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I. INTRODUCCIÓN 

I.1 Ambientes extremos y la vida en ellos 

La vida en la Tierra esta  basada en la quí mica del carbono y requiere de agua en estado lí quido, 

que actu a como solvente intra- y extracelular y como reactivo en numerosas reacciones 

biolo gicas. Esto confiere unas caracterí sticas especí ficas a las biomole culas y reacciones 

bioquí micas, que solo son estables y/o acontecen en un rango determinado de condiciones 

fisicoquí micas. Por ello, el desarrollo de la vida se encuentra muy limitado en aquellos 

ambientes que presentan para metros fisicoquí micos alejados de los o ptimos para los procesos 

biolo gicos, así  como en aquellos otros expuestos a factores que interfieren con el metabolismo 

celular. En este sentido, se consideran ambientes extremos aquellos que presentan valores 

lí mite de uno o varios para metros que afectan al funcionamiento celular, tales como 

temperatura, pH, radiaciones, concentracio n de nutrientes, oxí geno, metales pesados, toxinas y 

compuestos xenobio ticos, presio n hidrosta tica, potencial redox, actividad del agua o salinidad 

(Rodrí guez-Valera, 1988; Rothschild & Mancinelli, 2001; Marion et al., 2003).  

 

Figura 1. Ejemplos de ambientes extremos. A, Glaciar en la Patagonia Argentina; B, Fuentes 
termales del parque Yellowstone (Wyoming, EE. UU.) y C, Río Tinto en Huelva, España. 
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Otros autores estiman que los verdaderos ambientes extremos son aquellos cuyas 

caracterí sticas ambientales varí an bruscamente y de manera impredecible, y en los que 

raramente se dan las condiciones o ptimas para el desarrollo y propagacio n de un determinado 

taxo n; en contraposicio n a ambientes con condiciones estables, aunque extremas, en los que 

ocurren variaciones estrechas de uno o varios para metros fisicoquí micos (Gorbushina & 

Krumbein, 1999). En la Tabla 1 se muestran algunos ejemplos de ambientes extremos.  

Dado que la vida en esas condiciones requiere de adaptaciones especí ficas, la diversidad en 

estos ambientes es menor que la encontrada en ha bitats no extremos y solo un nu mero limitado 

de grupos taxono micos se encuentran bien adaptados a ellos (Brock, 1979; Ventosa, 2006). Se 

denominan microorganismos extremo filos a aquellos que pueden vivir o permanecer activos 

en condiciones consideradas lí mite para la vida. Cabe distinguir aquellos que toleran dichas 

condiciones aunque sus condiciones o ptimas de crecimiento sean otras ma s moderadas, 

denominados extremotrofos o extremotolerantes, de los que requieren estas condiciones 

inusuales para su o ptimo desarrollo, para los cuales se reserva el te rmino de extremo filo en 

sentido estricto (Torsvik & Øvrea s, 2008) (Figura 2). Adema s, reciben diferentes 

denominaciones en funcio n de la propiedad fisicoquí mica extrema a la que este n adaptados 

(Tabla 1). Así , los termo filos y termotolerantes son los organismos que pueden vivir a altas 

temperaturas, y los acido filos y alcalo filos 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 piezo filos y piezotolerantes se encuentran en ambientes con 

altas presiones. Los halo filos y xero filos esta n 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 te rminos no son excluyentes, ya que existen microorganismos 

poliextremo filos que pueden vivir en ambientes con varias condiciones ambientales extremas, 

perteneciendo a ma s de una de las anteriores categorí as (Mesbah & Wiegel, 2012). Así , por 

ejemplo, Natronomonas pharaonis es una arquea halo fila y alcalo fila con un pH de crecimiento 

o ptimo de 8,5 y un requerimiento de sales mí nimo de 2 M NaCl (Soliman & Tru per, 1982; 

Kamekura et al., 1997). 
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Figura 2. Tasa de crecimiento de microorganismos no extremófilos, extremotolerantes y 
extremófilos en función de los valores de una determinada propiedad fisicoquímica limitante 

(adaptado de Cayol et al. 2004). 

Los microorganismos extremo filos han despertado gran intere s en la comunidad cientí fica, 

especialmente en el a mbito de la astrobiologí a, ya que su estudio permite dilucidar los lí mites 

de la vida en la Tierra, los mecanismos de adaptacio n que posibilitan el mantenimiento de la 

actividad metabo lica en dichas condiciones extremas y el desarrollo de posibles estrategias de 

bu squeda de vida en otros sistemas exteriores a la Tierra donde las caracterí sticas ambientales 

son muy diferentes (Horikoshi et al., 2011; Cray et al., 2013; Fox-Powell et al., 2016; Pontefract 

et al., 2017). Adema s, dado que sus enzimas son activas en una amplia variedad de condiciones 

ambientales, estos organismos tienen un gran potencial biotecnolo gico (Horikoshi et al., 2011). 
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Tabla 1. Categorías de microorganismos extremófilos y extremotolerantes según la naturaleza 
de su adaptación (adaptado de Rothschild y Mancinelli, 2001). 

Condición ambiental 
extrema 

Denominación Ejemplo 

Temperatura 

Baja 
Psicrófilo, psicrotrofo o 
psicrotolerante 

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

Alta Termófilo, hipertermófilo 

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

pH 

Ácido Acidófilo 

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

Alcalino Alcalófilo 

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

Radiación 
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 presión hidrostática 
Piezófilos o 
piezotolerantes 

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

Salinidad Halófilo, halotolerante 
Haloquadratum walsbyi (Burns 
et al., 2007), Spiribacter 
salinus (León et al., 2014) 

Desecación Xerófilo, xerotolerante 
Xeromyces bisporus (Leong et 
al., 2011), Chrysosporium 
xerophilum (Pitt, 1966) 

Oscilaciones bruscas de 
condiciones 
fisicoquímicas 

Poiquilotrofos, 
poiquilotolerantes 

Microcoleus sp., 
Chroococcidiopsis sp. 
(Gorbushina & Krumbein, 
1999) 
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I.2 La salinidad como factor limitante para la vida 

El te rmino salinidad hace referencia a la presencia de los principales solutos inorga nicos 

(esencialmente Na+, Mg2+, Ca2+, K+, Cl−, SO42−, HCO3−, NO3-, CO32−) en disolucio n (Rhoades et al., 

1999). La salinidad ejerce su accio n limitante para la vida por medio de una disminucio n de la 

disponibilidad de agua y la presencia de una alta concentracio n de iones. 

La presencia de solutos disueltos provoca una disminucio n 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 

concentracio n de soluto disuelto, menor es el valor del potencial de agua. De manera general, 

en el potencial de agua, adema s del te rmino osmo tico dependiente de la cantidad de solutos 

disueltos, intervienen tambie n el potencial ma trico, consecuencia de las fuerzas de atraccio n 

entre fases so lidas y lí quidas, y el potencial gravitacional (Papendick & Camprell, 1981): 

ψ
s
= ψ

m
+ψ

o
+ψ

g
 

Donde ψ
s
=potencial de agua total (Mpa), ψ

m
= potencial ma trico (Mpa), ψ

o
=potencial osmo tico 

(Mpa), y ψ
g
=potencial gravitacional (Mpa).  

Aunque el potencial osmo tico es el principal componente determinante de la actividad de agua 

en ambientes hipersalinos, el potencial ma trico es relevante en ha bitats de sustrato so lido como 

suelos, donde esta propiedad permite retener agua en contra de los procesos de gravedad, 

evaporacio n o toma de agua por las plantas.  

Dado que las membranas biolo gicas son permeables al agua y e sta 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 sufrirí an plasmo lisis y deshidratacio n 

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 

u nicamente de la disminucio n del potencial de agua debido a la presencia de solutos en 

disolucio n. Así , se han observado ambientes hipersalinos sujetos a la misma presio n osmo tica 

que muestran un grado de desarrollo biolo gico distinto (Javor, 1989a). Adema s de la 

concentracio n absoluta de iones disueltos, sus cantidades relativas y las propiedades 

especí ficas de los mismos tambie n influyen sobre la biota de estos ambientes (Park, 2012; 

Podell et al., 2014). Por ejemplo, una alta proporcio n de iones multivalentes como Ca2+, Mg2+ y 

SO42 da lugar a una alta fuerza io nica limitante para la vida (Fox-Powell et al., 2016) y un 

desequilibrio entre aquellos iones con propiedades caotro picas y cosmotro picas supone una 

importante restriccio n para el desarrollo de la misma en ciertos ambientes hipersalinos 

(Hallsworth et al., 2003;  2007; Williams & Hallsworth, 2009; Cray et al., 2013).  
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El efecto de la salinidad depende de la concentracio n de sales presentes, por lo que su 

determinacio n es esencial en los ha bitats afectados (Abrol et al., 1988). Aunque la evaluacio n 

fiable de la salinidad conlleva la realizacio n de un ana lisis quí mico completo (Rhoades, 1982), 

este me todo es caro y tedioso por lo que comu nmente se usan me todos indirectos que consisten 

en la medida de una propiedad fí sica relacionada con la salinidad total, como el í ndice de 

refraccio n o la conductividad ele ctrica. El uso de patrones y relaciones empí ricas permite 

calcular la salinidad a partir de estas medidas. Sin embargo, debido a la diferencia en pesos y 

conductividades equivalentes, así  como proporciones de los diversos solutos encontrados en 

muestras salinas, estas relaciones son aproximadas (Rhoades et al., 1999). Dado que la mayorí a 

de los ambientes hipersalinos estudiados esta n dominados por cloruro so dico (Fox-Powell et 

al., 2016), estas medidas son comparables entre ellas en la mayorí a de los casos.  

I.3 Ambientes hipersalinos y microorganismos halófilos 

Los ambientes hipersalinos esta n representados principalmente por sistemas acua ticos, como 

los estanques de las salinas solares, los lagos salados naturales o las cuencas marinas ano xicas 

hipersalinas, así  como por los sedimentos de dichos ecosistemas acua ticos hipersalinos y los 

suelos con alto contenido en sales (Ventosa et al., 2008). Tambie n constituyen ambientes 

hipersalinos las minas y depo sitos de sal, el interior de algunas plantas del desierto, pieles 

curtidas con soluciones salinas, y una variedad de productos en salmuera, salazo n o 

fermentados (Grant et al., 1998; Ventosa, 2006). 

I.3.1 Tipos de ambientes hipersalinos 

I.3.1.1 Ambientes hipersalinos acuáticos 

Un sistema acua tico es considerado hipersalino cuando posee una concentracio n de sales 

superior a la del agua de mar, esto es, 3,5 % (p/v) (Edgerton & Brimblecombe, 1981; Rodrí guez-

Valera, 1988). El origen de las sales presentes en estos ambientes determina su composicio n 

io nica. Así , encontramos ambientes hipersalinos acua ticos talasosalinos, con una composicio n 

io nica similar a la del agua del mar, y atalasosalinos, que poseen una composicio n relativa de 

sales diferente a las marinas. En los sistemas talasosalinos predominan los iones cloruro y 

sodio, aunque tambie n esta n presentes en menor proporcio n otros iones como magnesio, 

sulfato, calcio, bicarbonato, bromuro y fluoruro (Ventosa & Arahal, 2002). Las salinas solares, 

de donde se obtiene sal comu n por evaporacio n de agua de mar en sucesivos estanques, son un 

ejemplo tí pico de este tipo de ambientes, y constituyen un excelente modelo para el estudio de 

la biodiversidad microbiana y ecologí a en ha bitats con salinidades crecientes. Por ello, en la 

literatura podemos encontrar un gran nu mero de estudios de diversidad llevados a cabo en 

salinas de distintos puntos del planeta (Pas ic  et al., 2007;  2005;  Baati et al., 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; Ferna ndez 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 microbiolo gico (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; Anto n et al., 1999;  2000; Pedro s-Alio  et 
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al., 2000; Casamayor et al., 2000;  2002; Papke et al., 2004; Estrada et al., 2004; Santos et al., 

2010; Ghai et al., 2011; Ferna ndez et al., 2014a; Gomariz et al., 2015). Las mayorí a de las 

cuencas hipersalinas de los fondos marinos, como las denominadas Medee, Bannock o 

l’Atalante en el Mediterra neo oriental y Atlantis II Deep y Discovery Deep en el Mar Rojo, así  

como de los lagos salinos de la Anta rtida son tambie n ha bitats 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 Urmí a y Aran-Bidgol (Ira n) se consideran tambie n ambientes 

acua ticos hipersalinos de este tipo ya que la composicio n 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 so dico son los predominantes en la 

Tierra (Fox-Powell et al., 2016). 

Por otro lado, las sales de los sistemas atalasosalinos provienen principalmente de la disolucio n 

de depo sitos minerales de origen continental. Dada la diversidad geolo gica y ambiental de cada 

uno de estos ha bitats, los ambientes atalasosalinos conforman un conjunto de sistemas con 

composiciones io nicas ma s 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 tambie n han sido estudiados otros sistemas de este tipo como los lagos 

Vanda y Don Juan, en la Anta rtida (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 et al., 2008;  2010; Gutie rrez et al., 2008; Grant et al., 2011) y 

Rusia (Banciu et al., 2008; Vavourakis et al., 2016).  
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Figura 3. Ejemplos de ambientes acuáticos 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.). 

I.3.1.2 Sedimentos y suelos salinos 

Aunque sedimentos y suelos se agrupan comu nmente debido a la naturaleza so lida de su 

sustrato, y las funciones biolo gicas que en ellos se llevan a cabo, se trata de entidades distintas 

(Schmidt & Schaechter, 2012). Los sedimentos son el resultado de la acumulacio n de biomasa 

y material terrí geno por sedimentacio n 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; Alca ntara-Herna ndez 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 a reas 

intermareales en marismas (Munson et al., 1997; Hollister et al., 2010a), o por surgencias de 

aguas subterra neas con alta concentracio n de sales (Walsh et al., 2005; Luque et al., 

2012b;  2014;  Oueriaghli et al., 2013;  2014). 

Por su parte, los suelos son sistemas subae reos desarrollados a partir de roca y material 

sedimentario por acciones fí sicas, quí micas y biolo gicas (Schmidt & Schaechter, 2012; Soil 

A B 

C D 
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Survey Staff, 2014). Su estructura fí sica es heteroge nea y comprende fases so lida, lí quida y 

gaseosa (Groffman & Bohlen, 1999). Esta n influenciados por el clima, sufriendo continuos ciclos 

de desecacio n y humectacio n, por lo que sus caracterí sticas fisicoquí micas son variables en el 

tiempo y el espacio (Schmidt & Schaechter, 2012). Las sales presentes en suelos salinos pueden 

provenir del propio material geolo gico original, ser resultado de un insuficiente drenaje, tasas 

de evaporacio n que superan a las precipitaciones en climas a ridos, o bien ser resultado de la 

influencia mareal en zonas costeras. En contraposicio n a la salinizacio n primaria, el acu mulo de 

sales en suelos tambie n puede ser consecuencia de acciones antropoge nicas (salinizacio n 

secundaria), tales como malas pra cticas de riego, de fertilizacio n o modificacio n de los niveles 

frea ticos (Abrol et al., 1988). Debido a la gran diversidad de procesos que contribuyen a la 

salinizacio n de los suelos, la composicio n salina de los mismos es variable.  

 
Figura 4. Ejemplos de suelos salinos. A, Suelo salino del saladar de Cordovilla (Albacete) y B, 

Suelos afectados por sal en India. 

La evaluacio n de la naturaleza salina de un suelo requiere la determinacio n de la salinidad del 

mismo. La salinidad de un suelo corresponde a la cantidad de sal existente en la solucio n 

contenida en e l. Sin embargo, la obtencio n de esta solucio n 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 para metros 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 saturacio n 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 lí mite de conductividad 

ele ctrica en pasta saturada (CEe) de 4 dSm-1 para definir un suelo salino fue establecido por el 

US Soil Laboratory en base a los efectos de este para metro sobre el crecimiento y desarrollo 

vegetal (Richards, 1954) y adoptado tambie n por la Organizacio n de las Naciones Unidas para 

la Alimentacio n y la Agricultura (FAO) en su boletí n sobre el manejo de suelos afectados por 

sales (Abrol et al., 1988). Sin embargo, el efecto to xico de la salinidad para los seres vivos es 

progresivo. El punto crí tico difiere para cada organismo y, por lo tanto, el lí mite propuesto es 

arbitrario (Rhoades et al., 1999; Rengasamy, 2006). Por otro lado, atendiendo a criterios 

pedolo gicos y edafolo gicos se han establecido otros valores lí mite. La Base Referencial Mundial 

del Recurso Suelo (WRB), que se usa como esta ndar internacional para la clasificacio n de 
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suelos, situ a el lí mite para considerar un horizonte como salino en 15 dS m-1 en algu n momento 

durante al an o, o bien 8 dS m-1 si el pH > 8,5; y el sistema de clasificacio n taxono mica de suelos 

coordinado por el Ministerio de Agricultura de Estados Unidos (USDA) lo fija en 30 dS m-1. 

Existe, pues, diversidad de lí mites y criterios para definir un suelo como salino. Algunas de estas 

clasificaciones subdividen los suelos salinos en distintas categorí as en funcio n 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 fí sicoquí micas del mismo y limitan su productividad (Canfora et al., 2014). A pesar 

de la importancia econo mica y ecolo gica, 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 

u ltimos meses de esta Tesis Doctoral, ha suscitado un mayor intere s en la comunidad cientí fica. 

Hasta la fecha, se ha abordado el estudio de la comunidad microbiana presente en suelos salinos 

costeros de Espan a (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 

Me xico (Valenzuela-Encinas et al., 2008;  2009; Navarro-Noya et al., 2015b), y de Rusia, Egipto 

y Mongolia (Sorokin et al., 2008c) así  como otros suelos interiores naturalmente salinos como 

Rambla Salada en Murcia (Espan a) (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 regio n 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).  

I.3.1.2.1 Suelos salinos en sistemas de marismas 

Las marismas costeras, frecuentemente asociadas a estuarios, constituyen a reas de transicio n 

entre ambientes acua ticos y terrestres de alto valor ecolo gico donde pueden encontrarse una 

amplia variedad de suelos salinos. Los regí menes de mareas modelan los procesos fí sicos, 

quí micos y biolo gicos de estos ecosistemas, dando lugar a ha bitats con diferente oxigenacio n y 

salinidad segu n el grado de elevacio n y frecuencia de inundacio n (Mitsch & Gosselink, 2007; 

Moffett et al., 2010). En las elevaciones ma s bajas se encuentran sedimentos y suelos que se 

inundan frecuentemente y permanecen saturados durante los perí odos de exposicio n ae rea. Su 

salinidad es similar a la del agua que inunda el sistema. En el otro extremo, la zona ma s 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 subterra nea puede caer a 

profundidades variables por debajo de la superficie en funcio n del balance entre 

evotranspiracio n y precipitaciones, dando lugar en climas a ridos a condiciones de elevada 

salinidad que impiden el desarrollo de plantas (Shen et al., 2018). Se generan, así , parches 

desprovistos de vegetacio n entre masas de vegetacio n halo fita, que en ocasiones de denominan 

salitrales y donde se encuentran suelos ana logos 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 rí os Tinto y Odiel en la provincia de Huelva (Espan a). Engloba las Reservas 

Naturales de la Isla de Enmedio y la Marisma del Burro, que constituyen los nu cleos de la 

Reserva de la Biosfera declarada en 1983. Se trata, adema s, de una Zona de Especial 

Conservacio n para las Aves (ZEPA) y Zona Hu meda de Importancia Internacional (Convenio de 

Ramsar), siendo, por la diversidad de especies inventariadas en ella, la segunda zona hu meda 

espan ola ma s importante para las aves acua ticas, tras las marismas de Don ana (Ficha 

informativa de los Humedales de Ramsar en Andalucí a. Sitio Ramsar Marismas del Odiel., 

2007). Ma s alla  de su relevancia ecolo gica y natural, en este Paraje se llevan a cabo actividades 

productivas tales como la explotacio n salinera, la acuicultura, la pesca y el marisqueo, adema s 

de la actividad turí stica. Dado su potencial econo mico y su localizacio n estrate gica, este espacio 

parece haber sido explotado desde tiempos antiguos ya que se han encontrado yacimientos 

arqueolo gicos isla micos y romanos en la isla de Salte s y alrededores (Plan de Ordenacio n 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, 

Gibraleo n y Punta Umbrí a, donde se concentra casi la mitad de la poblacio n de la provincia de 

Huelva, se situ an alrededor de la Reserva. Con una extensio n de 7.184 hecta reas, tuvo su origen 

en los procesos sedimentarios que se produjeron al inicio de la transgresio n Flandriense 

(Holoceno) (Ruiz et al., 1998; Lo pez-Gonza lez et al., 2006), que dieron lugar al conjunto de islas 

naturales, canales, can os y esteros que conforman un complejo sistema estuarino con un 

intrincado sistema de drenaje de tipo dendrí tico que permite la redistribucio n de materia 

orga nica y nutrientes por todo el a rea de la marisma. Acciones antropoge nicas en las marismas, 

como la construccio n del dique Juan Carlos I en la desembocadura y los dragados del canal de 

acceso al puerto, han modificado la hidrodina mica de las mismas, registra ndose pe rdidas de 

grandes extensiones de las mismas debidas a la erosio n 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 mediterra neo suavizado por la accio n del mar, con unas 

precipitaciones medias de 506 mm concentradas en oton o e invierno. De mayo a septiembre el 

a rea sufre un de ficit en el balance hí drico. Los inviernos son suaves y las temperaturas ma ximas 

absolutas en verano no superan los 40 grados. El rango mareal medio es de 2,10 m, y se alcanzan 

casi los 4 m sobre el cero hidrogra fico en las mareas altas primaverales (Castellanos et al., 1994; 

Rubio-Casal et al., 2001). Los ciclos mareales han dado lugar a la creacio n de distintos ha bitats 

de marismas en este paraje: marisma baja que se inunda perio dicamente, marisma media que 

se inunda con menor regularidad y marisma alta o madura cuyos aportes de agua provienen 

principalmente de procesos de precipitacio n, inunda ndose solamente durante las mareas vivas 

equinocciales (Castellanos et al., 1994). Las mareas tambie n condicionan la distribucio n 

espacial (zonacio n) y temporal (sucesio n) de los organismos presentes en la marisma. La 

vegetacio n en las Marismas del Odiel se compone principalmente de especies halo fitas como 

Spartina densiflora, Salicornia ramossisima y Sarcocornia (Castellanos et al., 1994), aunque en 

las zonas de marisma alta tambie n existen algunos cordones boscosos de pino pin onero y 
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sabina (Plan de Ordenacio n 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 contaminacio n por dos fuentes principales. Por 

un lado, los rí os Tinto y Odiel discurren a trave s de la Faja Pirí tica Ibe rica, que es rica en 

yacimientos de sulfuros masivos (Davis Jr. et al., 2000; Adamides, 2013). La explotacio n de estos 

recursos mineros durante casi 5.000 an os (Nocete et al., 2005; Olí as & Nieto, 2015) y el impacto 

de la minerí a en los rí os Tinto y Odiel ha dado lugar a vertidos a cidos cargados de metales 

procedentes de drenajes a cidos de las minas que han ido a parar a las cuencas de los rí os Tinto 

y Odiel (Olí as & 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 rí os (Davis Jr. et al., 2000; Morillo et al., 

2002; Olí as et al., 2006; Nieto et al., 2007; Ca novas et al., 2008; Ruiz et al., 2009; Sarmiento et 

al., 2009; Hierro et al., 2014), así  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; 

Lo pez-Gonza lez et al., 2006; Nieto et al., 2007; Hierro et al., 2014). Estos elementos tambie n han 

sido detectados en sedimentos de las Marismas del Odiel y de la Rí a de Huelva (Luque et al., 

1998; Santos-Bermejo et al., 2003; Morillo et al., 2008; Beltra n 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 así  como estos elementos entran en la cadena tro fica. Varios 

autores han descrito la acumulacio n de metales pesados en halo fitas de estas marismas (Luque 

et al., 1999; Cambrolle  et al., 2008;  2011).  

La segunda fuente de contaminacio n del paraje ha sido la actividad industrial del Polo Quí mico 

de Huelva (Luque et al., 1999;  2015; Davis Jr. et al., 2000; Bolí var et al., 2002; Morillo et al., 

2002), establecido en los an os 1960, cuyos residuos fueron vertidos sin control a la rí a de 

Huelva hasta la creacio n del Plan Corrector de Vertidos (Luque et al., 1998). En los u ltimos an os, 

se esta  produciendo una mejora del ecosistema estuarino debido a la disminucio n de los 

vertidos industriales a la Rí a (Olí as 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 rí os Tinto y 

Odiel, los aportes contaminantes mineros siguen siendo importantes (Olí as et al., 2006; Olí as & 

Nieto, 2015). 

La flora de esta zona ha despertado gran intere s cientí fico y se han realizado un elevado nu mero 

de estudios sobre su distribucio n y dina mica poblacional (Castellanos, 1992; Nieva et al., 2001; 

Redondo-Go mez et al., 2007), fisiologí a y ecologí a (Nieva, 1996; Castillo, 2001; Redondo et al., 

2004; Redondo-Go mez et al., 2006; Castillo & Figueroa, 2009a), capacidad para la 

bioacumulacio n de metales y su uso en fitorremediacio n (Cambrolle  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 a cidas del Tinto (Ferna ndez-Remolar et al., 2008; Palacios et al., 2008; Souza-Egipsy et 

al., 2008; Garbayo et al., 2012; Garcí a-Moyano et al., 2012; Oggerin et al., 2014; Sa nchez-Roma n 

et al., 2014; Amils, 2016), la informacio n disponible sobre la microbiota de los distintos ha bitats 
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de las Marismas del Odiel se reduce a los recientes trabajos de aislamiento y caracterizacio n de 

rizobacterias de Spartina maritima con potencial para biorremediacio n (Paredes-Pa liz et al., 

2016) y arqueas y bacterias halo filas de la salinas de Bacuta y Aragonesas (actualmente Salinas 

del Odiel S.L.) (Marquez et al., 1987; Infante-Domí nguez et al., 2015; Leo n et al., 2015; de la Vega 

et al., 2016; Lo pez-Hermoso et al., 2017a;  2017b). 

 
Figura 5. Esquema del Paraje Natural Marismas del Odiel en la provincia de Huelva, España. 

I.3.2 Microorganismos halófilos 

I.3.2.1 Concepto y clasificación 

Se ha acun ado el te rmino halo filo, que significa “amigo de la sal” en griego (de hals, sal, y phil, 

amor o amigo), para describir a aquellos organismos que requieren altas concentraciones de 

sales para crecer o ptimamente. Tambie n 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 o ptimo crecimiento. 

Las sales constituyen nutrientes esenciales para los seres vivos, ya que son fuente de cationes 

y aniones que intervienen como cofactores en reacciones enzima ticas vitales. Adema s, el 

estudio de las relaciones con la sal de diferentes organismos revela un continuo de 

comportamientos con respecto a la salinidad del medio (observando o ptimos de crecimiento, 

así  como concentraciones mí nimas requeridas y ma ximos tolerados en todo el rango salino), 

por lo que la delineacio n de los lí mites de crecimiento de los microrganismos halo filos y las 

diferentes categorí as de e stos no son estancas (Oren, 2008). Aunque se han propuesto varias 

clasificaciones (Tru per & Galinski, 1986; Vreeland, 1987; Ramos-Cormenzana, 1989), la ma s 
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ampliamente utilizada es la propuesta por Kushner y Kamekura en 1988 (Kushner & Kamekura, 

1988). E sta divide a los microorganismos en grupos segu n la concentracio n de NaCl requerida 

para su óptimo crecimiento: 

• Microorganismos no halófilos. E stos se desarrollan o ptimamente 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 e stos 

soporten concentraciones de NaCl superiores al 15 % p/v (aproximadamente 2,5 M) se 

denominan halotolerantes extremos. 

• Halófilos débiles. Crecen o ptimamente en medios con un contenido en sales del 1 al 

3 % p/v (0,2-0,5 M) de NaCl. E ste es el caso de los microorganismos marinos. 

• Halófilos moderados. Su crecimiento es o ptimo en medios con 3-15 % p/v de NaCl 

(0,5 a 2,5 M). 

• Halófilos extremos. Crecen ma s favorablemente en medios que contienen del 15 % a 

saturacio n 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 

funcio n de los requerimientos o ptimos y tolerancias al cloruro so dico, la sal ma s abundante en 

la mayorí a 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 o ptimo de un microorganismo 

(Arahal et al., 2007; Kim et al., 2015). Algunos organismos necesitan iones especí ficos para su 

crecimiento, como el Na+ (Sa nchez-Porro et al., 2009), el Mg2+ (Valderrama et al., 1991; Savage 

et al., 2007) o el Cl– (Roeßler & Mu ller, 1998; Mu ller & Oren, 2003). Adema s, el requerimiento 

de sales para crecer puede variar en una misma especie en funcio n de otras condiciones como 

la temperatura de incubacio n (Post, 1977) o la concentracio n de nutrientes en el medio 

(Forsyth & Kushner, 1970).  

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

Kushner y Kamekura (1988). 
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I.3.2.2 Diversidad filogenética 

A pesar de las extremas condiciones de estre s osmo tico frecuentemente combinadas con altas 

temperaturas, radiacio n solar, presiones y bajas concentraciones de oxí geno que se dan en los 

ambientes hipersalinos, la diversidad microbiana presente en e stos incluye representantes de 

los tres dominios del a rbol de la vida (Oren, 2008).  

Aunque no solo los microorganismos son capaces de sobrevivir en ambientes hipersalinos (el 

crusta ceo Artemia salina y las larvas de la mosca del ge nero Ephydra pueden observarse 

fa cilmente en ambientes acua ticos talasosalinos con salinidades de hasta 15-20 %), se trata de 

los organismos que mejor soportan estas condiciones y nos centraremos en ellos. 

I.3.2.2.1 Arqueas 

Todas las arqueas halo filas obtenidas en cultivo puro hasta el momento pertenecen al phylum 

Euryarchaeota. En este phylum se encuadran las arqueas halo filas extremas principalmente 

aerobias, conocidas como haloarqueas, que conforman la clase Halobacteria, y un nu mero 

reducido de arqueas metano genas halo filas. Mientras que las arqueas metano genas 

halotolerantes o halo filas descritas hasta la fecha se circunscriben a cinco ge neros 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 et al., 2017), la clase Halobacteria es extensa y en la u ltima revisio n disponible constaba 

de 177 especies agrupadas en 48 ge neros distintos (de la Haba et al., 2011; Parte, 2014; Gupta 

et al., 2015). Una reciente reclasificacio n distingue tres o rdenes 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 halo filos 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 a tomos de carbono 

abundantes en la membrana de la mayorí a de las haloarqueas, son los principales responsables 

de la coloracio n roja-rosada de muchos ambientes hipersalinos con altas concentraciones de 

sales. Sin embargo, se han aislado y descrito arqueas halo filas moderadas e incluso algunas 

capaces de crecer en ambientes con bajas concentraciones de sales, por lo que este paradigma 

esta  cambiando (Oren, 2008).  

El estudio de diversos ambientes hipersalinos por me todos independientes de cultivo ha puesto 

de manifiesto la existencia de un grupo abundante de arqueas halo filas 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 pequen o taman o no solo en ambientes 

hipertermo filos donde habitaban las nanoarqueas conocidas hasta la fecha, sino tambie n en 

ambientes hipersalinos como la columna de agua de una salina en Mongolia Interior (China) y 

sedimentos de una salina localizada en Suda frica (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  taman o ~0,6 m 

han sido detectadas en diversos ambientes alrededor del planeta con salinidades comprendidas 

entre el 19 % y 40 % (Zhaxybayeva et al., 2013; Baricz et al., 2014a; Martí nez-Garcí a et al., 2014; 

Gomariz et al., 2015; Di Meglio et al., 2016; Vavourakis et al., 2016; dC Rubin et al., 2017; Finstad 

et al., 2017; Vogt et al., 2018) y 18 genomas relacionados con las mismas han sido reconstruidos 

(Narasingarao et al., 2012; Martí nez-Garcí a et al., 2014; Vavourakis et al., 2016; Finstad et al., 

2017). En base a los ana lisis filogene ticos realizados mediante comparacio n de las secuencias 

del gen ARNr 16S procedentes de ha bitats 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 geno micas 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 cara cter elusivo de estos 

microorganismos, que no han podido ser obtenidos en cultivo puro hasta la fecha, y de su 

disputada filogenia, la reconstruccio n de diversos genomas de este grupo de arqueas de bajo 

GC esta n permitiendo conocer el potencial fisiolo gico y metabo lico de “Nanohaloarchaeota”. Se 

trata de microorganismos hetero trofos cuya relacio n con el oxí geno no esta  clara: aunque 

Narasingarao y colaboradores propusieron para este grupo un metabolismo 

predominantemente aero bico, Vavourakis y colaboradores no encontraron oxidasa terminal de 

aerobiosis en los genomas reconstruidos relacionados con este grupo que contení an, 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 u ltimo grupo de arqueas no ha podido ser determinado, ya que 

ninguno de sus representantes ha sido aislado en cultivo puro ni por tanto caracterizado. 

I.3.2.2.2 Bacterias 

La tolerancia y adaptacio n a una salinidad ambiental elevada son caracterí sticas muy 

extendidas en el dominio Bacteria. El grupo contiene desde microorganismos halotolerantes 

hasta halo filos extremos englobados en diferentes ramas filogene ticas: Actinobacteria, 

Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes, Proteobacteria, Spirochaetes, Tenericutes, 

Thermotogae y Verrucomicrobia (De La Haba et al., 2010). Estos grupos no contienen 

u nicamente especies halo filas, por lo que es frecuente encontrar en el a rbol de la vida 

microorganismos halo filos estrechamente relacionados con otros no halo filos y, adema s, 

muchos ge neros, familias y o rdenes contienen representantes con una gran variedad de 

requerimientos y tolerancia a la sal. Si bien el rasgo halofí lico se encuentra repartido en 

diferentes ramas filogene ticas, el orden Halanaerobiales alberga exclusivamente 

microorganismos halo filos. A excepcio n del ge nero Zymobacter, las bacterias de la familia 

Halomonadaceae son todas halo filas tambie n. Como las haloarqueas, los miembros de la familia 

Halomonadaceae son hetero trofos y aerobios, con limitadas posibilidades de crecimiento 

anaero bico. Por su parte, el orden Halanaerobiales contiene bacterias con un estilo de vida 

anaerobio fermentativo con azu cares como principales sustratos (Oren, 2008). El metabolismo 
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de las bacterias halo filas es muy diverso, incluyendo desde microorganismos aerobios a 

anaerobios estrictos, así  como foto trofos y hetero trofos.  

Aunque la mayorí a de las bacterias halo filas toleran o esta n adaptadas a salinidades bajas o 

moderadas (10-20 % NaCl), se han descrito bacterias con requerimientos ma s extremos de 

sales, como Actinopolyspora halophila (Actinobacteria) (Gochnauer et al., 1975), 

Halorhodospira halophila (actualmente Ectothiorhodospira halophila) (Hirschler-Rea et al., 

2003), Ectothiorhodopsira halochloris (Imhoff & Tru per 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 ge neros Salinibacter y Salinivenus (Rhodothermaeota) (Oren, 2002; Ventosa, 2006; 

Maturrano et al. 2006; Munoz et al. 2016; Viver et al. 2017). Los representantes de este u ltimo 

ge nero, que contiene actualmente dos especies (Anto n et al., 2002; Makhdoumi-Kakhki et al., 

2012b; Viver et al., 2018), crecen o ptimamente en una concentracio n de 3-4 M NaCl, requieren 

un mí nimo de 15 % de sales totales y conviven con haloarqueas en ambientes hipersalinos 

extremos como los estanques cristalizadores de las salinas (Anto n et al., 2002;  2008; Oren et 

al., 2004b; Ghai et al., 2011; Oren, 2013a). Por sus peculiares caracterí sticas y abundancia en 

estos sistemas, estas bacterias han suscitado el intere s en la comunidad cientí fica y se ha 

estudiado en profundidad su distribucio n, abundancia, diversidad, fisiologí a, metabolismo y 

mecanismos de adaptacio n, entre otros (Anto n et al., 2002;  2008;  2013;  Oren, 2002;  2013a; 

Mongodin et al., 2005; Rossello -Mora et al., 2008; Lattanzio et al., 2009; Pas ic  et al., 2009; Pen a 

et al., 2010; Brito-Echeverrí a et al., 2011; Sudo et al., 2014; Viver et al., 2018).  

I.3.2.2.3 Eucariotas 

Si bien los procariotas son los principales habitantes de los ambientes hipersalinos, tambie n 

existen representantes del dominio Eukarya capaces de vivir en condiciones salinas, 

especialmente cuando la salinidad no es muy elevada (Ventosa, 2006). El eucariota halo filo 

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 

acua ticos 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 

acua ticos donde predomina, adema s de proporcionarle valor biotecnolo gico (Oren, 2005). 

Aunque en menor proporcio n, otros eucariotas pueden formar parte de la microbiota de los 

ambientes hipersalinos: el alga flagelada fotosinte tica Asteromonas gracilis, hongos 

filamentosos de los ge neros Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Chaetomium, Cladosporium, 

Eurotium, Gymnascella, Penicillium, Scopulariopsis, Stachybotrys, Ulocladium y Wallemia; 

levaduras halo filas 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, así  como varios tipos de protozoos ciliados y 

flagelados (Butinar et al., 2005a;  2005b;  2005c; Cho, 2005; Ventosa, 2006; Triado -Margarit & 
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Casamayor, 2013). Au n no se conoce la contribucio n de los hongos halo filos a la actividad 

heterotro fica en estos sistemas. Los protozoos, por su parte, contribuyen a la cadena tro fica 

controlando la densidad de la comunidad procariota heterotro fica en estanques de salinidad 

intermedia (10-15 %) (Pedro s-Alio  et al., 2000).  

 
Figura 7. Ejemplos de microorganismos halófilos. A, El alga verde unicelular Dunaliella salina; 

B, la arquea cuadrada Haloquadratum walsbyi. 

I.3.2.2.4 Virus 

Con 109 partí culas virales por mililitro, los ambientes hipersalinos son los sistemas acua ticos 

estudiados con mayor densidad ví rica (Atanasova et al., 2015). La poblacio n ví rica en estos 

ambientes aumenta a medida que lo hace la salinidad, correlaciona ndose con el nu mero de 

procariotas (Santos et al., 2012). Adema s, se ha propuesto que e stos son frecuentemente los 

responsables del control de la poblacio n 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; Pedro s-Alio  et al., 2000; Santos et al., 2012). El 

material gene tico de todos los virus halo filos descritos hasta la fecha es ADN, pudiendo ser 

atenuados o virulentos, y presentando diversas morfologí as: se conocen myovirus, siphovirus, 

podovirus, virus icosae dricos con membrana interna, pleomo rficos y con forma de limo n, 

siendo los dos u ltimos morfotipos actualmente especí ficos de virus de arqueas (Atanasova et 

al., 2015;  2018). 

A pesar de su abundancia, solo se conoce una pequen a parte de la diversidad ví rica existente 

en ambientes hipersalinos. Hasta la fecha se han descrito 90 halovirus de arqueas, frente a tan 

solo diez que infectan bacterias halo filas (Atanasova et al., 2015). Todos los virus de 

haloarqueas aislados infectan a miembros del phylum Euryarchaeota (Prangishvili, 2013), 

aunque tambie n se han descrito por me todos independientes de cultivo virus de 

nanohaloarqueas (Garcia-Heredia et al., 2012; Martí nez-Garcí a et al., 2014). Por su parte, todos 

los halovirus de bacterias conocidos infectan a especies pertenecientes a ge neros 

frecuentemente aisladas en el laboratorio a partir de ambientes hipersalinos: Halomonas, 

Pseudomonas, Salicola, Salinivibrio y Salisaeta. Los u nicos halovirus de eucariotas aislados 

infectan a la ameba halotolerante Acanthamoeba polyphaga (Boughalmi et al., 2013). No se 
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conocen virus que infecten al alga Dunaliella salina o a hongos halo filos. Sin embargo, se han 

detectado por me todos independientes de cultivo un gran nu mero de phycodnavirus de algas 

fototro fas así  como virofagos atacando a esos mismos virus en lagos hipersalinos de la 

Anta rtida (Yau et al., 2011).  

I.3.2.3 Diversidad metabólica 

Dada la gran diversidad filogene tica del mundo halo filo, no es raro que los procesos por los que 

estos microorganismos obtienen carbono y energí a sean tambie n muy diversos.  

La luz es un recurso abundante en muchos ambientes hipersalinos, por lo que una variedad de 

halo filos y halotolerantes son capaces de obtener energí a a partir de ella. Así , se han descrito 

microorganismos fotosinte ticos oxige nicos 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 u nicamente llevado a cabo por 

cianobacterias (unicelulares, como Aphanothece halophytica, y filamentosas, como Phormidium 

spp., o Halospirulina tapeticola) y algas verdes unicelulares del ge nero Dunaliella. A partir del 

20-25 % de salinidad, solo Dunaliella es capaz de realizar la fotosí ntesis oxige nica (Oren, 

2011a). 

La fotosí ntesis en ambientes salinos tambie n 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 

halo filas foto trofas del azufre incluyen a los ge neros 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). Tambie n se 

han descrito bacterias pu rpura del azufre de metabolismo fotohetero trofo, 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 halo filos obtienen energí a a partir de la luz en 

un amplio rango de salinidades consiste en la utilizacio n 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 

a rbol de la vida, así  como en virus (Grote, 2011; Ernst et al., 2014; Pushkarev & Be ja , 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 especí ficos (“channelrhodopsins”), así  como sensores de luz (tipos I y II, 

que actu an como sensores fotota xicos positivos y negativos, respectivamente, y las rodopsinas 

sensoriales de tipo III) (Pinhassi et al., 2016; Pushkarev & Be ja , 2016). Mientras que las 

proteorrodopsinas son abundantes en la superficie del oce ano y se han descrito en diversos 

miembros de los phyla Proteobacteria, Bacteroidetes y Euryarchaeota marinos (Be ja  et al., 2001; 

Pinhassi et al., 2016), otros tipos de rodopsinas son exclusivos de microorganismos halo filos: 
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se trata de las bacteriorrodopsinas y rodopsinas sensoriales de tipo II de haloarqueas y las 

halorrodopsinas y rodopsinas sensoriales tipo I, que u nicamente se han descrito en 

haloarqueas y en la bacteria halo fila extrema Salinibacter ruber (Pinhassi et al., 2016). Así , por 

ejemplo, los microorganismos halo filos 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 energe tico celular y puede emplearse en diversos procesos. Se ha 

demostrado que en algunos microorganismos este proceso es responsable del aumento de la 

supervivencia en ce lulas en condiciones de estre s nutricional, y/o estimulacio n del crecimiento 

cuando una fuente de luz esta  presente (Oren, 2011a; Pinhassi et al., 2016). Así , Hartmann y 

colaboradores comprobaron que Halobacterium salinarum puede crecer anaero bicamente en 

presencia de luz gracias a sus bacteriorrodopsinas (Hartmann 1990). Sin embargo, no se ha 

demostrado crecimiento auto trofo en microorganismos con estos pigmentos (Andrei et al., 

2012; Pinhassi et al., 2016). 

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

Tambie n se han observado procesos quimioauto trofos en ambientes salinos. Algunos de estos 

procesos pueden darse a concentraciones altas de sal, mientras otros parecen estar restringidos 

a un rango salino ma s bajo. La oxidacio n del amonio a nitrato via nitrito (nitrificacio n) de forma 

auto trofa 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 informacio n sobre 

el uso de nitrito como donador de electrones para el crecimiento auto trofo en ambientes 

hipersalinos es muy reducida. 

Se han descrito microorganismos halo filos capaces de oxidar compuestos de azufre y crecer 

quimioautotro ficamente hasta a concentraciones de sal del 29 %. Halothiobacillus halophilus y 

Thiohalorhabdus denitrificans (Gammaproteobacteria), –el cual tambie n puede crecer en 

anaerobiosis usando nitrato como aceptor final de electrones–, adema s de las especies 

alcalo filas 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 halo filos capaces de crecer autotro ficamente a partir de la oxidacio n del arsenito As 

(III) a arseniato As (V), utilizando oxí geno o nitrato como aceptor de electrones. Alkalilimnicola 

ehrlichii (Gammaproteobacteria) puede crecer como un quimioauto trofo mediante este proceso 

hasta 19 % de sales, aunque tambie n es capaz de crecer heterotro ficamente (Hoeft et al., 2007). 

Aunque algunos metanotrofos con moderada halotolerancia se han aislado de lagos salinos, su 

crecimiento o ptimo ocurre a tan solo un 2 % de sales (Trotsenko & Khmelenina, 2002). 

La gran mayorí a de microorganismos halo filos y halotolerantes descritos son hetero trofos 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 heterotro fica, 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 ma s reducida. Los grupos de hetero trofos aero bicos que habitan 

salinidades ma s altas pertenecen a la clase Halobacteria (Archaea) y al ge nero Salinibacter 

(Bacteria) (Oren, 2008). Los principales sustratos utilizados por las haloarqueas y Salinibacter 

como fuente de carbono y energí a son aminoa cidos, carbohidratos y a cidos orga nicos (Anto n 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 

hetero trofa de estos ha bitats (Oren, 2011b; Williams et al., 2016). Aunque unas 50 haloarqueas, 

y miembros del ge nero 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 adicio n de este compuesto (Oren, 1995;  2016), 

la monitorizacio n in situ de su uso por la comunidad procariota de un estanque cristalizador de 

una salina solar en Santa Pola, Alicante revelo  que ni Haloquadratum ni Salinibacter 

incorporaban este compuesto (Rossello -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 difí cil cultivo, como Haloquadratum o Spiribacter (Oren, 

2015b). El conocimiento del papel de estos dos sustratos en la ecologí a de procariotas de 

sistemas hipersalinos es au n escaso (Oren, 2015b). 

El oxí geno tiene una limitada solubilidad en soluciones con altas concentraciones de sales y, por 

ello, puede actuar como factor limitante para el crecimiento de halo filos aerobios. Por ello, 

algunos microorganismos halo filos son capaces de utilizar aceptores de electrones diferentes 

al oxí geno o fermentar compuestos orga nicos, así  como de llevar a cabo procesos estrictamente 

anaero bicos como son la metanoge nesis y homoacetoge nesis (Oren, 2011a). 

Algunos microorganismos halo filos son capaces de utilizar otros aceptores finales de electrones 

alternativos al oxí geno como nitrato, sulfato, selenato y arseniato (Oren, 2008; Andrei et al., 

2012). Una gran variedad de microorganismos halotolerantes y halo filos pueden utilizar el 

nitrato como aceptor final de electrones. E stos son los miembros de la familia Halomonadaceae 
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y algunas arqueas halo filas 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 

(nitrificacio n) a altas concentraciones salinas, la reduccio n de nitrato como respiracio n 

anaero bica parece ser limitada en la naturaleza (Oren, 1994). 

La capacidad de reducir dimetilsulfo xido, trimetil-N-o xido o fumarato esta  tambie n bastante 

extendida (Andrei et al., 2012). La reduccio n 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 halo filos 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 o ptimamente al 10 % y tolera hasta 

24 % de sales y es el aislado capaz de llevar a cabo la reduccio n 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 comu n. En el lago hipersalino alcalino Searles Lake 

(California), donde la concentracio n de arse nico alcanza 3,9 mM, puede observarse un ciclo 

biogeoquí mico del arse nico en el que los microorganismos halo filos quimioauto trofos oxidan 

el As (III) a As (V), mientras que el As (V) es reducido a As (III) en procesos de respiracio n 

anaero bica (Oremland et al., 2005). Halarsenatibacter silvermanii (Halanaerobiales), con 

o ptimo de pH y salinidad de 9,4 y 35 %, puede crecer de manera quimioauto trofa oxidando 

sulfuro con arseniato como aceptor de electrones. Este microorganismo puede tambie n utilizar 

Fe (III) o azufre elemental en la respiracio n anaero bica, y crecer heterotro ficamente usando un 

amplio rango de aceptores de electrones orga nicos (Blum et al., 2009). Con respecto a uso del 

selenato en la respiracio n anaero bica, Selenihalanaerobacter shriftii, otro miembro del orden 

Halanaerobiales, puede reducir este compuesto a una mezcla de Se (III) y Se (0) (Switzer Blum 

et al., 2001). 

Se han detectado procesos fermentativos en todo el rango salino. Algunas especies del ge nero 

Halobacterium (Halobacteria) pueden crecer anaero bicamente obteniendo energí a a partir de 

la fermentacio n de la arginina, dando lugar a ornitina, amonio y dio xido de carbono (Oren, 

2006b). Es probable que la haloarquea Halorhabdus tiamatea, aislada de una de las cuencas 

hipersalinas del fondo del mar Rojo, pueda tambie n crecer a partir de procesos fermentativos 

(Antunes et al., 2008b). En el domino Bacteria, la mayorí a de los miembros del orden 

Halanaerobiales, que son halo filos anaerobios estrictos que crecen entre el 10 y 20 % de sal, 

obtienen energí a para crecer a partir de la fermentacio n de azu cares simples. Otros halo filos 

fermentadores son Clostridium halophilum (Firmicutes) y Haloplasma contractile 

(Haloplasmatales) (Antunes et al., 2008a; Oren, 2011a). 

La metanoge nesis a partir de dio xido de carbono e hidro geno (hidrogenotro fica) y a partir de 

acetato (acetocla stica) se ha demostrado a bajas concentraciones de sales como las encontradas 

en Mono Lake, California (~9 % de sales) (Oremland & King, 1989). El metano geno ma s 
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halotolerante que utiliza dio xido de carbono e hidro geno, Methanocalculus halotolerans, no 

crece por encima de un 12 % de sal (Ollivier et al., 1997). A altas concentraciones salinas, la 

metanoge nesis es de tipo metilotro fica (a partir de compuestos C1/monocarbonados 

metilados), ocurre a partir de aminas metiladas como la trimetilamina, formadas a partir de 

osmoprotectores como la glicina betaí na y, en ocasiones, tambie n 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 u nicamente uno de los productos principales de la 

degradacio n anaero bica 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 metabo licos superar a los metano genos, principalmente por razones termodina micas 

(Andrei et al., 2012).  

Otro proceso anaero bico que ocurre a altas salinidades es la produccio n de acetato a partir de 

hidro geno y dio xido de carbono por medio de bacterias homoacetoge nicas. Acetohalobium 

arabaticum (Halanaerobiales), capaz de este proceso, puede crecer hasta el 25 % de sales 

(Zavarzin et al., 1994). 

A pesar de la gran diversidad filogene tica de los microorganismos halo filos y los diversos 

mecanismos para obtener energí a y carbono que utilizan, ciertos procesos metabo licos como la 

nitrificacio n, la metanoge nesis a partir del hidro geno y dio xido de carbono o a partir de acetato 

y la oxidacio n 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 energe tico de la vida en 

estas condiciones (Oren, 1999a;  2011a).  

I.3.2.4 Mecanismos de osmoadaptación 

Los microorganismos que viven en ambientes hipersalinos se encuentran expuestos, 

principalmente, a un alto potencial osmo tico, cuya magnitud puede variar en el tiempo en 

funcio n de las condiciones ambientales, por lo que han desarrollado mecanismos de 

osmodaptacio n que les permiten resistir altas concentraciones de sales en su medio y adaptarse 

ra pidamente a oscilaciones en ellas. Estos organismos mantienen su homeostasis modulando 

activamente la concentracio n intracelular de (i) iones o (ii) solutos orga nicos en funcio n de la 

osmolaridad del medio externo; estrategias que se han denominado salt-in y salt-out, 

respectivamente (Galinski & Tru per, 1994).  

La estrategia salt-in consiste en la modulacio n del contenido en sales inorga nicas 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). Adema s, la clase de arqueas metano genas recientemente propuesta 

“Methanonatronarchaea”, así  como las bacterias pertenecientes al orden Halanaerobiales, al 

ge nero Salinibacter y la especie Halorhodospira halophila utilizan esta misma estrategia 

(Raymond & Sistrom, 1969; Anto n 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 

concentracio n externa de sales, estos microorganismos aumentan el contenido en iones de su 

citoplasma. Acumulan mayoritariamente el catio n K+, excluyendo el Na+, ya que resulta to xico 

para la ce lula en grandes cantidades (Carden et al., 2003; Munns & Tester, 2008). El principal 

anio n transportado al interior celular es el Cl−. Mientras que en los procariotas no halo filos las 

concentraciones citoso licas 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 concentracio n externa (Gunde-Cimerman et al., 2018). El mantenimiento 

de este gradiente io nico requiere de mecanismos de transporte activo. La energí a necesaria 

para estos procesos proviene del gradiente de protones generado por la cadena respiratoria o 

bien son llevados a cabo por unas proteí nas que actu an 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 trave s de canales a favor de 

gradiente ele ctrico de membrana, se han detectado sistemas de transporte de K+ dependientes 

de energí a, que funcionan cuando las concentraciones externas de este catio n son bajas. El sodio 

es extruido de las ce lulas mediante sistemas de antiporte Na+/H+. El ion cloruro puede ser 

acumulado bien por cotransporte con Na+ o mediante la proteí na 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 osmoadaptacio n requiere la adecuacio n de la maquinaria enzima tica y los 

componentes estructurales intracelulares para mantener su conformacio n 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 proteí nas de microorganismos halo filos con estrategia 

salt-in de los grupos Halobacteria, Salinibacter y Halorhodospira contienen una mayor 

proporcio n de aminoa cidos cargados negativamente (aspartato, glutamato), así  como de 

aminoa cidos hidrofo bicos (fenilalanina, isoleucina, leucina), frente a los ba sicos lisina y 

arginina, y los menos hidrofo bicos glicina, alanina, serina y treonina (Kastritis et al., 2007; 

DasSarma & DasSarma, 2015). Aunque la mayor proporcio n de residuos a cidos en la superficie 

de las proteí nas ha sido sugerido como mecanismo para neutralizar la alta concentracio n 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 osmoadaptacio n en ausencia de un proteoma a cido (Oren, 2013b; 

Gunde-Cimerman et al., 2018), por lo que los motivos del sesgo en el uso de aminoa cidos no 

esta n claros. Por otro lado, las extensas modificaciones de las estructuras celulares de estos 

microorganismos para mantenerlas estables a altas concentraciones de sales podrí an limitar el 

rango salino en el que pueden sobrevivir (Oren, 2008; Deole et al., 2013), confirie ndoles un 

cara cter de halo filos obligados (Lanyi, 1974; Danson & Hough, 1997; Madern et al., 2000; 

Britton et al., 2006; Ortega et al., 2011). De hecho, la mayorí a de los microorganismos con 

estrategia salt-in son halo filos extremos estrictos, esto es, crecen o ptimamente en medios con 

salinidades superiores al 15 % y tienen limitada adaptabilidad a concentraciones salinas 

inferiores (Oren, 2008;  2011a; Gunde-Cimerman et al., 2018). La excepcio n es Halorhodospira 
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halophila, una proteobacteria fotosinte tica halo fila extrema con proteoma a cido 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 ma s, un proteoma a cido no es exclusivo de los microorganismos con estrategia 

salt-in, sino que tambie n se ha descrito, aunque en menor medida, en organismos halo filos que 

utilizan la estrategia de osmoadaptacio n salt-out (Elevi Bardavid & Oren, 2012b) e incluso en 

bacterias marinas (Oren, 2013b). Por todo ello, la relacio n del proteoma a cido con los 

mecanismos de osmoadaptacio n 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 orga nicos denominados solutos 

compatibles que aumentan el potencial osmo tico intracelular sin interferir con la maquinaria 

celular. Estos organismos tambie n acumulan iones K+ transitoriamente en etapas iniciales del 

proceso de osmoadaptacio n (Kempf & Bremer, 1998; Spanheimer & Mu ller, 2008; Czech & 

Bremer, 2018). Adema s, deben exportar iones Na+, que pueden entran al interior celular por 

cotransporte con solutos compatibles, para mantener su citoplasma en condiciones de baja 

fuerza io nica (Czech & Bremer, 2018). Este mecanismo de osmoadaptacio n confiere gran 

versatilidad en cuanto al rango salino al que permite adaptarse y, a pesar de que probablemente 

supone un mayor coste energe tico que la estrategia salt-in (Oren, 1999b), es el ma s extendido 

en el a rbol de la vida (Oren, 2008). Los microorganismos eucariotas halo filos y la mayorí a de 

las bacterias utilizan esta estrategia, siendo el mecanismo de adaptacio n principal de 

microorganismos halo filos moderados y halotolerantes. La acumulacio n de estos osmolitos 

tambie n se ha detectado en algunas arqueas. 

Se conoce una amplia diversidad de solutos compatibles. Se trata de mole culas orga nicas de 

bajo peso molecular altamente solubles en agua cuyas propiedades fisicoquí micas las hacen 

compatibles con la bioquí mica y fisiologí a celular (Wood, 2011). Son principalmente mole culas 

sin carga o zwitterio nicas. La mayorí a esta n basados en aminoa cidos o sus derivados, como la 

glicina betaí na y la ectoí na y su 5-hidroxi-derivado, azu cares 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 acumulacio n de estos compuestos en funcio n del grado de 

estre s osmo tico al que se encuentra sometido la ce lula puede ser resultado de la sí ntesis de novo 

o bien del transporte desde el exterior por medio de proteí nas especí ficas 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 energí a) 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 halófilos 

para balancear su equilibrio osmótico (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 ma s ampliamente utilizados en el dominio 

Bacteria son la ectoí na, que es sintetizada por un gran nu mero de bacterias, y la glicina betaí na, 

que, aunque es sintetizada casi exclusivamente por bacterias fotosinte ticas, es transportada 

desde el medio externo por muchos organismos hetero trofos. Tambie n se han detectado 

solutos compatibles en el dominio Archaea. Los halo filos metano genos como las especies de 

Methanohalophilus contienen, adema s de glicina betaí na, osmolitos raramente empleados por 

otros grupos de procariotas como la β-glutamina, el β-glutamato, y la N-acetil-β-lisina (Oren, 

2008). Aunque la clase Halobacteria ha sido considerada tradicionalmente como un grupo 

coherente de halo filos extremos con estrategia salt-in como mecanismo de osmoadaptacio n, se 

ha descrito la acumulacio n de solutos compatibles en diversas haloarqueas (Desmarais et al., 

1997; Goh et al., 2011; Youssef et al., 2014). Mientras que la sulfotrehalosa se acumula en 

cantidades considerables (hasta 1 M), junto al KCl, a medida que aumenta la salinidad externa 

en miembros alcalo filos 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 

betaí na (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 betaí na del exterior al ser sometido a 

un choque hiperosmo tico (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 

et al., 2004; Purdy et al., 2004; Perreault et al., 2007; Ellis et al., 2008; Inoue et al., 2011; Youssef 

et al., 2012; Mani et al., 2012; Xiao et al., 2013), donde no parece factible que su mecanismo de 

osmoadaptacio n dependa, al menos u nicamente, de la estrategia salt-in (Youssef et al., 2014). 

Es ma s, el potencial para la sí ntesis de trehalosa y el transporte de glicina betaí na, ectoí na 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 osmoadaptacio n, ya 

que estos compuestos tambie n pueden ser utilizados como fuente de carbono (Orellana et al., 

2013) y nitro geno o como termoprotectores (Holtmann & Bremer, 2004; Tschapek et al., 2011).  

Tambie n se han descrito microorganismos capaces de utilizar estrategias hí bridas de 

osmoadaptacio n. Halobacillus halophilus (Firmicutes), aislado a partir de suelos de unas 

marismas situadas en la costa alemana del Mar del Norte, es un halo filo de bil que crece 

o ptimamente en presencia de 3-5 % de NaCl y 0,5 % MgCl2 (Claus et al., 1983) que combina la 

acumulacio n de solutos compatibles como glutamato, glutamina, prolina y ectoí na (en funcio n 

de la salinidad externa y la fase de crecimiento) con concentraciones molares de iones Cl−, que 

adema s son esenciales para ciertas funciones vitales y estimulan la sí ntesis de ectoí na (Roeßler 

& Mu ller, 1998; Saum & Mu ller, 2008a;  2008b; Gunde-Cimerman et al., 2018).  

La composicio n de la membrana lipí dica tambie n varí a en respuesta a un incremento de 

salinidad del medio externo. En bacterias halo filas y halotolerantes, se produce principalmente 

un incremento de la cantidad de lí pidos anio nicos, 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 ce lulas se someten a un choque hipoosmo tico, aumenta la proporcio n 

de cardiolipinas a expensas de fosfatidilglicerol, se observa una disminucio n del contenido en 

los e steres de metilo de fosfatidilglicerol fosfato y un incremento del contenido en lí pidos 

C25,C20 en detrimento de los C20, C20 (Gunde-Cimerman et al., 2018). 

I.3.2.5 Interés biotecnológico 

Algunos de los procesos en los que intervienen microorganismos halo filos se conocen desde la 

antigu edad. La obtencio n de sal comu n en sistemas de salinas solares es uno de ellos. Los 

microorganismos halo filos que se encuentran en estanques cristalizadores contribuyen al 

aumento de la temperatura del agua por medio de sus pigmentos carotenoides, que absorben 

energí a solar y, por lo tanto, contribuyen al proceso de evaporacio n del agua y 

consecuentemente, a la precipitacio n de la sal. La produccio n de alimentos fermentados, como 

las salsas de pescado o de soja tí picas de paí ses asia ticos como la salsa de pescado o la de soja, 
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así  como de productos caracterí sticos espan oles como las aceitunas de mesa dependen tambie n 

de la actividad de un consorcio de microorganismos halo filos y halotolerantes (Sinsuwan et al., 

2008; Oren, 2010; Abriouel et al., 2011; Lucena-Padro s & Ruiz-Barba, 2016; Medina et al., 

2016).  

Recientemente, se ha revisado el gran potencial biotecnolo gico de los microorganismos 

halo filos (Oren, 2010; Amoozegar et al., 2017). Por un lado, la halotolerancia de enzimas 

derivadas de estos organismos puede ser explotada en transformaciones enzima ticas en 

condiciones de baja actividad de agua. Por otro, algunos solutos compatibles producidos por 

los microorganismos halo filos han resultado tener aplicaciones interesantes. Adema s, algunos 

microorganismos halo filos pueden producir compuestos de alto valor an adido que tambie n son 

producidos por organismos no halo filos, pero la produccio n por parte de los primeros tiene 

ventajas desde el punto de vista biotecnolo gico (Oren, 2002). 

Se ha caracterizado una gran diversidad de enzimas de bacterias y arqueas halo filas, incluyendo 

amilasas, proteasas, lipasas y nucleasas con aplicaciones potencialmente interesantes (Oren, 

2002). A pesar de la resistencia de las proteí nas halotolerantes a diversas condiciones 

extremas, como es el caso de la amilasa de Haloarcula sp., que funciona o ptimamente en 

condiciones de alta salinidad, temperatura y presencia de compuestos aroma ticos como 

benceno, tolueno y cloroformo (Fukushima et al., 2005), su uso en procesos industriales au n no 

se ha desarrollado por completo y es muy limitado. Una de las enzimas halo filas utilizadas en 

procesos industriales actualmente es la nucleasa H producida por Micrococcus varians subsp. 

halophilus, que se emplea en la produccio n del a cido guaní lico, un aditivo alimentario 

(Kamekura et al., 1982). 

La produccio n de β-caroteno, usado como antioxidante, fuente de provitamina A (retinol) y 

colorante alimentario, y de ectoí na, como estabilizador de enzimas y en productos cosme ticos 

(Graf et al., 2008), a partir de microorganismos halo filos 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 β-caroteno (Hosseini Tafreshi & 

Shariati, 2009), la ectoí na se obtiene a partir de las bacterias halo filas moderadas Halomonas 

elongata y Marinococcus (Oren, 2002). Otras aplicaciones de la ectoí na esta n siendo 

investigadas. Se ha propuesto que este compuesto contrarresta el efecto de la radiacio n 

ultravioleta sobre la piel (Buenger & Driller, 2004), que inhibe la agregacio n y neurotoxicidad 

de las placas β-amiloides en la enfermedad de Alzheimer (Kanapathipillai et al., 2005) y es 

probablemente beneficioso en patologí as por mal plegamiento de proteí nas (Furusho et al. 

2005), y que podrí a mejorar la eficiencia de procesos de biologí a molecular como PCRs y 

microarrays de ADN (Mascellani et al., 2007). Adema s, se han realizado ensayos clí nicos para el 

tratamiento de la dermatitis ato pica leve o moderada con ectoí na (Marini et al., 2014).  

Los microorganismos halo filos producen polí meros de intere s econo mico, como los 

exopolisaca ridos y los poli--hidroxialcanoatos. Los exopolisaca ridos se utilizan como agentes 

gelificantes o emulsionantes. Dado que varios microorganismos halo filos 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 explotacio n comercial 

(Be jar et al., 1998; Arias et al., 2003; Llamas et al., 2006; Oren, 2010). Actualmente, la empresa 

LIPOTEC utiliza exopolisaca ridos producidos por bacterias halo filas moderadas para 

desarrollar productos cosme ticos (comunicacio n en la XI reunio n de la Red de 

Microorganismos Extremo filos). Algunos de los exopolisaca ridos compuestos producidos por 

microorganismos halo filos han demostrado propiedades inmunomoduladoras (Zheng et al., 

2006). Los poli- -hidroxialcanoatos son polí meros que se emplean en la sí ntesis de pla sticos 

biodegradables. Algunas bacterias y arqueas halo filas, como Halomonas boliviensis y Haloferax, 

han demostrado ser excelentes productores de dichos biopla sticos (Fernandez-Castillo et al., 

1986; Lillo & Rodriguez-Valera, 1990; Lu et al., 2008; Quillaguama n et al., 2010), pero este 

proceso au n no se utiliza idustrialmente (Ma et al., 2010; Oren, 2010).  

Otras potenciales aplicaciones de los microorganismos halo filos, sus procesos o componentes 

celulares, incluyen el tratamiento biolo gico de aguas salinas residuales, su uso en procesos de 

biorremediacio n, como fuente de nuevos antibio ticos y otros metabolitos secundarios, la 

produccio n de biofuel y la aplicacio n de sus bacteriorrodopsinas en optoelectro nica (Ma et al., 

2010; Oren, 2010). 

I.3.2.6 Ecología y diversidad 

I.3.2.6.1 Diversidad en ambientes hipersalinos acuáticos 

Una gran diversidad de ambientes hipersalinos han sido estudiados desde el punto de vista 

microbiolo gico utilizando las te cnicas disponibles en cada momento. Las recientes te cnicas de 

secuenciacio n 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 ma s atencio n 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 situ a 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. Allí , la actividad celular es limitada y 

los recuentos celulares indican que existen unas 5x105 ce lulas por mililitro, correspondiendo 

la mayorí a de ellas, adema s, 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 proliferacio n del alga Dunaliella y 

diferentes representantes de la clase Halobacteria (principalmente Natronococcus y 

Halosarcina). Halorhabdus, Natronomonas y Haloplanus son los ge neros de arqueas conocidos 

ma s representados en las aguas de este lago salino en la actualidad. Aunque Rhodes y 

colaboradores encontraron que la poblacio n bacteriana constituí a 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, agrupa ndose mayoritariamente con aquellas de los ge neros 

Acinetobacter (Proteobacteria) y Bacillus (Firmicutes) (Jacob et al., 2017). La programada 
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construccio n 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). 

Tambie n 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 correspondí an al phylum 

Euryarchaeota, siendo los ge neros principalmente representados Natronomonas, Halorhadbus, 

Halorubrum, Haloquadratum, Haloferax, Halogeometricum y Haloarcula. La comunidad 

microbiana estaba constituida mayoritariamente por proteobacterias relacionadas con los 

ge neros Shewanella, Halomonas, Idiomarina, Alcanivorax, Pseudomonas y Marinobacter (Tazi et 

al., 2014). La comunidad de productores primarios esta  constituida por cianobacterias en las 

a reas 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 Ira n, encontraron que, mientras que los aislados obtenidos de este ambiente 

podí an afiliarse principalmente a los ge neros Halorubrum, Haloarcula, Salinibacter, Salicola y 

Rhodovibrio, el 63 % de los clones secuenciados de este sistema no estaban relacionados con 

ningu n taxo n descrito. Halorhabdus y Salinibacter eran los ge neros conocidos ma s 

representados por estos clones ambientales. Tambie n han sido detectadas en este ha bitat 

secuencias relacionadas con los ge neros Haloquadratum, Halanaerobium, Haloarcula, 

Halorhodopsina, así  como de cianobacterias (Makhdoumi-Kakhki et al., 2012a). 

Los estudios metageno micos llevados a cabo en el lago Tyrrell (Australia), sistema que sufre 

grandes cambios estacionales de temperatura, pH, radiacio n solar, concentracio n de oxí geno y 

salinidad (Macumber, 1992; Williams, 2001), permitieron la caracterizacio n de un nuevo grupo 

taxono mico no cultivado: las nanohaloarqueas. (Narasingarao et al., 2012). En este sistema 

tambie n se encuentran presentes miembros de los ge neros Haloquadratum, Halorubrum, 

Halonotius, Halorhabdus, Halobaculum, Haloarcula (Euryarchaeota) y Salinibacter 

(Rhodothermaeota) (Narasingarao et al., 2012; Emerson et al., 2013; Podell et al., 2013;  2014). 

La proporcio n de estos grupos varí a estacionalmente, y se ha relacionado con el cambio en las 

concentraciones io nicas: en verano abundan los ge neros 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). 

Tambie n han sido objeto de estudios independientes de cultivo diversos lagos hipersalinos 

localizados en varias regiones de la Anta rtida: 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 

et al., 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 Anta rtida es el 
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NaCl (observa ndose hasta 35 %, en el caso de Organic Lake), los dos u ltimos esta n dominados 

por CaCl2. 

Otros lagos hipersalinos cuya comunidad procariota ha sido caracterizada recientemente por 

me todos moleculares comprenden algunos de Mongolia interior (Grant et al., 2011), el lago 

Ursu (Ma the  et al., 2014) y Ocnei (Baricz et al., 2014a), en Rumaní a, 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 regio n de Kulunda Steppe (Altai, Rusia) (Vavourakis et al., 2016), así  como el 

Hot Lake (Washington, EE. UU.), que esta  dominado por MgSO4 (Lindemann et al., 2013; Kilmer 

et al., 2014).  

Las cuentas hipersalinas descubiertas en los fondos marinos del Golfo de Me xico, el Mar Rojo y 

el mar Mediterra neo constituyen ambientes salinos sujetos a condiciones reductoras, ausencia 

de oxí geno 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 fisicoquí micas 

varí an en el espacio dra sticamente (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 nu mero de representantes de taxones no cultivados como 

aquellos de la divisio n MSBL1, que son las arqueas predominantes en la mayorí a 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 ma s 

ampliamente estudiados. Las salinas de estanque mu ltiple son excelentes modelos para el 

estudio de la biodiversidad y ecologí a 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 evaporacio n del agua del 

mar (cristalizadores). Se ha caracterizado la comunidad microbiana de un gran nu mero de 

sistemas de salinas solares alrededor del planeta (Benlloch et al., 1996;  2001; Sandaa et al., 

2003; Pas ic  et al., 2005; Pedro s-Alio , 2005; Baati et al., 2008; Oh et al., 2010; Ghai et al., 2011; 

Dillon et al., 2013; Plominsky et al., 2014; Ferna ndez et al., 2014c; Ballav et al., 2015; Ventosa 

et al., 2015; Gomariz et al., 2015; Mora-Ruiz et al., 2018). La mayorí a de los estudios de la 

microbiota de estos ambientes se ha realizado en los estanques cristalizadores (Anto n et al., 

1999;  2000; Benlloch et al., 2001; Legault et al., 2006; Oh et al., 2010), aunque en los u ltimos 

an os tambie n se han investigado estanques de salinidades intermedias (Ghai et al., 2011; 

Boujelben et al., 2012a; Ferna ndez et al., 2014a;  2014c).  

Quiza s las salinas solares “Bras del Port”, en Santa Pola (Alicante), sean las mejor conocidas 

desde el punto de vista microbiolo gico (Ventosa et al., 2014). Se trata de un sistema de estanque 

mu ltiple, donde la concentracio n de sales de los distintos estanques se mantiene muy constante 

a lo largo del tiempo. Los numerosos estudios dependientes de cultivo llevados a cabo en esta 

salina han permitido la caracterizacio n de un nu mero elevado de ge neros y arqueas y bacterias 
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halo filas (Ventosa et al., 2014), entre los que destacan la arquea cuadrada Haloquadratum 

walsbyi (Bolhuis et al., 2006; Burns et al., 2007) y la bacteria halo fila extrema Salinibacter ruber 

(Anto n et al., 2002). Las te cnicas 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; Anto n et al., 2000). Los miembros de esta comunidad frecuentemente 

aislados en el laboratorio, representaban una proporcio n muy pequen a de los organismos allí  

presentes (Anton et al., 1999). Estudios posteriores de la comunidad microbiana de estaques 

de salinidades intermedias mediante estas te cnicas mostraron que e sta estaba dominada por 

representantes de la clase Gammaproteobacteria, del phylum Bacteroidetes y de la familia 

Halobacteriaceae, adema s de existir un grupo de secuencias no relacionadas con ningu n 

microorganismo cultivado (Benlloch et al., 2002; Casamayor et al., 2002). 

La aplicacio n de las te cnicas metageno micas al estudio de las comunidades microbianas de los 

estanques de estas salinas supuso el ana lisis de su microbiota con una mayor profundidad y la 

corroboracio n de estudios anteriores. La poblacio n 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 tambie n componentes minoritarios 

de la misma (Ghai et al., 2011). El ana lisis de las bases de datos metageno micas de estanques 

concentradores de salinidades 13, 19 y 33 % mostro  que la diversidad taxono mica en ellos era 

mucho mayor que la detectada en el cristalizador de esta misma salina. En los estanques con 13 

y 19 % de salinidad podí an encontrarse representantes de 7 phyla distintos (Euryarchaeota, 

Gamaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Verrucomicrobia y 

Betaproteobacteria). La proporcio n de Haloquadratum y Salinibacter, aunque presentes en 

todas las bases de datos analizadas, aumentaba en los estanques de mayor salinidad (Ghai et 

al., 2011; Ferna ndez et al., 2014a). Cabe destacar que la porcio n de secuencias relacionadas con 

el gen ARNr 16S que no pudieron relacionarse con microorganismos descritos a nivel de ge nero 

aumentaba al disminuir la salinidad, como consecuencia de los abundantes estudios realizados 

previamente en los estanques de mayor salinidad. Los ge neros Haloarcula, Haloferax, Natrialba 

y Halobacterium, que se aí slan con facilidad de estanques con salinidades intermedias (Arahal 

et al., 2001a;  2001b; Arenas et al., 2009) no parecí an 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 

ge neros 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 recuperacio n 

de estos grupos en cultivo puro dieron lugar al aislamiento del nuevo ge nero Spiribacter, que 

correspondí a con las secuencias de gammaproteobacteria, y que constituye una parte 

importante de la comunidad en los estanques de salinidad intermedia (Lo pez-Pe rez et al., 2013; 

Leo n et al., 2014). 
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Las te cnicas metageno micas tambie n han sido aplicadas a un estanque de concentracio n 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 rí o Carreras (Leo n, 2015). Aunque 

han sido objeto de un menor nu mero de estudios, a partir de esta salina se han aislado diversas 

especies de bacterias y arqueas halo filas (Mota et al., 1997; Moreno et al., 2010; Leo n et al., 

2014;  2015;  2016;  2017; Lo pez-Hermoso et al., 2017b). El estudio metageno mico llevado a 

cabo en esta salina mostro  que la comunidad de la columna de agua del estanque estudiado 

(21 % NaCl) diferí a de la encontrada en el estanque de la salina “Bras del Port” de Santa Pola 

con salinidad cercana (19 % NaCl). E sta estaba dominada, al igual que el estanque con salinidad 

del 33 % de “Bras del Port”, por miembros del phylum Euryarchaeota, pero el ge nero 

predominante era Halorubrum. El principal phylum bacteriano hallado fue Bacteroidetes, que 

comprendí a un 33 % de la poblacio n y estaba representando principalmente por los ge neros 

Salinibacter y Psychroflexus (Ferna ndez et al., 2014c). Estos resultados mostraron que, a pesar 

del papel esencial de la salinidad en la estructuracio n 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 estructuracio n. 

I.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 u nicamente a la 

caracterizacio n de las comunidades microbianas de suelos salinos. Estos ambientes 

hipersalinos terrestres han recibido menor atencio n que los acua ticos, y la mayorí a de los 

estudios existentes han aparecido en el u ltimo an o (Xie et al., 2017; Liu et al., 2018; Mora-Ruiz 

et al., 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 te cnicas de cultivo para 

caracterizar la diversidad procariota de un suelo hipersalino (5-10,7 % NaCl) localizado en un 

sistema de salinas solares abandonadas de la costa alicantina (Quesada et al., 1982;  1983). La 

mayorí a de los microorganismos aislados fueron bacterias halo filas cuyo crecimiento ocurrí a 

o ptimamente en salinidades comprendidas entre el 5 y 15 %, mientras que tan solo un 1 % de 

los aislados poseí an caracterí sticas de halo filos extremos. Adema s, la mayor parte de estos 

aislados podí an crecer a concentraciones de sal tan bajas como 0,9 %. Se trataba principalmente 

de proteobacterias de los ge neros Pseudomonas, Alcaligenes, Vibrio (actualmente Salinivibrio), 

Acinetobacter, así  como de Flavobacterium (Bacteroidetes), Bacillus, Marinococcus, 

Staphylococcus (Firmicutes) y actinobacterias como Micrococcus (actual Nesterenkonia), 

Arthrobacter, Corynebacterium, Brevibacterium, Nocardia y Actinomyces. Cabe destacar que la 

mayorí a de los aislados asignados en este estudio a los ge neros Pseudomonas, Alcaligenes, 

Acinetobacter y Flavobacterium se encuadrarí an probablemente en el ge nero Halomonas en la 

actualidad (Ventosa et al., 2008). Las arqueas halo filas extremas aisladas de este suelo fueron 

estaban relacionadas con el ge nero Halobacterium. Los autores propusieron que el marcado 

cara cter heteroge neo y dina mico del suelo, donde la salinidad varí a en tiempo y espacio, 
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favorecí a el desarrollo principal de microorganismos halo filos capaces de soportar amplios 

rangos salinos (esto es, ma s eurihalinos), en contra de los excesivamente especializados 

(Quesada et al., 1982; Ventosa et al., 2008). 

Investigaciones posteriores corroboraron que las bacterias Gram negativas con caracterí sticas 

de halo filos moderados y halotolerantes extremos de los ge neros 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 hetero trofas 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 ge nero Bacillus (Caton et al., 2004). Estos autores tambie n destacan el amplio rango de 

tolerancia a la sal de los aislados obtenidos, que podí an crecer de 0,1 a 20 % de salinidad, así  

como su resistencia a otros factores como pH y alta radiacio n UV (Caton et al., 2004; Litzner et 

al., 2006). Bacillus y Halomonas fueron tambie n los ge neros ma s 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 halo filos 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 ge neros ma s aislados fueron Halomonas (41,2 %), Marinobacter (12,9 %) 

y Bacillus (12,6 %). En este ana lisis, Luque y colaboradores obtuvieron en cultivo puro aislados 

cuyas secuencias del gen ARNr 16S tení an 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 

proporcio n de aislados capaces de crecer a 20-30 % de salinidad que a concentraciones ma s 

bajas, encontrando, adema s, que los obtenidos de suelos ma s salinos presentaban un mayor 

cara cter eurihalino (Schneegurt, 2013). En los estudios de la microbiota presente en suelos 

costeros de varias regiones de Korea, los organismos obtenidos en cultivo puro tambie n eran 

mayoritariamente halo filos de biles (con una concentracio n o ptima de crecimiento de 3-5 % 

NaCl) pertenecientes a Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria, con Bacillus, 

Halomonas y Shewanella como ge neros mayoritarios (Irshad et al., 2014).  

La diversidad de arqueas en ambientes terrestres hipersalinos tambie n ha sido caracterizada. 

Los estudios cla sicos basados en te cnicas de cultivo de Great Salt Plains revelaron que los 

aislados estaban principalmente relacionados con los ge neros Haloarcula, Haloferax, 

Halorubrum, Haloterrigena y Natrinema (Caton et al., 2009). Todos ellos requerí an una 

concentracio n mí nima de NaCl del 15 % para crecer. En contra del cara cter estenohalino de los 

microorganismos del estudio de Caton y colaboradores, otras arqueas aisladas de sedimentos 

de marismas del Reino Unido con una concentracio n 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 concentracio n de sales del 
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2,5 % (Purdy et al., 2004). La relacio n de las bacterias y arqueas halo filas aisladas de suelos 

puede consultarse en una revisio n realizada por Ventosa y colaboradores (2008).  

Los avances en las te cnicas de estudio de las comunidades microbianas han permitido obtener 

una visio n ma s 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 pertenecí a 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 ma s que lo sistemas acua ticos (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). Adema s, 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 fisicoquí micas encontradas en los diferentes ambientes. 

Los grupos bacterianos principalmente detectados mediante estas te cnicas incluyen los 

identificados por estudios cla sicos de cultivo (Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, 

Actinobacteria) adema s 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 ana lisis de la comunidad microbiana que poseen los estudios independientes de cultivo y en 

particular los que aplican secuenciacio n masiva, permitio  mostrar la gran diversidad 

microbiana presente en suelos y sedimentos salinos. Mientras que tan solo se han descrito 

especies de bacterias halo filas 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 pu blicas en 2013 podí an 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, tambie n 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; 

Canfora et al., 2014; Pandit et al., 2015; Yang et al., 2016; Liu et al., 2018; Mora-Ruiz et al., 2018).  

A nivel de ge nero, Oueriaghli y colaboradores (2014) estudiaron la diversidad y abundancia del 

ge nero Halomonas en suelos y sedimentos salinos de Rambla Salada (Murcia), donde 

encontraron que constituí a 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 mayorí a de las secuencias de bacterias pertenecí an al ge nero 

Marinobacter (48 %), constituyendo ma s del 1 % de la poblacio n bacteriana tambie n los 

ge neros Pseudoalteromonas, Alteromonas, Bacillus, Shewanella y Pseudomonas. Adema s, una 

gran proporcio n de secuencias afiliadas a este dominio no pudieron ser clasificadas a nivel de 

ge nero 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 ge neros Marinobacter (Gammaproteobacteria) Roseibacter (Alphaproteobacteria), 

Burkholderia (Betaproteobacteria), Geobacter y Desulfobacteria (Deltaproteobacteria) eran 

abundantes en todos los suelos estudiados. Salinibacter y Rhodothermus eran los ge neros 

dominantes del phylum Bacteroidetes, constituyendo un 0,7-13,8 % y 0,7-1,7 % de la poblacio n 

total, respectivamente. En este ha bitat, Bacillus era el principal representante del phylum 

Firmicutes y Rubrobacter de Actinobacteria. La comunidad bacteriana de los suelos salinos de 

otra regio n 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 constituí a 

el 1,5 y 2 % de la comunidad en dos de las tres estaciones en las que se estudio  el suelo. 

Streptomyces, Vibrio, Klebsiella, Streptococcus, Nocardioides y Acinetobacter fueron los 

siguientes ge neros ma s 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 te cnicas cla sicas 

de cultivo. No solo se detectan euriarqueotas de la clase Halobacteria, sino que tambie n de 

observan arqueas metano genas de las clases Methanobacteria y Methanomicrobia y 

representantes de la clase Archaeoglobi (Narayan et al., 2018), así  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 brita nica, Canada ), se relacionaban los ge neros Halorubrum, Natrinema, 

Natronorubrum, Haloterrigena y Natronococcus (Walsh et al., 2005). Por su parte, la 

caracterizacio n de la comunidad de arqueas de Rambla Salada (Murcia) revelo  que las 

secuencias obtenidas estaban principalmente relacionadas con los ge neros 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 ma s 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 podí an afiliarse a los ge neros Haloarcula, Halogeometricum, Natronomonas 

y Halobacterium. Este es el u nico estudio hasta el momento que ha detectado la presencia de 

secuencias relacionadas con la arquea cuadrada Haloquadratum, que abunda en ambientes 

hipersalinos acua ticos 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 CEe entre 0,7 y 157,2 y pH entre 

8,5 y 10,5) del antiguo lago Texcoco estudiados por Navarro-Noya y colaboradores (2015), los 

ge neros representados por ma s 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 localizacio n con pH 11,75 detectaron principalmente secuencias relacionadas con 

Natronococcus, Natronolimnobius, Natronobacterium, Natrinema, Natronomonas, Halovivax y 

Halalkalicoccus, adema s 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 ma s similitud a las presentes en las bases de datos, se parecí an en un 92-96 % a 

Natronomonas, mientras que el resto no estaban relacionadas con ningu n taxo n conocido 

(Mesbah et al., 2007). Wang y colaboradores identificaron secuencias afiliadas a los ge neros 

Haloferax y Natronomonas en suelos salinos contaminados de un yacimiento petrolí fero en 

China (Wang et al., 2011). 

Las secuencias de arqueas detectadas en sedimentos del Salton Sea (con 5-11,8 % de sales) 

pertenecí an principalmente a Halalkalicoccus (Swan et al., 2010). En los sedimentos salinos de 

diversas localizaciones de Europa, A frica y Sudame rica con salinidades comprendidas entre 25 

y 43 %, los representantes mayoritarios eran miembros de los ge neros Halorhabdus, 

Halobacterium, Halorubrum y Natronomonas, aunque ninguno de ellos resulto  ubicuo a todas 

las muestras. Youssef y colaboradores (2012), en su estudio de sedimentos salinos (1-10 % de 

sales), encontraron que los ge neros representados por ma s del 5 % de las secuencias fueron 

Halogranum, Halolamina, Haloplanus, Halosarcina, Halorientalis, Halorubrum, Haloferax y 

Halobacterium. Halorubrum y Natronomonas fueron los ge neros principales de la clase 

Halobacteria encontrados por Liu y colaboradores (2016) en diversas muestras de suelos 

salinos de la meseta del Tí bet.  

Con respecto a las arqueas metano genas, mientras que las secuencias de e stas 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 ge neros 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 así  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 ma s 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 proporcio n de arqueas y bacterias en los trabajos moleculares que consideran ambos 

dominios varí a. En el suelo a rtico 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)(CEe de 34-123 dS/m), así  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 proporcio n de arqueas varí a entre el 64 y 99 % (Swan 

et al., 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 mayorí a de las ocasiones y existen algunas similitudes entre los ge neros 

principales que aparecen en estos ambientes terrestres salinos estudiados, sus proporciones y 

representantes varí an de una muestra a otra, incluso en aquellos de una misma localizacio n 

geogra fica. Algunos autores han tratado de relacionar los cambios en la comunidad microbiana 

con factores eda ficos y clima ticos. 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 correlacio n significativamente 

positiva con la salinidad (Walsh et al., 2005; Hollister et al., 2010a; Liu et al., 2016; Mora-Ruiz 

et al., 2018), mientras que en otros no se encuentra correlacio n de la comunidad de arqueas con 

el citado para metro (Pandit et al., 2015). Otros para metros relacionados con la estructuracio n 

de la comunidad y/o diversidad de bacterias en estos artí culos sedimentos y/o suelos son el pH 

(Valenzuela-Encinas et al., 2009; Zhao et al., 2018) el contenido en nitritos y bromo (Mora-Ruiz 

et al., 2018). Por su parte, la comunidad de arqueas vara  con el contenido en carbono (Hollister 

et al., 2010a; Swan et al., 2010), en agua y fo sforo (Hollister et al., 2010a; Mora-Ruiz et al., 2018), 

magnesio y nitritos (Mora-Ruiz et al., 2018), y en sodio (Hollister et al., 2010a).  

Tambie n se han descrito relaciones con para metros fisicoquí micos a niveles taxono micos ma s 

finos. Euryarchaeota y Halobacteria se correlacionan positivamente con la salinidad (Oueriaghli 

et al., 2013; Yang et al., 2018), mientras que Thermoplasmatales se relaciona negativamente con 

este factor y con el pH, y positivamente con la temperatura y la cantidad de oxí geno en los 

estudios de Oueriaghli y colaboradores (2013). Pandit y colaboradores (2015) encontraron una 

correlacio n negativa entre la comunidad de Proteobacteria, Cyanobacteria y Verrucomicrobia 

con el contenido en sales, mientras que la proporcio n de Actinobacterias, Chloroflexi y 

Spirochaetae era ma xima en concentraciones intermedias de salinidad. Una relacio n negativa 

con la salinidad para Gammaproteobacteria y positiva para betaproteobacterias se encontro  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 parecí a ser afectada por este para metro (Zhao et al., 2018). A nivel de ge nero, 
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la proporcio n de secuencias afiliadas al ge nero Salinibacter aumentaba con la salinidad (Pandit 

et al., 2015).  

La salinidad es uno de los para metros principales que influyen en la estructuracio n de la 

comunidad microbiana. Los estudios de Auguet y colaboradores (2010) y Jeffries y 

colaboradores (2011) muestran que tambie n es importante el tipo de sustrato (so lido o 

lí quido). Sin embargo, pocos autores han comparado la estructura de la comunidad procariota 

de suelos y sedimentos y sus relaciones con los para metros fisicoquí micos con la de aguas 

hipersalinas. Mora-Ruiz y colaboradores (2018), encontraron que los sedimentos poseí an 

mayor diversidad microbiana que las muestras acua ticas y que existí a un gran solapamiento 

entre los grupos detectados en ambos tipos de muestras. Los grupos especí ficos de sedimentos 

(Rhodobacteraceae, Caulobacteraceae y Thermotogaceae) constituí an u nicamente 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 acua ticos 

ampliamente estudiados, sugiriendo que e stas son distintas en uno y otro caso (Quesada et al., 

1983; Youssef et al., 2012). 

En las citadas publicaciones es frecuente la deteccio n de una proporcio n de secuencias 

relacionadas con microorganismos no cultivados, así  como otras que no pueden ser clasificadas 

a nivel de ge nero. La diversidad procariota de suelos salinos que au n no se conoce queda 

constatada en la revisio n 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 pu blicas GenBank y RDP (Ribosomal Database Project). 

Sus ana lisis de rarefaccio n 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, 

fisiologí a y metabolismo de esta porcio n de microorganismos desconocidos solo sera  posible 

mediante la intensificacio n de los esfuerzos para su aislamiento, y el desarrollo de estrategias 

metageno micas que permitan el ensamblaje de genomas de los microorganismos ma s 

abundantes en estos ambientes.  

I.4 Estudio del suelo como sistema biológico 

I.4.1 Particularidades del suelo como hábitat 

El suelo es un sistema estructurado, heteroge neo y discontinuo en el cual la fase so lida 

prevalece sobre la lí quida y la gaseosa. Se trata de un sistema con caracterí sticas peculiares. 

El suelo constituye uno de los ha bitats microbianos ma s 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 nu mero de ce lulas microbianas por gramo de suelo varí a de 108 a 

1010, perteneciendo a cientos o incluso millones de especies microbianas (Nannipieri et al., 

2014). De esta manera, se estima que la cantidad de informacio n gene tica contenida en un 

gramo de suelo corresponde a 4000 genomas humanos (Schloter, 2012), mientras que la 
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cantidad de carbono y nitro geno 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 ha bitat del suelo se caracteriza por heterogeneidades en todas las 

escalas medidas, desde nano metros hasta kilo metros, que difieren en caracterí sticas quí micas, 

fí sicas y biolo gicas en el espacio y el tiempo (Voroney, 2007). Las variaciones en las propiedades 

del suelo a microescala dan como resultado una gran variedad de microha bitats donde viven 

los microorganismos (Figura 10). Esta situacio n limita las interacciones entre microorganismos 

que habitan un mismo suelo (Nunan, 2017), ya que, en funcio n del contenido en agua del suelo, 

los microha bitats 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 

biolo gicas y fisicoquí micas del ambiente en el que viven (Nunan, 2017), y la dificultad de 

realizar mediciones de estos factores a escalas tan pequen as, los estudios de ecologí a 

microbiana del suelo tienen que lidiar frecuentemente con el problema de interpretacio n 

derivado de medir las caracterí sticas de un ambiente a escalas mucho mayores que las 

relevantes para los microorganismos objeto de estudio (Vos et al., 2013). Adema s, se ha 

propuesto que el espacio ocupado por los organismos del suelo es muy pequen o, constituyendo 

del 0,1 al 5 % del total del volumen disponible. Solo algunos microha bitats 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 partí culas de 

materia orga nica, o pelí culas de agua (Nannipieri et al., 2003). 

Diversos tipos de mole culas biolo gicas como proteí nas y a cidos nucleicos pueden ser 

adsorbidas a las partí culas del suelo o sustancias hu micas. Este hecho tiene diversas 

implicaciones para los procesos microbianos. Estas partí culas adsorbidas esta n por lo general 

protegidas de la accio n de proteasas o nucleasas, por lo que se mantienen activas (en el caso de 

las proteí nas) y viables para la transformacio n bacteriana (en el caso de los a cidos nucleicos) 

(Nannipieri et al., 2014). Los sustratos orga nicos tambie n pueden permanecer adheridos a las 

partí culas del suelo, o bien localizarse en el interior de microagregados, lo que dificulta su 

degradacio n 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 biogeoquí micos, en el desarrollo de las 

plantas, la purificacio n del agua, el almacenamiento de carbono o el mantenimiento de la 

estructura del suelo (Van Der Heijden et al., 2008; Vos et al., 2013). 

I.4.2 Aproximaciones ómicas al estudio de la ecología microbiana de suelos 

Se denominan te cnicas o micas a aquellas que permiten el estudio del conjunto o la totalidad de 

alguna propiedad o caracterí stica (genes, lí pidos, proteí nas, transcritos, etc.) de un sistema. Así , 

por ejemplo, la geno mica y proteo mica son las te cnicas que permiten el estudio del conjunto de 

genes y proteí nas de un organismo, respectivamente. Cuando las te cnicas o micas se aplican al 

estudio de todos los organismos presentes en un ecosistema, hablamos de meta-o micas: 
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metageno mica, metatranscripto mica, metaproteo mica, etc. Las meta-o micas ma s desarrolladas 

son la metageno mica, que permite el estudio del conjunto de genes de una comunidad, o la 

metaproteo mica, que se encarga del estudio de las proteí nas expresadas por los organismos de 

una comunidad en un momento determinado. La secuenciacio n de amplicones no se considera 

una te cnica meta-o mica, sino metagene tica, dado que se trata de una librerí a de un solo gen 

(como el ARNr 16S), y no de todos los presentes. 

El desarrollo de este tipo de te cnicas junto con los avances bioinforma ticos para la 

interpretacio n de sus resultados ha supuesto una revolucio n en el estudio de los sistemas 

microbianos, superando los sesgos de las te cnicas cla sicas de cultivo y molecular de PCR y por 

lo tanto aumentando la resolucio n con la que es posible describir la comunidad microbiana, 

incluyendo la biogeografí a, potencial metabo lico y diversidad, mecanismos de adaptacio n, 

filogenia y evolucio n (Cardenas & Tiedje, 2008). 

Entre los avances ma s importantes que estas te cnicas han permitido destaca el aumento 

exponencial de la descripcio n 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 actualizacio n del a rbol 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 aumento  en un 30 % la diversidad de bacterias y arqueas conocida 

hasta el momento (Castelle & Banfield, 2018). El ana lisis de datos meta-o micos no solo ha 

permitido avanzar en nuestro conocimiento de la biodiversidad filogene tica en la Tierra, sino 

que ha posibilitado nuevos estudios sobre la vida y la aparicio n de ciertos rasgos como la 

respiracio n aero bica o la fotosí ntesis (Soo et al., 2014; Castelle & Banfield, 2018), así  como el 

papel de estos microorganismos no cultivados en los ciclos biogeoquí micos (Spang et al., 2015; 

Hu et al., 2016; Adam et al., 2017) o el cambio clima tico (Mackelprang et al., 2016; Wallace et 

al., 2017). Estas te cnicas no solo han evolucionado la ecologí a microbiana, sino tambie n 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 integracio n de estas te cnicas con 

otras complementarias (otras o micas, te cnicas de aislamiento en cultivo puro o marcaje con 

iso topos estables, por ejemplo) dara  lugar sin duda a nuevos avances en la ecologí a microbiana 

(Jansson & Baker, 2016; Nesme et al., 2016; Starr et al., 2017; Gutleben et al., 2018).  

El conocimiento microbiano del suelo, considerado la u ltima frontera de la Microbiologí a (Van 

Elsas et al., 2007) tambie n se ha beneficiado de estos avances en las te cnicas de estudio de la 

ecologí a microbiana. La introduccio n de las te cnicas o micas, como la metageno mica, en el 

estudio de la ecologí a microbiana de suelos ha permitido el estudio a gran escala de la “mayorí a 

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 para metros 

fisicoquí micos ambientales o derivados de la accio n antropoge nica (Lupwayi et al., 1998; 

Kowalchuk et al., 2002; Ge et al., 2008; Cruz-Martí nez et al., 2009; Lauber et al., 2009; Griffiths 

et al., 2011; Fierer et al., 2012). 
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Sin embargo, au n existen varios retos para el aprovechamiento ma ximo de las te cnicas o micas 

en el estudio de la ecologí a microbiana de suelos (Nesme et al., 2016). Por un lado, los diferentes 

me todos de extraccio n de ADN/ARN empleados poseen diferentes sesgos y, dada la ausencia 

de un suelo de referencia con el que evaluar la eficiencia de extraccio n de ADN, no es posible 

determinar la representatividad del ADN obtenido con respecto al de la microbiota del suelo. 

Adema s, aunque han aparecido te cnicas para tratar de solventar este problema (como MDA, 

multiple displacement amplification), la cantidad de muestra de partida necesaria para obtener 

las cantidades de a cidos nucleicos requeridos en estudios o micos sigue siendo la principal 

limitacio n para su uso en ambientes con baja biomasa, o en ana lisis a pequen a escala de muchos 

otros ha bitats con un mayor contenido en biomasa. La preparacio n de la muestra para 

secuenciar y la propia tecnologí a de secuenciacio n elegida introducen nuevos sesgos que 

impiden la comparacio n de distintos estudios. Por otro, el ana lisis de la gran cantidad de datos 

obtenidos mediante estas te cnicas es abrumador, computacionalmente costoso y no 

estandarizado. Por ello, pueden obtenerse diferentes resultados a partir de una misma base de 

datos o mica en funcio n de los me todos usados para eliminar las secuencias de baja calidad, 

relacionar secuencias con aquellas ma s parecidas en las bases de datos (anotacio n), ensamblar 

secuencias cortas en otras ma s largas o contigs (ensamblaje) y agrupar dichos contigs en grupos 

relacionados filogene ticamente para obtener genomas completos (binning). Las 

indeterminaciones de la eficiencia y fidelidad de los me todos de extraccio n de ADN y ana lisis 

bioinforma ticos utilizados, así  como la variabilidad fruto del uso de diferentes me todos en cada 

una de las etapas, dificulta la interpretacio n de los datos o micos, determinacio n de 

correlaciones veraces, cuya relacio n causal, en cualquier caso, necesita ser comprobadas en el 

laboratorio (Vestergaard et al., 2017). 

La aplicacio n de la metageno mica al estudio de la ecologí a de suelos presenta dificultades 

adicionales. Algunas de ellas son comunes a cualquier me todo aplicado al estudio de la biologí a 

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 caracterí sticas de los me todos que se basan en la extraccio n de a cidos nucleicos 

del suelo, como la adsorcio n de las mole culas de ADN a las partí culas del suelo, así  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 secuenciacio n profunda que no siempre es alcanzable, por lo que, en la mayorí a de los 

casos, adema s de ignorar el papel de las especies menos abundantes, la determinacio n de las 

relaciones entre microorganismos y con los para metros ambientales puede ser incompleta y 

confusa. Adema s, la alta diversidad existente dificulta los procesos de ensamblaje (Vestergaard 

et al., 2017) y, por tanto, de obtencio n de genomas a partir de secuencias individuales a partir 

de donde realizar ana lisis ecolo gicos 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; Burmølle 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 anotacio n correcta de las secuencias de las bases de datos metageno micas de suelos (Choi et 

al., 2016), lo que resulta en una alta proporcio n 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 extraccio n de conclusiones 

reproducibles y va lidas en la escala en la que se producen los procesos e interacciones 

microbianos, dada la dificultad de obtener re plicas biolo gicas 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 fí sica, quí mica o biolo gica 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 caracterí sticas diferenciadas se forman 

como consecuencia de la desconexio n entre distintos puntos del suelo, que ocurre como 

consecuencia de una reduccio n en el contenido de agua del suelo (Carson et al., 2010; Smucker 

et al., 2010; Vos et al., 2013). Así , por ejemplo, el contenido en agua y propiedades quí micas de 

la solucio n del suelo pueden variar dra sticamente de un punto del sistema a otro muy cercano 

y esta situacio n de heterogeneidad espacial se acentu a 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 re plicas biolo gicas para la realizacio n de 

un estudio so lido estadí sticamente puede ser imposible debido a la gran heterogeneidad de este 

sistema ya que actualmente es metodolo gicamente complejo determinar para metros 

fisicoquí micos y biolo gicos en la escala relevante de los microorganismos (Nesme et al., 2016). 

Es por ello que la interpretacio n de los datos medidos en suelo requiere la consideracio n de la 

heterogeneidad del suelo estudiado así  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 para llevar a cabo los estudios o micos, actualmente no es posible 

aplicar estos me todos en la escala adecuada para el estudio de los procesos microbianos e 

interacciones en micronichos especí ficos del suelo, por lo que se usan muestras ma s 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 la heterogeneidad fí sica hay que sumarle al temporal, ya que el suelo es un sistema 

muy dina mico que se encuentra influenciado constantemente por la accio n del clima y macro- y 

microorganismos que modifican su composicio n en el tiempo (Myrold & Nannipieri, 2014; 

Nesme et al., 2016).  

Como me todo basado en la extraccio n de ADN del suelo, la metageno mica sufre los efectos de 

la adsorcio n de estas mole culas a las partí culas de suelo, que interfieren con el proceso de 

extraccio n, adema s 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 au n se enfrenta la metageno mica de suelos, ha permitido grandes 

avances en el conocimiento actual de la microbiota que habita estos ambientes, y la explotacio n 
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de todo su potencial esta  au n por llegar. La integracio n de esta te cnica con otras o micas, el 

desarrollo futuro de un suelo de referencia donde validar te cnicas de ana lisis y el avance de la 

tecnologí a permitira n el avance en el conocimiento de las relaciones entre microorganismos en 

el suelo, así  como sus funciones y fisiologí a en diferentes condiciones fisicoquí micas (Myrold & 

Nannipieri, 2014; Jansson & Baker, 2016; Nesme et al., 2016). 
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II. OBJETIVOS 

Los ambientes hipersalinos se caracterizan por poseer un alto contenido en sales. Esta 

propiedad, junto a otros factores fisicoquí micos, limita la biodiversidad presente en ellos. 

Mientras que la microbiota de ambientes hipersalinos acua ticos ha sido extensamente 

estudiada, la de los ambientes hipersalinos terrestres, como los suelos salinos ha recibido 

menor atencio n. El componente biolo gico, y especialmente, microbiano de los suelos salinos es 

en u ltima instancia el responsable de los procesos bioquí micos y ciclos biogeoquí micos 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 poblacio n mundial, el intere s por el estudio de las comunidades microbianas en 

suelos salinos se ha incrementado en los u ltimos an os. La compleja estructura del suelo y su 

heterogeneidad a diversas escalas espaciales y temporales dificulta en muchas ocasiones la 

interpretacio n de los resultados obtenidos. Aunque el nu mero de publicaciones sobre la 

diversidad procariota y los factores eda ficos relacionados con ella ha aumentado en los u ltimos 

meses, el conocimiento que se posee de la ecologí a 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 ha bitats hipersalinos acua ticos, cuyas condiciones 

fisicoquí micas, incluida la salinidad, presentan valores generalmente ma s estables que los 

encontrados en suelos. La gran mayorí a de estudios sobre la microbiota de suelos salinos 

coincide en que los microorganismos que habitan estos ha bitats pueden soportar un amplio 

rango de salinidades y que la comunidad esta  compuesta por grupos taxono micos con 

representantes halo filos, así  como por otros que no incluyen halo filos o halotolerantes 

conocidos. Adema s, una gran proporcio n de estas investigaciones encuentra un nu mero no 

desden able 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 

osmoadaptacio n de los microorganismos halo filos de suelo ha revolucionado los modelos 

cla sicos de osmoadaptacio n establecidos en base al conocimiento de los ha bitats hipersalinos 

acua ticos y sus habitantes. Así , el estudio de la microbiota de estos suelos extremos puede 

complementar nuestro actual conocimiento del mundo halo filo, que esta  sesgado hacia halo filos 

del medio acua tico y así  hacer posible predicciones y modelos para la recuperacio n de suelos 

afectados por salinizacio n. 

Las nuevas te cnicas de secuenciacio n masiva han demostrado su gran potencial en el campo de 

la ecologí a microbiana de suelos, permitiendo la descripcio n de la comunidad microbiana 

presente con un nivel de detalle sin precedentes, adema s de posibilitar la relacio n de los 

cambios en la comunidad con diversos para metros fisicoquí micos. Las te cnicas metageno micas, 

en concreto, proporcionan informacio n sobre la diversidad filogene tica y metabo lica de las 

comunidades microbianas y permiten reconstruir genomas ambientales de microorganismos 

no cultivados. 

Los objetivos especí ficos de esta Tesis Doctoral han sido los siguientes:  
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1. Caracterizacio n de la diversidad filogeno mica y metabo lica de procariotas de suelos salinos 

localizados en el Paraje Natural Marismas del Odiel, en Huelva, mediante me todos 

metageno micos. 

2. Comparacio n e integracio n de los resultados del ana lisis anterior con la extensa bibliografí a 

disponible sobre la microbiota de ambientes hipersalinos acua ticos, así  como con los estudios 

en otros suelos salinos, para identificar generalidades y particularidades de uno y otro 

ambiente. Determinar en que  medida el conocimiento actual de la ecologí a de ambientes 

hipersalinos y sus habitantes, basado mayoritariamente en estudios de medios acua ticos, es 

aplicable a ambientes hipersalinos terrestres. 

3. Determinacio n de la contribucio n relativa de la salinidad y otros para metros fisicoquí micos 

a la estructuracio n de las comunidades microbianas de suelos salinos del Paraje Natural 

Marismas del Odiel. 

4. Papel de la luz como fuente de energí a de los microorganismos halo filos que habitan en los 

suelos de este paraje y de las rodopsinas como sistemas involucrados en dichos procesos. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

III.1 Muestreos y análisis fisicoquímico de las muestras 

III.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 caracterizacio n de la comunidad procariota mediante secuenciacio n 

metageno mica, mientras que los muestreos tercero y cuarto sirvieron para el ana lisis de la 

relacio n de la salinidad con la comunidad microbiana de estos suelos salinos y el estudio la 

utilizacio n de la luz como fuente de energí a 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 localizacio n, y se diferenciaron superficie (1 cm) y subsuperficie (2-4 cm). 

Tabla 2. Características de los muestreos realizados. 

Muestreo Fecha Localización 
Nº de 

muestras 
Uso 

1 Octubre 2013 1 1 Secuenciación 
shotgun 2 Noviembre 2014 1 1 

3 Julio 2015 1, 2, 3, 4 48 
Secuenciación de 

amplicones 
(ARNr 16S) 

4 Agosto 2017 1 1 
Marcaje con isótopos 
estables, H2O18-SIP 

En cada punto de muestreo se recogieron aproximadamente 200 g de suelo en bolsas este riles 

Whirl-Pak® (Sigma-Aldrich), y se conservaron en frí o durante su traslado al laboratorio en un 

plazo de solo unas horas. Una vez allí , las muestras se conservaron a 4 ℃ hasta su 

procesamiento en los dí as 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 frí o, respectivamente. En ambos casos se conservaron en 

nuestro laboratorio re plicas de las muestras enviadas. 
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Figura 10. Puntos de muestreo en el Paraje Natural Marismas del Odiel (Huelva). 

III.1.2 Análisis fisicoquímicos de las muestras 

La temperatura del suelo en el momento de muestreo se determino  in situ. La salinidad y el pH 

de las muestras se determinaron en un extracto 1:5 con agua destilada mediante el 

conductí metro CRISON 35+ (Hach Lange Spain, S.L.U.) y el pHmetro CRISON GLP 21, 

respectivamente. En el caso del tercer muestreo, el pH se determino  en un extracto 1:2,5.  

Una cantidad de 100 g por muestra de estos muestreos fue enviada al laboratorio Innoagral 

(Grupo Hespe rides Biotech S.L., Sevilla) para el ana lisis detallado de para metros fisicoquí micos 

complementarios de las muestras. La textura se evaluo  mediante el me todo Bouyoucos 

(Bouyoucos, 1936) y se hizo uso del sistema de clasificacio n 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 gravimetrí a. El contenido en carbono se obtuvo de acuerdo al 

me todo de Walkley-Black (Walkley & Black, 1934). El contenido en amonio, sulfato, fo sforo, 

nitratos y nitritos se determino  en extractos 1:5 de suelo llevado a sequedad y agua destilada 

mediante espectroscopí a visible ultravioleta. Para las determinaciones del contenido en 

nitro geno se utilizo  el me todo Kjeldhal (Kjeldahl, 1883) y la concentracio n de cloruros se midio  

por volumetrí a. La concentracio n de metales y del resto de iones relacionados con la salinidad 

se determino  mediante espectroscopí a de absorcio n ato mica. Estas determinaciones 

fisicoquí micas se realizaron llevando el suelo a sequedad. 
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III.2 Marcaje con isótopos estables (H2O18) 

III.2.1 Tratamiento previo de las muestras 

El suelo se tamizo  a 4 ℃ con un tamiz con abertura de malla de 2 mm. A continuacio n, se 

extendio  sobre un recipiente este ril y se coloco  en una estufa a 37 ℃ con cloruro de calcio hasta 

alcanzar la mitad del contenido en agua inicial. La monitorizacio n del contenido en agua se 

realizo  mediante el proceso detallado en la seccio n III.1.2. Este suelo se repartio  en tubos Falcon 

co nicos de centrí fuga de 15 mL (Fisher Scientific International, California, EE. UU.), para su 

posterior incubacio n. 

III.2.2 Diseño del experimento, marcaje con H2O18 e incubación 

El planteamiento del experimento para la determinacio n del papel de la luz en el pool energe tico 

de la microbiota de los suelos salinos estudiados incluyo  condiciones de luz y oscuridad, así  

como el tratamiento con un inhibidor del fotosistema II, diuron o DCMU 

(3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea) (Sigma), que permitiera aislar el efecto de las rodopsinas 

del de la fotosí ntesis. Así , se incluyeron un total de 22 muestras de 2 gramos de suelo cada una: 

a 6 de ellas se les an adio  H2O ultrapura este ril libre de ADNasas y ARNasas (AmbionTM, 

ThermoFisher), 8 recibieron H2O18 este ril y a otras 8 se les adiciono  H2O18 este ril con una 

concentracio n de DCMU de 5 µM (preparada a partir de una solucio n saturada de DCMU en H2O 

ultrapura este ril). La cantidad de H2O y H2O18 adicionada fue de 150 µL/gramo de suelo. Se 

incubaron un nu mero igual de cada tipo de muestras tanto en luz como en oscuridad a 37 ℃ 

durante 3 semanas. Las condiciones de luz consistieron en una intensidad de 147,5±10 µmol 

quanta m-2 s-1 de luz blanca de 5500 K proporcionada por dos bombillas LED cilí ndricas, de 40 

vatios y 3500-3800 lu menes cada una (Bonlux, Lusta LED Co., Guandong, China). Las muestras 

a las que le correspondí a 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 adiciono  150 µL de H2O ultrapura este ril. Tres de esas muestras se incubaron en 

condiciones de luz y otras tres en condiciones de oscuridad durante tres semanas. 

III.2.3 Centrifugación isopícnica y fraccionamiento de gradientes 

Tras la extraccio n de ADN, llevada a cabo como se indica en la seccio n III.3, una cantidad 

aproximada de 1 µg de ADN se sometio  a una centrifugacio n en una solucio n de CsCl (Sigma) 

con una densidad de 1,725 g mL-1 preparada a partir de una solucio n stock de 1,885 g mL-1, y 

tampo n GE (100 mM Tris-HCl, pH 8,0; 100 mM KCl; 1 mM EDTA) (Neufeld et al., 2007). Las 

densidades se calcularon a partir del í ndice de refraccio n de las soluciones, que se determino  

(con correccio n de temperatura) mediante un refracto metro digital Reichert AR200. La 

centrifugacio n se llevo  a cabo en una Ultracentrí fuga Optima XPN-80 (Beckman), utilizando el 

rotor Beckman VTi90 y tubos de centrí fuga 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 centrifugacio n se llevo  a cabo durante 60-65 horas a una velocidad de 47 200 rpm y 

una temperatura de 20 ℃. 

El gradiente obtenido tras la centrifugacio n se separo  en 16 fracciones de ~350 µL mediante la 

inyeccio n en la parte superior del tubo de centrí fuga sellado de un flujo constante de agua 

este ril generado por una bomba de jeringa programable, una vez que se habí a realizado una 

perforacio n en la parte inferior del mismo. La densidad de las fracciones obtenidas se calculo  a 

partir del í ndice de refraccio n de e stas. El ADN contenido en cada fraccio n se precipito  

an adiendo 2 µL de acrilamida lineal (Ambion, 5 mg mL-1) y 2 volu menes de solucio n de 

polietilenglicol (PEG) (30 % PEG 6000 y 1,6 M NaCl). Tras mezclar en vo rtex, esta mezcla se 

incubo  toda la noche a temperatura ambiente en oscuridad. Posteriormente se procedio  a una 

centrifugacio n a temperatura ambiente durante 30 minutos a 13 000 g. Se descarto  el 

sobrenadante y el pellet se lavo  con 500 µL de etanol de grado molecular (Sigma) al 70 %. Se 

procedio  entonces a una centrifugacio n a 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 resuspendio  en 30 µL de tampo n TE (Neufeld et al., 2007). 

El ADN obtenido de este modo se conservo  a −20 ℃ hasta su uso posterior. 

 

Figura 11. Material utilizado durante el marcaje con H2O18 y posterior centrifugación 
isopícnica. 

III.2.4 qPCR 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 fraccio n de los 22 gradientes. Las reacciones 

se llevaron a cabo en un volumen final de 20 µL utilizando placas de 96 pocillos de volumen 

0,1 mL MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems TM, Foster City, 

California, EE. UU.). Se empleo  la polimerasa AmpliTaqTM Fast DNA Polymerase, junto al tampo n 

de reaccio n 20x Master Mix TaqMan Fast Advanced (Applied BiosystemsTM). Se utilizo  el ciclo 

de 40 minutos del termociclador AB StepOnePlus (Applied BiosystemsTM). 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 amplificacio n.  
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Tabla 3. Cebadores universales de bacterias (BAC) y arqueas (ARC) utilizados en la qPCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

Componente 
Concentración/cantidad por reacción de PCR 

Arqueas Bacterias 

Ready Mix 20x 1x 

Cebador F (100 µM) 0,5 µM 0,9 µM 

Cebador R (100 µM) 0,5 µM 0,9 µM 

Sonda (100 µM) 0,2 µM 0,25 µM 

Molde ADN 2 µL 

H2O ultrapura estéril c.s.p. 20 µL 

Volumen final 20 µL 

Cebadores Secuencia (5’ – 3’) 

ARC787F ATTAGATACCCSBGTAGTCC 

ARC1059R GCCATGCACCWCCTCT 

ARC915P AGGAATTGGCGGGGGAGCAC 

BAC338F ACTCCTACGGGAGGCAG 

BAC805R GACTACCAGGGTATCTAATCC 

BAC516P TGCCAGCAGCCGCGGTAATAC 



 

 
52 

 

 

 

 

 

 

III.3 Extracción y purificación de ADN metagenómico 

El ADN de las muestras obtenidas en octubre de 2013 y noviembre de 2014 se extrajo utilizando 

el kit de extraccio n FastDNA SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals, California, EE. UU.) a partir de 

10 gramos de suelo, utilizando el sistema FastPrep para la lisis meca nica y siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Se llevo  a cabo un posterior paso de purificacio n por el me todo de 

fenol:cloroformo.  

Para la extraccio n del ADN de las muestras recogidas durante el tercer muestreo se empleo  el 

kit comercial PowerSoil Extraction/Isolation Kit (MoBio Laboratories Inc., Carlsbad, California, 

EE. UU.), utilizando 0,25 gramos de muestra. Fue necesario an adir un paso previo de lavado 

mu ltiple con solucio n salina basal (PBS) para eliminar parte de las sales presentes. 

El kit de extraccio n empleado en el experimento de marcaje con iso topos estables (SIP) fue 

tambie n FastDNA SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals, California, EE. UU.), en su versio n de 

0,5 gramos.  

III.4 Determinación de la integridad, concentración y pureza del ADN 

III.4.1 Electroforesis en gel de agarosa 

La integridad del ADN extraí do se comprobo  mediante electroforesis en geles horizontales de 

agarosa. Esta te cnica se basa en la carga negativa que poseen las mole culas de ADN, propiedad 

por la cual migran hacia el a nodo (polo positivo) cuando se someten a un campo ele ctrico 

(electroforesis). El gel de agarosa se comporta como un tamiz molecular que permite separar 

estas mole culas cargadas en funcio n de su taman o y forma. De este modo, los fragmentos 

pequen os de ADN migrara n ma s ra pido hacia el a nodo que las mole culas ma s grandes, que 

quedara n ma s cercanos al ca todo. 

Se prepararon geles de agarosa (Seakem, LE Agarose) a una concentracio n del 0,8 % (p/v) en 

tampo n TAE 1x (preparado a partir del 50x) con 3 µL de RedSafe 20 000x (iNtRON 

94 ℃ 

5 min 

95 ℃ 

30 s 

35 ciclos 

62 ℃ 

60 s 

4 ℃ 

Figura 12. Ciclos de temperatura utilizados en la reacción de la qPCR en tiempo real. 
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Biotechnology), que se sumergieron en ese mismo tampo n 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 proporcio n 2:4 con tampo n 

de carga 6x para facilitar la carga de la muestra en los pocillos del gel. Se utilizo  un patro n de 

pesos moleculares de 1 Kb DNA (Invitrogen). La corriente ele ctrica aplicada fue de 60 V 

durante 40 minutos. La visualizacio n 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).  

Tampo n TAE 50x: a cido ace tico glacial, 57,1 mL; EDTA 50 mM, pH 8,0; tris-base, 242 g; agua 

destilada, c.s.p. 1000 mL. 

Tampo n de carga 6x: Azul de bromofenol 0,25 % (p/v); sacarosa 40 % (p/v); xile n-cianol 

0,25 % (p/v). Este tampo n se conserva a 4 ℃. 

 
Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa. 

III.4.2 Espectrofotometría 

Dado que los nucleo tidos y otros compuestos contaminantes (proteí nas, compuestos feno licos, 

etc.) absorben energí a de longitudes de onda especí ficas, el ana lisis de ADN por 

espectrofotometrí a permite la cuantificacio n y determinacio n de la pureza del ADN obtenido. 

En concreto, se utilizo  un espectrofoto metro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), que mide la 

absorbancia a 230, 260 y 280 nm, y calcula los cocientes A260/A280 y A260/A230. El ADN 

absorbe a 260 nm, mientras que los contaminantes orga nicos y las sales absorben a 230, y las 

proteí nas y compuestos feno licos 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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III.4.3 Fluorimetría 

Los me todos de fluorimetrí a desarrollados para el ana lisis cuantitativo de ADN se basan en la 

unio n de un fluoro foro selectivamente a mole culas de ADN de doble cadena intactas. Los dos 

me todos empleados en esta tesis doctoral fueron Quant-iTTM 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 me todo se realizan una a una. En ambas 

te cnicas es necesario el uso de patrones. El me todo de Qubit dsDNA es ma s preciso para 

medidas de bajas concentraciones de ADN que las medidas de espectrofotometrí a. La 

cuantificacio n de ADN por esta te cnica es preferible ya que, al contrario que en las medidas de 

espectrofotometrí a, u nicamente mide ADN de doble cadena de buena calidad (Nakayama et al., 

2016). 

III.5 Secuenciación del ADN metagenómico y librerías del gen ARNr 16S 

La secuenciacio n del ADN metageno mico obtenido de los dos primeros muestreos se llevo  a 

cabo en el Servicio de Biologí a del Centro de Investigacio n, Tecnologí a e Innovacio n de la 

Universidad de Sevilla (CITIUS). Se secuencio  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 construyo  una librerí a de 

la regio n 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 preparacio n de las librerí as del gen ARNr 16S con los mismos cebadores citados 

anteriormente y la secuenciacio n de e stas en el experimento de marcaje con iso topos estables 

(SIP) se llevo  a cabo en el servicio de secuenciacio n ambiental de la Universidad de 

Southampton (Reino Unido). 

III.6 Bases de datos 

III.6.1 Metagenomas 

En el presente estudio se han utilizado datos procedentes de bases de datos metageno micas 

obtenidas por otros autores con fines comparativos. Se trata de los metagenomas obtenidos de 

agua del Mar Mediterra neo (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; Ferna ndez et al., 2014a), 

un metagenoma de un estanque de una salina solar en Isla Cristina, Huelva con un 21 % de sales 

http://press.igsb.anl.gov/earthmicrobiome/emp-standard-protocols/16s/)
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(IC21) (Ferna ndez et al., 2014b;  2014c) y otro de un cristalizador de una salina localizada en 

la laguna Ca huil (Chile) con una salinidad del 34 % (Plominsky et al., 2014), adema s de 

metagenomas de suelos salinos del desierto del Kutch, en Gujarat, India (Pandit et al., 2015). 

Las caracterí sticas 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 Ca huil se 

secuenciaron mediante pirosecuenciacio n, los metagenomas procedentes de suelos salinos del 

desierto del Kutch se obtuvieron mediante la tecnologí a IonTorrent.  

III.6.2 Bases de datos de secuencias 

III.6.2.1 COG (Cluster of Orthologous Groups) 

La base de datos de proteí nas COG se genero  mediante la comparacio n de todas las proteí nas, 

predichas y conocidas, en todos los genomas microbianos completos disponibles, para inferir 

grupos de orto logos. Cada COG consiste en un grupo de proteí nas orto logas en al menos tres 

linajes y probablemente corresponden a un dominio conservado en linajes ma s antiguos. Cada 

COG tiene una descripcio n funcional especí fica, adema s de englobarse en categorí a superiores 

ma s amplias (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/). 

III.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 versio n 11.4 de esta base de datos 

revisada.  

III.6.2.3 SEED 

Esta base de datos funcional se organiza en subsistemas, cada uno de los cuales engloba 

productos ge nicos relacionados por participar en un mismo proceso biolo gico (como, por 

ejemplo, movilidad por medio de flagelo, sí ntesis de histidina, etc.) (Overbeek et al., 2005).  

III.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 cientí fica deposita las secuencias geno micas 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 esta n todos anotados 

mediante la herramienta de anotacio n de NCBI (Tatusova et al., 2016), lo cual mejora la 

coherencia de los productos ge nicos anotados en ellos (O’Leary et al., 2016).  
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Tabla 5. Bases de datos metagenómicas públicas utilizadas en esta Tesis Doctoral. 

Base de 
datos 

Hábitat 
Salinidad 

(%) 

Número de 
acceso en NCBI 
Sequence Read 

Archive 

Referencia 

DCM3 Mar Mediterráneo 3,8 % SRX017111 
(Ghai et al., 
2010) 

SS13 
Salina solar “Bras 
del Port” (Santa 
Pola, Alicante) 

13 % SRX328504 
(Fernández et 
al., 2014a) 

SS19 
Salina solar “Bras 
del Port” (Santa 
Pola, Alicante) 

19 % SRX090228 
(Ghai et al., 
2011) 

SS33 
Salina solar “Bras 
del Port” (Santa 
Pola, Alicante) 

33 % SRX347883 
(Fernández et 
al., 2014a) 

SS37 
Salina solar “Bras 
del Port” (Santa 
Pola, Alicante) 

37 % SRX090229 
(Ghai et al., 
2011) 

IC21 
Salina solar de Isla 
Cristina (Huelva) 

21 % SRX352042 
(Fernández et 
al., 2014c) 

Gujarat 
(S1-S7) 

Suelos salinos del 
desierto del Kutch 
(India) 

4,11-
30,79 % 

S1 (SRX306504) 
S2 (SRX306503) 
S3 (SRX519631) 
S4 (SRX519746) 
S5 (SRX519747) 
S6 (SRX519748) 
S7 (SRX519749) 

(Pandit et al., 
2015) 

Cáhuil 
Salina de laguna 
Cáhuil (Chile) 

34 % SRX680116 
(Plominsky et 
al., 2014) 
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III.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.nlm.nih.gov/guide/proteins/). La versio n de la base de datos utilizada en esta 

Tesis Doctoral se descargo  del link ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db/FASTA/ el 25/09/2017. 

III.7 Análisis bioinformático de las secuencias metagenómicas 

El ana lisis bioinforma tico de las secuencias obtenidas se realizo  en una ma quina virtual 

suministrada por el Servicio de Supercomputacio n del Centro de informa tica de la Comunidad 

Andaluza (CICA) equipada con el sistema operativo Centos 6.0. Para acceder a este servidor se 

utilizo  in inte rprete SSH (Secure Shell) y una plataforma virtual vmware vsphere 4.1. El 

servidor con sistema operativo Ubuntu del centro Pacific National Northwest Laboratory se 

utilizo  durante las estancias realizadas en dicho centro. 

La herramienta de Microsoft Office Excel y la de libre acceso R se utilizaron para realizar los 

ana lisis estadí sticos y las figuras. Los paquetes de R utilizados especí ficamente para la 

realizacio n 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). 

III.7.1 Control de calidad de las secuencias 

Para la eliminacio n 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 permitio  evaluar la calidad de las secuencias en bruto, 

mientras que Prinseq permitio  descartar las secuencias o regiones de secuencias con una 

calidad por debajo de un valor determinado, así  como los duplicados. 

III.7.2 Contenido en guanina más citosina (G + C) del ADN 

El ca lculo del contenido en guanina ma s citosina del ADN se realizo  mediante la herramienta 

“geecee” del paquete de aplicaciones bioinforma ticas EMBOSS v.6.5.7.0 (Rice et al., 2000).  

III.7.3 Frecuencia de aminoácidos 

Para el ca lculo de la frecuencia de uso de aminoa cidos, se comenzo  obteniendo los marcos 

abiertos de lectura (ORF) localizados en las secuencias mediante el programa Prodigal v.2.6 

(Hyatt et al., 2010) en modo metageno mico. Posteriormente se utilizo  el lenguaje de 

programacio n Perl para descartar las secuencias menores de 100 aminoa cidos y calcular el 

porcentaje de uso de cada aminoa cido. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/proteins/)
ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db/FASTA/
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III.7.4 Punto isoeléctrico 

Para el ca lculo del punto isoele ctrico del proteoma predicho a partir de las secuencias del 

metagenoma se partio  del archivo de salida de Prodigal que contení a las secuencias 

aminoací dicas de los marcos abiertos de lectura detectados en las secuencias metageno micas. 

Un programa en Perl permitio  el ca lculo del punto isoele ctrico a partir de dicho metaproteoma 

traducido. 

III.7.5 Anotación de secuencias metagenómicas 

El proceso de anotacio n consiste en la identificacio n de la informacio n biolo gica contenida en 

una secuencia (Stein, 2001), que incluye la prediccio n de genes codificantes de proteí nas, ARNr, 

ARNt, pseudogenes, regiones de control, secuencias de insercio n, transposones y otros 

elementos mo viles, y la comparacio n de las secuencias de estas unidades geno micas con las 

disponibles en las bases de datos. El resultado de este procedimiento depende, por tanto, de la 

base de datos utilizada, adema s de los algoritmos utilizados para la prediccio n de las citadas 

unidades geno micas. 

En este estudio, la extraccio n y anotacio n de los genes ARNr 16S, que se utilizan como reloj 

molecular para la determinacio n de la filogenia de organismos procariotas, se realizo  mediante 

el algoritmo BLASTN del paquete BLAST+ (Camacho et al., 2009) en el servidor utilizado por 

nuestro grupo de investigacio n y la base de datos de ARNr 16S de arqueas y bacterias 

RDP v.11.4. Este ana lisis permite caracterizar la comunidad procariota presente a nivel 

taxono mico. Se descartaron las secuencias cuya regio n similar a su secuencia ma s cercana en 

RDP abarcaba menos de 100 pb. Para la asignacio n a nivel de phylum se tomo  el lí mite de 

similitud en 80 %, mientras que este lí mite fue situado en 95 % para la asignacio n a nivel de 

ge nero (Ghai et al., 2011; Ferna ndez et al., 2014a;  2014c). 

Para su asignacio n taxono mica, las secuencias de ADN identificadas como genes codificantes de 

proteí nas se enfrentaron a la base de datos de proteí nas nr (25/09/2017) utilizando el 

programa DIAMOND v0.8.24 en modo “sensible”. DIAMOND es un programa de alineacio n de 

secuencias de 500 a 20 000 veces ma s ra pido que BLAST, por lo que es u til para el ana lisis de 

grandes cantidades de datos como los obtenidos en proyectos de secuenciacio n metageno mica 

(Buchfink et al., 2014). Posteriormente, la asignacio n taxono mica de cada secuencia se asigno  

por el algoritmo Lowest Common Ancestor (LCA) del programa MEGAN v.6 con los para metros 

seleccionados por defecto. Este algoritmo no solo tiene en cuenta la secuencia ma s similar de la 

base de datos, sino que considera un nu mero determinado de las secuencias de referencia ma s 

similares a la secuencia problema para asignar la taxonomí a a la secuencia problema. A la 

secuencia problema se le asignara  el nombre del ancestro comu n a todas las secuencias 

consideradas en el ana lisis. La anotacio n funcional de estas secuencias codificantes de 

proteí nas, una vez traducidas mediante el programa Prodigal en modo metageno mico, 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 ge neros presentes en los datos 

metageno micos mediante el programa FOCUS (Silva et al., 2014), para seleccionar y generar a 
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continuacio n una base de datos reducida de los subsistemas (categorí as SEED) presentes en 

dichos ge neros con CD-HIT (Huang et al., 2010). La alineacio n de las secuencias problema con 

la base de datos creada se llevo  a cabo mediante RAPSearch2 (Zhao et al., 2012) con los 

para metros e-value de 10-5, un mí nimo de identidad del 60 % y una longitud mí nima de 

alineamiento de 15 aminoa cidos. Aunque este programa conserva las categorí as SEED de todos 

los resultados que cumplen con estos para metros de alineamiento, en este estudio solo se 

selecciono  el mejor de ellos. 

El programa COGNIZER (Bose et al., 2015) se utilizo  para anotar COGs en las secuencias 

metageno micas. El resultado se empleo  para el ca lculo de la diversidad funcional capturada por 

los metagenomas obtenidos.  

III.7.6 Ensamblado de secuencias metagenómicas 

En el ensamblado, las lecturas metageno micas cortas se unen en base al solapamiento de 

secuencia para formar otras ma s largas denominadas contigs. Este proceso puede llevarse a 

cabo de novo (sin ningu n tipo de conocimiento previo sobre el/los microorganismos 

secuenciados) o bien con genomas de referencia (donde se utiliza un genoma filogene ticamente 

cercano ya secuenciado y ensamblado como guí a para este nuevo ensamblado). Por lo general, 

al obtener un metagenoma de una muestra ambiental no se posee informacio n 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 

eleccio n con el mayor beneficio inmediato y no se considera la relacio n global entre todas las 

lecturas. El me todo OLC se basa en la construccio n de un gra fico que incluye todas las lecturas 

metageno micas e informacio n de su solapamiento entre ellas en forma de nodos y conectores, 

respectivamente. Los contigs se construyen mediante la definicio n de caminos no ramificados 

en este gra fico, 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 divisio n de las lecturas en 

segmentos cortos solapantes de longitud fija (k-mers) que se organizan en un gra fico de Bruijn 

en funcio n de su coocurrencia en las secuencias (Nagarajan & Pop, 2013). Los ensambladores 

se basan en una o ma s de estas estrategias. Por lo general, los me todos OLC son ma s adecuados 

para el ensamblado de secuencias largas, pero su uso en el ensamblado de secuencias cortas es 

muy costoso computacionalmente. Aquellos basados en gra ficos de Bruijn permiten el 

ensamblado eficiente de secuencias cortas (Nagarajan & Pop, 2013; Vollmers et al., 2017).  

El ensamblado de secuencias metageno micas mejora la prediccio n y anotacio n de genes y 

permite, en u ltima instancia, la obtencio n de genomas (draft genomes) ambientales, incluyendo 

los de miembros no cultivados, a partir de las lecturas metageno micas (van der Walt et al., 

2017). 
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La eleccio n de uno u otro ensamblador depende del tipo de muestra, la tecnologí a de 

secuenciacio n utilizada y los recursos de computacio n 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 compan í a que 

comercializaba la tecnologí a de pirosecuenciacio n (Margulies et al., 2006).  

El ensamblaje de lecturas de secuenciacio n se ve dificultado por factores inherentes a la 

secuencia original como la frecuencia y longitud de las secuencias repetitivas, o al me todo de 

secuenciacio n elegido, como los errores de identificacio n de bases caracterí sticos de cada 

tecnologí a de secuenciacio n o la generacio n de una cobertura no uniforme por razones 

arbitrarias (Miller et al., 2010). En el caso del ensamblado de secuencias metageno micas, 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 secuenciacio n ambiental, componentes que en muchos casos desafí a los 

algoritmos creados para el ensamblaje de genomas individuales y la capacidad de computacio n 

disponible por los grupos de investigacio n (Quince et al., 2008; Nagarajan & Pop, 2013; Olson 

et al., 2017; Hitch & Creevey, 2018). Dado que la cobertura de las secuencias geno micas de los 

taxones dominantes es mayor que la de las especies menos abundantes, el ensamblado de 

secuencias metageno micas da lugar, por lo general, a la reconstruccio n de secuencias 

geno micas 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 

formacio n de quimeras (secuencia consenso resultado de unir dos lecturas procedentes de 

microorganismos diferentes) (Mavromatis et al., 2007). Adema s, el ajuste de los para metros de 

solapamiento (similitud y longitud de la regio n solapada, porcentaje de secuencia que solapa, 

modo de actuacio n frente a elementos repetitivos, eleccio n del valor de k-mer, condiciona la 

obtencio n de faltos positivos (secuencias quime ricas), si los para metros son muy laxos, o la 

pe rdida de informacio n, en caso contrario. Por todo ello es necesario evaluar el resultado de 

este proceso de ensamblaje (Olson et al., 2017). Sin embargo, la determinacio n del grado de 

correccio n de un ensamblaje es complicado ya que el resultado correcto suele ser desconocido 

(Nagarajan & Pop, 2013). Comu nmente se considera un buen resultado aquel que maximiza la 

precisio n (que, en este caso, en el que no se conoce el resultado, se traduce en aquel que 

contiene el menor nu mero de errores de ensamblaje e indeterminaciones) y el taman o final del 

ensamblado (usando el mayor nu mero posible de lecturas para dar lugar a contigs lo ma s largos 

posible) (Miller et al., 2010; van der Walt et al., 2017). Los para metros ma s comu nmente 

utilizados para evaluar estas propiedades en un resultado de ensamblaje es el N50 (definido 

como la longitud del contig ma s pequen o contenido en el grupo de contigs ma s 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 nu mero 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 utilizo  el programa QUAST v2.3 (Gurevich et al., 2013) para el 
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ca lculo de todos esos para metros a partir del resultado de cada uno de los ensambladores 

utilizados. La cobertura tambie n puede ser utilizada para identificar errores de ensamblado 

(Nagarajan & Pop, 2013), por lo que en este estudio, se utilizo  el programa IGViewer para 

identificar contigs con cobertura irregular (Thorvaldsdo ttir et al., 2013). 

III.7.7 Extracción de genomas a partir de metagenomas 

Aunque la anotacio n frente a bases de datos de referencia de los fragmentos de ADN 

metageno micos permite explorar la diversidad filogene tica y funcional de la comunidad 

microbiana objeto de estudio, el establecimiento del origen taxono mico de estos genes 

funcionales es complejo, dado que las secuencias metageno micas pueden pertenecen a 

mu ltiples genomas (Papudeshi et al., 2017). Por otra parte, los ana lisis ecolo gicos y evolutivos 

solo pueden llevarse a cabo con datos geno micos (Hugerth et al., 2015). Adema s, tras la 

anotacio n, las secuencias no relacionadas con las presentes en las bases de datos permanecen 

sin identificar (Papudeshi et al., 2017). Las te cnicas de binning permiten agrupar las secuencias 

metageno micas relacionadas filogene ticamente. 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 funcio n 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 

informacio n del genoma compuesto microbiano, adema s de tener mí nima variacio n de 

contenido en G+C y diversidad de especies (Papudeshi et al., 2017). Las comunidades 

microbianas con una baja diversidad taxono mica y una alta cobertura de taxones 

filogene ticamente distintos resultan en MAGs de alta calidad. Si la divergencia entre especies 

presentes en el metagenoma es pequen a, la reconstruccio n de bins sera  difí cil dada la similitud 

de sus genomas (Papudeshi et al., 2017). Por ello, la extraccio n 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 me todos de binning supervisados y no supervisados (Wang et al., 2012b). En los 

primeros, las secuencias metageno micas se alinean con los genomas presentes en las bases de 

datos y se agrupan las que se asemejan a un determinado taxo n (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 proporcio n de secuencias quedara n sin agrupar mediante este 

me todo. Los me todos no supervisados hacen uso de una o varias caracterí sticas intrí nsecas de 

las secuencias, como el contenido en G+C (Karlin et al., 1997), la frecuencia de k-mers 

(frecuentemente, de tetranucleo tidos) (Pride et al., 2003; Teeling et al., 2004; Cleary et al., 

2016) y la cobertura de los contigs en una muestra o la variacio n de la misma entre varias 

muestras (Albertsen et al., 2013; Imelfort et al., 2014). Este segundo me todo de binning permite 

la reconstruccio n de genomas de taxones cultivados y no cultivados, pudiendo incluir en ellos 

secuencias sin homologí a a las depositadas en las bases de datos, así  como la determinacio n del 

origen taxono mico de los genes funcionales identificados. 
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En este estudio, el agrupamiento de contigs (≥500 nt) resultado del coensamblaje de SMO1 y 

SMO2 relacionados filogene ticamente se llevo  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 

esta  basado en la frecuencia de k-mers y permite an adir capas de informacio n tales como 

contenido en G+C, longitud de las secuencias, cobertura o informacio n taxono mica, entre otras. 

E sta u ltima herramienta permite al investigador, en funcio n de todos los para metros 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, así  como la variacio n del 

contenido en G+C, la contaminacio n con secuencias de otros grupos y la diversidad (riqueza) 

de especies presentes en dicho genoma poblacional. 

III.7.8 Estimación de la posición filogenética de los genomas extraídos 

La posicio n filogene tica de los genomas extraí dos de los metagenomas de suelo que se 

encontraban ma s de un 40 % completos se llevo  a cabo mediante la construccio n de un a rbol 

filogene tico con FastTree v.2.1.3 (Price et al., 2010) a partir de la concatenacio n 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 Refseq v.81 de NCBI 

(O’Leary et al., 2016). La relacio n con toras especies descritas con genoma disponible en las 

bases de datos puede tambie n estimarse mediante el ca lculo del para metro ANI (Average 

Nucleotide Identity), que se relaciona directamente con los resultados de experimentos 

hibridacio n ADN-ADN que muestran la relacio n entre especies (Goris et al., 2007). Mientras que 

en la hibridacio n ADN-ADN el lí mite para la delineacio n de especies se situ a en el 70 %, el lí mite 

equivalente de valores de ANI es del 95 %, valor que indica la proporcio n 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 alineacio n de las secuencias (Yoon et al., 2017). 

III.7.9 Anotación de los genomas extraídos 

Los genomas extraí dos del metagenoma completos en ma s de un 40 % se sometieron a una 

anotacio n automa tica online en el servidor de RAST v.2.0 (Rapid Annotation using Subsystem 

Technology) (Aziz et al., 2008), utilizando el protocolo de anotacio n 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 basa ndose en los subsistemas SEED (III.6.2). La anotacio n 

puede ser visualizada, comparada con la de otros genomas en la misma plataforma de RAST. Se 

trata de un anotador automa tico que permite la mejora del resultado mediante la anotacio n 

manual de genes especí ficos (Edwards & Holt, 2013; Brettin et al., 2015). 

III.7.10  Reclutamiento de genomas 

Con el objetivo de determinar el nu mero y la identidad de las secuencias de un metagenoma 

similares a las de un genoma determinado, se realizo  una bu squeda mediante el programa 
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BLAST de las secuencias metageno micas con un mí nimo de un 70 % de identidad al genoma en 

cuestio n. Para la representacio n gra fica de este resultado, el nu mero de lecturas reclutadas por 

un genoma fue normalizado por el taman o de la base de datos metageno mica. 

III.7.11 Análisis bioinformático de amplicones 

Las lecturas obtenidas de la secuenciacio n de la regio n V3-V4 del gen ARNr 16S fueron 

analizadas con diferentes programas bioinforma ticos segu n el estudio realizado, atendiendo a 

las metodologí as puestas a punto por los grupos de investigacio n con los que se llevo  a cabo 

cada uno de ellos. 

Para la evaluacio n de la distribucio n espacial de la comunidad procariota en suelos salinos de 

las Marismas del Odiel (Capí tulo II), el control de calidad de las secuencias y el proceso de 

deduplicacio n fueron llevados a cabo mediante el programa sdm (simple demultiplexer) 

(Hildebrand et al., 2014), mientras que la identificacio n de secuencias quime ricas de novo se 

realizo  con VSEARCH (Rognes et al., 2016). El clustering o agrupacio n de secuencias segu n su 

relacio n filogene tica en OTUs (Operational Taxonomic Units) fue llevado a cabo mediante 

swarm (Mahe  et al., 2014), utilizando un lí mite de similitud de 97 %. La anotacio n se realizo  

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 anotacio n de las mismas con las bases de datos citadas se utilizo  el algoritmo LCA 

implementado en el programa hundo. El a rbol filogene tico de los grupos identificados fue 

calculado con FastTree 2. 

El ana lisis de los archivos resultantes del proceso anterior se realizo  en R v.3.2.0 para Windows 

(R Core Team, 2015). El paquete tydir v.0.6.0 (Wickham, 2016) se utilizo  para transformar los 

datos entre las distintos formatos requeridos por cada funcio n en R. El paquete 

phyloseq v.1.14.0 (McMurdie & Holmes, 2013) se empleo  para filtrar y analizar la tabla de OTUs, 

el a rbol filogene tico y el archivo de metadatos. Las muestras con menos de 4.000 secuencias y 

las secuencias u nicas (singletons) o asignadas al dominio Eukarya se descartaron del ana lisis. A 

continuacio n, se seleccionaron las secuencias que aparecí an al menos en un 20 % para reducir 

el nu mero de grupos taxono micos minoritarios en los subsiguientes ana lisis. La normalizacio n 

de los valores de abundancia de OTUs en cada muestra (tabla de OTUs) previa a la aplicacio n 

de los í ndices de diversidad se llevo  a cabo utilizando el paquete DESeq2 v.1.22.1 (Love et al., 

2014).  

Los amplicones secuenciados en el experimento de marcaje con H2O18 fueron analizados con el 

pipeline de VSEARCH (Rognes et al., 2016), incluyendo los pasos de filtrado de secuencias de 

baja calidad, deduplicacio n, identificacio n de quimeras de novo así  como utilizando la base de 

datos SILVA v.132 dereplicada al 99 % y generacio n de OTUs mediante agrupacio n de las 

secuencias similares en ma s de un 97 %. La anotacio n se llevo  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 analizo  en R v.3.2.0, utilizando los paquetes phyloseq v.1.14.0 y 

ampvis2 v.2.3.11. 
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III.7.12 Determinación de la diversidad 

III.7.12.1 Alfa diversidad 

El concepto de alfa diversidad fue introducido por Whittaker en 1972 como la riqueza (nu mero 

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 (proporcio n en la que cada uno de los taxones presentes aparece) de la 

comunidad estudiada. Los ana lisis de alfa diversidad son u tiles para examinar los patrones de 

dominancia, rareza o complejidad de la comunidad. Diversos í ndices de alfa diversidad pueden 

ser utilizados para estimar estos para metros. En este estudio se utilizaron el nu mero de taxones 

observados y el í ndice de diversidad de Shannon. 

Nu mero de taxones o grupos observados 

Representa el nu mero de especies o grupos funcionales diferentes observados en la muestra.  

I ndice Chao 1 

E ste í ndice refleja la prediccio n del nu mero de especies presentes en una muestra por 

extrapolacio n del nu mero de organismos poco abundantes que podrí an no haber sido 

obtenidos debido a un muestreo (o secuenciacio n, en este caso) insuficiente (Chao, 1987). 

I ndice de Shannon o Shannon-Wiener (H’) 

El í ndice de Shannon considera tanto el nu mero como la equitatividad de las especies presentes. 

Los valores de este í ndice suelen oscilar entre 0,5 y 5, y, aunque no tiene lí mite superior, una 

comunidad se considera diversa cuando este valor es superior a 3. La fo rmula del í ndice de 

Shannon es la siguiente (Shannon & Weaver, 1949): 

𝐻′ = −∑𝑝𝑖 log2 𝑝𝑖

𝑆

𝑖=1

 

donde 

S – nu mero de especies (riqueza) 

pi – proporcio n de individuos de la especie i respecto del total de individuos; esto es, la 

abundancia relativa de la especie i, 
𝑛𝑖

𝑁⁄  

ni – nu mero de individuos de la especie i 

N – Nu mero de todos los individuos de todas las especies 
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Aunque generalmente estos í ndices se han utilizado para caracterizar la diversidad especí fica, 

pueden aplicarse a otras caracterí sticas de la comunidad o niveles taxono micos (Krause et al., 

2008). Para la realizacio n de la diversidad filogene tica y funcional de los metagenomas 

completos, el í ndice Chao 1 a nivel de ge nero y el nu mero de grupos (COGs) observados, 

respectivamente, se calcularon mediante la funcio n alpha_diversity.py del paquete QIIME. 

Todos estos í ndices se calcularon a nivel de OTUs sin aplicacio n previa de ningu n tipo de 

normalizacio n o rarefaccio n en el caso del ana lisis de amplicones, haciendo uso de la funcio n 

“estimate_richness” disponible en el paquete de R phyloseq. 

III.7.12.2 Beta diversidad 

La beta diversidad hace referencia a la variacio n de la composicio n en especies de dos muestras, 

medida que puede ser tratada como una distancia. Whittaker la definio  como “el grado del 

reemplazo de especies o el cambio bio tico a lo largo de gradientes ambientales” (Whittaker, 

1972). Los í ndices de beta diversidad son u tiles, pues, para relacionar la estructura espacial de 

las comunidades microbianas con los procesos ecolo gicos (Ricotta, 2017). Estos í ndices pueden, 

por lo general, considerar tan solo la ausencia o presencia de especies en las muestras 

estudiadas, de forma que son í ndices binarios o no ponderados, o tener en cuenta tambie n la 

abundancia de los mismos en el caso de los ponderados. 

El í ndice utilizado para el ca lculo de la beta diversidad en este trabajo fue el de disimilitud de 

Bray-Curtis ponderado, cuya fo rmula se expone a continuacio n: 

BCij = 1 −
2Cij

Si + Sj
 

donde  

Cij – suma del menor valor de abundancia observado de todas las especies compartidas entre 

las dos muestras comparadas 

Si – nu mero total de especies presentes en la muestra i 

Sj – nu mero total de especies presentes en la muestra j 

Los valores de este í ndice se situ an entre 0 y 1, donde el valor 0 indica que las dos muestras 

estudiadas tienen la misma composicio n. E ste í ndice fue calculado mediante la funcio n vegdist 

del paquete de R vegan. 

III.7.13 Análisis estadísticos 

Para evaluar las diferencias entre las propiedades fisicoquí micas de las muestras tomadas a 

diferente profundidad (superficie/subsuperficie) se realizaron pruebas de Student entre los 

dos grupos. Las diferencias estadí sticamente 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 

para metros fisicoquí micos. En todos los casos, los p-valores fueron ajustados por el nu mero de 

comparaciones realizadas segu n Bonferroni y el nivel de significancia establecido en p=0,05.  

Las curvas de rarefaccio n de la diversidad filogene tica y funcional detectada en los 

metagenomas completos se calcularon mediante el uso 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 seccio n 

III.7.5 y utilizando como medidas de diversidad el í ndice Chao 1 y el nu mero de categorí as COGs 

detectadas, respectivamente.  

La evaluacio n de las diferencias a nivel de alfa diversidad entre las muestras de diferente 

profundidad se utilizo  la prueba no parame trico 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 distribucio n de los 

datos se evaluo  mediante el test de Shapiro-Wilk (Shapiro 1965). Estas pruebas estaban 

disponibles como funciones ba sicas de la versio n de R utilizada. La correlacio n de los valores 

de alfa diversidad con los para metros fisicoquí micos se llevo  a cabo mediante la funcio n 

corr.test del paquete psych, obteniendo valores de correlacio n de Pearson. La correccio n de 

Bonferroni fue aplicada mediante la funcio n dunn.test del paquete de R dunn.test. La 

significancia fue determinada con un intervalo de confianza del 95 % (p=0,05).  

El ana lisis de ordenacio n basado en Escalamiento Multidimensional No Me trico (NMDS, del 

ingle s Non-Metric Multidimensional Scaling) se llevo  a cabo para representar las relaciones 

entre muestras basadas en los í ndices de Bray-Curtis. Para ello se utilizo  la funcio n metaMDS 

del paquete vegan (Oksanen et al., 2017) en R. La funcio n envfit del mismo paquete fue 

empleada para superponer las relaciones de los para metros fisicoquí micos con los ejes de 

representacio n del NMDS. Solo se mostraron en el gra fico los para metros significativamente 

correlacionados tras la aplicacio n de la correccio n de Bonferroni al resultado de la funcio n 

envfit. La funcio n PERMANOVA (Anderson, 2008) del paquete de R vegan permitio  evaluar la 

contribucio n de cada factor (profundidad o lugar de muestreo) y cada para metro fisicoquí mico 

en la variacio n de la comunidad microbiana entre muestras. 

La funcio n indval del paquete labdsv (Roberts, 2016) se utilizo  para realizar el ana lisis de 

especies indicadoras de Dufre ne-Legendre (Dufre ne & Legendre, 1997). Mediante este ana lisis 

se trata de identificar que  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 e stas en los grupos considerados. 

El ana lisis estadí stico de los datos de secuenciacio n obtenidos en el experimento de marcaje 

con iso topos estables tambie n se llevo  a cabo en R. La funcio n amp_ordinate del paquete 

ampvis2 v2.3.11 fue utilizada para realizar el ana lisis multidimensional de componentes 
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principales (PCA) basado en el í ndice de Bray-Curtis. Para ello, previamente se aplico  la 

transformacio n de Hellinger a la tabla de ocurrencia de OTUs. Las diferencias entre 

tratamientos observadas en la ordenacio n fueron evaluadas mediante las pruebas ANOSIM 

(ANalysis of SIMilarities), incluida en las funciones ba sicas de R, y PERMANOVA, como la 

funcio n adonis2 del paquete vegan.  

III.7.14 Depósito de las secuencias en bases de datos públicas 

Las lecturas obtenidas de los metagenomas completos SMO1 y SMO2, así  como los genomas 

extraí dos a partir de ellos se depositaron en DDBJ/ENA/Genbank en el proyecto PRJNA318875. 

Los datos de secuenciacio n de amplicones obtenidos para el ana lisis 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 CAPÍTULO I 

Con el objetivo de caracterizar filogene tica y funcionalmente la comunidad procariota de suelos 

salinos localizados en las Marismas del Odiel, se procedio  a la obtencio n, secuenciacio n y 

ana lisis de dos bases de datos metageno micas de estos suelos. 

IV.1.1 Caracterización fisicoquímica del suelo 

Las caracterí sticas fisicoquí micas de las dos muestras obtenidas durante los muestreos de 

octubre de 2013 y noviembre de 2014 (designadas como SMO1 y SMO2, respectivamente) se 

recogen en la Tabla 1. 

El suelo mostraba una textura francoarenosa, de acuerdo con la clasificacio n textural propuesta 

por USDA (Soil Survey Staff, 2010). El pH del suelo muestreado variaba de moderadamente 

ba sico en octubre de 2013 (7,8) a ba sico 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 ele ctrica (CE1:5), fue de 24 

dS/m en SMO1 y 54,5 dS/m para SMO2. Dado que los lí mites de conductividad establecidos 

para evaluar la salinidad del suelo se refieren a esta medida en el extracto de pasta saturada 

(CEe) – un me todo costoso y laborioso que requiere experiencia previa para su correcta 

realizacio n –, la relacio n 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 poseí a caracterí sticas de suelos salinos en los dos 

momentos de muestreo, sugiriendo que la alta concentracio n de sales no es un rasgo transitorio 

de los mismos, sino permanente, al menos durante la e poca de muestreo escogida. En relacio n 

con la literatura existente sobre suelos salinos desde el punto de vista microbiolo gico, 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 (Me xico) (Pandit et al., 2015), considerando el resto de los trabajos existentes 

conductividades ma s bajas. 

El contenido en carbono orga nico se situ a 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 nitro geno 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 (Beltra n 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 para metros en la solucio n 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 proporcio n de solvente por unidad de suelo, los valores obtenidos en ellos 

pueden sobreestimar las concentraciones reales en la solucio n del suelo (Rhoades et al., 1999). 

Por otro lado, la caracterí stica estructura heteroge nea del suelo da lugar a la formacio n de 

micronichos con condiciones fisicoquí micas particulares, ma s diversas cuanto menor conexio n 

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). Adema s, la cantidad de agua presente 

en un suelo modula la biodisponibilidad y el transporte de los compuestos solubles en e l (Tecon 

& Or, 2017). Así , la humedad relativa del suelo juega un papel relevante en la evaluacio n de los 

niveles y variacio n de estre s osmo tico, concentracio n de nutrientes o compuestos to xicos que 

se encuentran en el entorno directo de la comunidad de microorganismos objeto de estudio.  

IV.1.2 Características generales de las bases de datos metagenómicas 

La Tabla 7 muestra algunas caracterí sticas generales, como el nu mero y longitud media de las 

secuencias, de las bases de datos metageno micas analizadas en este estudio, así  como el tipo de 

ha bitat del que fueron obtenidas, su salinidad y pH. Como referencia, se incluyeron en este 

estudio varios metagenomas de ambientes hipersalinos acua ticos obtenidos mediante la misma 

tecnologí a que las bases de datos de suelos secuenciadas durante esta Tesis Doctoral. Entre 

e stos 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 (Espan a), que 

constituyen uno de los ambientes hipersalinos mejor conocidos desde el punto de vista 

microbiolo gico (Ventosa et al., 2014) y que fueron estudiadas por nuestro grupo de 

investigacio n en colaboracio n con el del Dr. Rodrí guez-Valera de la Universidad de Alicante 

(Ghai et al., 2011; Ferna ndez et al., 2014a). Incluimos tambie n 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 extraccio n y secuenciacio n e igualmente 

estudiadas por nuestro grupo de investigacio n con anterioridad (Ferna ndez et al., 

2014b;  2014c). Con el objetivo de minimizar los sesgos derivados del uso de diferentes 

programas para el ana lisis bioinforma tico de las bases de datos, y de validar los me todos 

utilizados en esta Tesis Doctoral, todos los metagenomas se analizaron de manera paralela 

haciendo uso de la misma metodologí a. 

Cabe destacar la mayor longitud de las lecturas de los metagenomas de suelo, a pesar de estar 

obtenidos mediante la misma tecnologí a, como consecuencia del avance de la tecnologí a de 

pirosecuenciacio n en el perí odo de tiempo entre la obtencio n de las primeras y las u ltimas bases 

de datos. 
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Tabla 6. Características fisicoquímicas de las dos muestras de suelo salino, designadas como 
SMO1 y SMO2. 

Parámetro Unidades SMO1 SMO2 

pH1:2,5 - 7,80 8,90 

CE1:5 dS/m 24,00 54,50 

Humedad relativa % 14,70 6,90 

Materia orgánica mg/kg 2590,00 2342,00 

Carbono orgánico mg/kg N.D. 13 590,00 

Carbono total mg/kg N.D. 17 640,00 

Nitrógeno total mg/kg 1070 890,00 

Nitrógeno orgánico 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 

Fósforo  % 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 límite de detección. 
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Tabla 7. Características generales de las bases de datos de ambientes hipersalinos 
analizadas en este estudio. 

Base 
de 

datos 
Hábitat 

Conductividad/ 

salinidad 
pH 

Nº de 
secuencias 

Longitud 
media de 
secuencia 

(pb) 

Referencia 

SMO1 
Suelo 
salino 

24,0 dS/m 7,8 1 289 630 628 
(Vera-Gargallo 
& Ventosa, 
2018; Vera-
Gargallo et al., 
2018) 

SMO2 
Suelo 
salino 

54,4 dS/m 8,9 839 941 629 

SS13 Salina 13 % NaCl 8,0 1 481 803 305 
(Fernández et 
al., 2014a) 

SS19 Salina 19 % NaCl 8,0 1 241 633 361 
(Ghai et al., 
2011) 

SS33 Salina 33 % NaCl 7,0 963 381 367 
(Fernández et 
al., 2014a) 

SS37 Salina 37 % NaCl 7,1 736 936 417 
(Ghai et al., 
2011) 

IC21 Salina 21 % NaCl 7,5 1 191 373 397 
(Fernández et 
al., 
2014b;  2014c) 

IV.1.3 Rasgos halofílicos de las bases de datos metagenómicas 

Varios rasgos geno micos, como un proteoma a cido y un alto contenido en GC, han sido 

propuestos como adaptaciones fisiolo gicas de los microorganismos halo filos a ha bitats con 

altas concentraciones de sal (Paul et al., 2008; Barbera n et al., 2012). Estas caracterí sticas han 

sido utilizadas con anterioridad en estudios metageno micos para realizar una caracterizacio n 

inicial de la microbiota de estos ambientes (Kunin et al., 2008; Rodriguez-Brito et al., 2010; Ghai 

et al., 2011; Ferna ndez et al., 2014a;  2014c). En este estudio se analizan el punto isoele ctrico, 

la frecuencia de aminoa cidos y el contenido en GC de las bases de datos obtenidas de suelos 

salinos en relacio n a los resultados de los metagenomas de referencia. 

En la Figura 16 se puede observar la predominancia de aminoa cidos a cidos en el metaproteoma 

traducido a partir de las secuencias metageno micas de las bases de datos de suelos salinos. 

Todas las bases estudiadas muestran un perfil bimodal con un pico de punto isoele ctrico bajo 

(alrededor de 4) y otro de alto pI (aproximadamente 10). En las bases de datos acua ticas se 

observa un aumento del porcentaje de aminoa cidos a cidos a medida que aumenta la salinidad, 

mientras que los perfiles del metaproteoma de suelos salinos no siguen la misma tendencia, 

E stos se situ an entre los de las bases de datos SS33, SS37 e IC21 y los menos salinos SS13 y 

SS19. Una alta proporcio n de aminoa cidos a cidos aspartamo y glutamato con respecto a los 

cargados positivamente ha sido observada en el proteoma de la mayorí a de los 
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microorganismos con estrategia de osmoadaptacio n 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 concentracio n 

de cargas positivas que poseen estos organismos, esta relacio n no esta  clara actualmente (Oren, 

2013b; Czech & Bremer, 2018). Los organismos con estrategia salt-out, e incluso los marinos, 

poseen tambie n una mayor representacio n de aminoa cidos a cidos frente a ba sicos, aunque este 

desbalance es menos acusado que en el caso de los organismos con estrategia salt-in (Elevi 

Bardavid & Oren, 2012b). 

 

Adema s de una predominancia de aminoa cidos a cidos frente a ba sicos, tambie n se ha 

observado en las proteí nas de microrganismo halo filos una tendencia al uso del aminoa cido 

ba sico arginina frente a lisina (Thanki et al., 1988; Fukuchi et al., 2003)(Figura 17). El patro n 

de uso de aminoa cidos observado en SMO1 y SMO2 es tambie n muy similar al detectado en las 

bases de datos de ambientes hipersalinos acua ticos y sigue estas dos tendencias. El uso 

preferencial de arginina frente a lisina podrí a deberse al diferente contenido en GC de los 

codones asociados a cada uno de los dos aminoa cidos. Los microorganismos halo filos suelen 

poseer un alto valor de GC y, dado que los codones codificantes de lisina (AAA y AAG) tienen un 

sesgo hacia nucleo tidos AT y la arginina es codificada por los codones CGT, CGC, CGA, CGG, AGA 

y AGG, el u ltimo se encontrarí a favorecido en estos organismos (Rhodes et al., 2010). 

Figura 14. Punto isoeléctrico del proteoma traducido a partir de las secuencias de las 
bases de datos metagenómicas de suelo y de referencia, mostrado como el porcentaje 

del total de secuencias. 
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En cuanto al contenido en GC de las secuencias metageno micas de suelos salinos, se observo  

una distribucio n bimodal similar al de las bases de datos procedentes de estanques de salinas 

(Figura 18). La mayorí a de los halo filos extremos, como los miembros de la clase Halobacteria 

(Euryarchaeota) y del ge nero bacteriano Salinibacter se caracterizan por poseer un alto 

contenido en GC, rasgo que ha sido propuesto como protector contra la formacio n de dí meros 

de timidina inducidos por los radiacio n ultravioleta que sufren la mayorí a 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 ge nero 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 correspondí an 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 ma s amplios y se 

encuentran peor definidos. Dado que el contenido en GC es un rasgo taxono mico, de manera 

que taxones filogene ticamente cercanos poseen contenidos en GC similares, estos resultados 

sugieren que la comunidad microbiana de los suelos presenta una mayor diversidad 

taxono mica que las bases de datos acua ticas. Adema s, el pico de bajo GC observado en los 

metagenomas de suelos no coincide con el del ge nero Haloquadratum, sino que podrí a 

corresponder secuencias relacionadas con otros taxones halo filos 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, esta  en consonancia con el contenido 

Figura 15. Frecuencia de uso de aminoácidos determinada a partir 
del metaproteoma traducido de las bases de datos SMO1, SMO2, 

SS13, SS19, IC21, SS33 y SS37. 
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en GC de microorganismos halo filos pertenecientes a las familias Halobacteria, Rhodotermaceae 

y al filo Actinobacteria.  

Dada la naturaleza heteroge nea del suelo, que propicia la existencia de microha bitats con 

distintas condiciones fisicoquí micas (especialmente en suelos con baja contenido en 

agua)(Tecon & Or, 2017), y a pesar de las altas concentraciones de sales encontradas en e stos, 

no podemos descartar que una fraccio n de las secuencias pertenezcan a microorganismos no 

halo filos. 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 

et al., 2018). 

 

IV.1.4 Estimaciones de alfa-diversidad 

Con el objetivo de evaluar el grado de diversidad filogene tica y funcional capturados en este 

estudio, del total presente en estos suelos, se llevaron a cabo las curvas de rarefaccio n que 

pueden ser observadas en las Figuras 4A y B. La inclusio n de las bases de datos de referencia 

en estos ana lisis permitio  la comparacio n de la diversidad presente en suelos frente a la 

determinada para los ambientes acua ticos hipersalinos. Con respecto a la diversidad 

filogene tica, valorada a partir del í ndice de riqueza Chao 1 basada en la anotacio n a nivel de 

especie de las lecturas metageno micas, el valor para los suelos salinos se encontraba en el rango 

de las bases de datos acua ticas ma s diversas y con menor concentracio n de sales, SS13 y SS19 

(Figura 19A). A nivel funcional, el ana lisis de rarefaccio n basado en la anotacio n de categorí as 

Figura 16. Perfil de contenido en GC de las secuencias de las bases de datos SMO1, SMO2, 
SS13, SS19, IC21, SS33 y SS37. 
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COGs en las secuencias metageno micas mostro  que los suelos salinos poseí an una mayor 

diversidad funcional (Figura 19B). Estos resultados son coherentes con los estudios que indican 

que los suelos constituyen uno de los ambientes ma s diversos de la Tierra, presumiblemente 

debido a su estructura heteroge nea y las amplias y bruscas oscilaciones en las condiciones 

fisicoquí micas 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 ecolo gica en ha bitats 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 metagenómicas en contigs 

El ensamblado de lecturas metageno micas en secuencias ma s largas compuestas por secuencias 

solapantes (contigs) permite una asignacio n taxono mica y funcional ma s fiable, y permite la 

agrupacio n de secuencias filogene ticamente relacionadas en bins (Vollmers et al., 2017). Tras 

realizar varias pruebas con diferentes ensambladores y para metros, los mejores resultados, 

mostrados en la Tabla 8, 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 nu mero de lecturas ensambladas y contigs ma s largos) se llevo  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 

acua ticos. El valor de N50, que representa el taman o mí nimo de los contigs ma s largos que 

componen el 50 % del ensamblaje, tambie n 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 secuenciacio n similar, una 

comunidad menos diversa contendra  una mayor proporcio n de secuencias solapantes (esto, es, 

perteneciente a un mismo organismo) que otra ma s diversa.  
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Figura 17A y B. Curvas de rarefacción basadas en A) la diversidad filogenética 
evaluada mediante el índice Chao 1, y B) la diversidad funcional en base al 

número de categorías COGs anotadas en las bases de datos metagenómicas 
estudiadas. 
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Tabla 8. Porcentaje de lecturas ensambladas, número de contigs y valor de N50 del resultado 
del ensamblaje de las bases de datos metagenómicas de suelos salinos obtenidas en este 

estudio y las procedentes de salinas utilizadas como referencia. 

 

 

 

 

 

IV.1.6 Diversidad filogenética de la comunidad microbiana 

Para evaluar la diversidad filogene tica de la comunidad microbiana se utilizaron dos 

aproximaciones: por un lado, se analizo  la afiliacio n taxono mica de los contigs resultado del 

ensamblado conjunto de las dos bases de datos metageno micas (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 afiliacio n taxono mica de los contigs, en relacio n 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 a la que se encontrarí a 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; Ferna ndez et al., 2014a). 

Aunque su distribucio n no se encuentra restringida a ambientes extremos de donde 

inicialmente se aislaron profusamente, sino que son cosmopolitas (Chaban et al., 2006; Jarrell 

et al., 2011), se ha propuesto que las propiedades de las membranas de arqueas las hacen ma s 

resistentes a condiciones fisicoquí micas extremas, razo n por la que predominan en ambientes 

extremos (Van de Vossenberg et al., 1998). La proporcio n 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 funcio n 

del grado de salinidad (Xie et al., 2017), como ocurre en ambientes hipersalinos acua ticos, 

aunque esta propiedad es difí cilmente comparable entre estudios de ambientes salinos 

terrestres. Los miembros del phylum Euryarchaeota, al que se afilian las aqueas halo filas 

extremas de la clase Halobacteria, dominaban la fraccio n del dominio Archaea. Los miembros 

de este phylum son miembros comu nmente 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). Tambie n detectamos contigs relacionados con representantes 

del phylum candidato Nanohaloarchaeota. Este grupo de arqueas de pequen o taman o (~ 0,6 

µm) fue detectado por primera vez en el lago alcalino hipersalino Magadi (Kenia) (Grant et al., 

Base de datos Lecturas ensambladas (%) Nº de contigs >1 kb N50 (pb) 

SMO1 
26,7 25 001 1 857 

SMO2 

SS13 63,7 8 193 2 280 

SS19 65,3 12 742 2 429 

SS33 59,0 6 040 2 069 

SS37 67,0 6 589 2 336 

IC21 69,2 9 270 2 793 
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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, Espan a) (Ghai et al., 2011; Zhaxybayeva et al., 2013; 

Martí nez-Garcí a et al., 2014; Gomariz et al., 2015), de Argentina (Di Meglio et al., 2016) y en los 

sedimentos de salinas de Suda frica (Casanueva et al., 2008) y Santa Pola (Mora-Ruiz et al., 

2018); en lagos salinos de Transilvania (Rumaní a) (Baricz et al., 2014b) y Siberia (Rusia) 

(Vavourakis et al., 2016), así  como en costras salinas del desierto de Atacama (Finstad et al., 

2017). Sin embargo, este taxo n no habí a sido detectado en suelos salinos hasta el momento. 

Una pequen a proporcio n de secuencias de arqueas se afiliaban a Thaumarchaeota, un phylum 

de microorganismos oxidadores de amonio que no incluye halo filos descritos hasta la fecha, 

Aunque se trata del phylum de arqueas ma s abundante en otros ambientes acua ticos y 

terrestres (Shi et al., 2016), solo un pequen o nu mero de estudios ha detectado su presencia en 

suelo salinos y, en todos los casos se encontraba en baja proporcio n (Navarro-Noya et al., 

2015b; Shi et al., 2016; Xie et al., 2017). Por otro lado, no se detectaron contigs relacionados con 

arqueas metano genas 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 ma s diversa que la encontrada en ambientes hipersalinos acua ticos 

(Figura 20). Sin embargo, dominan claramente los phyla Balneolaeota, Bacteroidetes y 

Rhodothermaeota, mientras que los dema s se encuentran en muy baja proporcio n. Como en el 

caso de las arqueas, la fraccio n correspondiente a bacterias tambie n se compone de phyla que 

engloban a microorganismos halo filos, como Actinobacteria, Bacteroidetes, Balneolaeota, 

Cyanobacteria, Firmicutes, Proteobacteria, Rhodothermaeota, Spirochaetes, Thermotogae y 

Verrucomicrobia, así  como de grupos sin representantes halo filos descritos (Ventosa et al., 

2008; de la Haba et al., 2011; Spring et al., 2016; Munoz et al., 2017). Otros estudios tambie n 

han hallado secuencias relacionadas con no halo filos 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 procedio  a obtener y anotar las secuencias 

metageno micas que contení an fragmentos del gen ARNr 16S para el ana lisis de la diversidad 

microbiana a niveles ma s especí ficos. Esta aproximacio n permitio , adema s, considerar la 

totalidad de las secuencias metageno micas, en contraposicio n 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 ana lisis de las lecturas relacionadas con el gen ARNr 16S de los metagenomas de suelo SMO1 

y SMO2 a nivel de ge nero revelo  la presencia de una gran diversidad de taxones, constituyendo 
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los mayoritarios rara vez ma s del 10 % de las secuencias (Tablas 9 y 10). Destaca el alto nu mero 

de grupos taxono micos representados por menos del 1 % de las secuencias, agrupados en 

‘Otros’, categorí a que engloba ma s 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 

ma s del 7 % de las secuencias metageno micas 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 ge nero representado por un mayor nu mero de secuencias en SMO2 (Tablas 

9 y 10). Los ge neros Halorubrum y Fodinibius tambie n aparecen representados en SMO2, así  

como Salinimicrobium en SMO1, aunque en menor proporcio n. Otros ge neros representados 

por ma s de un 1 % de las secuencias en ambas bases de datos fueron Gracilimonas (3,4 % en 

SMO1; 3 % en SMO2), Halobellus (2,5 % en SMO1; 4,6 % en SMO2), Natronomonas (2,5 % en 

SMO1; 2,2 % en SMO2), Haloplanus (2,1 % en SMO1; 1,9 % en SMO2), Halorientalis (1,9 % en 

ambos), Halomicroarcula (1,6 % en SMO1; 2,2 % en SMO2) y Halomonas (1,1 % en SMO1; 1,6 % 

en SMO2). Salinibacter, que abunda en estanques de salinas solares de altas concentraciones 

salinas, solo esta  representado por ma s de un 1 % de las secuencias en las muestras tomadas 

en octubre de 2013. Se corroboran así  los resultados mostrados a nivel de phylum, constatando 

que no se ensambla preferentemente un grupo de microrganismos ma s que otro. Adema s, el 

contenido en GC de los ge neros 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 

de las dos bases de datos de suelo SMO1 y SMO2 (SMO).  
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Tabla 9. Afiliación taxonómica 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 más del 95 % a lo largo de al menos 100 pb con el hit 

mostrado. La categoría ‘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 

Género Rango salino GC 
Abundancia 

relativa 

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 % 

Salinigranum 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. Afiliación taxonómica 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 más del 95 % a lo largo de al menos 100 pb con el hit 

mostrado. La categoría ‘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 

Género Rango salino GC 
Abundancia 

relativa 

Salinimicrobium 0-10 42-48 9,2 % 

Salinigranum 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 - - 4,1 % 

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 dina mica en la e poca de 

muestreo seleccionada ya que, aunque la mayorí a de los grupos mayoritarios esta n presentes 

en ambas bases de datos, su abundancia relativa es variable. El planteamiento utilizado en este 

estudio no permite identificar los factores fisicoquí micos relacionados con el cambio en la 

diversidad y estructura comunidad procariota detectado. 

Cabe destacar que entre los microorganismos ma s 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 ge neros 

mayoritarios Haloarcula, Halorubrum, Halolamina y Salinigranum alcanza un ma ximo de 

aproximadamente 30 % NaCl en condiciones de laboratorio, aquellos mayoritarios y variables 

entre las dos bases de datos, los representantes descritos del ge nero Fodinibius son halo filos 

de biles o moderados y aquellos de Salinimicrobium no sobreviven en presencia de ma s de un 

10 % NaCl (Tablas 9 y 10). Varios estudios de la microbiota presente en suelos salinos destacan 

el aislamiento tanto de halo filos estrictos como de halotolerantes a partir de una misma 

muestra de suelo (Quesada et al., 1982; Shi et al., 2012). Es ma s, aunque los ge neros ma s 

abundantes presentes en estos suelos tienen relacio n con la salinidad, se detectan, como en 

otros suelos salinos anteriormente estudiados, bajas proporciones de grupos taxono micos sin 

representantes halo filos 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 

podrí a ser un reflejo de la alta heterogeneidad espacial de estos suelos, que darí a lugar a nichos 

con diversas salinidades donde abundarí an diferencialmente estos grupos, de modo que no se 

encontrarí an fí sicamente conectados. La variacio n debido a lluvias y otros factores ambientales 

de estos nichos diferenciados podrí a explicar la estructura dina mica y diferencias observadas 

entre la muestra tomada en octubre de 2013 y la de noviembre de 2014, dado que la 

desaparicio n o disminucio n en taman o y creacio n de nuevos nichos con condiciones diferentes 

podrí  favorecer el desarrollo de diferentes grupos taxono micos. En este caso, aquellos grupos 

taxono micos abundantes en ambas bases de datos deberí an ser versa tiles. Por otro lado, 

tambie n podrí a 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 cara cter eurihalino de los halo filos aislados de 

suelos salinos (en contraposicio n a los obtenidos a partir de ambientes acua ticos) (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 para metros fisicoquí micos) 

en este tipo de ha bitats 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). E stos tambie n son ge neros abundantes en ambientes hipersalinos acua ticos. 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 acua ticos, siendo la informacio n 

ambiental disponible sobre ellos, en concreto sobre Fodinibius y Salinigranum, escasa.  

El ge nero Halolamina contiene en la actualidad 6 especies descritas, aislados de salinas solares 

localizadas en Corea y varias regiones de China (Cui et al., 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 

et al., 2014), adema s 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 me todos moleculares, 

sí  lo 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 

fermentacio n de marisco al estilo Coreano (Jung et al., 2013) y de produccio n de sal a partir de 

aguas del subsuelo en las torres de concentracio n de sales en Polonia, lugar donde adema s 

constituí a uno de los taxones presentes en todas las muestras (Kalwasin ska et al., 2018). 

Tambie n se encontraba entre los ma s abundantes y ubicuos en los estudios de varios ambientes 

salinos de Tu nez (agua, costra salina, sedimento, biofilm) (Najjari et al., 2015) y sedimentos 

salinos de diferentes localizaciones (Youssef et al., 2012). Este ge nero 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 regio n xxx de Ocnei tambie n 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 

proporcio n (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 ningu n para metro fisicoquí mico especí fico 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 podrí a sugerir un cara cter ma s 

eurihalino de este ge nero. 

Poca es la informacio n disponible en la literatura sobre la distribucio n ambiental de 

Salinigranum y Fodinibius. El ge nero Salinigranum posee en la actualidad dos especies descritas, 

S. rubrum y S. salinum, ambas aisladas de salinas solares. Atendiendo a estudios independientes 

de cultivo, tan solo representa una fraccio n pequen a de la comunidad estudiada de una sabkha 

en Arabia Saudí  (Albokari et al., 2017), y Genbank incluye una secuencia ambiental relacionada 

con este ge nero procedente de aguas de arrecifes en India. 

Fodinibius incluye en la actualidad una u nica especie descrita, obtenida a partir de un sedimento 

de minas de sal (Wang et al., 2012a), y representantes de este ge nero han podido ser aislado de 

salinas de Anatolia (Turquí a) (Çínar & Mutlu, 2016). En estudios moleculares, tan solo se ha 

detectado en el estudio de Kalwasinska y colaboradores (Kalwasin ska et al., 2018), donde 

constituye uno de los ge neros ma s abundantes. Su pariente ma s cercano, Aliifodinibius, que se 
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encuentra estrechamente relacionado con Fodinibius, ha sido recurrentemente encontrado en 

ambientes de sustrato so lido (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 ge nero se asociaban a otros organismos (Radwan et al., 2010; Valdenegro-Vega et al., 

2013), agua de mar, salina solar en la bahí a 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 ha bitat ha sido propuesto como un para metro relevante en la determinacio n 

de la estructura microbiana, por encima de la salinidad (Jeffries et al., 2011). Atendiendo a la 

informacio n disponible en la literatura sobre estos ge neros se observa una tendencia hacia 

ambientes de sustrato so lido. Su escasa presencia en estudios ambientales podrí a ser 

consecuencia, por tanto, de la limitada atencio n por parte de la comunidad cientí fica 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 ge nero, lo que sugiere que determinadas condiciones fisicoquí micas de estos suelos 

podrí an jugar tambie n un papel fundamental en la determinacio n de su abundancia. El 

planteamiento del presente estudio, con dos u nicos momentos de muestreo, no permite 

discernir con claridad los para metros fisicoquí micos con los que estos grupos se correlacionan. 

Destaca tambie n la ausencia de secuencias relacionadas con los ge neros Haloquadratum, que 

domina la poblacio n procariota en ciertos ambientes hipersalinos acua ticos, como los 

estanques de mayor salinidad de la salina Bras del Port que se incluyen como referencia en este 

estudio (Ghai et al., 2011; Ferna ndez et al., 2014a). Adema s, mientras que en gran parte de los 

suelos salinos estudiados abundan los representantes del ge nero 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), e stos no constituyen una fraccio n 

relevante de la comunidad en los suelos objeto de estudio en esta Tesis Doctoral. La ausencia 

de ge neros de halo filos metano genos, sulfato reductores o anaerobios corrobora que en estos 

suelos no se daban condiciones de anaerobiosis prevalentes en el momento de muestreo, como 

ya sugerí an 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 ge nero. La fraccio n de 

gammaproteobacterias no clasificadas a este mismo nivel taxono mico constituí a ma s del 1 % 

en ambos casos. El encuentro de una fraccio n de secuencias no asignadas a ningu n taxo n 

especí fico constituye una caracterí stica recurrente en estudios metageno micos de suelo (Choi 

et al., 2016). En el metaana lisis 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 pu blicas se pone de manifiesto que au n 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 ha bitats (Ma & 

Gong, 2013). La mayor proporcio n de secuencias que pudieron ser clasificadas en este estudio, 

con respecto a las cifras indicadas por Ma y Gong podrí a 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 u nica y 

distinta a otros suelos salinos o ambientes hipersalinos estudiados compuesta principalmente 

por microorganismos halo filos, entre los que se encuentran halo filos extremos frecuentemente 

reportados en otros ambientes hipersalinos así  como microorganismos con diferentes 

susceptibilidades a la sal, con escasa o variada representacio n en estudios moleculares llevados 

a cabo hasta la fecha. La estructura heteroge nea del suelo podrí a explicar parte de las 

diferencias existentes entre la comunidad procariota de suelos salinos con respecto a los 

ambientes hipersalinos acua ticos, como la mayor diversidad, la dominancia de grupos con 

distintos rangos salinos o la presencia de microorganismos no halo filos. La obtencio n en cultivo 

puro de los habitantes de los suelos salinos, para lo que se requiere au n un gran esfuerzo, 

permitirí a comprobar las hipo tesis aquí  planteadas. 

IV.1.7 Diversidad funcional  

La Figura 21 muestra la proporcio n de categorí as SEED anotadas en contigs de las bases de 

datos de suelos salinos en comparacio n con esta misma informacio n en los metagenomas de 

referencia. 

Puede observarse en las bases de datos procedentes de suelos se encuentran ma s 

representados las categorí as SEED de transporte de membrana, adquisicio n 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 & Øvrea s, 2008), es muy probable que 

las capacidades probablemente proporcionadas por estos genes, como la de movimiento, 

comunicacio n con otros y con el entorno y ra pida adquisicio n de nutrientes cuando esta n 

disponibles suponga una ventaja adaptativa para los microorganismos que viven en el suelo . 

Adema s, se observa que estos microrganismos tienen una mayor diversidad metabo lica, 

suponiendo los genes relacionados con fermentacio n, metabolismo de monosaca ridos, 

polisaca ridos y compuestos aroma ticos una mayor proporcio n de secuencias en estos mismos 

metagenomas con respecto a los de referencia. La versatilidad metabo lica ha sido relacionada 

con una mayor abundancia en grupos bacterianos que habitan el suelo (Kurm et al., 2017). El 

marcado cara cter dina mico en el tiempo y el espacio de la estructura fisicoquí mica del suelo 

podrí a seleccionar microorganismos versa tiles en cuanto a sus preferencias nutricionales, 

capaces de utilizar diversas fuentes de carbono. Dado que los ambientes hipersalinos se 

encuentran frecuentemente contaminados con petro leo y compuestos relacionados, metales 

pesados y/o otros productos to xicos de origen antropoge nico, y los reservorios de petro leo 

suelen usar aguas salinas y estar rodeado de suelos salinos (Radwan & Al-Mailem, 2015), no es 

extran o encontrar microorganismos halo filos con capacidades hidrocarbonocla sticas. 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 petro leo y fuel en 2013 y 2014 en la 

rí a de Huelva provenientes del Polo Quí mico de Huelva, donde se situ a una zona de explotacio n 

de hidrocarburos, resulta poco probable que estos suelos contengan altas concentraciones de 

estas sustancias. Dado que se han aislado microrganismos con capacidades 

hidrocarbonocla ticas de ambientes no contaminados (Brito et al., 2006; Koukkou & Vandera, 

2011; Teramoto et al., 2013), proponemos que esta funcio n se ha seleccionado en la comunidad 

en base a la versatilidad metabo lica que proporciona. 

La alta proporcio n de secuencias relacionadas con el metabolismo de polisaca ridos podrí a estar 

relacionada con la alta proporcio n de exopolisaca ridos, que se relaciona con la adhesio n a 

superficies so lidas como son las partí culas del suelo, así  como con proteccio n frente a estre s 

ambiental como desecacio n, alto contenido en metales y otras sustancias to xicas (Limoli et al., 

2015), condiciones que se encuentran frecuentemente en los suelos estudiados.  

Se puede observar que los genes clasificados en las categorí as de patogenicidad, virulencia y 

metabolismo secundario se encuentran en mayor proporcio n 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 sí ntesis de 

antibio ticos y, consecuentemente, la aparicio n 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 ha bitats reconocidos por su 

gran proporcio n de microorganismos productores de metabolitos secundarios, y son 

investigados en la bu squeda de nuevas mole culas para un amplio rango de usos y aplicaciones 

biotecnolo gicas (Tyc et al., 2018). Cabe destacar que, debido a que no se han descrito pato genos 

de la clase Haloarchaea (Seck et al., 2018), serí a esperable que las bases de datos con mayor 

proporcio n de bacterias albergaran mayor nu mero de genes relacionados con virulencia y 

patogenicidad. Sin embargo, aunque SS13 y SS19 poseen la mayor proporcio n de bacterias 

frente a arqueas, es en los contigs obtenidos a partir de las bases de datos de suelos donde 

mayor proporcio n de estos genes se encuentra. Esto puede reflejar, una vez ma s, las duras 

condiciones encontradas en estos suelos. 

Los genes relacionados con fotosí ntesis se encuentran en mayor proporcio n en las bases de 

datos de suelos, cuya comunidad de productores primarios fotosinte ticos es superior 

(Figura 5). Aquellos relacionados con pared celular y ca psula se encuentran en el rango de las 

muestras menos salinas SS13 y SS19, que contienen una mayor proporcio n de secuencias 

relacionadas con el dominio bacteria. 

La alta proporcio n de secuencias atribuidas a elementos de transposicio n en las bases de datos 

de suelos podrí a indicar que esta caracterí stica, que contribuye a la plasticidad geno mica 

permitiendo la adquisicio n de nuevos rasgos, contribuye a la supervivencia en ha bitat como el 

suelo, oligotro fico y variable. 
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Contrariamente a lo que cabrí a esperar dadas las oscilaciones en factores ambientales y 

nutricionales (pudiendo suponer condiciones desfavorables) en el entorno de los 

microorganismos de suelo, la proporcio n de secuencias anotadas en la categorí a SEED de 

latencia y esporulacio n fue superior en los contigs de los metagenomas de estanques de salinas 

con salinidades intermedias. En este sentido, se ha propuesto que la competicio n por los 

recursos, especialmente en condiciones extremas, ejerce una presio n para el manteamiento de 

un metabolismo activo, frente al estado de latencia (Aanderud et al., 2016), lo cual podrí a 

explicar nuestros resultados.  

Aunque podra  hipotetizarse que una gran proporcio n de los genes encontrados en este tipo de 

ambientes extremos deberí an anotarse en la categorí a SEED correspondiente a mecanismos de 

respuesta a estre s, esto no es lo que se observa en nuestros resultados (Figura 6). El hecho de 

que no todas las rutas metabo licas de los principales mecanismos de osmoadaptacio n (como 

por ejemplo transporte de iones o sí ntesis de solutos compatibles como la trehalosa) no se 

encuentran clasificados en esta categorí a es en parte responsable de este resultado. Por ello, se 

realizo  un estudio detallado de los genes relacionados con los mecanismos conocidos de 

osmoadaptacio n (Tabla 5). La biosí ntesis de trehalosa y la sí ntesis de betaí na a partir de colina, 

así  como su transporte desde el exterior parecen ser los mecanismos de acumulacio n de solutos 

compatibles ma s prevalentes en la microbiota de los suelos salinos. En las bases de datos 

hipersalinas acua ticas, la betaí na es preferida frente a la trehalosa como soluto compatible. La 

glicina betaí na, la ectoí na y sus derivados y la trehalosa se encuentran entre los osmolitos ma s 

comunes en procariotas (Oren, 2008). En nuestro estudio, los genes relacionados con la 

acumulacio n e ectoí na fueron los menos abundantes de entre los osmolitos analizados. Aunque 

inicialmente la ectoí na 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 ectoí na como 

soluto compatible en estos ambientes hipersalinos naturales es limitado (Ghai et al., 2011; 

Ferna ndez et al., 2014a;  2014c). 

Como en ambientes marinos, la luz sirve como fuente de energí a para las comunidades 

hetero trofas de ambientes acua ticos hipersalinos (Ventosa et al., 2014), como se refleja en el 

nu mero 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 proporcio n 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 proporcio n no desden able de microorganismos de este ambiente podrí an poseer la 

capacidad de fotoheterotrofí a. 
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Figura 19. Mapa de calor que 
muestra la proporción de 

proteínas relacionadas con 
los subsistemas SEED en los 
contigs de las bases de datos 

estudiadas. SMO hace 
referencia a los contigs 

resultado del ensamblaje 
conjunto de las dos bases de 

datos de suelos, SMO1 y 
SMO2. Se ha aplicado una 

escala por filas. 
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Tabla 11. Fracción de secuencias anotadas como genes relacionados con osmoadaptación y 
rodopsinas de las bases de datos metagenómicas 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. 

 SS13 SS19 IC21 SS33 SS37 SMO 

Betaína a partir de glicina 0,0265 0,0356 0,0180 0,0288 0,0053 0,0049 

Betaína a partir de colina 0,5531 0,2161 0,0717 0,0222 0,0101 0,1609 

Transporte de betaína 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 ectoína 0,0022 0,0008 0 0 0,0006 0,0014 

Síntesis de ectoína 0,1338 0,0502 0 0 0 0,0254 

Biosíntesis de trehalosa 0,1285 0,2238 0,0738 0,1027 0 0,2893 

Transporte de trehalosa 0 0 0,0004 0 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 Análisis metagenómico de resolución genómica 

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

Las te cnicas de binning permiten agrupar secuencias con relacio n filogene tica y, en el mejor de 

los casos, recuperar mediante estos contigs la secuencia geno mica completa o casi completa de 

estos grupos filogene ticos. Aunque la metageno mica ha permitido el estudio de la diversidad 

filogene tica y metabo lica de un gran nu mero de ambientes naturales solventando el sesgo del 

aislamiento en cultivo puro, los ana lisis ecolo gicos y evolutivos solo pueden ser llevados a cabo 

con datos geno micos (Hugerth et al., 2015). 

Aunque la extraccio n 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 taxono micos en estos suelos, junto 

con el uso de los datos de cobertura diferencial de estas secuencias en ambos metagenomas 

propiciaron la recuperacio n, mediante el uso de me todos automa ticos y posterior refinamiento 

manual, de tres genomas bacterianos en estado de borrador, completos en ma s del 50 % y con 

bajos valores de contaminacio n, segu n los para metros evaluados por CheckM (Tabla 5), y un 

genoma relacionado con el dominio Archaea de menor calidad.  

El genoma reconstruido de mayor calidad cubrí a un ~87 % de la secuencia geno mica del taxo n 

(Tabla 5) mientras que los otros dos relacionados con el dominio Bacteria, estaban completos 

en un ~53 y ~47 %. La contaminacio n, estimada a partir del nu mero de copias mu ltiples de los 

genes marcadores utilizados, era muy baja en todos los casos, así  como la heterogeneidad de 

cepa, evaluada como el nu mero de copias mu ltiples de genes marcadores con estrecha relacio n 
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filogene tica entre ellos (Parks et al., 2015). De acuerdo con los esta ndares 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 (fraccio n del genoma capturada ≤ 50, contaminacio n < 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 taxo n 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 geno mica 

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 análisis de los genomas ambientales recuperados con CheckM.  

Bin 
Linaje según marcadores 

filogenéticos 

Fracción 
recuperada 

(%) 

Contaminación 
(%) 

Heterogeneidad 
a nivel de cepa 

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

Bin 2 
p__Bacteroidetes 

(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 Estimación de la posición filogenética 

El ana lisis filogeno mico de los genomas ambientales completos en ma s de un 50 % revelo  que 

e stos se afiliaban a la recientemente propuesta familia Balneolaceae (Figura 7), que engloba a 

los ge neros Aliifodinibius, Balneola, Fodinibius, Gracilimonas y Rhodohalobacter, y que constituí a 

uno de los phyla principales representados en estos suelos (Figura 5), al orden Saprospirales 

(compuesto por las familias Haliscomenobacteraceae, Lewinellaceae y Saprospiraceae) y al 

ge nero Salinimicrobium (Flavobacteriaceae), ambos pertenecientes al phylum Bacteroidetes 

(Figura 7).  

El co mputo del valor de ANI (Average Nucleotide Identity) entre el genoma recuperado 

relacionado con la familia Balneolaceae y los disponibles en las bases de datos pu blicas de esta 

misma familia mostro  que no correspondí a a ninguna de las especies con genoma disponible, 

ya que los valores de ANI eran inferiores a 95 %. El genoma reconstruido podrí a pertenecer a 

un ge nero no descrito de esta familia, o bien al ge nero Fodinibius, del cual no existe genoma 

secuenciado disponible en las bases de datos y, por ello, no ha podido ser incluido en el ana lisis 

filogeno mico. 
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Tabla 13. Valores de ANI (%) entre los genomas de las especies tipo del phylum Balneolaeota 
y el bin 1. 

 
Aliifodinibius 
roseus DSM 

21986T 

Balneola 
vulgaris 

DSM 
17893T 

Bin 1 
Gracilimonas 
tropica DSM 

19535T 

Rhodohalobacter 
halophilus 
JZ3C29T 

Aliifodinibius 
roseus DSM 
21986T 

100,0  66,6 69,8 67,9 67,6 

Balneola vulgaris 
DSM 17893T 

66,6  100,0 66,3 68,9 67,4 

Bin 1 69,8 66,3 100,0 67,8 67,4 

Gracilimonas 
tropica DSM 
19535T 

67,9 68,9 67,8 100,0 68,3 

Rhodohalobacter 
halophilus 
JZ3C29T 

67,6 67,4 67,4 68,3 100,0 
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Figura 20. Árbol filogenómico de los phyla Bacteroidetes y Balneolaeota basado en la 
concatenación de los genes marcadores del programa PhyloSift v1.0.1. La longitud de rama 

representa en número de sustituciones por sitio y el valor del nodo representa la confianza de 
dicha separación. Chlorobium limicola DSM 245T fue utilizado como outgroup. 

IV.1.8.3 Análisis genómico  

En el ana lisis geno mico de los genomas recuperados destaca el alto nu mero de proteí nas 

relacionadas con resistencia a metales como el cobre, cobalto, zinc, cadmio, mercurio y 

arse nico, en comparacio n con los genomas disponibles de microorganismos cercanos 

filogene ticamente. De este modo, aunque estos suelos no se consideran contaminados de 

acuerdo a los valores legalmente establecidos a tal efecto, los microorganismos ma s abundantes 

poseen mecanismos de detoxificacio n frente a algunos metales.  

En comparacio n con el resto de los representantes del phylum Balneolaeota cuyo genoma esta  

disponible en el momento de ana lisis, el bin 1 posee una mayor proporcio n de genes 

relacionados con reparacio n de dan o en ADN, latencia y esporulacio n, metabolismo de glicina y 

genes de resistencia a compuestos to xicos. Adema s, codifica genes de sí ntesis de carotenoides 

y una proteorrodopsinas cuyo mejor hit resulto  ser la xantorrodopsina de Salinibacter. Aunque 

no se detectan secuencias relacionadas con proteí nas de membrana con actividad fotoquí mica 

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 ge nero Balneola 

recuperado a partir de metagenomas de lagos alcalinos salinos de la regio n de Altai (Rusia) 

(Vavourakis et al., 2016), lo cual sugiere que probablemente existen representantes de este 

grupo capaces de explotar la energí a 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 ha bitats, 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 betaí na y 

glicerol, el genoma de la especie tipo de Rhodohalobacter codifica proteí nas de transporte de 

colina y una colina deshidrogenasa. El genoma de Aliifodinibius roseus DSM 21986 no contiene 

secuencias relacionadas con el transporte o sí ntesis de solutos compatibles. En el genoma 

extraí do, como en el de Gracilimonas tropica DSM 17893, se encuentran anotados 

transportadores de betaí na y colina. 

El bin relacionado con el orden Saprospirales es el que contení a un menor nu mero de secuencias 

relacionadas con resistencia a compuestos to xicos, de los recuperados a partir de estos 

metagenomas de suelo. En este genoma tambie n se identificaron genes relacionados con 

formacio n de la ca psula y estado de latencia. Las secuencias anotadas como citocromo c oxidasa 

y las de la ruta de fermentacio n a butirato nos hacen predecir que este microorganismo podrí a 

tener la capacidad de crecer tanto aero bica como anaero bicamente. 

El genoma relacionado con el ge nero Salinimicrobium recuperado en nuestro estudio codifica 

una proteí na de transporte de colina y la ruta de biosí ntesis de trehalosa. Atendiendo a su 

secuencia geno mica, Salinimicrobium xinjiangense y Salinimicrobium terrae podrí an tambie n 
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utilizar la trehalosa como soluto compatible. La estrategia de osmoadaptation del resto de 

taxones de este ge nero, que comprende halotolerantes y halo filos de biles, 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 desnitrificacio n y fermentacio n. 

Con respecto al genoma relacionado con arqueas, ana lisis por medio del programa BLAST de 

varias proteí nas ribosomales que en e l aparecen determinaron que estaba relacionado con la 

clase Halobacteria. Un ~22 % de las secuencias anotadas en categorí as SEED correspondí an a 

proteí nas transportadoras de membrana (principalmente de oligope ptidos y aminoa cidos 

ramificados) y otro ~13 % se asignaban a secuencias de resistencia a compuestos to xicos. El 

transportador de glicina betaí na 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 utilizacio n de la estrategia salt-out por parte de esta 

haloarquea, dado que estos osmolitos pueden servir como fuente de carbono, nitro geno y/o 

energí a, así  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 proteí na. 

IV.1.8.4 Ecología 

Ana lisis de reclutamientos geno micos mostraron que el representante de Balneolaeota cuyo 

genoma fue recuperado no era abundante en otros ambientes acua ticos hipersalinos (Figura 8). 

Hollister y colaboradores tambie n 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 ge nero Balneola asociadas 

u nicamente a muestras de suelo (Hollister et al., 2010a), y un reciente estudio metageno mico 

de resolucio n geno mica llevado a cabo en lagos hipersalinos de naturaleza ba sica tambie n 

mostro  que el bin obtenido relacionado con este ge nero no constituí a una parte importante de 

la comunidad de estos lagos (Vavourakis et al., 2016), reforzando la idea de que algunos 

microorganismos podrí an habitar diferencialmente ambientes de distinta naturaleza y/o 

sustrato. En este caso, el contenido en agua del ambiente (mayor en ha bitats acua ticos y 

sedimentos) podrí a tambie n jugar un papel importante. 
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Figura 21. Porcentaje e identidad de secuencias metagenómicas de diversos ambientes 
salinos con semejanza a la secuencia genómica del bin 1. Las bases de datos de ambientes 
hipersalinos acuáticos utilizadas fueron: ‘Chile’, que corresponde a la columna de agua de un 
cristalizador con 34 % de salinidad de la laguna Cáhuil (Chile)(Plominsky et al., 2014), ‘San 
Diego’, resultado de la combinación de las bases de datos metagenómicas de la comunidad 

microbiana de las salinas de Guerrero Negro (Baja California Sur, México)(Dillon et al., 2013), 
‘Santa Pola’, como la combinación de las bases de datos metagenómicas procedentes de la 

salina Bras del Port, localizada en Santa Pola (Alicante, España)(Ghai et al., 2011; Fernández 
et al., 2014a) e ‘IC21’ , correspondiente a la columna de agua de un estanque concentrador de 
las salinas de Isla Cristina (Huelva, España)(Fernández et al., 2014c). DCM hace referencia a 
una muestra de agua marina del mar Mediterráneo con una concentración de sales del 3,5 % 

(Ghai et al., 2010). Las bases de datos metagenómicas de suelos incluidas corresponden a las 
obtenidas en esta Tesis Doctoral, SMO1 y SMO2 y ‘Gujarat’, la combinación 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 CAPÍTULO II 

IV.2.1 Propiedades fisicoquímicas del suelo 

Un total de 48 muestras provenientes de 4 localizaciones representativas de un rango de 

salinidad y dos profundidades (0-1 cm, 2-4 cm) fueron recogidas y analizadas. Varias 

caracterí sticas eran compartidas por todas las muestras: alta salinidad (valores EC1:5 entre 5,96 

y 61,02 dS/m, así  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), nitro geno 

(0,12-0,87 g/kg), azufre (0,29-14,16 g/kg) y fo sforo (por debajo del lí mite de deteccio n en la 

mayorí a de las muestras). Tambie n presentaban valores similares de pH (7,0±1,3). Estos 

valores esta n en consonancia con los obtenidos para las muestras de la localizacio n 1, SMO1 y 

SMO2, que fueron analizadas con anterioridad. El contenido de Co, Ni, Cr, Cd y Pb estaban por 

debajo del lí mite de deteccio n (0,05 mg/kg) en ma s del 80 % de las muestras, mientras que en 

las restantes sus niveles eran muy bajos.  

Las muestras eran muy variables en cuanto a otros para metros fisicoquí micos, especialmente 

en lo que se refiere a los contenidos de Cu, Zn, Fe y Al, que mostraban variaciones de ma s del 

100 % en las muestras de la base de datos, así  como en cuanto al DOC (coeficiente de variacio n, 

CV=0,95). Algunos para metros especí ficos que diferí an significativamente entre las 

localizaciones fueron los siguientes: la localizacio n 2 tení a un mayor contenido de agua y 

manganeso, así  como un pH ma s elevado, mientras que la localizacio n 4 tení a un mayor 

contenido de hierro y aluminio. Las concentraciones de azufre, fo sforo y algunos iones 

relacionados con la salinidad tambie n diferí an significativamente entre las localizaciones. 

Ningu n para metro del suelo se correlacionaba con la profundidad de muestreo, aunque habí a 

diferencias en los valores de conductividad y contenido en Na, Ca, K, Mg, Cl, sulfato, S, Cu y Mn 

entre las muestras de superficie y subsuperficie en algunas localizaciones.  

Algunos de los para metros evaluados se correlacionaban fuertemente (r>0,7, p<0,05), 

dificultando el discernimiento de que  propiedades geoquí micas especí ficas del suelo 

determinaban la estructura de la comunidad microbiana. Los valores de conductividad se 

correlacionaban con la concentracio n 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 Composición 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 Me todos. Los 

principales phyla representados en estos suelos son Euryarchaeota, Bacteroidetes y 

Proteobacteria, de acuerdo con estudios llevados a cabo en otros ambientes hipersalinos 

acua ticos y terrestres, y con los resultados obtenidos a partir de las los metagenomas de suelos 

salinos de este mismo paraje detallada en el Capí tulo I. Cabe destacar que la constitucio n de los 

phyla Balneolaeota y Rhodothermaeota es reciente y la base de datos de secuencias de 



 

 
105 

referencia utilizada en este ana lisis de amplicones, al contrario que la utilizada en el estudio 

anterior, au n incluye a sus representantes bajo el phylum Bacteroidetes. 

Las secuencias relacionadas con arqueas suponí an 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 ma s abundante 

en la localizacio n 4 (Figura 23). 

Globalmente, los ge neros de haloarqueas ma s 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 ge neros ma s representados en las dos bases de datos metageno micas analizadas con 

anterioridad, mientras que Natronomonas y Halorubrum tambie n englobaban ma s de un 1 % 

de las secuencias relacionadas con el gen ARNr 16S en los dos metagenomas considerados en 

dicho estudio. Natronomonas constituí a el ge nero dominante del phylum Euryarchaeota en la 

localizacio n 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 ge neros de haloarqueas que no constituyen una fraccio n importante en 

el resto de los estudios de la microbiota de suelos salinos existentes. Así , “Candidatus 

Halobonum” constituye un 6,37 % de las secuencias relacionadas con Euryarchaeota, y no habí a 

sido detectado en el estudio metageno mico de estos suelos. Halolamina y Salinigranum, que 

junto a Haloarcula, constituí an los tres ge neros de haloarquea ma s abundantes en ambas bases 

de datos SMO1 y SMO2, no se encuentran entre los 10 ge neros ma s abundantes en estos suelos. 

Salinigranum ni siquiera se encontraba entre los 20 ma s abundantes (Figura 24). Constatamos, 

como en el estudio anterior, la ausencia de secuencias de secuencias relacionadas con el ge nero 

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 ma s 

abundantes, siendo Gemmatimonadetes el siguiente grupo ma s representado (0,09-14,36 %) 

(Figura 23).  

De los 22 ge neros pertenecientes al phylum Bacteroidetes, el ma s abundante en el conjunto de 

todos los datos fue Salinibacter, que comprendí a un 24,31 % de las secuencias asignadas a este 

grupo y constituí a así  el ge nero bacteriano con mayor representacio n. Este ge nero, que 

comparte ha bitat con Haloquadratum en estanques cristalizadores de salinas, ha sido 

identificado como abundante en otros estudios de ambientes hipersalinos acua ticos y suelos 

salinos, así  como en el estudio metageno mico detallado en el capí tulo I, donde solo se 

encontraba representado por ma s de un 1 % de las secuencias en uno de los momentos de 

muestreo (SMO1). Sin embargo, su representacio n era muy baja en la localizacio n 4 de este  
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Figura 22. Abundancia relativa de los phyla detectados en las muestras de suelos salinos 

estudiados. 



 

  

 

 
Figura 23. Mapa de calor de la abundancia relativa de los 20 géneros más representados en todas las muestras, evaluado a partir de la 

media en el conjunto de las bases de datos.
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muestreo, donde Luteivirga era el ge nero bacteroides predominante. Fodinibius (14,78 % de 

Bacteroidetes, actualmente perteneciente a Balneolaeota) y Salinimicrobium (16,96 %), los ge neros 

bacterianos ma s abundantes en SMO1 y SMO2, respectivamente, fueron los siguientes ge neros de 

Bacteroidetes ma s representados por el conjunto de las secuencias de todas las localizaciones, 

aunque su abundancia variaba en funcio n del sitio de muestreo, predominando en la localizacio n 4 

y 3, respectivamente. De manera similar a Fodinibius, Luteivirga es un ge nero descrito en 2013 con 

una u nica especie descrita (que se encontraba en asociacio n con la esponja mediterra nea Axinella 

polypoides) (Haber et al., 2013) que no se ha detectado como abundante ni se ha aislado en ningu n 

otro estudio de la microbiota de ambiente salino. Gracilimonas, otro representante del actual 

phylum Balneolaeota y, así  como los metabo licamente versa tiles Marinobacter y Halomonas 

(Proteobacteria), que tambie n fueron identificados en el estudio metageno mico, así  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 

radiacio n ionizante, tambie n se encontraban entre los 20 ge neros ma s representados (evaluado en 

base a la abundancia media de estos en el conjunto de todas las muestras estudiadas).  

La proporcio n de lecturas asignadas a cada taxo n del phylum Proteobacteria detectado (39 familias 

y 53 ge neros) variaba en funcio n de la localizacio n. La localizacio n 1 estaba dominada por 

Halomonadaceae (33,83 %), la localizacio n 2 por bacterias no cultivadas del grupo GR-WP33-58 

(20,21 %), la localizacio n 3 por Alteromonadaceae (27,13 %), y Rhodobacteraceae (43,57 %) era la 

familia ma s abundante en la localizacio n 4. Un 27,70 % de las lecturas asignadas a Proteobacteria 

no pudieron ser clasificadas a nivel de ge nero, 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 ma s representadas entre los microorganismos no cultivados.  

El phylum candidato Nanohaloarchaeota, detectado en el estudio metageno mico (Capí tulo I), 

constituí a 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 ma s de un 20 % de las muestras se incluí an 

Cyanobacteria, Gemmatimonadetes, Deinococcus-Thermus, Verrucomicrobia, Actinobacteria, 

Firmicutes, Planctomycetes, Spirochaetae, Chloroflexi, Lentisphaera, Acidobacteria, Chlorobi y los 

phyla candidatos Parcubacteria (tambie n 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 ge nero Natronomonas, se encontraron en todos las bases de datos 

(Figura 25). De entre e stos, Firmicutes, Cyanobacteria contienen microorganismos halo filos, 

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 ma s de un 1 % (Kushner & Kamekura, 1988). E sta es tambie n la situacio n del resto de phyla 
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minoritarios detectados en este estudio salvo Verrucomicrobia, que incluye halo filos. Este hecho ya 

fue observado en el estudio metageno mico anterior. La alta heterogeneidad de la estructura del 

suelo, así  como el bajo contenido en agua podrí an 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 tambie n es posible que 

existan microorganismos de estos grupos con susceptibilidades a la sal diferentes a los ya descritos. 

A todos los niveles taxono micos se encontro  una fraccio n de lecturas que no pudieron ser 

relacionadas con secuencias en las bases de datos. A nivel de ge nero, un total de 38 179 secuencias 

(14,49 %) no pudieron ser clasificadas con los para metros 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 situacio n. Como ya se ha 

comentado, otros estudios de suelos salinos ya reportaron que una fraccio n relevante de secuencias 

no estaban relacionadas con las existentes en las bases de datos. Los resultados son coherentes con 

el metaana lisis de Ma y Gong donde determinaron que la diversidad de bacterias y arqueas au n por 

descubrir en suelos salinos constituí a un 75 y un 50 %, respectivamente (Ma & Gong, 2013), y 

reflejan el esfuerzo de aislamiento en cultivo puro au n necesario para caracterizar completamente 

la microbiota de este tipo de ha bitats. 

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

microbiana 

Los ana lisis de correlacio n entre la abundancia de estos ge neros y los para metros fisicoquí micos 

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 ge neros.  

Fodinibius fue el ge nero con una prevalencia mediana de sus OTUs ma s elevada. Aparte de 

Natronomonas, que parecí a estar presente y ser relativamente abundante en todas las muestras, 

los ge neros principales estaban diferencialmente representados entre localizaciones. Mientras que 

Halorubrum y Salinibacter eran abundantes en las localizaciones 1 a 3, Fodinibius era abundante en 

la localizacio n 3, y Haloarcula en la 1. Las muestras de la localizacio n 4 no contení an secuencias 

relacionadas con el ge nero Salinibacter, y el nu mero de las relacionadas con Halorubrum y 

Fodinibius era bajo. Abundaban, sin embargo, Salinimicrobium y 
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Figura 24. Distribución de los OTUs afiliados a los 20 géneros más abundantes. 

Luteivirga (Figura 24). A nivel de OTU, ningu n filotipo pudo considerarse indicador de una 

localizacio n o profundidad determinada, de acuerdo con el valor indicador propuesto por 

Dufre ne-Legendre, que considera fidelidad y abundancia en cada grupo. La mayorí a de OTUs 

estaban presentes en ma s de 1 localizacio n, pero solamente 50 (1,51 % del nu mero total de OTUs; 

principalmente afiliados a Natronomonas, pero tambie n a Marinobacter, Fodinibius, Halogranum y 

Halapricum) fueron encontrados en ma s de 3 localizaciones (~ 34 muestras). Fodinibius fue el 

ge nero con una prevalencia mediana de sus OTUs ma s 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 impedí an que un mayor nu mero de OTUs estuvieran presentes 

en un alto nu mero de muestras y podrí an desempen ar un papel clave en la determinacio n de la 

estructura microbiana en los mismos. De esta manera, aunque el alto contenido en sal en todas las 

muestras determina la naturaleza halofí lica de la mayorí a de los habitantes de estos suelos, 

caracterí sticas especí ficas de cada sitio parecen definir la abundancia de cada taxo n en cada 

muestra. 

El ana lisis de la relacio n entre la estructura microbiana de las muestras, evaluada mediante ana lisis 

de ordenacio n NMDS, corroboraron esto, ya que las muestras se agrupaban en funcio n de la 

localizacio n o lugar de muestreo. Una agrupacio n secundaria pudo observarse para aquellas 

muestras de la misma profundidad dentro de una misma localizacio n. A continuacio n, investigamos 
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los para metros fisicoquí micos susceptibles de afectar a la composicio n 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 fo sforo 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) mostro  que, entre todas las variables fisicoquí micas consideradas, la combinacio n 

del contenido de arena, limo y aluminio se correlacionaba mejor con los cambios en la composicio n 

de la comunidad (r=0,654). El ana lisis PERMANOVA indico  que los para metros correlacionados con 

la comunidad segu n el vector fitting y el ana lisis “bioenv” eran estadí sticamente significativos. 

Todos estos para metros eran estadí sticamente 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 localizacio n 4 y es responsable parcial de la 

separacio n de las muestras de este lugar de muestreo de las dema s, mostraron relacionarse con un 

cambio en la estructura de la comunidad, a pesar de que la salinidad ha demostrado propiciar la 

movilizacio n 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 ha bitats 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 ningu n papel 

biolo gico conocido (Pin a & Cervantes, 1996; Bojo rquez-Quintal et al., 2017a). Posee una quí mica 

compleja, y su especiacio n esta  gobernada principalmente por el pH, de manera que su 

biodisponibilidad aumenta al disminuir el pH, aunque tambie n influyen otros factores como la 

fuerza io nica, la concentracio n de solutos inorga nicos o de agentes complejantes (Pin a & Cervantes, 

1996; Gensemer & Playle, 1999; Bojo rquez-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 determinacio n de la contribucio n de cada 

una de estas variables por separado. 

En este estudio, los factores ‘localizacio n 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 ele ctrica en un extracto acuoso 

de suelo 1:5 p/v) no se encuentra entre los factores con mayor influencia sobre la composicio n de 

la comunidad o la abundancia de los ge neros mayoritarios. Estos resultados 
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Figura 25. Ordenación NMDS que muestra el agrupamiento de las secuencias de acuerdo con la 
medida de diversidad Bray-Curtis calculada a nivel de OTU. Los parámetros fisicoquímicos 

correlacionados significativamente con los ejes del gráfico de ordenación 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 especializacio n 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 crí tica 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 ejercerí a una 

menor influencia debido a que a partir de ese punto la mayor parte de los microorganismos serí an 

halo filos 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 halo filos, nuestros resultados sustentan dicha hipo tesis. Es 

ma s, varios de los microorganismos halo filos aislados de ha bitats 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 acua ticos (Xie et al., 2017). El hecho de que 

tan solo uno de entre los 20 ge neros ma s abundantes se correlacione con los valores de 

conductividad y la alta ocurrencia de algunos filotipos en el conjunto de muestras apoya esta 

hipo tesis. Por ello, proponemos que el nivel de salinidad considerado en cada estudio particular, 

junto con la naturaleza del ha bitat (suelos frente a aguas) podrí an considerarse factores clave 

durante el proceso de integracio n 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 especí ficas de cada ion, en vez del efecto osmo tico en el que participan, 

son importantes en la estructuracio n de la comunidad procariota en el rango de salinidad 

considerado. Otros autores han constatado que los efectos causados por los iones salinos no podí an 

ser explicados u nicamente por el estre s osmo tico 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 
geoquímicos seleccionados en la comunidad procariota del suelo. 

Variable R2 P 

Localización 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 

Carbón 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 correlación con las propiedades del suelo 

La diversidad alfa, evaluada en base a los í ndices de Shannon y Simpson, no era significativamente 

diferente entre las muestras de superficie y subsuperficie, aunque se observaba una tendencia que 

sugerí a que las muestras de superficie (0-1 cm) eran menos diversas que aquellas de la 

subsuperficie (2-4 cm) (Figura 27). Aunque la diversidad evaluada en base al í ndice de Shannon y 

la dominancia (estimada mediante el ca lculo del í ndice de Simpson) eran elevadas en todas las 

localizaciones consideradas (5,32 a 6,71 y 0,98 a 0,99, respectivamente), la localizacio n 1 

presentaba una diversidad y dominancia significativamente ma s elevadas que el resto, mientras 

que la localizacio n 4 era menos diversa y mostraba una menor dominancia. Los í ndices calculados 

no se correlacionaban con los para metros fisicoquí micos de las muestras considerados en este 

estudio.  

 

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 CAPÍTULO III 

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

En estos suelos, la proporcio n de procariotas productores primarios es escasa con respecto a la 

vasta comunidad hetero trofa presente. Adema s, los suelos salinos estudiados se encuentran 

desprovistos de organismos superiores como plantas que podrí an proporcionar sustratos a los 

microorganismos que allí  se encuentran. Por lo tanto, se desconoce si la comunidad procariota de 

estos suelos descrita en los capí tulos anteriores se encuentra activa metabo licamente y, en ese caso, 

cua les son los sustratos que permiten su desarrollo. En este capí tulo nos propusimos dilucidar las 

relaciones tro ficas de la comunidad procariota presente en estos suelos, mediante la determinacio n 

de la influencia de la luz como fuente de energí a para los mismos. 

La incubacio n de muestras de suelo salino por triplicado en condiciones de luz y oscuridad durante 

tres semanas dio lugar a comunidades estadí sticamente diferentes segu n las pruebas de adonis2 y 

anosim. A pesar de la variabilidad intermuestra, especialmente en condiciones de luz, se observa la 

separacio n de los grupos de muestras (luz/oscuridad) en el primer eje, esto es, el que ma s 

variabilidad entre muestras explica, del gra fico de ordenacio n basado en el í ndice de disimilitud 

Bray Curtis (Figura 28). Estos resultados indican que la luz tiene una influencia en la composicio n 

de la comunidad microbiana del ha bitat estudiado. La luz actu a como fuente de energí a para los 

organismos foto trofos (Hamilton et al. 2015). Se trata de la principal fuente de energí a de los 

productores primarios fotosinte ticos, organismos que sustentan las cadenas tro ficas produciendo 

compuestos metabolizables por el resto de la comunidad heterotro fica. En la actualidad, se han 

identificado microorganismos con estas capacidades en 7 phyla bacterianos: Acidobacteria, 

Chlorobi, Chloroflexi, 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 halo filos hetero trofos han adquirido la capacidad de utilizarla 

como fuente de energí a mediante rodopsinas, principalmente en condiciones de estre s (nutricional, 

etc.) (Pinhassi et al. 2016). La capacidad de producir rodopsinas esta  muy extendida, especialmente 

en ambientes marinos y en ambientes hipersalinos (Be ja  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 ana lisis de los 

metagenomas completos de estos mismos suelos salinos en el Capí tulo I de esta Tesis Doctoral 

revelo  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 podrí an ser debidas bien a un aumento de la produccio n primaria y la sí ntesis de 

sustratos por parte de los organismos fotosinte ticos de estos suelos, o bien al uso de rodopsinas 

para obtener energí a en las condiciones encontradas en estos suelos. Los principales filotipos ma s 

representados en condiciones de luz que de oscuridad son los OTUs 2 y 17 (afiliados al ge nero 

Natronomonas), 8, 11 y 19 (relacionados con el ge nero Halorientalis), 1 (Halosiccatus) y 3 

(Halomicrobium) (Figura 28). 
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Figura 27. Gráfica de ordenación que muestra la agrupación de las muestras incubadas en luz y 
en oscuridad durante tres semanas en función del índice de disimilitud de Bray-Curtis calculado a 

nivel de OTU.  

Con el objetivo de determinar los principales grupos de microorganismos que varí an en una y otra 

condicio n, se llevo  a cabo un experimento de marcaje con iso topos 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 recupero  an adiendo H2O18. 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 (diuro n, o DCMU, 

3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea), ya utilizado con anterioridad por otros autores para el 

estudio de la contribucio n de la produccio n primaria fotosinte tica 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 fraccio n de diferente densidad recuperada de los gradientes de densidad obtenidos por 

centrifugacio n isopí cnica del ADN de cada muestra revelo  que, en las condiciones ensayadas, el 

ADN de arqueas aparecí a a densidades superiores a las encontradas en las muestras control 

tratadas con H2O tanto en luz como en oscuridad, lo cual indica que este grupo procariota habí a 

crecido activamente e incorporado el agua con el iso topo de oxí geno ma s pesado (Figuras 29 y 30). 
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Esta situacio n contrasta con el resultado obtenido para el dominio Bacteria, donde tan solo una 

minorí a de sus representantes contienen ADN ma s pesado (Figuras 29 y 30). 

Estos resultados sugieren que las arqueas de estos suelos sobreviven mejor a oscilaciones en el 

contenido en agua o perí odos de desecacio n, que son comunes en dicho ha bitat o bien son ma s 

competitivas en las condiciones objeto de estudio, pudiendo encontrarse las bacterias en estado de 

latencia esperando condiciones ma s favorables para su desarrollo o haber muerto en el perí odo de 

desecacio n. 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 caracterí sticas 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 

ma s, que la mayor parte de los microorganismos activos son arqueas (probablemente del orden 

Halobacteria, como ya se describio  en los capí tulos anteriores) y, por lo tanto, la comunidad activa 

es principalmente hetero trofa, lo cual destaca la importancia de determinar los sustratos que las 

sustentan, ya que la escasa representacio n de posibles productores primarios presentes del 

dominio Bacteria encontrados en ana lisis anteriores y la limitada actividad de los representantes 

de estos suelos determinada mediante qPCR, hace difí cil suponer que esta actividad pueda 

sustentar al resto de hetero trofos 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 secuenciacio n de amplicones. El ADN de la fraccio n ligera (L) corresponde a los 

microorganismos que no han incorporado H2O18 en sus a cidos nucleicos dado que no han crecido 

en las condiciones ensayadas. Aunque no es lo habitual en estudios de marcaje con iso topos 

estables (SIP), en este proyecto la fraccio n pesada se dividio  en dos partes (MP y P) dada la amplitud 

de esta fraccio n en el dominio Archaea y la distribucio n bimodal observada en ciertas ocasiones 

(Figuras 29 y 30), lo que nos hací a suponer que se trataba de poblaciones distintas con diferentes 

velocidades de crecimiento o incorporacio n de H2O18. 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 fraccio n MP fue secuenciada de las 

muestras tratadas con H2O18+DCMU.  
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Figura 28. Abundancia relativa del gen ARNr 16S en las fracciones de diferente densidad 
obtenidas mediante centrifugación isopícnica de las muestras incubadas con H2O, H2O18, 

H2O18+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 centrifugación isopícnica de las muestras incubadas con H2O, H2O18, 

H2O18+DCMU en condiciones de oscuridad. 
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En la Figura 32 se muestra el gra fico de ordenacio n basado en el í ndice de disimilitud Bray-Curtis 

de las fracciones MP de los tratamientos con H2O18 en luz y oscuridad, con los 20 filotipos que ma s 

contribuyen a dicha separacio n representados sobre la ordenacio n. En esta fraccio n se encuentra 

el ADN de los microorganismos que han incorporado el H2O18 y, por lo tanto, crecen activamente 

en las condiciones del estudio. Los resultados esta n en consonancia con los obtenidos en la 

incubacio n con H2O en luz/oscuridad que se muestran en la Figura 28. Los filotipos de arqueas ma s 

representados en condiciones de luz son los nombrados con anterioridad. Sin embargo, en este 

caso puede observarse una contribucio n de ciertos filotipos de bacterias a la separacio n entre las 

muestras de estos dos tratamientos. Los OTUs 37 y 184 (relacionados con Salinibacter) y 42, se 

encuentran ma s 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 H2O18 (luz)–H2O18+DCMU (luz) (Figura 32), H2O18+DCMU 

(luz)–H2O18+DCMU (oscuridad) (Figura 33) así  como en el par H2O18 (oscuridad) y H2O18+DCMU 

(oscuridad) (Figura 34), que indicara  el posible crecimiento de estos filotipos en presencia del 

compuesto DCMU. 

En el gra fico de ordenacio n mostrado en la Figura 32 se observa que el filotipo OTU 2 

(Natronomonas), así  como el 37 y el 184 (Salinibacter) se encuentran ma s representados en las 

muestras incubadas con el inhibidor de la fotosí ntesis, que en las que no lo tienen, lo que podrí a 

indicar que su desarrollo se encuentra ma s favorecido en condiciones de luz cuando no hay 

produccio n primaria que cuando la hay. El resto de OTUs que eran ma s abundantes en las muestras 

iluminadas que en las no iluminadas parecen ser ma s abundantes en las muestras donde se permite 

la produccio n primaria (H2O18 en luz), por lo que podrí an depender de e sta para crecer en estas 

condiciones. La comparacio n de la fraccio n MP de las muestras incubadas con H2O18 en oscuridad 

con o sin DMCU permite discernir el efecto, como nutriente o como compuesto to xico 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 separacio n entre estas dos muestras no es muy grande. Mientras que el 

OTU 2 parece ser ligeramente ma s abundante en la muestra con DCMU, el OTU 37, 42 y Pontibacillus 

tambie n se inclinan hacia la muestra con DCMU. Aunque estos resultados no implican 

indiscutiblemente el uso de DCMU como fuente de carbono y/o energí a, pues podrí a tambie n 

tratarse de un efecto to xico 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, u nicamente 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 u til comparar las muestras tratadas con H2O + DCMU e incubadas en 

luz y en oscuridad. 

Dado que la comparacio n de las muestras incubadas con H2O18 + DCMU en luz y en oscuridad 

(Figura 33) muestra que el OTU 2 (Natronomonas) es ma s abundante cuando la muestra se ilumina, 

podemos hipotetizar que Natronomonas, adema s de obtener una ventaja en presencia de DCMU 

(como nutriente o como compuesto to xico para microorganismos que ocupan su mismo nicho), 
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obtiene tambie n 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 

ge nero Natronomonas contiene filotipos muy versa tiles (en concordancia con los resultados 

obtenidos en el Capí tulo II), capaces de utilizar como fuente de energí a la luz, diversos tipos de 

compuestos complejos (probablemente DCMU) y es muy eficiente utilizando los que provienen de 

la produccio n primaria.  
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Figura 30. Gráficos de ordenación basados en Bray-Curtis de la comunidad procariota (A), de arqueas (B) y bacterias (C) de la fracción MP 

de las muestras incubadas con H2O18 en luz y oscuridad. En ellos se indican los 20 OTUs que más contribuyen a la separación de las 
muestras en el espacio mostrado. 
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Figura 31. Gráficos de ordenación basados en el índice Bray-Curtis de la comunidad procariota (A), de arqueas (B) y bacterias (C) de la 
fracción P de las muestras incubadas con H2O18 en luz con y sin DCMU. En ellos se indican los 20 OTUs que más contribuyen a la 

separación de las muestras en el espacio mostrado. 
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Figura 32. Gráficos de ordenación basados en el índice Bray-Curtis de la comunidad procariota (A), de arqueas (B), y bacterias (C) de la 
fracción P de las muestras incubadas con H2O18 y DCMU en luz y oscuridad. En ellos se indican los 20 OTUs que más contribuyen a la 

separación de las muestras en el espacio mostrado. 

  



 

  
125 

 

 

 

 
Figura 33. Gráficos de ordenación PCA basados en el índice Bray-Curtis de las comunidades procariotas (A), de arqueas (B) y de bacterias 

(C) de la fracción P de las muestras incubadas con H2O18 en oscuridad con y sin DCMU. En ellos se indican los 20 OTUs que más 
contribuyen a la separación de las muestras en el espacio mostrado. 
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V. RESUMEN 

El presente trabajo se ha centrado en la caracterizacio n 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 pirosecuenciacio n de una 

misma localizacio n en dos momentos distintos (octubre de 2013 y noviembre de 2014), los cuales 

fueron analizados conjuntamente con otras bases de datos de ambientes hipersalinos acua ticos 

ampliamente estudiados que se habí an obtenido mediante la misma te cnica de secuenciacio n con 

el objetivo de identificar los sesgos en el conocimiento de los microorganismos halo filos y los 

ambientes hipersalinos derivados del estudio mayoritario de ambientes acua ticos, así  como para 

establecer patrones comunes y especí ficos a ha bitats hipersalinos con distinto tipo de sustrato 

(so lido/lí quido). Los resultados revelaron que la comunidad procariota de los suelos estudiados 

era mayor que la encontrada en los ambientes acua ticos tomados como referencia, y englobaba 

microorganismos con diferentes susceptibilidades a la salinidad, lo cual se atribuyo  al cara cter 

heteroge neo de la estructura del suelo, especialmente de los no saturados como los que son objeto 

de estudio de esta Tesis Doctoral, que propicia la aparicio n de micronichos con caracterí sticas 

fisicoquí micas diversas. Las secuencias metageno micas y los contigs se afiliaban mayoritariamente 

a microorganismos halo filos de los phyla Euryarchaeota, Bacteroidetes, Balneolaeota y 

Rhodothermaeota. Tambie n se encontraron secuencias relacionadas con el phylum candidato 

“Nanohaloarchaeota”, que no habí a sido detectado con anterioridad en suelos salinos. Aunque 

entre los ge neros ma s representados en las dos bases de datos analizadas se encuentran grupos 

detectados frecuentemente en otros ambientes hipersalinos, como Halorubrum, Haloarcula, 

Natronomonas y Salinibacter, tambie n se detecto  una gran abundancia de secuencias relacionadas 

con ge neros de los que se disponí a escasa informacio n ambiental, como es el caso de Fodinibius en 

SMO1 y Salinimicrobium en SMO2, adema s de un 15 % relacionadas con organismos no cultivados 

o que no pudieron ser clasificadas a este nivel con los para metros utilizados. Estos resultados 

demuestran que un grupo de microorganismos halo filos es capaz de crecer tanto en ambientes 

acua ticos como terrestres, permaneciendo ma s o menos constantes las dos muestras analizadas, 

mientras que la caracterí stica estructura del suelo como ha bitat podrí a estar propiciando el 

desarrollo de grupos de halo filos no tan versa tiles de manera variable en el tiempo y 

probablemente en funcio n de las condiciones fisicoquí micas de su microha bitat. La recuperacio n 

de genomas ambientales de buena calidad relacionados con estos dos u ltimos grupos de 

microorganismos a partir de los metagenomas permitio  la evaluacio n de la fisiologí a y ecologí a de 

los mismos en otros ambientes hipersalinos. Ambos poseí an la capacidad de acumular solutos 

compatibles, con probable utilizacio n del mecanismo de osmoadaptacio n salt-out, y el relacionado 

con el phylum Balneolaeota podrí a utilizar la luz como fuente de energí a por medio de rodopsinas.  

El ana lisis de los para metros ambientales relacionados con la distribucio n de la comunidad 

procariota y su diversidad en distintos suelos hipersalinos del citado Paraje mostro  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 hipo tesis 

propuesta por un estudio anterior que indica que, superado un determinado nivel de salinidad, este 

factor ya no constituye la principal contribucio n a la estructura de la comunidad procariota. En esta 
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situacio n, otras propiedades geoquí micas del suelo, como la textura, el contenido en agua, carbono, 

azufre y metales constituyen los principales factores relacionados con los cambios en la 

distribucio n espacial de la comunidad procariota. 

Los estudios de marcaje con H2O18 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 podrí an encontrarse en un estado de latencia a la espera de 

condiciones ambientales ma s favorables. Las incubaciones en condiciones de luz y oscuridad 

demuestran que este tratamiento da lugar a comunidades procariotas diferentes en estos suelos. 

Adema s, la adicio n de un compuesto inhibidor del fotosistema I no provoco  grandes cambios en la 

comunidad, sugiriendo que la amplia comunidad halo fila hetero trofa encontrada no depende de la 

produccio n de compuestos carbonados como fuente de carbono y energí a por parte de la escasa 

comunidad de organismos fotosinte ticos presentes en estos suelos. Estos microorganismos, que 

poseen genes relacionados con rodopsinas, podrí an, por tanto, obtener energí a a partir de la luz, 

bien para procesos metabo licos o fisiolo gicos y aprovechar como fuente de energí a los compuestos 

expulsados como consecuencia del cambio de osmolaridad y los que resultan ma s disponibles y 

pro ximas 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. 
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The labelling with H2O18 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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VII. CONCLUSIONES 

1. La diversidad procariota, tanto taxono mica como funcional, de los suelos estudiados es superior 

a la encontrada en otros ambientes acua ticos hipersalinos tomados como referencia, 

probablemente debido a la mayor heterogeneidad del suelo como ha bitat, frente a una columna de 

agua. 

2. La comunidad procariota de los suelos salinos estudiados comprende principalmente 

microorganismos halo filos de los phyla Euryarchaeota, Bacteroidetes, Balneolaeota and 

Rhodothermaeota, aunque tambie n se encuentran presentes otros grupos minoritarios sin 

representantes halo filos descritos. Algunos de los ge neros mayoritarios detectados en los dos 

metagenomas completos se detectan tambie n como abundantes en otros ambientes hipersalinos 

(Halorubrum, Haloarcula, Natronomonas, Salinibacter) y su proporcio n se mantiene relativamente 

estable de un momento de muestreo al siguiente, mientras que la informacio n disponible sobre 

otros grupos taxono micos ampliamente representados (Fodinibius en SMO1 y Salinimicrobium en 

SMO2) es escasa, y sus abundancias variaron en los dos momentos de muestreo, probablemente en 

relacio n a las diferentes condiciones fisicoquí micas de una y otra muestra. 

3. El uso de te cnicas independientes de cultivo como la secuenciacio n metageno mica y de 

amplicones para la caracterizacio n de la comunidad microbiana de estos suelos permitio  la 

deteccio n de una fraccio n importante de secuencias relacionadas con microorganismos no 

descritos o no cultivados, especialmente del dominio Bacteria. Por ello, au n se requiere un gran 

esfuerzo de estudios de aislamiento para caracterizar la comunidad presente en estos suelos. 

4. El ana lisis del potencial metabo lico de la comunidad procariota de estos suelos salinos refleja su 

naturaleza terrestre e hipersalina, de manera que coexisten caracterí sticas propias de suelos, como 

el alto nu mero de genes relacionados con metabolismo secundario y virulencia, adema s de 

funciones de reconocida importancia para los microorganismos que viven a altas concentraciones 

salinas, como los involucrados en mecanismos de osmoadaptacio n. 

5. Nuestros resultados muestran que, una vez sobrepasado cierto lí mite de salinidad u osmolaridad, 

este factor no juega un papel crí tico en la estructuracio n de las comunidades microbianas o su 

diversidad en estos suelos. En estas condiciones, otros para metros del suelo, como el contenido en 

agua, pH, textura y concentracio n de carbono y metales se relacionaban con los cambios en la 

estructura de la comunidad. 

6. Ciertos filotipos, mayoritariamente afiliados a los ge neros Fodinibius y Natronomonas se 

encontraron en un alto nu mero de muestras y su abundancia no se correlacionaba con la salinidad, 

por lo que, de acuerdo con estudios anteriores, esto sugiere que los halo filos que habitan en suelos 

tienen un cara cter ma s eurihalino que los que se encuentran en ambientes acua ticos. 

7. Las incubaciones de muestras de estos suelos salinos con H2O18 tras un perí odo de desecacio n 

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 perí odo de desecacio n. Esto demuestra 
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que las arqueas encontradas en estos suelos son ma s resistentes a los perí odos de desecacio n 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 estructuracio n de la comunidad procariota de estos suelos 

hipersalinos y, por lo tanto, podrí a constituir una fuente de energí a para los microorganismos 

halo filos de suelo que codifican rodopsinas cuando otros sustratos no se encuentran disponibles. 
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VIII. 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 SMO2), 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 H2O18 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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