
haloarqueas y en la bacteria haléfila extrema Salinibacter ruber (Pinhassi et al., 2016). Asf, por
ejemplo, los microorganismos haléfilos extremos Halobacterium salinarum y Salinibacter ruber
poseen varios tipos de rodopsinas: el primero posee una halorrodpsina, una
bacteriorrodopsina y dos rodopsinas sensoriales (SRI y SRII), mientras que S. ruber posee una
halorrodopsina, una xantorrodopsina y dos rodopsinas sensoriales de tipo I (Bryant & Frigaard,
2006). Diversos estudios han demostrado que el gradiente de protones generado por
rodopsinas contribuye al pool energético celular y puede emplearse en diversos procesos. Se ha
demostrado que en algunos microorganismos este proceso es responsable del aumento de la
supervivencia en células en condiciones de estrés nutricional, y/o estimulacién del crecimiento
cuando una fuente de luz estd presente (Oren, 2011a; Pinhassi et al,, 2016). Asi, Hartmann y
colaboradores comprobaron que Halobacterium salinarum puede crecer anaerébicamente en
presencia de luz gracias a sus bacteriorrodopsinas (Hartmann 1990). Sin embargo, no se ha
demostrado crecimiento autétrofo en microorganismos con estos pigmentos (Andrei et al.,
2012; Pinhassi et al., 2016).

Bacteriorhodopsin Halorhodopsin Channelrhodopsin Sensory Rhodopsin
(BR) (HR) (ChR) (SR)

B

|

Na*,K*,Ca®* H*

X

All-trans retinal
chromophore

Figura 8. Tipos de rodopsinas (Zhang y col. 2011).

También se han observado procesos quimioautétrofos en ambientes salinos. Algunos de estos
procesos pueden darse a concentraciones altas de sal, mientras otros parecen estar restringidos
a un rango salino mas bajo. La oxidacién del amonio a nitrato via nitrito (nitrificacién) de forma
autoétrofa ocurre en sistemas marinos, pero no ha sido detectado en ambientes con salinidades
superiores al 15 % (Oren, 2011a). Nitrosomonas europea (Betaproteobacteria) y “Nitrosococcus
halophilus” (Gammaproteobacteria) pueden llevar a cabo estos procesos a concentraciones de
sal inferiores al 9 % (Koops et al,, 1990; Ward et al., 2000). Por otro lado, la informacién sobre
el uso de nitrito como donador de electrones para el crecimiento autdtrofo en ambientes
hipersalinos es muy reducida.

Se han descrito microorganismos haléfilos capaces de oxidar compuestos de azufre y crecer
quimioautotréficamente hasta a concentraciones de sal del 29 %. Halothiobacillus halophilus y
Thiohalorhabdus denitrificans (Gammaproteobacteria), —-el cual también puede crecer en
anaerobiosis usando nitrato como aceptor final de electrones-, ademas de las especies
alcaléfilas Thiohalospira halophila, Thiohalospira alkaliphila y Thioalkalivibrio halophilus
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(Ectothiorhodospira; Gammaproteobacteria), pueden llevar a cabo este proceso (Banciu et al,,
2004; Sorokin & Kuenen, 2005; Sorokin et al., 2008b).

Se conocen haléfilos capaces de crecer autotréficamente a partir de la oxidacion del arsenito As
(IIT) a arseniato As (V), utilizando oxigeno o nitrato como aceptor de electrones. Alkalilimnicola
ehrlichii (Gammaproteobacteria) puede crecer como un quimioautétrofo mediante este proceso
hasta 19 % de sales, aunque también es capaz de crecer heterotréficamente (Hoeft et al., 2007).

Aunque algunos metanotrofos con moderada halotolerancia se han aislado de lagos salinos, su
crecimiento 6ptimo ocurre a tan solo un 2 % de sales (Trotsenko & Khmelenina, 2002).

La gran mayoria de microorganismos haléfilos y halotolerantes descritos son heterétrofos y
aerobios. A concentraciones de sal inferiores a 20-25 %, los representantes del dominio
Bacteria, como aquellos de la familia Halomonadaceae, son los principales responsables de la
actividad heterotroéfica, y pueden crecer a partir de un amplio rango de sustratos (Arahal &
Ventosa, 2006). La variedad de sustratos a partir de los que es posible el crecimiento a altas
concentraciones de sal es mas reducida. Los grupos de heterétrofos aerébicos que habitan
salinidades mas altas pertenecen a la clase Halobacteria (Archaea) y al género Salinibacter
(Bacteria) (Oren, 2008). Los principales sustratos utilizados por las haloarqueas y Salinibacter
como fuente de carbono y energia son aminodacidos, carbohidratos y 4cidos organicos (Antén et
al, 2017; Oren et al., 2017). Se estima que el glicerol, el soluto compatible acumulado por
Dunaliella, es uno de los principales sustratos disponibles para la comunidad procariota
heteré6trofa de estos habitats (Oren, 2011b; Williams et al., 2016). Aunque unas 50 haloarqueas,
y miembros del género Salinibacter, han mostrado la capacidad de crecer en este sustrato, y la
actividad respiratoria de la comunidad microbiana del Mar Muerto y estanques cristalizadores
de salinas en Eilat (Israel) era estimulada por la adicién de este compuesto (Oren, 1995; 2016),
la monitorizacién in situ de su uso por la comunidad procariota de un estanque cristalizador de
una salina solar en Santa Pola, Alicante revelé que ni Haloquadratum ni Salinibacter
incorporaban este compuesto (Rossell6-Mora et al., 2003). Por otro lado, el uso de piruvato
como sustrato en medios de cultivo ha permitido el aislamiento de microorganismos
abundantes en salinas solares pero de dificil cultivo, como Haloquadratum o Spiribacter (Oren,
2015b). El conocimiento del papel de estos dos sustratos en la ecologia de procariotas de
sistemas hipersalinos es aun escaso (Oren, 2015b).

El oxigeno tiene una limitada solubilidad en soluciones con altas concentraciones de sales y, por
ello, puede actuar como factor limitante para el crecimiento de haléfilos aerobios. Por ello,
algunos microorganismos haléfilos son capaces de utilizar aceptores de electrones diferentes
al oxigeno o fermentar compuestos organicos, asi como de llevar a cabo procesos estrictamente
anaerdébicos como son la metanogénesis y homoacetogénesis (Oren, 2011a).

Algunos microorganismos haléfilos son capaces de utilizar otros aceptores finales de electrones
alternativos al oxigeno como nitrato, sulfato, selenato y arseniato (Oren, 2008; Andrei et al,
2012). Una gran variedad de microorganismos halotolerantes y haléfilos pueden utilizar el
nitrato como aceptor final de electrones. Estos son los miembros de la familia Halomonadaceae
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y algunas arqueas haléfilas de la clase Halobacteria (Haloarcula marismortui, Haloarcula
vallismortis, Haloferax mediterranei) (Mancinelli & Hochstein, 1986; Ventosa et al., 1998).
Teniendo en cuenta las bajas concentraciones de nitrato generalmente encontradas en los
ambientes hipersalinos, y la aparente ausencia del proceso regenerativo del mismo
(nitrificacién) a altas concentraciones salinas, la reduccién de nitrato como respiraciéon
anaerobica parece ser limitada en la naturaleza (Oren, 1994).

La capacidad de reducir dimetilsulféxido, trimetil-N-6xido o fumarato esta también bastante
extendida (Andrei et al., 2012). La reduccién desasimilatoria del sulfato se ha observado en
ambientes anaerobios hipersalinos, incluso en aquellos con altos valores de pH (Oren, 2011a).
Sin embargo, todos los microorganismos haléfilos y halotolerantes extremos descritos hasta la
fecha son incapaces de llevar a cabo oxidaciones completas de sus sustratos mediante este
proceso (Oren, 1999a), que tan solo se han descrito a concentraciones salinas inferiores al 13 %
por Desulfobacter halotolerans (Deltaproteobacteria) (Brandt & Ingvorsen, 1997).
Desulfohalobium retbaense, otra deltaproteobacteria, crece 6ptimamente al 10 % y tolera hasta
24 % de sales y es el aislado capaz de llevar a cabo la reduccién desasimilatoria del sulfato a
mayores concentraciones de sal (Ollivier et al, 1991). El uso de arseniato y selenato como
aceptores finales de electrones es menos comun. En el lago hipersalino alcalino Searles Lake
(California), donde la concentracién de arsénico alcanza 3,9 mM, puede observarse un ciclo
biogeoquimico del arsénico en el que los microorganismos haléfilos quimioautétrofos oxidan
el As (III) a As (V), mientras que el As (V) es reducido a As (III) en procesos de respiraciéon
anaerébica (Oremland et al, 2005). Halarsenatibacter silvermanii (Halanaerobiales), con
optimo de pH y salinidad de 9,4 y 35 %, puede crecer de manera quimioautétrofa oxidando
sulfuro con arseniato como aceptor de electrones. Este microorganismo puede también utilizar
Fe (III) o azufre elemental en la respiracidn anaerdbica, y crecer heterotréficamente usando un
amplio rango de aceptores de electrones organicos (Blum et al., 2009). Con respecto a uso del
selenato en la respiracién anaerdbica, Selenihalanaerobacter shriftii, otro miembro del orden
Halanaerobiales, puede reducir este compuesto a una mezcla de Se (I1I) y Se (0) (Switzer Blum
etal,, 2001).

Se han detectado procesos fermentativos en todo el rango salino. Algunas especies del género
Halobacterium (Halobacteria) pueden crecer anaerébicamente obteniendo energia a partir de
la fermentacién de la arginina, dando lugar a ornitina, amonio y diéxido de carbono (Oren,
2006b). Es probable que la haloarquea Halorhabdus tiamatea, aislada de una de las cuencas
hipersalinas del fondo del mar Rojo, pueda también crecer a partir de procesos fermentativos
(Antunes et al.,, 2008b). En el domino Bacteria, la mayoria de los miembros del orden
Halanaerobiales, que son haléfilos anaerobios estrictos que crecen entre el 10 y 20 % de sal,
obtienen energia para crecer a partir de la fermentacién de azicares simples. Otros haléfilos
fermentadores son Clostridium halophilum (Firmicutes) 'y Haloplasma contractile
(Haloplasmatales) (Antunes et al., 2008a; Oren, 2011a).

La metanogénesis a partir de diéxido de carbono e hidrégeno (hidrogenotroéfica) y a partir de
acetato (acetoclastica) se ha demostrado a bajas concentraciones de sales como las encontradas
en Mono Lake, California (~9 % de sales) (Oremland & King, 1989). El metanégeno mas
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halotolerante que utiliza di6xido de carbono e hidrégeno, Methanocalculus halotolerans, no
crece por encima de un 12 % de sal (Ollivier et al., 1997). A altas concentraciones salinas, la
metanogénesis es de tipo metilotréfica (a partir de compuestos C1l/monocarbonados
metilados), ocurre a partir de aminas metiladas como la trimetilamina, formadas a partir de
osmoprotectores como la glicina betaina y, en ocasiones, también a partir de dimetilsulfuro
(Oren, 2011a; Andrei et al., 2012). Methanohalophilus evestigatum y M. portucalensis (orden
Methanosarcinales; Archaea) poseen este tipo de metabolismo y crecen hasta 24-25 % de sal
(Zhilina & Zavarzin, 1987). El metano es inicamente uno de los productos principales de la
degradacién anaerébica microbiana en ausencia de grandes cantidades de productos como
sulfato, nitrato, Mn (IV) o Fe (III). La presencia de estas sustancias en el medio permite a otros
tipos metabdlicos superar a los metanégenos, principalmente por razones termodindmicas
(Andrei et al,, 2012).

Otro proceso anaerébico que ocurre a altas salinidades es la produccion de acetato a partir de
hidrégeno y diéxido de carbono por medio de bacterias homoacetogénicas. Acetohalobium
arabaticum (Halanaerobiales), capaz de este proceso, puede crecer hasta el 25 % de sales
(Zavarzin et al., 1994).

A pesar de la gran diversidad filogenética de los microorganismos haléfilos y los diversos
mecanismos para obtener energia y carbono que utilizan, ciertos procesos metabdlicos como la
nitrificacion, la metanogénesis a partir del hidrégeno y diéxido de carbono o a partir de acetato
y la oxidacién del metano no se han observado a concentraciones de sales superiores a 10-15 %.
Se ha propuesto que no son factibles a estas salinidades, dado el coste energético de la vida en
estas condiciones (Oren, 1999a; 2011a).

1.3.2.4 Mecanismos de osmoadaptacion

Los microorganismos que viven en ambientes hipersalinos se encuentran expuestos,
principalmente, a un alto potencial osmético, cuya magnitud puede variar en el tiempo en
funciéon de las condiciones ambientales, por lo que han desarrollado mecanismos de
osmodaptacién que les permiten resistir altas concentraciones de sales en su medio y adaptarse
rapidamente a oscilaciones en ellas. Estos organismos mantienen su homeostasis modulando
activamente la concentracion intracelular de (i) iones o (ii) solutos organicos en funcién de la
osmolaridad del medio externo; estrategias que se han denominado salt-in y salt-out,
respectivamente (Galinski & Triiper, 1994).

La estrategia salt-in consiste en la modulacidn del contenido en sales inorgéanicas del interior
celular. Este mecanismo ha sido demostrado en varias especies modelo de la clase Halobacteria
como Halobacterium salinarum, Haloarcula marismortui, Haloferax volcanii, Haloferax
mediterranei, Haloferax gibbonsii, Halorubrum saccharovorum y Halorubrum trapanicum
(Youssef et al.,, 2014). Ademas, la clase de arqueas metandgenas recientemente propuesta
“Methanonatronarchaea”, asi como las bacterias pertenecientes al orden Halanaerobiales, al
género Salinibacter y la especie Halorhodospira halophila utilizan esta misma estrategia
(Raymond & Sistrom, 1969; Antdn et al.,, 2002; Elevi Bardavid & Oren, 2012a; Deole et al., 2013;
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Sorokin et al, 2017; Gunde-Cimerman et al., 2018). Al enfrentarse a incrementos en la
concentracién externa de sales, estos microorganismos aumentan el contenido en iones de su
citoplasma. Acumulan mayoritariamente el catién K+, excluyendo el Na*, ya que resulta téxico
para la célula en grandes cantidades (Carden et al., 2003; Munns & Tester, 2008). El principal
anién transportado al interior celular es el Cl-. Mientras que en los procariotas no haléfilos las
concentraciones citosolicas de K+ se estiman entre 300 y 500 mM, en microorganismos que
viven en ambientes hipersalinos estas concentraciones puede ser superiores a 1 M (Epstein,
2003; Gunde-Cimerman et al., 2018). El contenido intracelular de Na*, por su parte, se reduce
hasta a un tercio de la concentracién externa (Gunde-Cimerman et al., 2018). El mantenimiento
de este gradiente idnico requiere de mecanismos de transporte activo. La energia necesaria
para estos procesos proviene del gradiente de protones generado por la cadena respiratoria o
bien son llevados a cabo por unas proteinas que actian como bomba de propones activadas por
luz solar (bacteriorrodopsinas). Aunque la membrana es permeable al K* y, por lo tanto, estos
iones pueden atravesar la membrana por transporte pasivo a través de canales a favor de
gradiente eléctrico de membrana, se han detectado sistemas de transporte de K* dependientes
de energia, que funcionan cuando las concentraciones externas de este catidn son bajas. El sodio
es extruido de las células mediante sistemas de antiporte Na*/H*. El ion cloruro puede ser
acumulado bien por cotransporte con Na* o mediante la proteina halorrodopsina, un canal de
cloruros que emplea luz solar para importar este ion al interior celular (Gunde-Cimerman et al.,
2018). Cuando los niveles de salinidad externa disminuyen, estos organismos expulsan las sales
acumuladas.

Este mecanismo de osmoadaptacién requiere la adecuacién de la maquinaria enzimatica y los
componentes estructurales intracelulares para mantener su conformacion y actividad en
presencia de las altas concentraciones de iones que se acumulan en el citoplasma (Lanyi, 1974;
Oren, 2008). Se ha encontrado que las proteinas de microorganismos haléfilos con estrategia
salt-in de los grupos Halobacteria, Salinibacter y Halorhodospira contienen una mayor
proporciéon de aminodcidos cargados negativamente (aspartato, glutamato), asi como de
aminodacidos hidrofébicos (fenilalanina, isoleucina, leucina), frente a los bdsicos lisina y
arginina, y los menos hidrofébicos glicina, alanina, serina y treonina (Kastritis et al., 2007;
DasSarma & DasSarma, 2015). Aunque la mayor proporcién de residuos acidos en la superficie
de las proteinas ha sido sugerido como mecanismo para neutralizar la alta concentracién de
cargas positivas en el interior celular de estos organismos (Lanyi, 1974; Eisenberg & Wachtel,
1987; Danson & Hough, 1997; Vauclare et al., 2015), las bacterias del orden Halanaerobiales
utilizan esta estrategia de osmoadaptacién en ausencia de un proteoma 4cido (Oren, 2013b;
Gunde-Cimerman et al., 2018), por lo que los motivos del sesgo en el uso de aminoacidos no
estan claros. Por otro lado, las extensas modificaciones de las estructuras celulares de estos
microorganismos para mantenerlas estables a altas concentraciones de sales podrian limitar el
rango salino en el que pueden sobrevivir (Oren, 2008; Deole et al., 2013), confiriéndoles un
caracter de haléfilos obligados (Lanyi, 1974; Danson & Hough, 1997; Madern et al., 2000;
Britton et al., 2006; Ortega et al, 2011). De hecho, la mayoria de los microorganismos con
estrategia salt-in son haléfilos extremos estrictos, esto es, crecen 6ptimamente en medios con
salinidades superiores al 15 % y tienen limitada adaptabilidad a concentraciones salinas
inferiores (Oren, 2008; 2011a; Gunde-Cimerman et al., 2018). La excepcion es Halorhodospira
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halophila, una proteobacteria fotosintética haléfila extrema con proteoma acido que puede vivir
en medios ligeramente salinos, donde mantiene una cantidad intracelular de K* baja, lo que
parece indicar que su maquinaria celular se mantiene activa en ausencia de elevadas cantidades
de cationes. Es mds, un proteoma 4cido no es exclusivo de los microorganismos con estrategia
salt-in, sino que también se ha descrito, aunque en menor medida, en organismos haléfilos que
utilizan la estrategia de osmoadaptacion salt-out (Elevi Bardavid & Oren, 2012b) e incluso en
bacterias marinas (Oren, 2013b). Por todo ello, la relacién del proteoma &acido con los
mecanismos de osmoadaptacién y el grado de halofilia debe ser revisado (Oren, 2013b; Czech
& Bremer, 2018).

Por su parte, los microorganismos con estrategia salt-out responden a un incremento en la
salinidad del medio externo acumulando unos compuestos orgdnicos denominados solutos
compatibles que aumentan el potencial osmético intracelular sin interferir con la maquinaria
celular. Estos organismos también acumulan iones K* transitoriamente en etapas iniciales del
proceso de osmoadaptaciéon (Kempf & Bremer, 1998; Spanheimer & Miiller, 2008; Czech &
Bremer, 2018). Ademads, deben exportar iones Na*, que pueden entran al interior celular por
cotransporte con solutos compatibles, para mantener su citoplasma en condiciones de baja
fuerza i6nica (Czech & Bremer, 2018). Este mecanismo de osmoadaptacién confiere gran
versatilidad en cuanto al rango salino al que permite adaptarse y, a pesar de que probablemente
supone un mayor coste energético que la estrategia salt-in (Oren, 1999b), es el mas extendido
en el arbol de la vida (Oren, 2008). Los microorganismos eucariotas haléfilos y la mayoria de
las bacterias utilizan esta estrategia, siendo el mecanismo de adaptacién principal de
microorganismos haléfilos moderados y halotolerantes. La acumulacién de estos osmolitos
también se ha detectado en algunas arqueas.

Se conoce una amplia diversidad de solutos compatibles. Se trata de moléculas orgdnicas de
bajo peso molecular altamente solubles en agua cuyas propiedades fisicoquimicas las hacen
compatibles con la bioquimica y fisiologia celular (Wood, 2011). Son principalmente moléculas
sin carga o zwitteridnicas. La mayoria estdn basados en aminoacidos o sus derivados, como la
glicina betaina y la ectoina y su 5-hidroxi-derivado, azicares simples como la sacarosa y la
trehalosa, o alcoholes como el glicerol. Un mismo microorganismo puede acumular diferentes
solutos compatibles y usar uno u otro dependiendo de las condiciones externas (Oren et al.,
2009; Czech & Bremer, 2018). La acumulacién de estos compuestos en funcién del grado de
estrés osmotico al que se encuentra sometido la célula puede ser resultado de la sintesis de novo
o bien del transporte desde el exterior por medio de proteinas especificas de alta afinidad (Nau-
Wagner et al., 1999; Hoffmann et al,, 2013). Cuando la salinidad del medio externo baja, estos
osmolitos son catabolizados (usados como fuente de carbono y/o energia) o transportados al
exterior (Czech & Bremer, 2018; Czech et al., 2018).
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Figura 9. Estructura de algunos solutos compatibles utilizados por microorganismos haldéfilos
para balancear su equilibrio osmoético (Empadinhas & da Costa, 2008).

El glicerol y otros polioles son principalmente utilizados por protistas, algas y hongos (Gunde-
Cimerman et al., 2018). Los solutos compatibles mas ampliamente utilizados en el dominio
Bacteria son la ectoina, que es sintetizada por un gran nimero de bacterias, y la glicina betaina,
que, aunque es sintetizada casi exclusivamente por bacterias fotosintéticas, es transportada
desde el medio externo por muchos organismos heterétrofos. También se han detectado
solutos compatibles en el dominio Archaea. Los haléfilos metandgenos como las especies de
Methanohalophilus contienen, ademas de glicina betaina, osmolitos raramente empleados por
otros grupos de procariotas como la $-glutamina, el B-glutamato, y la N-acetil-f-lisina (Oren,
2008). Aunque la clase Halobacteria ha sido considerada tradicionalmente como un grupo
coherente de hal6filos extremos con estrategia salt-in como mecanismo de osmoadaptacion, se
ha descrito la acumulacién de solutos compatibles en diversas haloarqueas (Desmarais et al.,
1997; Goh et al, 2011; Youssef etal, 2014). Mientras que la sulfotrehalosa se acumula en
cantidades considerables (hasta 1 M), junto al KCI, a medida que aumenta la salinidad externa
en miembros alcaléfilos de la clase Halobacteria (Natronococcus occultus, Natronobacterium
gregoryi, Natrialba magadii, y Natronomonas pharaonis) (Desmarais et al.,, 1997; Oren, 2008;
Gunde-Cimerman et al., 2018), Goh y colaboradores demostraron que la haloarquea Halococcus
hamelinensis, aislada de estromatolitos, no acumula K* en respuesta a incrementos de salinidad
en su medio externo, sino que transporta al interior celular solutos compatibles como la glicina
betaina (Goh et al., 2011). Por su parte, Youssef y colaboradores mostraron que Haladaptatus
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paucihalophilus, que puede crecer hasta en concentraciones de sal tan bajas como 0,5 M (Savage
et al, 2007), sintetizaba trehalosa y transportaba glicina betaina del exterior al ser sometido a
un choque hiperosmético (Youssef et al.,, 2014). Otras haloarqueas han sido detectadas y/o
aisladas de ambientes con concentraciones bajas o variables de sales (Rodriguez-Valera et al,
1979; Ventosa et al., 1984; Munson et al., 1997; Bowman et al., 2000; Takai et al., 2001; Elshahed
etal., 2004; Purdy et al., 2004; Perreault et al.,, 2007; Ellis et al., 2008; Inoue et al.,, 2011; Youssef
etal,, 2012; Mani et al,, 2012; Xiao et al., 2013), donde no parece factible que su mecanismo de
osmoadaptacion dependa, al menos Unicamente, de la estrategia salt-in (Youssef et al., 2014).
Es mas, el potencial para la sintesis de trehalosa y el transporte de glicina betaina, ectoina y
prolina en representantes de la clase Halobacteria ha sido demostrado por varios autores
(Becker et al,, 2014; Youssef et al., 2014). Sin embargo, la capacidad de transporte de solutos
compatibles al interior celular no implica el uso de la estrategia salt-out de osmoadaptacion, ya
que estos compuestos también pueden ser utilizados como fuente de carbono (Orellana et al,
2013) y nitrégeno o como termoprotectores (Holtmann & Bremer, 2004; Tschapek etal., 2011).

También se han descrito microorganismos capaces de utilizar estrategias hibridas de
osmoadaptacion. Halobacillus halophilus (Firmicutes), aislado a partir de suelos de unas
marismas situadas en la costa alemana del Mar del Norte, es un haléfilo débil que crece
Optimamente en presencia de 3-5 % de NaCl y 0,5 % MgCl; (Claus et al.,, 1983) que combina la
acumulacion de solutos compatibles como glutamato, glutamina, prolina y ectoina (en funcién
de la salinidad externa y la fase de crecimiento) con concentraciones molares de iones Cl-, que
ademads son esenciales para ciertas funciones vitales y estimulan la sintesis de ectoina (Roefiler
& Miiller, 1998; Saum & Miiller, 2008a; 2008b; Gunde-Cimerman et al., 2018).

La composicion de la membrana lipidica también varia en respuesta a un incremento de
salinidad del medio externo. En bacterias haléfilas y halotolerantes, se produce principalmente
un incremento de la cantidad de lipidos aniénicos, como fosfatidilglicerol y/o cardiolipinas en
detrimento de aquellos neutros como la fosfatidiletanolamina (Russell & Kogut, 1985; Russell,
1989; Sutton et al,, 1991; Gunde-Cimerman et al., 2018). Los estudios dedicados a caracterizar
el cambio en la envoltura celular de haloarqueas con la salinidad son menos numerosos. Se ha
descrito que, cuando esas células se someten a un choque hipoosmético, aumenta la proporcion
de cardiolipinas a expensas de fosfatidilglicerol, se observa una disminucién del contenido en
los ésteres de metilo de fosfatidilglicerol fosfato y un incremento del contenido en lipidos
C25,C20 en detrimento de los C20, C20 (Gunde-Cimerman et al., 2018).

1.3.2.5 Interés biotecnolégico

Algunos de los procesos en los que intervienen microorganismos haléfilos se conocen desde la
antigiiedad. La obtencién de sal comtn en sistemas de salinas solares es uno de ellos. Los
microorganismos haléfilos que se encuentran en estanques cristalizadores contribuyen al
aumento de la temperatura del agua por medio de sus pigmentos carotenoides, que absorben
energia solar y, por lo tanto, contribuyen al proceso de evaporacion del agua y
consecuentemente, a la precipitacion de la sal. La produccién de alimentos fermentados, como
las salsas de pescado o de soja tipicas de paises asiaticos como la salsa de pescado o la de soja,
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asi como de productos caracteristicos espafioles como las aceitunas de mesa dependen también
de la actividad de un consorcio de microorganismos haléfilos y halotolerantes (Sinsuwan et al.,
2008; Oren, 2010; Abriouel et al.,, 2011; Lucena-Padrés & Ruiz-Barba, 2016; Medina et al.,,
2016).

Recientemente, se ha revisado el gran potencial biotecnoldgico de los microorganismos
haléfilos (Oren, 2010; Amoozegar et al, 2017). Por un lado, la halotolerancia de enzimas
derivadas de estos organismos puede ser explotada en transformaciones enzimadticas en
condiciones de baja actividad de agua. Por otro, algunos solutos compatibles producidos por
los microorganismos haléfilos han resultado tener aplicaciones interesantes. Ademads, algunos
microorganismos haléfilos pueden producir compuestos de alto valor afladido que también son
producidos por organismos no haléfilos, pero la produccién por parte de los primeros tiene
ventajas desde el punto de vista biotecnolégico (Oren, 2002).

Se ha caracterizado una gran diversidad de enzimas de bacterias y arqueas haléfilas, incluyendo
amilasas, proteasas, lipasas y nucleasas con aplicaciones potencialmente interesantes (Oren,
2002). A pesar de la resistencia de las proteinas halotolerantes a diversas condiciones
extremas, como es el caso de la amilasa de Haloarcula sp. que funciona éptimamente en
condiciones de alta salinidad, temperatura y presencia de compuestos aromaticos como
benceno, tolueno y cloroformo (Fukushima et al.,, 2005), su uso en procesos industriales atin no
se ha desarrollado por completo y es muy limitado. Una de las enzimas haléfilas utilizadas en
procesos industriales actualmente es la nucleasa H producida por Micrococcus varians subsp.
halophilus, que se emplea en la produccién del acido guanilico, un aditivo alimentario
(Kamekura et al., 1982).

La producciéon de B-caroteno, usado como antioxidante, fuente de provitamina A (retinol) y
colorante alimentario, y de ectoina, como estabilizador de enzimas y en productos cosméticos
(Graf et al., 2008), a partir de microorganismos hal6filos son utilizados en la industria
actualmente (Ma’Or et al.,, 2000; Oren, 2002; Amoozegar et al., 2017; Czech et al, 2018).
Mientras que Dunaliella salina es la mejor fuente natural de [-caroteno (Hosseini Tafreshi &
Shariati, 2009), la ectoina se obtiene a partir de las bacterias haléfilas moderadas Halomonas
elongata y Marinococcus (Oren, 2002). Otras aplicaciones de la ectoina estdn siendo
investigadas. Se ha propuesto que este compuesto contrarresta el efecto de la radiacién
ultravioleta sobre la piel (Buenger & Driller, 2004), que inhibe la agregacién y neurotoxicidad
de las placas B-amiloides en la enfermedad de Alzheimer (Kanapathipillai et al.,, 2005) y es
probablemente beneficioso en patologias por mal plegamiento de proteinas (Furusho et al.
2005), y que podria mejorar la eficiencia de procesos de biologia molecular como PCRs y
microarrays de ADN (Mascellani et al., 2007). Ademas, se han realizado ensayos clinicos para el
tratamiento de la dermatitis atépica leve o moderada con ectoina (Marini et al., 2014).

Los microorganismos halé6filos producen polimeros de interés econdémico, como los
exopolisacaridos y los poli-pB-hidroxialcanoatos. Los exopolisacaridos se utilizan como agentes
gelificantes o emulsionantes. Dado que varios microorganismos haléfilos como Haloferax
mediterranei, varias especies de Halomonas y la cianobacteria Aphanothece halopytica
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producen estos compuestos en grandes cantidades, se ha considerado su explotacién comercial
(Béjar et al., 1998; Arias et al.,, 2003; Llamas et al., 2006; Oren, 2010). Actualmente, la empresa
LIPOTEC utiliza exopolisacaridos producidos por bacterias haléfilas moderadas para
desarrollar productos cosméticos (comunicacion en la XI reunion de la Red de
Microorganismos Extremdfilos). Algunos de los exopolisacaridos compuestos producidos por
microorganismos halé6filos han demostrado propiedades inmunomoduladoras (Zheng et al,
2006). Los poli- B-hidroxialcanoatos son polimeros que se emplean en la sintesis de plasticos
biodegradables. Algunas bacterias y arqueas haléfilas, como Halomonas boliviensis y Haloferax,
han demostrado ser excelentes productores de dichos bioplasticos (Fernandez-Castillo et al.,
1986; Lillo & Rodriguez-Valera, 1990; Lu et al., 2008; Quillaguaman et al., 2010), pero este
proceso aun no se utiliza idustrialmente (Ma et al., 2010; Oren, 2010).

Otras potenciales aplicaciones de los microorganismos hal6filos, sus procesos o componentes
celulares, incluyen el tratamiento biolégico de aguas salinas residuales, su uso en procesos de
biorremediacién, como fuente de nuevos antibiéticos y otros metabolitos secundarios, la
produccién de biofuel y la aplicacién de sus bacteriorrodopsinas en optoelectrénica (Ma et al.,
2010; Oren, 2010).

1.3.2.6 Ecologia y diversidad

[.3.2.6.1 Diversidad en ambientes hipersalinos acuaticos

Una gran diversidad de ambientes hipersalinos han sido estudiados desde el punto de vista
microbioldgico utilizando las técnicas disponibles en cada momento. Las recientes técnicas de
secuenciacién de alto rendimiento han permitido ampliar enormemente el conocimiento sobre
estos ambientes y sus habitantes (Oren, 2015a; Ventosa et al., 2015). Las salinas solares y el
Mar Muerto constituyen tal vez los sistemas salinos que mas atencién han recibido, aunque
actualmente se ha caracterizado la microbiota de una amplia variedad de otros ambientes
salinos.

En el Mar Muerto, donde la salinidad actual se sittia en el ~35 % con predominancia de iones
divalentes Mg2+ y Ca2* (Jacob et al., 2017), las condiciones son muy extremas como para
permitir la existencia de una gran diversidad microbiana. Allj, la actividad celular es limitada y
los recuentos celulares indican que existen unas 5x105 células por mililitro, correspondiendo
la mayoria de ellas, ademas, a miembros no cultivados de haloarqueas (Bodaker et al., 2010;
Rhodes et al, 2012; Jacob et al, 2017). Tan solo cuando la salinidad disminuye como
consecuencia de abundantes precipitaciones se observa una proliferacion del alga Dunaliella y
diferentes representantes de la clase Halobacteria (principalmente Natronococcus y
Halosarcina). Halorhabdus, Natronomonas y Haloplanus son los géneros de arqueas conocidos
mas representados en las aguas de este lago salino en la actualidad. Aunque Rhodes y
colaboradores encontraron que la poblaciéon bacteriana constituia menos del 0,5 % de la
comunidad residual en septiembre de 1992 y marzo de 2007 (Rhodes et al., 2012); los estudios
de Jacob y colaboradores muestran que, en junio de 2015, el 45 % de las secuencias recuperadas
se afiliaban al dominio Bacteria, agrupandose mayoritariamente con aquellas de los géneros
Acinetobacter (Proteobacteria) y Bacillus (Firmicutes) (Jacob et al., 2017). La programada
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construccién de un canal que conecte el Mar Rojo con el Mar Muerto con el fin de que el segundo
no desaparezca propiciara cambios en la comunidad microbiana (Oren et al., 2004a).

También se conoce la comunidad procariota de los dos brazos del Gran Lago Salado (Utah,
EE. UU.). En la zona norte, donde la salinidad alcanza el 30 % p/v, todas las secuencias de
arqueas obtenidas en el estudio de Tazi y colaboradores correspondian al phylum
Euryarchaeota, siendo los géneros principalmente representados Natronomonas, Halorhadbus,
Halorubrum, Haloquadratum, Haloferax, Halogeometricum y Haloarcula. La comunidad
microbiana estaba constituida mayoritariamente por proteobacterias relacionadas con los
géneros Shewanella, Halomonas, Idiomarina, Alcanivorax, Pseudomonas y Marinobacter (Tazi et
al,, 2014). La comunidad de productores primarios estd constituida por cianobacterias en las
areas de menos salinidad y por Dunaliella spp. en las de concentraciones salinas superiores
(Larson & Belovsky, 2013).

Makhdoumi-Kakhki y colaboradores, en su estudio de la comunidad microbiana del lago Aran-
Bidgol, situado en Irdn, encontraron que, mientras que los aislados obtenidos de este ambiente
podian afiliarse principalmente a los géneros Halorubrum, Haloarcula, Salinibacter, Salicola y
Rhodovibrio, el 63 % de los clones secuenciados de este sistema no estaban relacionados con
ningin taxén descrito. Halorhabdus y Salinibacter eran los géneros conocidos mas
representados por estos clones ambientales. También han sido detectadas en este habitat
secuencias relacionadas con los géneros Haloquadratum, Halanaerobium, Haloarcula,
Halorhodopsina, asi como de cianobacterias (Makhdoumi-Kakhki et al., 2012a).

Los estudios metagendmicos llevados a cabo en el lago Tyrrell (Australia), sistema que sufre
grandes cambios estacionales de temperatura, pH, radiacién solar, concentracién de oxigeno y
salinidad (Macumber, 1992; Williams, 2001), permitieron la caracterizacién de un nuevo grupo
taxonémico no cultivado: las nanohaloarqueas. (Narasingarao et al., 2012). En este sistema
también se encuentran presentes miembros de los géneros Haloquadratum, Halorubrum,
Halonotius, Halorhabdus, Halobaculum, Haloarcula (Euryarchaeota) vy Salinibacter
(Rhodothermaeota) (Narasingarao et al.,, 2012; Emerson et al., 2013; Podell et al., 2013; 2014).
La proporcién de estos grupos varia estacionalmente, y se ha relacionado con el cambio en las
concentraciones i6nicas: en verano abundan los géneros de bajo G+C Haloquadatum y
Nanohaloarchaeota mientras que en invierno son los miembros de Halorubrum y Haloarcula
los predominantes (Emerson et al., 2013; Podell et al., 2014).

También han sido objeto de estudios independientes de cultivo diversos lagos hipersalinos
localizados en varias regiones de la Antartida: Ekho Lake (Bowman et al., 2000), Organic Lake
(Bowman et al,, 2000; Yau et al., 2011; 2013) y Deep Lake (Bowman et al., 2000; DeMaere et
al,, 2013; Williams et al.,, 2014; Tschitschko et al., 2016) en Vestfold Hills; Lake Bonney (Glatz
etal, 2006) y Lake Vida (Mosier et al., 2007; Murray et al., 2012) en McMurdo Dry Valleys; Lake
Suribati Ike (Naganuma et al.,, 2005; Matsuzaki et al., 2006), en Droning Maud Coast; Don Juan
Pond (Siegel et al., 1979; Dickson et al,, 2013) y Lake Vanda (Sumner et al., 2016), en Wright
Valley. Aunque por lo general, la sal principal de estos lagos hipersalinos de la Antartida es el
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NaCl (observandose hasta 35 %, en el caso de Organic Lake), los dos ultimos estdn dominados
por CaCl..

Otros lagos hipersalinos cuya comunidad procariota ha sido caracterizada recientemente por
métodos moleculares comprenden algunos de Mongolia interior (Grant et al., 2011), el lago
Ursu (Mathé et al,, 2014) y Ocnei (Baricz et al., 2014a), en Rumania, Salton Sea (CA, EE. UU.)
(Hawley et al., 2014), el alcalino Lonar (Paul et al., 2016), los lagos Magadi (Kenia) (Kambura
2016) y los de la regién de Kulunda Steppe (Altai, Rusia) (Vavourakis et al., 2016), asi como el
Hot Lake (Washington, EE. UU.), que estd dominado por MgSO4 (Lindemann et al., 2013; Kilmer
etal, 2014).

Las cuentas hipersalinas descubiertas en los fondos marinos del Golfo de México, el Mar Rojo y
el mar Mediterraneo constituyen ambientes salinos sujetos a condiciones reductoras, ausencia
de oxigeno y luz y altas presiones (Mapelli et al.,, 2012). El agua hipersalina de estos sistemas
no se mezcla con el agua del mar dadas las diferencias de salinidad y temperatura, sino que se
observan quimioclinas de varios metros de espesor, donde las propiedades fisicoquimicas
varian en el espacio drasticamente (Mapelli et al., 2012). A pesar de sus condiciones extremas,
estos ambientes sustentan una diversa y activa comunidad procariota (Danovaro et al., 2005;
Van Der Wielen et al.,, 2005; Daffonchio et al.,, 2006; Van Der Wielen & Heijs, 2007; Alexander et
al,, 2009; Borin et al,, 2009; Edgcomb et al., 2009; La Cono et al,, 2011; Ferrer et al., 2012; Stock
et al, 2012), que contiene un gran nidmero de representantes de taxones no cultivados como
aquellos de la division MSBL1, que son las arqueas predominantes en la mayoria de las cuencas
estudiadas (Ferrer et al,, 2012; Oren, 2015a; Ventosa et al., 2015).

Los sistemas de salinas solares constituyen otro de los ambientes hipersalinos mas
ampliamente estudiados. Las salinas de estanque multiple son excelentes modelos para el
estudio de la biodiversidad y ecologia de microorganismos a diferentes concentraciones de
sales, ya que constan de estanques de diferentes concentraciones, desde aquellos con menor
salinidad (concentradores) a los estanques donde precipita la sal por evaporacién del agua del
mar (cristalizadores). Se ha caracterizado la comunidad microbiana de un gran nimero de
sistemas de salinas solares alrededor del planeta (Benlloch et al., 1996; 2001; Sandaa et al,,
2003; Pasic et al., 2005; Pedro6s-Alio, 2005; Baati et al,, 2008; Oh et al,, 2010; Ghai et al., 2011;
Dillon et al., 2013; Plominsky et al., 2014; Fernandez et al., 2014c; Ballav et al.,, 2015; Ventosa
et al,, 2015; Gomariz et al., 2015; Mora-Ruiz et al,, 2018). La mayoria de los estudios de la
microbiota de estos ambientes se ha realizado en los estanques cristalizadores (Antdn et al.,
1999; 2000; Benlloch et al., 2001; Legault et al,, 2006; Oh et al.,, 2010), aunque en los dltimos
afios también se han investigado estanques de salinidades intermedias (Ghai et al., 2011;
Boujelben et al,, 2012a; Ferndndez et al., 2014a; 2014c).

Quizas las salinas solares “Bras del Port”, en Santa Pola (Alicante), sean las mejor conocidas
desde el punto de vista microbiolégico (Ventosa et al.,, 2014). Se trata de un sistema de estanque
multiple, donde la concentracién de sales de los distintos estanques se mantiene muy constante
alo largo del tiempo. Los numerosos estudios dependientes de cultivo llevados a cabo en esta
salina han permitido la caracterizacién de un niimero elevado de géneros y arqueas y bacterias
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haléfilas (Ventosa et al., 2014), entre los que destacan la arquea cuadrada Haloquadratum
walsbyi (Bolhuis et al., 2006; Burns et al., 2007) y la bacteria haléfila extrema Salinibacter ruber
(Anton et al,, 2002). Las técnicas moleculares de PCR, DGGE y FISH permitieron caracterizar la
comunidad microbiana in situ. Estos estudios mostraron que la diversidad microbiana en los
estanques cristalizadores era limitada y que la mayor parte de la comunidad estaba formada
por arqueas de la clase Halobacteria como Haloquadratum walsbyi (Benlloch et al., 1996; 2001;
Anton et al.,, 1999; Antén et al., 2000). Los miembros de esta comunidad frecuentemente
aislados en el laboratorio, representaban una proporcién muy pequefia de los organismos alli
presentes (Anton et al., 1999). Estudios posteriores de la comunidad microbiana de estaques
de salinidades intermedias mediante estas técnicas mostraron que ésta estaba dominada por
representantes de la clase Gammaproteobacteria, del phylum Bacteroidetes y de la familia
Halobacteriaceae, ademas de existir un grupo de secuencias no relacionadas con ningin
microorganismo cultivado (Benlloch et al,, 2002; Casamayor et al., 2002).

La aplicacion de las técnicas metagendmicas al estudio de las comunidades microbianas de los
estanques de estas salinas supuso el andlisis de su microbiota con una mayor profundidad y la
corroboracién de estudios anteriores. La poblacién microbiana de un estanque cristalizador
con un 37 % de sales (SS37) estaba dominada por Haloquadratum (79 %) y Salinibacter (9 %)
(Ghai et al, 2011). Diferentes miembros de la clase Halobacteria, como Halorubrum,
Halorhabdus, Haloferax, Halosimplex y Halobacterium, eran también componentes minoritarios
de la misma (Ghai et al., 2011). El andlisis de las bases de datos metagendémicas de estanques
concentradores de salinidades 13, 19 y 33 % mostré que la diversidad taxondémica en ellos era
mucho mayor que la detectada en el cristalizador de esta misma salina. En los estanques con 13
y 19 % de salinidad podian encontrarse representantes de 7 phyla distintos (Euryarchaeota,
Gamaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Verrucomicrobia y
Betaproteobacteria). La proporcion de Haloquadratum y Salinibacter, aunque presentes en
todas las bases de datos analizadas, aumentaba en los estanques de mayor salinidad (Ghai et
al,, 2011; Fernandez et al., 2014a). Cabe destacar que la porcién de secuencias relacionadas con
el gen ARNr 16S que no pudieron relacionarse con microorganismos descritos a nivel de género
aumentaba al disminuir la salinidad, como consecuencia de los abundantes estudios realizados
previamente en los estanques de mayor salinidad. Los géneros Haloarcula, Haloferax, Natrialba
y Halobacterium, que se aislan con facilidad de estanques con salinidades intermedias (Arahal
et al,, 2001a; 2001b; Arenas et al., 2009) no parecian constituir una parte importante de la
comunidad. Estos estudios revelaron la presencia de nuevos y abundantes grupos de
microorganismos no relacionados con otros cultivados: un grupo perteneciente a la clase
Actinobacteria con bajo contenido en G+C, una Gammaproteobacteria relacionada con los
géneros Alkalilimnicola y Nitrococcus y dos grupos de euriarqueas, uno de alto contenido en
G+C y otro de bajo contenido en G+C, correspondiente al phylum candidato
“Nanohaloarchaeota” (Ghai et al., 2011). Intensos esfuerzos encaminados hacia la recuperacién
de estos grupos en cultivo puro dieron lugar al aislamiento del nuevo género Spiribacter, que
correspondia con las secuencias de gammaproteobacteria, y que constituye una parte
importante de la comunidad en los estanques de salinidad intermedia (Lépez-Pérez et al., 2013;
Le6n et al,, 2014).
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Las técnicas metagenémicas también han sido aplicadas a un estanque de concentracién de
sales del 21 % p/v de una salina de Isla Cristina, en Huelva. Este sistema de salinas solares de
Isla Cristina fue construido en 1955 sobre las marismas del rio Carreras (Ledn, 2015). Aunque
han sido objeto de un menor ntimero de estudios, a partir de esta salina se han aislado diversas
especies de bacterias y arqueas haléfilas (Mota et al., 1997; Moreno et al., 2010; Ledn et al,,
2014; 2015; 2016; 2017; Lépez-Hermoso et al,, 2017b). El estudio metagendémico llevado a
cabo en esta salina mostr6 que la comunidad de la columna de agua del estanque estudiado
(21 % NacCl) diferfa de la encontrada en el estanque de la salina “Bras del Port” de Santa Pola
con salinidad cercana (19 % NaCl). Esta estaba dominada, al igual que el estanque con salinidad
del 33 % de “Bras del Port”, por miembros del phylum Euryarchaeota, pero el género
predominante era Halorubrum. El principal phylum bacteriano hallado fue Bacteroidetes, que
comprendia un 33 % de la poblacién y estaba representando principalmente por los géneros
Salinibacter y Psychroflexus (Fernandez et al., 2014c). Estos resultados mostraron que, a pesar
del papel esencial de la salinidad en la estructuracién de la comunidad procariota (Lozupone &
Knight, 2007), estanques de salinidades muy cercanas albergaban comunidades diferentes, lo
que sugiere que otros factores adicionales influyen en dicha estructuracién.

1.3.2.6.2 Diversidad procariota en suelos y sedimentos salinos

Una gran parte de la literatura referente a la comunidad microbiana de ambientes terrestres
considera sedimentos de masas de aguas salinas o hipersalinas. Otros, combinan muestras de
suelo y sedimentos, mientras que los menos comunes son los dedicados tUnicamente a la
caracterizacién de las comunidades microbianas de suelos salinos. Estos ambientes
hipersalinos terrestres han recibido menor atencidén que los acudticos, y la mayoria de los
estudios existentes han aparecido en el dltimo afio (Xie et al., 2017; Liu et al., 2018; Mora-Ruiz
etal, 2018; Narayan et al,, 2018; Yang et al., 2018; Zhao et al., 2018). Con frecuencia, en ellos la
comunidad de bacterias y arqueas es tratada de manera independiente.

En los estudios pioneros de Quesada y colaboradores se utilizan técnicas de cultivo para
caracterizar la diversidad procariota de un suelo hipersalino (5-10,7 % NacCl) localizado en un
sistema de salinas solares abandonadas de la costa alicantina (Quesada et al., 1982; 1983). La
mayoria de los microorganismos aislados fueron bacterias haléfilas cuyo crecimiento ocurria
optimamente en salinidades comprendidas entre el 5y 15 %, mientras que tan solo un 1 % de
los aislados poseian caracteristicas de hal6filos extremos. Ademads, la mayor parte de estos
aislados podian crecer a concentraciones de sal tan bajas como 0,9 %. Se trataba principalmente
de proteobacterias de los géneros Pseudomonas, Alcaligenes, Vibrio (actualmente Salinivibrio),
Acinetobacter, asi como de Flavobacterium (Bacteroidetes), Bacillus, Marinococcus,
Staphylococcus (Firmicutes) y actinobacterias como Micrococcus (actual Nesterenkonia),
Arthrobacter, Corynebacterium, Brevibacterium, Nocardia y Actinomyces. Cabe destacar que la
mayoria de los aislados asignados en este estudio a los géneros Pseudomonas, Alcaligenes,
Acinetobacter y Flavobacterium se encuadrarian probablemente en el género Halomonas en la
actualidad (Ventosa et al., 2008). Las arqueas haléfilas extremas aisladas de este suelo fueron
estaban relacionadas con el género Halobacterium. Los autores propusieron que el marcado
caracter heterogéneo y dindmico del suelo, donde la salinidad varia en tiempo y espacio,
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favorecia el desarrollo principal de microorganismos haléfilos capaces de soportar amplios
rangos salinos (esto es, mas eurihalinos), en contra de los excesivamente especializados
(Quesada et al., 1982; Ventosa et al., 2008).

Investigaciones posteriores corroboraron que las bacterias Gram negativas con caracteristicas
de hal6filos moderados y halotolerantes extremos de los géneros Planococcus (Marinococcus),
Sporosarcina (Halobacillus) y Bacillus, se aislaban abundantemente de diversos suelos y
sedimentos salinos (Miller et al., 1983; Ventosa et al., 1983; Miller & Leschine, 1984; Nicolaus
et al,, 1992; Garabito et al., 1998). Caton y colaboradores (2004) describieron la comunidad de
bacterias aerobias heterdtrofas de suelos de Great Salt Plains (Oklahoma, EE. UU.), donde la
salinidad del suelo variaba de 0,3 a 27 % y el pH de 7,34 a 9,23. En estos suelos predominaban
las gammaproteobacterias como Halomonas y los microorganismos Gram positivas de bajo G+C
del género Bacillus (Caton et al., 2004). Estos autores también destacan el amplio rango de
tolerancia a la sal de los aislados obtenidos, que podian crecer de 0,1 a 20 % de salinidad, as{
como su resistencia a otros factores como pH y alta radiaciéon UV (Caton et al., 2004; Litzner et
al.,, 2006). Bacillus y Halomonas fueron también los géneros més frecuentemente aislados en los
estudios de suelos salinos alcalinos (3 dS/m y pH 10,45) de la provincia china de Heilongjiang.
Entre los aislados se detectan tanto haléfilos estrictos como halotolerantes (Shi et al., 2012). El
estudio de la comunidad bacteriana de los suelos y sedimentos acuosos salinos de Rambla
Salada (Murcia) (1,2-8,3 % NaCl) revelaron que los grupos mayoritarios cultivables eran
Proteobacteria (principalmente Gammaproteobacteria), seguido de Firmicutes, Actinobacteria,
y Bacteroidetes. Los géneros mas aislados fueron Halomonas (41,2 %), Marinobacter (12,9 %)
y Bacillus (12,6 %). En este andlisis, Luque y colaboradores obtuvieron en cultivo puro aislados
cuyas secuencias del gen ARNr 16S tenian una semejanza inferior al 97 % a las de los
representantes disponibles en las bases de datos (Luque et al, 2012a). Schneegurt y
colaboradores, en su estudio de la halotolerancia de la comunidad bacteriana de suelos salinos
de Great Salt Plains (Oklahoma, EE. UU.) (0-7,5 % de salinidad) describieron una menor
proporcién de aislados capaces de crecer a 20-30 % de salinidad que a concentraciones mas
bajas, encontrando, ademas, que los obtenidos de suelos mas salinos presentaban un mayor
caracter eurihalino (Schneegurt, 2013). En los estudios de la microbiota presente en suelos
costeros de varias regiones de Korea, los organismos obtenidos en cultivo puro también eran
mayoritariamente hal6filos débiles (con una concentraciéon éptima de crecimiento de 3-5%
NaCl) pertenecientes a Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria, con Bacillus,
Halomonas y Shewanella como géneros mayoritarios (Irshad et al., 2014).

La diversidad de arqueas en ambientes terrestres hipersalinos también ha sido caracterizada.
Los estudios clasicos basados en técnicas de cultivo de Great Salt Plains revelaron que los
aislados estaban principalmente relacionados con los géneros Haloarcula, Haloferax,
Halorubrum, Haloterrigena y Natrinema (Caton et al, 2009). Todos ellos requerian una
concentracién minima de NaCl del 15 % para crecer. En contra del caricter estenohalino de los
microorganismos del estudio de Caton y colaboradores, otras arqueas aisladas de sedimentos
de marismas del Reino Unido con una concentracion salina similar a la del mar mostraron un
comportamiento con respecto a la sal similar al observado en el dominio Bacteria en los
estudios antes citados, pudiendo crecer lentamente incluso a una concentracién de sales del
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2,5 % (Purdy et al,, 2004). La relacién de las bacterias y arqueas haloéfilas aisladas de suelos
puede consultarse en una revision realizada por Ventosa y colaboradores (2008).

Los avances en las técnicas de estudio de las comunidades microbianas han permitido obtener
una visién mas completa y detallada de los microorganismos de este tipo de suelos y su
diversidad. Los estudios independientes de cultivo mostraron que el ADN presente en suelos y
sedimentos salinos pertenecia a una amplia diversidad de organismos. Los suelos y sedimentos
se encuentran entre los ambientes con mayor diversidad microbiana, y se estima que contienen
al menos un orden de magnitud mas que lo sistemas acuaticos (Curtis et al., 2002; Torsvik et
al,, 2002), probablemente debido a la alta heterogeneidad espacial y temporal de los ambientes
terrestres (Walsh et al., 2005; Carson et al, 2010; Smucker et al, 2010; Vos et al,
2013). Ademas, este tipo de estudios ha permitido determinar la abundancia en condiciones
ambientales de los principales grupos de aislados descritos con anterioridad, y correlacionarla
con las propiedades fisicoquimicas encontradas en los diferentes ambientes.

Los grupos bacterianos principalmente detectados mediante estas técnicas incluyen los
identificados por estudios clasicos de cultivo (Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
Actinobacteria) ademas de Cyanobacteria (Lay et al., 2013; Pandit et al., 2015; Mora-Ruiz et al.,
2018) y Acidobacteria (Valenzuela-Encinas et al., 2009; Canfora et al,, 2014) en varios casos.
Verrucomicrobia, y Gemmatimonadetes mostraron ser abundantes en los estudios de Canfora y
colaboradores (2014) y Xie y colaboradores (2017), respectivamente. La mayor profundidad
de andlisis de la comunidad microbiana que poseen los estudios independientes de cultivo y en
particular los que aplican secuenciacién masiva, permiti6 mostrar la gran diversidad
microbiana presente en suelos y sedimentos salinos. Mientras que tan solo se han descrito
especies de bacterias haldfilas pertenecientes a 9 phyla (Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria, Spirochaetes, Bacteroidetes, Thermotogae, Cyanobacteria, Tenericutes y
Verrucomicrobia) (de la Haba et al.,, 2011), las secuencias del gen ARNr 16S obtenidas de suelos
salinos en las bases de datos publicas en 2013 podian afiliarse a 24 phyla distintos (Ma & Gong,
2013). En el estudio de Liu y colaboradores (2018) se detectaron 74 phyla diferentes en los
suelos salinos estudiados. Aunque los grupos antes citados engloban la mayor parte de los
microorganismos detectados en estos ambientes hipersalinos, también se observan de manera
persistente una serie de phyla minoritarios entre los que se encuentran Chloroflexi,
Gemmatimonadetes, Planctomycetes, Spirochaeta y Deinococcus (Valenzuela-Encinas et al,,
2009; Swan et al., 2010; Xiong et al., 2012; Pandit et al,, 2015; Yang et al.,, 2016; Xie et al., 2017;
Liu et al, 2018; Zhao et al, 2018). Mora-Ruiz y colaboradores (2018) detectaron
“Nanohaloarchaeota” en sedimentos salinos. Otros taxones identificados con menos frecuencia
en ambientes terrestres salinos son Chlorobi, BRC1, Deferribacteres, Nitrospira, Tenericutes,
WS3, Thermi, Chlamydiae, Thermogotae, SR1, OP11, Chrysiogenetes, Candidatus “Parcubacteria”
y Candidatus “Saccharibacteria” (Mesbah et al., 2007; Hollister et al., 2010a; Xiong et al., 2012;
Canforaetal, 2014; Panditetal., 2015; Yangetal., 2016; Liu et al,, 2018; Mora-Ruiz et al., 2018).

Anivel de género, Oueriaghli y colaboradores (2014) estudiaron la diversidad y abundancia del

género Halomonas en suelos y sedimentos salinos de Rambla Salada (Murcia), donde
encontraron que constitufa entre un 4,4-5,7 % de la comunidad microbiana, sin grandes
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diferencias entre los dos tipos de muestras. En el metagenoma de un suelo salino de la India
(Little Rann of Kutch), la mayoria de las secuencias de bacterias pertenecian al género
Marinobacter (48 %), constituyendo mas del 1 % de la poblacién bacteriana también los
géneros Pseudoalteromonas, Alteromonas, Bacillus, Shewanella y Pseudomonas. Ademds, una
gran proporcion de secuencias afiliadas a este dominio no pudieron ser clasificadas a nivel de
género en este estudio (Patel et al,, 2015). Las investigaciones de Pandit y colaboradores (2015)
sobre las comunidades microbianas del desierto del Kutch (Great Rann of Kutch) revelaron que
los géneros Marinobacter (Gammaproteobacteria) Roseibacter (Alphaproteobacteria),
Burkholderia (Betaproteobacteria), Geobacter y Desulfobacteria (Deltaproteobacteria) eran
abundantes en todos los suelos estudiados. Salinibacter y Rhodothermus eran los géneros
dominantes del phylum Bacteroidetes, constituyendo un 0,7-13,8 %y 0,7-1,7 % de la poblacién
total, respectivamente. En este hdabitat, Bacillus era el principal representante del phylum
Firmicutes y Rubrobacter de Actinobacteria. La comunidad bacteriana de los suelos salinos de
otra regién de la India (Rann of Kachchh, Gujarat), estaba constituida principalmente por
Bacillus (10,8-37,9 %), Pseudomonas (1,7-4,5 %) y Halomonas (1,1-4 %). Salinibacter constituia
el 1,5y 2% de la comunidad en dos de las tres estaciones en las que se estudi6 el suelo.
Streptomyces, Vibrio, Klebsiella, Streptococcus, Nocardioides y Acinetobacter fueron los
siguientes géneros mas representados, aunque su abundancia variaba estacionalmente
(Narayan et al,, 2018).

Igualmente, la diversidad de arqueas detectadas en suelos y sedimentos salinos por medio de
estudios moleculares se ha incrementado con respecto a la hallada mediante técnicas clasicas
de cultivo. No solo se detectan euriarqueotas de la clase Halobacteria, sino que también de
observan arqueas metanégenas de las clases Methanobacteria y Methanomicrobia y
representantes de la clase Archaeoglobi (Narayan et al., 2018), asi como miembros de
Thermoplasmatales y Crenarchaeota en suelos y sedimentos y Thaumarchaeota (Lay et al,
2013; Yang et al,, 2018), Bathyarchaeota y Woesearchaeota en sedimentos (Yang et al., 2018).

Las secuencias relacionadas con la actual clase Halobacteria que pudieron ser asignadas a
taxones conocidos en el estudio de un suelo transitoriamente salino (7-18 %) en Salt Spring
(Columbia britdnica, Canadd), se relacionaban los géneros Halorubrum, Natrinema,
Natronorubrum, Haloterrigena y Natronococcus (Walsh et al, 2005). Por su parte, la
caracterizacion de la comunidad de arqueas de Rambla Salada (Murcia) revel6 que las
secuencias obtenidas estaban principalmente relacionadas con los géneros Haloarcula,
Natronomonas, Halomicrobium, Halobacterium y Halosimplex (Oueriaghli et al., 2013). Narayan
y colaboradores (2018) detectaron Haloferax como las haloarqueas mayoritarias en su estudio
de las fluctuaciones estacionales de la comunidad microbiana en suelos salinos del Rann of
Kachchh (India). Halobacterium y Haloarcula fueron las mas abundantes de los suelos salinos
del Little Rann of Kutch (Patel et al., 2015). En el estudio de Pandit y colaboradores (2015)
sobre la diversidad procariota en suelos salinos del Great Rann of Kutch, la mayor parte de las
arqueas presentes podian afiliarse a los géneros Haloarcula, Halogeometricum, Natronomonas
y Halobacterium. Este es el Unico estudio hasta el momento que ha detectado la presencia de
secuencias relacionadas con la arquea cuadrada Haloquadratum, que abunda en ambientes
hipersalinos acuaticos saturados de NaCl como los cristalizadores de las salinas solares de
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Santa Pola (Ghai et al., 2011). En suelos salinos alcalinos (con CE. entre 0,7 y 157,2 y pH entre
8,5y 10,5) del antiguo lago Texcoco estudiados por Navarro-Noya y colaboradores (2015), los
géneros representados por mas del 0,5% de los OTUs fueron Halobiforma, Halorhabdus,
Halostagnicola, Haloterrigena, Natronococcus y Natronomonas. Valenzuela-Encinas y
colaboradores (2008), que caracterizaron la comunidad de arqueas de un suelo salino de esta
misma localizaciéon con pH 11,75 detectaron principalmente secuencias relacionadas con
Natronococcus, Natronolimnobius, Natronobacterium, Natrinema, Natronomonas, Halovivax y
Halalkalicoccus, ademas de otras relacionadas con grupos no caracterizados. Las secuencias
relacionadas con Halobacteria detectadas en los sedimentos del lago alcalino Wadi An Natrum
en Egipto con mas similitud a las presentes en las bases de datos, se parecian en un 92-96 % a
Natronomonas, mientras que el resto no estaban relacionadas con ningln taxén conocido
(Mesbah et al., 2007). Wang y colaboradores identificaron secuencias afiliadas a los géneros
Haloferax y Natronomonas en suelos salinos contaminados de un yacimiento petrolifero en
China (Wangetal., 2011).

Las secuencias de arqueas detectadas en sedimentos del Salton Sea (con 5-11,8 % de sales)
pertenecian principalmente a Halalkalicoccus (Swan et al.,, 2010). En los sedimentos salinos de
diversas localizaciones de Europa, Africa y Sudamérica con salinidades comprendidas entre 25
y 43 %, los representantes mayoritarios eran miembros de los géneros Halorhabdus,
Halobacterium, Halorubrum y Natronomonas, aunque ninguno de ellos result6 ubicuo a todas
las muestras. Youssef y colaboradores (2012), en su estudio de sedimentos salinos (1-10 % de
sales), encontraron que los géneros representados por mas del 5 % de las secuencias fueron
Halogranum, Halolamina, Haloplanus, Halosarcina, Halorientalis, Halorubrum, Haloferax y
Halobacterium. Halorubrum y Natronomonas fueron los géneros principales de la clase
Halobacteria encontrados por Liu y colaboradores (2016) en diversas muestras de suelos
salinos de la meseta del Tibet.

Con respecto a las arqueas metandgenas, mientras que las secuencias de éstas detectadas por
Narayan y colaboradores (2018) se asociaban a la clase Methanobacteria, diversos estudios han
constatado la presencia de representantes de la clase Methanomicrobia en ambientes
hipersalinos terrestres. En concreto, se detectaron los géneros Methanolobus (Walsh et al.,
2005; Mesbah et al.,, 2007; Navarro-Noya et al., 2015b), Methanohalophilus (Walsh et al., 2005),
Methanococcoides (Munson et al., 1997; Xie et al., 2014) Methanosaeta (Munson et al., 1997;
Navarro-Noya et al, 2015b) y Methanosarcina (Navarro-Noya et al, 2015b) del orden
Methanosarcinales asi como Methanoculleus (Swan et al., 2010), Methanogenium (Swan et al,,
2010), y Methanospirilum (Navarro-Noya et al., 2015b) del orden Methanomicrobiales.

Otros grupos no cultivados de euriarqueotas, como MGII (Marine Group II) y MBG-D (Marine
Benthic Group D), se observan en estudios moleculares de suelos y sedimentos salinos (Munson
et al, 1997; Walsh et al,, 2005; Swan et al., 2010). Igualmente, se han detectado secuencias
relacionadas con representantes no cultivados de la clase Thermoplasmata (Walsh et al., 2005;
Oueriaghli et al,, 2013; Navarro-Noya et al., 2015b; Narayan et al., 2018).
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En cuanto a las secuencias relacionadas con Crenarchaeota, todas ellas estaban relacionadas
con otras ambientales, algunas marinas, y eran mas abundantes en muestras con salinidades
bajas e intermedias (Munson et al., 1997; Walsh et al., 2005; Swan et al,, 2010; Lay et al., 2013;
Oueriaghli et al,, 2013; Xie et al,, 2014; Navarro-Noya et al., 2015b; Liu et al.,, 2016).

La proporcién de arqueas y bacterias en los trabajos moleculares que consideran ambos
dominios varfa. En el suelo artico estudiado por Lay y colaboradores (2013) con un 24 % de
sales, el rango de suelos y sedimentos de La Sal del Rey analizados por Hollister y colaboradores
(2010)(CE. de 34-123 dS/m), asi como los suelos salinos de distintas regiones de la India con
salinidades comprendidas entre 4 y 31 % se observa una dominancia de arqueas (Pandit et al,,
2015; Patel et al,, 2015; Narayan et al., 2018). Por otro lado, en los sedimentos del Salton Sea
(California) (5,0-11,5 % de salinidad), la proporcién de arqueas varia entre el 64 y 99 % (Swan
etal, 2010) y en las 29 muestras de suelos del Qarhan Salt Lake (China) (EC1:;5 de 0,2-148 dS/m,
pH de 7,39) analizadas por Xie y colaboradores (2017) las arqueas constituyen del ~15 al 85 %
de la comunidad. Como se ha descrito con anterioridad, aunque los grupos principales se
mantienen en la mayoria de las ocasiones y existen algunas similitudes entre los géneros
principales que aparecen en estos ambientes terrestres salinos estudiados, sus proporciones y
representantes varfan de una muestra a otra, incluso en aquellos de una misma localizacién
geografica. Algunos autores han tratado de relacionar los cambios en la comunidad microbiana
con factores edaficos y climaticos. Diversos estudios ponen de manifiesto que la abundancia y
diversidad de la comunidad bacteriana disminuye con la salinidad (Swan et al., 2010; Pandit et
al,, 2015; Mora-Ruiz et al,, 2018; Zhao et al., 2018). En cuanto a la abundancia y diversidad de
arqueas, en ciertas investigaciones se ha encontrado una correlacion significativamente
positiva con la salinidad (Walsh et al., 2005; Hollister et al., 2010a; Liu et al., 2016; Mora-Ruiz
etal, 2018), mientras que en otros no se encuentra correlacion de la comunidad de arqueas con
el citado parametro (Pandit et al., 2015). Otros parametros relacionados con la estructuracion
de la comunidad y/o diversidad de bacterias en estos articulos sedimentos y/o suelos son el pH
(Valenzuela-Encinas et al., 2009; Zhao et al., 2018) el contenido en nitritos y bromo (Mora-Ruiz
etal, 2018). Por su parte, la comunidad de arqueas vara con el contenido en carbono (Hollister
etal, 2010a; Swan et al.,, 2010), en agua y fosforo (Hollister et al., 2010a; Mora-Ruiz et al., 2018),
magnesio y nitritos (Mora-Ruiz et al., 2018), y en sodio (Hollister et al., 2010a).

También se han descrito relaciones con parametros fisicoquimicos a niveles taxonémicos mas
finos. Euryarchaeotay Halobacteria se correlacionan positivamente con la salinidad (Oueriaghli
etal,, 2013; Yanget al,, 2018), mientras que Thermoplasmatales se relaciona negativamente con
este factor y con el pH, y positivamente con la temperatura y la cantidad de oxigeno en los
estudios de Oueriaghli y colaboradores (2013). Pandity colaboradores (2015) encontraron una
correlacidn negativa entre la comunidad de Proteobacteria, Cyanobacteria y Verrucomicrobia
con el contenido en sales, mientras que la proporcién de Actinobacterias, Chloroflexi y
Spirochaetae era maxima en concentraciones intermedias de salinidad. Una relacién negativa
con la salinidad para Gammaproteobacteria y positiva para betaproteobacterias se encontr6 en
estudios de suelos y sedimentos salinos (Swan et al., 2010; Zhao et al., 2018). Otros trabajos
han relacionado Firmicutes positivamente con la salinidad, mientras que la comunidad de
Actinobacteria no parecia ser afectada por este pardmetro (Zhao et al., 2018). A nivel de género,
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la proporcién de secuencias afiliadas al género Salinibacter aumentaba con la salinidad (Pandit
etal, 2015).

La salinidad es uno de los pardmetros principales que influyen en la estructuracion de la
comunidad microbiana. Los estudios de Auguet y colaboradores (2010) y Jeffries y
colaboradores (2011) muestran que también es importante el tipo de sustrato (sélido o
liquido). Sin embargo, pocos autores han comparado la estructura de la comunidad procariota
de suelos y sedimentos y sus relaciones con los pardmetros fisicoquimicos con la de aguas
hipersalinas. Mora-Ruiz y colaboradores (2018), encontraron que los sedimentos poseian
mayor diversidad microbiana que las muestras acudticas y que existia un gran solapamiento
entre los grupos detectados en ambos tipos de muestras. Los grupos especificos de sedimentos
(Rhodobacteraceae, Caulobacteraceae y Thermotogaceae) constituian inicamente el 2,8 % de
las secuencias totales (Mora-Ruiz et al., 2018). Otros autores no incluyen ambos tipos de
muestras, pero discuten la comunidad microbiana detectada en los ambientes terrestres que
estudian en el contexto de las comunidades procariotas de ambientes hipersalinos acuaticos
ampliamente estudiados, sugiriendo que éstas son distintas en uno y otro caso (Quesada et al,,
1983; Youssef et al., 2012).

En las citadas publicaciones es frecuente la deteccién de una proporcién de secuencias
relacionadas con microorganismos no cultivados, asi como otras que no pueden ser clasificadas
a nivel de género. La diversidad procariota de suelos salinos que ain no se conoce queda
constatada en la revision de Ma y Gong (2013), donde se analizan todas las secuencias del gen
ARNr 16S obtenidas de suelos salinos (bien ambientales o procedentes de aislados en cultivo
puro) existentes en las bases de datos publicas GenBank y RDP (Ribosomal Database Project).
Sus andlisis de rarefaccién mostraron que tan solo se conoce el 25 % de la diversidad bacteriana
y el 50 % de la de arqueas presente en estos ambientes. El conocimiento de la diversidad,
fisiologia y metabolismo de esta porcién de microorganismos desconocidos solo sera posible
mediante la intensificaciéon de los esfuerzos para su aislamiento, y el desarrollo de estrategias
metagendmicas que permitan el ensamblaje de genomas de los microorganismos mas
abundantes en estos ambientes.

.4 Estudio del suelo como sistema biolégico

.4.1 Particularidades del suelo como habitat

El suelo es un sistema estructurado, heterogéneo y discontinuo en el cual la fase soélida
prevalece sobre la liquida y la gaseosa. Se trata de un sistema con caracteristicas peculiares.

El suelo constituye uno de los habitats microbianos mas extensos y diverso (Whitman et al,
1998; Quince et al., 2008). Contiene una gran cantidad de biomasa, y una gran diversidad
microbiana. Se estima que el nimero de células microbianas por gramo de suelo varia de 108 a
1019, perteneciendo a cientos o incluso millones de especies microbianas (Nannipieri et al.,
2014). De esta manera, se estima que la cantidad de informacién genética contenida en un
gramo de suelo corresponde a 4000 genomas humanos (Schloter, 2012), mientras que la
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cantidad de carbono y nitrégeno encerrado en la biomasa microbiana es mayor que la biomasa
de las plantas (Whitman et al., 1998).

La heterogeneidad del suelo se ha propuesto como una de las causas de la gran biodiversidad
presente en los mismos (Treves et al., 2003; Walsh et al., 2005; Carson et al., 2010; Smucker et
al,, 2010; Vos et al., 2013). El habitat del suelo se caracteriza por heterogeneidades en todas las
escalas medidas, desde nanémetros hasta kildémetros, que difieren en caracteristicas quimicas,
fisicas y bioldgicas en el espacio y el tiempo (Voroney, 2007). Las variaciones en las propiedades
del suelo a microescala dan como resultado una gran variedad de microhabitats donde viven
los microorganismos (Figura 10). Esta situacién limita las interacciones entre microorganismos
que habitan un mismo suelo (Nunan, 2017), ya que, en funcién del contenido en agua del suelo,
los microhdabitats pueden estar conectados entre ellos o no (Carson et al., 2010). Dado que las
interacciones microbianas y sus funciones no pueden entenderse sin conocer las propiedades
biolégicas y fisicoquimicas del ambiente en el que viven (Nunan, 2017), y la dificultad de
realizar mediciones de estos factores a escalas tan pequefias, los estudios de ecologia
microbiana del suelo tienen que lidiar frecuentemente con el problema de interpretacion
derivado de medir las caracteristicas de un ambiente a escalas mucho mayores que las
relevantes para los microorganismos objeto de estudio (Vos et al., 2013). Ademas, se ha
propuesto que el espacio ocupado por los organismos del suelo es muy pequefio, constituyendo
del 0,1 al 5 % del total del volumen disponible. Solo algunos microhabitats del suelo poseen las
condiciones adecuadas para el desarrollo microbiano por lo que las poblaciones microbianas
del suelo se concentran en determinados lugares como la rizosfera, alrededor de particulas de
materia organica, o peliculas de agua (Nannipieri et al., 2003).

Diversos tipos de moléculas biolégicas como proteinas y acidos nucleicos pueden ser
adsorbidas a las particulas del suelo o sustancias humicas. Este hecho tiene diversas
implicaciones para los procesos microbianos. Estas particulas adsorbidas estan por lo general
protegidas de la accién de proteasas o nucleasas, por lo que se mantienen activas (en el caso de
las proteinas) y viables para la transformacién bacteriana (en el caso de los acidos nucleicos)
(Nannipieri et al., 2014). Los sustratos organicos también pueden permanecer adheridos a las
particulas del suelo, o bien localizarse en el interior de microagregados, lo que dificulta su
degradacién microbiana (Ladd et al.,, 1996).

Los microorganismos del suelo juegan papeles esenciales en una gran variedad de funciones
del mismo. Juegan un papel fundamental en los ciclos biogeoquimicos, en el desarrollo de las
plantas, la purificaciéon del agua, el almacenamiento de carbono o el mantenimiento de la
estructura del suelo (Van Der Heijden et al., 2008; Vos et al., 2013).

[.4.2  Aproximaciones dmicas al estudio de la ecologia microbiana de suelos

Se denominan técnicas émicas a aquellas que permiten el estudio del conjunto o la totalidad de
alguna propiedad o caracteristica (genes, lipidos, proteinas, transcritos, etc.) de un sistema. Asf,
por ejemplo, la genémica y protedmica son las técnicas que permiten el estudio del conjunto de
genes y proteinas de un organismo, respectivamente. Cuando las técnicas émicas se aplican al
estudio de todos los organismos presentes en un ecosistema, hablamos de meta-6micas:
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metagendmica, metatranscriptémica, metaprotedémica, etc. Las meta-dmicas mas desarrolladas
son la metagendémica, que permite el estudio del conjunto de genes de una comunidad, o la
metaprotedmica, que se encarga del estudio de las proteinas expresadas por los organismos de
una comunidad en un momento determinado. La secuenciaciéon de amplicones no se considera
una técnica meta-6mica, sino metagenética, dado que se trata de una libreria de un solo gen
(como el ARNr 168S), y no de todos los presentes.

El desarrollo de este tipo de técnicas junto con los avances bioinformaticos para la
interpretaciéon de sus resultados ha supuesto una revolucién en el estudio de los sistemas
microbianos, superando los sesgos de las técnicas clasicas de cultivo y molecular de PCR y por
lo tanto aumentando la resolucién con la que es posible describir la comunidad microbiana,
incluyendo la biogeografia, potencial metabdlico y diversidad, mecanismos de adaptacion,
filogenia y evolucién (Cardenas & Tiedje, 2008).

Entre los avances mdas importantes que estas técnicas han permitido destaca el aumento
exponencial de la descripcién de nuevos grupos microbianos (Castelle et al., 2015; Hug et al,,
2016; Nesme et al,, 2016; Parks et al., 2017; Solden & Wrighton, 2017) que se ejemplifica en la
reciente actualizaciéon del arbol de la vida por Parks y colaboradores (2017), en la que
incluyeron casi 8000 genomas nuevos reconstruidos a partir de metagenomas de diferentes
ambientes naturales, lo que aumenté en un 30 % la diversidad de bacterias y arqueas conocida
hasta el momento (Castelle & Banfield, 2018). El andlisis de datos meta-6micos no solo ha
permitido avanzar en nuestro conocimiento de la biodiversidad filogenética en la Tierra, sino
que ha posibilitado nuevos estudios sobre la vida y la aparicién de ciertos rasgos como la
respiracién aerdbica o la fotosintesis (Soo et al., 2014; Castelle & Banfield, 2018), asi como el
papel de estos microorganismos no cultivados en los ciclos biogeoquimicos (Spang et al., 2015;
Hu et al,, 2016; Adam et al,, 2017) o el cambio climatico (Mackelprang et al., 2016; Wallace et
al., 2017). Estas técnicas no solo han evolucionado la ecologia microbiana, sino también el
campo de la seguridad alimentaria (Cocolin et al., 2017) o la medicina (Virgin & Todd, 2011;
Valles-Colomer et al., 2016), entre otros muchos. La completa integracion de estas técnicas con
otras complementarias (otras 6micas, técnicas de aislamiento en cultivo puro o marcaje con
isotopos estables, por ejemplo) dara lugar sin duda a nuevos avances en la ecologia microbiana
(Jansson & Baker, 2016; Nesme et al., 2016; Starr et al., 2017; Gutleben et al., 2018).

El conocimiento microbiano del suelo, considerado la dltima frontera de la Microbiologia (Van
Elsas et al,, 2007) también se ha beneficiado de estos avances en las técnicas de estudio de la
ecologia microbiana. La introduccién de las técnicas 6micas, como la metagenémica, en el
estudio de la ecologia microbiana de suelos ha permitido el estudio a gran escala de la “mayoria
no cultivada” de microorganismos (Howe et al., 2014; Delmont et al., 2015; White et al., 2016),
y el establecimiento de patrones de cambio de la comunidad microbiana con parametros
fisicoquimicos ambientales o derivados de la accién antropogénica (Lupwayi et al., 1998;
Kowalchuk et al,, 2002; Ge et al.,, 2008; Cruz-Martinez et al., 2009; Lauber et al., 2009; Griffiths
etal,, 2011; Fierer etal., 2012).
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Sin embargo, aln existen varios retos para el aprovechamiento maximo de las técnicas émicas
en el estudio de la ecologia microbiana de suelos (Nesme et al., 2016). Por un lado, los diferentes
métodos de extraccién de ADN/ARN empleados poseen diferentes sesgos y, dada la ausencia
de un suelo de referencia con el que evaluar la eficiencia de extraccién de ADN, no es posible
determinar la representatividad del ADN obtenido con respecto al de la microbiota del suelo.
Ademas, aunque han aparecido técnicas para tratar de solventar este problema (como MDA,
multiple displacement amplification), la cantidad de muestra de partida necesaria para obtener
las cantidades de acidos nucleicos requeridos en estudios 6micos sigue siendo la principal
limitacién para su uso en ambientes con baja biomasa, o en andlisis a pequena escala de muchos
otros habitats con un mayor contenido en biomasa. La preparacién de la muestra para
secuenciar y la propia tecnologia de secuenciacién elegida introducen nuevos sesgos que
impiden la comparacion de distintos estudios. Por otro, el andlisis de la gran cantidad de datos
obtenidos mediante estas técnicas es abrumador, computacionalmente costoso y no
estandarizado. Por ello, pueden obtenerse diferentes resultados a partir de una misma base de
datos émica en funcién de los métodos usados para eliminar las secuencias de baja calidad,
relacionar secuencias con aquellas mas parecidas en las bases de datos (anotacién), ensamblar
secuencias cortas en otras mas largas o contigs (ensamblaje) y agrupar dichos contigs en grupos
relacionados filogenéticamente para obtener genomas completos (binning). Las
indeterminaciones de la eficiencia y fidelidad de los métodos de extracciéon de ADN y andlisis
bioinformaticos utilizados, asi como la variabilidad fruto del uso de diferentes métodos en cada
una de las etapas, dificulta la interpretacién de los datos 6micos, determinacién de
correlaciones veraces, cuya relacion causal, en cualquier caso, necesita ser comprobadas en el
laboratorio (Vestergaard et al., 2017).

La aplicacién de la metagendmica al estudio de la ecologia de suelos presenta dificultades
adicionales. Algunas de ellas son comunes a cualquier método aplicado al estudio de la biologia
del suelo, como las derivadas de la gran heterogeneidad de la estructura del suelo y de la alta
diversidad de organismos presentes en el mismo (Lombard et al.,, 2011; Myrold & Nannipieri,
2014) y otras caracteristicas de los métodos que se basan en la extraccién de acidos nucleicos
del suelo, como la adsorcién de las moléculas de ADN a las particulas del suelo, asi como la
estabilidad del ADN extracelular en este ambiente (Nesme et al., 2016; Vestergaard et al., 2017).

Los suelos se encuentran entre los ecosistemas con mayor diversidad de microorganismos
(Lozupone & Knight, 2007). Para capturar toda la diversidad presente en un suelo se requiere
una secuenciacion profunda que no siempre es alcanzable, por lo que, en la mayoria de los
casos, ademas de ignorar el papel de las especies menos abundantes, la determinacién de las
relaciones entre microorganismos y con los parametros ambientales puede ser incompleta y
confusa. Ademas, la alta diversidad existente dificulta los procesos de ensamblaje (Vestergaard
etal, 2017) y, por tanto, de obtencién de genomas a partir de secuencias individuales a partir
de donde realizar andlisis ecolégicos y evolutivos (Hugerth et al,, 2015). Por otra parte, solo se
ha conseguido aislar en cultivo puro y caracterizar una parte minoritaria de la biodiversidad
existente en los suelos (Janssen et al.,, 2002; Schoenborn et al., 2004; Burmglle et al.,, 2009;
Vartoukian et al., 2010; Choi et al., 2016; Pham & Kim, 2018), por lo que las bases de datos con
las que se comparan estos metagenomas no contienen suficientes referencias adecuadas para
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la anotacion correcta de las secuencias de las bases de datos metagendmicas de suelos (Choi et
al,, 2016), lo que resulta en una alta proporcién de secuencias sin anotar (Delmont et al., 2012;
Fierer et al., 2012; Choi et al., 2016).

La alta heterogeneidad de la matriz del suelo dificulta la extraccién de conclusiones
reproducibles y validas en la escala en la que se producen los procesos e interacciones
microbianos, dada la dificultad de obtener réplicas bioldgicas representativas en la escala de
los procesos microbianos que se desea estudiar (Vestergaard et al, 2017). En ciencia, la
reproducibilidad de un resultado determina su veracidad (Prosser, 2010). La reproducibilidad
de una medida fisica, quimica o bioldgica de un suelo viene determinada por el grado de
heterogeneidad del mismo y nuestra capacidad para medir dichas propiedades en la escala de
los micronichos con diferentes condiciones que alberga el suelo estudiado (Ranjard et al., 2000;
Smalla & van Elsas, 2010; Vos et al.,, 2013; Constancias et al., 2014; Kuzyakov & Blagodatskaya,
2015; Vestergaard et al., 2017). Estos micronichos con caracteristicas diferenciadas se forman
como consecuencia de la desconexién entre distintos puntos del suelo, que ocurre como
consecuencia de una reduccién en el contenido de agua del suelo (Carson et al., 2010; Smucker
etal, 2010; Vos et al., 2013). Asi, por ejemplo, el contenido en agua y propiedades quimicas de
la solucién del suelo pueden variar drasticamente de un punto del sistema a otro muy cercano
y esta situacion de heterogeneidad espacial se acentia a medida que disminuye el contenido en
agua del suelo estudiado (Carson et al., 2010; Smucker et al., 2010; Vos et al., 2013). En este
sentido, se ha propuesto, incluso, que la recogida de réplicas biolégicas para la realizacién de
un estudio sélido estadisticamente puede ser imposible debido ala gran heterogeneidad de este
sistema ya que actualmente es metodoldgicamente complejo determinar parametros
fisicoquimicos y biolégicos en la escala relevante de los microorganismos (Nesme et al., 2016).
Es por ello que la interpretacidn de los datos medidos en suelo requiere la consideracién de la
heterogeneidad del suelo estudiado asi como de la escala de medida ideal y la utilizada (Smalla
& van Elsas, 2010; Vos et al., 2013; Myrold & Nannipieri, 2014; Jansson & Baker, 2016). Dada la
cantidad de muestra requerida parallevar a cabo los estudios 6micos, actualmente no es posible
aplicar estos métodos en la escala adecuada para el estudio de los procesos microbianos e
interacciones en micronichos especificos del suelo, por lo que se usan muestras mas grandes y
los resultas que observamos son un compendio de los que se producen en cada uno de os
micronichos de la misma (Myrold & Nannipieri, 2014; Jansson & Baker, 2016; Nesme et al.,
2016). A l1a heterogeneidad fisica hay que sumarle al temporal, ya que el suelo es un sistema
muy dindmico que se encuentra influenciado constantemente por la accién del clima y macro- y
microorganismos que modifican su composicién en el tiempo (Myrold & Nannipieri, 2014;
Nesme et al., 2016).

Como método basado en la extracciéon de ADN del suelo, la metagenémica sufre los efectos de
la adsorcién de estas moléculas a las particulas de suelo, que interfieren con el proceso de
extraccion, ademas de la importante cantidad de ADN extracelular que se encuentran en los
suelos, donde se conservan bastante bien (Nesme et al., 2016).

A pesar de los retos a los que aun se enfrenta la metagendmica de suelos, ha permitido grandes
avances en el conocimiento actual de la microbiota que habita estos ambientes, y la explotacién
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de todo su potencial estd aun por llegar. La integracién de esta técnica con otras dmicas, el
desarrollo futuro de un suelo de referencia donde validar técnicas de andlisis y el avance de la
tecnologia permitirdn el avance en el conocimiento de las relaciones entre microorganismos en
el suelo, asf como sus funciones y fisiologia en diferentes condiciones fisicoquimicas (Myrold &
Nannipieri, 2014; Jansson & Baker, 2016; Nesme et al.,, 2016).
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Il. OBJETIVOS

Los ambientes hipersalinos se caracterizan por poseer un alto contenido en sales. Esta
propiedad, junto a otros factores fisicoquimicos, limita la biodiversidad presente en ellos.
Mientras que la microbiota de ambientes hipersalinos acuaticos ha sido extensamente
estudiada, la de los ambientes hipersalinos terrestres, como los suelos salinos ha recibido
menor atencidén. El componente biolégico, y especialmente, microbiano de los suelos salinos es
en ultima instancia el responsable de los procesos bioquimicos y ciclos biogeoquimicos que
ocurren en los estos sistemas. Dado que el aumento de la salinidad de los suelos esta poniendo
en peligro la productividad de muchas zonas del mundo y nuestra capacidad para alimentar a
una creciente poblacién mundial, el interés por el estudio de las comunidades microbianas en
suelos salinos se ha incrementado en los ultimos afios. La compleja estructura del suelo y su
heterogeneidad a diversas escalas espaciales y temporales dificulta en muchas ocasiones la
interpretacion de los resultados obtenidos. Aunque el nimero de publicaciones sobre la
diversidad procariota y los factores edaficos relacionados con ella ha aumentado en los tltimos
meses, el conocimiento que se posee de la ecologia microbiana en suelos salinos sigue siendo
fragmentario y limitado.

Sin embargo, la escasa literatura disponible sobre los suelos salinos indica que se trata de un
ambiente conceptualmente distinto a los habitats hipersalinos acuéaticos, cuyas condiciones
fisicoquimicas, incluida la salinidad, presentan valores generalmente méas estables que los
encontrados en suelos. La gran mayoria de estudios sobre la microbiota de suelos salinos
coincide en que los microorganismos que habitan estos habitats pueden soportar un amplio
rango de salinidades y que la comunidad estd compuesta por grupos taxonémicos con
representantes haldfilos, asi como por otros que no incluyen haléfilos o halotolerantes
conocidos. Ademads, una gran proporcién de estas investigaciones encuentra un nimero no
desdefiable de secuencias relacionadas con microorganismos no cultivados o incluso no
relacionadas con ninguna de las presentes en las bases de datos. El estudio de la
osmoadaptacién de los microorganismos haléfilos de suelo ha revolucionado los modelos
clasicos de osmoadaptacion establecidos en base al conocimiento de los habitats hipersalinos
acuaticos y sus habitantes. Asi, el estudio de la microbiota de estos suelos extremos puede
complementar nuestro actual conocimiento del mundo haléfilo, que est4 sesgado hacia haléfilos
del medio acudtico y asf hacer posible predicciones y modelos para la recuperacién de suelos
afectados por salinizacién.

Las nuevas técnicas de secuenciacién masiva han demostrado su gran potencial en el campo de
la ecologia microbiana de suelos, permitiendo la descripcién de la comunidad microbiana
presente con un nivel de detalle sin precedentes, ademas de posibilitar la relacién de los
cambios en la comunidad con diversos pardmetros fisicoquimicos. Las técnicas metagendmicas,
en concreto, proporcionan informacién sobre la diversidad filogenética y metabdlica de las
comunidades microbianas y permiten reconstruir genomas ambientales de microorganismos
no cultivados.

Los objetivos especificos de esta Tesis Doctoral han sido los siguientes:
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1. Caracterizacion de la diversidad filogenémica y metabolica de procariotas de suelos salinos
localizados en el Paraje Natural Marismas del Odiel, en Huelva, mediante métodos
metagendmicos.

2. Comparacion e integracion de los resultados del andlisis anterior con la extensa bibliografia
disponible sobre la microbiota de ambientes hipersalinos acuaticos, asi como con los estudios
en otros suelos salinos, para identificar generalidades y particularidades de uno y otro
ambiente. Determinar en qué medida el conocimiento actual de la ecologia de ambientes
hipersalinos y sus habitantes, basado mayoritariamente en estudios de medios acuéticos, es
aplicable a ambientes hipersalinos terrestres.

3. Determinacion de la contribucién relativa de la salinidad y otros parametros fisicoquimicos
a la estructuracién de las comunidades microbianas de suelos salinos del Paraje Natural
Marismas del Odiel.

4. Papel de la luz como fuente de energia de los microorganismos haléfilos que habitan en los
suelos de este paraje y de las rodopsinas como sistemas involucrados en dichos procesos.
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lIl. MATERIALES Y METODOS
.1 Muestreos y analisis fisicoquimico de las muestras

I11.1.1 Toma de muestras

Se realizaron un total de 4 muestreos de suelos salinos localizados en el Paraje Natural
Marismas del Odiel (Huelva) (Tabla 3, Figura 11). Las muestras recogidas durante el primero y
el segundo de ellos, llevados a cabo en octubre de 2013 y noviembre de 2014, respectivamente,
se utilizaron para la caracterizacion de la comunidad procariota mediante secuenciacion
metagendmica, mientras que los muestreos tercero y cuarto sirvieron para el andlisis de la
relacion de la salinidad con la comunidad microbiana de estos suelos salinos y el estudio la
utilizacion de la luz como fuente de energia por la comunidad procariota del suelo. En la toma
de muestras realizada en julio de 2015, se seleccionaron diferentes puntos de muestreo dentro
de una misma localizacién, y se diferenciaron superficie (1 cm) y subsuperficie (2-4 cm).

Tabla 2. Caracteristicas de los muestreos realizados.

1 Octubre 2013 1 1 Secuenciacion
2 Noviembre 2014 1 1 shotgun
Secuenciacion de
3 Julio 2015 1,2,3,4 48 amplicones
(ARNr 16S)
4 Agosto 2017 1 y Marcaje con is6topos

estables, HoO'8-S|P

En cada punto de muestreo se recogieron aproximadamente 200 g de suelo en bolsas estériles
Whirl-Pak® (Sigma-Aldrich), y se conservaron en frio durante su traslado al laboratorio en un
plazo de solo unas horas. Una vez alli, las muestras se conservaron a 4 °C hasta su
procesamiento en los dias sucesivos al muestreo.

Las muestras recogidas durante el tercer y cuarto muestreo se trasladaron al Pacific National
Northwest Laboratory (Richland, Washington, Estados Unidos) en hielo seco y a la Universidad
de Southampton (Reino Unido) en frio, respectivamente. En ambos casos se conservaron en
nuestro laboratorio réplicas de las muestras enviadas.
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Figura 10. Puntos de muestreo en el Paraje Natural Marismas del Odiel (Huelva).
[11.1.2 Analisis fisicoquimicos de las muestras

La temperatura del suelo en el momento de muestreo se determin6 in situ. La salinidad y el pH
de las muestras se determinaron en un extracto 1:5 con agua destilada mediante el
conductimetro CRISON 35+ (Hach Lange Spain, S.L.U.) y el pHmetro CRISON GLP 21,
respectivamente. En el caso del tercer muestreo, el pH se determiné en un extracto 1:2,5.

Una cantidad de 100 g por muestra de estos muestreos fue enviada al laboratorio Innoagral
(Grupo Hespérides Biotech S.L., Sevilla) para el analisis detallado de parametros fisicoquimicos
complementarios de las muestras. La textura se evalu6 mediante el método Bouyoucos
(Bouyoucos, 1936) y se hizo uso del sistema de clasificacién textural del Departamento de
Agricultura de Estados Unidos (USDA) para determinar la clase textural (Ditzler et al., 2017). El
contenido en agua se obtuvo por gravimetria. El contenido en carbono se obtuvo de acuerdo al
método de Walkley-Black (Walkley & Black, 1934). El contenido en amonio, sulfato, fésforo,
nitratos y nitritos se determiné en extractos 1:5 de suelo llevado a sequedad y agua destilada
mediante espectroscopia visible ultravioleta. Para las determinaciones del contenido en
nitrégeno se utilizé el método Kjeldhal (Kjeldahl, 1883) y la concentracién de cloruros se midi6
por volumetria. La concentracién de metales y del resto de iones relacionados con la salinidad
se determind mediante espectroscopia de absorciéon atémica. Estas determinaciones
fisicoquimicas se realizaron llevando el suelo a sequedad.

48



IIl.2 Marcaje con is6topos estables (H20"8)

[11.2.1 Tratamiento previo de las muestras

El suelo se tamiz6 a 4 °C con un tamiz con abertura de malla de 2 mm. A continuacién, se
extendio sobre un recipiente estéril y se colocé en una estufa a 37 °C con cloruro de calcio hasta
alcanzar la mitad del contenido en agua inicial. La monitorizacién del contenido en agua se
realizé mediante el proceso detallado en la seccion I11.1.2. Este suelo se repartié en tubos Falcon
coOnicos de centrifuga de 15 mL (Fisher Scientific International, California, EE. UU.), para su
posterior incubacidn.

I11.2.2 Disefio del experimento, marcaje con H,O'® e incubacion

El planteamiento del experimento parala determinacién del papel de laluz en el pool energético
de la microbiota de los suelos salinos estudiados incluy6 condiciones de luz y oscuridad, asi
como el tratamiento con un inhibidor del fotosistema 1I, diuron o DCMU
(3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea) (Sigma), que permitiera aislar el efecto de las rodopsinas
del de la fotosintesis. Asi, se incluyeron un total de 22 muestras de 2 gramos de suelo cada una:
a 6 de ellas se les afiadi6 H,0 ultrapura estéril libre de ADNasas y ARNasas (Ambion™,
ThermoFisher), 8 recibieron H,08 estéril y a otras 8 se les adicion6 H;08 estéril con una
concentracién de DCMU de 5 uM (preparada a partir de una solucién saturada de DCMU en H,0
ultrapura estéril). La cantidad de H,0 y H,018 adicionada fue de 150 pL/gramo de suelo. Se
incubaron un nimero igual de cada tipo de muestras tanto en luz como en oscuridad a 37 °C
durante 3 semanas. Las condiciones de luz consistieron en una intensidad de 147,510 umol
quanta m2 s-1 de luz blanca de 5500 K proporcionada por dos bombillas LED cilindricas, de 40
vatios y 3500-3800 limenes cada una (Bonlux, Lusta LED Co., Guandong, China). Las muestras
a las que le correspondia condiciones de oscuridad se incubaron junto a las anteriores,
cubiertas individualmente con papel de aluminio para evitar que les llegara luz.

Para los estudios de viabilidad, se prepararon 6 muestras con 1 g de suelo cada una, a los que
se les adicioné 150 pL. de H20 ultrapura estéril. Tres de esas muestras se incubaron en
condiciones de luz y otras tres en condiciones de oscuridad durante tres semanas.

[11.2.3 Centrifugacién isopicnica y fraccionamiento de gradientes

Tras la extracciéon de ADN, llevada a cabo como se indica en la seccién I11.3, una cantidad
aproximada de 1 pg de ADN se sometié a una centrifugacién en una solucién de CsClI (Sigma)
con una densidad de 1,725 g mL-1 preparada a partir de una solucién stock de 1,885 g mL-1, y
tampdn GE (100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 100 mM KCl; 1 mM EDTA) (Neufeld et al.,, 2007). Las
densidades se calcularon a partir del indice de refraccién de las soluciones, que se determiné
(con correccién de temperatura) mediante un refractémetro digital Reichert AR200. La
centrifugacidn se llevé a cabo en una Ultracentrifuga Optima XPN-80 (Beckman), utilizando el
rotor Beckman VTi90 y tubos de centrifuga de polipropileno de una capacidad de 5,1 mL
Quick-Seal® (Beckman Coulter) sellados con calor mediante una selladora Beckman Tube
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Sealer. La centrifugacion se llevé a cabo durante 60-65 horas a una velocidad de 47 200 rpm y
una temperatura de 20 °C.

El gradiente obtenido tras la centrifugacion se separ6 en 16 fracciones de ~350 pL mediante la
inyeccién en la parte superior del tubo de centrifuga sellado de un flujo constante de agua
estéril generado por una bomba de jeringa programable, una vez que se habia realizado una
perforacion en la parte inferior del mismo. La densidad de las fracciones obtenidas se calculé a
partir del indice de refracciéon de éstas. E1 ADN contenido en cada fraccién se precipitd
afiadiendo 2 pL de acrilamida lineal (Ambion, 5 mgmL1) y 2 volimenes de solucién de
polietilenglicol (PEG) (30 % PEG 6000 y 1,6 M NaCl). Tras mezclar en vortex, esta mezcla se
incubd toda la noche a temperatura ambiente en oscuridad. Posteriormente se procedié a una
centrifugacién a temperatura ambiente durante 30 minutos a 13 000 g. Se descart6 el
sobrenadante y el pellet se lavé con 500 pL de etanol de grado molecular (Sigma) al 70 %. Se
procedi6 entonces a una centrifugaciéna 13 000 g durante 10 minutos a temperatura ambiente,
para descartar el sobrenadante y posteriormente secar el pellet durante 30-60 minutos a
temperatura ambiente. El pellet se resuspendié en 30 uL de tamp6n TE (Neufeld et al., 2007).
El ADN obtenido de este modo se conservé a -20 °C hasta su uso posterior.

Figura 11. Material utilizado durante el marcaje con H20"8 y posterior centrifugacién
isopicnica.

[11.2.4 gPCR en tiempo real

Se llevaron a cabo reacciones de PCR cuantitativa (qPCR) en tiempo real del gen ARNr 16S para
determinar la cantidad de ADN presente en cada fraccién de los 22 gradientes. Las reacciones
se llevaron a cabo en un volumen final de 20 pL utilizando placas de 96 pocillos de volumen
0,1 mL MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems ™, Foster City,
California, EE. UU.). Se empled la polimerasa AmpliTag™ Fast DNA Polymerase, junto al tampén
de reaccion 20x Master Mix TaqMan Fast Advanced (Applied Biosystems™). Se utilizé el ciclo
de 40 minutos del termociclador AB StepOnePlus (Applied Biosystems™). Los cebadores
universales de arqueas y bacterias utilizados se muestran en la Tabla 3 (Yu et al., 2005). La
Tabla 3 muestra los componentes y concentraciones de las reacciones de amplificacion.
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Tabla 3. Cebadores universales de bacterias (BAC) y arqueas (ARC) utilizados en la gPCR.

ARC787F ATTAGATACCCSBGTAGTCC
ARC1059R GCCATGCACCWCCTCT
ARC915P AGGAATTGGCGGGGGAGCAC
BAC338F ACTCCTACGGGAGGCAG
BAC805R GACTACCAGGGTATCTAATCC
BAC516P TGCCAGCAGCCGCGGTAATAC

Tabla 4. Componentes y concentraciones de la reaccion de qPCR.

Ready Mix 20x 1x
Cebador F (100 uM) 0,5 uM 0,9 uM
Cebador R (100 uM) 0,5 uM 0,9 uM
Sonda (100 uM) 0,2 uyM 0,25 uM
Molde ADN 2L
H20 ultrapura estéril c.s.p. 20 L
Volumen final 20 uL
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35 ciclos

94°C 95

5 min 30s

Figura 12. Ciclos de temperatura utilizados en la reaccién de la gqPCR en tiempo real.

.3 Extraccion y purificacion de ADN metagenémico

El ADN de las muestras obtenidas en octubre de 2013 y noviembre de 2014 se extrajo utilizando
el kit de extraccién FastDNA SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals, California, EE. UU.) a partir de
10 gramos de suelo, utilizando el sistema FastPrep para la lisis mecdnica y siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se llev6 a cabo un posterior paso de purificaciéon por el método de
fenol:cloroformo.

Para la extraccion del ADN de las muestras recogidas durante el tercer muestreo se empled el
kit comercial PowerSoil Extraction/Isolation Kit (MoBio Laboratories Inc., Carlsbad, California,
EE. UU.), utilizando 0,25 gramos de muestra. Fue necesario afiadir un paso previo de lavado
multiple con solucién salina basal (PBS) para eliminar parte de las sales presentes.

El kit de extraccién empleado en el experimento de marcaje con isétopos estables (SIP) fue
también FastDNA SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals, California, EE. UU.), en su versiéon de
0,5 gramos.

lll.4 Determinacion de la integridad, concentracion y pureza del ADN

[11.4.1 Electroforesis en gel de agarosa

La integridad del ADN extraido se comprobé mediante electroforesis en geles horizontales de
agarosa. Esta técnica se basa en la carga negativa que poseen las moléculas de ADN, propiedad
por la cual migran hacia el anodo (polo positivo) cuando se someten a un campo eléctrico
(electroforesis). El gel de agarosa se comporta como un tamiz molecular que permite separar
estas moléculas cargadas en funcién de su tamafo y forma. De este modo, los fragmentos
pequefios de ADN migraran mas rapido hacia el anodo que las moléculas mas grandes, que
quedaran mas cercanos al catodo.

Se prepararon geles de agarosa (Seakem, LE Agarose) a una concentracion del 0,8 % (p/v) en
tampon TAE 1x (preparado a partir del 50x) con 3 uL de RedSafe 20 000x (iNtRON
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Biotechnology), que se sumergieron en ese mismo tampoén en la cubeta de electroforesis. Se
realizaron las diluciones oportunas de las muestras de ADN para cargar un total de ~100 ng en
el gel. Las muestras de ADN o sus diluciones se mezclaron en una proporcién 2:4 con tampén
de carga 6x para facilitar la carga de la muestra en los pocillos del gel. Se utilizé un patrén de
pesos moleculares de 1 Kb DNA (Invitrogen). La corriente eléctrica aplicada fue de 60V
durante 40 minutos. La visualizacién del ADN es posible gracias al compuesto RedSafe, que
forma un complejo con el ADN visible bajo la luz ultravioleta, proporcionada por un
transiluminador (TFP-M/WL).

Tampoén TAE 50x: dcido acético glacial, 57,1 mL; EDTA 50 mM, pH 8,0; tris-base, 242 g; agua
destilada, c.s.p. 1000 mL.

Tampoén de carga 6x: Azul de bromofenol 0,25 % (p/v); sacarosa 40 % (p/v); xilén-cianol
0,25 % (p/v). Este tampon se conserva a 4 °C.

. . e
Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa.

I11.4.2 Espectrofotometria

Dado que los nucledtidos y otros compuestos contaminantes (proteinas, compuestos fendlicos,
etc.) absorben energia de longitudes de onda especificas, el andlisis de ADN por
espectrofotometria permite la cuantificacién y determinacién de la pureza del ADN obtenido.
En concreto, se utilizé un espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), que mide la
absorbancia a 230, 260 y 280 nm, y calcula los cocientes A260/A280 y A260/A230. E1 ADN
absorbe a 260 nm, mientras que los contaminantes organicos y las sales absorben a 230, y las
proteinas y compuestos fenélicos lo hacen a 280 nm, respectivamente, por lo que una muestra
de ADN se considera pura cuando los cocientes A260/A280 y A260/A230 son 1,8 y 2,0,
respectivamente (Desjardins & Conklin, 2011).
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11.4.3 Fluorimetria

Los métodos de fluorimetria desarrollados para el andlisis cuantitativo de ADN se basan en la
unio6on de un fluoréforo selectivamente a moléculas de ADN de doble cadena intactas. Los dos
métodos empleados en esta tesis doctoral fueron Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA y Qubit®
dsDNA 2.0 (Thermo Fisher Scientific). Mientras que el primero de ellos suele realizarse en
placas de 96 pocillos, las medidas con el segundo método se realizan una a una. En ambas
técnicas es necesario el uso de patrones. El método de Qubit dsDNA es mds preciso para
medidas de bajas concentraciones de ADN que las medidas de espectrofotometria. La
cuantificacién de ADN por esta técnica es preferible ya que, al contrario que en las medidas de
espectrofotometria, inicamente mide ADN de doble cadena de buena calidad (Nakayama et al.,
2016).

.5 Secuenciacion del ADN metagenomico y librerias del gen ARNr 16S

La secuenciacion del ADN metagendmico obtenido de los dos primeros muestreos se llevé a
cabo en el Servicio de Biologia del Centro de Investigacidn, Tecnologia e Innovacién de la
Universidad de Sevilla (CITIUS). Se secuencié una placa completa por muestra con el
pirosecuenciador Genome Sequencer FLX Titanium Series de 454 Life Sciences (Roche).

Con el ADN de las muestras recogidas durante el tercer muestreo se construyé una libreria de
la region V4 del gen ARNr 16S con los cebadores 515FB (GTGCCAGCMGCCGCGGTAA) y 806RB
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT), con la secuencia identificadora de cada muestra (barcode)
incluida en el cebador directo, de acuerdo a los protocolos del Earth Microbiome Project (EMP)
(http://press.igsb.anl.gov/earthmicrobiome/emp-standard-protocols/16s/) (Gilbert et al,
2014). Los amplicones resultantes se secuenciaron en el centro PNNL utilizando el kit para 500
ciclos de Illumina MiSeq Reagent Kit v2 (http://www.illumina.com) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

La preparacién de las librerias del gen ARNr 16S con los mismos cebadores citados
anteriormente y la secuenciacion de éstas en el experimento de marcaje con isétopos estables
(SIP) se llevo a cabo en el servicio de secuenciacién ambiental de la Universidad de
Southampton (Reino Unido).

1.6 Bases de datos

[11.6.1 Metagenomas

En el presente estudio se han utilizado datos procedentes de bases de datos metagenémicas
obtenidas por otros autores con fines comparativos. Se trata de los metagenomas obtenidos de
agua del Mar Mediterrdneo (a partir de ahora nombrado como Deep Chlorophyll Maximum,
DCM3) (Ghai et al., 2010), aquellos de diferentes estanques de la salina “Bras del Port”, de Santa
Pola, Alicante (designados como SS13, SS19, SS33 y SS37, y correspondientes a estanques con
salinidades del 13, 19, 33 y 37 %, respectivamente) (Ghai et al., 2011; Fernandez et al., 2014a),
un metagenoma de un estanque de una salina solar en Isla Cristina, Huelva con un 21 % de sales
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(IC21) (Fernandez et al,, 2014b; 2014c) y otro de un cristalizador de una salina localizada en
la laguna Cahuil (Chile) con una salinidad del 34 % (Plominsky et al, 2014), ademas de
metagenomas de suelos salinos del desierto del Kutch, en Gujarat, India (Pandit et al.,, 2015).
Las caracteristicas de estos metagenomas se muestran en la Tabla 5. Mientras que DCM3, las
bases de datos obtenidas de las salinas de Santa Pola, Isla Cristina y la laguna Cahuil se
secuenciaron mediante pirosecuenciacién, los metagenomas procedentes de suelos salinos del
desierto del Kutch se obtuvieron mediante la tecnologia lonTorrent.

[11.6.2 Bases de datos de secuencias

111.6.2.1 COG (Cluster of Orthologous Groups)

La base de datos de proteinas COG se gener6 mediante la comparacién de todas las proteinas,
predichas y conocidas, en todos los genomas microbianos completos disponibles, para inferir
grupos de ortélogos. Cada COG consiste en un grupo de proteinas ortélogas en al menos tres
linajes y probablemente corresponden a un dominio conservado en linajes mas antiguos. Cada
COG tiene una descripcion funcional especifica, ademas de englobarse en categoria superiores
mas amplias (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/).

111.6.2.2 RDP (Ribosomal Database Project)

RDP proporciona, entre otros, bases de datos revisadas de genes ARNr 16S de procariotas y
ARNr 18S de hongos (Cole et al.,, 2014). La base de datos del gen ARNr 16S de bacterias y
arqueas empleadas en esta Tesis Doctoral corresponde a la versién 11.4 de esta base de datos
revisada.

111.6.2.3 SEED

Esta base de datos funcional se organiza en subsistemas, cada uno de los cuales engloba
productos génicos relacionados por participar en un mismo proceso bioldgico (como, por
ejemplo, movilidad por medio de flagelo, sintesis de histidina, etc.) (Overbeek et al., 2005).

111.6.2.4 Base de datos de genomas de procariotas de NCBI: Refseq

La base de datos de genomas de procariotas Refseq de NCBI se nutre de Genbank, base de datos
donde la comunidad cientifica deposita las secuencias genédmicas de bacterias y arqueas que se
van obteniendo. A diferencia de los genomas que podemos encontrar en Genbank, el
subconjunto de genomas de esta base de datos que conforman Refseq estdn todos anotados
mediante la herramienta de anotacién de NCBI (Tatusova et al., 2016), lo cual mejora la
coherencia de los productos génicos anotados en ellos (O’Leary et al., 2016).
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Tabla 5. Bases de datos metagendmicas publicas utilizadas en esta Tesis Doctoral.

Numero de
Base de Habitat Salinidad acceso en NCBI Referencia
datos (%) Sequence Read
Archive
DCM3  Mar Mediterraneo 3.8 % SRX017111 (2%2‘3') etal.,
Salina solar “Bras (Fernandez et
SS13  del Port” (Santa 13 % SRX328504
, al., 2014a)
Pola, Alicante)
Salina solar “Bras (Ghai et al
SS19  del Port” (Santa 19 % SRX090228 "
, 2011)
Pola, Alicante)
Salina solar “Bras (Fernandez et
SS33  del Port” (Santa 33 % SRX347883
) al., 2014a)
Pola, Alicante)
Salina solar “Bras (Ghai et al
SS37  del Port” (Santa 37 % SRX090229 "
, 2011)
Pola, Alicante)
Salina solar de Isla o (Fernandez et
IC21 Cristina (Huelva) 21 % SRX352042 al., 2014c)
S1 (SRX306504)
S2 (SRX306503)
. Suelos salinos del S3 (SRX519631) .
(%‘jlasr% desierto del Kutch a0 o, S4(SRX519746) %ﬂg‘;'t etal.,
(India) ’ 0 S5 (SRX519747)
S6 (SRX519748)
S7 (SRX519749)
S Salina de laguna o (Plominsky et
Cahuill & ahuil (Chile) 34 % SRX680116 | ">014)
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111.6.2.5 NCBI-nr (non-redundant protein sequences)

La base de datos nr contiene las secuencias de otras bases de datos, tanto curadas (RefSeq,
SwissProt, PIR, PDB y PRF) como no curadas (traducciones de GenBank: GenPept), y no es
redundante (esto es, de ella se han eliminado las secuencias duplicadas)
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/quide/proteins/). La version de la base de datos utilizada en esta
Tesis Doctoral se descargé del link ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/blast/db/FASTA/ el 25/09/2017.

.7 Analisis bioinformatico de las secuencias metagenémicas

El andlisis bioinformatico de las secuencias obtenidas se realiz6 en una maquina virtual
suministrada por el Servicio de Supercomputacién del Centro de informatica de la Comunidad
Andaluza (CICA) equipada con el sistema operativo Centos 6.0. Para acceder a este servidor se
utilizé in intérprete SSH (Secure Shell) y una plataforma virtual vmware vsphere 4.1. El
servidor con sistema operativo Ubuntu del centro Pacific National Northwest Laboratory se
utilizé durante las estancias realizadas en dicho centro.

La herramienta de Microsoft Office Excel y 1a de libre acceso R se utilizaron para realizar los
andlisis estadisticos y las figuras. Los paquetes de R utilizados especificamente para la
realizacién de las figuras fueron ggplot2 v.2.2.0 (Wickham, 2009), ggthemes v3.4.0 (Arnold,
2017) y RColorBrewer v.1.1-2 (Neuwirth, 2014).

[11.7.1 Control de calidad de las secuencias

Para la eliminacion de las secuencias de baja calidad de los metagenomas completos se
utilizaron los programas FastQC v.0.10.1 (Simon Andrews, 2010) y Prinseq v.0.20.3 (Aislabie et
al,, 2006). La herramienta FastQC permitié evaluar la calidad de las secuencias en bruto,
mientras que Prinseq permitié descartar las secuencias o regiones de secuencias con una
calidad por debajo de un valor determinado, asi como los duplicados.

I11.7.2 Contenido en guanina mas citosina (G + C) del ADN

El calculo del contenido en guanina mas citosina del ADN se realizé6 mediante la herramienta
“geecee” del paquete de aplicaciones bioinformaticas EMBOSS v.6.5.7.0 (Rice et al., 2000).

[11.7.3 Frecuencia de aminoacidos

Para el cédlculo de la frecuencia de uso de aminoacidos, se comenzé obteniendo los marcos
abiertos de lectura (ORF) localizados en las secuencias mediante el programa Prodigal v.2.6
(Hyatt et al, 2010) en modo metagendmico. Posteriormente se utilizé el lenguaje de
programacion Perl para descartar las secuencias menores de 100 aminodacidos y calcular el
porcentaje de uso de cada aminoacido.
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[11.7.4 Punto isoeléctrico

Para el cdlculo del punto isoeléctrico del proteoma predicho a partir de las secuencias del
metagenoma se partid6 del archivo de salida de Prodigal que contenia las secuencias
aminoacidicas de los marcos abiertos de lectura detectados en las secuencias metagendémicas.
Un programa en Perl permitid el cdlculo del punto isoeléctrico a partir de dicho metaproteoma
traducido.

[11.7.5 Anotacion de secuencias metagendmicas

El proceso de anotacidn consiste en la identificaciéon de la informacién biolégica contenida en
una secuencia (Stein, 2001), que incluye la prediccién de genes codificantes de proteinas, ARNT,
ARNt, pseudogenes, regiones de control, secuencias de insercidn, transposones y otros
elementos moviles, y la comparacién de las secuencias de estas unidades genémicas con las
disponibles en las bases de datos. El resultado de este procedimiento depende, por tanto, de la
base de datos utilizada, ademas de los algoritmos utilizados para la prediccion de las citadas
unidades gendmicas.

En este estudio, la extraccién y anotacion de los genes ARNr 16S, que se utilizan como reloj
molecular para la determinacién de la filogenia de organismos procariotas, se realizé mediante
el algoritmo BLASTN del paquete BLAST+ (Camacho et al., 2009) en el servidor utilizado por
nuestro grupo de investigaciéon y la base de datos de ARNr 16S de arqueas y bacterias
RDPv.11.4. Este andlisis permite caracterizar la comunidad procariota presente a nivel
taxondémico. Se descartaron las secuencias cuya regién similar a su secuencia mas cercana en
RDP abarcaba menos de 100 pb. Para la asignacién a nivel de phylum se tomd el limite de
similitud en 80 %, mientras que este limite fue situado en 95 % para la asignacion a nivel de
género (Ghai et al., 2011; Ferndndez et al.,, 2014a; 2014c).

Para su asignacion taxondmica, las secuencias de ADN identificadas como genes codificantes de
proteinas se enfrentaron a la base de datos de proteinas nr (25/09/2017) utilizando el
programa DIAMOND v0.8.24 en modo “sensible”. DIAMOND es un programa de alineacién de
secuencias de 500 a 20 000 veces mas rapido que BLAST, por lo que es ttil para el andlisis de
grandes cantidades de datos como los obtenidos en proyectos de secuenciaciéon metagenémica
(Buchfink et al., 2014). Posteriormente, la asignacién taxondmica de cada secuencia se asignd
por el algoritmo Lowest Common Ancestor (LCA) del programa MEGAN v.6 con los parametros
seleccionados por defecto. Este algoritmo no solo tiene en cuenta la secuencia mas similar de la
base de datos, sino que considera un nimero determinado de las secuencias de referencia mas
similares a la secuencia problema para asignar la taxonomia a la secuencia problema. A la
secuencia problema se le asignard el nombre del ancestro comin a todas las secuencias
consideradas en el andlisis. La anotacién funcional de estas secuencias codificantes de
proteinas, una vez traducidas mediante el programa Prodigal en modo metagenémico, se llevo
a cabo mediante el programa SUPER-FOCUS (SUbsystems Profile by databasE Reduction using
FOCUS) v0.26 (Silva et al., 2015). Esta herramienta, identifica los géneros presentes en los datos
metagendémicos mediante el programa FOCUS (Silva et al.,, 2014), para seleccionar y generar a
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continuacién una base de datos reducida de los subsistemas (categorias SEED) presentes en
dichos géneros con CD-HIT (Huang et al., 2010). La alineacién de las secuencias problema con
la base de datos creada se llevd a cabo mediante RAPSearch2 (Zhao et al., 2012) con los
pardmetros e-value de 105, un minimo de identidad del 60 % y una longitud minima de
alineamiento de 15 aminoacidos. Aunque este programa conserva las categorias SEED de todos
los resultados que cumplen con estos parametros de alineamiento, en este estudio solo se
seleccion6 el mejor de ellos.

El programa COGNIZER (Bose et al, 2015) se utilizé para anotar COGs en las secuencias
metagendmicas. El resultado se empleé para el cdlculo de la diversidad funcional capturada por
los metagenomas obtenidos.

[11.7.6 Ensamblado de secuencias metagenémicas

En el ensamblado, las lecturas metagenémicas cortas se unen en base al solapamiento de
secuencia para formar otras mas largas denominadas contigs. Este proceso puede llevarse a
cabo de novo (sin ninglin tipo de conocimiento previo sobre el/los microorganismos
secuenciados) o bien con genomas de referencia (donde se utiliza un genoma filogenéticamente
cercano ya secuenciado y ensamblado como guia para este nuevo ensamblado). Por lo general,
al obtener un metagenoma de una muestra ambiental no se posee informacién adecuada de los
microorganismos presentes, por lo que en estos casos se lleva a cabo un ensamblado de novo.
Existen tres estrategias principales de ensamblado de novo: greedy, Overlap-Layout-Consensus
(OLC), y grafos de Bruijn (DBG). Los primeros ensambladores usaban el algoritmo greedy,
donde se unen las lecturas con mejores solapamientos (siempre que no contradigan la
secuencia construida hasta el momento) de forma iterativa. Esto es, se realiza siempre la
eleccion con el mayor beneficio inmediato y no se considera la relacién global entre todas las
lecturas. El método OLC se basa en la construccién de un grafico que incluye todas las lecturas
metagendmicas e informacién de su solapamiento entre ellas en forma de nodos y conectores,
respectivamente. Los contigs se construyen mediante la definicién de caminos no ramificados
en este grafico, a partir de los cuales se toma la secuencia consenso de todas las lecturas que lo
constituyen. En la tercera estrategia, el proceso comienza por la divisiéon de las lecturas en
segmentos cortos solapantes de longitud fija (k-mers) que se organizan en un grafico de Bruijn
en funcién de su coocurrencia en las secuencias (Nagarajan & Pop, 2013). Los ensambladores
se basan en una o mas de estas estrategias. Por lo general, los métodos OLC son mas adecuados
para el ensamblado de secuencias largas, pero su uso en el ensamblado de secuencias cortas es
muy costoso computacionalmente. Aquellos basados en graficos de Bruijn permiten el
ensamblado eficiente de secuencias cortas (Nagarajan & Pop, 2013; Vollmers et al., 2017).

El ensamblado de secuencias metagendmicas mejora la prediccién y anotaciéon de genes y
permite, en Ultima instancia, la obtencién de genomas (draft genomes) ambientales, incluyendo
los de miembros no cultivados, a partir de las lecturas metagenémicas (van der Walt et al,
2017).
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La eleccién de uno u otro ensamblador depende del tipo de muestra, la tecnologia de
secuenciacidn utilizada y los recursos de computacién disponibles (Vollmers et al., 2017). En
este estudio se utilizaron varios programas: Velvet 1.2.10 y MetaVelvet 1.2.02
(METAgenomic-Velvet assembler) (Afiahayati et al,, 2014), Ray Meta v2.3.1 (Boisvert et al,,
2012), SPAdes v3.7.1 (St. Petersburg genome assembler) (Bankevich et al, 2012),
IDBA-UD v.1.1.1 (Iterative De Bruijn graph Assembler for Short Sequencing data with Highly
uneven Sequencing Depth) (Peng et al.,, 2010), MEGAHIT v1.05 (Li et al., 2015), que utilizan
grafos de Bruijn, y Newbler 2.9, un ensamblador de tipo OLC creado por la compaiiia que
comercializaba la tecnologia de pirosecuenciacién (Margulies et al., 2006).

El ensamblaje de lecturas de secuenciacién se ve dificultado por factores inherentes a la
secuencia original como la frecuencia y longitud de las secuencias repetitivas, o al método de
secuenciacién elegido, como los errores de identificacién de bases caracteristicos de cada
tecnologia de secuenciacién o la generacién de una cobertura no uniforme por razones
arbitrarias (Miller etal., 2010). En el caso del ensamblado de secuencias metagenémicas, a estas
dificultades se suman otras derivadas de la complejidad de la comunidad microbiana, en forma
de riqueza de taxones y equitatividad de su abundancia, y del volumen de datos obtenido en
cada proyecto de secuenciacién ambiental, componentes que en muchos casos desafia los
algoritmos creados para el ensamblaje de genomas individuales y la capacidad de computacion
disponible por los grupos de investigaciéon (Quince et al., 2008; Nagarajan & Pop, 2013; Olson
etal,, 2017; Hitch & Creevey, 2018). Dado que la cobertura de las secuencias genémicas de los
taxones dominantes es mayor que la de las especies menos abundantes, el ensamblado de
secuencias metagendmicas da lugar, por lo general, a la reconstruccién de secuencias
gendmicas de las primeras (Rusch et al., 2007; Miller et al., 2010; Hitch & Creevey, 2018).
Simulaciones indican que el ensamblado a partir de muestras complejas es susceptible de
formacion de quimeras (secuencia consenso resultado de unir dos lecturas procedentes de
microorganismos diferentes) (Mavromatis et al., 2007). Ademas, el ajuste de los pardmetros de
solapamiento (similitud y longitud de la regién solapada, porcentaje de secuencia que solapa,
modo de actuacidon frente a elementos repetitivos, eleccién del valor de k-mer, condiciona la
obtencion de faltos positivos (secuencias quiméricas), si los parametros son muy laxos, o la
pérdida de informacién, en caso contrario. Por todo ello es necesario evaluar el resultado de
este proceso de ensamblaje (Olson et al., 2017). Sin embargo, la determinacién del grado de
correccion de un ensamblaje es complicado ya que el resultado correcto suele ser desconocido
(Nagarajan & Pop, 2013). ComUnmente se considera un buen resultado aquel que maximiza la
precision (que, en este caso, en el que no se conoce el resultado, se traduce en aquel que
contiene el menor nimero de errores de ensamblaje e indeterminaciones) y el tamafio final del
ensamblado (usando el mayor niimero posible de lecturas para dar lugar a contigs lo més largos
posible) (Miller et al.,, 2010; van der Walt et al.,, 2017). Los pardmetros mas comunmente
utilizados para evaluar estas propiedades en un resultado de ensamblaje es el N50 (definido
como la longitud del contig mas pequefio contenido en el grupo de contigs mas largos que
contienen el 50 % del total de bases del ensamblaje), el porcentaje de lecturas o bases incluidas
en los contigs obtenidos, cantidad de errores de ensamblaje y nimero o densidad de ORFs en
los contigs obtenidos como resultado (Miller et al., 2010; Nagarajan & Pop, 2013; Olson et al,,
2017). En esta Tesis Doctoral, se utiliz6 el programa QUAST v2.3 (Gurevich et al,, 2013) para el
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calculo de todos esos parametros a partir del resultado de cada uno de los ensambladores
utilizados. La cobertura también puede ser utilizada para identificar errores de ensamblado
(Nagarajan & Pop, 2013), por lo que en este estudio, se utilizé el programa IGViewer para
identificar contigs con cobertura irregular (Thorvaldsdéttir et al.,, 2013).

[11.7.7 Extraccién de genomas a partir de metagenomas

Aunque la anotacién frente a bases de datos de referencia de los fragmentos de ADN
metagendémicos permite explorar la diversidad filogenética y funcional de la comunidad
microbiana objeto de estudio, el establecimiento del origen taxondémico de estos genes
funcionales es complejo, dado que las secuencias metagendmicas pueden pertenecen a
multiples genomas (Papudeshi et al., 2017). Por otra parte, los andlisis ecolégicos y evolutivos
solo pueden llevarse a cabo con datos genémicos (Hugerth et al, 2015). Ademas, tras la
anotacion, las secuencias no relacionadas con las presentes en las bases de datos permanecen
sin identificar (Papudeshi et al., 2017). Las técnicas de binning permiten agrupar las secuencias
metagendmicas relacionadas filogenéticamente. De esta manera, los grupos, bins o MAGs
(Metagenome-Assembled-Genomes) que resultan de este proceso pueden representar especies
individuales o un phylum completo en funcién de la complejidad de la muestra, por lo que
generalmente se considera el “genoma poblacional” de un conjunto de especies relacionadas
(Wang et al, 2012b; Sangwan et al., 2016). El bin o MAG ideal contiene el 100 % de la
informacién del genoma compuesto microbiano, ademés de tener minima variacién de
contenido en G+C y diversidad de especies (Papudeshi et al, 2017). Las comunidades
microbianas con una baja diversidad taxonémica y una alta cobertura de taxones
filogenéticamente distintos resultan en MAGs de alta calidad. Si la divergencia entre especies
presentes en el metagenoma es pequefia, la reconstruccion de bins sera dificil dada la similitud
de sus genomas (Papudeshi et al.,, 2017). Por ello, la extraccién de genomas ambientales de
metagenomas de suelo, donde la diversidad es alta y la cobertura por lo general insuficiente, es
complicada (Nesme et al., 2016).

Existen métodos de binning supervisados y no supervisados (Wang et al, 2012b). En los
primeros, las secuencias metagendmicas se alinean con los genomas presentes en las bases de
datos y se agrupan las que se asemejan a un determinado taxdn (McHardy et al., 2006; Brady &
Salzberg, 2009). Dado que el 99 % de los microorganismos encontrados en muestras
ambientales son desconocidos y/o no han podido obtenerse en cultivo puro (Amann et al.,
1990; Eisen, 2007), una gran proporciéon de secuencias quedardn sin agrupar mediante este
método. Los métodos no supervisados hacen uso de una o varias caracteristicas intrinsecas de
las secuencias, como el contenido en G+C (Karlin et al, 1997), la frecuencia de k-mers
(frecuentemente, de tetranucledtidos) (Pride et al.,, 2003; Teeling et al., 2004; Cleary et al,,
2016) y la cobertura de los contigs en una muestra o la variaciéon de la misma entre varias
muestras (Albertsen et al., 2013; Imelfort et al., 2014). Este segundo método de binning permite
la reconstruccién de genomas de taxones cultivados y no cultivados, pudiendo incluir en ellos
secuencias sin homologia a las depositadas en las bases de datos, asf como la determinacién del
origen taxonémico de los genes funcionales identificados.
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En este estudio, el agrupamiento de contigs (2500 nt) resultado del coensamblaje de SMO1 y
SMO2 relacionados filogenéticamente se llevd a cabo mediante los programas CONCOCT
(Alneberg et al., 2014), MaxBin (Wu et al., 2016) y MetaBAT (Kang et al,, 2015), que utilizan
frecuencia de k-mers y cobertura de los contigs en varias muestras, y VizBin, cuyo algoritmo
estd basado en la frecuencia de k-mers y permite afiadir capas de informacién tales como
contenido en G+C, longitud de las secuencias, cobertura o informacién taxonémica, entre otras.
Esta tltima herramienta permite al investigador, en funcién de todos los pardmetros antes
citados, seleccionar visualmente el grupo de contigs que desea agrupar en bins y revisar el
resultado de otro programa de binning (Laczny et al., 2015). El programa CheckM (Parks et al,,
2015) fue utilizado para evaluar el porcentaje del genoma recuperado, asi como la variacién del
contenido en G+C, la contaminacién con secuencias de otros grupos y la diversidad (riqueza)
de especies presentes en dicho genoma poblacional.

[11.7.8 Estimacion de la posicion filogenética de los genomas extraidos

La posicion filogenética de los genomas extraidos de los metagenomas de suelo que se
encontraban mas de un 40 % completos se llevé a cabo mediante la construccién de un arbol
filogenético con FastTree v.2.1.3 (Price et al,, 2010) a partir de la concatenacion del grupo de
genes conservados determinados por PhyloSift v.1.0.1 (Darling et al., 2014) de dichos genomas
ambientales y genomas de referencia obtenidos de la base de datos Refseqv.81 de NCBI
(O’Leary et al,, 2016). La relacién con toras especies descritas con genoma disponible en las
bases de datos puede también estimarse mediante el cadlculo del pardmetro ANI (Average
Nucleotide Identity), que se relaciona directamente con los resultados de experimentos
hibridacién ADN-ADN que muestran la relacién entre especies (Goris et al.,, 2007). Mientras que
en la hibridacién ADN-ADN el limite para la delineacién de especies se sitiia en el 70 %, el limite
equivalente de valores de ANI es del 95 %, valor que indica la proporcién de alineamiento entre
regiones codificantes de los dos genomas estudiados (Goris et al., 2007). En esta Tesis Doctoral,
el valor de ANI se obtuvo utilizando el programa OrthoANIu descrito por Yoon y colaboradores,
que utiliza el algoritmo USEARCH para la alineacidén de las secuencias (Yoon et al., 2017).

[11.7.9 Anotacion de los genomas extraidos

Los genomas extraidos del metagenoma completos en mas de un 40 % se sometieron a una
anotacion automatica online en el servidor de RAST v.2.0 (Rapid Annotation using Subsystem
Technology) (Aziz et al., 2008), utilizando el protocolo de anotacién RASTtk (Brettin et al.,
2015). El archivo de entrada de RAST es un archivo multi-FASTA con los contigs del mismo.
RAST identifica los ORFs y los anota basandose en los subsistemas SEED (I11.6.2). La anotacién
puede ser visualizada, comparada con la de otros genomas en la misma plataforma de RAST. Se
trata de un anotador automatico que permite la mejora del resultado mediante la anotacién
manual de genes especificos (Edwards & Holt, 2013; Brettin et al.,, 2015).

[11.7.10 Reclutamiento de genomas

Con el objetivo de determinar el nimero y la identidad de las secuencias de un metagenoma
similares a las de un genoma determinado, se realizé6 una biisqueda mediante el programa
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BLAST de las secuencias metagenémicas con un minimo de un 70 % de identidad al genoma en
cuestion. Para la representacidn grafica de este resultado, el nimero de lecturas reclutadas por
un genoma fue normalizado por el tamafio de la base de datos metagendémica.

[11.7.11 Analisis bioinformatico de amplicones

Las lecturas obtenidas de la secuenciacién de la regiéon V3-V4 del gen ARNr 16S fueron
analizadas con diferentes programas bioinformaticos segtn el estudio realizado, atendiendo a
las metodologias puestas a punto por los grupos de investigacién con los que se llevé a cabo
cada uno de ellos.

Para la evaluacion de la distribucién espacial de la comunidad procariota en suelos salinos de
las Marismas del Odiel (Capitulo II), el control de calidad de las secuencias y el proceso de
deduplicacién fueron llevados a cabo mediante el programa sdm (simple demultiplexer)
(Hildebrand et al,, 2014), mientras que la identificacién de secuencias quiméricas de novo se
realizé con VSEARCH (Rognes et al., 2016). El clustering o agrupacién de secuencias segin su
relacion filogenética en OTUs (Operational Taxonomic Units) fue llevado a cabo mediante
swarm (Mahé et al,, 2014), utilizando un limite de similitud de 97 %. La anotaci6n se realizé
con el programa LAMBDA (Hauswedell et al., 2014) y las bases de datos SILVA (Quast et al.,
2013) y Greengenes (DeSantis et al., 2006). Para decidir la identidad de las secuencias a partir
de la anotacién de las mismas con las bases de datos citadas se utiliz6 el algoritmo LCA
implementado en el programa hundo. El arbol filogenético de los grupos identificados fue
calculado con FastTree 2.

El andlisis de los archivos resultantes del proceso anterior se realiz6 en R v.3.2.0 para Windows
(R Core Team, 2015). El paquete tydir v.0.6.0 (Wickham, 2016) se utiliz6 para transformar los
datos entre las distintos formatos requeridos por cada funcién en R. El paquete
phyloseq v.1.14.0 (McMurdie & Holmes, 2013) se empled para filtrar y analizar la tabla de OTUs,
el arbol filogenético y el archivo de metadatos. Las muestras con menos de 4.000 secuencias y
las secuencias unicas (singletons) o asignadas al dominio Eukarya se descartaron del analisis. A
continuacion, se seleccionaron las secuencias que aparecian al menos en un 20 % para reducir
el nimero de grupos taxonémicos minoritarios en los subsiguientes analisis. La normalizacién
de los valores de abundancia de OTUs en cada muestra (tabla de OTUs) previa a la aplicacién
de los indices de diversidad se llevé a cabo utilizando el paquete DESeq2 v.1.22.1 (Love et al,,
2014).

Los amplicones secuenciados en el experimento de marcaje con H,018 fueron analizados con el
pipeline de VSEARCH (Rognes et al., 2016), incluyendo los pasos de filtrado de secuencias de
baja calidad, deduplicacion, identificacién de quimeras de novo asi como utilizando la base de
datos SILVA v.132 dereplicada al 99 % y generaciéon de OTUs mediante agrupacion de las
secuencias similares en mas de un 97 %. La anotacién se llevé a cabo mediante el script
assign_taxonomy.py del pipeline QIIME v.1.9 frente a la base de datos SILVA v.132 de bacterias
y arqueas. La tabla de OTUs se analizé en R v.3.2.0, utilizando los paquetes phyloseq v.1.14.0 y
ampvis2 v.2.3.11.
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[11.7.12 Determinacion de la diversidad

111.7.12.1Alfa diversidad

El concepto de alfa diversidad fue introducido por Whittaker en 1972 como la riqueza (nimero
de taxones diferentes) de un ecosistema (Whittaker, 1972). Sin embargo, este concepto ha
evolucionado de tal manera que en la actualidad representa tanto la riqueza como la
equitatividad (proporciéon en la que cada uno de los taxones presentes aparece) de la
comunidad estudiada. Los andlisis de alfa diversidad son utiles para examinar los patrones de
dominancia, rareza o complejidad de la comunidad. Diversos indices de alfa diversidad pueden
ser utilizados para estimar estos parametros. En este estudio se utilizaron el nimero de taxones
observados y el indice de diversidad de Shannon.

Nimero de taxones o grupos observados

Representa el nimero de especies o grupos funcionales diferentes observados en la muestra.
Indice Chao 1

Este indice refleja la prediccion del nimero de especies presentes en una muestra por
extrapolacién del nimero de organismos poco abundantes que podrian no haber sido
obtenidos debido a un muestreo (o secuenciacion, en este caso) insuficiente (Chao, 1987).

Indice de Shannon o Shannon-Wiener (H)

El indice de Shannon considera tanto el nimero como la equitatividad de las especies presentes.
Los valores de este indice suelen oscilar entre 0,5 y 5, y, aunque no tiene limite superior, una
comunidad se considera diversa cuando este valor es superior a 3. La formula del indice de
Shannon es la siguiente (Shannon & Weaver, 1949):

S
H' = —Zmlogzpi
i=1

donde
S - nimero de especies (riqueza)

pi - proporcién de individuos de la especie i respecto del total de individuos; esto es, la

abundancia relativa de la especie i, n"/N

n; - numero de individuos de la especie i

N - Namero de todos los individuos de todas las especies
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Aunque generalmente estos indices se han utilizado para caracterizar la diversidad especifica,
pueden aplicarse a otras caracteristicas de la comunidad o niveles taxonémicos (Krause et al.,
2008). Para la realizacién de la diversidad filogenética y funcional de los metagenomas
completos, el indice Chao 1 a nivel de género y el nimero de grupos (COGs) observados,
respectivamente, se calcularon mediante la funcién alpha_diversity.py del paquete QIIME.

Todos estos indices se calcularon a nivel de OTUs sin aplicacién previa de ningin tipo de
normalizacion o rarefaccion en el caso del analisis de amplicones, haciendo uso de la funcién
“estimate_richness” disponible en el paquete de R phyloseq.

111.7.12.2Beta diversidad

La beta diversidad hace referencia a la variaciéon de la composicién en especies de dos muestras,
medida que puede ser tratada como una distancia. Whittaker la definié6 como “el grado del
reemplazo de especies o el cambio bidtico a lo largo de gradientes ambientales” (Whittaker,
1972). Los indices de beta diversidad son ttiles, pues, para relacionar la estructura espacial de
las comunidades microbianas con los procesos ecoldgicos (Ricotta, 2017). Estos indices pueden,
por lo general, considerar tan solo la ausencia o presencia de especies en las muestras
estudiadas, de forma que son indices binarios o no ponderados, o tener en cuenta también la
abundancia de los mismos en el caso de los ponderados.

El indice utilizado para el calculo de la beta diversidad en este trabajo fue el de disimilitud de
Bray-Curtis ponderado, cuya férmula se expone a continuacion:

2¢;,

BC; = 1 — —
Si + S]

1j:1

donde

Cij — suma del menor valor de abundancia observado de todas las especies compartidas entre
las dos muestras comparadas

Si — namero total de especies presentes en la muestra i
Sj - nimero total de especies presentes en la muestra j

Los valores de este indice se sitdan entre 0 y 1, donde el valor 0 indica que las dos muestras
estudiadas tienen la misma composicién. Este indice fue calculado mediante la funcién vegdist
del paquete de R vegan.

[11.7.13 Analisis estadisticos

Para evaluar las diferencias entre las propiedades fisicoquimicas de las muestras tomadas a
diferente profundidad (superficie/subsuperficie) se realizaron pruebas de Student entre los
dos grupos. Las diferencias estadisticamente significativas de estas propiedades entre los
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puntos de muestreo fueron evaluadas mediante pruebas ANOVA combinadas con pruebas de
Tukey HSD. Se utilizaron correlaciones de Pearson para establecer las interrelaciones entre los
parametros fisicoquimicos. En todos los casos, los p-valores fueron ajustados por el nimero de
comparaciones realizadas segiin Bonferroni y el nivel de significancia establecido en p=0,05.

Las curvas de rarefaccion de la diversidad filogenética y funcional detectada en los
metagenomas completos se calcularon mediante el wuso de las herramientas
multiple_rarefactions.py, alpha_diversity.py, collate_alpha.py y make_rarefactions_plots.py del
paquete QIIME v.1.9.1, a partir de las anotaciones de las secuencias detalladas en la seccién
[11.7.5 y utilizando como medidas de diversidad el indice Chao 1 y el nimero de categorias COGs
detectadas, respectivamente.

La evaluacién de las diferencias a nivel de alfa diversidad entre las muestras de diferente
profundidad se utilizé la prueba no paramétrico de Mann-Whitney-Wilcoxon (Mann & Whitney,
1947) y la prueba de Kruskal-Wallis (Kruskal & Wallis, 1952) fue empleada para realizar
comparaciones entre los distintos lugares de muestreo. La normalidad de la distribucién de los
datos se evalué mediante el test de Shapiro-Wilk (Shapiro 1965). Estas pruebas estaban
disponibles como funciones béasicas de la versidn de R utilizada. La correlacién de los valores
de alfa diversidad con los pardmetros fisicoquimicos se llevé a cabo mediante la funcién
corr.test del paquete psych, obteniendo valores de correlaciéon de Pearson. La correccion de
Bonferroni fue aplicada mediante la funcién dunn.test del paquete de R dunn.test. La
significancia fue determinada con un intervalo de confianza del 95 % (p=0,05).

El andlisis de ordenaciéon basado en Escalamiento Multidimensional No Métrico (NMDS, del
inglés Non-Metric Multidimensional Scaling) se llevé a cabo para representar las relaciones
entre muestras basadas en los indices de Bray-Curtis. Para ello se utilizé la funcién metaMDS
del paquete vegan (Oksanen et al., 2017) en R. La funcién envfit del mismo paquete fue
empleada para superponer las relaciones de los pardmetros fisicoquimicos con los ejes de
representacion del NMDS. Solo se mostraron en el grafico los pardmetros significativamente
correlacionados tras la aplicacion de la correcciéon de Bonferroni al resultado de la funcion
envfit. La funcion PERMANOVA (Anderson, 2008) del paquete de R vegan permitié evaluar la
contribucién de cada factor (profundidad o lugar de muestreo) y cada pardmetro fisicoquimico
en la variacion de la comunidad microbiana entre muestras.

La funcién indval del paquete labdsv (Roberts, 2016) se utiliz6é para realizar el andlisis de
especies indicadoras de Dufréne-Legendre (Dufréne & Legendre, 1997). Mediante este andlisis
se trata de identificar qué especies son indicadoras de diferentes tipos de muestras
(procedentes de diferentes puntos de muestreo o profundidades, en este caso). El valor
indicador de cada especie en los diferentes grupos se calcula como el producto de la frecuencia
relativa y abundancia media relativa de éstas en los grupos considerados.

El andlisis estadistico de los datos de secuenciacion obtenidos en el experimento de marcaje
con isOtopos estables también se llevé a cabo en R. La funcién amp_ordinate del paquete
ampvis2 v2.3.11 fue utilizada para realizar el andlisis multidimensional de componentes
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principales (PCA) basado en el indice de Bray-Curtis. Para ello, previamente se aplicé la
transformacién de Hellinger a la tabla de ocurrencia de OTUs. Las diferencias entre
tratamientos observadas en la ordenacion fueron evaluadas mediante las pruebas ANOSIM
(ANalysis of SIMilarities), incluida en las funciones basicas de R, y PERMANOVA, como la
funcién adonis2 del paquete vegan.

[11.7.14 Depdsito de las secuencias en bases de datos publicas

Las lecturas obtenidas de los metagenomas completos SMO1 y SMO2, asi como los genomas
extraidos a partir de ellos se depositaron en DDB]/ENA/Genbank en el proyecto PRJNA318875.

Los datos de secuenciaciéon de amplicones obtenidos para el andlisis de la influencia de la
salinidad en la estructura de la comunidad procariota de los suelos salinos de las Marismas del
Odiel se depositaron en la misma base de datos bajo el proyecto PRJNA378479.
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IV. RESULTADOS

IV.1 CAPITULOI

Con el objetivo de caracterizar filogenética y funcionalmente la comunidad procariota de suelos
salinos localizados en las Marismas del Odiel, se procedi6é a la obtencién, secuenciacién y
analisis de dos bases de datos metagendmicas de estos suelos.

IV.1.1 Caracterizacion fisicoquimica del suelo

Las caracteristicas fisicoquimicas de las dos muestras obtenidas durante los muestreos de
octubre de 2013 y noviembre de 2014 (designadas como SMO1 y SMOZ2, respectivamente) se
recogen en la Tabla 1.

El suelo mostraba una textura francoarenosa, de acuerdo con la clasificacion textural propuesta
por USDA (Soil Survey Staff, 2010). El pH del suelo muestreado variaba de moderadamente
basico en octubre de 2013 (7,8) a basico en noviembre de 2014 (8,9), La humedad del suelo en
los dos momentos de muestreo fue baja (<15 % v/v), por lo que en ellos probablemente
predominan los procesos oxidantes. El valor de la conductividad eléctrica (CE1:), fue de 24
dS/m en SMO1 y 54,5 dS/m para SMOZ2. Dado que los limites de conductividad establecidos
para evaluar la salinidad del suelo se refieren a esta medida en el extracto de pasta saturada
(CEe) - un método costoso y laborioso que requiere experiencia previa para su correcta
realizacién -, la relacién propuesta por He y colaboradores (He et al., 2013) fue utilizada para
obtener los valores de CEe a partir de los obtenidos en el extracto 1:5 p/v. De esta manera
constatamos que, el suelo objeto de estudio poseia caracteristicas de suelos salinos en los dos
momentos de muestreo, sugiriendo que la alta concentracion de sales no es un rasgo transitorio
de los mismos, sino permanente, al menos durante la época de muestreo escogida. En relacién
con la literatura existente sobre suelos salinos desde el punto de vista microbiolégico, las
muestras consideradas en este estudio poseen conductividades similares a las de los suelos de
Qarhan Salt Lake (China) estudiados por Xie y colaboradores (Xie et al., 2017), los de la Sal del
Rey (Texas) (Hollister et al., 2010a), suelos salinos de Sicilia (Canfora et al., 2014), y los
localizados en el desierto del Kutch en Gujarat (India) (Pandit et al., 2015) y el antiguo lago
Texcoco (México) (Pandit et al., 2015), considerando el resto de los trabajos existentes
conductividades mas bajas.

El contenido en carbono orgénico se sitiia en el rango encontrado en suelos salinos de La Sal
del Rey (Hollister et al., 2010a) y Sicilia (Canfora et al.,, 2014) y el contenido en nitrégeno es
similar al de los suelos salinos estudiados por Hollister y colaboradores (Hollister et al., 2010a)
y Pandit y colaboradores (Pandit et al., 2015). Con respecto al contenido en metales, que
evaluamos en estos suelos debido a las altas concentraciones de estos elementos encontrados
en sedimentos de las Marismas del Odiel por diversos autores (Beltran et al., 2010; Hierro et
al,, 2014), no superan en este caso los valores legales para la considerarlos contaminados.

Dada la dificultad de medir estos parametros en la solucién del suelo, los valores mostrados en
la Tabla 1 corresponden a las medidas en distintos extractos agua: suelo,
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Al poseer una mayor proporcién de solvente por unidad de suelo, los valores obtenidos en ellos
pueden sobreestimar las concentraciones reales en la solucion del suelo (Rhoades et al., 1999).
Por otro lado, la caracteristica estructura heterogénea del suelo da lugar a la formacién de
micronichos con condiciones fisicoquimicas particulares, mas diversas cuanto menor conexion
exista entre ellos, esto es, cuanto menor sea el contenido en agua del suelo (Carson et al., 2010;
Smucker et al., 2010; Vos et al., 2013; Tecon & Or, 2017). Ademas, la cantidad de agua presente
en un suelo modula la biodisponibilidad y el transporte de los compuestos solubles en él (Tecon
& Or, 2017). Asi, la humedad relativa del suelo juega un papel relevante en la evaluacion de los
niveles y variacién de estrés osmético, concentracién de nutrientes o compuestos toxicos que
se encuentran en el entorno directo de la comunidad de microorganismos objeto de estudio.

IV.1.2 Caracteristicas generales de las bases de datos metagendémicas

La Tabla 7 muestra algunas caracteristicas generales, como el niimero y longitud media de las
secuencias, de las bases de datos metagendmicas analizadas en este estudio, asi como el tipo de
hébitat del que fueron obtenidas, su salinidad y pH. Como referencia, se incluyeron en este
estudio varios metagenomas de ambientes hipersalinos acuaticos obtenidos mediante la misma
tecnologia que las bases de datos de suelos secuenciadas durante esta Tesis Doctoral. Entre
éstos se encuentran los estanques de salinidades 13, 19, 33 y 37 % NaCl (SS13, SS19, SS33 y
SS37, respectivamente) de las salinas Bras del Port, en Santa Pola, Alicante (Espafia), que
constituyen uno de los ambientes hipersalinos mejor conocidos desde el punto de vista
microbioldgico (Ventosa et al, 2014) y que fueron estudiadas por nuestro grupo de
investigacion en colaboracion con el del Dr. Rodriguez-Valera de la Universidad de Alicante
(Ghai et al,, 2011; Ferndndez et al., 2014a). Incluimos también la base de datos denominada
IC21 y correspondiente a un estanque de salinidad 21 % NaCl de las salinas de Isla Cristina
(Huelva), obtenida mediante el mismo proceso de extraccidén y secuenciaciéon e igualmente
estudiadas por nuestro grupo de investigacion con anterioridad (Fernandez et al,
2014b; 2014c). Con el objetivo de minimizar los sesgos derivados del uso de diferentes
programas para el andlisis bioinformatico de las bases de datos, y de validar los métodos
utilizados en esta Tesis Doctoral, todos los metagenomas se analizaron de manera paralela
haciendo uso de la misma metodologfa.

Cabe destacar la mayor longitud de las lecturas de los metagenomas de suelo, a pesar de estar
obtenidos mediante la misma tecnologia, como consecuencia del avance de la tecnologia de
pirosecuenciacion en el periodo de tiempo entre la obtencién de las primeras y las tltimas bases
de datos.
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Tabla 6. Caracteristicas fisicoquimicas de las dos muestras de suelo salino, designadas como

SMO1y SMO2.

(Parémetto  Unidades  SMO1 _ SMO2
pH1:25 - 7,80 8,90
CE1s dS/m 24,00 54,50
Humedad relativa % 14,70 6,90
Materia organica mg/kg 2590,00 2342,00
Carbono organico mg/kg N.D. 13 590,00
Carbono total mg/kg N.D. 17 640,00
Nitrégeno total mg/kg 1070 890,00
Nitrégeno organico mg/kg N.D. 780,00
Amonio mg/kg N.D. 3,03
Nitrito mg/kg N.D. 0,04
Nitrato mg/kg N.D. 257,00
Sulfato % 1,35 6,68
Fosforo % 3,10 22,76
Cloruros % 0,93 14,16
Sodio % 2,95 8,60
Magnesio % 0,13 0,88
Calcio % 0,27 1,32
Potasio % 0,56 0,12
Cobre mg/kg N.D. 74,10
Zinc mg/kg N.D. 84,40
Aluminio mg/kg N.D. 5,20
Arsénico mg/kg N.D. 11,50
Cadmio mg/kg N.D. 0,10
Mercurio mg/kg N.D. B.L.D.
Plomo mg/kg N.D. 16,80

N.D. — No determinado; B.L.D. — Por debajo del limite de deteccion.
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Tabla 7. Caracteristicas generales de las bases de datos de ambientes hipersalinos
analizadas en este estudio.

sMo1  SUel0 o4 04sim 7.8 1289630 e2g  (Vera-Gargallo
salino & Ventosa,
2018; Vera-
sMo2 SUSI0 54s4sim 89 839941 629  Gargallo et al,
salino 2018)
i (Fernandez et
SS13  Salina  13%NaCl 8,0 1481803 305 o ootan)
SS19  Salina  19%NaCl 80 1241633 361 (2%*1‘?') et al,
SS33  Salina  33%NaCl 7,0 963 381 a7  (Femandez et
’ ! al., 2014a)
SS37 Salina 37 %NaCl 7,1 736936 417 (2(32‘?') et al,

(Fernandez et
IC21  Salina 21 % NacCl 75 1191373 397 al.,
2014b; 2014c)

IV.1.3 Rasgos halofilicos de las bases de datos metagendmicas

Varios rasgos genémicos, como un proteoma dacido y un alto contenido en GC, han sido
propuestos como adaptaciones fisioldgicas de los microorganismos haléfilos a habitats con
altas concentraciones de sal (Paul et al., 2008; Barberan et al., 2012). Estas caracteristicas han
sido utilizadas con anterioridad en estudios metagendmicos para realizar una caracterizacion
inicial de 1a microbiota de estos ambientes (Kunin et al., 2008; Rodriguez-Brito et al., 2010; Ghai
etal, 2011; Fernandez et al., 2014a; 2014c). En este estudio se analizan el punto isoeléctrico,
la frecuencia de aminodacidos y el contenido en GC de las bases de datos obtenidas de suelos
salinos en relacién a los resultados de los metagenomas de referencia.

Enla Figura 16 se puede observar la predominancia de aminoécidos 4cidos en el metaproteoma
traducido a partir de las secuencias metagendémicas de las bases de datos de suelos salinos.
Todas las bases estudiadas muestran un perfil bimodal con un pico de punto isoeléctrico bajo
(alrededor de 4) y otro de alto pl (aproximadamente 10). En las bases de datos acuaticas se
observa un aumento del porcentaje de aminoacidos acidos a medida que aumenta la salinidad,
mientras que los perfiles del metaproteoma de suelos salinos no siguen la misma tendencia,
Estos se sitiian entre los de las bases de datos SS33, SS37 e IC21 y los menos salinos SS13 y
SS19. Una alta proporcién de aminodcidos acidos aspartamo y glutamato con respecto a los
cargados positivamente ha sido observada en el proteoma de la mayoria de los
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microorganismos con estrategia de osmoadaptacidn salt-in (Lanyi, 1974; Kastritis et al., 2007;
Paul et al.,, 2008; Elevi Bardavid & Oren, 2012b). Inicialmente propuesto como mecanismo
necesario mantener la maquinaria celular activa en el medio intracelular con alta concentraciéon
de cargas positivas que poseen estos organismos, esta relacion no esta clara actualmente (Oren,
2013b; Czech & Bremer, 2018). Los organismos con estrategia salt-out, e incluso los marinos,
poseen también una mayor representaciéon de aminodcidos acidos frente a basicos, aunque este
desbalance es menos acusado que en el caso de los organismos con estrategia salt-in (Elevi

Bardavid & Oren, 2012b).
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Figura 14. Punto isoeléctrico del proteoma traducido a partir de las secuencias de las
bases de datos metagendmicas de suelo y de referencia, mostrado como el porcentaje
del total de secuencias.

Ademdas de una predominancia de aminoacidos &cidos frente a basicos, también se ha
observado en las proteinas de microrganismo haléfilos una tendencia al uso del aminoacido
basico arginina frente a lisina (Thanki et al., 1988; Fukuchi et al., 2003)(Figura 17). El patrén
de uso de aminodacidos observado en SMO1 y SMO2 es también muy similar al detectado en las
bases de datos de ambientes hipersalinos acudticos y sigue estas dos tendencias. El uso
preferencial de arginina frente a lisina podria deberse al diferente contenido en GC de los
codones asociados a cada uno de los dos aminoacidos. Los microorganismos haléfilos suelen
poseer un alto valor de GCy, dado que los codones codificantes de lisina (AAA y AAG) tienen un
sesgo hacia nucleétidos AT y la arginina es codificada por los codones CGT, CGC, CGA, CGG, AGA
y AGG, el ultimo se encontraria favorecido en estos organismos (Rhodes et al., 2010).
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Figura 15. Frecuencia de uso de aminoacidos determinada a partir
del metaproteoma traducido de las bases de datos SMO1, SMO2,
SS13, SS19, IC21, SS33 y SS37.

En cuanto al contenido en GC de las secuencias metagendmicas de suelos salinos, se observd
una distribucién bimodal similar al de las bases de datos procedentes de estanques de salinas
(Figura 18). La mayoria de los haléfilos extremos, como los miembros de la clase Halobacteria
(Euryarchaeota) y del género bacteriano Salinibacter se caracterizan por poseer un alto
contenido en GC, rasgo que ha sido propuesto como protector contra la formacién de dimeros
de timidina inducidos por los radiacién ultravioleta que sufren la mayoria de los ambientes
hipersalinos en los que habitan; aunque existen excepciones de arqueas de este grupo que
poseen un bajo GC, como los miembros del género Haloquadratum, con un contenido en GC de
47,9 %. Mientras que los dos picos del perfil de GC principales en las bases de datos de
estanques de salinas (~48 y 65 %) estaban bien definidos y correspondian a los valores de GC
determinados para Haloquadratum (47,9 %) y otros miembros de la familia Halobacteria
(60-70 %), coincidiendo su altura con la abundancia de cada uno de ellos en las distintas bases
de datos, los picos de GC observados en las bases de datos de suelos son mas amplios y se
encuentran peor definidos. Dado que el contenido en GC es un rasgo taxonémico, de manera
que taxones filogenéticamente cercanos poseen contenidos en GC similares, estos resultados
sugieren que la comunidad microbiana de los suelos presenta una mayor diversidad
taxonémica que las bases de datos acuaticas. Ademas, el pico de bajo GC observado en los
metagenomas de suelos no coincide con el del género Haloquadratum, sino que podria
corresponder secuencias relacionadas con otros taxones hal6filos o halotolerantes de bajo GC
como el phylum candidato Nanohaloarchaeota, miembros del filo Bacteroidetes, Firmicutes o de
la familia Balneolaceae. El pico de alto GC, por otro lado, estid en consonancia con el contenido
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en GC de microorganismos haléfilos pertenecientes a las familias Halobacteria, Rhodotermaceae
y al filo Actinobacteria.

Dada la naturaleza heterogénea del suelo, que propicia la existencia de microhdbitats con
distintas condiciones fisicoquimicas (especialmente en suelos con baja contenido en
agua)(Tecon & Or, 2017), y a pesar de las altas concentraciones de sales encontradas en éstos,
no podemos descartar que una fraccién de las secuencias pertenezcan a microorganismos no
haléfilos. Esto ha sido anteriormente observado por otros autores en suelos salinos de Sicilia,
India y China (Canfora et al., 2014; Pandit et al., 2015; Xie et al., 2017; Narayan et al., 2018; Zhao
etal, 2018).
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Figura 16. Perfil de contenido en GC de las secuencias de las bases de datos SMO1, SMO2,
S813, S819, IC21, SS33 y SS37.

IV.1.4 Estimaciones de alfa-diversidad

Con el objetivo de evaluar el grado de diversidad filogenética y funcional capturados en este
estudio, del total presente en estos suelos, se llevaron a cabo las curvas de rarefacciéon que
pueden ser observadas en las Figuras 4A y B. La inclusién de las bases de datos de referencia
en estos analisis permiti6 la comparaciéon de la diversidad presente en suelos frente a la
determinada para los ambientes acuaticos hipersalinos. Con respecto a la diversidad
filogenética, valorada a partir del indice de riqueza Chao 1 basada en la anotacién a nivel de
especie de las lecturas metagendmicas, el valor para los suelos salinos se encontraba en el rango
de las bases de datos acudticas mas diversas y con menor concentracion de sales, SS13 y SS19
(Figura 19A). A nivel funcional, el anélisis de rarefacciéon basado en la anotacién de categorias

74



COGs en las secuencias metagenémicas mostré que los suelos salinos poseian una mayor
diversidad funcional (Figura 19B). Estos resultados son coherentes con los estudios que indican
que los suelos constituyen uno de los ambientes mds diversos de la Tierra, presumiblemente
debido a su estructura heterogénea y las amplias y bruscas oscilaciones en las condiciones
fisicoquimicas que sufren (Walsh et al., 2005; Smucker et al., 2010; Vos et al,, 2013). Youssef y
colaboradores, en su estudio de la comunidad de Halobacteria de diversos sedimentos salinos
observaron una mayor diversidad ecoldgica en habitats con mayor oscilaciones de salinidad,
frente a los permanentemente salinos (Youssef et al., 2012). Sin embargo, el grado de salinidad
presente parece restringir la presencia de una mayor diversidad de taxones.

IV.1.5 Ensamblado de lecturas metagendémicas en contigs

El ensamblado de lecturas metagendmicas en secuencias mas largas compuestas por secuencias
solapantes (contigs) permite una asignacién taxondémica y funcional mas fiable, y permite la
agrupacion de secuencias filogenéticamente relacionadas en bins (Vollmers et al., 2017). Tras
realizar varias pruebas con diferentes ensambladores y parametros, los mejores resultados,
mostrados en la Tabla8, se obtuvieron mediante el ensamblador de Newbler v2.9
(gsAssembler, Roche), Teniendo en cuenta la mayor diversidad de la comunidad presente en
los suelos salinos estudiados, y con el objetivo de obtener un ensamblado de mayor calidad
(mayor nimero de lecturas ensambladas y contigs mas largos) se llevé a cabo un coensamblado
de las dos bases de datos procedentes de suelo. Sin embargo, y a pesar de esta estrategia, tan
solo un 26,7 % de las secuencias de suelo pudieron ser ensambladas en contigs, frente al
~60-70 % de lecturas ensambladas en el caso de los metagenomas de ambientes hipersalinos
acuaticos. El valor de N50, que representa el tamafio minimo de los contigs mas largos que
componen el 50% del ensamblaje, también fue menor. Estos resultados pueden ser
interpretados atendiendo a la mayor diversidad de la comunidad microbiana presente en los
suelos salinos estudiados, frente a la que se encuentra en los estanques de salinas tomados
como referencia en este estudio, dado que, a una profundidad de secuenciacién similar, una
comunidad menos diversa contendrd una mayor proporcion de secuencias solapantes (esto, es,
perteneciente a un mismo organismo) que otra mas diversa.
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Tabla 8. Porcentaje de lecturas ensambladas, numero de contigs y valor de N50 del resultado
del ensamblaje de las bases de datos metagenémicas de suelos salinos obtenidas en este
estudio y las procedentes de salinas utilizadas como referencia.

SMO1
26,7 25001 1857

SMO2
SS13 63,7 8 193 2280
SS19 65,3 12 742 2429
SS33 59,0 6 040 2 069
SS37 67,0 6 589 2336
IC21 69,2 9270 2793

IV.1.6 Diversidad filogenética de la comunidad microbiana

Para evaluar la diversidad filogenética de la comunidad microbiana se utilizaron dos
aproximaciones: por un lado, se analizd la afiliacién taxon6émica de los contigs resultado del
ensamblado conjunto de las dos bases de datos metagendmicas (Figura 20); por otro, se
extrajeron las lecturas relacionadas con el gen ARNr 16S y se anotaron frente a la base de datos
RDP (Tablas 9 y 10).

La afiliaciéon taxondmica de los contigs, en relacién a la de las bases de datos utilizadas como
referencia, se muestra en la Figura 20. La comunidad procariota reflejada en estos contigs
estaba compuesta de manera equitativa por bacterias y arqueas. Esta ratio de arqueas frente a
bacterias es muy superior ala que se encontraria en suelos con valores de salinidad no elevados,
pero coherente con las proporciones de arqueas que pueden encontrarse en ambientes
extremos, como los hipersalinos (Ghai et al., 2011; Jarrell et al,, 2011; Fernandez et al., 2014a).
Aunque su distribucién no se encuentra restringida a ambientes extremos de donde
inicialmente se aislaron profusamente, sino que son cosmopolitas (Chaban et al., 2006; Jarrell
etal,, 2011), se ha propuesto que las propiedades de las membranas de arqueas las hacen mas
resistentes a condiciones fisicoquimicas extremas, razén por la que predominan en ambientes
extremos (Van de Vossenberg et al., 1998). La proporcién arqueas:bacterias es variable en los
suelos salinos donde la comunidad procariota completa ha sido estudiada (Hollister et al,,
2010a; Pandit et al.,, 2015; Patel et al., 2015; Xie et al,, 2017; Narayan et al., 2018), en funcién
del grado de salinidad (Xie et al, 2017), como ocurre en ambientes hipersalinos acuaticos,
aunque esta propiedad es dificilmente comparable entre estudios de ambientes salinos
terrestres. Los miembros del phylum Euryarchaeota, al que se afilian las aqueas haloéfilas
extremas de la clase Halobacteria, dominaban la fraccién del dominio Archaea. Los miembros
de este phylum son miembros cominmente encontrados en ambientes con altas
concentraciones de sal, incluidos suelos salinos (Hollister et al., 2010a; Oren, 2015a; Pandit et
al,, 2015; Narayan et al,, 2018). También detectamos contigs relacionados con representantes
del phylum candidato Nanohaloarchaeota. Este grupo de arqueas de pequefio tamafio (~ 0,6
um) fue detectado por primera vez en el lago alcalino hipersalino Magadi (Kenia) (Grant et al.,
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1999) y desde entonces ha sido identificado en diversos ambientes alrededor del planeta con
salinidades comprendidas entre el 19 y 40 %: en la columna de agua de salinas de Mongolia
interior (China) (Casanueva et al., 2008), de Chula Vista (California) (Zhaxybayeva et al., 2013),
de Bras del Port, Santa Pola (Alicante, Espafia) (Ghai et al,, 2011; Zhaxybayeva et al., 2013;
Martinez-Garcia et al.,, 2014; Gomariz et al,, 2015), de Argentina (Di Meglio et al,, 2016) y en los
sedimentos de salinas de Sudafrica (Casanueva et al.,, 2008) y Santa Pola (Mora-Ruiz et al,
2018); en lagos salinos de Transilvania (Rumania) (Baricz et al.,, 2014b) y Siberia (Rusia)
(Vavourakis et al., 2016), asi como en costras salinas del desierto de Atacama (Finstad et al.,
2017). Sin embargo, este taxén no habia sido detectado en suelos salinos hasta el momento.

Una pequefia proporciéon de secuencias de arqueas se afiliaban a Thaumarchaeota, un phylum
de microorganismos oxidadores de amonio que no incluye haléfilos descritos hasta la fecha,
Aunque se trata del phylum de arqueas mas abundante en otros ambientes acudticos y
terrestres (Shi et al,, 2016), solo un pequefio nimero de estudios ha detectado su presencia en
suelo salinos y, en todos los casos se encontraba en baja proporciéon (Navarro-Noya et al,
2015b; Shietal,, 2016; Xie et al., 2017). Por otro lado, no se detectaron contigs relacionados con
arqueas metanogenas o miembros del phylum Crenarchaeota, que han sido identificados como
componentes minoritarios de la microbiota de otros suelos salinos estudiados (Walsh et al,,
2005; Navarro-Noya et al., 2015b; Pandit et al., 2015).

La comunidad bacteriana de los suelos salinos estudiados, con 26 phyla diferentes
representados, es mas diversa que la encontrada en ambientes hipersalinos acudticos
(Figura 20). Sin embargo, dominan claramente los phyla Balneolaeota, Bacteroidetes y
Rhodothermaeota, mientras que los demds se encuentran en muy baja proporciéon. Como en el
caso de las arqueas, la fraccién correspondiente a bacterias también se compone de phyla que
engloban a microorganismos haléfilos, como Actinobacteria, Bacteroidetes, Balneolaeota,
Cyanobacteria, Firmicutes, Proteobacteria, Rhodothermaeota, Spirochaetes, Thermotogae y
Verrucomicrobia, asi como de grupos sin representantes haléfilos descritos (Ventosa et al.,
2008; de la Haba et al,, 2011; Spring et al., 2016; Munoz et al.,, 2017). Otros estudios también
han hallado secuencias relacionadas con no haléfilos en suelos salinos (Oueriaghli et al., 2013;
Canfora et al., 2014; Pandit et al., 2015; Xie et al., 2017; Narayan et al., 2018; Zhao et al., 2018),
llegando incluso a constituir un ~20 % de la comunidad (Patel et al., 2015).

Dadas las peculiaridades de la secuencia del gen ARNr 16S, que contiene regiones conservadas
con alto grado de semejanza para todos los microorganismos, los contigs obtenidos a partir de
estas secuencias no se estimaron fiables y se procedié a obtener y anotar las secuencias
metagendémicas que contenian fragmentos del gen ARNr 16S para el andlisis de la diversidad
microbiana a niveles mas especificos. Esta aproximacién permitid, ademas, considerar la
totalidad de las secuencias metagendmicas, en contraposicién al ~27 % representado por el
conjunto de contigs ensamblados, y obtener valores individuales para cada una de las bases de
datos de suelo, SMO1 y SMO2.

El andlisis de las lecturas relacionadas con el gen ARNr 16S de los metagenomas de suelo SMO1
y SMO2 a nivel de género revel6 la presencia de una gran diversidad de taxones, constituyendo
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los mayoritarios rara vez mas del 10 % de las secuencias (Tablas 9y 10). Destaca el alto nimero
de grupos taxondémicos representados por menos del 1 % de las secuencias, agrupados en
‘Otros’, categoria que engloba mas del 20 % de las lecturas relacionadas con este gen en la base
de datos SMO2. Cinco grupos en el caso de SMO1 y cuatro en la base de datos SMO2 engloban
mas del 7 % de las secuencias metagenémicas relacionadas con el gen ARNr 16S: Haloarcula,
Halolamina y Salinigranum (Euryarchaeota) se encuentran entre los grupos mayoritarios en
ambas bases de datos, mientras que Halorubrum (Euryarchaeota) y Fodonibius (Balneolaeota)
ocupan el segundo y tercer puesto en abundancia en SMO1, siendo Salinimicrobium
(Bacteroidetes) el género representado por un mayor nimero de secuencias en SMO2 (Tablas
9 y 10). Los géneros Halorubrum y Fodinibius también aparecen representados en SMO2, asi
como Salinimicrobium en SMO1, aunque en menor proporcién. Otros géneros representados
por mas de un 1 % de las secuencias en ambas bases de datos fueron Gracilimonas (3,4 % en
SMO01; 3 % en SMO2), Halobellus (2,5 % en SMO1; 4,6 % en SM02), Natronomonas (2,5 % en
SMO01; 2,2 % en SMO02), Haloplanus (2,1 % en SMO1; 1,9 % en SMO02), Halorientalis (1,9 % en
ambos), Halomicroarcula (1,6 % en SMO1; 2,2 % en SM02) y Halomonas (1,1 % en SM01; 1,6 %
en SMO2). Salinibacter, que abunda en estanques de salinas solares de altas concentraciones
salinas, solo esta representado por mas de un 1 % de las secuencias en las muestras tomadas
en octubre de 2013. Se corroboran asi los resultados mostrados a nivel de phylum, constatando
que no se ensambla preferentemente un grupo de microrganismos mas que otro. Ademas, el
contenido en GC de los géneros citados corresponde con los picos mayoritarios observados en
el perfil de GC de estas dos bases de datos (Figura 18).
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Figura 18. Diversidad procariota a nivel de phylum representada por los contigs mayores de 1
kb de las bases de datos de referencia junto a los contigs resultado del ensamblaje conjunto
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Spirochaetes
. Aquificae
B Acicithiobacitia
. Synergistetes
. Rhodothermaeota
. Balneolaeota

de las dos bases de datos de suelo SMO1 y SMO2 (SMO).
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Tabla 9. Afiliacion taxondmica a nivel de phylum de los fragmentos del gen ARNr 16S
identificados en las secuencias de las dos muestras de suelo salino, SMO1. Las secuencias
asignadas poseen una identidad de mas del 95 % a lo largo de al menos 100 pb con el hit
mostrado. La categoria ‘Otros’ incluye los taxones representados por menos de un 1 % de las
secuencias. El color corresponde al phylum al que pertenecen: Euryarchaeota — rojo,
Bacteroidetes — verde, Gammaproteobacteria — celeste, Alphaproteobacteria — naranja,
Actinobacteria — morado, Rhodothermaeota — gris y Balneolaeota — azul. Se muestra también
el rango de salinidad y GC de los representantes de estos géneros.

SMO1
Haloarcula 12-30 60-65 12,7 %
Halorubrum 6-30 60-71 10,3 %
Fodinibius 10-15 43 9,0 %
Halolamina 8-30 65-68 7,4 %
Salinjgranum 5-28 63-65 7,1 %
Unc. Halobacteria - - 6,7 %
Salinibacter 12-30 44-67 4.1 %
Gracilimonas 1-20 42-47 3,4 %
Halohasta 12-28 62-63 3,4 %
Halapricum 15-30 66 2,7 %
Halobellus 8-30 61-69 2,5 %
Natronomonas 12-36 62-64 2,5 %
Halonotius 16-36 58 2,1 %
Haloplanus 5-28 62-67 2,1 %
Halorientalis 8-30 61-63 1,9 %
Halorubellus 8-30 67 1,8 %
Halomicroarcula 5-30 64-65 1,6 %
Salinimicrobium 0-10 42-48 1,6 %
Uncl. Ectothiorhodospiraceae - - 1,2 %
Uncl. Gammaproteobacteria - - 1,2 %
Halalkalicoccus 6-35 60-63 1,1 %
Halomonas 0-30 49-74 1,1 %
Otros 12,7 %
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Tabla 10. Afiliacion taxondmica a nivel de phylum de los fragmentos del gen ARNr 16S
identificados en las secuencias de las dos muestras de suelo salino, SMO2. Las secuencias
asignadas poseen una identidad de mas del 95 % a lo largo de al menos 100 pb con el hit
mostrado. La categoria ‘Otros’ incluye los taxones representados por menos de un 1 % de las
secuencias. El color corresponde al phylum al que pertenecen: Euryarchaeota — rojo,
Bacteroidetes — verde, Gammaproteobacteria — celeste, Alphaproteobacteria — naranja,
Actinobacteria — morado, Rhodothermaeota — gris y Balneolaeota — azul. Se muestra también
el rango de salinidad y GC de los representantes de estos géneros.

SMO2
Salinimicrobium 0-10 42-48 9,2 %
Salinjgranum 5-28 62,9-65,2 9,0 %
Halolamina 8-30 64,8-68 8,7 %
Haloarcula 12-30 60,1-65 8,4 %
Uncl. Halobacteria - - 6,3 %
Halobellus 8-30 61,4-69,2 4,6 %
Uncl. Gammaproteobacteria - - 41 %
Gracilimonas 1-20 41,7-47,2 3,0 %
Halorubrum 6-30 60,2-71,2 2,7 %
Halomicroarcula 5-30 64-64,5 2,2 %
Marinobacter 0-25 52-63,5 2,2 %
Natronomonas 12-36 61,8-64,3 2,2 %
Pseudidiomarina - - 2,2 %
Altererythrobacter 0-13 54,5-69 1,9 %
Halomarina 1,9 %
Haloplanus 5-28 62,1-67,2 1,9 %
Halorientalis 8-30 61,3-62,8 1,9 %
Fodinibius 10-15 43 1,6 %
Halomonas 0-30 48,9-74,3 1,6 %
Nocardiopsis 0-20 65-74,7 1,6 %
Uncl. Flavobacteriaceae - - 1,4 %
Idiomarina 0,5-12 41,2-56,4 1,1 %
Otros 20,4 %
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De esta manera, se demuestra que la comunidad de este suelo es dindmica en la época de
muestreo seleccionada ya que, aunque la mayoria de los grupos mayoritarios estan presentes
en ambas bases de datos, su abundancia relativa es variable. El planteamiento utilizado en este
estudio no permite identificar los factores fisicoquimicos relacionados con el cambio en la
diversidad y estructura comunidad procariota detectado.

Cabe destacar que entre los microorganismos mas abundantes se encuentran grupos cuyos
representantes poseen diferentes susceptibilidades a un alto contenido extracelular de iones
(Tablas 9 y 10). Mientras que el rango de salinidad de los representantes de los géneros
mayoritarios Haloarcula, Halorubrum, Halolamina y Salinigranum alcanza un maximo de
aproximadamente 30 % NaCl en condiciones de laboratorio, aquellos mayoritarios y variables
entre las dos bases de datos, los representantes descritos del género Fodinibius son haléfilos
débiles o moderados y aquellos de Salinimicrobium no sobreviven en presencia de mas de un
10 % NaCl (Tablas 9y 10). Varios estudios de la microbiota presente en suelos salinos destacan
el aislamiento tanto de haléfilos estrictos como de halotolerantes a partir de una misma
muestra de suelo (Quesada et al., 1982; Shi et al,, 2012). Es mas, aunque los géneros mas
abundantes presentes en estos suelos tienen relacién con la salinidad, se detectan, como en
otros suelos salinos anteriormente estudiados, bajas proporciones de grupos taxondmicos sin
representantes haléfilos o halotolerantes conocidos (Figura 5, Tabla 4)(Oueriaghli et al., 2013;
Canfora et al., 2014; Pandit et al., 2015; Xie et al., 2017).

La coexistencia de grupos de microorganismos con tolerancias a la salinidad tan dispares
podria ser un reflejo de la alta heterogeneidad espacial de estos suelos, que daria lugar a nichos
con diversas salinidades donde abundarian diferencialmente estos grupos, de modo que no se
encontrarian fisicamente conectados. La variacion debido a lluvias y otros factores ambientales
de estos nichos diferenciados podria explicar la estructura dindmica y diferencias observadas
entre la muestra tomada en octubre de 2013 y la de noviembre de 2014, dado que la
desaparicidn o disminucién en tamafio y creacién de nuevos nichos con condiciones diferentes
podri favorecer el desarrollo de diferentes grupos taxonémicos. En este caso, aquellos grupos
taxondmicos abundantes en ambas bases de datos deberian ser versatiles. Por otro lado,
también podria tratarse de representantes no caracterizados relacionados con los grupos
identificados capaces de sobrevivir en rangos de salinidad diferentes a los ya descritos. En este
sentido, diversos estudios apuntan a un mayor caracter eurihalino de los hal6filos aislados de
suelos salinos (en contraposicién a los obtenidos a partir de ambientes acuaticos) (Quesada et
al,, 1982; Caton et al., 2004; Purdy et al., 2004; Schneegurt, 2013), presumiblemente debido a
la heterogeneidad en el tiempo y el espacio de la salinidad (y otros parametros fisicoquimicos)
en este tipo de habitats salinos (Quesada et al.,, 1982; Walsh et al., 2005).

Entre los taxones detectados en estos suelos se encuentran algunos bien conocidos por su
prevalencia y/o abundancia en otros suelos salinos, como es el caso de Haloarcula, Halorubrum,
Salinibacter, Natronomonas, Marinobacter y Halomonas (Walsh et al., 2005; Mesbah et al., 2007;
Valenzuela-Encinas et al.,, 2008; Caton et al, 2009; Wang et al,, 2011; Luque et al, 2012b;
Oueriaghli et al., 2013; Navarro-Noya et al., 2015b; Pandit et al., 2015; Patel et al,, 2015; Liu et
al,, 2016). Estos también son géneros abundantes en ambientes hipersalinos acudticos. Sin
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embargo, Halolamina, Salinigranum, Fodinibius y Salinimicrobium no han sido detectado como
abundantes en suelos salinos con anterioridad y en pocos acuéticos, siendo la informaciéon
ambiental disponible sobre ellos, en concreto sobre Fodinibius y Salinigranum, escasa.

El género Halolamina contiene en la actualidad 6 especies descritas, aislados de salinas solares
localizadas en Corea y varias regiones de China (Cui etal.,, 2011; Koh et al., 2015; Xu et al,, 2016),
minas de sal en la provincia china de Xinjiang, China (Zhang et al., 2013) o sal no purificada (Cha
etal, 2014), ademas de 33 entradas de especies de Halolamina no caracterizadas en Genbank
y 11 secuencias ambientales en junio de 2018. Su prevalencia y abundancia en estudios
moleculares es desigual. Aunque no se ha reportado como abundante en los ambientes
hipersalinos mejor estudiados (salinas solares y lagos salinos) mediante métodos moleculares,
silo es en los estudios de Zhang y colaboradores de la microbiota de sedimentos de chimeneas
hidrotermales inactivas del fondo marino en India (Zhang et al, 2016), en procesos de
fermentacién de marisco al estilo Coreano (Jung et al., 2013) y de produccién de sal a partir de
aguas del subsuelo en las torres de concentracidn de sales en Polonia, lugar donde ademas
constitufa uno de los taxones presentes en todas las muestras (Kalwasinska et al.,, 2018).
También se encontraba entre los mas abundantes y ubicuos en los estudios de varios ambientes
salinos de Tunez (agua, costra salina, sedimento, biofilm) (Najjari et al., 2015) y sedimentos
salinos de diferentes localizaciones (Youssef et al., 2012). Este género se encuentra
recurrentemente en estudios de sales comerciales, aunque algunos estudios lo encuentran
ubicuo a todas las muestras (Clark et al., 2017; Gibtan et al., 2017), mientras que otro lo detecta
en tan solo una de ellas (Henriet et al., 2014). En los lagos de la regién xxx de Ocnei también se
ha detectado, aunque su abundancia en ellos depende del lago estudiado (Baricz et al., 2014b).
En el resto de los estudios en lo que se ha detectado, aparece solo en ciertas muestras y en baja
proporcion (Casamayor et al., 2013; Bhattacharyya et al., 2015; Han et al.,, 2017).

A pesar de encontrarse en varios ambientes hipersalinos, su abundancia no se ha
correlacionado con ninglin pardmetro fisicoquimico especifico hasta la fecha y, en el estudio de
Najjari y colaboradores (Najjari et al, 2015), no se encuentra correlacionado positiva ni
negativamente con la salinidad en el rango estudiado; lo que podria sugerir un caracter mas
eurihalino de este género.

Poca es la informaciéon disponible en la literatura sobre la distribucion ambiental de
Salinigranumyy Fodinibius. El género Salinigranum posee en la actualidad dos especies descritas,
S.rubrumy S. salinum, ambas aisladas de salinas solares. Atendiendo a estudios independientes
de cultivo, tan solo representa una fracciéon pequefia de la comunidad estudiada de una sabkha
en Arabia Saudi (Albokari et al., 2017), y Genbank incluye una secuencia ambiental relacionada
con este género procedente de aguas de arrecifes en India.

Fodinibius incluye en la actualidad una tinica especie descrita, obtenida a partir de un sedimento
de minas de sal (Wang et al,, 2012a), y representantes de este género han podido ser aislado de
salinas de Anatolia (Turquia) (Cinar & Mutlu, 2016). En estudios moleculares, tan solo se ha
detectado en el estudio de Kalwasinska y colaboradores (Kalwasinska et al., 2018), donde
constituye uno de los géneros mdas abundantes. Su pariente mas cercano, Aliifodinibius, que se
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encuentra estrechamente relacionado con Fodinibius, ha sido recurrentemente encontrado en
ambientes de sustrato sélido (Wang et al., 2013; Al-Mailem et al,, 2017; Cho et al,, 2017).

En cuanto a Salinimicrobium (Flavobacteria), las 8 especies descritas fueron aisladas de
sedimentos o suelos, aunque entre las secuencias ambientales encontradas relacionadas con
este género se asociaban a otros organismos (Radwan et al.,, 2010; Valdenegro-Vega et al,
2013), agua de mar, salina solar en la bahia de Bohai (China) (Zhang et al,, 2016) y se encuentra
de forma recurrente, y a veces abundante en suelos contaminados por hidrocarburos (Al-
Awadhi et al,, 2013; Patel et al,, 2014; Liao et al,, 2015; Fang et al,, 2016; Li et al., 2016; Al-
Mailem et al., 2017).

El sustrato de un habitat ha sido propuesto como un pardmetro relevante en la determinacién
de la estructura microbiana, por encima de la salinidad (Jeffries et al., 2011). Atendiendo a la
informacién disponible en la literatura sobre estos géneros se observa una tendencia hacia
ambientes de sustrato sélido. Su escasa presencia en estudios ambientales podria ser
consecuencia, por tanto, de la limitada atencién por parte de la comunidad cientifica que estos
otros ambientes hipersalinos han recibido. Sin embargo, estos grupos no se encuentran como
abundantes en los escasos estudios que han caracterizado la microbiota de otros suelos salinos
a nivel de género, lo que sugiere que determinadas condiciones fisicoquimicas de estos suelos
podrian jugar también un papel fundamental en la determinacién de su abundancia. El
planteamiento del presente estudio, con dos Unicos momentos de muestreo, no permite
discernir con claridad los parametros fisicoquimicos con los que estos grupos se correlacionan.

Destaca también la ausencia de secuencias relacionadas con los géneros Haloquadratum, que
domina la poblacién procariota en ciertos ambientes hipersalinos acudticos, como los
estanques de mayor salinidad de la salina Bras del Port que se incluyen como referencia en este
estudio (Ghai et al.,, 2011; Ferndndez et al., 2014a). Ademas, mientras que en gran parte de los
suelos salinos estudiados abundan los representantes del género Bacillus (Miller et al., 1983;
Quesada et al,, 1983; Miller & Leschine, 1984; Nicolaus et al., 1992; Garabito et al., 1998; Caton
et al.,, 2004; Irshad et al., 2014; Narayan et al., 2018) y Halobacterium (Quesada et al., 1982;
Oueriaghli et al.,, 2013; Pandit et al., 2015; Patel et al., 2015), éstos no constituyen una fraccién
relevante de la comunidad en los suelos objeto de estudio en esta Tesis Doctoral. La ausencia
de géneros de halé6filos metandgenos, sulfato reductores o anaerobios corrobora que en estos
suelos no se daban condiciones de anaerobiosis prevalentes en el momento de muestreo, como
ya sugerian los bajos valores de humedad de las dos muestras consideradas.

En las dos bases de datos se detecta entre un 6 y 7 % de secuencias relacionadas con la clase
Halobacteria que no pudieron ser clasificadas a nivel de género. La fraccién de
gammaproteobacterias no clasificadas a este mismo nivel taxonémico constituia mas del 1 %
en ambos casos. El encuentro de una fraccién de secuencias no asignadas a ningin taxén
especifico constituye una caracteristica recurrente en estudios metagendmicos de suelo (Choi
etal, 2016). En el metaanalisis llevado a cabo por Ma y Gong donde se analiza la diversidad de
todas las secuencias relacionadas con el gen ARNr 16S obtenidas de suelos salinos depositadas
en bases de datos publicas se pone de manifiesto que ain queda por muestrear el 75 % de la
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diversidad de bacterias y el 50 % de la de arqueas presentes en este tipo de habitats (Ma &
Gong, 2013). La mayor proporcién de secuencias que pudieron ser clasificadas en este estudio,
con respecto a las cifras indicadas por Ma y Gong podria deberse a la influencia de la salinidad,
que propicia la presencia de taxones ya conocidos de otros ambientes hipersalinos bien
conocidos.

Por todo ello, y aunque destaca la gran similitud de la comunidad de estos suelos en momentos
tan separados en el tiempo, podemos decir que estos suelos contienen una comunidad tinica y
distinta a otros suelos salinos o ambientes hipersalinos estudiados compuesta principalmente
por microorganismos haléfilos, entre los que se encuentran haléfilos extremos frecuentemente
reportados en otros ambientes hipersalinos asi como microorganismos con diferentes
susceptibilidades ala sal, con escasa o variada representacién en estudios moleculares llevados
a cabo hasta la fecha. La estructura heterogénea del suelo podria explicar parte de las
diferencias existentes entre la comunidad procariota de suelos salinos con respecto a los
ambientes hipersalinos acuaticos, como la mayor diversidad, la dominancia de grupos con
distintos rangos salinos o la presencia de microorganismos no haléfilos. La obtencién en cultivo
puro de los habitantes de los suelos salinos, para lo que se requiere aiin un gran esfuerzo,
permitirfa comprobar las hipétesis aqui planteadas.

IV.1.7 Diversidad funcional

La Figura 21 muestra la proporcién de categorias SEED anotadas en contigs de las bases de
datos de suelos salinos en comparacién con esta misma informacién en los metagenomas de
referencia.

Puede observarse en las bases de datos procedentes de suelos se encuentran mas
representados las categorias SEED de transporte de membrana, adquisicién y hierro, motilidad
y quimiotaxis. Dado que las concentraciones de nutrientes en suelos son por lo general bajas y
altamente variables en el tiempo y el espacio (Torsvik & @vreds, 2008), es muy probable que
las capacidades probablemente proporcionadas por estos genes, como la de movimiento,
comunicacién con otros y con el entorno y rapida adquisicién de nutrientes cuando estin
disponibles suponga una ventaja adaptativa para los microorganismos que viven en el suelo .
Ademads, se observa que estos microrganismos tienen una mayor diversidad metabdlica,
suponiendo los genes relacionados con fermentacién, metabolismo de monosacaridos,
polisacaridos y compuestos aromaticos una mayor proporcion de secuencias en estos mismos
metagenomas con respecto a los de referencia. La versatilidad metabélica ha sido relacionada
con una mayor abundancia en grupos bacterianos que habitan el suelo (Kurm et al.,, 2017). El
marcado caracter dindmico en el tiempo y el espacio de la estructura fisicoquimica del suelo
podria seleccionar microorganismos versatiles en cuanto a sus preferencias nutricionales,
capaces de utilizar diversas fuentes de carbono. Dado que los ambientes hipersalinos se
encuentran frecuentemente contaminados con petréleo y compuestos relacionados, metales
pesados y/o otros productos téxicos de origen antropogénico, y los reservorios de petréleo
suelen usar aguas salinas y estar rodeado de suelos salinos (Radwan & Al-Mailem, 2015), no es
extrafio encontrar microorganismos haléfilos con capacidades hidrocarbonoclasticas. En este
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suelo, son abundantes las secuencias relacionadas con taxones con estas capacidades, como
Salinimicrobium, Halomonas, Marinobacter, Gracilimonas y Altererybacter (Fang et al., 2016; Al-
Mailem et al,, 2017). Aunque en este estudio no evaluamos, y las orillas Marismas del Odiel han
sufrido la influencia de dos vertidos de hidrocarburos tipo petréleo y fuel en 2013y 2014 enla
ria de Huelva provenientes del Polo Quimico de Huelva, donde se sitia una zona de explotacion
de hidrocarburos, resulta poco probable que estos suelos contengan altas concentraciones de
estas sustancias. Dado que se han aislado microrganismos con capacidades
hidrocarbonoclaticas de ambientes no contaminados (Brito et al., 2006; Koukkou & Vandera,
2011; Teramoto et al., 2013), proponemos que esta funcidn se ha seleccionado en la comunidad
en base a la versatilidad metabélica que proporciona.

La alta proporcion de secuencias relacionadas con el metabolismo de polisacaridos podria estar
relacionada con la alta proporcién de exopolisacaridos, que se relaciona con la adhesién a
superficies sélidas como son las particulas del suelo, asi como con proteccién frente a estrés
ambiental como desecacidn, alto contenido en metales y otras sustancias toxicas (Limoli et al.,
2015), condiciones que se encuentran frecuentemente en los suelos estudiados.

Se puede observar que los genes clasificados en las categorias de patogenicidad, virulencia y
metabolismo secundario se encuentran en mayor proporciéon en las bases de datos
provenientes de suelos salinos, con respecto a las obtenidas de columna de agua de diferentes
estanques de salinas. Se ha propuesto que la escasez de nutrientes promueve la sintesis de
antibidticos y, consecuentemente, la aparicién de mecanismos de resistencia (Abrudan et al.,
2015), lo cual puede explicar las proporciones encontradas en estos suelos con respecto a los
metagenomas de referencia. De igual modo, los suelos constituyen habitats reconocidos por su
gran proporcion de microorganismos productores de metabolitos secundarios, y son
investigados en la busqueda de nuevas moléculas para un amplio rango de usos y aplicaciones
biotecnolégicas (Tyc et al.,, 2018). Cabe destacar que, debido a que no se han descrito patégenos
de la clase Haloarchaea (Seck et al., 2018), seria esperable que las bases de datos con mayor
proporcion de bacterias albergaran mayor nimero de genes relacionados con virulencia y
patogenicidad. Sin embargo, aunque SS13 y SS19 poseen la mayor proporcién de bacterias
frente a arqueas, es en los contigs obtenidos a partir de las bases de datos de suelos donde
mayor proporcién de estos genes se encuentra. Esto puede reflejar, una vez mas, las duras
condiciones encontradas en estos suelos.

Los genes relacionados con fotosintesis se encuentran en mayor proporcion en las bases de
datos de suelos, cuya comunidad de productores primarios fotosintéticos es superior
(Figura 5). Aquellos relacionados con pared celular y cdpsula se encuentran en el rango de las
muestras menos salinas SS13 y SS19, que contienen una mayor proporciéon de secuencias
relacionadas con el dominio bacteria.

La alta proporcion de secuencias atribuidas a elementos de transposicion en las bases de datos
de suelos podria indicar que esta caracteristica, que contribuye a la plasticidad genémica
permitiendo la adquisicién de nuevos rasgos, contribuye a la supervivencia en habitat como el
suelo, oligotréfico y variable.
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Contrariamente a lo que cabria esperar dadas las oscilaciones en factores ambientales y
nutricionales (pudiendo suponer condiciones desfavorables) en el entorno de los
microorganismos de suelo, la proporcién de secuencias anotadas en la categoria SEED de
latencia y esporulacién fue superior en los contigs de los metagenomas de estanques de salinas
con salinidades intermedias. En este sentido, se ha propuesto que la competicién por los
recursos, especialmente en condiciones extremas, ejerce una presion para el manteamiento de
un metabolismo activo, frente al estado de latencia (Aanderud et al.,, 2016), lo cual podria
explicar nuestros resultados.

Aunque podra hipotetizarse que una gran proporcién de los genes encontrados en este tipo de
ambientes extremos deberian anotarse en la categoria SEED correspondiente a mecanismos de
respuesta a estrés, esto no es lo que se observa en nuestros resultados (Figura 6). El hecho de
que no todas las rutas metabdlicas de los principales mecanismos de osmoadaptacién (como
por ejemplo transporte de iones o sintesis de solutos compatibles como la trehalosa) no se
encuentran clasificados en esta categoria es en parte responsable de este resultado. Por ello, se
realizé un estudio detallado de los genes relacionados con los mecanismos conocidos de
osmoadaptacion (Tabla 5). La biosintesis de trehalosa y la sintesis de betaina a partir de colina,
asi como su transporte desde el exterior parecen ser los mecanismos de acumulacién de solutos
compatibles mas prevalentes en la microbiota de los suelos salinos. En las bases de datos
hipersalinas acuaticas, la betaina es preferida frente a la trehalosa como soluto compatible. La
glicina betaina, la ectoina y sus derivados y la trehalosa se encuentran entre los osmolitos mas
comunes en procariotas (Oren, 2008). En nuestro estudio, los genes relacionados con la
acumulacioén e ectoina fueron los menos abundantes de entre los osmolitos analizados. Aunque
inicialmente la ectoina se propuso como el soluto compatible principalmente acumulado por
los representantes de los taxones Proteobacteria, Firmicutes y otras bacterias (Ciulla et al.,
1997), estudios moleculares han constatado que la importancia relativa de la ectoina como
soluto compatible en estos ambientes hipersalinos naturales es limitado (Ghai et al., 2011;
Fernandez et al., 2014a; 2014c).

Como en ambientes marinos, la luz sirve como fuente de energia para las comunidades
heter6trofas de ambientes acudaticos hipersalinos (Ventosa et al., 2014), como se refleja en el
numero de secuencias afiliadas a rodopsinas en las bases de datos de salinas solares (Tabla 5).
La prevalencia e importancia de los genes de rodopsinas en ambientes terrestres es
desconocida. En nuestro estudio, la proporcion de secuencias anotadas como
proteorrodopsinas bacterianas o bacteriorrodopsinas de haloarqueas en los metagenomas de
suelos salinos es ligeramente inferior a la encontrada en las bases d datos de salinas. Sin
embargo, y pese a la opacidad de los componentes del suelo, nuestros resultados evidencian
que una proporcién no desdefiable de microorganismos de este ambiente podrian poseer la
capacidad de fotoheterotrofia.
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Tabla 11. Fraccion de secuencias anotadas como genes relacionados con osmoadaptacion y
rodopsinas de las bases de datos metagendmicas de suelos salinos obtenidos en este estudio
y las procedentes de salinas solares. ‘SMO’ hace referencia a los contigs resultado del
ensamblaje conjunto de las dos bases de datos de suelo salino, SMO1 y SMO2.

Betaina a partir de glicina 0,0265 0,0356 0,0180 0,0288 0,0053 0,0049
Betaina a partir de colina 0,5531 0,2161 0,0717 0,0222 0,0101 0,1609
Transporte de betaina 0,3531 0,4003 0,1741 0,0549 0,0281 0,0748

Transporte de colina 0,2671 0,2298 0,1181 0,1303 0,0943 0,0967
Transporte de ectoina 0,0022 0,0008 O 0 0,0006 0,0014
Sintesis de ectoina 0,1338 0,0502 O 0 0 0,0254
Biosintesis de trehalosa  0,1285 0,2238 0,0738 0,1027 0 0,2893
Transporte de trehalosa 0 0 0,0004 O 0 0,0049
Proteorrodopsina 0,0442 0,0506 0,0144 0,0040 0,0018 0,0071
Bacteriorrodopsina 0,0396 0,0387 0,0570 0,0830 0,0838 0,0233

IV.1.8 Analisis metagendémico de resolucion genémica

IV.1.8.1 Proceso de binning y caracteristicas generales de los genomas recuperados

Las técnicas de binning permiten agrupar secuencias con relacion filogenética y, en el mejor de
los casos, recuperar mediante estos contigs la secuencia genémica completa o casi completa de
estos grupos filogenéticos. Aunque la metagenémica ha permitido el estudio de la diversidad
filogenética y metabolica de un gran niimero de ambientes naturales solventando el sesgo del
aislamiento en cultivo puro, los andlisis ecoldgicos y evolutivos solo pueden ser llevados a cabo
con datos genémicos (Hugerth et al.,, 2015).

Aunque la extraccién de genomas ambientales a partir de metagenomas de suelo ha mostrado
ser especialmente dificultosa dado la gran diversidad presente y, por lo general, la menor
cobertura obtenida, la mayor abundancia de ciertos grupos taxonémicos en estos suelos, junto
con el uso de los datos de cobertura diferencial de estas secuencias en ambos metagenomas
propiciaron la recuperacidon, mediante el uso de métodos automaticos y posterior refinamiento
manual, de tres genomas bacterianos en estado de borrador, completos en mas del 50 % y con
bajos valores de contaminacién, segin los parametros evaluados por CheckM (Tabla 5), y un
genoma relacionado con el dominio Archaea de menor calidad.

El genoma reconstruido de mayor calidad cubria un ~87 % de la secuencia genémica del tax6n
(Tabla 5) mientras que los otros dos relacionados con el dominio Bacteria, estaban completos
enun ~53 y ~47 %. La contaminacion, estimada a partir del nimero de copias multiples de los
genes marcadores utilizados, era muy baja en todos los casos, asi como la heterogeneidad de
cepa, evaluada como el nimero de copias multiples de genes marcadores con estrecha relacién
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filogenética entre ellos (Parks et al, 2015). De acuerdo con los estdndares recientemente
establecidos sobre los genomas ensamblados a partir de metagenomas (denominados
Metagenome Assembled Genomes, MAGs, o bins), los obtenidos en nuestro estudio se consideran
borradores de calidad media (fraccién del genoma capturada < 50, contaminacién < 10 %)
(Bowers et al., 2017). A pesar de la abundancia del dominio Archaea en las bases de datos de
suelos salinos estudiadas, el genoma recuperado relacionado con este taxén tan solo se
encuentra completo en un 10 %. Probablemente, la gran diversidad de representantes de este
orden presentes, su abundancia similar en las dos bases de datos y similitud genémica
observada en Halobacteria (Papke et al., 2007) dificultan el proceso de ensamblado y binning.
Cabe destacar que estos genomas ambientales se consideran representaciones de poblaciones
y no de especies o cepas particulares, dada la imposibilidad de determinar si se trata de una u
otra entidad (Sharon & Banfield, 2013).

Tabla 12. Resultados del analisis de los genomas ambientales recuperados con CheckM.

Bin 1 k__Bacteria (UID2570) 86,65 2,24 0,00
. p__Bacteroidetes

Bin 2 (UID2591) 53,37 2,02 0,00

Bin 3 k__Bacteria (UID203) 47,15 1,72 0,00

Bin 4 k__Archaea (UID2) 10,11 0,00 0,00

IV.1.8.2 Estimacion de la posicion filogenética

El andlisis filogen6mico de los genomas ambientales completos en mas de un 50 % revel6 que
éstos se afiliaban a la recientemente propuesta familia Balneolaceae (Figura 7), que engloba a
los géneros Aliifodinibius, Balneola, Fodinibius, Gracilimonas y Rhodohalobacter, y que constituia
uno de los phyla principales representados en estos suelos (Figura 5), al orden Saprospirales
(compuesto por las familias Haliscomenobacteraceae, Lewinellaceae y Saprospiraceae) y al
género Salinimicrobium (Flavobacteriaceae), ambos pertenecientes al phylum Bacteroidetes
(Figura 7).

El computo del valor de ANI (Average Nucleotide Identity) entre el genoma recuperado
relacionado con la familia Balneolaceae y los disponibles en las bases de datos publicas de esta
misma familia mostré que no correspondia a ninguna de las especies con genoma disponible,
ya que los valores de ANI eran inferiores a 95 %. El genoma reconstruido podria pertenecer a
un género no descrito de esta familia, o bien al género Fodinibius, del cual no existe genoma
secuenciado disponible en las bases de datos y, por ello, no ha podido ser incluido en el andlisis
filogenémico.
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Tabla 13. Valores de ANI (%) entre los genomas de las especies tipo del phylum Balneolaeota
y el bin 1.
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Figura 20. Arbol filogenémico de los phyla Bacteroidetes y Balneolaeota basado en la
concatenacion de los genes marcadores del programa PhyloSift v1.0.1. La longitud de rama
representa en numero de sustituciones por sitio y el valor del nodo representa la confianza de
dicha separacion. Chlorobium limicola DSM 245T fue utilizado como outgroup.

IV.1.8.3 Analisis genémico

En el andlisis gendmico de los genomas recuperados destaca el alto nimero de proteinas
relacionadas con resistencia a metales como el cobre, cobalto, zinc, cadmio, mercurio y
arsénico, en comparacién con los genomas disponibles de microorganismos cercanos
filogenéticamente. De este modo, aunque estos suelos no se consideran contaminados de
acuerdo alos valores legalmente establecidos a tal efecto, los microorganismos mas abundantes
poseen mecanismos de detoxificacion frente a algunos metales.

En comparacidn con el resto de los representantes del phylum Balneolaeota cuyo genoma esta
disponible en el momento de andlisis, el bin 1 posee una mayor proporciéon de genes
relacionados con reparacién de dafio en ADN, latencia y esporulacién, metabolismo de glicina y
genes de resistencia a compuestos téxicos. Ademas, codifica genes de sintesis de carotenoides
y una proteorrodopsinas cuyo mejor hit resulté ser la xantorrodopsina de Salinibacter. Aunque
no se detectan secuencias relacionadas con proteinas de membrana con actividad fotoquimica
en el genoma del resto de aislados de este phylum, Vavourakis y colaboradores detectaron una
rodopsina de bombeo de sodio en un genoma ambiental relacionado con el género Balneola
recuperado a partir de metagenomas de lagos alcalinos salinos de la regién de Altai (Rusia)
(Vavourakis et al., 2016), lo cual sugiere que probablemente existen representantes de este
grupo capaces de explotar la energia solar para llevar a cabo procesos celulares. Los taxones
descritos del phylum Balneolaeota requieren de un 5 a un 10 % NaCl para crecer y han sido
aislados de una gran diversidad de hdabitats, desde ambientes marinos a sedimentos
hipersalinos. Los solutos compatibles empleados por estos organismos parecen ser diversos:
mientras que en el genoma de Balneola disponible se encuentran transportadores de betainay
glicerol, el genoma de la especie tipo de Rhodohalobacter codifica proteinas de transporte de
colina y una colina deshidrogenasa. El genoma de Aliifodinibius roseus DSM 21986 no contiene
secuencias relacionadas con el transporte o sintesis de solutos compatibles. En el genoma
extraido, como en el de Gracilimonas tropica DSM 17893, se encuentran anotados
transportadores de betaina y colina.

Elbin relacionado con el orden Saprospirales es el que contenia un menor nimero de secuencias
relacionadas con resistencia a compuestos toxicos, de los recuperados a partir de estos
metagenomas de suelo. En este genoma también se identificaron genes relacionados con
formacidn de la capsula y estado de latencia. Las secuencias anotadas como citocromo c oxidasa
y las de la ruta de fermentacion a butirato nos hacen predecir que este microorganismo podria
tener la capacidad de crecer tanto aerébica como anaerébicamente.

El genoma relacionado con el género Salinimicrobium recuperado en nuestro estudio codifica
una proteina de transporte de colina y la ruta de biosintesis de trehalosa. Atendiendo a su
secuencia genémica, Salinimicrobium xinjiangense y Salinimicrobium terrae podrian también
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utilizar la trehalosa como soluto compatible. La estrategia de osmoadaptation del resto de
taxones de este género, que comprende halotolerantes y haléfilos débiles, no ha sido descrito.
No se detectaron secuencias relacionadas con motilidad. El crecimiento anaerobio de los
microorganismos representados por este genoma parece factible dado que se encuentran genes
relacionados con desnitrificacién y fermentacion.

Con respecto al genoma relacionado con arqueas, andlisis por medio del programa BLAST de
varias proteinas ribosomales que en él aparecen determinaron que estaba relacionado con la
clase Halobacteria. Un ~22 % de las secuencias anotadas en categorias SEED correspondian a
proteinas transportadoras de membrana (principalmente de oligopéptidos y aminodcidos
ramificados) y otro ~13 % se asignaban a secuencias de resistencia a compuestos téxicos. El
transportador de glicina betaina BetT y el de colina OpuD y una colina sulfatasa (EC 3.1.6.6)
estaban presentes en este genoma. La presencia de estos genes relacionados con el transporte
de osmolitos no implica necesariamente la utilizacidn de la estrategia salt-out por parte de esta
haloarquea, dado que estos osmolitos pueden servir como fuente de carbono, nitrégeno y/o
energia, asi como de sustancias termoprotectoras (Becker et al., 2014). Aunque no detectamos
genes de rodopsinas en este genoma, un dominio activador de bacteriorrodopsina pudo ser
anotado en una proteina.

IV.1.8.4 Ecologia

Andlisis de reclutamientos genémicos mostraron que el representante de Balneolaeota cuyo
genoma fue recuperado no era abundante en otros ambientes acudticos hipersalinos (Figura 8).
Hollister y colaboradores también encontraron en sus investigaciones sobre la microbiota a lo
largo de un gradiente de salinidad compuesto por muestras de suelo y sedimento, un grupo de
secuencias relacionadas con este phylum, en concreto con el género Balneola asociadas
Unicamente a muestras de suelo (Hollister et al., 2010a), y un reciente estudio metagenémico
de resolucion genémica llevado a cabo en lagos hipersalinos de naturaleza basica también
mostrd que el bin obtenido relacionado con este género no constituia una parte importante de
la comunidad de estos lagos (Vavourakis et al., 2016), reforzando la idea de que algunos
microorganismos podrian habitar diferencialmente ambientes de distinta naturaleza y/o
sustrato. En este caso, el contenido en agua del ambiente (mayor en habitats acuaticos y
sedimentos) podria también jugar un papel importante.
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Figura 21. Porcentaje e identidad de secuencias metagendmicas de diversos ambientes
salinos con semejanza a la secuencia gendmica del bin 1. Las bases de datos de ambientes
hipersalinos acuaticos utilizadas fueron: ‘Chile’, que corresponde a la columna de agua de un

cristalizador con 34 % de salinidad de la laguna Cahuil (Chile)(Plominsky et al., 2014), ‘San
Diego’, resultado de la combinacion de las bases de datos metagendmicas de la comunidad
microbiana de las salinas de Guerrero Negro (Baja California Sur, México)(Dillon et al., 2013),
‘Santa Pola’, como la combinacion de las bases de datos metagenémicas procedentes de la
salina Bras del Port, localizada en Santa Pola (Alicante, Espafna)(Ghai et al., 2011; Fernandez
et al., 2014a) e ‘IC21’, correspondiente a la columna de agua de un estanque concentrador de
las salinas de Isla Cristina (Huelva, Espafa)(Fernandez et al., 2014c). DCM hace referencia a
una muestra de agua marina del mar Mediterraneo con una concentracion de sales del 3,5 %
(Ghai et al., 2010). Las bases de datos metagendmicas de suelos incluidas corresponden a las
obtenidas en esta Tesis Doctoral, SMO1 y SMO2 y ‘Gujarat’, la combinacién de las bases de
datos de suelos salinos localizados en el Great Rann of Kutch (Gujarat, India) (Pandit et al.,
2015).
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IV.2 CAPITULO II

IV.2.1 Propiedades fisicoquimicas del suelo

Un total de 48 muestras provenientes de 4 localizaciones representativas de un rango de
salinidad y dos profundidades (0-1cm, 2-4 cm) fueron recogidas y analizadas. Varias
caracteristicas eran compartidas por todas las muestras: alta salinidad (valores EC1:s entre 5,96
y 61,02 dS/m, asi como sodio y cloruro como principales iones), bajo contenido de agua
(0,08-0,32 %) y bajas concentraciones elementales de carbono (5-31,9 g/kg), nitrégeno
(0,12-0,87 g/kg), azufre (0,29-14,16 g/kg) y fésforo (por debajo del limite de deteccion en la
mayoria de las muestras). También presentaban valores similares de pH (7,0+1,3). Estos
valores estdn en consonancia con los obtenidos para las muestras de la localizacién 1, SMO1 y
SMO02, que fueron analizadas con anterioridad. El contenido de Co, Ni, Cr, Cd y Pb estaban por
debajo del limite de deteccién (0,05 mg/kg) en mas del 80 % de las muestras, mientras que en
las restantes sus niveles eran muy bajos.

Las muestras eran muy variables en cuanto a otros parametros fisicoquimicos, especialmente
en lo que se refiere a los contenidos de Cu, Zn, Fe y Al, que mostraban variaciones de mas del
100 % en las muestras de la base de datos, asi como en cuanto al DOC (coeficiente de variacion,
CV=0,95). Algunos parametros especificos que diferian significativamente entre las
localizaciones fueron los siguientes: la localizacién 2 tenia un mayor contenido de agua y
manganeso, asi como un pH mas elevado, mientras que la localizacién 4 tenia un mayor
contenido de hierro y aluminio. Las concentraciones de azufre, fésforo y algunos iones
relacionados con la salinidad también diferian significativamente entre las localizaciones.
Ningun parametro del suelo se correlacionaba con la profundidad de muestreo, aunque habia
diferencias en los valores de conductividad y contenido en Na, Ca, K, Mg, Cl, sulfato, S, Cuy Mn
entre las muestras de superficie y subsuperficie en algunas localizaciones.

Algunos de los pardmetros evaluados se correlacionaban fuertemente (r>0,7, p<0,05),
dificultando el discernimiento de qué propiedades geoquimicas especificas del suelo
determinaban la estructura de la comunidad microbiana. Los valores de conductividad se
correlacionaban con la concentracién de K (r=0,715), Na (r=0,848), sulfato (r=0,789), cloruro
(r=0,828), Mg (r=0,722) y Mn (r=0,715). El calcio se correlacionaba positivamente con el sulfato
(r=0,769) y el contenido de Fe con el de Al (r=0,699).

IV.2.2 Composicion de la comunidad microbiana

Un total de 263 514 secuencias del gen ARNr 16S fueron agrupadas en 3304 OTUs provenientes
de las 46 muestras que superaron los filtros de calidad referidos en Material y Métodos. Los
principales phyla representados en estos suelos son Euryarchaeota, Bacteroidetes y
Proteobacteria, de acuerdo con estudios llevados a cabo en otros ambientes hipersalinos
acudticos y terrestres, y con los resultados obtenidos a partir de las los metagenomas de suelos
salinos de este mismo paraje detallada en el Capitulo I. Cabe destacar que la constitucién de los
phyla Balneolaeota y Rhodothermaeota es reciente y la base de datos de secuencias de
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referencia utilizada en este analisis de amplicones, al contrario que la utilizada en el estudio
anterior, adn incluye a sus representantes bajo el phylum Bacteroidetes.

Las secuencias relacionadas con arqueas suponian del 6,65 al 80,65 % de las lecturas en las
muestras. El grupo mayoritario, el orden Halobacteria (Euryarchaeota), dominaba la
microbiota de las localizaciones 1 a 3, mientras que Bacteroidetes era el phylum mdas abundante
en la localizacién 4 (Figura 23).

Globalmente, los géneros de haloarqueas mas abundantes eran Halorubrum (29,76 % de las
secuencias de euriarqueotas), Natronomonas (15,15 %) y Haloarcula (10,68 %), lo cual
concuerda con los resultados obtenidos en otros suelos salinos. Haloarcula se encontraba entre
los géneros mas representados en las dos bases de datos metagendmicas analizadas con
anterioridad, mientras que Natronomonas y Halorubrum también englobaban mas de un 1 %
de las secuencias relacionadas con el gen ARNr 16S en los dos metagenomas considerados en
dicho estudio. Natronomonas constituia el género dominante del phylum Euryarchaeota en la
localizacidén 4, suponiendo la mitad de las secuencias de este grupo, mientras que Halorubrum
predominaba en el resto de las localizaciones. En estos suelos se identifican secuencias
relacionadas con otros géneros de haloarqueas que no constituyen una fraccién importante en
el resto de los estudios de la microbiota de suelos salinos existentes. Asi, “Candidatus
Halobonum” constituye un 6,37 % de las secuencias relacionadas con Euryarchaeota, y no habia
sido detectado en el estudio metagenémico de estos suelos. Halolamina y Salinigranum, que
junto a Haloarcula, constituian los tres géneros de haloarquea mas abundantes en ambas bases
de datos SMO1 y SMO2, no se encuentran entre los 10 géneros mas abundantes en estos suelos.
Salinigranum ni siquiera se encontraba entre los 20 mas abundantes (Figura 24). Constatamos,
como en el estudio anterior, la ausencia de secuencias de secuencias relacionadas con el género
Haloquadratum.

Con respecto al las secuencias asignadas al dominio Bacteria, Bacteroidetes (10,52 a 68,54 % de
las secuencias) y Proteobacteria (2,62-22,25 % de las lecturas) fueron los phyla mas
abundantes, siendo Gemmatimonadetes el siguiente grupo mas representado (0,09-14,36 %)
(Figura 23).

De los 22 géneros pertenecientes al phylum Bacteroidetes, el mas abundante en el conjunto de
todos los datos fue Salinibacter, que comprendia un 24,31 % de las secuencias asignadas a este
grupo y constitufa asi el género bacteriano con mayor representacién. Este género, que
comparte habitat con Haloquadratum en estanques cristalizadores de salinas, ha sido
identificado como abundante en otros estudios de ambientes hipersalinos acuaticos y suelos
salinos, as{ como en el estudio metagenémico detallado en el capitulo I, donde solo se
encontraba representado por mas de un 1 % de las secuencias en uno de los momentos de
muestreo (SMO01). Sin embargo, su representacién era muy baja en la localizaciéon 4 de este
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muestreo, donde Luteivirga era el género bacteroides predominante. Fodinibius (14,78 % de
Bacteroidetes, actualmente perteneciente a Balneolaeota) y Salinimicrobium (16,96 %), los géneros
bacterianos mas abundantes en SMO1 y SMO2, respectivamente, fueron los siguientes géneros de
Bacteroidetes mas representados por el conjunto de las secuencias de todas las localizaciones,
aungue su abundancia variaba en funcién del sitio de muestreo, predominando en la localizacién 4
y 3, respectivamente. De manera similar a Fodinibius, Luteivirga es un género descrito en 2013 con
una Unica especie descrita (que se encontraba en asociacién con la esponja mediterranea Axinella
polypoides) (Haber et al,, 2013) que no se ha detectado como abundante ni se ha aislado en ningtin
otro estudio de la microbiota de ambiente salino. Gracilimonas, otro representante del actual
phylum Balneolaeota y, asi como los metabolicamente versatiles Marinobacter y Halomonas
(Proteobacteria), que también fueron identificados en el estudio metagendmico, asi como
Geoalkalibacter (Proteobacteria), que es capaz de utilizar metales para el metabolismo respiratorio,
y Truepera (Deinococcus-Thermus), reconocido por su capacidad de resistir altos niveles de
radiacion ionizante, también se encontraban entre los 20 géneros mas representados (evaluado en
base a la abundancia media de estos en el conjunto de todas las muestras estudiadas).

La proporcion de lecturas asignadas a cada taxén del phylum Proteobacteria detectado (39 familias
y 53 géneros) variaba en funcién de la localizacién. La localizacién 1 estaba dominada por
Halomonadaceae (33,83 %), la localizacién 2 por bacterias no cultivadas del grupo GR-WP33-58
(20,21 %), la localizacién 3 por Alteromonadaceae (27,13 %), y Rhodobacteraceae (43,57 %) era la
familia mas abundante en la localizacién 4. Un 27,70 % de las lecturas asignadas a Proteobacteria
no pudieron ser clasificadas a nivel de género, y un 15,90 % estaban relacionadas con
microorganismos no cultivados. Aproximadamente un tercio de las secuencias no clasificadas se
afiliaban a la familia Rhodobacteraceae, y esa misma familia, junto con Ectothiorhodospiraceae, eran
las mas representadas entre los microorganismos no cultivados.

El phylum candidato Nanohaloarchaeota, detectado en el estudio metagenémico (Capitulo I),
constituia hasta un 5 % de las lecturas en algunas de las muestras. Por el contrario, las secuencias
relacionadas con Crenarchaeota se encontraban en bajas proporciones (<0,33 %) en todos los casos
(Figura 23), de acuerdo con los estudios anteriores.

Entre los phyla minoritarios representados en mas de un 20 % de las muestras se incluian
Cyanobacteria, Gemmatimonadetes, Deinococcus-Thermus, Verrucomicrobia, Actinobacteria,
Firmicutes, Planctomycetes, Spirochaetae, Chloroflexi, Lentisphaera, Acidobacteria, Chlorobi y los
phyla candidatos Parcubacteria (también denominado OD1), TM6 (o Dependentiae) y TA06
(Figura 23).

Aunque 7 phyla (Euryarchaeota, Bacteroidetes, Proteobacteria, Cyanobacteria, Gemmatimonadetes,
Deinococcus-Thermus and Firmicutes) estaban presentes en todas las muestras, solamente dos
OTUs, relacionados con el género Natronomonas, se encontraron en todos las bases de datos
(Figura 25). De entre éstos, Firmicutes, Cyanobacteria contienen microorganismos halbfilos,
mientras que Gemmatimonadetes y Deinococcus-Thermus han sido detectados en suelos salinos con
anterioridad, aunque no se conocen representantes de estos grupos con un requerimiento de NaCl
de mas de un 1 % (Kushner & Kamekura, 1988). Esta es también la situacién del resto de phyla
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minoritarios detectados en este estudio salvo Verrucomicrobia, que incluye haléfilos. Este hecho ya
fue observado en el estudio metagenémico anterior. La alta heterogeneidad de la estructura del
suelo, asi como el bajo contenido en agua podrian dar lugar a micronichos desconectados entre
ellos que posean diferentes condiciones ambientales y, por tanto, puedan sustentar
microorganismos con diversas adaptaciones (Tecon & Or, 2017), aunque también es posible que
existan microorganismos de estos grupos con susceptibilidades a la sal diferentes a los ya descritos.

A todos los niveles taxondmicos se encontré una fraccién de lecturas que no pudieron ser
relacionadas con secuencias en las bases de datos. A nivel de género, un total de 38 179 secuencias
(14,49 %) no pudieron ser clasificadas con los pardmetros empleados en este estudio. Las
secuencias no clasificadas estaban distribuidas de forma diferente entre dominios: mientras que
un 26,76 % de las secuencias bacterianas permanecieron sin clasificar a este nivel, solamente un
0,77 % de las secuencias de arqueas se encontraron en esta misma situacién. Como ya se ha
comentado, otros estudios de suelos salinos ya reportaron que una fraccidon relevante de secuencias
no estaban relacionadas con las existentes en las bases de datos. Los resultados son coherentes con
el metaanalisis de Ma y Gong donde determinaron que la diversidad de bacterias y arqueas aun por
descubrir en suelos salinos constituia un 75 y un 50 %, respectivamente (Ma & Gong, 2013), y
reflejan el esfuerzo de aislamiento en cultivo puro atin necesario para caracterizar completamente
la microbiota de este tipo de habitats.

IV.2.3 Relacion entre las propiedades del suelo y la estructura de la comunidad
microbiana

Los andlisis de correlacién entre la abundancia de estos géneros y los pardmetros fisicoquimicos
determinados de las muestras mostraron que tan solo los valores de abundancia de Candidatus
Halobonum se asociaban a las medidas de conductividad (r=-0.59, p<0.01), mientras que otras
propiedades de estas muestras, como el contenido en agua, pH, textura, cantidad de S, P, K, Ca, Na,
sulfato, Cl, Cu, Al y Fe se relacionaban con la abundancia de otros de estos géneros.

Fodinibius fue el género con una prevalencia mediana de sus OTUs mas elevada. Aparte de
Natronomonas, que parecia estar presente y ser relativamente abundante en todas las muestras,
los géneros principales estaban diferencialmente representados entre localizaciones. Mientras que
Halorubrumy Salinibacter eran abundantes en las localizaciones 1 a 3, Fodinibius era abundante en
la localizacion 3, y Haloarcula en la 1. Las muestras de la localizacién 4 no contenian secuencias
relacionadas con el género Salinibacter, y el nimero de las relacionadas con Halorubrum y
Fodinibius era bajo. Abundaban, sin embargo, Salinimicrobium y
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Figura 24. Distribucion de los OTUs afiliados a los 20 géneros mas abundantes.

Luteivirga (Figura 24). A nivel de OTU, ningin filotipo pudo considerarse indicador de una
localizacién o profundidad determinada, de acuerdo con el valor indicador propuesto por
Dufréne-Legendre, que considera fidelidad y abundancia en cada grupo. La mayoria de OTUs
estaban presentes en mas de 1 localizacidn, pero solamente 50 (1,51 % del niimero total de OTUs;
principalmente afiliados a Natronomonas, pero también a Marinobacter, Fodinibius, Halogranum y
Halapricum) fueron encontrados en mds de 3 localizaciones (~ 34 muestras). Fodinibius fue el
género con una prevalencia mediana de sus OTUs mas elevada y solamente dos OTUs relacionados
con Natronomonas eran compartidos por todas las muestras, sugiriendo que ciertas propiedades
de los suelos incluidos en el estudio impedian que un mayor nimero de OTUs estuvieran presentes
en un alto nimero de muestras y podrian desempefiar un papel clave en la determinacién de la
estructura microbiana en los mismos. De esta manera, aunque el alto contenido en sal en todas las
muestras determina la naturaleza halofilica de la mayoria de los habitantes de estos suelos,
caracteristicas especificas de cada sitio parecen definir la abundancia de cada tax6n en cada
muestra.

El andlisis de la relacién entre la estructura microbiana de las muestras, evaluada mediante analisis
de ordenaciéon NMDS, corroboraron esto, ya que las muestras se agrupaban en funcién de la
localizacién o lugar de muestreo. Una agrupacién secundaria pudo observarse para aquellas
muestras de la misma profundidad dentro de una misma localizacién. A continuacién, investigamos
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los parametros fisicoquimicos susceptibles de afectar ala composicién de la comunidad microbiana
en los rangos considerados en este estudio. Las variables del medio como el contenido de arena,
limo o agua, el pH, azufre y fésforo total, sulfato, calcio, aluminio y hierro, pero no la conductividad,
se correlacionaban significativamente con la estructura de la comunidad (Figura 26). El test
“bioenv” (vegan) mostré que, entre todas las variables fisicoquimicas consideradas, la combinacién
del contenido de arena, limo y aluminio se correlacionaba mejor con los cambios en la composicién
de la comunidad (r=0,654). El analisis PERMANOVA indic6 que los parametros correlacionados con
la comunidad segtn el vector fitting y el andlisis “bioenv” eran estadisticamente significativos.
Todos estos parametros eran estadisticamente diferentes entre localizaciones, pero no todas las
propiedades determinadas como diferentes entre lugares de muestreo fueron identificadas como
relevantes en los cambios en la estructura de la comunidad microbiana. Las relaciones entre el pH,
P, S, humedad relativa y textura con la estructura de la comunidad microbiana en suelos salinos ha
sido identificada con anterioridad (Hollister et al., 2010a; Chowdhury et al,, 2011; Liu et al., 2018;
Zhao et al,, 2018). Con respecto al contenido en metales, tan solo la cantidad de aluminio y hierro,
que se encuentran en altas proporciones en la localizacién 4 y es responsable parcial de la
separacion de las muestras de este lugar de muestreo de las demds, mostraron relacionarse con un
cambio en la estructura de la comunidad, a pesar de que la salinidad ha demostrado propiciar la
movilizacion y por lo tanto la biodisponibilidad y toxicidad de metales en suelos (Du Laing et al.,
2008; Acosta et al.,, 2011). La influencia del contenido en Al en la estructura de la comunidad
microbiana de habitats con pH alrededor de la neutralidad no ha sido descrita hasta la fecha.

El aluminio es un elemento muy abundante en la corteza terrestre que no tiene ningin papel
bioldgico conocido (Pina & Cervantes, 1996; Bojérquez-Quintal et al., 2017a). Posee una quimica
compleja, y su especiacion estd gobernada principalmente por el pH, de manera que su
biodisponibilidad aumenta al disminuir el pH, aunque también influyen otros factores como la
fuerzaidnica, la concentracién de solutos inorganicos o de agentes complejantes (Pifia & Cervantes,
1996; Gensemer & Playle, 1999; Bojérquez-Quintal et al,, 2017b). Proponemos, pues, que los
posibles efectos del Al en la estructura de la comunidad procariota se producen debido al efecto de
otros componentes de estos suelos sobre su biodisponibilidad. Sin embargo, el contenido en Al y
Fe de estos suelos esta correlacionado, lo cual impide la determinacién de la contribucién de cada
una de estas variables por separado.

En este estudio, los factores ‘localizacién o lugar de muestreo’, ‘profundidad’ y ‘conductividad’
explicaban 55,5 %, 5,1 % y 8,2 % de la variabilidad en la comunidad procariota, respectivamente
(Tabla 13). Es decir, la salinidad (evaluada como la conductividad eléctrica en un extracto acuoso
de suelo 1:5 p/v) no se encuentra entre los factores con mayor influencia sobre la composicién de
la comunidad o la abundancia de los géneros mayoritarios. Estos resultados
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medida de diversidad Bray-Curtis calculada a nivel de OTU. Los parametros fisicoquimicos
correlacionados significativamente con los ejes del grafico de ordenacion se encuentran
representados en el mismo.

sugieren que la influencia del contenido en sal del suelo sobre la microbiota de estos suelos
altamente salinos es limitada, probablemente debido al grado de especializacién a la vida en
condiciones salinas de los principales procariotas. Aunque la salinidad ha sido propuesta como uno
de los factores primordiales que gobiernan la estructura de la comunidad microbiana (Rietz &
Haynes, 2003; Lozupone & Knight, 2007; Navarro-Noya et al,, 2015a; Zhong et al., 2016), este no es
el primer estudio en el que esta influencia critica de la salinidad sobre la microbiota no se observa
(Hollister et al., 2010b; Bates et al.,, 2011; Chambers et al.,, 2016). Hollister y colaboradores
propusieron que, una vez superado un cierto nivel de salinidad, el contenido en sal ejerceria una
menor influencia debido a que a partir de ese punto la mayor parte de los microorganismos serian
haléfilos o halotolerantes capaces de crecer o sobrevivir en esas condiciones (Hollister et al.,
2010a). Teniendo en cuenta que la muestra de menor conductividad en nuestro estudio
(EC1:5=5,96) era altamente salina, y que la comunidad microbiana estaba constituida
principalmente por microorganismos haléfilos, nuestros resultados sustentan dicha hipétesis. Es
mas, varios de los microorganismos haléfilos aislados de habitats terrestres han mostrado ser
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especialmente flexibles en el rango de salinidades externas que pueden soportar (Quesada et al,,
1982; Caton et al., 2004; Purdy et al., 2004; Savage et al., 2007), y se ha propuesto que la salinidad
tiene un efecto menor en el suelo frente a los ambientes acuaticos (Xie et al., 2017). El hecho de que
tan solo uno de entre los 20 géneros mas abundantes se correlacione con los valores de
conductividad y la alta ocurrencia de algunos filotipos en el conjunto de muestras apoya esta
hipétesis. Por ello, proponemos que el nivel de salinidad considerado en cada estudio particular,
junto con la naturaleza del habitat (suelos frente a aguas) podrian considerarse factores clave
durante el proceso de integracién de los resultados de influencia de salinidad en la estructura de la
comunidad microbiana.

Sin embargo, los iones Ca y sulfato, relacionados con la salinidad y correlacionados entre ellos en
este estudio, aparecen asociados a los cambios en la comunidad procariota en nuestro estudio,
sugiriendo que toxicidades especificas de cada ion, en vez del efecto osmético en el que participan,
son importantes en la estructuraciéon de la comunidad procariota en el rango de salinidad
considerado. Otros autores han constatado que los efectos causados por los iones salinos no podian
ser explicados inicamente por el estrés osmético o actividad de agua (Lloret et al., 1995; de Lima
Alves et al., 2015; Fox-Powell et al,, 2016).

Tabla 14. Resultados de la prueba PERMANOVA para evaluar el efecto de los indicadores
geoquimicos seleccionados en la comunidad procariota del suelo.

Localizacion 0,555 0,001
Profundidad 0,051 0,001
Humedad 0,131 0,001
pH 0,113 0,001
Arena 0,164 0,001
Limo 0,148 0,001
Carbén 0,045 0,037
Fe 0,103 0,001

Al 0,193 0,001

S 0,079 0,002

P 0,114 0,001
Sulfato 0,099 0,001
Ca 0,091 0,001
Conductividad 0,082 0,002
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IV.2.4 Medidas de diversidad y correlacion con las propiedades del suelo

La diversidad alfa, evaluada en base a los indices de Shannon y Simpson, no era significativamente
diferente entre las muestras de superficie y subsuperficie, aunque se observaba una tendencia que
sugerfa que las muestras de superficie (0-1cm) eran menos diversas que aquellas de la
subsuperficie (2-4 cm) (Figura 27). Aunque la diversidad evaluada en base al indice de Shannon y
la dominancia (estimada mediante el calculo del indice de Simpson) eran elevadas en todas las
localizaciones consideradas (5,32 a 6,71 y 0,98 a 0,99, respectivamente), la localizaciéon 1
presentaba una diversidad y dominancia significativamente mas elevadas que el resto, mientras
que la localizacién 4 era menos diversa y mostraba una menor dominancia. Los indices calculados
no se correlacionaban con los pardmetros fisicoquimicos de las muestras considerados en este
estudio.
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Figura 26. Medidas de alfa diversidad calculadas a nivel de OTU de cada sitio y profundidad
muestreados. Los lugares de muestreo con diversidad significativamente diferentes se encuentran
marcados con letras distintas.
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IV.3 CAPITULO I

IV.3.1 Influencia de la salinidad sobre la comunidad procariota de suelos salinos

En estos suelos, la proporcion de procariotas productores primarios es escasa con respecto a la
vasta comunidad heter6trofa presente. Ademads, los suelos salinos estudiados se encuentran
desprovistos de organismos superiores como plantas que podrian proporcionar sustratos a los
microorganismos que alli se encuentran. Por lo tanto, se desconoce si la comunidad procariota de
estos suelos descrita en los capitulos anteriores se encuentra activa metabdlicamente y, en ese caso,
cudles son los sustratos que permiten su desarrollo. En este capitulo nos propusimos dilucidar las
relaciones tréficas de la comunidad procariota presente en estos suelos, mediante la determinacion
de la influencia de la luz como fuente de energia para los mismos.

La incubacién de muestras de suelo salino por triplicado en condiciones de luz y oscuridad durante
tres semanas dio lugar a comunidades estadisticamente diferentes segiin las pruebas de adonis2 y
anosim. A pesar de la variabilidad intermuestra, especialmente en condiciones de luz, se observa la
separaciéon de los grupos de muestras (luz/oscuridad) en el primer eje, esto es, el que mas
variabilidad entre muestras explica, del grafico de ordenacién basado en el indice de disimilitud
Bray Curtis (Figura 28). Estos resultados indican que la luz tiene una influencia en la composicién
de la comunidad microbiana del habitat estudiado. La luz actda como fuente de energia para los
organismos fototrofos (Hamilton et al. 2015). Se trata de la principal fuente de energia de los
productores primarios fotosintéticos, organismos que sustentan las cadenas tréficas produciendo
compuestos metabolizables por el resto de la comunidad heterotroéfica. En la actualidad, se han
identificado microorganismos con estas capacidades en 7 phyla bacterianos: Acidobacteria,
Chlorobi, Chlorofiexi, Cyanobacteria, Gemmatimonadetes, Proteobacteria y Firmicutes (Hamilton et
al. 2015). La luz es un recurso ampliamente disponible en muchos ambientes hipersalinos y una
gran variedad de microorganismos hal6filos heterétrofos han adquirido la capacidad de utilizarla
como fuente de energia mediante rodopsinas, principalmente en condiciones de estrés (nutricional,
etc.) (Pinhassi et al. 2016). La capacidad de producir rodopsinas estd muy extendida, especialmente
en ambientes marinos y en ambientes hipersalinos (Béja et al. 2001, Bodaker et al. 2012, Finkel et
al. 2013, Pinhassi et al. 2016). Finkel y colaboradores (2013) detectaron la presencia de genes
relacionados con rodopsinas en metagenomas de ambientes terrestres; y en el andlisis de los
metagenomas completos de estos mismos suelos salinos en el Capitulo I de esta Tesis Doctoral
reveld la presencia de genes relacionados con estos pigmentos. De esta manera, las diferencias en
la estructura de la comunidad detectadas en las muestras de suelos incubadas en condiciones de
luz u oscuridad podrian ser debidas bien a un aumento de la produccién primaria y la sintesis de
sustratos por parte de los organismos fotosintéticos de estos suelos, o bien al uso de rodopsinas
para obtener energia en las condiciones encontradas en estos suelos. Los principales filotipos mas
representados en condiciones de luz que de oscuridad son los OTUs 2 y 17 (afiliados al género
Natronomonas), 8, 11 y 19 (relacionados con el género Halorientalis), 1 (Halosiccatus) y 3
(Halomicrobium) (Figura 28).
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Figura 27. Grafica de ordenacion que muestra la agrupacion de las muestras incubadas en luz y
en oscuridad durante tres semanas en funcion del indice de disimilitud de Bray-Curtis calculado a
nivel de OTU.

Con el objetivo de determinar los principales grupos de microorganismos que varian en una y otra
condicion, se llevd a cabo un experimento de marcaje con isétopos estables en las mismas
condiciones de luz y oscuridad en el que, tras llevar el suelo a la mitad de su contenido en agua
inicial, la humedad relativa se recuper6 anadiendo H»018. Para discernir entre el efecto de los
productores primarios y el de las rodopsinas en las diferencias en la estructura de la comunidad se
incluyeron controles con un compuesto inhibidor del fotosistema II (diurén, o DCMU,
3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea), ya utilizado con anterioridad por otros autores para el
estudio de la contribucién de la produccidn primaria fotosintética y las rodopsinas en una columna
de agua hipersalina (Oren 2016).

La medida de la abundancia relativa de genes relacionados con el gen ARNr 16S encontrados en
cada fraccion de diferente densidad recuperada de los gradientes de densidad obtenidos por
centrifugacion isopicnica del ADN de cada muestra reveld que, en las condiciones ensayadas, el
ADN de arqueas aparecia a densidades superiores a las encontradas en las muestras control
tratadas con H20 tanto en luz como en oscuridad, lo cual indica que este grupo procariota habia
crecido activamente e incorporado el agua con el is6topo de oxigeno mas pesado (Figuras 29 y 30).
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Esta situacion contrasta con el resultado obtenido para el dominio Bacteria, donde tan solo una
minoria de sus representantes contienen ADN mas pesado (Figuras 29 y 30).

Estos resultados sugieren que las arqueas de estos suelos sobreviven mejor a oscilaciones en el
contenido en agua o periodos de desecacién, que son comunes en dicho habitat o bien son mas
competitivas en las condiciones objeto de estudio, pudiendo encontrarse las bacterias en estado de
latencia esperando condiciones mas favorables para su desarrollo o haber muerto en el periodo de
desecacién. Van de Vosseberg y colaboradores (1998) ya propusieron que los representantes del
dominio Archaea se encontraban mejor preparados para resistir condiciones extremas, dadas las
peculiares caracteristicas de sus membranas.

Nuestros resultados constituyen la primera evidencia de que, al menos una parte de la comunidad
microbiana se encuentra activa en las extremas condiciones de estos suelos. Cabe destacar, una vez
mas, que la mayor parte de los microorganismos activos son arqueas (probablemente del orden
Halobacteria, como ya se describié en los capitulos anteriores) y, por lo tanto, la comunidad activa
es principalmente heterétrofa, lo cual destaca la importancia de determinar los sustratos que las
sustentan, ya que la escasa representaciéon de posibles productores primarios presentes del
dominio Bacteria encontrados en andlisis anteriores y la limitada actividad de los representantes
de estos suelos determinada mediante qPCR, hace dificil suponer que esta actividad pueda
sustentar al resto de heterétrofos activos.

A partir de los perfiles de abundancia relativa del gen ARNr 16S en las fracciones de los gradientes
de densidad obtenidos para cada muestra y observables en las Figuras 29 y 30, se seleccionaron
tres rangos de densidades que representaran el ADN no marcado, o ligero (L), el medianamente
marcado, denominado medianamente pesado (MP), y el ADN marcado, o pesado (P) para llevar a
cabo secuenciacion de amplicones. El ADN de la fraccién ligera (L) corresponde a los
microorganismos que no han incorporado H,018 en sus acidos nucleicos dado que no han crecido
en las condiciones ensayadas. Aunque no es lo habitual en estudios de marcaje con isétopos
estables (SIP), en este proyecto la fracciéon pesada se dividi6 en dos partes (MP y P) dada la amplitud
de esta fraccion en el dominio Archaea y la distribucién bimodal observada en ciertas ocasiones
(Figuras 29 y 30), lo que nos hacia suponer que se trataba de poblaciones distintas con diferentes
velocidades de crecimiento o incorporaciéon de H,018. Por motivos de presupuesto y, dado que Oren
y colaboradores (2016) determinaron que el compuesto utilizado como inhibidor del fotosistema
II no era sustrato de las principales haloarqueas, solo la fraccion MP fue secuenciada de las
muestras tratadas con H,018+DCMU.
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Figura 28. Abundancia relativa del gen ARNr 16S en las fracciones de diferente densidad
obtenidas mediante centrifugacion isopicnica de las muestras incubadas con H20, H20"8,
H20'8+DCMU en condiciones de luz.
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Figura 29. Abundancia relativa del gen ARNr 16S en las fracciones de diferente densidad
obtenidas mediante centrifugacion isopicnica de las muestras incubadas con H20, H20"8,
H20'8+DCMU en condiciones de oscuridad.
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En la Figura 32 se muestra el grafico de ordenacién basado en el indice de disimilitud Bray-Curtis
de las fracciones MP de los tratamientos con H,0'8 en luz y oscuridad, con los 20 filotipos que mas
contribuyen a dicha separacién representados sobre la ordenacidn. En esta fraccién se encuentra
el ADN de los microorganismos que han incorporado el H,0!8 y, por lo tanto, crecen activamente
en las condiciones del estudio. Los resultados estdn en consonancia con los obtenidos en la
incubacién con H20 en luz/oscuridad que se muestran en la Figura 28. Los filotipos de arqueas mas
representados en condiciones de luz son los nombrados con anterioridad. Sin embargo, en este
caso puede observarse una contribucion de ciertos filotipos de bacterias a la separacién entre las
muestras de estos dos tratamientos. Los OTUs 37 y 184 (relacionados con Salinibacter) y 42, se
encuentran mas representados en las muestras iluminadas que en las incubadas en la oscuridad.

Para determinar si estos filotipos obtienen ventaja directa (es decir, las condiciones en estos suelos
activan el uso de sus rodopsinas) o bien se trata de un desarrollo debido a una mayor efectividad o
preferencia por los sustratos sintetizados por los productores primarios debemos fijarnos en los
resultados obtenidos para los pares H,018 (luz)-H,018+DCMU (luz) (Figura 32), H,0!8+DCMU
(luz)-H2018+DCMU (oscuridad) (Figura 33) asi como en el par H,0!8 (oscuridad) y H,018+DCMU
(oscuridad) (Figura 34), que indicara el posible crecimiento de estos filotipos en presencia del
compuesto DCMU.

En el grafico de ordenacién mostrado en la Figura 32 se observa que el filotipo OTU 2
(Natronomonas), asi como el 37 y el 184 (Salinibacter) se encuentran mas representados en las
muestras incubadas con el inhibidor de la fotosintesis, que en las que no lo tienen, lo que podria
indicar que su desarrollo se encuentra mas favorecido en condiciones de luz cuando no hay
produccién primaria que cuando la hay. El resto de OTUs que eran mas abundantes en las muestras
iluminadas que en las no iluminadas parecen ser mas abundantes en las muestras donde se permite
la produccion primaria (H2018 en luz), por lo que podrian depender de ésta para crecer en estas
condiciones. La comparacién de la fraccion MP de las muestras incubadas con H2018 en oscuridad
con o sin DMCU permite discernir el efecto, como nutriente o como compuesto téxico de especies
que compiten por un mismo nicho, de este compuesto sobre los filotipos que nos ocupan. Como se
observa en la Figura 34, la separacion entre estas dos muestras no es muy grande. Mientras que el
OTU 2 parece ser ligeramente mas abundante en la muestra con DCMU, el 0TU 37,42 y Pontibacillus
también se inclinan hacia la muestra con DCMU. Aunque estos resultados no implican
indiscutiblemente el uso de DCMU como fuente de carbono y/o energia, pues podria también
tratarse de un efecto téxico sobre microorganismos que ocupan el mismo nicho que los que se
encuentran aumentados (31, 36, 42), se han descrito con anterioridad microorganismos que son
capaces de utilizarlo y, en todo caso, inicamente con estos datos no podemos discernir si el efecto
observado en la figura 28 y 32 se debe a la luz directamente o al efecto de DCMU, ya sea directa o
indirectamente. Para ello, es util comparar las muestras tratadas con H,0 + DCMU e incubadas en
luz y en oscuridad.

Dado que la comparacién de las muestras incubadas con H2018 + DCMU en luz y en oscuridad
(Figura 33) muestra que el OTU 2 (Natronomonas) es mas abundante cuando la muestra se ilumina,
podemos hipotetizar que Natronomonas, ademas de obtener una ventaja en presencia de DCMU
(como nutriente o como compuesto téxico para microorganismos que ocupan su mismo nicho),
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obtiene también una ventaja directa de la luz, siendo probablemente capaz de utilizar sus
rodopsinas en las condiciones de estos suelos ensayadas. Nuestros resultados sugieren que el
género Natronomonas contiene filotipos muy versatiles (en concordancia con los resultados
obtenidos en el Capitulo II), capaces de utilizar como fuente de energia la luz, diversos tipos de
compuestos complejos (probablemente DCMU) y es muy eficiente utilizando los que provienen de
la produccién primaria.
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Figura 30. Graficos de ordenacion basados en Bray-Curtis de la comunidad procariota (A), de arqueas (B) y bacterias (C) de la fraccién MP
de las muestras incubadas con H20"8 en luz y oscuridad. En ellos se indican los 20 OTUs que mas contribuyen a la separacién de las

muestras en el espacio mostrado.
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fraccion P _de las muestras incubadas con H20"8 en luz con y sin DCMU. En ellos se indican los 20 OTUs que mas contribuyen a la
separacion de las muestras en el espacio mostrado.
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V. RESUMEN

El presente trabajo se ha centrado en la caracterizacién de la comunidad de bacterias y arqueas de
suelos hipersalinos localizados en el Paraje Natural Marismas del Odiel.

Para ello, por un lado, se obtuvieron dos metagenomas completos por pirosecuenciacién de una
misma localizacién en dos momentos distintos (octubre de 2013 y noviembre de 2014), los cuales
fueron analizados conjuntamente con otras bases de datos de ambientes hipersalinos acuaticos
ampliamente estudiados que se habian obtenido mediante la misma técnica de secuenciacién con
el objetivo de identificar los sesgos en el conocimiento de los microorganismos haléfilos y los
ambientes hipersalinos derivados del estudio mayoritario de ambientes acudticos, asi como para
establecer patrones comunes y especificos a habitats hipersalinos con distinto tipo de sustrato
(sélido/liquido). Los resultados revelaron que la comunidad procariota de los suelos estudiados
era mayor que la encontrada en los ambientes acuaticos tomados como referencia, y englobaba
microorganismos con diferentes susceptibilidades a la salinidad, lo cual se atribuyé al caracter
heterogéneo de la estructura del suelo, especialmente de los no saturados como los que son objeto
de estudio de esta Tesis Doctoral, que propicia la aparicién de micronichos con caracteristicas
fisicoquimicas diversas. Las secuencias metagenémicas y los contigs se afiliaban mayoritariamente
a microorganismos haléfilos de los phyla Euryarchaeota, Bacteroidetes, Balneolaeota y
Rhodothermaeota. También se encontraron secuencias relacionadas con el phylum candidato
“Nanohaloarchaeota”, que no habia sido detectado con anterioridad en suelos salinos. Aunque
entre los géneros mas representados en las dos bases de datos analizadas se encuentran grupos
detectados frecuentemente en otros ambientes hipersalinos, como Halorubrum, Haloarcula,
Natronomonas y Salinibacter, también se detect6 una gran abundancia de secuencias relacionadas
con géneros de los que se disponia escasa informacién ambiental, como es el caso de Fodinibius en
SMO1 y Salinimicrobium en SMO2, ademas de un 15 % relacionadas con organismos no cultivados
0 que no pudieron ser clasificadas a este nivel con los parametros utilizados. Estos resultados
demuestran que un grupo de microorganismos haléfilos es capaz de crecer tanto en ambientes
acuaticos como terrestres, permaneciendo mas o menos constantes las dos muestras analizadas,
mientras que la caracteristica estructura del suelo como hdabitat podria estar propiciando el
desarrollo de grupos de haléfilos no tan versatiles de manera variable en el tiempo y
probablemente en funcién de las condiciones fisicoquimicas de su microhdbitat. La recuperacion
de genomas ambientales de buena calidad relacionados con estos dos ultimos grupos de
microorganismos a partir de los metagenomas permitio la evaluacién de la fisiologia y ecologia de
los mismos en otros ambientes hipersalinos. Ambos posefan la capacidad de acumular solutos
compatibles, con probable utilizacién del mecanismo de osmoadaptacidn salt-out, y el relacionado
con el phylum Balneolaeota podria utilizar la luz como fuente de energia por medio de rodopsinas.

El andlisis de los pardmetros ambientales relacionados con la distribucién de la comunidad
procariota y su diversidad en distintos suelos hipersalinos del citado Paraje mostré que la
influencia del factor salinidad no era muy relevante dado que la comunidad estaba compuesta
principalmente por microorganismos adaptados a estas condiciones, apoyando la hipétesis
propuesta por un estudio anterior que indica que, superado un determinado nivel de salinidad, este
factor ya no constituye la principal contribucién a la estructura de la comunidad procariota. En esta
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situacioén, otras propiedades geoquimicas del suelo, como la textura, el contenido en agua, carbono,
azufre y metales constituyen los principales factores relacionados con los cambios en la
distribucion espacial de la comunidad procariota.

Los estudios de marcaje con H2018 de la comunidad de estos suelos permitieron determinar que la
comunidad activa en estos suelos, tanto en luz como en oscuridad, estaba compuesta por arqueas,
mientras que las bacterias no crecieron en las incubaciones, indicando que el primer grupo se
encuentra bien adaptado a la vida en condiciones desfavorables de estos suelos, mientras que los
miembros del dominio bacteria podrian encontrarse en un estado de latencia a la espera de
condiciones ambientales mas favorables. Las incubaciones en condiciones de luz y oscuridad
demuestran que este tratamiento da lugar a comunidades procariotas diferentes en estos suelos.
Ademas, la adicién de un compuesto inhibidor del fotosistema I no provocé grandes cambios en la
comunidad, sugiriendo que la amplia comunidad haléfila heterétrofa encontrada no depende de la
produccién de compuestos carbonados como fuente de carbono y energia por parte de la escasa
comunidad de organismos fotosintéticos presentes en estos suelos. Estos microorganismos, que
poseen genes relacionados con rodopsinas, podrian, por tanto, obtener energia a partir de la luz,
bien para procesos metabdlicos o fisiol6gicos y aprovechar como fuente de energia los compuestos
expulsados como consecuencia del cambio de osmolaridad y los que resultan mas disponibles y
proximas espacialmente al aumentar el contenido de agua del suelo con lluvias.
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VI. SUMMARY

This PhD Thesis has focused on the characterisation of the bacterial and archaeal communities
from hypersaline soils located in the natural area of the Odiel Saltmarshes (Huelva, southwest
Spain).

For that purpose, two shotgun metagenomes were obtained by pyrosequencing from the same
location in two time points (October 2013 and November 2014), which were analysed together
with other metagenomic databases (sequenced in the same way) from hypersaline aquatic systems
thoroughly studied from the microbiologic point of view as reference. The goal was to identify the
biases in the current knowledge about halophiles and their environments derived from the priority
study of hypersaline aquatic systems, as well as to establish patterns common and specific to
hypersaline habitats of different type of substrate (solid/liquid). The results revealed that the
diversity of the prokaryotic community from the studied soils was higher than the one found in the
aquatic systems, and included microorganisms with different susceptibilities to salinity, both of
which results reflect the heterogeneity of the structure of the soil habitat and the presence of
disconnected micro-niches with diverse physicochemical conditions. The metagenomic sequences
and contigs were affiliated to halophilic microorganisms from the phyla Euryarchaeota,
Bacteroidetes, Balneolaeota and Rhodothermaeota. Sequences related to the candidate phylum
“Nanohaloarchaeota”, which had not been detected in saline soils before, were also identified.
Among the most represented genera we found groups frequently detected in other aquatic
hypersaline environments, such as Halorubrum, Haloarcula, Natronomonas and Salinibacter, as
well as a high proportion of reads related to genera from which limited environmental information
is available (Fodinibius in SMO1 and Salinimicrobium in SMO2) and a 15 % of 16S rRNA reads not
related to cultivated organisms. These results show that a group of halophilic microorganisms are
able to thrive in both terrestrial and aquatic systems and maintain their abundances from one time
point to the next one, while the characteristic soil structure as habitat may be fostering the
development of other taxa in variable proportions in time. The retrieval of environmental genomes
related with the two last groups of microorganisms from the metagenomic data allowed for the
evaluation of their physiology as well as their ecology in other hypersaline habitats. Both of them
possessed the potentiality for accumulating compatible solutes, suggesting the use of a salt-out
osmoadaptation strategy, and the one related to the phylum Balneolaeota may be able to obtain
energy from light by means of rhodopsins.

The analysis of the environmental variables related to the distribution of the prokaryotic
communities and their diversity in several hypersaline soils from this natural area showed that the
influence of salinity was not Paramount as the community was composed of microorganisms
already adapted to life at those conditions, supporting the hypothesis from a previous study that
indicated that, once surpassed a specific salinity threshold, this factor is not the main one
contributing to the prokaryotic community structure. In this situation, other geochemical
properties of the soil, such as texture, water content, and concentration in carbon, sulfur, or metals
constitute the main factors related to shifts in the prokaryotic community with spatial distribution.

128



The labelling with H,018 of the community from these soils allowed for the determination that the
active community in them, whether incubated in light or dark, was mainly composed of archaea,
while bacterial representatives did not grow in the conditions used. This result suggested that the
first group is highly adapted to life in those conditions, while Bacteria members may be in a
dormant state in these soils, awaiting for more favorable conditions to resume growth. Incubations
in the light and the dark showed that this treatment produces different prokaryotic communities
in these soils. Furthermore, the addition of a compound for inhibiting photosystem I did not
promote big changes in the community, suggesting that the abundant halophilic heterotrophic
community found in these soils do not depend on the production of compounds as source of energy
and carbon by the minor photosynthetic community present in these soils. The studied soil-borne
microorganisms, that possess genes coding for rhodopsins, may obtain energy from light for
metabolic or physiologic processes and hence, and use other compounds such as osmoprotectants
exported by an osmotic downshock, which also become more readily available when water content
in soils rise such as with rain events.
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VIl. CONCLUSIONES

1. La diversidad procariota, tanto taxonémica como funcional, de los suelos estudiados es superior
a la encontrada en otros ambientes acuaticos hipersalinos tomados como referencia,
probablemente debido a la mayor heterogeneidad del suelo como habitat, frente a una columna de
agua.

2. La comunidad procariota de los suelos salinos estudiados comprende principalmente
microorganismos haléfilos de los phyla Euryarchaeota, Bacteroidetes, Balneolaeota and
Rhodothermaeota, aunque también se encuentran presentes otros grupos minoritarios sin
representantes halofilos descritos. Algunos de los géneros mayoritarios detectados en los dos
metagenomas completos se detectan también como abundantes en otros ambientes hipersalinos
(Halorubrum, Haloarcula, Natronomonas, Salinibacter) y su proporcién se mantiene relativamente
estable de un momento de muestreo al siguiente, mientras que la informacién disponible sobre
otros grupos taxonémicos ampliamente representados (Fodinibius en SMO1 y Salinimicrobium en
SMO02) es escasa, y sus abundancias variaron en los dos momentos de muestreo, probablemente en
relacion a las diferentes condiciones fisicoquimicas de una y otra muestra.

3. El uso de técnicas independientes de cultivo como la secuenciacion metagenémica y de
amplicones para la caracterizaciéon de la comunidad microbiana de estos suelos permitié la
deteccién de una fraccién importante de secuencias relacionadas con microorganismos no
descritos o no cultivados, especialmente del dominio Bacteria. Por ello, alin se requiere un gran
esfuerzo de estudios de aislamiento para caracterizar la comunidad presente en estos suelos.

4. El andlisis del potencial metabdlico de la comunidad procariota de estos suelos salinos refleja su
naturaleza terrestre e hipersalina, de manera que coexisten caracteristicas propias de suelos, como
el alto numero de genes relacionados con metabolismo secundario y virulencia, ademas de
funciones de reconocida importancia para los microorganismos que viven a altas concentraciones
salinas, como los involucrados en mecanismos de osmoadaptacion.

5. Nuestros resultados muestran que, una vez sobrepasado cierto limite de salinidad u osmolaridad,
este factor no juega un papel critico en la estructuracién de las comunidades microbianas o su
diversidad en estos suelos. En estas condiciones, otros parametros del suelo, como el contenido en
agua, pH, textura y concentraciéon de carbono y metales se relacionaban con los cambios en la
estructura de la comunidad.

6. Ciertos filotipos, mayoritariamente afiliados a los géneros Fodinibius y Natronomonas se
encontraron en un alto nimero de muestras y su abundancia no se correlacionaba con la salinidad,
por lo que, de acuerdo con estudios anteriores, esto sugiere que los halé6filos que habitan en suelos
tienen un caracter mas eurihalino que los que se encuentran en ambientes acuaticos.

7. Las incubaciones de muestras de estos suelos salinos con H,08 tras un periodo de desecacién
muestran que solo la comunidad de arqueas era capaz de crecer en dichas condiciones, mientras
que la mayor parte de los representantes del dominio Bacteria no se marcaron, sugiriendo que se
encuentran en un estado de latencia o bien no resistieron el periodo de desecacién. Esto demuestra
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que las arqueas encontradas en estos suelos son mas resistentes a los periodos de desecacién y/o
se encuentran mejor adaptadas a la vida en las condiciones extremas que se dan en lo suelos
estudiados.

8. La luz induce un cambio en la estructuraciéon de la comunidad procariota de estos suelos
hipersalinos y, por lo tanto, podria constituir una fuente de energia para los microorganismos
haléfilos de suelo que codifican rodopsinas cuando otros sustratos no se encuentran disponibles.
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VIIl. CONCLUSIONS

1. The taxonomic and functional prokaryotic community in the studied hypersaline soils from the
Odiel Saltmarhses is more diverse than that of their counterparts’ aquatic systems selected as
reference, probably due to the high heterogeneity of these soils as microbial habitat, as compared
with a water column.

2. The prokaryotic community of the studied soils was mainly composed of halophilic
microorganisms from the phyla Euryarchaeota, Bacteroidetes, Balneolaeota and Rhodothermaeota,
but also minor phyla without described halophilic representatives were identified. While some of
the main genera detected in the two shotgun metagenomes were known to thrive in other
hypersaline habitats (Halorubrum, Haloarcula, Natronomonas, Salinibacter) and remained
relatively stable from one time point to the next, limited environmental information was available
from the other main genera (Fodinibius in SMO1 and Salinimicrobium in SMOZ2), which abundances
are probably related to specific soil parameters different in the two sampling moments.

3. The use of high-throughput culture-independent methods for prospection of the microbial
community from these soils permitted the detection of an important fraction of undescribed and
uncultivated microorganisms in these soils, specially within the bacterial community. Thus, further
exploration of these particular soils and other saline soils warrants further exploration.

4. The analysis of the metabolic potential of the microbial community from these soils reflected its
terrestrial and hypersaline nature, revealing traits common to other soils, such as a high number
of genes related to secondary metabolism and virulence, as well as functions of known importance
for microorganisms living at high salinities, such as those involved in osmoadaptation processes.

5. Our results show that, once surpassed a certain salinity or osmolarity threshold this factor does
not play a critical role in the structuring of the prokaryotic community or its diversity in the studied
soils, but that, in these conditions, other soil parameters such as water content, pH, texture, and
content in carbon and metals were related to shifts in the community structure.

6. As some phylotypes, especially those affiliated to Fodinibius and Natronomonas, occurred in a
wide range of samples and salinity was not correlated with their abundance, we suggest, according
to previous studies, that halophiles from soil may be more euryhaline than those inhabiting
hypersaline aquatic systems.

7. Experimental incubations of saline soils with H,018 after a period of desiccation showed that the
archaeal community was able to grow in the harsh conditions of these soils, while the most part of
the bacterial community remained unlabeled, thus probably in dormant state or dead. Hence,
archaeal representatives are either more resistant to desiccation and/or better adapted to thrive
in the conditions found in the studied soils.

8. Light induces a change in the prokaryotic community structure from these hypersaline soils and
therefore, it may constitute an energy source for soil-borne representatives coding for rhodopsins
when other substrates are not available.
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