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ABREVIATURAS

3H-dCTP: desoxi-(1', 2', 5’-3H) citidina trifosfato
ADN: 4cido desoxirribonucleico

ARN: &cido ribonucleico

ARNIr: &cido ribonucleico ribosémico

C: citosina

°C: grado centigrado

cm: centimetro

col. : colaboradores

c.s.p.: cantidad suficiente para

DDBJ: DNA Data Bank of Japan

DGGE: electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion
dNTP: desoxinucleétido trifosfato

DO: densidad optica

DSMO: dimetilsulféxido

EDTA: &cido etilen-diamino-tetracético

EE.UU.: Estados Unidos

EMBL: European Molecular Biology Laboratory
et al.: et alii (y otros)

g: gramo

gen.: género

G: guanina

G+C: contenido en guanina + citosina

Kpb: kilopares de bases

I: litro

M: molar

Mpb: megapares de base

mg: miligramo

min: minuto

ml: mililitro

mm: milimetro

mM: milimolar

N: nucledtido

NCBIL: National Center for Biotechnology Information
nm: nanémetro

nov.: nuevo/a

OGs: genes ortélogos

ORF: marco abierto de lectura
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pb: pares de bases

PCR: reaccion de amplificacion en cadena de la polimerasa
PE: paired end

p/v: relacion peso/volumen

Q8: ubiquinona 8

SDS: dodecil sulfato sédico

seg.: segundo

sp.: especie

T: timina

TAE: tampon Tris-acetato-EDTA

Tag. ADN polimerasa de Thermus aquaticus

TE: tampon TrisHCI-EDTA

T temperatura media de desnaturalizacién del ADN
Mg: microgramo

pl: microlitro

pMm: micrémetro

MM: micromolar

UPGMA: Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
UV: ultravioleta

V: voltio

v/v: relacion volumen/volumen

W: vatios
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I. Introduccion

I.1. AMBIENTES EXTREMOS

Durante las Ultimas décadas, han sido relevantes los avances cientificos con
los que se han ampliado los limites del espacio habitable en la Tierra a través
de la investigacion de los denominados “microorganismos extremofilos”,
que habitan en condiciones ambientales extremas o incluso las requieren
para su crecimiento (Rothschild y Mancinelli, 2001; Baross, 2007; Pikuta y
Hoover, 2007; Stan-Lotter, 2012). Es importante matizar que el término
“ambiente extremo” corresponde a un concepto subjetivo y de gran
complejidad, por lo que tradicionalmente ha sido dificil de definir. En estos
ambientes las condiciones ambientales tales como el pH, la temperatura, la
presién, la concentracion de los nutrientes o la salinidad son
extremadamente elevadas o bajas, y sélo un niumero limitado de especies se
encuentran bien adaptadas, y no solo toleran, sino que pueden crecer
Optima o estrictamente bajo estas condiciones limite. Los microorganismos
adaptados a crecer Optimamente en estos ambientes se denominan
“extremdfilos” (Mesbah y Wiegel, 2008; 2012). Asi pues, lo que nosotros
denominamos “extremo” podria considerarse como “normal” para algunos
microrganismos (Ventosa, 2006; La Cono y col., 2011; Oren y col., 2011;
Yakimov y col., 2015).

En 1979, Brock definid los ambientes extremos como “ambientes en los que
existe una escasa diversidad de especies y en los que estan ausentes algunos
grupos taxonomicos”. Posteriormente, Rodriguez-Valera (1988) corroboré
esta definicion al indicar que la diversidad de las especies biologicas
disminuye a medida que las condiciones se hacen mas extremas. Sin
embargo, hoy dia gracias a los estudios realizados en las Ultimas décadas, se
ha puesto de manifiesto que la biodiversidad taxondmica presente en estos
ambientes es muy superior a lo que se pensé en un principio (Ghai y col.,
2011; Aguirre-Garrido y col.,, 2015; Oren., 2015; Ventosa y col., 2015).

Aunque los organismos extremofilos estan representados en todos los
Dominios del arbol de la vida, los ambientes extremos suelen estar
habitados por organismos procariotas (bacterias y arqueas) (Canganella y
Wiegel, 2011). Adicionalmente, la comprension de los limites de la vida
posee un gran interés aplicado, debido a las extraordinarias propiedades y
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caracteristicas de estos ambientes y de los microorganismos que alli habitan.
La totalidad de los seres vivos de la Tierra sufren cambios necesarios para
sobrevivir a las condiciones hostiles del planeta. De ahi que los mecanismos
de adaptacion experimentados por los microorganismos en estos ambientes
puedan sentar las bases para nuevos avances en los sectores de la
biotecnologia, la biomedicina y la astrobiologia entre otros; (Ventosa y
Arahal, 2002a, 2002b; Mellado y Ventosa, 2003; Oren, 2010; Abriouel y col.,
2011; Pérez y col, 2011; Wang y col, 2011; Amils y col, 2014; 2016;
Gonzalez-Toril y col., 2014; Fernandez y col., 2016; Gutiérrez-Preciado y col.,
2017; Khodadad y col., 2017).

1.1.1. Ambientes hipersalinos

Dadas las caracteristicas de los ambientes hipersalinos, éstos se engloban
dentro de los ambientes considerados como extremos. El principal factor
limitante de los ambientes hipersalinos es su elevada concentracion de sal.
Sin embargo, existen otros factores fisico-quimicos limitantes en el
desarrollo de la vida en esos ambientes como son: la temperatura, el pH, la
radiacién solar, la disponibilidad de oxigeno o de nutrientes y la presencia
de metales pesados y de otros compuestos toxicos (Rodriguez-Valera, 1988).
La biota de dichos habitats estd dominada por microorganismos haléfilos
bien adaptados, que en numerosas ocasiones son poliextreméfilos, dada su
habilidad para crecer 6ptimamente no solo a altas concentraciones de sales
sino también a elevados valores de pH, bajas o altas temperaturas y en otras
condiciones extremas mencionadas previamente (Bowers y col, 2009;
Bowers y Wiegel, 2011; Mesbah y Wiegel, 2012).

Los ambientes hipersalinos estan constituidos principalmente por sistemas
acuaticos y suelos hipersalinos (Ventosa y col., 2008), aunque también se
incluyen depodsitos de sal, algunas plantas del desierto, salmueras de
yacimientos petroliferos, pieles y una gran variedad de productos salados,
como pescados o carnes sazonadas y alimentos fermentados, entre otros
(Grant y col, 1998; Ventosa, 2006; Ventosa y col, 2008; Oren, 2011;
Mokhtarnejad y col., 2016; Motlagh y col., 2017).
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Los ambientes acuaticos hipersalinos son los que se han estudiado en mayor
profundidad, y se caracterizan porque presentan una concentracion de sales
superior a la del agua del mar (Rodriguez-Valera, 1988), es decir, superior a
un 3,5 % (p/v) de sales totales, aproximadamente (Edgerton y Brimblecome,
1981). Dependiendo de su origen, la composicion salina de los ambientes
acuaticos hipersalinos puede diferir o no de la del agua del mar, por lo que
en base a esto, se clasifican en aguas talasosalinas o atalasosalinas.

Las aguas talasosalinas tienen un origen marino y por tanto una
composicion salina similar a la del agua del mar. Quimicamente se
caracterizan por un claro predominio de iones monovalentes Cl- y Na*,
aunque también estan presentes otros iones como Mg?*, SO4?-, K+, Ca?*,
HCOs-, Br- y F- (de la Haba y col, 2011). Un ejemplo de ambientes
talasosalinos son las salinas marinas, utilizadas para la produccion de sal por
evaporacion del agua del mar, que ademas de poseer una elevada
concentracion de sales, estdn sometidas a una fuerte irradiacién solar y a
grandes oscilaciones de temperatura entre el dia y la noche (Rodriguez-
Valera y Ruiz-Berraquero, 1983), por lo que constituyen un excelente modelo
para el estudio de los microorganismos que viven en condiciones extremas
(Rodriguez-Valera, 1988; Grant, 1990). Sin embargo, el Gran Lago Salado, en
Utah (Estados Unidos), a pesar de no tener un origen marino y proceder de
la disoluciéon de sales de roca causada por el agua de lluvia, rios o aguas
subterraneas, presenta una composicion relativa de sales similar a la del
agua del mar (Post, 1977; Rodriguez-Valera, 1993), por lo que se engloba
dentro de los denominados habitats talasosalinos (Figura 1.01).

Figura 1.01. Ejemplos de ambientes acuaticos talasosalinos. A, el Gran Lago Salado (Utah,

Estados Unidos): B. salina solar de Isla Cristina (Huelva).
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Por otro lado, las aguas atalasosalinas son aquellas cuya composicion salina
refleja la geologia, topologia y condiciones climaticas circundantes,
proviniendo, generalmente, de la disolucion de depdsitos minerales de
origen continental. Las sales que forman estos ambientes se encuentran en
unas proporciones bastante alejadas a las de un medio marino tipico,
predominando generalmente en su composicion los cationes divalentes
como el Ca%* y el Mg?* (Brock, 1979; Rodriguez-Valera y Ruiz-Berraquero,
1983; Rodriguez-Valera, 1993).

Aun siendo menos abundantes, estos ambientes se caracterizan por ser mas
heterogéneos que los anteriores, dando lugar a habitats muy diferentes
entre si. Un ejemplo de habitat atalasosalino muy estudiado es el Mar
Muerto (Volcani, 1940a; Oren, 1983c; 1988; 2006; 2007a; Arahal, 1997;
Ventosa y col., 1998b; Bodaker y col., 2010; Cheewinthamrongrody col.,
2016; Lai y col.,, 2017), el cual se caracteriza por presentar una concentracion
de sales del 34 %, con predominancia de cationes divalentes, un valor de pH
cercano a 6 y un indice de radiacién solar alto, haciendo de éste un
ambiente inhospito para la mayoria de los microorganismos, impidiendo
incluso el crecimiento de la mayoria de los microorganismos mejor
adaptados a estos ambientes (de la Haba y col., 2011). Otros ejemplos de
ambientes atalasosalinos estudiados en profundidad son algunos lagos
hipersalinos de la Antartida (Liao y col., 2016; Najnin y col., 2016; Tschitschko
y col., 2016; Williams y col., 2017), lagos salinos y alcalinos de Africa Oriental
(como el lago Magadi en Kenia [Kavembe y col., 2015; 2016; Kambura y col.,
2016], el lago Natron en Tanzania [Yakimov y col., 2001] o los lagos del Wadi
Natrun en Egipto [Jones y col., 1998; Mesbah y Wiegel, 2009]), de Estados
Unidos (tales como el Mono Lake y el Big Soda Lake [ Oren, 2002c;
Namsaraev y col,, 2009: Hoeft y col., 2016; Thomas y col.,, 2017]) y de Asia
(Iran [Mehrshad y col., 2015; Corral y col., 2016] y China [Grant y col., 2011;
Hey col., 2015; Zhuang y col., 2016 ]) (Figura 1.02).

A diferencia de otros ambientes atalasosalinos, los lagos salinos y alcalinos
son pobres en iones Mg?*y Ca?*, siendo en cambio abundantes los aniones
CO3%- y Cl-, debido a la intensa evaporacion y a la quimica de sus aguas, lo
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que se traduce en valores de pH superiores a 8 (Sui y col., 2016; de Ledn-
Lorenzanay col., 2017).

Figura 1.02. Ejemplos de ambientes acuaticos atalasosalinos. A, Mar Muerto
(Israel/Jordania); B, Lago Mono (Estados Unidos); C, Lago Magadi (Kenia); D, Lago Natron
(Tanzania).

En contraste con los ambientes acuaticos hipersalinos, no existe una
definicion precisa de suelo salino o hipersalino. Segun Kaurichev (1980), los
suelos salinos son aquellos que contienen una concentracién superior al 0,2
% (p/v) de sales solubles. Estos, se encuentran ampliamente distribuidos en
nuestro planeta, particularmente en regiones aridas o semiaridas, aunque no
de manera exclusiva.

A diferencia de los sistemas acuaticos hipersalinos, hay muy pocos estudios
acerca de la biodiversidad microbiana en los suelos salinos, pese a que
representan una superficie significativa de nuestro planeta. Los primeros
estudios realizados sobre la diversidad microbiana en suelos salinos tuvieron
lugar en los afios 80, utilizando los métodos tradicionales de cultivo
(Quesada y col.,, 1982). Algunos estudios mas recientes son los realizados
por Luque y col. (2012a; 2012b; 2014), Bin Ma y col. (2013), Oueriaghli y col.
(2013; 2014), Navarro-Noya y col. (2015), Chen y col. (2017) o Ledn-
Lorenzanay col. (2017), entre otros.
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La microbiota que los habita se caracteriza por su capacidad para crecer en
un rango de salinidad muy amplio (Quesada y col., 1982). Se piensa que este
fendmeno es debido a la heterogeneidad de los suelos salinos, en los cuales
la salinidad puede cambiar bruscamente en el espacio y en el tiempo (por
ejemplo como consecuencia de la lluvia o de variaciones en las condiciones
ambientales) (de la Haba y col., 2011). Es esta heterogeneidad la que puede
provocar que los microorganismos excesivamente especializados sean
eliminados periédicamente, mientras que los microorganismos eurihalinos
(en concreto aquellos capaces de crecer en un amplio rango de
concentraciones de sales) sean favorecidos (Ventosa y col., 2008).

Estudios realizadas desde el punto de vista taxonémico demuestran que los
microorganismos aislados en suelos hipersalinos pertenecen a grupos
taxondmicos muy diversos: Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria,
Bacteroidetes e incluso Halobacteria de forma ocasional (Ventosa y col.,
2008; Luque y col., 2014; Chen y col, 2017).

En un estudio realizado por Oueriaghli y col. (2014), en el que estudiaron la
diversidad y la distribucion del género Halomonas tanto en muestras de
suelo como en sedimentos acuosos en Rambla Salada, en Murcia (sureste de
Espafia) utilizando diferentes técnicas moleculares, se observd que la
abundancia y la uniformidad de las poblaciones del género Halomonas se
encuentran influenciadas principalmente por la estacion del afio, el pH y la
salinidad (Oueriaghli y col., 2014). En un estudio llevado a cabo por Pandit y
col. (2015), se ha estudiado la diversidad taxonoémica de la comunidad
microbiana presente en el desierto salino de El Gran Rann de Kutch, en
Gujarat (India) mediante estudios metagendmicos. Para ello se estudié la
variacion de las comunidades microbianas en relacion con la salinidad y la
época del afo, revelando que El Gran Rann de Kutch presenta una rica
diversidad microbiana con representantes de los phyla principales, diferente
al resto de ambientes hipersalinos, aunque mas similar a la microbiota
encontrada en el agua del mary a la de los lagos salinos (Figura 1.03). En un
estudio mas reciente Ledn-Lorenzana y col. (2017) estudiaron el suelo del
antiguo lago Texcoco, observaron que tras las inundaciones producidas, no
sélo se modificaba la conductividad electrolitica, sino también la poblacién
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microbiana presente siendo el cambio mas drastico la fuerte disminucion de
bacterias pertenecientes a la clase Gammaproteobacteria.

Figura 1.03. Ejemplos de suelos salinos. A, desierto salino de El Gran Rann de Kutch (India);

B, suelo salino de Isla Bacuta (Huelva).
I.1.2. Salinas solares

Dentro de los ambientes hipersalinos encontramos las salinas solares; éstas
constituyen un excelente modelo para el estudio de la biodiversidad y
ecologia de microorganismos halofilos. Las salinas solares poseen a menudo
un sistema de estanque mudltiple para la produccion de sal comun,
brindando asi un amplio rango de salinidades, que van desde la
concentracion del agua del mar hasta la saturacion de sales. Los sistemas de
estanque multiple se organizan mediante una serie de estanques con poca
profundidad en los que el agua se transfiere periédicamente desde los
estanques con menos salinidad (concentradores) a los estanques en los que
precipita la sal (cristalizadores). La saturacion de las diferentes sales por
evaporaciéon del agua provoca la precipitacion secuencial de las sales:
carbonato, yeso y halita. Por ello, la proporcion relativa de sales en los
estanques es inicialmente semejante a la del agua del mar pero varia a
medida que van precipitando las diferentes sales (Rodriguez-Valera 1988;
Ventosa y col, 2014). La densidad de la comunidad microbiana que se
encuentra en las mismas es generalmente alta y las salinas son en su
mayoria de facil acceso (Litchfield y col., 1999; Oren, 1993).

Los estudios realizados en salinas solares son mas numerosos en los
estanques cristalizadores (Anton y col., 1999, 2000; Pasic y col., 2009;
Khemili-Talbi y col., 2015; Di Meglio y col., 2016; Leboulangery col., 2017),
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siendo por tanto el conocimiento de los estanques con salinidades
intermedias mucho mas limitado. Esto ha despertado el interés de varios
grupos de investigacion por las poblaciones microbianas que habitan en
estos ambientes por lo que cada vez son mas los estudios realizados en
estanques con salinidades intermedias (Ghai y col., 2011; Fernandez y col.,
2014a; 2014b; Ledn y col., 2014; 2015; 2016; Aguirre-Garrido y col., 2016;
Selvarajan y col.,, 2017), algunos de ellos realizados por nuestro grupo de
investigacion. Estos estudios han puesto de manifiesto una vez mas que los
microorganismos tradicionalmente aislados en cultivo puro no constituyen
la microbiota predominante en dichos ambientes.

L 1.2.1. Salinas Bras del Port de Santa Pola, Alicante

Uno de los sistemas acuaticos salinos mejor estudiado desde el punto de
vista microbioldgico es la salina Bras del Port de Santa Pola (Alicante) (Figura
1.04). El clima que predomina en esta zona es el mediterraneo, con una baja
precipitacién anual y unas temperaturas moderadas, con poca oscilacion
entre invierno y verano (Rodriguez-Valera y col., 1985). El agua de los
estanques con altas salinidades presenta unos valores de pH mas bajos y
temperaturas maximas mas elevadas, llegandose a alcanzar una diferencia
de pH de una unidad, y de unos 10 °C de temperatura entre los estanques
cristalizadores y aquellos con una salinidad inferior al 15 %. En estos
estanques con bajas salinidades, la elevada actividad fotosintética provoca
una reduccién en la presién parcial de CO,, aumentandose por tanto los
valores de pH (Landry y Jaccard, 1984).
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Figura 1.04. Salina Bras del Port en Santa Pola, Alicante. A, fotografia aérea, B, imagen de la

salina via satélite.

Inicialmente en estas salinas se llevaron a cabo estudios basados en técnicas
clasicas de cultivo de microorganismos, permitiendo la caracterizacion
taxondmica de un gran niumero de géneros y especies tanto de arqueas
como de bacterias halofilas (Rodriguez-Valera y col., 1985; Ventosa y col,
2014). A salinidades por encima del 15 % de sales totales casi todos los
organismos eran presentes halofilos. En un rango entre el 15 y el 30 % de
sales totales, las poblaciones del alga verde Dunaliella sp. se incrementan
considerablemente, disminuyendo bruscamente en los estanques
cristalizadores. Dentro de ese mismo rango de sales totales, predominan
algunas especies haldfilas moderadas y algunas arqueas de rapido
crecimiento. Entre las especies de bacterias halofilas, los principales grupos
taxondmicos aislados fueron los miembros de los géneros Halomonas,
Chromohalobacter (Ventosa y col., 1989) y otros géneros relacionados de la
familia Halomonadaceae. En cambio, los representantes del género
Salinivibrio (Mellado y col., 1996), se aislaron con mayor frecuencia a
concentraciones por debajo del 15 % de salinidad. Se observé que, en
estanques con salinidades superiores al 30 % de sales, la diversidad
bacteriana estaba enormemente reducida (Rodriguez-Valera y col., 1985).
Otros géneros que incluyen bacterias haléfilas aisladas de estas salinas son
Salinicoccus (Ventosa y col., 1990) y Salinibacter (Anton y col., 2002).

Debido a la falta de informacion acerca de la ecologia microbiana de estos
ambientes, se llevaron a cabo estudios basados en técnicas moleculares de
PCR, DGGE o FISH (Anton y col, 1999; Benlloch y col, 2001; 2002;
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Casamayor y col.,, 2002a; Burns y col., 2007). Estos estudios concuerdan con
la afirmacién de que los estudios de biodiversidad basados en las técnicas
tradicionales de cultivo permiten aislar menos del 1 % de las especies
microbianas presentes en el ambiente (Amann y col,, 1995) y por tanto, no
representan la microbiota predominante en dichos habitats.. En general se
observd como el incremento en la salinidad daba lugar a una reduccion
progresiva en la abundancia de los grupos de eucariotas, a la vez que un
incremento en la biomasa de microorganismos procariotas (Ventosa y col.,
2014).

Los primeros estudios metagenomicos llevados a cabo en esta salina se
centraron en los estanques cristalizadores. Estos estudios, junto con otros
estudios moleculares no dependientes de cultivo realizados en estas salinas,
han puesto de manifiesto que una gran parte de la microbiota presente en
las mismas no se corresponde con las especies aisladas y caracterizadas
hasta la fecha. Sin embargo, la biomasa presente en estos estanques es muy
elevada, alcanzando 108 células ml! (Diez y col., 2000). Por otro lado, el
analisis de estos metagenomas ha puesto de manifiesto que la diversidad
microbiana disminuye a lo largo del gradiente de salinidad (Ghai y col., 2011;
Fernandez y col., 2014a; 2014b).

Hasta hace poco, el conocimiento que se tiene sobre los estanques de
salinidades intermedias era mucho menor. Estudios realizados con cultivos
puros mostraron que en estos estanques con salinidades intermedias existe
una amplia gama de microorganismos haldfilos pertenecientes
principalmente al phylum Proteobacteria y a la clase Halobacteria
(Rodriguez-Valera y col., 1985). Los representantes del género Vibrio
(actuales representantes del género Salinivibrio) se aislaron con mas
frecuencia a partir de estanques con concentraciones por debajo del 15 %
de salinidad (Rodriguez-Valera y col.,, 1985), pero éstos se encontraban en
una baja presencia a pesar de ser cominmente aislados en cultivo puro en el
laboratorio (Arahal y col., 2001; Arenas y col., 2009). Los analisis detallados
de las bases de datos metagendmicas, han permitido realizar el ensamblaje
de contigs y determinar con mayor exactitud las caracteristicas de los
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microorganismos presentes en dichos ambientes salinos. Se observé que, un
grupo de Gammaproteobacteria muy abundante en estanques de
salinidades intermedias, estaba relacionado filogenéticamente con especies
del género Alkalilimnicola, Arhodomonasy Nitrococcusy que no habia sido
aislado en cultivo puro anteriormente. Gracias a estos estudios
metagendmicos, Leon y col. (2014) disefiaron medios y condiciones de
cultivo consiguiendo el aislamiento de la bacteria halofila moderada
Spiribacter salinus. Un afio mas tarde, el grupo de Dres. Copa-Patifio y
Soliveri (Universidad de Alcala de Henares) consiguieron aislar una segunda
cepa de este género Spiribacter curvatus (Leén y col., 2015).

L 1.2.2. Salina de Isla Cristina, Huelva

La salina de Isla Cristina fue construida en 1955 sobre los humedales en las
marismas del rio Carreras, en la localidad de Isla Cristina (Huelva), localizada
cerca de industrias de procesamiento de alimentos (Figura 1.05). Se
encuentra sometida a temporadas de lluvia, a una alta radiacion solar y a
altas fluctuaciones de temperatura entre el dia y la noche (Moreno y col.,
2009). A partir de esta salina se han aislado y caracterizado diversas especies
bacterianas y de arqueas (Mota y col., 1997; Moreno y col., 2010), como son
el caso de las bacterias haléfilas Spiribacter salinus (Leén y col., 2014),
Idiomarina aquatica (Ledn y col., 2015) y Spiribacter roseus (Ledn y col.,
2016), aisladas por nuestro grupo de investigacion.

Por otro lado, mediante técnicas metagendmicas se ha analizado la
diversidad taxondmica existente en la columna de agua de un estanque con
un 21 % de salinidad de esta salina solar, designado como IC21 (Fernandez y
col, 2014b). En este estudio, se observd que los géneros bacterianos
predominantes eran Psychroflexus, Owenweeksia, Gracilimonas, Spiribactery
Salinibacter, y en cuanto al phylum Euryarchaeota se encontraron muy
representados los géneros Halorubrum, Haloquadratumy Natronomonas.
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Figura I1.05. Salinas de Isla Cristina (Huelva). Estanques (A) y vista aérea (B) de las salinas.

L 1.2.3. Salinas Aragonesas y Salinas de Isla Bacuta, Huelva

Dentro del paraje Natural Marismas del Odiel, se encuentran las salinas
industriales Aragonesas y las salinas de Isla Bacuta. Ambas salinas de litoral,
fueron resultado de la transformacion de la marisma para su dedicacion a la
extraccion de sal a partir de agua de mar (Figura 1.06). El grado de
transformacion de estas salinas ha producido numerosos efectos
secundarios sobre el ecosistema. La creacion de grandes balsas mediante la
construccion de muros ha generado elevaciones artificiales que han
afectado a determinadas especies, ha alterado la cubierta vegetal y ha
redistribuido la fauna (Morén, 2011). Por otro lado, estas salinas industriales
se han transformado en un espacio de gran importancia para la alimentacion
de determinadas aves como los flamencos (Harmer, 1913). A partir de las
salinas de Isla Bacuta se han aislado y caracterizado algunas especies
microbianas como la bacteria halofila Larsenimonas salina y la arquea
Halovenus salina, ambas aisladas por nuestro grupo de investigacion (Leon y
col., 2014; Infante-Dominguez y col., 2015).
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Figura 1.06. A, salinas Aragonesas (Huelva); B, salinas de Isla Bacuta (Huelva).

L1.2.4. Salinas Es Trenc, Mallorca

Las “Salinas de Levante” se ubican en el sureste de Mallorca. Es un espacio
natural cuyo suelo fue calificado como no urbanizable en 1991 por la Ley de
Espacios Naturales (LEN). Dentro de las “Salinas de Levante” se encuentra la
zona de Trenc-Salobrar, donde se sitian un conjunto de estanques (sistema
de estanques multiples) construidos artificialmente y dedicados actualmente
a la obtencion de sal. Estos estanques se encuentran conectados mediante
un canal de agua procedente de la playa Es Trenc (Figura 1.07). En 2015
Mirete y col, realizaron una busqueda de genes en comunidades
microbianas presentes en las rizosfera y salmuera de las salinas de Es Trenc.
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L1.2.5. Salinas de La Malaha, Granada

Estas salinas, de origen atalasosalino, eran explotadas desde la época de los
romanos y se encuentran en la llanura de El Temple, en el pueblo de La
Malaha (Figura 1.08). Su nombre proviene del arabe a/-mallaha, que significa
"alqueria de la sal". Estas salinas de interior se caracterizan por poseer un
alto contenido en cloruros y sulfatos. La presencia de estas sales se debe a
fendbmenos de precipitacién por evaporacion y desecacion. La redisolucion
de las sales al entrar en contacto con las aguas subterraneas da lugar a
manantiales y mantos freaticos salinos que pueden ser aprovechados para la
obtencion industrial de sal (Fernandez-Palacios y col., 2004).

Esta salina se abastece de agua procedente de tres manantiales, dos de ellos
subterraneos y un tercero que aflora en superficie cerca del rio Salado,
formando una balsa. El agua pasa a través de una conduccion subterranea
desde los manantiales hasta el deposito de forma mecanica y desde alli es
elevada mediante un motor hasta los decantadores, donde se acumula el
agua durante los meses de invierno y por decantacion los sedimentos se
depositan en el fondo, quedando el agua limpia para extraer a partir de ella
las sales. Hasta la fecha solo se ha conseguido describir una bacteria haléfila
de esta salina, Alkalibacillus almallahensis aislada por Pérez-Davo y col.
(2014).
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L1.2.6. Salinas de Bufadero y salinas de Arinaga, Gran Canaria

Las salinas del Bufadero se localizan en el norte de la isla en la zona de
Bafaderos, municipio de Arucas, Gran Canaria (Figura 109); datan
probablemente del S. XVII y forman parte de un conjunto de seis salinas
ubicadas en este litoral. Son un ejemplo de una actividad econdmica
tradicional muy antigua, aunque en la actualidad estas salinas se encuentra
practicamente en desuso (Rodriguez, 2003).

Estan sobre una amplia y escalonada plataforma lavica, y en ella se produce
un doble sistema cristalizador: los estanques de captacion o condensadores
en el nivel inferior y los cristalizadores, denominados maretas, en el nivel
superior. Los condensadores se localizan muy cerca de la orilla para que en
la pleamar las olas lleguen a ellos. Aqui, aparte de captar el agua, ésta se va
saturando. El agua, ya mas concentrada en sales se traslada desde los
condensadores hasta la mareta donde se produce la cristalizacién de la sal.
Su superficie es de unos 1800 m?, aunque en los Ultimos afios han perdido el
30 % de las maretas por efecto de las lluvias y la falta de mantenimiento.

Figura 1.09. Estanques (A) y condensadores (B) de las Salinas de Bufadero

En cambio, en el sureste de la isla, se encuentran las salinas industriales de
Arinaga (Figura 1.10), construidas hacia 1820. La mitad sur de la salina esta
en explotacion mientras que la mitad norte solo anegada. Declaradas Bien
de Interés Cultural, constituyen un magnifico recurso para la obtenciéon de
sal en la isla. Su construccion se basa en un conjunto de estanques multiples
interconectados por canales (Rodriguez, 2003).
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Figura I.10. Salinas de Arigana. Estanques (A) y vista aérea (B) de las salinas.

11.2.7. Salinas de Cabo Rojo, Puerto Rico

Al suroeste de la isla de Puerto Rico se sittan las salinas de Cabo Rojo
(Figura 1.11). Estas estan compuestas de un estuario que alimenta a una serie
de estanques artificiales con agua de mar. El clima en esta zona es tropical
sujeto a cambios estacionales extremos durante las estaciones secas y
lluviosas. La alta radiacion solar y la escasez de lluvia durante casi todo el
ano promueven la formacion de ambientes hipersalinos, en especial durante
el periodo seco (entre diciembre y marzo) (Gonzalez-Miranda, 2006).

Debido a que estas salinas funcionan mediante un sistema de estanques
multiples, a medida que el agua entrante va pasando de un estanque a otro
aumenta su salinidad y por consiguiente, disminuye el oxigeno. El analisis
fisicoquimico de estos estanques indica una gran concentracion de nutrientes

limitantes como el fésforo y el nitrégeno. La presencia de NO-; podria
resultar de la actividad nitrificante y las bajas concentraciones de sulfato en
la columna de agua son posiblemente debido a la precipitacion de BaSOa4 y
CaS042H;0. Los minerales mas abundantes en esta zona son cuarzo,
feldespato y carbonatos de calcio (Caborrojefios Pro Salud y Ambiente Inc,
2009). A partir de estas salinas se han aislado y caracterizado algunas
arqueas como Halogeometrium boriquense (Montalvo-Rodriguez y col.,
1998) y Haloterrigena thermotolerans (Montalvo-Rodriguez y col., 2000).

Recientemente se han aislado dos nuevas cepas, cuyo genoma ha sido
secuenciado, que posiblemente constituyen nuevas especies de los géneros
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Halorubrum (Sanchez-Nieves y col., 2016a) y Haloarcula (Sanchez-Nieves y
col,, 2016b).

Cercano a las salinas de Cabo Rojo se encuentra el manglar negro Avicennia
germinans, el cual ha desarrollado mecanismos para tolerar altas
concentraciones de sales, obtener oxigeno a partir de sedimentos casi
anoxicos y reproducirse bajo condiciones ambientes severas (Soto-Ramirez y
col, 2008). De este “manglar negro” se han aislado algunas bacterias
halofilas como Halomonas avicenniae (Soto-Ramirez y col, 2007),
Halobacillus mangrovi (Soto-Ramirez y col., 2008) y Kushneria aurantia,
perteneciente a la familia Halomonadaceae (Sanchez-Porro y col., 2009).

Figura I.11. Salinas de Cabo Rojo (Puerto Rico). Vista aérea de las salinas (A) y estanques

(B) de las salinas.

1.2. MICROORGANISMOS HALOFILOS

Los microorganismos haldfilos, del griego "hals” (sal) y “phil” (amigo,
amante), son aquellos que necesitan para su crecimiento NaCl por encima
de los valores normales, pudiendo sobrevivir y proliferar en los
anteriormente nombrados ambientes hipersalinos (de la Haba y col., 2011).
Puesto que las sales forman parte de la composicion quimica de cualquier
organismo y son un nutriente esencial, es importante recalcar el matiz de
“por encima de los valores normales”, ya que de otra forma cualquier
organismo vivo podria ser considerado como halofilo hasta cierto punto. De
hecho, s6lo un reducido grupo de organismos (comparado con la diversidad
bioldgica total) es calificado como halofilo. Asimismo, se han descrito
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microorganismos, a los que se les denominan halotolerantes, que toleran la
sal a concentraciones elevadas (Kushner, 1978).

El concepto de "haldfilo” y “halotolerante”, asi como las relaciones de los
distintos microorganismos con la sal han sido interpretados de diferente
manera por distintos autores, de tal modo que se han propuesto varias
clasificaciones (Trliper y Galinski, 1986; Vreeland, 1987; Ramos-Cormenzana,
1989). Una de las mejores aceptadas es la propuesta en 1988 por Kushner y
Kamekura, que definieron varias categorias de microorganismos en base a la
concentracion de NaCl requerida para su crecimiento 6ptimo:

e No haldfilos: crecen 6ptimamente en medios con menos del 1 %
(@aprox. 0,2 M) de NaCl. Algunos pueden tolerar elevadas
concentraciones de sal y se les denomina halotolerantes. Si toleran
una concentracion de NaCl superior al 15 % (aprox. 2,5 M) se
denominan microorganismos halotolerantes extremos.

e Haldfilos débiles (microorganismos marinos): tienen su crecimiento

optimo en medios que contienen del 1 al 3 % (aprox. 0,2-0,5 M) de
NaCl.

e Haldfilos moderados: presentan un crecimiento 6ptimo en medios
con 3-15 % (aprox. 0,5 a 2,5 M) de NaCl.

e Haldfilos extremos: con crecimiento O6ptimo en medios que
contienen del 15 al 32 % (saturacion) (aprox. 2,5-5,2 M) de NaCl.

Es importante sefalar que, en los marcos ajenos a la comunidad cientifica
especializada en el estudio de microorganismos haléfilos, los distintos
términos  "haloderivados”  (por ejemplo, halotolerante, haldfilo,
haloresistente, etc.) son utilizados indistintamente para definir organismos
que muestran un comportamiento haléfilo muy débil que, sin embargo,
ayuda a diferenciarlos de otras especies filogenéticamente relacionadas. Este
uso inapropiado de la terminologia puede dar lugar a numerosas
confusiones, de tal forma que si se realiza una busqueda en las bases de
datos bibliograficas probablemente se obtendrian muchos resultados no
deseados (Ventosa y Arahal, 2002a; Fernandez y col., 2012).
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Los microorganismos halo6filos moderados y los halofilos extremos son los
mas abundantes en los ambientes hipersalinos, especialmente cuando la
salinidad supera el 10 % de NaCl. A concentraciones intermedias (entre el
10-20 %) predominan las bacterias hal6filas moderadas, mientras que, en
ambientes con salinidades superiores al 20%, abundan los halofilos
extremos (haloarqueas y bacterias) (Rodriguez-Valera y col, 1985;
Rodriguez-Valera, 1988; Benlloch y col., 2002; Ventosa, 2006; Ghai y col.,
2011; Fernandez y col., 2014a; 2014b; Ventosa y col., 2014; 2015).

Es interesante destacar el gran potencial biotecnolégico que poseen los
microorganismos hald6filos, presentando incluso una serie de ventajas
adicionales en relacién a su manipulacién genética, como, por ejemplo, su
facilidad de cultivo y mantenimiento en el laboratorio bajo unas condiciones
asépticas que se ven reducidas al maximo (Ventosa y Nieto, 1995). Algunas
de sus aplicaciones de mayor interés son la produccion de
bacteriorrodopsinas, bioplasticos o enzimas, su uso en la degradacion de
productos téxicos en ambientes hipersalinos, o en la deteccion de
determinados tipos de cancer (Mellado y Ventosa, 2003; Oren, 2010;
Raveendran y col., 2015; Sarvari y col., 2015; Cheewinthamrongrod y col.,
2016; Maes y Verschaeve, 2016; Dumorné y col., 2017).

I.2.1. Taxonomia de bacterias haléfilas

En la década de los afos 70, Carl Woese y col. propusieron la clasificacién de
los organismos vivos en tres dominios: Archaea (incluyendo a las
denominadas entonces como “arqueobacterias”), Bacteria (que agrupaba a
las conocidas entonces como “eubacterias”) y Eukarya (que englobaba a
todos los seres eucariotas), basandose en la utilizacion de la subunidad
menor del ARN ribosomico como marcador filogenético (Woese, 1987;
Woese y col., 1990). Estos tres dominios se desarrollaron a partir de un
hipotético ancestro comun (Penny y Poole, 1999), que es la raiz del arbol
universal de la vida (Figura .12).
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Figura 1.12. Arbol filogenético universal determinado por la comparacién de secuencias de
la subunidad menor del ARN ribosémico. Dentro de cada dominio sé6lo se muestran
algunos organismos clave de cada linaje. De los tres dominios, dos (Bacteria y Archaea)
contienen sélo representantes procariotas. La flecha indica la raiz hipotética del arbol y
representa la posicion del antecesor comin de todas las células (Madigan y col., 2015).

Los organismos procariotas se encuadran dentro de los dominios Archaeay
Bacteria, si bien se ha demostrado que los organismos que constituyen el
dominio Archaea estan mas estrechamente relacionados con el dominio
Eukarya, que con el dominio Bacteria (Madigan y col.,, 2015). Aunque ésta es
la clasificacion mas aceptada, en estos Ultimos afos ha habido estudios que
proponen la clasificacion de los microorganismos en dos dominios, Arqueas
y Bacterias, y apoya la hipotesis de que las Arqueas participaron en origenes
eucariotas (Williams y col, 2014). Estudios de Raymann y col. en 2015
proponen que los Eukarya estan asociados a varios phyla de Arqueas,
desafiando la topologia tradicional del arbol de arqueas.

En los ambientes hipersalinos se encuentran representantes pertenecientes a
los tres dominios de la vida (Ventosa, 2006; de la Haba y col., 2010;
McGenity y Oren, 2012). Clasicamente se han diferenciado dos grupos de
microorganismos halofilos como habitantes de los ambientes hipersalinos:
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las arqueas aerobias haléfilas extremas (denominadas haloarqueas) y las
bacterias halofilas moderadas. Sin embargo, actualmente sabemos que las
arqueas haldfilas no sélo estan representadas por haloarqueas y que no
todas las especies de haloarqueas pueden ser consideradas halofilas
extremas, dado que algunas pueden crecer a concentraciones de NaCl mas
bajas de las descritas para los microorganismos haléfilos extremos (Purdy y
col., 2004) y por tanto deberian ser consideradas halo6filas moderadas. Por
otro lado, las bacterias halodfilas presentes en los ambientes hipersalinos
estan representadas por un gran niUmero de especies pertenecientes a una
gran variedad de grupos filogenéticos, lo que refleja la amplia variedad
metabdlica de los representantes de este grupo. Aunque clasicamente han
sido consideradas como haléfilas moderadas, algunas bacterias se han
descrito como especies haléfilas extremas (Selvarajan y col, 2017).

Nuestro trabajo se centra en un género dentro del dominio Bacteria por lo
que nos centraremos sélo en este dominio; revisando brevemente su
taxonomia, mecanismos de adaptacion, aplicaciones biotecnoldgicas y
ecologia de bacterias hald&filas presentes en los ambientes hipersalinos.

En el dominio Bacteria encontramos representantes haléfilos moderados y
extremos pertenecientes a una amplia variedad de taxones. Existe un gran
numero de especies de bacterias haléfilas moderadas y haléfilas extremas
cuyos nombres han sido validamente publicados; la mayor parte de ellas se
han aislado de ambientes hipersalinos (lagos, salinas solares, suelos salinos)
asi como de productos salados (de la Haba y col.,, 2011). Filogenéticamente
se han descrito bacterias hal6filas pertenecientes al menos a 8 phyla:
Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes, Proteobacteria,
Spirochaetes, Tenericutes'y Thermotogae, siendo los phyla con un mayor
nimero de representantes halodfilos Proteobacteria (Gamma- 'y
Alphaproteobacteria), Firmicutesy Actinobacteria (de la Haba y col., 2011).

Las bacterias halofilas constituyen un grupo muy heterogéneo de
microorganismos con diferentes actividades metabdlicas, composicion de la
pared celular, morfologia, respiracién (desde aerobias hasta anaerobias

estrictas) y metabolismo (desde fotétrofas a heterdtrofas) (Oren, 2002;
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Ventosa, 2006; de la Haba y col,, 2011). La mayoria de ellas son halofilas
moderadas que crecen mejor a salinidades inferiores a las haloarqueas y son
organismos predominantes en ambientes con salinidades intermedias (10-
20 % de NaCl). En general, son bacterias quimioorganotrofas, a excepcion de
algunas fototrofas (Ventosa, 1988; 1993; 1994; Ventosa y col, 1998b;
Pedrés-Alié y col., 2000; Oren, 2002a; 2002b; Srinivas y col., 2007; Gorlenko y
col, 2009; de la Haba y col, 2010; 2011). No obstante, algunas bacterias
tienen requerimientos y tolerancia a la sal que recuerdan a las arqueas
hal6filas de la familia Halobacteriaceae; es el caso de la bacteria halofila
extrema Salinibacter ruber (Antdn y col., 2000), aislada inicialmente de los
cristalizadores de salinas de Alicante y Mallorca y que ha sido estudiada en
profundidad (Anton y col., 2000; 2002; 2008; Bidle y col., 2005; Corcelli y col.,
2004; Gonzalez-Torres y col., 2015; Peila y col., 2010; Oren, 2002a;
2013;Talon y col., 2014; Viver y col., 2015).

Gracias a los estudios detallados de las bases de datos metagendmicas, se
observaron un grupo de gammaproteobacterias muy abundantes en
estanques con salinidades intermedias, relacionados filogenéticamente con
especies de los géneros Alkalilimnicola, Arhodomonas'y Nitrococcus 'y que
no habia sido aislado en cultivo puro anteriormente. Gracias a estos estudios
se han podido disefiar medios y condiciones de cultivo que posibilitaran su
aislamiento. Finalmente, se consiguié aislar una cepa perteneciente a un
nuevo género y especie de la familia £ctothiorhodospiraceae, a la que se le
denomind Spiribacter salinus (Ledn y col, 2014), siendo ésta la primera
bacteria haldfila moderada definida ecolégicamente que constituye un
excelente modelo para el estudio de microorganismos haléfilos debido a su
abundancia en sistemas acuaticos hipersalinos. Un afio después, se
consiguid aislar una segunda especie de este nuevo género, Spiribacter
curvatus (Leon y col, 2015) y en 2016 se aisl6 una tercera especie
denominada Spiribacter roseus (Ledn y col.).

1.2.2. Mecanismos de osmoadaptacion de bacterias halé6filas
El denominador comun de los microorganismos haléfilos es el

requerimiento de sales para crecer 6ptimamente, siendo este requerimiento
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variable entre las distintas especies, e incluso puede variar para una misma
especie en funcién de determinadas condiciones de cultivo, como la
temperatura (Post, 1977) o la concentracién de nutrientes presentes en el
medio (Forsyth y Kushner, 1970). Aunque el NaCl es la principal sal presente
en ambientes hipersalinos, no todos los microorganismos haléfilos requieren
su presencia y algunas especies necesitan otras sales, no solo NaCl (Arahal y
col., 2007). Por otro lado, determinados microorganismos necesitan iones
especificos para su crecimiento, como el Na* (Sanchez-Porro y col., 2009), el
Mg?* (Valderrama'y col., 1991) o el CI- (Miller y Oren, 2003).

La vida a altas concentraciones de sales implica tener que tolerar varios tipos
de estrés, entre ellos la baja actividad del agua, produciendo como
consecuencia, la inhibicion de numerosos procesos biolégicos. Por tanto, es
necesaria una adaptacion en el interior de la célula, ya que el
microorganismo tiene que balancear la presién osmética del citoplasma con
respecto a la presion externa. A pesar de la existencia de canales de agua
(acuaporinas) presentes en la mayoria de los microorganismos, hay que
tener en cuenta que ninguna célula bacteriana puede bombear agua
activamente a través de la membrana plasmatica para compensar la entrada
y salida de agua que se produce como consecuencia de los cambios de
osmolaridad en el medio externo. Debido a ello, los microorganismos tienen
que equilibrar el gradiente osmético a través de su membrana
citoplasmatica indirectamente, influyendo en el potencial osmdtico del
citoplasma para dirigir el flujo de agua hacia afuera o hacia dentro de la
célula. De esta forma, cuando se encuentran en condiciones hiperosmoticas
acumulan iones y solutos compatibles, atrayendo consigo agua, previniendo
asi la deshidratacién celular, expulsando rapidamente estos compuestos a
través de los canales mecanosensibles para evitar la ruptura celular cuando
la osmolaridad cae repentinamente (Booth y Louis, 1999; Wood, 2011).

Se han realizado numerosos estudios sobre los mecanismos de
osmoadaptacion utilizando como organismos modelos bacterias haléfilas
moderadas. En el caso de Zhu y col. (2008) utilizaron la bacteria Sa/inivibrio
costicola subsp. yaniae; Miller y Kocher, (2011) investigaron la bacteria
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Halobacillus halophilus, Pastor y col. (2013) emplearon la bacteria
Chromohalobacter salexigens.; Ferreira y col. (2016) estudiaron las bacterias
Gimesia maris'y Rubinisphaera brasiliensis y Kindzierski y col. (2017) usaron
la bacteria Halomonas elongata.

Existen dos tipos de estrategias que permiten controlar la concentracién en
el citoplasma de las moléculas osmoéticamente activas. Una primera
estrategia seria la conocida como salft-in, que consiste en la acumulacién de
sales organicas (principalmente KCI) en el citoplasma con el fin de
compensar el estrés osmotico del medio y asi mantener el balance de
presion (Larsen, 1986; Tindall, 1988; Gilmour, 1990; Galinski y Triper, 1994;
Galinski, 1995; Oren y col., 2002; Deole y col., 2013). Esta estrategia requiere
una adaptacién de la maquinaria enzimatica intracelular y de los
componentes estructurales intracelulares, como las proteinas, las cuales
tienen que mantener su conformacién y actividad a concentraciones de sales
muy elevadas. El proteoma de estos microorganismos se caracteriza por ser
muy acido. De esta forma, las proteinas producidas por estos
microorganismos poseen en su superficie una mayor cantidad de
aminoacidos con caracter acido con el fin de neutralizar las cargas positivas
(Lanyi, 1974; Eisenberg y Watchel, 1987; Danson y Hough, 1997; Oren, 2013;
Vauclare y col,, 2015). Por otro lado, las membranas celulares de estos
microorganismos sufren una serie de cambios en su composicién lipidica,
aumentando su proporcién de lipidos anidnicos, tales como fosfatidilglicerol
y/o glicolipidos, y disminuyendo la de fosfatidiletanolamina, lo que se
traduce en un aumento de moléculas cargadas negativamente (Russell y
Kogut, 1985; Russell, 1989; Sutton y col., 1991).

Esta estrategia es la que han adoptado tipicamente haloarqueas (Oren,
1999), aunque también se ha descrito para la bacteria haléfila extrema
Salinibacter ruber (Anton y col., 2002), asi como para una serie de bacterias
hal6filas moderadas Gram positivas, acetogénicas y sulfato reductoras, del
orden Halanaerobiales (Galinski, 1995; Oren 1999).
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El inconveniente que presenta este mecanismo es que, a pesar de su
eficacia, es muy poco flexible, por lo que los microorganismos que la han
adoptado poseen un margen relativamente pequefio de adaptacion a
diferentes osmolaridades del medio externo (Galinski y Triper, 1994). A
consecuencia de ello, la mayoria de las veces no sobreviven en ausencia o a

bajas concentraciones de sales (Oren, 2008).

Una segunda estrategia es la denominada como salt-out, la cual consiste en
mantener el citoplasma libre de NaCl en una gran proporcién, acumulando
grandes cantidades de compuestos organicos especificos, que actian como
osmolitos para equilibrar la presién osmética externa. Se trata de moléculas
de bajo peso molecular, muy solubles y generalmente de carga neutra
denominados solutos compatibles, ya que no interfieren con el metabolismo
celular (Brown, 1976), y pueden acumularse hasta alcanzar concentraciones
muy elevadas, del orden de 1 mol/kg de agua, éstos son captados del medio
externo o bien sintetizado por ellos mismo, esto segundo ocurre cuando se
cultiva en un medio minimo. Ademas, poseen unas propiedades fisico-
quimicas que las hacen compatibles con la bioquimica y la fisiologia de las
células (Wood, 2011). Algunos de estos solutos organicos son la glicina
betaina, la ectoina, la hidroxiectoina y otros derivados de aminoécidos,
azucares y alcoholes (Canovas y col., 1996; Ventosa y Arahal, 2002a; Vargas y
col,, 2004; Empadinhas y da Costa, 2008; Oren, 2010a; Lépez-Pérez y col.,
2013; Widderich y col., 2014).

En el caso de esta estrategia no es necesario que las proteinas y los
organulos estén especialmente adaptados, permitiendo que las enzimas
funcionen de forma eficaz. Por dicha razon, ésta es la estrategia utilizada por
la mayoria de los procariotas, destacando las bacterias halofilas moderadas y
marinas, las halotolerantes, algunas arqueas metandgenas haldfilas
moderadas, e incluso algas, levaduras, hongos, plantas y células humanas
(Bremer y Kramer, 2000; Welsh, 2000; Roberts, 2004). De hecho, la naturaleza
de dichos solutos compatibles esta evolutivamente bien conservada en los

tres dominios de la naturaleza (Yancey, 1994).
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Una de las ventajas de este tipo de adaptacion es que el nivel de solutos
compatibles que se acumula es dependiente de la osmolalidad del medio
(Galinski, 1995; Kempf y Bremer, 1998), lo que permite que las células no
s6lo puedan vivir en elevadas concentraciones salinas (medio
hiperosmatico), sino también en concentraciones muy inferiores, ya que este
mecanismo les permite adaptarse a las fluctuaciones de la presién osmotica
externa simplemente ajustando la concentracién interna de solutos
compatibles a cada osmolalidad externa en particular (Kempf y Bremer,
1998).

Los genes implicados en el mecanismo de osmoregulacion de algunos
microorganismos haléfilos han sido estudiados en profundidad, como es el
caso de las bacterias halodfilas moderadas Halobacillus halophilus,
Halomonas elongata, Halomonas boliviensis y Chromohalobacter salexigens
(Rodriguez-Moya y col.,, 2010; Koécher y col.,, 2011; Schwibbert y col., 2011;
Reina-Bueno y col.,, 2012; Saum y col.,, 2012 Hanelt y col., 2013 Shiyan y col,
2014; Salvador y col., 2015; Garcia-Torreiro y col: 2016; 2017; Kindzierski y
col,, 2017; Salar-Garcia y col., 2017).

1.2.3. Aplicaciones biotecnoldgicas y clinicas de bacterias halofilas

Los microorganismos haldéfilos tienen un inmenso potencial biotecnoldgico,
aunque en contraste con los microorganismos terméfilos u otros
extremofilos, su uso se esta llevando a cabo de forma muy limitada en
procesos industriales, por lo que se requieren estudios en mayor
profundidad para explotar todas sus capacidades.

Las bacterias halodfilas moderadas tienen un enorme potencial
biotecnolégico en numerosas areas, favorecido también por una serie de
ventajas como son su facilidad de cultivo y mantenimiento en el laboratorio,
su capacidad para crecer en un amplio rango de concentraciones salinas, su
dificil contaminacion en medios de elevada salinidad y su facil manipulacion
genética (Ventosa y Nieto, 1995). Entre sus principales aplicaciones estan su
uso en procesos de biorremediacién y de extraccion de petréleo, en la
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elaboracion de encurtidos, en la fermentacion de productos alimenticios
(como la salsa de soja o aceitunas de mesa) y fundamentalmente, en la
produccion de compuestos de interés industrial, como solutos compatibles
(que son usados en la industria cosmética y como estabilizadores de
enzimas entre otras cosas), exopolisacaridos, enzimas extracelulares
(amilasas, proteasas, lipasas, nucleasas, etc.), carotenoides, antifingicos,
biocombustibles o compuestos antimicrobianos y anticancerigenos (Barnard
y col,, 2010; Oren, 2010b; Pastor y col., 2010; Abriouel y col., 2011; Pérez y
col, 2011; Yoo y col., 2011; Oliveira y col., 2015 Raveendran y col.,, 2015;
Sarvari y col., 2015; Cheewinthamrongrod y col., 2016; Maes y Verschaeve,
2016; Dumorné y col., 2017). Dentro del grupo de los solutos compatibles,
destaca el uso de la ectoina; entre sus diversos fines se encuentra el uso de
este soluto compatible como tratamiento adecuado para la dermatitis
atopica (Marini y col., 2014); también contra la rinitis alérgica (Werkh&user y
col, 2014; Eichel col, 2014). También y gracias a su capacidad para
estabilizar proteinas e impedir la formacion de agregados proteicos, puede
ser capaz de prevenir ciertas enfermedades o proteger a la piel frente a las
radiaciones dafinas (Pastor y col., 2010; Beblo-Vranesevic y col., 2017; Salar-
Garcia y col., 2017).

1.2.4. Ecologia y biodiversidad de bacterias haléfilas

En los ultimos afios, son numerosos los avances en el estudio de la ecologia
microbiana de los microorganismos haléfilos. A pesar de ello, los métodos
tradicionales de cultivo no han conseguido obtener en cultivo puro los
microorganismos mas relevantes de los diferentes ambientes naturales,
puestos de manifiesto mediante técnicas independientes de cultivo,
conduciendo por tanto, al aislamiento de numerosas especies de rapido y
facil crecimiento, pertenecientes a taxones que en muchos casos no
constituyen la poblacion microbiana predominante en dichos ambientes.
Existe un vacio entre los estudios de diversidad basados en técnicas
dependientes de cultivo y aquellos basados en técnicas no dependientes de

cultivo, especialmente en el caso de microorganismos oligotrofos de lento y
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dificil crecimiento (Ghai y col., 2011; Fernandez y col., 2014a; 2014b; Ledén y
col, 2014).

En el trabajo llevado a cabo por Ghai y col. (2011), se pudo corroborar que
los estudios de biodiversidad basados en técnicas dependientes de cultivo
no reflejan la realidad de las poblaciones microbianas que habitan en un
ambiente determinado. En dicho trabajo, se secuenciaron varios
metagenonas a partir de estanques con distintas salinidades (19 % y 37 %)
de una salina solar mediante pirosecuenciaciéon 454. Los datos obtenidos,
mostraron que bacterias halofilas moderadas de facil aislamiento y
obtenidas en cultivo puro en el laboratorio, como las pertenecientes a los
generos Halomonas'y Salinivibrio, no constituyen un porcentaje relevante de
la comunidad microbiana alli presente. En cambio la bacteria haldfila
moderada Spiribacter salinus a pesar de ser un microorganismo de dificil
aislamiento y crecimiento, ha demostrado ser una de las microbiotas
dominantes en ambientes hipersalinos intermedios (Lopez-Pérez y col,
2013; Ledn y col., 2014).

Otros estudios metagendmicos mas recientes, acerca de la biodiversidad en
ambientes hipersalinos, son los realizados en salinas de Argentina (Di Meglio
y col,, 2016) en Salar de Uyuni, Bolivia (Haferburg y col., 2017) o en Heard
Island (Allen y Cavacchioli, 2017).

Por tanto, los métodos tradicionales de laboratorio empleados para la
clasificacion de los microorganismos halofilos deberian ser complementados
con una clasificacion mas realista basada en una distribucion ecologica, con
la finalidad de intentar aislar aquellas especies dominantes en un
determinado ambiente. Por tanto, los microorganismos predominantes en
esos ambientes ecoldgicos, necesitan ser estudiados en el laboratorio para
conocer y entender los mecanismos que rigen el comportamiento de un
ecosistema y las interacciones entre sus componentes (Carini y col., 2013;
Oren, 2015).
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I.3. TAXONOMIA PROCARIOTA
1.3.1.Definicion de especie procariota (pasado, presente y futuro)

La taxonomia es la ciencia de la clasificacion de los organismos y esta
organizada en tres areas principales, la identificacion, la clasificacion y la
nomenclatura. En sus inicios y durante mucho tiempo, la taxonomia
bacteriana se basaba en el analisis fenotipico para la identificacion y la
clasificacién de las bacterias en grupos o taxones. La clasificacion es la
organizacién de organismos en grupos en base a su parecido fenotipico o su
parentesco evolutivo. La identificacion, permite situar un organismo
desconocido dentro de un taxon previamente descrito y la nomenclatura es
el proceso de asignar nombre a los grupos taxonémicos. La nomenclatura es
la Unica parte de la taxonomia que esta reglamentada (Lapage y col., 1992;
Brenner y col.,, 2005a; Madigan y col., 2009), mientras que la clasificacion y la
caracterizacion de los procariotas son areas que no estan formalmente
reguladas y en las que han tenido lugar numerosos cambios en los Ultimos
50 afos.

Las primeras definiciones de especie procariota estaban basadas en grupos
monotéticos definidos por un Unico caracter fenotipico. Posteriormente, esta
definicion adquirié un caracter politético de modo que las especies fueron
definidas por una combinacion de caracteres fenotipicos independientes,
co-variables y de igual peso (Sneath y Sokal, 1973; Goodfellow y col., 1997).
Finalmente, gracias al desarrollo y aplicacion de las técnicas moleculares y
de secuenciacion que permiten un analisis genético y gendmico, se dio un
nuevo enfoque al concepto de especie procariota (Konstantinidis y Tiedje,
2004; Oren, 2004; Stackebrandt, 2004; Staley, 2006).

Una especie procariota se define conceptualmente como “un grupo
monofilético y gendmicamente coherente de organismos individuales que
muestran un elevado grado de similitud global con respecto a muchas
caracteristicas independientes, y que es diagnosticable por unas
propiedades fenotipicas discriminativas” (Rossell6-Méra y Amann, 2001;).
Mas recientemente, el avance en la taxonomia microbiana basada en
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estudios genomicos esta abriendo camino para crear un concepto de
especie mas universal y transparente; no obstante, todavia se encuentra en
una etapa de transicién hasta llegar a convertirse en un criterio sélido para
la descripcién de nuevas especies microbianas, que se fundamentara en una
combinacién entre un estudio polifasico de la especie a estudiar y un
estudio gendmico detallado (Vandamme y Peeters, 2014; Thompson y col,
2015; Al-saari y col., 2015). Llegados a este nivel, se pueden estimar las
semejanzas gendmicas completas entre cepas (inter- e intraespecifica),
estimar el efecto que tiene la transferencia horizontal de genes (THG),
establecer de manera inequivoca las verdaderas relaciones evolutivas entre
las cepas (filogendmica), dilucidar qué caracteres fenotipicos son analogos,
etc (Oreny col., 2014; Thompson y col., 2015).

1.3.2. Caracterizacion polifasica

Actualmente, la taxonomia procariota se basa en estudios polifasicos en los
que se aplica un amplio abanico de tipos de informacién y que permiten
analizar la variabilidad dentro y fuera de los taxones. A continuacion se va a
desarrollar con detalle cada una de estas caracterizaciones.

13.2.1.Caracterizacion fenotipica

Una especie no debe ser establecida a menos que pueda ser identificada por
caracteres fenotipicos determinativos e identificativos (Rossell6-Moéra y
Amann, 2001), por lo que la caracterizacion fenotipica debe ser lo mas
exhaustiva posible y propiciar de esta manera un sistema de clasificacion
apropiado (Cowan, 1965; Wayne y col., 1987). Es la base para establecer una
coherencia en los taxones y la diversidad interna en los mismos. Puesto que
diferenciar los caracteres fenotipicos homoélogos de los analogos es muy
complejo, para minimizar el efecto de estos ultimos se deben analizar tantos
caracteres como sea posible, tratando a todos los caracteres con la misma
importancia (Sneath y Sokal, 1973). Cuando el numero de caracteres
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estudiados en un analisis fenético es lo suficientemente grande, los grupos
generados tienden a coincidir con los grupos genémicos (Rossell6-Moéra y
col., 1994; Sikorski y col., 1999).

Los analisis fenotipicos incluyen, entre otras cosas, las caracteristicas
morfolégicas, bioquimicas y fisiologicas de los microorganismos. Hay que
tener en cuenta que la mayoria de los procariotas no poseen caracteristicas
morfoldgicas complejas. La reproducibilidad de los analisis fenotipicos inter-
e intralaboratorio solo se consigue usando pruebas estandarizadas (medio
de cultivo, temperatura de incubacion, etc.) (Schleifer, 2009).

Los datos fenotipicos, al igual que los gendmicos, se pueden analizar
fenéticamente (taxonomia numérica) comparando un conjunto de caracteres
independientes, co-variables y de igual peso, los cuales no necesariamente
estan presentes de manera universal en todos los taxones (Sneath, 1989).
Los caracteres individuales fenotipicos, de manera general no tienen
suficiente capacidad para resolver las relaciones evolutivas; sin embargo, un
analisis fenético basado en un nimero suficiente de caracteres fenotipicos si
que puede proporcionar una base para establecer clasificaciones cladisticas.

Segun los caracteres fenotipicos incluidos en el estudio fenético, los
resultados pueden no ser congruentes entre si. Ademas, hay que tener en
cuenta que el fenotipo no refleja toda la informacion gendmica que
contiene un microorganismo. Todos estos problemas se pueden minimizar
incluyendo en el analisis fenético la mayor cantidad posible de caracteres.

Por otro lado, otra finalidad de las caracterizaciones fenotipicas es la
creacion de un marco que permita una correcta identificacion de los
microorganismos. Este marco puede consistir en tablas diagnosticas (Triper
y Schleifer, 1992) consistentes en la agrupacion de taxones que comparten
un conjunto de caracteres especificos e identificativos (Wayne y col.,, 1987).
El éxito en la identificacion de nuevos aislados depende de cémo de buena
sea la descripcion de las especies, asi como del nuimero de cepas

pertenecientes a cada especie incluidas en la base de datos.
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13.2.2. Caracterizacion genomica

La técnica estandar para delimitar la especie procariota es la hibridacion
ADN-ADN. Aunque la hibridacion ADN-ADN no puede ser considerada
como un analisis propiamente cladistico, cuando dos cepas presentan
valores de hibridacion ADN-ADN elevados estan filogenéticamente
relacionadas. Los datos empiricos obtenidos con esta técnica presentan una
elevada correlacién con los de otras aproximaciones genémicas y fenéticas.
Se ha establecido empiricamente y bajo unas condiciones de hibridacion
Optimas, que la mayoria de las especies procariotas se componen de cepas
cuyos valores de hibridacion ADN-ADN estan por encima del 70 % o cuyo
AT es inferior a 5 °C (Ward, 1998). No obstante, se ha visto empiricamente

que la actual circunscripcién podria ser mas laxa en términos de valores de
similitud del ADN-ADN, siempre que ese hecho esté apoyado por otros
datos, de manera que se puede llegar al umbral del 50 % de hibridacion
ADN-ADN o 7 °C de AT, (Ursing y col., 1995; Vandamme y col., 1996;
Goodfellow y col., 1997).

El proceso de hibridacién ADN-ADN se puede medir mediante dos
parametros: (i) la tasa relativa de unién o relative binding ratio (RBR) y (ii) la
diferencia de temperatura en el punto medio de la curva de
desnaturalizacién térmica entre ADNs homoduplex y heteroduplex (A 7). En
este caso nos centraremos en el segundo caso. La desnaturalizacién del ADN
de doble cadena depende basicamente del contenido en G+C, de la fuerza
idnica de la solucién en el que esta disuelto el ADN y de la temperatura. En
una curva de desnaturalizacion térmica de un ADN de doble cadena, la
temperatura a la que el 50 % de las cadenas estan desnaturalizadas, es lo
que se conoce como temperatura media de desnaturalizacion o melting
temperature (T). En la medida en que los ADNs heteroduplex tienen menos
apareamientos de bases que los ADNs homoduplex, seran menos estables,
de manera que en una curva de desnaturalizacion la 7, se alcanza a una
menor temperatura. En este caso, el parametro utilizado para medir el grado
de reasociacion ADN-ADN es el A7, entre la 7, de los ADNs homoduplex y
la 7:» de los ADNs heteroduplex. El resultado del A7, es independiente de la
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metodologia utilizada para realizar la hibridacién y ademas, el valor no tiene
que ser relativizado (Grimont y col., 1980).

Para que se forme un heteroduplex, incluso bajo condiciones no restrictivas
de hibridacion, es necesario que las secuencias heterélogas muestren como
minimo un 80 % de complementariedad. De este modo, un rango de
similitud entre secuencias del 80 al 100 % se expande a un rango de valores
de hibridacion ADN-ADN entre el 0 % y el 100 % (Goodfellow y O'Donnell,
1993; Rosell6-Mora y Amann, 2001).

Hay que considerar que los estudios de hibridacion ADN-ADN son
laboriosos y costosos, y que se basan en comparaciones de parejas de ADN
homélogos y heterélogos. Esto hace que por norma general, los
experimentos se realicen con pocos microorganismos (Hartford y Sneath,
1988). Ademas, no se puede crear una base de datos escalable de manera
similar a la de las secuencias nucleotidicas pues los resultados son por
parejas de microorganismos y porque la reproducibilidad de los resultados
depende de la metodologia empleada (Goodfellow y col., 1997).

Debido al espectacular avance metodolégico que se ha producido en los
ultimos anos, las técnicas utilizadas para obtener la informacion gendémica
se han impuesto hasta el punto de resultar imprescindibles en los estudios
de taxonomia. Todos los microorganismos poseen informacion genémicay a
diferencia de lo que sucede con la informacion fenotipica, las condiciones
ambientales Unicamente pueden influir en la concentracion de las moléculas
de ADN o ARN y no en su composicion. Actualmente se ha implantado el
analisis de la hibridacion ADN-ADN de los genomas, mas conocido como
hibridacion ADN-ADN Jjn silico, como técnica estandar para delimitar la
especie procariota. Esta herramienta bioinformatica pretende reemplazar la
DDH experimental por la comparacién del genoma-genoma /n silico. Esto se
calcula mediante la herramienta Genome-to-Genome Distance Calculator o
mas conocido por sus siglas GGDC (Auch y col., 2010a; 2010b; Meier-
Kolthoff y col., 2013). Ademas este programa calcula de las diferencias en el

contenido en G+C del ADN, informacion util para la delineacién de especies
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(Meier-Kolthoff y col., 2014). Ademas es aplicable tanto para genomas
completos e incompletos.

Otra alternativa para la definicion de especie son los indices AAI (identidad
aminoacidica media) y ANI (identidad nucleotidica media). Ambos son dos
parametros derivados de la comparacién de parejas de genomas de
diferentes cepas, que representan el promedio de la identidad de secuencia
(de aminoacidos o nucleétidos, respectivamente) que muestran todos los
genes ortélogos compartidos. Estos indices dan una medida robusta de la
similitud gendmica que presentan las cepas, pudiendo ser utilizados con la
misma finalidad que la hibridacion ADN-ADN: delimitar especies procariotas.
Se ha visto empiricamente que valores de aproximadamente el 94-95 % de
ANI equivalen al valor del 70 % de hibridacion ADN-ADN utilizado para
definir una especie. Estos indices se caracterizan porque permiten realizar
analisis /in silico y crear bases de datos acumulativas. Ademas, debido a las
diferencias en las constricciones evolutivas de las secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas, los resultados obtenidos con los valores ANI y AAI presentan
diferentes niveles de resolucion, el primero para microorganismos
filogenéticamente relacionados y el segundo para microorganismos
distantes (con un valor de semejanza menor al 80 %) (Konstantinidis y
Tiedje, 2004; 2005; Rosell6-Modra, 2005; Rodriguez y Konstantinidis, 2014).

Dentro del indice ANI se incluyen:

e ANIb: ANI basado en el algoritmo BLAST. Se puede aplicar para
genomas tanto cerrados como incompletos. El ANIb se calcula a
partir de dos secuencias del genoma (el de referencia y el problema).
La secuencia problema se divide en fragmentos de 1020 pb
(simulando el experimento de la hibridacion ADN-ADN),
posteriormente cada fragmento se enfrente a la secuencia de
referencia usando el programa BLASTn de la base de datos NCBL
Este indice es el mas utilizado para fines taxondmicos (Goris y col.,
2007).

e ANIm (Richter y Rossell6-Méra, 2009). Este tipo de ANI esta basado
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en el programa de alineacion ultrarrapida MUMmer (Delcher y col.,
2002). Los valores de ANI se calcularon mediante el uso del software
MUMmer; en particular, la herramienta NUCmer (nucleétido
MUMmer), que permite alineamientos de secuencias de ADN de
multiples secuencias de referencia y de consulta. Este método esta
disefiado para comparar grandes fragmentos de ADN vy evita la
manipulacion previa de las secuencias. Los resultados obtenidos
mediante ANIm son robustos (cuando el valor de ANI>90%), rapidos
y precisos (Richter y Rossell6-Mora, 2009).
De forma general ambos indices correlacionan de forma muy precisa
rindiendo resultados casi idénticos, especialmente cuando los valores
son > 90%. Estas discrepancias se deben sobre todo a la sensibilidad y
que el programa MUMmer, que es mas estricto (Richter y Rossell6-Mora,
2009).

e OrthoANLI: Este tipo de ANI solo tiene en cuenta las secuencias
ortélogas, proporcionando unos resultados mas robustos y
rapidos que el ANI siempre que sean con fines taxonémicos. El
esquema algoritmico para calcularlo (entre dos genomas) consta
de tres pasos: (i) ambas secuencias del genoma (problema y de
referencia) se cortan en 1020 pb de longuitud por fragmentos.
Cualquier fragmento de menos de 1.020 pb de tamaio se ignora;
(ii).todos los fragmentos fueron registradas y las identidades de
nucledtidos se calcularon utilizando el programa BLASTn; sélo
cuando dos fragmentos se buscaron reciprocamente como
mejores hits se incluyen en el calculo posterior de identidad de
nucledtidos; (iii) los fragmentos ortdlogos entre los dos genomas
se identificaron. Los valores de corte son ligeramente superiores
al ANI original 95-96%. OrthoANI es mas adecuado para la
comparacion a estudios de gran escala y al igual que el AN, no
proporciona medidas muy fiables cuando los genomas se
encuentran alejados. La correlacion entre el ANI original y el
OrthoANI es muy alta (Lee y col., 2016).

Tanto el ANI como la hibridacion ADN-ADN /n silico se desarrollaron de
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forma independiente, pero se ha visto que existe una gran correlacion entre
ambas; pudiéndose proponer ambas como alternativas para desplazar la
hibridacion ADN-ADN experimental (Goris y col., 2007; Konstantinidis y
Tiedje; 2007; Richter y Rossell6-Mora, 2009; Meier-Kolthoff y col., 2014; Li y
col: 2015; Varghese y col., 2015).

13.2.3. Caracterizacion filogenética

En los procariotas, las relaciones filogenéticas se infieren principalmente con
el marcador molecular ARNr 16S, aunque en los Ultimos afios, otros genes
housekeeping estan adquiriendo cierta relevancia principalmente en grupos
taxondmicos de reciente divergencia (Ledn y col., 2014; Pérez-Cataluia y
col., 2016; Dubert y col., 2017; Palmer y col., 2017).

Debido a los inconvenientes que presenta la hibridaciéon ADN-ADN se han
realizado estudios de correlacién entre ésta y otras técnicas alternativas (por
ejemplo secuencias génicas del ARNr 16S), con el fin de proponerlas como
complementarias o alternativas para delimitar una genoespecie. Debido a
que no existe una correlacién lineal entre el porcentaje de hibridacion ADN-
ADN vy el porcentaje de similitud de secuencias del ARNr 16S, la definicion
de especie no puede basarse Unicamente en este parametro (Grimont, 1988;
Stackebrandt y Goebel, 1994). No obstante, tiene un caracter altamente
pragmatico pues permite obtener con bastante precision la situacion
filogenética de los microorganismos (Goodfellow y col., 1997). Segun Kim y
col. (2014) se ha visto que cepas con valores de semejanza de secuencia del
ARNTr 16S inferiores al 98,65 % muestran valores de hibridacion ADN-ADN
inferiores al 70 % y por consiguiente pueden ser consideradas de diferente
especie sin necesidad de realizar estudios de hibridacion ADN-ADN. Sin
embargo, cuando dos cepas presentan valores de similitud de secuencia por
encima del 98,65 % e incluso del 100 % pueden o no pertenecer a la misma
especie. En este caso, es necesario realizar estudios de hibridacion ADN-
ADN para dilucidar la vinculacién entre cepas (Stackebrandt y Ebers, 2006).
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El gen ARNr 16S presenta una tasa de evolucién lenta, por lo que muchas
veces resulta dificil establecer la relaciones filogenéticas entre taxones cuya
divergencia es reciente. Por ello, se utiliza principalmente como marcador en
rangos taxondmicos por encima de la especie (Stackebrandt y Goebel, 1994;
Stackebrandt y Ebers, 2006). Ademas, las secuencias de los genes ARNr
pueden ser utilizadas para explorar la diversidad de las especies viables no
cultivadas (Embley y Stackebrandt, 1997), y monitorizar comunidades
microbianas sin necesidad de cultivarlas mediante el empleo de sondas de
los genes ARNr marcadas (Amann y col., 1995).

A fecha de hoy, aunque se ha incrementado exponencialmente el nimero de
genomas secuenciados, la secuenciacion rutinaria de todos los aislados
ambientales no es factible. Una de las técnicas moleculares que esta
adquiriendo mas relevancia en la taxonomia procariota es el Multilocus
Sequence Analysis (MLSA) o Analisis por Secuenciacién Multilocica, técnica
que se estd proponiendo como herramienta alternativa para delimitar una
especie procariota desde un punto de vista gendmico y filogenético. El
analisis de varios genes distribuidos por todo el genoma, denominados
genes housekeeping, se puede considerar como un muestreo de la
secuencia primaria del genoma de un microorganismo, y por consiguiente,
una medida directa de la similitud gendmica. No obstante, para poder
validar esta aproximacion es necesario realizar estudios de correlacién entre
la similitud de las secuencias génicas concatenadas y los valores de similitud
gendmica obtenidos mediante hibridacion ADN-ADN o secuenciacién de
genomas (Glaeser y col., 2016; Doi y col, 2017; Koh y col., 2017). Este
analisis, al igual que el MLST (Multilocus Sequence Typing), también se
puede aplicar para estudios epidemioldgicos. En estos casos pueden
incluirse como marcadores genes de virulencia o regiones intergénicas
(Jennison y col., 2017; Xia y col., 2017).

Algunos ejemplos de genes housekeeping son la subunidad B de la ADN
girasa (gyrB), el factor sigma 70 de la RNA polimerasa (rpoD), la subunidad f3
de la ATP sintetasa (atpD), proteinas de recombinacion (recA y recN), el
factor de elongacion G (fusA), etc. (de la Haba y col., 2011; Ahn y col., 2017;
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Palmer y col, 2017). A la hora de utilizar los genes que codifican ARNr
(genes housekeeping) o cualquier otra secuencia génica como marcador
molecular para inferir la filogenia hay que considerar que (i) no haya sufrido
transferencia horizontal de genes (THG), para que reflejen realmente las
relaciones evolutivas entre microorganismos; (ii) la similitud entre las
secuencias génicas sea un reflejo de la similitud que presentan los genomas
completos y, por consiguiente, de la distancia evolutiva entre los
microorganismos; (iii) las secuencias tengan un tamafio adecuado, ni
demasiado pequefio, para que tenga suficiente informacién filogenética, ni
demasiado grande, para que se pueda secuenciar con facilidad; (iv) posea
una tasa de evolucién acorde con el poder de resolucion al que se quiere
llegar; y (v) en general, se prefieren genes con una Unica copia en el genoma
y que sean universales (presentes en todos los organismos) (Farhad y col.,
2015; Steinumy col., 2016).

Las ventajas con respecto al andlisis de un Unico gen son: (i) al incluir varios
genes, la cantidad de nucle6tidos analizados es mayor y, en principio, el
poder de resolucién también es mayor; (ii) en caso de que algin gen
seleccionado haya sufrido THG, el efecto de éste en el cladograma resultante
puede quedar "amortiguado” por el resto de genes concatenados,
mostrandose por consiguiente unas relaciones filogenéticas mas acordes
con la historia evolutiva real de los microorganismos. Para ello se aconseja
seleccionar genes con una amplia distribucion fisica en el genoma.

Aunque el Ad Hoc committee for the re-evatuation of the species definition
consensud que era necesario trabajar como minimo con cinco genes de
diversa localizacion en el genoma para obtener la suficiente informacion
como para distinguir entre especies de taxones relacionados (Stackebrandt y
col,, 2002), otros autores han propuesto reducir el numero de genes para tal
fin (Zeigler, 2003; Urbanczyk y col., 2007; Rameshkumar y col, 2008), siempre
que los mismos permitan medir la similitud gendémica entre
microorganismos con igual o incluso mas precisién que con la hibridacion
ADN-ADN (Zeigler, 2003; Urbanczyk y col., 2007; Rameshkumar y col, 2008).
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El analisis de secuencias génicas posee un serie de ventajas respecto a otras
técnicas utilizadas en taxonomia procariota: (i) los datos pueden estar
disponibles en bases de datos publicas a disposicion de la comunidad
cientifica; (ii) a diferencia de la mayoria de técnicas de tipificacion molecular
los resultados obtenidos son reproducibles intra- e interlaboratorio; (iii) el
analisis de datos es escalable, pudiendo comparar secuencias de estudios
independientes; y (iv) el analisis de secuencias puede ser realizado en los
tres dominios del arbol de la vida: Bacteria, Archaeay Eukarya (Pascual y col.,
2010; Steinum y col., 2016).

No obstante, el principal problema que existe hasta la fecha a la hora de
aplicar el MLSA en la definicion de especie procariota es encontrar la
combinacién de genes que se pueda aplicar en todos los grupos
taxondmicos, pues los genes que correlacionan bien la informacién
gendmica en unos grupos taxonémicos pueden no hacerlo en otros. Por
ello, los genes que deben utilizarse en los estudios de MLSA nunca seran los
mismos para todos los taxones. Son muchos los estudios que se han
realizado en grupos taxondmicos concretos, pero escasos aquellos que han
incluido una gran diversidad de grupos taxonémicos diferentes (Alexandre y
col., 2008; Martens y col., 2008; de la Haba y col., 2012 Al-Saari y col., 2015).

Si los genes (ARNr y housekeeping) Unicamente se transmitieran
verticalmente, las inferencias filogenéticas derivadas de los mismos deberian
ser similares entre si, reflejando en todos los casos las relaciones evolutivas.
Sin embargo, existen genes que sufren transferencia horizontal, de manera
que las relaciones establecidas a partir de esos genes puede que no
necesariamente sean filogenéticas. La THG se puede definir como el
intercambio de material genético entre microorganismos mediante los
mecanismos de conjugacion, transduccion y transformacién. La THG en los
procariotas no es un proceso aleatorio, puesto que algunos genes (genes
esenciales) se transmiten con menor frecuencia que otros genes (genes de
adaptacién). Aunque se puede dar tanto entre especies cercanas como entre
taxones filogenéticamente distantes, la THG es mas frecuente entre

microorganismos que comparten ciertos factores: tamafio de genoma,
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composicion de G+C, fuentes de carbono y energia utilizadas, tolerancia al
oxigeno, temperatura 6ptima de crecimiento, etc. La THG permite la
adaptacion de los microorganismos al ambiente, facilitando su
diversificacion y especiacion (Papke y col., 2015). Entre otras cosas permite la
adquisicion de genes implicados en la resistencia a antibioticos, genes de
virulencia o nuevas rutas metabodlicas. La THG juega un papel muy
importante en la sistematica bacteriana, principalmente en las
reconstrucciones filogenéticas (Zhaxybayeva y col., 2006). El problema de
establecer la relaciones filogenéticas con un Unico gen es que si éste ha
sufrido THG, el arbol filogenético de ese gen particular puede que no se
corresponda con el arbol filogenético real de los microorganismos (de la
Haba y col, 2011). Ademas, la adquisicién de material genético exégeno
mediante THG también puede modificar el fenotipo de las cepas y con ello
generar errores en la clasificacion e identificacion (Boucher y col., 2003). Lo
ideal es identificar los caracteres que estan afectados por la THG y excluirlos
de los estudios taxonémicos. Pero eso no es una tarea facil, pues se requiere
conocer las secuencias génicas que codifican dichos caracteres. No obstante,
este problema se minimiza al realizar estudios fenéticos en los que se
analizan un nimero elevado de caracteristicas (Boucher y col., 2013). Segun
Woese (2000), para poder entender la evolucion de los microorganismos hay
que considerar la conexion que existe entre la evolucion vertical y la
adquisicion horizontal de nuevo material genético. Por ello, la evolucién de
los procariotas no hay que verla como un esquema vertical sino mas bien a
modo de red.

En cuanto a la construccion de arboles filogenéticos, éstos se pueden
construir a partir de alineamientos multiples de secuencias; para ello hay
que asumir que cada posicion en el alineamiento es homodloga, ya que esto
es esencial para la resolucion del arbol; por tanto es imprescindible revisar
los alineamientos antes de realizar los arboles. En general, los problemas
suelen acumularse en las regiones mas variables en las que hay muchas
sustituciones o gaps. Existen diversos meétodos de reconstruccion de

filogenia, segun se basen en distancia, parsimonia, y maxima verosimilitud.
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Arboles basados en distancias

A partir de una matriz de distancia podemos utilizar distintos métodos
estadisticos para reconstruir un arbol. Existen numerosos métodos, pero los
mas utilizados son el UPGMA (Prager y Wilson, 1978) y el Neighbour-
Joining (Gouy vy Li, 1989). Estos métodos, basados en matrices de distancias,
son muy rapidos y permiten utilizar secuencias muy largas en un gran
numero de individuos con unos recursos computacionales de memoria y
tiempo muy limitados.

Una vez creado el arbol se puede estudiar como de preciso es el ajuste del
mismo a la matriz de datos original realizando un test de correlacion
cofenético. En este test a partir del arbol se calcula una nueva matriz de
distancias y esta matriz se compara con la original para estudiar como de
bien se correlacionan. También se puede realizar un analisis de bootstrap
para validar el arbol.

Arboles basados en la maxima parsimonia

Mediante este método también conocido como maximum-parsimony
(Barnabas y col., 1972), se obtienen arboles que ordenan las ramas de tal
modo que se minimiza el nUmero de mutaciones que deben haber ocurrido.

Para elegir el mejor arbol, en teoria habria que evaluar todos los arboles
posibles. Esta evaluacion podria hacerse si el nimero de taxones es
pequeno, pero a medida que este nUmero aumenta el nUmero de arbol
crece desmesuradamente y no es factible evaluar todos los arboles posibles.
En la practica los programas utilizan un método heuristico para evaluar sélo
los arboles mas razonables y desechar directamente los mas improbables
(Moore y col., 1976).

El resultado final de un algoritmo de maximum-parsimony no tiene porqué
ser un uUnico arbol puesto que puede que existan varios arboles que
impliquen un mismo nimero de mutaciones.

El método de parsimonia ha sido tradicionalmente el preferido por

bastantes investigadores, pero presenta algunos problemas estadisticos
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sistematicos. Se ha demostrado que éste método, en algunos casos, no
garantiza encontrar el arbol correcto incluso teniendo informacion de un
gran nimero de caracteres informativos. Uno de los casos en los que éste
método falla sistematicamente es el caso en el que algunas ramas sean
mucho mas largas que otras (Swenson y col., 2016; Bryant y col., 2017).

Arboles basados en la maxima verosimilitud

Este método también conocido como maximum-likelihood (Hutchinson,
1929) busca el arbol maximoverosimil, es decir, el arbol que es mas probable
que haya generado los datos que hemos observado. En este método se
parte de los datos y de un modelo de evolucion. Partiendo de esta base se
calcula la probabilidad de que nuestros datos hayan sido generados por los
distintos arboles posibles y se devuelve el arbol que presenta una maxima
probabilidad.

Para poder calcular uno de estos arboles es imprescindible elegir un modelo
de mutacién a priori. Una vez determinado el modelo, el algoritmo hara una
estima maximoverosimil de los pardmetros relativos a las tasas de mutacion
asi como del arbol (Boyd, 1954; 1955).

De modo analogo al método de parsimonia en este caso para calcular el
arbol mas verosimil también deberian explorarse todos los arboles posibles,
pero dado que eso es computacionalmente imposible de llevar a cabo
también se utilizan métodos heuristicos para explorar tan sélo los arboles
mas razonables.

Este método tiene la ventaja frente a los de distancia y de parsimonia de
utilizar con mayor eficiencia la informacion filogenética contenida en el
alineamiento multiple. Es decir, dado un mismo alineamiento éste método
tiende a generar un resultado mas cercano a la realidad. Este método, por
ejemplo, no presenta el problema sistematico con las ramas de distinto
tamafo que describimos en el método de maxima parsimonia (Serdoz y col.,
2017; Wiebel y col., 2017).
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13.2.4. Caracterizacion quimiotaxonomica

El término quimiotaxonomia hace referencia a la aplicacion de métodos
analiticos para obtener informacién de los constituyentes quimicos de las
células con fines taxondmicos. Puesto que la expresion de muchos de los
componentes celulares puede variar segun las condiciones ambientales,
cuando se realiza un analisis quimiotaxonémico es necesario estandarizar las
condiciones de cultivo. De este modo, la variacién en los constituyentes
celulares dependera Unicamente de las diferencias genéticas. Esto es muy
importante sobre todo en los estudios que implican analisis cuantitativos de
los datos quimicos (Goodfellow y O'Donnell, 1993). Tal y como ocurre con
otros datos fenotipicos y gendmicos, hay datos quimiotaxonémicos que han
sido utilizados en un amplio nUmero de procariotas mientras que otros
componentes quimiotaxondmicos son tan especificos que su analisis se
restringe a un taxon particular. De manera general, los analisis
guimiotaxonémicos permiten diferenciar entre rangos taxondmicos altos,
por encima de la especie (Oren, 2012; Zhu y col., 2016; Canavate y col.,
2017).

Los marcadores quimiotaxondémicos normalmente tienen un caracter de
exclusion entre taxones y no de inclusion, aunque existen excepciones.
Algunos andlisis quimiotaxonémicos son: (i) lipidos polares; (ii) acidos
grasos; (iii) quinonas isoprenoides; (iv) pigmentos (bacterioclorofila,
carotenoides, etc.); (v) peptidoglicano; (vi) acidos teicoicos; (vii) poliaminas,
(viii) lipopolisacaridos; (ix) acidos micolicos; etc (Lee y col., 2017; Oh y col.,
2017; Tkachenko y col, 2017; Yan y col, 2017). El analisis de otros
componentes celulares obtenidos mediante serotipado, fagotipado y
perfiles electroforéticos de proteinas y lipopolisacaridos, también ha sido
ampliamente utilizado en estudios de tipificacion procariota.

Clasicamente la identificacion de procariotas se ha basado en el estudio de
métodos fenotipicos, incluyendo las caracteristicas morfolégicas que
presentan los microorganismos en diferentes métodos de cultivo, asi como
las reacciones bioquimicas propias de cada cepa (Carroll y col., 2007). Sin
embargo, esto conlleva un gasto de tiempo y dinero importante en el
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laboratorio. Bajo esta inquietud, se han investigado técnicas que aumenten
la exactitud y disminuyan los tiempos de respuesta en la identificacion
microbiana.

Como mejora a los problemas mencionados, se propone la espectrometria
de masas, en concreto, MALDI-TOF MS, por sus siglas en inglés matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry. Esta
técnica permite la identificacion de bacterias y hongos mediante el perfil de
proteinas, acortando de forma significativa los tiempos de respuesta,
mejorando la exactitud de los métodos de identificacién convencional y
disminuyendo los altos costos involucrados en ellos (reactivos y mano de
obra) (Seng y col., 2009). La espectrometria de masas es un método que
permite la identificacion de una molécula mediante la medicion de su masa
en relacion a su carga (relacion masa/carga), asi como la de los fragmentos
generados a partir de ella.

La técnica de MALDI-TOF MS utiliza el calculo del tiempo de migracién
(tiempo de vuelo) de cada fragmento de una molécula a través de un
trayecto predeterminado previa desorcién/ionizacion laser de la molécula en
una matriz determinada. Esta técnica tiene la capacidad de medir
macromoléculas de hasta 100.000 Dalton, dentro de las cuales estan los
péptidos y proteinas que forman parte de hongos y bacterias. Dado que un
microorganismo analizado mediante MALDI-TOF MS mostrara siempre el
mismo espectro de masas, los fabricantes han generado base de datos con
los espectros de masas de la fragmentacion de los péptidos y proteinas que
presentan los distintos microorganismos para una misma emisién del laser y
una misma distancia de migracion. La identificacion se realiza a través del
balance (correlacion) del resultado de un microorganismo con todos los
espectros de masas que contiene el archivo proporcionado por el fabricante,
y de acuerdo a puntos de corte definidos para estas correlaciones (Welker y
col, 2011).
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13.2.5. Técnicas de tipificacion genético-molecular (fingerprinting)

Estas técnicas mas conocidas como fingerprinting (huella genética) permiten
detectar de manera indirecta diferencias en los genomas procariotas o en
fragmentos especificos de los mismos. Estas pueden variar en su poder de
resoluciéon y reproducibilidad y pueden ser utilizadas para analizar la
diversidad inter- y/o intraespecies, pudiendo incluso reflejar en algunos
casos las relaciones evolutivas (Stalin y Srinivasan, 2016). Muchas de éstas
técnicas también han sido utilizadas en estudios epidemiolégicos (Smith y
col,, 2011; Jung y col.,, 2014; Schleihauf y col., 2017). En la actualidad, existe
un gran nimero de técnicas de tipificacién genético-molecular a disposicion

de la comunidad cientifica, algunas de las mas relevantes son:

o AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). Esta técnica se
caracteriza por producir patrones de bandas complejos, lo que le da
un elevado poder de resolucion. También es muy sensible vy
reproducible. Puede ser aplicada en taxones tanto filogenéticamente
cercanos como distantes, y muchas veces los grupos formados se
corresponden con grupos de similitud ADN-ADN. También se ha
utilizado en estudios de epidemiologia. Sin embargo se ha
comprobado empiricamente que es una técnica compleja, requiere
de mucho tiempo y cara (Miller y col., 2016; Baselga y col., 2017;
Pergolay col., 2017).

e RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) y Rep-PCR (Repetitive
extragenic palindromic PCR). El RAPD consiste en la amplificacion de
ADN usando cebadores de secuencia arbitraria. La Rep-PCR consiste
en amplificar fragmentos de ADN que se encuentran entre motivos
de ADN repetitivos, como por ejemplo la secuencia repetida en
tandem (GTG)s o las secuencias BOX, ERIC I, ERIC II. Estas se utilizan
como técnicas de tipificacion inter- e intraespecifica pudiendo
presentar una elevada correlacion con los resultados de hibridacion
ADN-ADN. Ambas son técnicas rapidas, faciles de realizar, de coste
relativamente bajo y aplicadas muchas veces en estudios de
epidemiologia. Como inconveniente cabe destacar su baja
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reproducibilidad en algunos casos (Szabo y co., 2017; Vanérkova y
col., 2017; Vishalakshi y col., 2017).

PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction and Restriction Fragment
Length  Polymorphisms). Consiste en la amplificacion de
determinados genes (16S ARNr, gyrB, rpoD, etc) por PCR y su
posterior fraccionamiento mediante enzimas de restriccion,
obteniéndose de esta manera unos fragmentos de ADN que se
separan mediante electroforesis. Se utiliza para clasificar e identificar
especies y grupos subespecificos. Es una técnica reproducible, cuyo
poder de resolucién puede variar segun el gen empleado (Chen y
col., 2017; Huang y co., 2017).

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Técnica que se
refiere a secuencias especificas de nucleétidos en el ADN que son
reconocidas y cortadas por enzimas de restriccion. Las secuencias de
restriccion presentan diferentes patrones de distancia, longitud y se
encuentran en disposiciones diferentes en el ADN de algunos
individuos de una poblacién, por lo que se dice que es polimorfica
para estos fragmentos de restriccion. Esta técnica se ha empleado
como marcador para el analisis filogenético de especies cercanas ya
que se basan en la homologia de las secuencias (Shridhar y col.,
2017, Volpiniy col.,, 2017).

LFRFA (Low-Frequency Restriction Fragment Analysis). Se basa en la
fragmentacién del ADN gendmico mediante enzimas de restriccion
de baja frecuencia de corte y posterior separacion mediante
electroforesis en campo pulsante (Vandamme y col,, 1996; Amils y
col., 1998).

Ribotipado. Esta técnica se basa en el hecho de que los procariotas
pueden diferir en el nimero y distribucion de los operones de ARNr
que poseen en su genoma. Esta técnica permite la caracterizacion e
identificacion de los microorganismos tanto a nivel intra- como
interespecifico. Se ha utilizado en estudios epidemiologicos asi como
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en estudios de diversidad gendémica de cepas ambientales (Behar y
col,, 2017; Moono y col., 2017; Nicholas y col., 2017). Su poder de
resolucion depende de las endonucleasas y sondas marcadas
utilizadas (van Dorp y col., 2017).

e ISR (Intergenic spacer region). Los genomas procariotas
normalmente comprenden varias copias (2-14) del operdén
multigénico ARNr, pudiendo existir pequefias diferencias en las
secuencias primarias y en los tamafios entre copias dentro de un
mismo genoma. La region espaciadora entre el 16S y el 23S ARN, al
estar sometida a una menor presion selectiva, posee mayor
variabilidad que la propia secuencia del ARNr 16S. El estudio de la
variabilidad de dichas secuencias se puede realizar por secuenciacion
directa, PCR o PCR-RFLP. Esta técnica es simple, econdmica y se
utiliza para estudios de tipificacion inter- e intraespecifica (Wickhorst
y col.,, 2016; Fernandez-Delgado y col., 2017).

Los perfiles electroforéticos que se obtienen tras aplicar las técnicas
descritas anteriormente deben de ser analizados con el fin de establecer la
similitud entre los OTU’s (Unidad Taxonémica Operativa). Este andlisis se
puede hacer manualmente en el caso de que los perfiles electroforéticos
obtenidos sean simples/sencillos o bien con la ayuda de programas
informaticos.

Entre los programas empleados para el analisis de los patrones de bandas
obtenidos mediante las técnicas de fingerprinting destacan el Phoretix 1D
pro (Olakanye y col., 2014; Ram Mohan y col., 2014) el cual trata en primer
lugar las imagenes de los geles electroforéticos, convirtiendo la imagen de
24-bit (tamafio que se obtiene con el captador de imagenes) a 8-bits
optimizando el brillo y contraste, y eliminando el ruido de fondo de la
imagen. Posteriormente, se determinan las carreras electroforéticas del gel
realizando una normalizacién mediante marcadores de pesos moleculares
incluidos en el gel. Las bandas de los marcadores de peso moleculares de
cada gel se alinean respecto a un marcador de referencia, permitiendo de
esta manera comparar carreras electroforéticas obtenidas en geles
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diferentes. Finalmente, se obtienen las matrices de similitud que permiten
comparar los diferentes OTU’s entre si mediante (i) el coeficiente de
correlacién de Pearson y/o (ii) el analisis basado en la presencia/ausencia de
bandas. En el primer caso, se analizan como un todo las curvas
densitométricas de los perfiles electroforéticos para obtener la matriz de
similitud. En el segundo caso, el analisis basado en la presencia/ausencia de
bandas requiere determinar las distintas bandas presentes en cada una de
las carreras. Una vez definidas se calcula la matriz de similitud mediante un
coeficiente basado en caracteres binarios, como son el coeficiente de
Jaccard (Laurentin y col, 2016) o el de Dice (Otlewska y col., 2013) entre
otros. El paso critico a la hora de obtener una matriz de similitud es decidir si
ésta debe ser obtenida analizando las curvas densitométricas o la
presencia/ausencia de bandas. Ambas aproximaciones tienen ventajas y
desventajas, de manera que se deben utilizar en base a la importancia que
se le quiera dar a la intensidad de los amplicones. Normalmente, el andlisis
de las curvas densitométricas se aplica en aquellas técnicas cuyo paso final
previo a la separacién electroforética es una amplificacion de PCR (AFLP,
Rep-PCR, RAPD, etc.); mientras que el analisis de la presencia/ausencia de
bandas se realiza en aquellas técnicas cuyo ultimo paso previo a la
separacion electroforética es una restriccion del material genético (RFLP,
LFRFA, etc.), y donde los fragmentos generados se encuentran en principio
en cantidades equimolares. Finalmente, tras obtener una matriz de similitud
basada en la correlacion de las curvas densitométricas o en la
presencia/ausencia de bandas se procede a realizar el agrupamiento de los
OTU’s mediante un algoritmo, como por ejemplo UPGMA (Arnau y col,,
2017), obteniéndose de esta manera un dendrograma. Este método se basa
en un proceso repetitivo y secuencial de unién de clados, a partir de una
matriz de similitud cuyo tamafo se va reduciendo hasta que consiste en una
Unica celda, que se corresponde con la raiz del dendrograma. EIl UPGMA
calcula la media aritmética a partir de todas las similitudes individuales entre
las muestras de los nuevos clusteres por un lado y los clados ya existentes
por otro, es decir se basa en un criterio de maxima similitud para juntar los
clados (Szenejko y col., 2016).
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1.4 GENERO SALINIVIBRIO

El género Salivibrio pertenece a la familia Vibrionaceae (Veron, 1965), en la
clase Gammaproteobacteria. La familia Vibrionaceae agrupa actualmente 12
géneros: Aliivibrio, Allomonas, Beneckea, Catenococcus, Echinimonas,
Enterovibrio,  Grimontia,  Listonella,  Lucibacterium,  Photobacterium,
Salinivibrio 'y Vibrio (Sawabe y col., 2014). Esta familia comprende un gran
numero de especies, mas de 140, con una amplia distribucién geogréfica y
asociadas a ambientes acuaticos, principalmente agua de mar y estuarios
(Farmer III y Janda, 2005). El género tipo de la familia es Vibrio y la especie
tipo del género Vibrio es V. cholerae.

I.4.1. Taxonomia

En 1938 Smith aislé una cepa con morfologia de bacilo curvado a partir de
costillas de cerdo en salazén, cepa a la que designé como Vibrio costicola.
Esta especie crece de forma 6ptima en medios que contiene un 10 % de
sales totales y se ha aislado frecuentemente de carnes en salazéon vy
salmueras (Gardner, 1980; Shewan y Veron, 1974). Afios mas tarde, se
consiguio aislar de ambientes hipersalinos (Ventosa y col., 1982; Marquez y
col,, 1987) y de suelos salinos aunque en éstos Ultimos en menor proporcion
(Quesada y col.,, 1983). Estudios posteriores mostraron que esta especie era
facilmente aislada de ambientes acuaticos hipersalinos; ademas, estudios de
hibridacion ADN-ADN vy el analisis del gen ARNr 16S revelaron que Vibrio
costicola no mostraba tanta semejanza con el resto de especies del género
Vibrio y que ésta podria constituir un género distinto (Brenner y col., 1983;
Garcia y col.,, 1987; Gutiérrez y col., 1989; Kita-Tsukamoto y col., 1993; Ruimy
y col,, 1994).

Es en 1996 cuando Mellado y col. en base a estudios anteriormente
mencionados junto con la secuencia del gen ARNr 16S, donde se observaron
que las distancias filogenéticas entre Vibrio costicola y otras especies de
Vibrio eran relativamente grandes, ademas de un estudio de hibridacion
ADN-ADN, sugirieron la reclasificacion de la especie Vibrio costicola en un
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nuevo género denominado Salinivibrio, renombrandose por tanto a esta

especie como Salinivibrio costicola.

En el afo 2000, Huang y col.,, consiguieron aislar una cepa la cual, segin
analisis del gen ARNr 16S tenia un porcentaje de semejanza del 97,7 % y un
valor del 93 % de hibridacién ADN-ADN con la especie Salinivibrio costicola,
sin embargo, caracteristicas tales como la halotolerancia, produccién de gas,
crecimiento a 50 °C, resistencia a antibioticos y su espectro en la utilizacion
de carbohidratos, llegaron a concluir que se trataba de una subespecie de
Salinivibrio costicola; a la que denominaron Salinivibrio costicola subsp.
vallismortis, ya que fue aislada del Valle de la Muerte, EE.UU. Como
consecuencia de todo esto, la especie Salinivibrio costicola, pasé a ser
denominada como Salinivibrio costicola subsp. costicola.

En el afo 2005, Romano y col., aislaron una cepa proveniente de un alga
verde del lago alcalino Pozza del Sale, en Italia. Observaron mediante
hibridacién ADN-ADN que poseia un 72 % y un 99 % de semejanza segun el
gen ARNr 16S con respecto a la especie Salinivibrio costicola subsp.
costicola (cepa tipo del género Salinivibrio), pero que presentaba diversas
diferencias fenotipicas con ésta, creciendo éptimamente en medios con un
pH alcalino, por lo que concluyeron que se trataba de una nueva subespecie
a la que denominaron Salinivibrio costicola subsp. alcaljphilus.

En 2008, Amoozegar y col., estudiaron una cepa aislada del lago salino
Bakhtegan, Iran. Segun la hibridacion ADN-ADN, se obtuvo un valor del 10,1
% y segun el ARNr 16S un 96,8 % con respecto a la cepa tipo del género (S.
costicola subsp. costicola); concluyendo por tanto que se trataba de una
nueva especie a la que designaron como Salinivibrio proteolyticus.

Pla-ra es un pescado fermentado tipico de la region de Tailandia. En 20009,
Chamroensaksri y col. consiguieron aislar una cepa de este producto, la cual
poseia un rango de semejanza de entre el 98,3-98,6 % segun el gen ARNr
16S y el resto de especies ya descritas del género Salinivibrio;, segun
experimentos de hibridacion ADN-ADN el valor con respecto al resto de

78



I. Introduccion

especies del género era siempre inferior al 70 %, razonando, por tanto, que
se trataba de una nueva especie a la cual llamaron Salinivibrio siamensis.

En 2011, Romano y col., aislaron una cepa de un lago salino en Parque de
RasMohammed (Egipto). Esta cepa presentaba unos valores de semejanza
segun el ARNr 16S de entre 98,1y 99,1 % con el resto de cepas descritas del
género y unos valores de hibridacion ADN-ADN inferiores al 55 %, por lo
que se concluyd que esta cepa constituia una nueva especie del género
Salinivibrio, a la que se le asigno6 el nombre de Salinivibrio sharmensis.

En resumen, el género Salinivibrio se conforma de cuatro especies, una de
ellas con tres subespecies; siendo la especie tipo del género Salinivibrio
costicola subsp. costicola (Mellado y col., 1996).

De forma general, el género Salinivibrio incluye bacterias Gram-negativas,
con forma de bacilos curvados (tipicos de vibrios), moéviles mediante un
flagelo polar, que se pueden presentar aislados, en parejas o agrupados en
espirales o en forma de “S". Su concentracién 6ptima de NaCl para el
crecimiento es de 5 a 12 %, a una temperatura de 37 °C y un pH éptimo que
oscila entre 7,5-7,8 excepto la especie Salinivibrio costicola subsp.
alcaljphilus cuyo pH 6ptimo es 9. Una caracteristica importante es que son
anaerobios facultativos.

1.4.2. Fisiologia y osmorregulacion

La especie Vibrio costicola ha sido utilizada como modelo para estudios
fisiologicos y mecanismos de osmorregulacion en bacterias haldfilas
moderadas (Kusnher, 1978; Kushner y Kamekura, 1988). Reclasificada
posteriormente como S. costicola subsp. costicola ésta se siguié empleando
como modelo en estudios de osmorregulacion y mecanismos fisiolégicos en
bacterias haléfilas moderadas (Oren, 2002; 2003; Amoozegar y col., 2008).

El lipido A es un lipopolisacarido ubicado en la membrana microbiana
siendo de los primeros en entrar en contacto con el habitat externo, por ello
posee un papel clave en los mecanismos de adaptacion de los
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microorganismos extremdéfilos. Carillo y col. (2013a; 2013b) llevaron a cabo
un estudio en la cepa Salinivibrio sharmensis BAGT (previamente descrita por
ellos), en la cual observaron que, gracias a la acilacion del lipido A pasando
de di- a hexa-acilo podria estar conectado a la estructura supramolecular de
su membrana manteniendo la supervivencia de esta bacteria, cuando entra
en contacto con un habitat externo.

En 1997, Hamana llevé a cabo un estudio sobre los patrones de distribucion
de poliaminas que presentaban algunas familias dentro de la clase
Gammaproteobacteria. Las poliaminas son moléculas de naturaleza
policatidnica presentes en plantas, animales y microorganismos que afectan
a aspectos del desarrollo, crecimiento y respuesta a estrés. Estas son
biosintetizadas a partir de la cadaverina y por transferencia de un grupo
aminopropilo proporcionado por una molécula de S-adenosil metionina
descarboxilada. En este estudio se realizd una caracterizacion
guimiotaxonémica para clasificar a estos miembros segun el patrén de
poliaminas que presentaban. Uno de los géneros objeto de estudio fue el
género Salinivibrio, el cual presentd putrescina, diaminopropano, cadaverina
y norespermidina, este Ultimo de forma limitada, pero no espermidina,
triamina ni agmantina.

Los miembros del género Salinivibrio presentan una estrategia de
osmoregulacion sa/t-out acumulando en su citoplasma solutos compatibles,
que pueden biosintetizar o captar del medio externo. Debido al gasto de
energia que supone la sintesis de estos compuestos, siempre que sea
posible seran captados del medio externo (Ashengroph, 2017).

Para hacer frente al estrés osmotico debido a las altas salinidades, las
bacterias halofilas generalmente sintetizan solutos compatibles como
estrategia de osmoadaptacién (Brown, 1976). Estos solutos compatibles son
utiles en aplicaciones biotecnoldgicas para su uso como productos quimicos
respetuosos con el medio ambiente, ya que poseen una potente capacidad
protectora de las enzimas y células frente a diferentes tipos de estrés tales
como la sal, el calor, la congelacién y la desecacion (Da Costa y col., 1998).
En el género Salinivibrio la ectoina, glicina betaina y glutamato se
consideran importantes solutos compatibles (Romano y col.,, 2005). Un
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ejemplo de ello son los trabajos llevados a cabo por Zhu y col. (2008; 2010)
que estudiaron la sintesis o captacion de solutos compatibles por parte de
“Salinivibrio costicola subsp. yanie’, para su supervivencia en ambientes
hipersalinos. Se observd que esta cepa utilizaba dos estrategias: (i)
produccion de ectoina o bien; (ii) obtencién de glicina betaina del medio
exterior. Cuando la ruta de la sintesis de la ectoina se encontraba inactiva, la
célula capta glicina betaina del medio, siendo por tanto esta segunda
estrategia una alternativa a la primera. Cuando se exponia a la cepa a
concentraciones salinas bajas, era el glutamato (el precursor de la ectoina) el
que actuaba como soluto compatible.

1.4.3. Genética y genémica

El contenido en G+C del ADN de los miembros del género Salinivibrio,
determinado mediante el calculo de la temperatura media de

desnaturalizacién (7,) oscila entre el 49,0 y el 51,0 moles% (Romano y col.,
2011).

Un estudio pionero sobre la organizacion genémica de los microorganismos
hal&filos fue realizado por Mellado y col. (1997), en el cual se determiné el
tamano del genoma de Salinivibrio costicola E-367 mediante electroforesis
en campo pulsado después de la digestion con endonucleasas de
restriccion. Cuando se uso la enzima Sfi el tamano fue de 2,5 Mb; mientras
que cuando se empled la enzima Mbo/ el tamafo fue de 2,2 Mb;
observandose que el tamafo era parecido a otros microorganismos haléfilos
como la bacteria Vibrio cholerae (Choudhury y col., 1994) o la arquea

Haloferax mediterranei (Lopez-Garcia y col., 1992).

En 2011, Yang y col, realizaron un estudio en cepas de la familia
Vibrionaceae con el objetivo de detectar una serie de moléculas de
sefalizacion del gquorum sensing (QS). En conclusion, se encontraron una
gran diversidad y complejidad en cuanto a las moléculas QS difundidas
ampliamente en esta familia. Muchas de estas moléculas no se detectaron
en la especie S. costicola subsp. costicola.
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En 2013, se realizd por primera vez un estudio gendmico del género
Salinivibrio. Este genoma pertenecia a la especie tipo del género S. costicola
subsp. costicola, cuyo tamafio del genoma fue de 3,38 Mb, bastante superior
al que aporté Mellado y col. en 1997; este genoma poseia una cobertura de
29 x, un G+C de 49,3 %, un total de 83 ARNt, 20 ARNr y un solo cromosoma
(Dikow y col., 2013). Un afio mas tarde, se aislaron tres cepas pertenecientes
al género Salinivibrio del lago Socompa, Argentina. A estas tres cepas a las
que se denominaron “Salinivibrio socompensis” S10B, S34 y S35, se les
secuencidé su genoma; cuyo tamafo fue de 4,78 Mb, 3,35 Mb y 3,33 Mb,
respectivamente. La cobertura estimada de estos genomas fue de 13, 15 y
17 x, con un contenido en G+C de 49,5, 49,4 y 49,5 %. Una vez anotados las
cepas S10B, S34 y S35 se identificaron 3.429, 3.979 y 3,477 genes
codificadores de proteinas (CDS), en todas ellas solo se encontré un
cromosoma. En estos genomas se encontraron genes involucrados en la
reparacion del ADN tales como las enzimas helicasa/nucleasa RecBCD vy la
endonucleasa UvrABC. También se localizaron genes responsables de la
resistencia al arsénico como arsDAC éstos no habian sido encontrados en el
genoma de S. costicola subsp. costicola. En cuanto a genes relacionados con
la osmorregulacion se encontraron de la ectoina £ctABC de la colinay de la
betaina BetABT. Ademas también se encontraron genes relacionados con la
xantorrodopsina, XR (Gorriti y col.,, 2014).

En cuanto a virus, el halofago CWO02 infect6 a la cepa Salinivibrio costicola
SA50; después de su caracterizacidén, se situé a este fago dentro del
supergrupo T7, miembros lozalicazos en diversos ambientes acuaticos
incluidos salinos. La morfologia del halofago CWO02 posee similitudes con los
virus de la familia Podoviridae. La capside de CWO02 consistia en un
bacteriéfago lambda gpD. Su adaptacién a medios extremos era similar a la
que presentaban otros virus que habian infectado a arqueas como es el caso
de Sulfolobus turreted (Shen y col., 2011; Hardies y col., 2013).
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1.4.4. Ecologia y diversidad

Los representantes del género Salinivibrio habitan en diversos ambientes
acuaticos hipersalinos, alimentos en salazoén y salmueras salinas y también se
pueden encontrar, aunque en menor medida, en suelos salinos (Mellado y
col., 1996; Chamroensaksri y col., 2009).

Dentro de los ambientes hipersalinos, Caton y col. (2004) realizaron un
estudio de diversidad microbiana en el Gran Llano de sal de Oklahoma,
donde a partir de muestras al 10 % de sales, aislaron diversos grupos de
bacterias heterétrofas; entre los géneros mas representativos de bacterias
Gram-negativas se aislaron miembros del género Salinivibrio. Un afio mas
tarde, Yeon y col. (2005) estudiaron la diversidad de bacterias organotroficas
en los estanques de agua salada situados en la localidad de Taean-Gun,
provincia de Chungnam, Corea. Utilizando medios de cultivo con un 2 y 20
% de sales para inocular las muestras tomadas, encontraron que dentro del
grupo de las Gammaproteobacterias, el género Salinivibrio constituia la
poblacién mas predominante, siendo la especie Salinivibrio costicola subsp.
costicolala que mayor nimero de aislados consiguio.

El Lago Rojo es un lago salino formado como consecuencia de la disolucion
de la masa salina de las montafas de Gurghiu en Rumania. El agua del lago
posee aproximadamente un 15 % de sales y un pH entre 8,8-8,9. En 2013,
Borsodi y col. estudiaron la diversidad filogenética de los procariotas que
habitaban tanto en el agua como en los sedimentos de dicho lago. En las
muestras de agua se observd que el género Salinivibrio se encontraba en
bastante abundancia junto con otros géneros como Halomonas vy
Marinobacter, en especial la especie Salinivibrio costicola subsp. alcaljphilus.

En 2014, Al-Mailem y col., realizaron un estudio de la diversidad microbiana
presente en el suelo y agua de dos zonas costeras hipersalinas en Kuwait.
Estas zonas se caracterizan, ademas de su elevada concentracion de sales,
por ser suelos con alto contenido en carbono. Tras realizar varios muestreos
tanto de suelo como de agua uno de los géneros que mas aislaron fue el
género Salinivibrioy en concreto la especie Salinivibrio siamensis.
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Recientemente, Zhang y col. (2017) estudiaron la variacion de la comunidad
bacteriana en ecosistemas naturales de humedales, rio y mar (desde el Rio
Amarillo hasta el Mar de Bohai, en China); aislando un buen nimero de
miembros de Salinivibrio en los humedales costeros pero no en el rio
Amarillo o en el mar de Bohai; la variacién espacial en la comunidad
bacteriana se correlacion6 con el pH, la salinidad y la concentracion de
sulfato (SO4%) en tales ambientes costeros. Por otro lado, Fernandez-
Delgado y col. (2017) ha aislado cepas pertenecientes al género Salinivibrio
de las lagunas tropicales del Mar Caribe.

Tkavc y col. (2011) estudiaron la heterogeneidad bacteriana asociada a
especimenes de Artemia spp. (tanto adulta como nauplios). Para ello se
tomaron muestras de diferentes estanques, a diferentes concentraciones
salinas (5,5, 11, 13,8 y 30,7 %) de las salinas solares de Eilat, en Israel. Se
observé que en los nauplios de Artemia, la poblacién de Salinivibrio era la
predominante en las muestras con 11 y 13,8 % de salinidad junto con
representantes del género Halomonas, en las muestras al 30,7 % ambos
géneros disminuian considerablemente; y en el 55 % de salinidad no se
encontraron miembros del género Salinivibrio. Esto mismo ocurria en el
estadio adulto pero en mucha menor proporcién, encontrandose miembros
del género Salinivibrio al 11y 13,8 % y en mucha menor medida al 30,7 %.

En 2013, Riddle y col. realizaron una identificacion de microorganismos en
una especie de camaron denominada Artemia franciscana. Para ello tomaron
muestras de dos puntos, uno de la Bahia de San Francisco, y otro del Gran
Lago Salado. Para este trabajo se utilizaron tanto camarones adultos como
quistes (embriones) de camaron. Se observo que, en los quistes de camaron,
tanto de la Bahia de San Francisco como del Gran Lago Salado, la poblacion
dominante era de Salinivibrio junto con Idiomarina, mientras que en el
camaron adulto y en el agua ambos géneros estaban ausentes; llegaron a la
conclusion de que la diversidad microbiana diferia segun el estadio en el
que se encontraba Artemia Franciscana.

Xiao y col. (2008) estudiaron la diversidad presente en una anémona de mar
recogida de las aguas costeras de la isla de Naozbou en el Mar de China
Meridional. Aislaron una gran proporcion de cepas de la clase
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Gammaproteobacteria, constituyendo el 33 % de todos los aislados, siendo
el género Salinivbirio uno de los predominantes dentro de esta clase. Un
aho mas tarde Huang y col. (2009) examinaron la heterogeneidad bacteriana
presente en un erizo de mar recogido de la misma isla que el estudio
anteriormente mencionado, isla de Naozbou. Obtuvieron también un alto
porcentaje de aislados de la clase Gammaproteobacteria, y especialmente
del género Salinivibrio.

En Corea, Lee y col. (2014) investigaron los efectos de la concentracion de
sal en la fermentacion del camarén salado “saeu-jeot’ y como afectaba a la
diversidad microbiana. Utilizaron muestras a diferentes concentraciones de
sal (del 20, 24, 28 y 32 %), observandose que en todo momento la
comunidad bacteriana era superior a la de arqueas. En la muestra al 20 % se
observé que, durante la fase de fermentacion inicial, la comunidad de
Salinivibrio era la predominante, disminuyendo de forma considerable a los
10 dias de la fermentacion y dejando paso a otros géneros como
Halanaerobium el cual se asoci6 como inicio de putrefaccién debido a la
produccion de glicerol, acetato y butirato entre otros.

El myeolchi-aekjeot es una salsa de pescado hecha a base de anchoas
fermentadas, tipica de Corea. Lee y col. (2015) estudiaron la comunidad
bacteriana presente en esta salsa durante el proceso de fermentacion, para
ello utilizaron tres tipos de salsa, cada una de ella se diferia de la otra por el
tamafo de anchoa usado; se encontré que, en la salsa con las anchoas de
menor tamafo, la poblacion de Salinivibrio era predominante a partir de una
semana, coincidiendo con el comienzo de la fermentacion, pero tras 28 dias
esta poblacion de Salinivibrio desaparecia dejando paso a otros géneros
como Tetragenococcus y Halanaerobium, que se mantuvieron presentes
hasta el final de la fermentacion.

Zhang y col. (2016) estudiaron, mediante aproximaciones metagendmicas y
técnicas dependientes de cultivo, la diversidad microbiana presente en un
producto fermentado de China denominado Yucha, compuesto por arroz
cocido y pescado fresco. Se concluyd que el género Salinivibrio constituia
una de las poblaciones predominantes en este tipo de producto fermentado.
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1.4.5. Aplicaciones biotecnologicas

Las proteasas microbianas se encuentran dentro de las enzimas hidroliticas
mas importantes y han sido ampliamente estudiadas (Gupta y col., 2002).
Estas proteasas representan uno de los tres grandes grupos de enzimas
industriales y constituyen aproximadamente el 60 % de ventas totales de
enzimas (Rao y col., 1998). Estas enzimas tienen numerosas aplicaciones en
la produccion industrial de detergentes, alimentos, productos farmacéuticos,
cueros y reactivos de diagnéstico (Gupta y col.,, 2002). Diversos estudios
llevados a cabo en el género Salinivibrio han mostrado que este género es
un productor nato de estas enzimas (Sanchez-Porro y col., 2003a, 2003b;
Amoozegar y col., 2007), concluyendo por tanto, que este género sea un
candidato para su utilizacion en procesos biotecnologicos, tales como el
tratamiento de aguas salinas o soluciones residuales con materiales
proteicos y contenidos en sal. Se ha observado que la mayor secrecion de
proteasa se realiza al final de su fase exponencial de crecimiento
(Amoozegar y col., 2007; Badoei-Dalfard y col., 2010). Lama y col. (2005)
observaron que en S. costicola subsp. costicola 18AG la enzima proteasa
alcanzaba su maxima produccién cuando al medio salino se le adicionaba un
10 % de gelatina. En el afno 2013, Karbalaei-Heidari y col. aislaron una
proteasa capaz de tolerar disolventes organicos y liquidos ionicos, ideal para
su uso en la industria biotecnoldgica.

Nuestro grupo de investigacion ha realizado estudios acerca de la diversidad
de bacterias halofilas moderadas con actividad hidrolasa, entre las que se
obtuvieron cepas del género Salinivibrio aisladas de diferentes ambientes
acuaticos hipersalinos. Entre las enzimas hidroliticas presentes en los
aislados del género Salinivibrio se encontraron amilasas, ADNsas, lipasas,
proteasas y pululanasas (Sanchez-Porro y col., 2003a, 2003b).

Salinivibrio, como uno de los géneros mas importantes asociados a Artemia
spp., es conocido productor de quitinasas (Aunpad y Panbangred, 2003), de
metaloproteasas extracelulares de zinc aisladas inicialmente de la cepa
Salinivibrio proteolyticus (Karbalaei-Heidari y col., 2006; 2008; Amoozegar y
col., 2008b; Badoei-Dalfard y col., 2010; Beigi y col., 2012; Borhani y col.,
2016) y metaloproteasas de serina (Karbalaei-Heidari y col., 2007), de lipasas
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termohalofilicas ideales para procesos industriales en los que se requiera
altas temperaturas y concentraciones de sal (Amoozegar y col., 2008a), de
queratinasas (Herzog y col, 2016) y de celulasas (Wang y col.,, 2009;
Selvarajan y col., 2017), todas ellas idoneas para aplicaciones industriales.

En 2011, Xue y col.,, investigaron la produccién de 2,3-butanodiol y acido
succinico, en condiciones anaerdbicas, a partir de una cepa perteneciente al
género Salinivibirio, a la que denominaron Salinivibrio YS, aislada del lago
Aydingkol, en China.

Selvarajan y col. (2017), utilizando la cepa Salinivibrio sp. SP9, aislada de una
salina solar de Sudafrica, demostraron su actividad frente al benzantraceno.
Ademas en este mismo estudio se comprobd que esta cepa, Salinivibrio sp.
SP9 producia el compuesto hexahidro-3-(2-metilpropil) pirrolo [1,2a]
pirazina-1,4-diona, cominmente empleado como antimicrobiano de amplio
espectro para el tratamiento de algunas infecciones por bacterias, hongos y
nematodos (Mohan y col., 2016). Este compuesto también se ha demostrado
que tienen propiedades anticancerigenas (Rabhay col., 2015).

El trabajo de Ashengroph (2017), mostré que la cepa Salinivibrio costicola
GL6 aislada del lago Hoz Soltan en Irdn es capaz de transformar la cafeina en
dos metabolitos: teobromina y paraxantina, siendo el rendimiento del
primero mucho mas alto.
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El género Salinivibrio fue propuesto en 1996 por Mellado y col., para
reclasificar la especie Vibrio costicola basandose en la comparacion de la
secuencia del gen ARNr 16S y en las diferencias fenotipicas y genotipicas
existentes entre esta bacteria haldfila y las demas especies del género
Salinivibrio.

El género Salinivibrio pertenece a la familia Vibrionaceae., dentro de la clase
Gammaproteobacteria. Todos los miembros de este género son
microorganismos Gram-negativos, la mayoria crecen entre el 3 y el 15 % de
sales, siendo por tanto, bacterias haléfilas moderadas, a temperaturas entre
25y 40 °C y a valores de pH entre 7,0-8,0. Presentan una morfologia de
bacilos curvados y son moviles gracias a la presencia de un flagelo polar en
uno de sus extremos. Una caracteristica importante es que son anaerobios
facultativos. Su rango de G+C del ADN varia desde 49,0 a 51,0 moles%
(Romano y col., 2011).

Hasta abril de 2017, este género incluia sélo cuatro especies, una de ellas
con tres subespecies. Estas se han aislado de diversos habitats, tales como
costillas de cerdo en salazén, lagos salinos, producto de pescado
fermentado o del Valle de la Muerte en Estados Unidos, reflejando por tanto
su amplia biodiversidad (Mellado y col., 1996; Huang y col., 2000; Romano y
col., 2005; 2011; Amoozegar y col., 2008; Chamroensaksri y col., 2009).

El marcador filogenético mas ampliamente empleado hasta la fecha es el
gen ARNr 16S; sin embargo, su poder de resolucion interespecifico es muy
reducido, de tal forma que no permite distinguir, en muchos casos, especies
muy proximas filogenéticamente. Por ello, en los ultimos afios se han
realizado estudios por secuenciacion multilécica (MLSA) en la familia
Vibrionaceae, dado que el gen ARNr 16S ha mostrado no ser un marcador
filogenético util para esta familia (Thompson y col., 2005; 2008; Pascual y
col,, 2010; Sawabe y col., 2013; Gabriel y col., 2014; Gonzalez-Castillo y col.,
2014; 2015; 2016; Tarazona y col, 2014; 2015; Gao y col, 2016; Pérez-
Catalufia y col., 2016). Hasta la fecha no existe ningun estudio filogenético
detallado del género Salinivibrio, ademas de disponer de una coleccion de
cepas gracias al facil aislamiento de este género, que puedan aportar
variabilidad intraespecifica y que sirva como modelo de bacterias hal6filas;
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se propone a este género como un candidato éptimo dentro de las bacterias
hal6filas para realizar un estudio MLSA y comprobar su utilidad en este
grupo taxondémico.

Debido al gran avance en los ultimos afios de las técnicas de secuenciacion
genomica y su facil acceso, hemos incorporado a nuestros estudios de
taxonomia la utilizacién de técnicas gendmicas a fin de una mejor
discriminacién y conocimiento de los taxones.

En la presente Tesis Doctoral pretendemos realizar un estudio filogenético y
genémico del género Salinivibrio, incluyendo tanto las especies y
subespecies de este género descritas hasta la fecha, como nuevos aislados
obtenidos de ambientes hipersalinos naturales.

De forma mas concreta, los objetivos del presente trabajo son los siguientes:

1. Realizar un aislamiento y caracterizacion taxonémica de cepas a partir de
muestras tomadas de varias salinas localizadas en diferentes sitios
geograficos y en distintas épocas del afo, con la finalidad de obtener una
coleccion de cepas ambientales del género Salinivibrio, asi como la
posibilidad de describir nuevas especies de este género.

2. Realizar un estudio de tipificacion molecular con el objetivo de analizar si
las cepas aisladas de un mismo ambiente y estrechamente relacionadas
desde el punto de vista filogenético poseen patrones de bandas que
permitan diferenciarlas, asi como descartar la posibilidad de que las cepas
constituyan clones.

3. Evaluar la capacidad de resolucién taxonémica que presentan un conjunto
de genes housekeeping (gyrB, recA, rpoAy rpoD) de manera individual asi
como concatenando sus secuencias (MLSA) para inferir de forma mas
precisa en la historia evolutiva de las especies de Salinivibrio, teniendo en
cuenta posibles fendmenos de transferencia horizontal de genes (THG) y
poder asi realizar una clasificacion e identificacibn mas precisa de estos
taxones.
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II. Objetivos

4. Evaluar el grado de correlacion entre el MLSA desarrollado en la presente
Tesis Doctoral y la técnica de hibridacion ADN-ADN (DDH), a fin de validar
este estudio MLSA como método alternativo para la circunscripcion de
especies del género Salinivibrio.

5. Esclarecer la posicién taxonomica de las especies y subespecies del
género Salinivibrio mediante un estudio polifasico, haciendo uso del analisis
MLSA, de la caracterizacion fenotipica, de la hibridacion ADN-ADN, de
estudios de tipificacién molecular, de la filogenémica y de una serie de
indices genémicos.

6. Evaluar la capacidad de resolucién taxondmica que presenta un analisis
mediante MALDI-TOF MS y su utilidad para clasificar las cepas de éste
género, comparandolo con las técnicas moleculares mencionadas en puntos
anteriores.

7. Secuenciar el genoma de un conjunto de cepas del género Salinivibrio
que posibilite su analisis gendmico comparativo permitiendo un
conocimiento mas detallado de su organizacion genémica, metabolismo y
relaciones con el medio externo de los microorganismos de éste género.

8. Estudiar la distribucion y diversidad de cepas del género Salinivibrio en
ambientes hipersalinos de nuestro planeta mediante estudios de
reclutamiento genémico.
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III. Material y métodos

III.1. MUESTREOS AMBIENTALES, MEDIOS DE AISLAMIENTO Y
CEPAS BACTERIANAS

III.1.1. Muestreos y tratamiento de las muestras

Con el objetivo de obtener una colecciéon de cepas del género Salinivibrio
geograficamente dispersas asi como la posibilidad de describir nuevas
especies dentro de este género, se realizaron muestreos de agua procedente
de ambientes hipersalinos, en concreto de salinas solares situadas en
distintas areas tanto de la geografia espafola como en Puerto Rico (Tabla
III.1). La concentracion salina de las muestras de agua se determiné con un
refractometro Atago S-28 y el pH mediante un pH-metro Basic 20 (Crison).

Para la toma de muestras se utilizaron recipientes estériles y se
transportaron al laboratorio en un breve espacio de tiempo (3-4 horas
siguientes a su recogida) y, seguidamente, se procedid6 a su siembra en
diferentes medios de cultivo.

Tabla IIl.1. Caracteristicas geograficas y fisicoquimicas y localizacién de los puntos de

muestreo.
Salinas Localizacién Salinidad pH Fecha de
Latitud | Longitud (%) muestreo

©) ©)

Aragonesas (Huelva) 37,19 -6,921 6-16 7,2-8,3 May-2013
Oct-2011
Isla Bacuta (Huelva) 37,27 -6,99 5-20 7,1-8,1 Ene-2013
May-2013
Sep-2013
Isla Cristina (Huelva) 37,20 -7,32 17-21 7,5-7,6 Oct-2011
Santa Pola (Alicante) 38,19 -0,56 5-19 7,4-8,0 Nov-2011
Es Trenc (Mallorca) 39,33 2,98 12 7.4 Nov-2011
La Malahé (Granada) 37,10 3,72 5-15 72-7,6 Nov-2012
Nov-2013
Bafaderos (Gran Canaria) 27,84 -15,41 6,5-16 7.2-74 Sep-2013
Cabo Rojo (Puerto Rico) 18,08 -67,14 8-19 7,1-8,0 Sep-2013
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II1.1.2. Medios de cultivo

Con el fin de obtener la mayor representacion posible de cepas del género
Salinivibrio que pudieran encontrarse en estado viable en las muestras, se
utilizaron diferentes medios de cultivo, todos ellos partiendo de una
solucion de sales al 30 % y suplementados con diferentes fuentes de
carbono.

Solucion de sales al 30 %

Consiste en una solucion de diferentes sales con una concentracion final del
30 % respetando las proporciones relativas al agua de mar, con una ligera
disminucién en las concentraciones de CaCl, y NaHCOs, que se afiaden al
final y por separado para evitar la precipitacion de las mismas. Este stock de
sales se utiliza como base en la preparacién de diversos medios de cultivo y
a partir del mismo se realizan diluciones para obtener diferentes
concentraciones de sales a las cuales se le afiaden los diferentes nutrientes.
La composicion de la solucién de sales al 30 % es la siguiente (Subov, 1931):

NAC .o 23409
MGCl2-6H20.....coveeeiiceireceirecanne 39049
MGSO4TH20 ... 6109
KC aececiecieeieeeiseciesecieseeiseees 609
NGB e eereses 079
NaHCOs......... 0249
CaCl22H20. .o 109
Agua destilada c.s.p. cccovvrrrrenee 1000 ml

Medios PS, ACy GL

Estos medios se emplearon el fin de obtener una coleccién de cepas del
género Salinivibrio. Preparados a partir de la solucion de sales al 30 %
diluido hasta el 15 % de sales. Se han disefiado tres medios con distintas
fuentes de carbono. Estos medios se denominan: medio PS (con 10 mM de
piruvato sodico); medio AC (con 10 mM de acetato calcico); y medio GL
(con 10 mM de glicerol). A cada uno de estos medios se le adiciond extracto
de levadura a diferentes concentraciones, concretamente al 0,01 %, 0,05 %y
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0,1 %. El pH se ajusté entre 7,2-7,4 con una solucion 1T M de NaOH vy el
medio se solidifico mediante la adicion de agar al 1,8 % (p/v).

Medio SW 7,5

Este medio se prepar6 a partir del stock de sales diluido al 7,5 % y
suplementado con un 1,5 % (p/v) de extracto de levaduray un 1,8 % (p/v) de
agar, ajustando el pH entre 7,2-7,4. Este medio fue el seleccionado, una vez
obtenida la coleccion de cepas del género Salinivibrio, como medio de
cultivo 6ptimo para el crecimiento de estas cepas, por lo que se usé también
como medio de mantenimiento.

Medio 1

Este medio se empleo para el crecimiento de las cepas para la determinacién
de los acidos grasos. Su composicion es la siguiente (g/L): extracto de
levadura 10,0; NaCl 100,0; Nas-citrato 3,0; Na>COs 3,0; KCI 2,0; MgSQO4-7H.0
1,0; MnCl>-4H,0 0,00036; FeSO4 0,05; agar 18 (Romano y col., 2011).

II1.1.3. Métodos de aislamiento

Se inocularon 100 ul de las muestras de agua provenientes de los estanques
de las salinas en los medios PS, AC y GL, extendiéndose con una espatula
esterilizada previamente. Se realizaron diluciones seriadas al décimo en
solucion de NaCl estéril al 10 % hasta 104 Estas siembras también se
realizaron inoculando un volumen de 100 pl por cada una de las diluciones.

Las placas ya inoculadas se incubaron a 37 °C durante una semana en una
camara de anaerobiosis Oxoid; posteriormente se observaron las colonias
crecidas al microscopio para seleccionar aquellas que tuvieran forma de
bacilos curvados. Estas colonias se volvieron a resembrar en placas en
condiciones de aerobiosis protegidas en bolsas de plastico a fin de prevenir
la evaporacion y desecacion del medio.
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I11.1.4. Material biologico
Cepas aisladas

En el presente trabajo se aislaron un total de 288 cepas de las cuales 70
correspondian a cepas pertenecientes al género Salinivibrio.

Cepas de coleccion

Para llevar a cabo este estudio se han utilizado como referencia las cepas
tipo de las especies y subespecies del género Salinivibrio ya descritas, todas
ellas procedentes de colecciones de cultivo (Tabla II.2).

Tabla III.2. Cepas de coleccion del género Salinivibrio utilizadas en este estudio.

Cepa Referencia
S. costicola subsp. costicola CECT 40597 Mellado y col. (1996)
S. costicola subsp. alcaliphilus DSM 190527 | Romano y col. (2005)
S. costicola subsp. vallismortis DSM 82857 Huang y col. (2000)

S. proteolyticus DSM 190527 Amoozegar y col. (2008)
S. sharmensis DSM 181827 Romano y col. (2011)
S. siamensis JCM 144727 Chamroensaksri y col. (2009)

III.1.5. Conservacion de las cepas bacterianas

La conservaciéon de las cepas se realizé mediante resiembras en tubos de
agar inclinado en el medio de cultivo 6ptimo (medio SW 7,5) para el
crecimiento de las mismas. De forma paralela, todas las cepas se
conservaron mediante congelacion a -80 °C en el medio liquido adecuado
conteniendo glicerol al 20 % (v/v).

I11.2. MANIPULACIONES DEL ADN GENOMICO

El ADN genomico de las cepas aisladas se extrajo utilizando distintas
metodologias segun los ensayos posteriores que se fuesen a llevar a cabo.
Posteriormente fue purificado, cuantificado y se comprob6 su integridad y
pureza.
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II1.2.1 Extraccion de ADN
Método del choque hipoosmoético y térmico

Este método se utilizd para extracciones de ADN a pequefia escala de todas
las cepas aisladas para la posterior amplificaciéon y secuenciacion del gen
ARNr 16S. Para ello se tomd con un palillo estéril una pequefa cantidad de
cultivo en medio solido y se resuspendié en 50 pl de agua miliQ, creando asi
un ambiente hipoosmético que produjo la turgencia de la célula y, por
consiguiente, la liberacion al medio del ADN. A continuacién, se hirvid
durante 10 segundos en bafio Maria para completar la lisis de las células y
extraer asi la totalidad del ADN.

Método de Marmur

El método de Marmur (1961) se empled para la extraccién del ADN
genémico a fin de realizar los estudios de hibridacion ADN-ADN vy las
determinaciones del contenido en Guanina mas Citosina (G+C) del ADN de
las distintas cepas microbianas. El protocolo seguido fue el que se muestra a
continuacion:

1. Obtencion de células: a partir de 1000 ml de un cultivo liquido del

microorganismo, centrifugar (Centrifuge 5870 R eppendorf) durante 710
minutos a 9500 g. Eliminar el sobrenadante.

2. Lavado de células: Resuspender las células en 100 ml de EDTA salino (EDTA,
3362 g/l y NaCl, 8,7 g/l en agua destilada, pH 8,0).

3. Lisis celular:

a. Anadir 10 mg de lisozima.

b. Incubar 30 minutos a 37 °C.

¢. Anadir 10 ml de SDS al 25 % (p/v).

d. Incubar en bafiio Maria a 60 °C durante 10 minutos.
e. Anadir 20 ml de NaClO4 5 M.

4. Desproteinizacion:

a. Anadir un volumen de una mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1).

b. Agitar vigorosamente hasta mezclar las fases. Durante la agitacion,
permitir la salida de los gases de cloroformo generados.
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¢. Dejar reposar a temperatura ambiente al menos 30 minutos para
que se separen Jas fases.

Centrifugar a 7500 g durante 10 minutos.

e. Extraer la fase acuosa. Repetir la desproteinizacion tantas veces
como sea necesario hasta obtener una fase acuosa limpia.

Precipitacion del ADN:

a. Colocar la fase acuosa en un vaso de precipitado de cristal.

b. Afadir 2 volimenes de alcohol 96 ° frio sobre la fase acuosa
dejandolo deslizar por las paredes.

¢.  Extraer las fibras de ADN enrollandolas en una varilla de vidrio fina
(Figura IILO1.A).

d. Disolverlas en tampon 0,1x SSC preparado a partir de un stock 20x
SSC (NaCl) 1753 g, CsHsNaszO;, 882 g, agua destilada, c.s.p. 1000
mi).

Tratamiento con ARNasa:

a. Anadir 500 ul de una solucion de ARNasa (ARNasa, 2 mg/ml y NaCl,
76 mg/ml en agua destilada Calentar 10 minutos a 100 °C para
eliminar la accion de posibles ADNasas. Conservacion a 4 °C o =20
°C).

Calentar a 37 °C durante 30 minutos.
¢. Volver a realizar los pasos correspondientes a la desproteinizacion y

precipitacion del ADN hasta obtener un sobrenadante claro.

Conservacion del ADN: El ADN resultante del tratamiento con ARNasa y

posterior desproteinizacion y precipitacion se conserva en tampon 0,1x SSC
a 4 °C (para periodos cortos de tiempo) o bien a -80 °C (para periodos

largos de tiempo) (Figura II1.01.B).

Figura II1.01. A, ADN gendmico extraido mediante el método de Marmur. B, ADN

genomico disuelto en 0,1x SSC.
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Uso de kit comercial

Para la amplificacién y secuenciacion de los genes housekeeping asi como
para la obtencion de las secuencias gendmicas se requiri6 un ADN de
elevada pureza, por lo que se utilizdé el kit de extracciéon G-spin™ Total
(Intron Biotechnology) en el caso de los genes housekeeping y el QlAamp
DNA Mini Kit (QUIAGEN) para las secuencias genémicas. En ambos casos se
siguieron las indicaciones del fabricante.

III.2.2. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Tras la extraccion de ADN y con el objetivo de observar la integridad del
mismo, se procedio a la visualizacién del ADN mediante una electroforesis
en gel de agarosa. Para ello, se prepararon geles horizontales de agarosa
(Seakem, LE Agarose) a concentraciones entre el 1,0 y el 1,5 % (p/v) de
agarosa, en funcién del tamafo del fragmento de ADN que se queria
observar; asi, la concentracion de agarosa se increment6 cuanto menor fuera
el tamaifo del fragmento de ADN. La preparacion del gel se realizé
disolviendo la agarosa en tampdn TAE 1x (preparado a partir de un stock de
tampon TAE 50x: acido acético glacial, 57,1 ml; 100 ml EDTA 50 mM, pH 8,0;
tris-base, 242 g y agua destilada, c.s.p. 1000 ml) y 2,8 ul de bromuro de
etidio (EtBr) (Promega). Una vez solidificado el gel se colocé en la cubeta de
electroforesis y se sumergié en el mismo tampon. Una alicuota de la
muestra de ADN, normalmente 5 pl, se mezcl6 con tampoén de carga (azul
de bromofenol 0,25 % p/v y glicerol 30 %) y se cargd en el gel una vez
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solidificado.

El EtBr se intercala en la doble cadena del ADN vy

permite su visualizacidn tras la exposicion del gel a la
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luz ultravioleta a 360 nm (Sambrook y Russell, 2001),
para lo cual se utilizé un transiluminador (TFP-M/WL). El
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patron de pesos moleculares que se utilizd fue 1 kb
DNA ladder (Invitrogen) (Figura II1.02).

-100

Figura I1.02. Patron de pesos moleculares
de 1 Kb DNA ladder (Invitrogen).

103



I11.2.3. Determinacion de la concentracion y pureza del ADN

Para determinar la concentracién del ADN se utilizé el método de
cuantificacion por fluorescencia del bromuro de etidio en geles de agarosa
(Sambrook y Russell, 2001), mediante la comparacion visual de la intensidad
luminosa de las bandas de ADN después de la electroforesis con un patrén
de concentraciones conocidas. Cuando se requirié determinar con mayor
precision la concentracion de las muestras de ADN se utilizaron
espectrofotometros Nanodrop (Thermo Scientific) (Figura II1.03.A) y Lambda
20 (Perkin-Elmer) (Figura I11.03.B), midiendo la absorbancia a una longitud de
onda de 260 nm. En el caso de aquellas muestras a las cuales se les iba a
realizar la secuenciacion gendmica, se hizo uso de un fluorimetro modelo
QuantiFluor ST Fluorometer de Promega.

Para determinar la pureza del ADN se midio la absorbancia a 280, 260 y 230
nm y se calcularon los cocientes Axeo/Azs0 Yy Aze0/A230 con el objetivo de
detectar la presencia de posibles contaminantes en las muestras. Los
contaminantes organicos absorben a 230 nm y las proteinas a 280 nm,
mientras que el ADN absorbe a 260 nm. En general, se acepta que un ADN
es puro cuando los cocientes Axeo/Azs0 Y Azeo/A20 son ~1,8 y ~2,0,
respectivamente (Wilfinger y col., 1997).

B "”-"/'-::f/ff.’/.//.‘num[i'l'lliiffﬁ’l’l’i’(ﬂ i

Figura II1.03. A, Espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific). B, Espectrofotometro
Lambda 20 (Perkin-Elmer).
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II1.3. AMPLIFICACION DEL ADN MEDIANTE PCR

Para la amplificacion de los genes de interés se utiliz6 la técnica de la PCR
siguiendo las indicaciones de Sambrook y Russell (2001), usando los
termocicladores GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) y
Mastercycler Ep (Eppendorf).

Las reacciones de PCR se realizaron en volumenes finales de 50 pl utilizando
tubos de microcentrifuga de 0,2 ml previamente esterilizados. La enzima
empleada fue la ADN polimerasa modificada de 7Thermus aquaticus (Lawyer
y col, 1989), 7Tag ADN polimerasa (Promega, Eppendorf y Dominion). El
protocolo general de las reacciones de PCR, con diversas modificaciones
segun los casos, es el que se muestra a continuacién:

Tampoén de reaccion 10X .....rernrvernrrernenens 5,0 ul
MgClz (25 mM)....... 2,5 pl
dNTPs (1,25 mM cada ANTP).........cccoveuueee. 8,0 ul
Cebador directo (12 UM) .....vvevererrreerererrinn 2,5 ul
Cebador reverso (12 M) .....ccoevceverreereerennnnnns 2,5 ul
ADN (50 ng/pl)....... 5,0 l
Tag ADN polimerasa (5 U/ul)....ovorrerrrnrennee 0,5 ul
Fi¥e [ I =TS =1 N o3 o JOO OO 50 pl

Los distintos cebadores empleados en las reacciones de amplificacién
mediante PCR en el presente trabajo se detallan en la Tabla IIL.3.

Las reacciones de amplificacién por PCR se llevaron a cabo de forma general
(con modificaciones segun el caso) de acuerdo al siguiente esquema:
o Desnaturalizacidn inicial del ADN molde: 5 minutos a 95 °C.
e 25-35ciclos en los que se repiten tres fases:
o Desnaturalizacion: 30 - 60 segundos a 94 °C.

o Hibridacion de los cebadores: normalmente la

temperatura de hibridacion se ajusté 5 °C por debajo
de la temperatura media de desnaturalizacion (7, mas
baja de los dos cebadores.

o Elongacion: se recomienda una temperatura de 68 6 72
°Cy un tiempo de 1 min/Kb.
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e Elongacion final: 10 minutos a 68 6 72 °C, con el objetivo de
conseguir la elongacion completa de los productos de la
reaccion.

e Finalmente, las muestras se conservan a 4 °C.

Tabla III.3. Cebadores utilizados para la amplificacion y secuenciacion del gen ARNr 16S y
de los genes housekeeping gyrB, recA, rpoA'y rpoD. Las secuencias de los cebadores se
muestran de acuerdo al cédigo de la IUPAC para la denominacion de nucleétidos
ambiguos. La posicion de los cebadores se indica con respecto a la numeracion del gen
correspondiente de Escherichia coli.

En negrita se marcan los cebadores que sélo se usaron para la amplificacion.

Gen Cebador Secuencia (5> 37) Posicion
ARNr 16S 16F27 AGA GTTTGA TCM TGG CTC AG 8-27
ARNr 16S 16F530 GTG CCA GCA GCC GCG G 515-530
ARNTr 16S 16R343 ACT GCT GCCTCC CGT A 358-343
ARNr 16S 16R530 CCGCGGCTGCTGGCAC 545-530
ARNr 16S 16R1488 CGG TTA CT TGT TAG GAC TTC ACC 1511-1488

gyrB gyrB1626F TGT AAA ACG ACG GCC AGT CAA GAG  1626-1664

CAG TAC ATY AAA GAY G
gyrB2230R CAG GAA ACA GCTATGACTCTGG GTT  2246-2239
CAT CTCRCC
recA recA-01-F TGA RAA RCA RTT YGG TAA AGG 54-74
recA-02-R  TCR CNT TRT AGC TRT ACC 889-872
rpoA rpoA-01-F ATG CAG GGT TCT GTD ACA G 1-19
rpoA-03-R  GHG GCC ART TTT CHA RRC GC 967-947
rpoD rpoD-70-F ACG ACT GAC CCG GTA CGC ATG TAY 280-303

rpoD-70-R ATA GAA ATA ACC AGA CGT AAGTTN 1169-1127
GCY TCN ACCATYTCYTTYT
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Para comprobar la correcta amplificacion del ADN se procedié a la
visualizaciéon de los fragmentos de ADN sometiendo una alicuota del
producto de PCR a una electroforesis en gel de agarosa. Por ultimo, los
fragmentos de ADN amplificados se purificaron utilizando el kit de
purificacibn MEGAquickspin™ Total (Intron Biotechnology) siguiendo las
indicaciones del fabricante.

Para las técnicas de tipificacién molecular también se utilizd la técnica de
PCR pero con otras caracteristicas como se explica en el apartado I1IL.6.1.

Para la amplificacion del gen ARNr 16S se utilizaron los cebadores 16F27 y
R1488 (Tabla IIL.3). Estos cebadores permiten amplificar casi completamente
el gen ARNr 16S, concretamente desde la posicion 8 hasta la 1511.

De acuerdo a las recomendaciones para la familia Vibrionaceae realizadas
por Pascual y col. (2010), Sawabe y col. (2007; 2013) y Thompson y col.
(2001; 2004; 2005; 2007), los genes housekeeping seleccionados en este
estudio para llevar a cabo el anélisis MLSA fueron: gyrB (subunidad B de la
ADN girasa), recA (recombinasa A), rpoA (subunidad o de la ARN
polimerasa) y rpoD (subunidad B de la ARN polimerasa).

La amplificacién de los genes housekeeping recA, oAy rpoD se llevd a
cabo utilizando cebadores existentes en la literatura: recA-01-F y recA-02-R,
rpoA-01-F y rpoA-03-R y rpoD-70-F y rpoD-70-R (Pascual y col, 2010;
Sawabe y col.,, 2007; 2013; Thompson y col., 2001; 2004; 2005; 2007) (Tabla
I1.3). En el caso del gen gyrB se emplearon los cebadores gyrB1626F y
gyrB2230R, disefiados especificamente para este trabajo. Para ello se
alinearon con el programa CLUSTAL_X 2.1 (Larkin y col, 2007) las
secuencias de diversas especies de Gammaproteobacteria correspondientes
a las regiones del gen gyrB que se deseaban amplificar. A continuacion, con
ayuda del programa BOXSHADE 3.21
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html) se seleccionaron las

zonas mas conservadas y se sintetizaron oligonucleétidos de entre 18 y 20
nucleétidos, evitando siempre la formacion de dimeros y de estructuras
secundarias.
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Para la amplificacion del gen ARNr 16S y de los genes housekeeping se
optimizaron los parametros de la etapa ciclica de la PCR en cuanto al tiempo
de desnaturalizacion, la temperatura de hibridacién de los cebadores, el
tiempo de elongacion y el nimero de ciclos. De esta forma, las condiciones
de las reacciones de PCR para estos genes se muestran en la Tabla IIL.4.

Tabla III.4. Condiciones de las reacciones de PCR.

Gen Condiciones de PCR
ARNr 16S 5 min, 95 °C; 25 x (1 min, 94 °C, 1 min, 50 °C, 2 min, 72 °C);

10 min, 72 °C

gyrB 5 min, 95 °C; 35 x (1 min, 94 °C, 1 min, 59 °C, 1 min 30's, 68 °C);
10 min, 72 °C

recA

rpoA 5 min, 95 °C; 3 x (1 min, 95°C, 2 min 155, 55°C, 1 min 15 s, 72 °C);

30x(30s,95°C, 1Tmin15s,55°C, 1 min15s, 72 °C); 7 min, 72 °C
rpoD

III.4. SECUENCIACION DE LOS AMPLICONES

Los fragmentos de ADN amplificados en este trabajo se secuenciaron por las
empresas NBT-NewBiotechnic (Sevilla, Espafia) y Stab Vida (Oeiras, Portugal)
empleando el método de terminacion de la cadena con el uso de
didesoxinucleotidos trifosfato y mediante el uso de los secuenciadores
automaticos ABI 3130XL y ABI 3700 (Applied Biosystems), respectivamente.

Los cebadores utilizados para la secuenciacion de los fragmentos de ADN
obtenidos mediante PCR fueron los mismos que se utilizaron para su
amplificacion y otros cebadores adicionales en algunos casos (Tabla III.3)
como estrategia para intentar obtener un solapamiento completo de las
secuencias parciales y poder de esta forma obtener una secuencia de mayor
longitud de cada uno de los genes.

Para la secuenciacion del gen ARNr 16S se utilizaron los cebadores 16F27 y
R1488; en los casos que no se obtuvo una Unica secuencia del gen mediante
solapamiento de ambos cebadores, se utilizaron cebadores intermedios
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(16F530, 16R343 y 16R530) que ayudasen a obtener una sola secuencia casi
completa del ARN 16S. En cambio, para la secuenciacion de los genes
housekeeping se utilizaron los mismos cebadores mencionados para la
amplificacion de las secuencias de estos genes.

1IL.5. ESTUDIO FILOGENETICO

Con el objetivo de determinar tentativamente la afiliacion de las cepas
aisladas al género Salinivibrio, se realiz6 la amplificacion parcial (con el
cebador 16F27 exclusivamente, Tabla II1.3) del gen ARNr 16S. Las secuencias
parciales obtenidas, con un tamafo aproximado de 700 pb, se alinearon y se
compararon con las secuencias disponibles en las bases de datos mediante
el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul y col.,
1990) del servidor NCBI (National Center for Biotechnology Information)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) 'y la  aplicacion = EzTaxon-e
(http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/) (Kim y col., 2012). Aquellas cepas

bacterianas cuya secuencia del gen ARNr 16S presenté porcentajes de
semejanzas entre el 96 y 100 % con respecto al género Salinivibrio se
seleccionaron con el fin de llevar a cabo un estudio mas detallado de cada
una de ellas y se secuencié el gen completo con la ayuda de otros
cebadores (16F530, 16R343, 16R530 y 16R1488).

Las secuencias obtenidas se ensamblaron con el programa ChromasPro
version 1.5 (Technelysium Pty Ltd) y aquellas posiciones ambiguas o
indeterminaciones, indicadas con “N", se corrigieron manualmente
obteniéndose asi la secuencia final del gen ARNr 16S. Las secuencias finales
obtenidas se analizaron mediante la comparaciéon de las mismas con las
secuencias disponibles en las bases de datos publicas (EMBL, GenBank y
DDBJ) con la ayuda del programa BLAST del servidor NCBI. Adicionalmente
las secuencias obtenidas se compararon con las disponibles en el servidor
EzTaxon-e (Kimy col., 2012).

La construccion de alineamientos y de arboles filogenéticos para el gen
ARNr 168, se realiz6 con el software ARB y la base de datos LTPs_106_SSU
(Ludwig y col., 1997; 1998; 2004). Las secuencias se alinearon con las de las
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cepas tipo de las especies mas relacionadas desde un punto de vista
filogénetico y cuyos nombres se encontraban validamente publicados,
mediante la ayuda del programa Fast Aligner v. 1.03, integrado en el
paquete ARB, usando como referencia las regiones conservadas del gen
ARNr 16S, asi como la estructura secundaria caracteristica del mismo (Gutell
y col, 1985; Ludwig y Schleifer, 1994; 1999; Ludwig y col, 2004). A
continuacion los alineamientos se revisaron manualmente. A partir de las
secuencias alineadas se obtuvo la matriz de distancias y se construyeron los
correspondientes arboles filogenéticos. Para ello, se empledé un filtro,
denominado “termini”. Los valores de distancia se corrigieron para obtener
la matriz de sustitucién nuleotidica mediante la férmula de Jukes y Cantor
(1969). Para la construccion de los arboles filogenéticos se utilizaron tres
métodos distintos: neighbour-joining (Saitou y Nei, 1987), maximum-
parsimony (Fitch, 1971) y maximum-likelihood (Felsenstein, 1981). Hay que
tener en cuenta que cada algoritmo representa un modelo evolutivo
diferente, y que la topologia de los arboles filogenéticos debe mantenerse lo
mas estable posible. Con el objeto de determinar la estabilidad de cada una
de las ramas filogenéticas y en consecuencia la robustez de la topologia de
los arboles obtenidos se calcularon 1000 pseudoréplicas de cada uno de los
alineamientos para obtener lo que se conoce como valor de bootstrap
(Felsenstein, 1985).

En el caso de los genes housekeeping, las secuencias obtenidas se revisaron
y ensamblaron mediante el programa ChromasPro Version 1.5
(Technelysium Pty Ltd), posteriormente se tradujeron a aminoacidos, luego
se alinearon y se tradujeron a nucleétidos de nuevo, para lo cual se
utilizaron los programas CLUSTAL_X 2.1 (Larkin y col., 2007) y BioEdit (Hall
y col, 1999). Los parametros de alineamiento multiple se ajustaron por
defecto. En todos los casos los alineamientos se revisaron y corrigieron
manualmente. El calculo de las matrices de distancias y la construccion de
los arboles filogenéticos mediante los métodos maximum-parsimony (Fitch,
1971) y neighbour-joining (Saitou y col., 1987) se realizd mediante el
programa MEGA 5 (Tamura, 2013), mientras que el calculo de los arboles
con el algoritmo maximum-/ikelihood (Felsenstein, 1981) se efectud con
ayuda de la herramienta PhyML (Guindon y Gascuel, 2003). El analisis de
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bootstrap se realiz6 utilizando 1000 pseudoréplicas (Felsenstein, 1985). Para
determinar cual fue el modelo 6ptimo de sustitucion nucleotidica se utilizo
el programa jModelTest (Posada, 2008).

En cuanto a los arboles concatenados, las secuencias de los genes
housekeeping se concateraron; el calculo de las matrices y la construccién
de los arboles filogenéticos se realizé siguiendo la misma metodologia que
para los genes housekeeping.

II1.6. CARACTERIZACION TAXONOMICA

Con el objetivo de realizar un estudio taxondmico, se realiz6 un tipado, asi
como la caracterizacion fenotipica, genotipica y quimiotaxonémica de las
cepas bacterianas objeto de este estudio.

I11.6.1. Estudio de tipificacion molecular o fingerprinting

Las técnicas de tipificacion molecular se utilizan ampliamente para el tipado
de bacterias, permitiendo hacer una rapida identificacion de distintas
especies de bacterias e incluso de cepas (Versalovic y col, 1991; 1994;
Rademaker y De Bruijin, 1997). Para el presente trabajo se llevé a cabo la
técnica de amplificacion por PCR de elementos repetitivos, mas conocida
como rep-PCR, la cual se fundamenta en la utilizacion del método de PCR
con cebadores que hibridan de forma especifica con unas secuencias de
ADN repetitivas (secuencias rep), de funcién desconocida, que se encuentran
dispersas por todo el genoma de muchas bacterias. Hay tres familias de
secuencias repetitivas: las secuencias repetitivas palindromicas extragénicas
(secuencias REP), las secuencias consenso repetitivas intragénicas de
enterobacterias (secuencias ERIC) y las secuencias o subunidades BOX A de
los elementos BOX de Streptococcus pneumoniae. Estas unidades repetidas
estan separadas por largos fragmentos de ADN no repetidos, de manera
que los cebadores que se emplean se disefian desde la mitad de la zona
repetitiva hacia la zona no repetitiva. Existen cebadores y un protocolo
practicamente universal para grupos de bacterias muy diversos (Versalovic y
col., 1991; 1994). Para este estudio solo se emplearon las subunidades BOX
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A, cuya secuencia del cebador de amplificacion utilizado BOX A1R fue 5'-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3" (Versalovic y col., 1994).

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pl:

Tampén buffer Phire (5x) 4,5 ul
(D1 1Y@ S 1,90 pl
Mezcla dNTPs (1,25 mM cada dNTP)............ 1,0 ul
Cebador BOXA-1R 1,0 pl
Phire Hot Start I ADN polimerasa .............. 0,4 ul
ADN (50 ng/ul) 1,0 pl
Agua estéril c.s.p 25 ul

El programa utilizado en el termociclador para realizar las reacciones de PCR
fue el que se muestra a continuacion:

Desnaturalizacion inicial del ADN molde: 3 minutos a 95 °C.

30 ciclos en los que se repiten estas tres fases:
o Desnaturalizacién: 2 minutos a 95 °C.
o Hibridacién de los cebadores: 3 segundos a 94 °C.
o Elongacion: 1 minuto a 40 °C.

Elongacion final: 8 minutos a 65 °C.
Enfriamiento: las muestras se conservan a 4 °C

Los amplicones de diferentes tamanos obtenidos se observaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1,5 % en tampon TAE 1x, corridos a 12
V durante 16 horas y a 4 °C con el objetivo de producir bandas nitidas
facilmente distinguibles. Los geles se tifiieron con bromuro de etidio antes
de realizar el analisis de los patrones de bandas con el software Phoretix 1D
Pro (http://www.cleaverscientific.com/electrophoresis-products/phoretix-1d-
pro/). Este programa trata las imagenes de los geles electroforéticos,
convirtiéndolas de 24-bit (que es la que se obtiene con el captador de
imagenes) a 8-bits. Se determinan las carreras electroforéticas del gel
realizando una normalizacién mediante marcadores de pesos moleculares
incluidos en el gel. A continuacion se obtienen las matrices de similitud
mediante el coeficiente de correlacion de Pearson. Finalmente, se procede a
llevar a cabo el agrupamiento de los OTU’s (unidad taxondémica operativa)
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mediante el algoritmo UPGMA, obteniéndose de esta manera un
dendrograma.

II1.6.2. Caracterizacion fenotipica

El estudio fenotipico incluyd caracteristicas tales como la morfologia,
fisiologia, bioquimica y nutricién de las cepas objeto de estudio.

II1.6.2.1. Morfologia y movilidad

La determinacion de la morfologia celular y la motilidad se realizé a partir de
cultivos liquidos en fase exponencial (12-20 h) utilizando preparaciones en
fresco y microscopia de contraste de fases, mediante un microscopio
Olympus BX41 provisto de una camara digital DP70. La morfologia, tamafio
y pigmentacién de las colonias se observo en placas de Petri, tras el cultivo
de la cepa objeto de estudio en las condiciones 6ptimas de crecimiento.

II1.6.2.2. Pruebas fisiologicas

Para determinar el rango y el éptimo de crecimiento a diferentes
concentraciones de sales, temperaturas y valores de pH de cada cepa
bacteriana, las células se cultivaron, en primer lugar, en medio SW liquido
conteniendo 1, 2, 3, 4, 7,5, 10, 12,5, 15, 17,5, 20, 21, 22, 23, 24 y 25 % de
sales totales, preparados a partir del stock de sales al 30 %, y se determin¢ el
crecimiento a 37 °C y un pH entre 7-7,5. Una vez establecida la
concentracion oOptima de sales, se procedié a determinar el rango y el
optimo de crecimiento a diferentes valores de temperaturas. Para ello las
cepas se cultivaron en medio liquido a la concentraciéon de sales éptima
establecida, y se incubaron a 4, 10, 15, 16, 17, 20, 28, 30, 37, 42, 44 y 50 °C.
Por ultimo, se determin6 el rango y el 6ptimo de pH utilizando la
concentracion de sales optima y la temperatura Optima determinadas
previamente, ajustando el pH del medio a 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 7,5, 8,0, 9,0 y 10,0
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con una solucién de NaOH (1 M) y HCl (1 M) usando los tampones
correspondientes (Sanchez-Porro y col, 2009). En todos los casos el
crecimiento se determiné midiendo la densidad 6ptica de los cultivos a 600
nm (ODeoo), realizando lecturas periddicas en un espectrofotometro Lan
Optics SP-1104.

Para el presente trabajo las condiciones 6ptimas para el crecimiento de las
diferentes cepas del género Salinivibrio fueron: sales al 7,5 %, pH entre 7,2 y
7,4 a una temperatura de 37 °C y en un tiempo de incubacion de 24-48 h.

El crecimiento en condiciones de anaerobiosis se determindé mediante la
siembra por estrias en placas con medio SW 7,5 e incubandolas en una
campana de anaerobiosis durante al menos 5 dias, a 37 °Cy pH 7,2-7,4. Se
utilizé AnaeroGen (Oxoid) para la generacion de la atmésfera anaerobia y un
indicador de anaerobiosis (Oxoid) para verificarla.

II1.6.2.3. Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas permiten determinar las caracteristicas metabolicas
de las cepas bacterianas. Los medios empleados para las pruebas
bioquimicas se prepararon utilizando como base el medio SW 7,5 descrito
previamente.

Para observar la actividad catalasa se afiadieron unas gotas de una solucion
de H20; al 3 % (v/v) sobre células tomadas de un cultivo en medio solido. La
aparicién de un burbujeo inmediato significa un resultado positivo, ya que la
enzima catalasa actua sobre el agua oxigenada descomponiéndola en agua
y oxigeno (Cowan y Steel, 1965). En cuanto a la actividad oxidasa, se utilizd
el reactivo tetrametil-p-feniléndiamina (Kovacs, 1956). La aparicion de un
color azul-violeta intenso antes de 20 segundos indica que la prueba es
positiva.

La hidrolisis de la caseina, gelatina, almidon, Tween 80, ADN y esculina, la
utilizacion de citrato de Simmons, las pruebas de Voges-Proskauer y rojo de
metilo, la produccion de indol, la produccién de fenilalanina desaminasa, de
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fosfatasa y la reduccidon de nitratos y nitritos se determinaron segun se
describe por Cowan y Steel (1965) con la adicién de la solucién de sales al
7,5 % al medio.

Para determinar la produccion de acidos a partir de carbohidratos se
cultivaron las distintas cepas a partir del stock de sales diluidas al 7,5 %
suplementado con extracto de levadura al 0,05 %, el indicador rojo fenol y el
carbohidrato en cuestién, esterilizado por filtracion y adicionado al medio a
una concentracion final del 1 % (p/v) (Ventosa y col, 1982). Los
carbohidratos estudiados fueron los siguientes: D-arabinosa, esculina, D-
fructosa, D-galactosa, glicerol, D-glucosa, lactosa, D-maltosa, D-manitol, D-
manosa, D-rafinosa, D-ribosa, D-sacarosa, D-trehalosa y D-xilosa. El viraje a
color amarillo del indicador mostraba que el microorganismo producia
acidos a partir del carbohidrato estudiado.

II1.6.2.4. Pruebas nutricionales

Para analizar la capacidad de las distintas cepas bacterianas para utilizar una
amplia gama de sustratos como Unica fuente de carbono y energia, o como
Unica fuente de carbono, nitrégeno y energia, se empled el medio de Koser
(1923) de acuerdo a la modificacién descrita por Ventosa y col. (1982). Su
composicion es la siguiente (I''): 75 g NaCl, 2 g KCl, 0,2 g MgSO.7H:0, 1 g
KNOs, 1 g (NH4)H2PO4, 0,5 g KH2PO4 y 0,05 g de extracto de levadura. El pH
se ajusto a 7,2-7,4. El medio se esterilizé a 121 °C durante 15 minutos y el
sustrato se afadido separadamente, esterilizandolo por filtracion hasta
alcanzar una concentracion final de 1 g/l para los aminoacidos y acidos
organicos, y de 2 g/l para los carbohidratos. Después de inocular los medios
con un volumen del 1 %, se incubaron a 37 °C y se realizaron lecturas
periddicas. En todos los casos la lectura se realizd utilizando un control
negativo, preparado con medio base sin sustrato e inoculado. Es importante
que el cultivo a inocular fuera joven (de unas 20-24 h). Se consideré un
resultado positivo si el crecimiento fue mayor que en el control, y negativo
en el caso contrario. Entre los carbohidratos ensayados como unica fuente
de carbono y energia se encontraban: D-arabinosa, fructosa, D-galactosa, D-

115



glucosa, lactosa, maltosa, manosa, L-rafinosa, D-ribosa, sacarosa, D-
trehalosa y D-xilosa. Los aminoacidos ensayados como Unica fuentes de
carbono, nitrégeno y energia fueron: L-alanina, L-asparragina, fenilalanina,
glutamina, L-isoleucina, L-lisina, L-metionina y valina.

III.6.3. Caracterizacion genotipica
II1.6.3.1. Determinacion del contenido en G+C del ADN

El contenido en Guanina mas Citosina (G+C) del ADN gendmico de las cepas
estudiadas se determind a partir de la temperatura media (7., del perfil de
desnaturalizacion térmica (Marmur y Doty, 1962), utilizando la ecuacién
descrita por Owen y Hill (1979), obtenida con un espectrofotometro Lambda
20 (Perkin-Elmer) UV-Vis, a una longitud de onda de 260 nm y equipado con
un sistema Peltier PTP-1, programado para aumentar la temperatura a una
velocidad constante de 1 °C/minuto (Figura I1.04). La variacion de la
densidad éptica con la temperatura, consecuencia de la desnaturalizacion, se
registré6 mediante el programa Templab 2.0 suministrado por el fabricante.
La 7, se determind siguiendo el método grafico descrito por Ferragut y
Lecrerc (1976).

El porcentaje de G+C del ADN se determiné mediante la siguiente férmula
descrita por Owen y Hill (1979) para un ADN disuelto en una solucion salina
citratada y agua destilada en proporcién 1:10 (0,1x SSC):

% G+C = (% G+C)mr + 2,08 x (Trmp- Trmr)

Donde:

(% G+C)mr: % de G+C del ADN de una cepa de referencia

T temperatura media de desnaturalizacién de la cepa de referencia

Tmp. temperatura media de desnaturalizacion del ADN problema
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Como cepa de referencia se utilizd Escherichia coli NCTC 90017, cuyo ADN
presenta un valor de G+C de 50,9 moles% y un valor de 7, en 0,1x SSC de
74,6 °C (Owen y Pitcher, 1985).

Esta determinacion se realiz6 por
triplicado con ADN procedente de tres
extracciones distintas. El valor final de
G+C del ADN se calculé determinando
la media entre estos tres valores.

Figura I11.04. Espectrofotometro
Lambda 20 (Perkin-Elmer) UV-Vis
equipado con un sistema Peltier PTP-1.

II1.6.3.2. Hibridacion ADN-ADN

La hibridacién ADN-ADN proporciona informacién acerca de la relacién
taxondmica existente entre microorganismos. Esta se basa principalmente en
el principio de que el grado de reasociacion entre dos hebras de ADN
constituye un indice cuantitativo de la semejanza que existe entre
secuencias de ADN procedentes de distintas cepas microbianas. Se siguid el
método de competicién en filtro de membrana, descrito por Johnson (1994)
que comprende una serie de procesos que incluyen la preparacién del ADN
problema marcado radiactivamente y de los ADNs competidores, la
inmovilizacion del ADN problema desnaturalizado en membranas de
nitrocelulosa, y por Ultimo, la hibridacién propiamente dicha. EI ADN
utilizado debe de proceder de la misma extraccién para el marcaje, para la
preparacion de competidores y para su adhesion a la membrana de
nitrocelulosa.

Marcaje del ADN

Para marcar el ADN problema se utilizo el kit Prime-a-Gene Labelling
System (Promega). El protocolo para dicho marcaje es el siguiente:

1. Descongelar 3H-dCTP (desoxi-[1,2,53H] citidina trifosfato, Amersham
Biosciences) durante 30 minutos aproximadamente.
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Desnaturalizar el ADN. Para ello se calienta el ADN a 100 °C durante 5
minutos. Concluido este tiempo se coloca inmediatamente en hielo para
impediir su renaturalizacion.

Preparar la mezcla de desoxinucledtidos (dNTPs) provistos por el kit (1,5 mM
cada dNTP), a razon de 1/1/1 por desoxinucledtido (desoxiadenina,
desoxiguanina y desoxitimina), excepto la desoxicitidina.

Preparar la reaccion en el siguiente orden:

Tampon de marcaje 5x. 70 ul
Mezcla de dNTPs (0.5 mM cada dNTP)........................ 2ul
ADN desnaturalizado (1-100 ng/pf)....................... 7-70 ul
BSA (albumina sérica bovina) libre de nucleasas.....2 ul
3H-dCTP disuelto en H20 destilada......................... 5ul
ADN polimerasa I (Klenow) 7ul
H-0 libre de nucleasas cs.p. 50 ul

Mezclar suavemente medjante pulso en microcentrifuga para homogeneizar
los componentes de /a reaccion.

Dejar en reposo durante 1 hora a temperatura ambiente.

Calentar durante 2 minutos a 700 °C.

Colocar inmediatamente en hielo.

Eliminar el 3H-dCTP libre utilizando una columna de Sephadex G-50 (NICK
Column, Amersham). Esta columna permite la separacion del ADN marcado
de los desoxinucledtidos libres en base a la diferencia de tamario que existe
entre ellos.

Determinar la radiactividad del ADN marcado utilizando un contador de
centelleo (Beckman LS3807).

Seleccionar los tubos con mayor radiactividad.
Preparacion de los ADNs competidores

Tomar un volumen de ADN en funcion de la concentracion teniendo en
cuenta que debe haber cantidad suficiente para la preparacion de los
competidores, (en torno a 100-150 ug/competidor,).

Desnaturalizar el ADN de cada una de las cepas a hibridar y de la cepa
problema, una vez obtenido y purificado por el método de Marmur (1967),
Para desnaturalizar se calienta al bafio Maria a 7100 °C durante 70 minutos.
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Colocar en hielo y sonicar a 50 W mediante un homogeneizador ultrasonico
LabSonic M durante tres periodos de 15 sequndos.

Distribuir en criotubos, a razon de 100 a 150 ug por vial.
Congelar.

Liofilizar (liofilizador Virtis).

Preparacion del filtro de membrana con ADN

Para preparar el filtro con el ADN problema se utilizd una membrana de
nitrocelulosa (tipo 0,45 um HAFT, Millipore), de 10 cm de didametro acoplada
a un dispositivo de filtracion (Sartorius) que permite una superficie de
absorcion de 8 cm de didametro. La concentracion del ADN retenido en el

filtro fue de 30 pg/cm?, aproximadamente. El protocolo que se llevo a cabo
fue el siguiente:

1.

O NS W

9

70.

77.

72

Tomar un volumen del ADN disuelto en 0, 1x SSC que corresponda a una
cantidad de 2000-2500 ug de ADN.

Desnaturalizar el ADN (700 °C, 10 minutos).

Enfriar rapidamente, mezclandolo con 125 ml/ de 6x SSC frio. Mantener esta
solucién en hielo.

Medlir la DO2sp y calcular la cantidad de microgramos de ADN de /a solucion
de acuerdo a la siguiente equivalencia:

DOzssp = 1 = 50 ug de ADN/m/

Humedecer el filtro con 6x SSC durante 2 horas (prepararlo previamente).
Colocar el filtro en el sistema de filtracion.

Lavar el filtro con 100 m/ de 6x SSC frio.

Pasar por el filtro la solucion del ADN desnaturalizado obtenida en el paso 3.
Medlir la DO:sp del liquido filtrado para comprobar si el ADN ha quedado
retenido en el filtro.

Lavar el filtro con 100 ml de 6x SSC y medlir la DOy del liquido filtrado.
Calcular la cantidad de ADN retenido en el filtro (no debe ser inferior a 2000
1g).

Secar el filtro y fijar el ADN al filtro mediante calor (con una estufa a 60 °C
durante toda la noche o en horno de vacio a 80 °C durante 2 horas).

Guardar el filtro protegido en un desecador.
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Preincubacion de los filtros de membrana con ADN

Una vez preparado el filtro con el ADN fijado, se cortaron a partir de él
discos de 5 mm de didmetro, que se colocaron en viales de congelacién
conteniendo 0,3 ml de solucién de Denhardt (albumina sérica bovina al 0,02
%, polivinilpirrolidona al 0,02 %, Ficoll 400 al 0,02 % y 2x SSC c.s.p 100 ml).
Estos viales se incubaron durante 2 horas a la temperatura 6ptima de
hibridacién para bloquear las zonas de unidon inespecifica al filtro. La
temperatura 6ptima de hibridacion (7x») se calculd segun la féormula de
Gillis y col. (1970):

Thir = Tor— (0,72 x % formamida)
Tor = (0,51 x % G+C) + 47,0 °C
Siendo 7., la temperatura éptima de renaturalizacion.

La temperatura de hibridacién utilizada siempre estuvo dentro de los limites
validos para el método de competicién en filtro de membrana (De Ley y
Titjtgat, 1970).

Realizacion e interpretacion de la hibridacion ADN-ADN

Para realizar los experimentos de hibridacién propiamente dichos se incub6
durante 16 horas a la temperatura éptima de hibridacion el ADN problema
fijado al filtro de nitrocelulosa junto con el ADN competidor de cada una de
las otras cepas a hibridar (incluyendo el ADN competidor de la propia cepa
problema) y el ADN marcado. Por ultimo, se determiné la radiactividad
retenida en los filtros sin competidor, en los filtros con ADN competidor de
otras cepas y en los filtros con ADN competidor de la cepa problema.

El protocolo seguido para llevar a cabo la hibridacion ADN-ADN es el
siguiente:

1. Apnadir sobre los viales liofilizados que contienen los ADNs competidores:
o 83 ul de 34x SSC (valor ajustado para que la concentracion final en la
mezcla de reaccion sea de 2x SSC).
e discos de nitrocelulosa de 5 mm de diametro con ADN problema
preincubados.
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o 42 ul de formamida.
o 75 ul del ADN marcado, previamente sonicado a 50 W (sonicador
LabSonic M) durante dos periodos de 15 sequndos.

La proporcion entre las concentraciones de ADN competidor y de ADN

marcado fue al menos de 150:17.

2. Cerrar todos los viales y colocarlos en un bafio Maria a la temperatura
optima de hibridacion con agitacion suave (bafio con agitacion Grant)
durante 16 horas, de forma que el agua cubra los viales por completo.

3. Sacar los filtros de los viales, colocarlos en una camara de lavado y lavarlos
con 500 ml de 2x SSC, previamente calentado a la temperatura optima de
hibridacion.

4. Sacar los filtros de la camara de lavado, eliminar el exceso de liquido
utilizando papel de filtro y colocarlos en los viales de centelleo.

5. Anadir 5 ml de liquido de centelleo (Ultima Gold, Beckman) y proceder a
medir la radiactividad en un contador de centelleo (Beckman LS38017).

Cada experimento de hibridacion se llevd a cabo por triplicado para
asegurar la reproducibilidad de los resultados. Se utilizaron cuatro controles
al comienzo de cada hibridacién, dos controles negativos (haloarquea) y dos
controles positivos (ADN problema).

Una vez finalizado el proceso de la hibridacion se procedid a la
interpretacion de los resultados. El porcentaje de hibridacion ADN-ADN se
calculd utilizando el método de Johnson (1994) de acuerdo a la siguiente
formula:

% Hibridacién = (8n/B) x 100

Pn=(D - B) - (Fn - B)

p=(D-B)-(E-B)
Siendo:

D = Radiactividad resultante en la hibridacion directa del ADN
problema con un ADN heterdlogo (control negativo).

B = Radiactividad asociada al filtro.
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Fn = Radiactividad resultante en la hibridacion directa del ADN
problema con el ADN frente al que se quiere hibridar.

E = Radiactividad resultante en la hibridacion directa del ADN
problema con el ADN homolégo (control positivo).

La interpretacion de los resultados se llevo a cabo segin Wayne y col. (1987)
donde se establecié que las cepas pertenecientes a la misma especie deben
mostrar valores de hibridacién ADN-ADN iguales o superiores al 70 %.

II1.6.4. Caracterizacion quimiotaxonémica

Para el presente trabajo se ha analizado el perfil de acidos grasos mediante
cromatografia de gases y el proteoma mediante MALDI-TOF espectrometria
de masas de las cepas objeto de estudio, por tratarse de caracteristicas que
puedan tener utilidad taxonémica.

El estudio de los acidos grasos de cadena corta o acidos grasos volatiles
(VFAs, volatile fatty acids) se ha empleado de forma habitual para la
identificacion de bacterias anaerobias estrictas (Allison, 1978; Lanjekar y col.,
2015). Ademas, en numerosos articulos cientificos el contenido de los acidos
grasos de entre 9 y 20 4tomos de carbono se ha utilizado para caracterizar
géneros y especies de bacterias (Tan y col., 2010; Singh y col., 2016; Yang y
col, 2016).

Cuando una célula bacteriana es expuesta a condiciones de estrés, ésta
experimenta un cambio en las proporciones relativas de los acidos grasos de
cadena larga y de cadena corta, en los acidos grasos de cadena lineal y
ramificada, asi como en los acidos grasos saturados e insaturados de la
membrana celular, con el objetivo de mantener la fluidez y sobrevivir a las
condiciones adversas a las que esta sometida en un momento determinado
(Gomez Zavaglia y col., 2000; Li y col., 2009). Por ello, el perfil de acidos
grasos celular mas estable y reproducible se logra mediante un control
riguroso de las condiciones de cultivo. Numerosos estudios han puesto de
manifiesto los efectos de la temperatura de incubacion y el medio de cultivo
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utilizado para el crecimiento de las células en el perfil de acidos grasos
obtenido, de ahi que, para minimizar estas variables, se utilice siempre que
sea posible el mismo medio de crecimiento y la misma temperatura de
incubacion para la determinacion del perfil de acidos grasos de todas las
cepas microbianas pertenecientes a un mismo género (Ventosa y col., 2012).

El sistema de identificacion Sherlock Microbial Identification System permite
identificar especies bacterianas mediante cromatografia de gases de los
ésteres metilicos de los acidos grasos (FAMEs, fatty acid methyl esters)
(http://www.midi-inc.com). La identificacién microbiana mediante FAME
consiste, en lineas generales, en una saponificacion y esterificaciéon de los
acidos grasos seguida de una sencilla extraccién de los mismos. A
continuacion, los acidos grasos se analizan por cromatografia de gases y los
resultados obtenidos se comparan con una base de datos de perfiles
generada a partir de cepas de referencia.

Para obtener el perfil de acidos grasos, todos los microorganismos a
comparar (incluyendo algunas cepas de referencia) se cultivaron en el
mismo medio de cultivo, denominado medio 1, cuya composicion fue
descrita en el apartado Il1.2.1 de Material y Métodos y en las mismas
condiciones (37 °Cy pH 9 durante 24 horas).

El analisis de los acidos grasos celulares de las distintas cepas bacterianas se
determiné siguiendo el protocolo recomendado por MIDI Microbial
Identification System (Sasser, 1990) mediante un cromatégrafo de gases
Agilent 6850 y empleando el método TSBA6 (MIDI, 2008). Estos analisis se
realizaron por el Servicio de Identificacion de la Coleccion Espafiola de
Cultivos Tipo (CECT), en Valencia.

Por otro lado, la espectrometria de masas y mas concretamente la técnica de
MALDI-TOF MS ha facilitado en gran medida la identificacion de bacterias
en los laboratorios de microbiologia clinica, principalmente porque
proporciona una gran exactitud y potencia de resolucién a la hora de
identificar aislados microbianos, ademas de una mejora en el tiempo de
respuesta en comparacion con los métodos convencionales (Singhal y col.,

123



2015). La caracteristica quimiotaxonOmica que aqui se analiza es la
busqueda de las proteinas del microorganismo.

La identificacién se realiza a partir de una colonia aislada de la bacteria
objeto de estudio; ésta se coloca sobre una placa de metal pulido re-
utilizable. Sobre dicha colonia se aplica una matriz en solucién
(generalmente una solucién saturada de acido alfaciano-4-hidroxicinamico,
acetonitrilo y acido trifluoroacético) que se cristaliza al dejarse secar a
temperatura ambiente. Esta matriz cumple dos funciones principales: (i)
exponer las proteinas intracelulares mediante la ruptura de la membrana
celular y (ii) facilitar la vaporizacién e ionizacién de las proteinas mediante
un haz de laser pulsante. Una vez ionizadas estas proteinas viajan por una
camara de vacio siendo detectadas al final. Dependiendo de la relacion
masa/carga de cada fragmento de proteina asi sera el tiempo que éste tarde
en llegar al final por espectrometria de masas. Este "tiempo de vuelo" es
utilizado para construir el espectro especifico de las masas (Emonet y col.,
2010). Este espectro es comparado automaticamente con una base de datos
para tratar de identificar a las proteinas del microorganismo. En este estudio;
la adquisicion de los datos se realizé utilizando un equipo Bruker Daltonics
UltrafleXtrem MALDI TOF/TOF y el software FlexControl. El manejo de los
espectros se realizd con ClinProTools, programa tradicionalmente empleado
para busqueda de biomarcadores o picos diferenciales entre los grupos
asignados (Pérez-Sancho y col., 2015; 2017).

Para realizar la identificacion de cepas pertenecientes al género Salinivibrio
mediante MALDI-TOF MS, las cepas seleccionadas objeto de estudio se
cultivaron en las condiciones o6ptimas de salinidad, temperatura, pH y
tiempo de incubacién (descritas previamente en el apartado 111.6.2.2).

El analisis por MALDI-TOF MS fue realizado por el Servicio de Identificacion
y Caracterizacion Microbiana del Centro de Vigilancia Sanitaria Veterinaria
(VISAVET) en la Universidad Complutense Madrid.
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IIL.7. ANALISIS GENOMICO DEL GENERO SALINIVIBRIO

III.7.1. Secuenciacion de ADN genémico y control de calidad

La extraccién del ADN gendmico de las cepas del género Salinivibrio se
obtuvo siguiendo la metodologia descrita en el apartado II1.2.1.

La tecnologia 454, conocida como pirosecuenciacién, fue la primera Next
Generation Sequencing (NGS) en salir al mercado entre los afios 2004 y 2005
(Margulies y col., 2005). A continuacion surgieron f/lumina (Bentley y col.,
2006), basada en secuenciacion por sintesis, SOL/D, basada en secuenciacion
por ligacion, e Jon Torrent (Pennisi y col., 2010), basada en deteccién de pH,
las cuales necesitan de la amplificacion del ADN previamente a su
secuenciacion. Ademas, se han desarrollado tecnologias que no necesitan
del paso inicial de amplificacion, sino que secuencian directamente una sola
molécula de ADN, entre las que se encuentran Helicos, (Harris y col., 2008) y
SMRT Pacific Biosciences (PacBio) (Eid y col, 2009).

La obtencidn de la secuencia gendmica de las cepas seleccionadas se realizd
utilizando las plataformas de secuenciacion Zlumina MiSeq (2 x 300 pb
paired-ends) llevado a cabo en la Universidad de Swansea (Reino Unido),
Illumina HiSeq (2 x 100 pb paired-ends) y Pacific Biosciences (3-kb reads),
ambos ejecutados por la empresa Macrogen (Corea). Una vez secuenciados,
los genomas se analizaron mediante mdltiples programas o aplicaciones
bioinformaticas, algunos de los cuales se encontraban alojados en un
servidor web y otros se instalaron en nuestro servidor virtual disponible en
la Universidad de Sevilla.

El procesamiento y control de calidad de las secuencias se ha realizado
utilizando la herramienta FastQC. Este programa verifica la calidad de las
secuencias procedentes de diferentes plataformas de secuenciacién en base
a su contenido en “N”, su contenido en GC, su distribucion de longitudes, su
duplicidad y su contenido en diferentes Kmers.
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III.7.2. Ensamblaje de las secuencias

Todos los métodos de ensamblaje se basan en la simple suposicién de que
los fragmentos de ADN altamente similares se encuentran en la misma
posicion en el genoma. De esta manera, la semejanza entre secuencias de
ADN se usa para conectar fragmentos individuales (reads) en secuencias
contiguas mas largas, denominadas contigs (secuencias consenso obtenidas
a partir del ensamblaje de los reads). Para el ensamblaje de las secuencias se
utilizaron diferentes ensambladores con el objetivo de ver cual produjo un
mejor resultado en funcién de los siguientes parametros: N50, nimero de
contigs, y tamafio de genoma.

Existen dos estrategias de ensamblaje: i) OLC (Overlap-Layout-Consensus),
este método primero identifica todos los pares de reads que se solapan lo
suficientemente bien y organiza esta informacién en un grafico en el cual
hay un nodo por cada uno de ellos y un conector por cada solapamiento
entre los mismos. Esta estructura del grafico permite el desarrollo de
complejos algoritmos de ensamblaje que tienen en cuenta la relacién global
entre los reads. De esta manera se definen caminos, que corresponden con
los segmentos del genoma que estan siendo ensamblados. Finalmente, se
reconstruye el genoma mediante la busqueda de un Unico segmento que
atraviese todos los nodos solo una vez.

Dentro de esta estrategia el ensamblador usado en el presente estudio fue:
Newbler (Miller y col, 2010). En este tipo de ensamblador la longitud
minima de solapamiento es de 100 pb.

ii) Graficos De Bruijn: Los ensambladores basados en graficos De Bruijn

modelan la relacion entre subcadenas exactas de longitud & dentro de los
reads. De manera similar al método OLC los nodos en el grafico representan
k-mers, y los conectores indican que k-mers adyacentes se solapan por k-1
letras, por lo que la longitud del k-mer correlaciona con la longitud del
solapamiento que el ensamblador es capaz de detectar. En esta metodologia
no se modelan directamente los reads, sino que estan implicitamente
representados por los conectores en el grafico de Bruijn. La mayoria de los
ensambladores usan la informacion global de los reads para refinar la
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estructura del grafico, resolver repeticiones y eliminar patrones no
consistentes. Ademas, incorporan métodos de correccién de errores para
mejorar la calidad del ensamblaje.

Los ensambladores empleados con esta segunda estrategia fueron: i)
SPAdes 3.0 (Bankevich y col., 2012) que utiliza una base de lecturas
Illumina/IonTorrent. Este ensamblador se encuentra disponible a través del
servidor web Orione Galaxy (http://orione.crs4.it/) (Cuccuru y col., 2014). Los

parametros que se utilizaron para el ensamblaje fueron los predeterminados,
con valores de K-meriguales a 21, 33 y 55. ii) IDBA-UD (Peng y col., 2012),
constituye una mejora del ensamblador IDBA. Este conjunto de herramientas
es capaz de ensamblar secuencias de lectura cortas con una cobertura
superior, ademas reconstruye los valores K-mer perdidos durante el
ensamblaje local y elimina los contigs de baja cobertura.

Paralelamente, se utilizo el protocolo iii) A5-miseq (Coil y col., 2015), con el
que, partiendo de los datos en bruto, mediante 5 pasos se realizd tanto el
filtrado como el ensamblaje de los genomas. Estos 5 pasos se resumen en:
(i) filtrado, que consiste en la eliminacién de los adaptadores y las regiones
de baja calidad; este paso se realiza mediante la herramienta 7rimmomatic
(Lohse y col.,, 2012). (ii) ensamblaje de los contigs, para el cual se utiliza la
herramienta IDBA-UD (Peng y col., 2012). (i) crude scaffolding, (iv)
correccién de errores de ensamblaje, y (v) scaffolding final, paso donde se

reparan los contigs rotos y se obtiene una estadistica resumen de todo el
proceso.

Para el ensamblaje del genoma secuenciado por PacBio, se empled el
software SMRT Analysis v. 2.3 (Eid y col, 2009); éste implementa el
protocolo HGAP Assembly v.2; (Hierarchical Genome Assembly Process)
que trata los siguientes pasos, (i) filtrado mediante el programa
PreAssembler Filter v1, (ii) preensamblaje con PreAssemble v2 (iii)
ensamblaje de novo con Celera v1 (Huson y col, 2001); (iv) mapeo con
BLASR v1 y (v) pulido del ensamblaje mediante el programa Quiver.
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III.7.3. Anotacion de las secuencias genémicas

La anotacién de un genoma consiste en identificar la informacién bioldgica
contenida en una secuencia (Cuccuru y col, 2014). Este proceso incluye la
anotacion estructural y la anotacion funcional. La anotacién estructural
engloba la deteccion y la localizacion de una secuencia bioldgica, es decir, la
prediccion de genes que codifican proteinas, asi como otras unidades
funcionales del genoma tales como ARNs estructurales, ARNt, ARNr,
pseudogenes, regiones de control, secuencias de insercion, transposones y
otros elementos moviles.

La prediccion de los genes se realizé mediante el programa MetaGeneMark
(version mejorada de GeneMark) (Zhu y col., 2010).

Por otro lado, la anotacién funcional revela la funcién bioldgica de los genes
y de las proteinas (Gouret y col., 2005). A su vez, la anotacién tanto funcional
como estructural puede realizarse de forma automatica o manualmente.

Anotacion automatica

La anotacidon automatica es una forma rapida de anotacién que no requiere
un equipo cualificado de anotadores y procesa los datos de forma
consistente. Sin embargo, puede predecir menos genes de los que
realmente existen, sus resultados son mas generales, no son tan exactos y
son mas propensos a errores (Tripp y col., 2015). De hecho, para conseguir
anotaciones automaticas fiables, éstas deberian ser revisadas manualmente.

En este estudio, la anotacidon automatica y parte del analisis de los genomas
se ha realizado mediante las herramientas suministradas por los servidores
RAST (Rapid Annotation using Subsystems Technology) y KAAS-KEGG
(Automatic Annotation Server for ortholog assignment and pathway

mapping).

o RAST. Este servidor ofrece un conjunto de herramientas para la
anotacion funcional y el analisis de genomas. Identifica secuencias
que codifican proteinas, genes ARNr y ARNt, utilizando bases de
datos de proteinas y nucleétidos. Ademas, predice subsistemas
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representados en el genoma gracias a la herramienta “SEED
subsystems annotation” (Overbeek y col, 2005) y utiliza esta
informacién para reconstruir redes metabdlicas.

o KAAS-KEGG. Este software proporciona la anotacién funcional de los
genes mediante BLAST o GHOST comparando con la base de datos
KEGG GENES. El resultado contiene genes a los que se les ha
asignado un identificador de ortélogo (KEGG Orthology) y rutas
metabdlicas generadas automaticamente (Moriya y col., 2007).

Mientras que para determinar el nimero de copias de los ARNs, se utiliz6 la
herramienta RNAmmer (Lagesen y col., 2007).

Anotacion manual

Dado que la anotacién manual genera datos con mayor calidad y estructuras
de genes mas exactas que la anotacion automatica (Potter y col., 2004), las
secuencias de las proteinas anotadas de forma automatica se enfrentaron a
su vez a la base de datos nr del NCBI mediante la herramienta BLASTp. Esta
herramienta compara secuencias mediante la busqueda en una base de
datos del alineamiento mas 6ptimo con secuencias de proteinas semejantes
a la secuencia de entrada.

III.7.4. Analisis gendmico y genémica comparativa

El software biopieces (http://maasha.github.io/biopieces/) calcula

parametros como la longitud de la secuencia, el contenido en G+C, el
nuimeros de contigs, tamafio del genomas, etc. De forma paralela se
encuentra el paquete de herramientas enveomics (Luo y col, 2013), que
calcula estos mismos parametros.

Para determinar lo completo que esta un genoma asi como su nivel de
contaminacion, se usé la herramienta checkM (Parks y col., 2014). Ademas,
esta herramienta también realiza una estimacion de la calidad de un genoma
mediante diferentes parametros tales como en el porcentaje de
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contaminacion, la heterogenia o el porcentaje de completitud de un
genoma.

Con intenciones de sustituir la hibridacion ADN-ADN experimental, se llevd
a cabo la hibridacion ADN-ADN (DDH) in silico, para la cual se empled la
herramienta GGDC (Genome-to-Genome Distance Calculator)
(http://ggdc.dsmz.de/), técnica de alta fiabilidad que calcula las distancias
filogenéticas entre dos genomas secuenciados. Este método esta
reemplazando a la técnica la hibridacion ADN-ADN tradicional, ya que los
valores son emulables garantizando asi la coherencia en el concepto de
especie procariota. Los valores GGDC corresponden al mismo valor de corte
que para la DDH experimental siendo estos iguales o superiores al 70 % para
cepas de la misma especie.

La Identidad Nucleotidica Media, mas conocida como ANI (Average
Nucleotide Identity), es uno de los indices de identidad mas robustos que
existen en la actualidad. Constituye un pardmetro de gran utilidad en la
taxonomia bacteriana y de arqueas; ademas, esta sustituyendo a la técnica
de hibridacion ADN-ADN (Konstantinidis y Tiedje, 2005; Goris y col., 2007;
Richter y Rossell6-Mora, 2009; Haley y col., 2010; Chan y col., 2012; Yi y col.,
2012; Grim y col., 2013; Kim y col., 2012). El ANI representa la media de los
valores de identidad/semejanza entre las regiones gendémicas homodlogas
compartidas entre dos genomas. De forma general se acepta que valores de
ANI comprendidos entre 95 y 96 % se corresponden con un valor de DDH
del 70 %, y por tanto pueden ser utilizados para la diferenciacion a nivel de
especies (Goris y col., 2007; Richter y Rossell6-Mora, 2009). Existen varios
modelos de ANI: (i) ANIb, basado en el algoritmo BLASTn; éste puede ser
calculado online segun la metodologia descrita por Konstantinidis y col.
(2005) (enve-omics.ce.gatech.edu/ani/) o de forma local mediante la
herramienta enveomics asi como mediante la herramienta JSpecies (Richter
y Rosell6-Mora, 2009). El otro tipo de ANI es el (i) ANIm, basado en la
herramienta de alineacion ultrarrapida MUMmer. Este, a diferencia del ANIb,
da resultados mas robustos siempre y cuando se trate de genomas
completos. Su calculo se implementa mediante la herramienta JSpecies
(Richter y Rosell6-Mora, 2009). Existe una pequefia discrepancia a la hora de
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decidir cual de los dos es mas adecuado. Richter y Rosell6-Mora (2009),
recomiendan el uso de ANIm ya que es mas rapido, preciso y robusto;
mientras que Li y col. (2015), se inclinan mas por el ANIb, ya que mostré una
mejor correlacién con respecto a la técnica DDH y ademas concluyeron que
el ANIm parecia ser un sustituto insuficiente de la 7, para las comparaciones
por encima del nivel de especie.

El OrthoANI (Orthologous Average Nucleotide Identity) es una version
mejorada del ANI original. Puede ser usado para la clasificacion e
identificacion de procariotas, y el valor de corte propuesto delimitar las
especies es de alrededor del 95 %. Es ideal para estudios a gran escala. Este
algoritmo fue publicado por Lee y col. (2016) y las principales diferencias
con respecto al ANI original son: (i) para el ANI original se deben obtener los
valores reciprocos (ej., A->B y B->A), y calcula el valor de la media para uso
taxondmico, mientras que para OrthoANI, Unicamente se necesita un valor
(A<->B) en base solo a los genes ortélogos encontrados de forma
bidireccional teniendo en cuenta solo el mejor Ait (ii) OrthoANI es mas
rapido; (iii) no se recomienda para comparar genomas de diferentes
géneros. Su calculo se realizd en nuestro servidor mediante la herramienta
OAT y en la direccién http://www.ezbiocloud.net/tools/ani, en este Ultimo

caso empleando la herramienta USEARCH en vez de BLAST.

De forma complementaria se hizo uso del programa MyTaxa (Konstantinidis
y Tiedje, 2005). Esta herramienta representa un nuevo algoritmo que
extiende el concepto de Identidad Aminoacidica media (AAI), indice que
representa el promedio de la identidad de secuencia aminoacidica empleado
fundamentalmente en microorganismos filgenéticamente distantes. MyTaxa
sirve para identificar la afiliacion taxondmica de una secuencia gendémica
problema, asi como para clasificar secuencias que representan nuevos
taxones en tres niveles, siempre que sea posible, especie, género y phylum;
sin embargo la resolucion a nivel de especie es mas limitada debido a los
eventos de transferencia horizontal de genes. MyTaxa considera todos los
genes presentes en un secuencia desconocida (secuencia problema) y los
compara con las secuencias depositadas en las bases de datos. La asignacion
taxondmica la realiza basandose en el analisis de maximum-Iikelihood.
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Para llevar a cabo los analisis comparativos entre los genomas de las
distintas cepas, con el objetivo de encontrar e identificar regiones
homdélogas, inserciones y reordenamientos se utilizé Mauve (Darling y col.,
2004; 2010). Esta herramienta permite visualizar de forma interactiva la
comparacion de los fragmentos gendmicos entre distintas cepas
microbianas. Para ello siempre se usa un genoma de referencia el cual debe
constituir un genoma cerrado.

Aunque algunos genes son adquiridos externamente o perdidos con el
tiempo, existen genes ortélogos compartidos por varios genomas. Si dos
genomas estan estrechamente relacionados o comparten un ancestro
comun, van a compartir mas genes ortdlogos. En contraste, si estan
lejanamente relacionados o comparten un ancestro distante, el nimero de
genes compartidos sera mucho menor. Esta es la base que se usa para inferir
la filogenia basada en la informacién génica (como presencia/ausencia).
Aqui, “gen” significa “CDS", es decir, genes codificadores de proteinas, ya
que este tipo de andlisis esta restringido a los genes que codifican proteinas.
La herramienta Prodigal (Prokaryotic Dynamic Programming Genefinding
Algorithm) (Hyatt y col., 2010) permite hacer una busqueda exhaustiva de
los “CDS" tanto en genomas como en metagenomas.

El pangenoma es el conjunto de genes codificadores de proteinas “CDS” en
un grupo de genomas dado. El pangenoma permite visualizar la variacién
del contenido genético entre las especies/cepas que se encuentran
estrechamente relacionadas. Generalmente, para construir un pangenoma se
parte de un grupo de genomas con sus genes anotados. El pangenoma
comprende: (i) core-genome, donde se recogen Unicamente los genes
compartidos por el grupo de genomas objeto de estudio; (ii) variable-
genome o genes prescindibles, constituido por los genes presentes en dos o
mas genomas; y (iii) strain-specific genes o genes Unicos, aquellos que son
especificos de cada genoma en particular. Debemos tener en cuenta que a
medida que tenemos un pangenoma mayor, el valor del core-genome sera
menor ya que sera mas dificil encontrar genes presentes en todos los
genomas. Para el calculo del pangenoma, core-genome asi como del
variable-genome se hizo uso de la herramienta enveomics (Luo y col., 2013).
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III. Material y métodos

1I1.8. RECLUTAMIENTOS GENOMICOS

El reclutamiento de los genomas de las cepas de Salinivibrio frente a las
bases de datos metagenomicos disponibles, procedentes de diversos
ambientes hipersalinos (con distintas salinidades), se llevd a cabo mediante
la herramienta BLASTn. Se utiliz6 un valor de corte de un 70 % de identidad.
La representacion de estos reclutamientos se realiz6 gracias al paquete de
herramientas enveomics.R (Luo y col., 2013).

Ademas de los genomas de las cepas de Salinivibrio aqui estudiados, se
llevaron a cabo reclutamientos, utilizando como control genomas de
microorganismos halofilos bien conocidos y descritos a partir de ambientes
hipersalinos, siguiendo en todos los casos la misma metodologia.

Los metagenomas provenientes de ambientes hipersalinos empleados en
este trabajo se obtuvieron de la base de datos MG-RAST
(http://metagenomics.anl.gov/) (Meyer y col., 2008). Las caracteristicas de

estas bases de datos metagendmicos se recogen en la Tabla IIL. 5.

Tabla III.5. Caracteristicas de las bases de datos metagendmicos de los ambientes hipersalinos
estudiados.
ND: no depositado.

Salinidad Tamano
Nombre Localizacion Tipo alinida am N° de acceso/
(%) (Mpb) fuente
Santa Pola_13 | Alicante (Espafa) Agua 13 108,8 SRP028290
Santa Pola_19 | Alicante (Espafa) Agua 19 475 SRP007685
Santa Pola_33 | Alicante (Espafa) Agua 33 265,9 SRP028290
Santa Pola 37 | Alicante (Espafia) Agua 37 215,2 SRP007685
IC21 Huelva (Espafia) Agua 21 310,0 SRP029970
SEED
lowSD San Diego (USA) Agua 6-8 3,9
#4440437.3
SEED
MediumSD San Diego (USA) Agua 12-14 45
#4440435.3
SEED
HighSD San Diego (USA) Agua 27-30 3,7
#4440419.3
DCM3 Mar Mediterraneo Agua 3,8 312,2 SRP002017
SMO1 Huelva (Espaiia) Suelo --- 250 ND
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Salinidad | T i
Nombre Localizacion Tipo alinida amafo | N° de acceso/
(%) (Mpb) fuente
SMO2 Huelva (Espafa) Suelo 375 ND
LagoTheti AGBJ0000000
Lake Thetis agoThets Agua 34,8 9,2
(Australia) 0
L Cahuil
Metag_Chile aguna ~ahut Agua 34 10,7 ND
(Chile)
. Laguna Etoliko Agua,
Etoliko . 28 116,9 ND
(Greece) sedimento
Isla Floreana JCVI_SMPL_11
PC6 Agua 6,4 11,5
(Ecuador) 03283000038
Guerrero L. Tapete
México . . 9 8,59 JN427016
negro0_1 microbiano
Guerrero L. Tapete
México o 9 7,46 JN427017
negrol_2 microbiano
Freshwater-fish San Diego (USA) Agua 3,5 37,0 18337718
Deep-sea Hiroshima (Japén) Agua 2,9 35,2 SRA008615
Med.
€ . Italia Agua 38 7.2 EF597680
bathypelagic
Salton sea California (USA) Agua 3,5 57 EU329738
http://imicrob
MM5 Alicante (Espafia) Agua 5 1141 e.us/project/vi
ew/120
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IV. Resultados y Discusion

IV.1. AISLAMIENTO Y SELECCION DE CEPAS DEL GENERO
SALINIVIBRIO

En la presente Tesis Doctoral nos hemos centrado en el estudio taxonémico,
biogeografico, y genémico comparativo del género Salinivibrio a partir de
ambientes acuaticos hipersalinos. Para aislar cepas del género Salinivibrio se
realizaron muestreos en salinas de distintas areas de la geografia espafola
(Alicante, Granada, Gran Canaria, Huelva y Mallorca) y de Puerto Rico. Estos
muestreos se llevaron a cabo entre los afios 2011 y 2013 en diferentes
épocas del afio.

Concretamente se realizaron 12 muestreos en 8 salinas solares diferentes y
se aislaron un total de 288 cepas que posteriormente se analizaron para
comprobar si pertenecian al género Salinivibrio. Las caracteristicas de los
sitios de muestreo se recogen en la Tabla .1 de Material y Métodos.

Para el aislamiento, se inocularon 100 pl de las muestras de agua
provenientes de los estanques de las salinas en los medios PS, AC y GL,
extendiéndose con una espatula esterilizada previamente. Se realizaron
diluciones seriadas al décimo en soluciéon de NaCl estéril al 10 % hasta 104
Estas siembras también se realizaron inoculando un volumen de 100 ul por
cada una de las diluciones. El pH de los medios se ajusté entre 7y 7,5 a una
salinidad del 15 % de sales totales.

Con el objetivo de aislar cepas del género Salinivibrio y ya que éstas son
bacterias anaerobias facultativas, se siguié una metodologia en paralelo, por
un lado, se sembraron tres lotes de placas (uno de medio PS, otro medio GL
y otro de medio AC) que se incubaron a 37 °C en presencia de oxigeno;
mientras que otro conjunto de placas inoculadas en medio PS, medio GL y
medio AC se introdujeron en una camara de anaerobiosis (Oxoid) también a
la misma temperatura; todas las placas se incubaron durante una semana.
Las condiciones de ausencia de oxigeno se consiguieron tras la adiccion de
AnaeroGen (Oxoid) y para verificar esta atmodsfera se agreg6 un indicador de
anaerobiosis (Oxoid). Una vez completado el periodo de incubacion tanto de
aerobiosis como de anaerobiosis, las colonias crecidas fueron observadas en
el microscopio para seleccionar aquellas que poseian un aspecto curvado o
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forma de S. Estas se volvieron a resembrar en cultivo puro en el mismo
medio de aislamiento, pero esta vez ya en presencia de oxigeno. En total
obtuvimos en cultivo puro un total de 288 cepas.

Con el fin de determinar la posicién filogenética de cada una de ellas y
seleccionar solamente las cepas pertenecientes al género Salinivibrio, se
llevé a cabo la amplificacién y secuenciacién parcial del gen ARNr 16S segun
la metodologia descrita en los apartados II1.3 y IlL.4 de Material y Métodos.
Las secuencias parciales del gen ARNr 16S obtenidas, de aproximadamente
700 pb se compararon con las secuencias disponibles en las bases de datos
con la ayuda del programa BLAST del servidor NCBI (National Center for
Biotechnology Information) y la aplicacién EzTaxon-e. Los resultados de
esta secuenciacién parcial se muestran en la TablaIV.1.

Como se observa en la Tabla IV.1 se aislaron cepas relacionadas
filogenéticamente con los géneros Halomonas (26 %), Salinivibrio (24 %),
Pseudomonas (12 %), Marinobacter (11 %), Idiomarina (6 %) y Cobetia (4 %).
De los géneros Alcanivorax, Alteromonas, Bacillus, Halovibrio, Henriciella,
Marinococcus, Marinomonas, Oceanicaulls, Pseudoalteromonas, Roseivivax,
Ruegeria, Thalassopiray Vibrio se aislaron menos de 10 cepas.

Como estas cepas, a excepciéon de las pertenecientes al género Salinivibrio,
no son el objeto de estudio de la presente Tesis Doctoral, fueron
conservadas a -80 °C para poder ser estudiadas en un futuro con mas
profundidad, ya que hay algunas de ellas que posiblemente puedan
constituir nuevos taxones.
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Tabla IV.1, Coleccion de bacterias aisladas, longitud de secuencia amplificada del gen ARNr 16S, fecha y sitio de aislamiento y especie mas

relacionada filogenéticamente, segiin la comparacion de las secuencias parciales del gen que codifica el ARNr 16S.

Las cepas que presentaron un porcentaje entre el 96 y el 100 % con respecto al género Salinivibrio estan marcadas en negrita.

Cepa Longitud de Fecha de Sitio de aislamiento % de Especie mas relacionada filogenéticamente
secuencia (pb) aislamiento semejanza

AL184 825 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 98,2 Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 7017

AL185 797 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,1 Salinivibrio sharmensis BAGT

AL205 730 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 98,7 Bacillus licheniformis ATCC 145807

AL206 770 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,3 Halomonas almeriensis M8T

AL207 814 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 96,6 Idiomarina fontislapidosi F237

AL208 734 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,2 Pseudomonas halophila DSM 30507

AL209 776 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,0 Salinivibrio sharmensis BAGT

AL210 810 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,1 Salinivibrio sharmensis BAGT

AL211 865 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,8 Halomonas halmophila ATCC 197177

AL213 709 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 96,6 Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 7017

AL219 785 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,8 Halomonas halmophila ATCC 197177

AL220 771 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,8 Halomonas halmophila ATCC 197177

AL221 770 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,8 Halomonas halmophila ATCC 197177

AL224 815 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,8 Halomonas halmophila ATCC 197177

AL225 820 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,7 Halomonas halmophila ATCC 197177

AL226 745 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,7 Halomonas halmophila ATCC 197177

AL227 817 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,7 Halomonas fontilapidosi 5CRT

AL242 819 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,8 Halomonas halmophila ATCC 197177

AL245 750 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 97,8 Halomonas halmophila ATCC 197177

AL246 720 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,8 Halomonas halmophila ATCC 197177

AL248 803 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 98,1 Pseudomonas halophila DSM 30507

AL250 802 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 100 Pseudomonas halophila DSM 30507




Cepa Longitud de Fecha de Sitio de aislamiento % de Especie mas relacionada filogenéticamente
secuencia (pb) aislamiento semejanza
AL251 735 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 97.3 Marinobacter salicampi I1SL-407
AL201A 790 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,4 Bacillus licheniformis ATCC 145807
AL254 820 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 100 Marinobacter hydrocarbonoclasticus MBIC1303T
AL256 818 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,3 Thalassospira tepidjphila 1-1BT
AL258 819 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 97,9 Marinobacter salicampi ISL-407
AL259 813 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,8 Marinobacter adhaerens HP157
AL260 822 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,8 Marinobacter adhaerens HP157
AL261 790 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,6 Marinobacter flavimaris SW-145T
AL262 850 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 100 Marinobacter flavimaris SW-145T
AL208A 799 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 98,3 Halomonas halmophila ATCC 197177
AL209A 801 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 98,8 Halomonas halmophila ATCC 197177
AL210A 795 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 98,6 Halomonas halmophila ATCC 197177
AL216A 799 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 98,6 Marinobacter pelagius HS2257
AL293 810 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,7 Halomonas halmophila ATCC 197177
AL294 841 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,9 Pseudomonas halophila DSM 30507
AL296 769 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,7 Halomonas halmophila ATCC 197177
AL299 802 Noviembre 2011 Santa Pola, Alicante 99,7 Pseudomonas halophila DSM 30507
AR639 751 Mayo 2013 Aragonesas, Huelva 99,0 Pseudomonas halophila DSM 30507
AR640 646 Mayo 2013 Aragonesas, Huelva 97,7 Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 7017
AR642 772 Mayo 2013 Aragonesas, Huelva 99,5 Bacillus licheniformis ATCC 145807
AR647 805 Mayo 2013 Aragonesas, Huelva 99,9 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
AR654 812 Mayo 2013 Aragonesas, Huelva 99,1 Salinivibrio sharmensis BAGT
AR664 813 Mayo 2013 Aragonesas, Huelva 99,1 Marinobacter pelagius HS2257
AR670 770 Mayo 2013 Aragonesas, Huelva 98,4 Cobetia marina DSM 47417
AR671 782 Mayo 2013 Aragonesas, Huelva 99,7 Halomonas gomseomensis M127




Cepa Longitud de Fecha de Sitio de aislamiento % de Especie mas relacionada filogenéticamente
secuencia (pb) aislamiento semejanza
AR681 770 Mayo 2013 Aragonesas, Huelva 100 Marinobacter flavimaris SW-1457
AR682 783 Mayo 2013 Aragonesas, Huelva 98,6 Marinobacter flavimaris SW-1457
AR683 801 Mayo 2013 Aragonesas, Huelva 98,6 Roseivivax halodurans OCh 2397
AR683 807 Mayo 2013 Aragonesas, Huelva 98,6 Roseivivax halodurans OCh 2397
AR684 794 Mayo 2013 Aragonesas, Huelva 98,7 Roseivivax halodurans OCh 2397
AR686 782 Mayo 2013 Aragonesas, Huelva 100 Halomonas fontilapidosi 5CRT
AR689 871 Mayo 2013 Aragonesas, Huelva 99,7 Idiomarina fontislapidosi F237
CA754 734 Septiembre 2013 Bafiaderos, Gran Canaria 99,3 Alteromonas stellipolaris LMG218617
CA756 752 Septiembre 2013 Bafiaderos, Gran Canaria 98,2 Marinobacter segnicrescensis SS011B1-47
CA762 723 Septiembre 2013 Bafiaderos, Gran Canaria 99,6 Salinivibrio sharmensis BAGT
CA769 764 Septiembre 2013 Bafiaderos, Gran Canaria 98,3 Vibrio azureus LC2-0057
CA7T71 744 Septiembre 2013 Bafiaderos, Gran Canaria 99,5 Vibrio neocaledonicus NC 4707
CA821 789 Septiembre 2013 Bafiaderos, Gran Canaria 99,8 Bacillus subtilis subsp. inaquosorum KCTC 134297
CA822 745 Septiembre 2013 Bafiaderos, Gran Canaria 99,8 Bacillus subtilis subsp. inaquosorum KCTC 134297
IB1 884 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 99,0 Cobetia marina DSM 47417
IB3 801 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 99,8 Pseudomonas halophila DSM 30507
IB4 899 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 100 Pseudomonas halophila DSM 30507
IB5 815 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 100 Idiomarina fontislapidosi F23T
IB6 819 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 100 Idiomarina fontislapidosi F23T
IB9 759 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 99,7 Pseudomonas halophila DSM 30507
IB10 803 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 100 Pseudomonas halophila DSM 30507
IB11 803 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 100 Pseudomonas halophila DSM 30507
IB12 803 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 99,7 Pseudomonas halophila DSM 30507
IB30 810 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 98,1 Pseudomonas halophila DSM 30507
IB51 774 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 99,4 Marinobacter koreensis DD-M3T




Cepa Longitud de Fecha de Sitio de aislamiento % de Especie mas relacionada filogenéticamente
secuencia (pb) aislamiento semejanza

IB52 819 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 100 Halomonas halmophila ATCC 197177

IB53 800 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 99,8 Halomonas halmophila ATCC 197177

IB54 773 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 98,5 Halomonas taeanensis BH5397

IB55 802 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 98,6 Halomonas taeanensis BH5397

IB56 825 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 98,6 Halomonas taeanensis BH5397

IB57 768 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 99,3 Halovibrio denitrificans HGD 37

IB58 785 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 97.3 Halomonas meridiana DSM 54257

IB61 773 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 99,6 Halomonas taeanensis BH5397

IB62 773 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 99,6 Halomonas taeanensis BH5397

IB63 720 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 99,4 Halomonas taeanensis BH5397

IB64 795 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 99,8 Halomonas salina F8-117

IB65 798 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 100 Idiomarina fontislapidosi F23T

IB66 798 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 100 Idiomarina fontislapidosi F23T

IB67 726 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 100 Pseudomonas halophila DSM 30507

IB68 764 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 100 Pseudomonas halophila DSM 30507

IB69 745 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 100 Pseudomonas halophila DSM 30507

IB70 795 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 99,7 Pseudomonas halophila DSM 30507

IB73 764 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 98,0 Pseudomonas halophila DSM 30507

IB78 764 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 100 Halomonas salina F8-117

IB79 789 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 99,8 Pseudomonas halophila DSM 30507

IB93 807 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 98,1 Pseudomonas halophila DSM 30507

IB106 798 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 99,1 Pseudomonas halophila DSM 30507

IB164 770 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 99,6 Halomonas taeanensis BH5397

IB181 733 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 99,4 Marinobacter koreensis DD-M3T

1B203 802 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 99,1 Salinivibrio sharmensis BAGT




Cepa Longitud de Fecha de Sitio de aislamiento % de Especie mas relacionada filogenéticamente
secuencia (pb) aislamiento semejanza

IB230 796 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 98,6 Pseudomonas halophila DSM 30507

1B231 802 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 99,2 Pseudomonas halophila DSM 30507

1B283 799 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 97,5 Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 7017

IB338 756 Octubre 2011 Isla Bacuta, Huelva 98,5 Salinivibrio sharmensis BAGT

IB550 825 Enero 2013 Isla Bacuta, Huelva 98,7 Halomonas almeriensis M8T

IB557 805 Enero 2013 Isla Bacuta, Huelva 99,1 Salinivibrio sharmensis BAGT

IB560 795 Enero 2013 Isla Bacuta, Huelva 99,5 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597

IB561 799 Enero 2013 Isla Bacuta, Huelva 98,7 Vibrio sinaloensis CAIM 7977

IB563 870 Mayo 2013 Isla Bacuta, Huelva 98,8 Salinivibrio sharmensis BAGT

IB574 801 Mayo 2013 Isla Bacuta, Huelva 99,8 Salinivibrio proteolyticus AF-2004T

1B643 820 Mayo 2013 Isla Bacuta, Huelva 99,6 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597

1B681 770 Mayo 2013 Isla Bacuta, Huelva 100 Marinobacter flavimaris SW-145T

1B682 783 Mayo 2013 Isla Bacuta, Huelva 98,6 Marinobacter flavimaris SW-145T

IB683 801 Mayo 2013 Isla Bacuta, Huelva 98,6 Pseudomonas halophila DSM 30507

1B684 794 Mayo 2013 Isla Bacuta, Huelva 98,7 Halomonas taeanensis BH5397

1B829 731 Septiembre 2013 Isla Bacuta, Huelva 99,6 Marinobacter flavimaris SW-145T

1B843 771 Septiembre 2013 Isla Bacuta, Huelva 98,9 Halomonas denitrificans M297

IB845 721 Septiembre 2013 Isla Bacuta, Huelva 99,8 Salinivibrio sharmensis BAGT

IB846 748 Septiembre 2013 Isla Bacuta, Huelva 99,6 Alteromonas macleodlii ATCC 271267

IB850 724 Septiembre 2013 Isla Bacuta, Huelva 100 Pseudoaltermonas shioyasakiensis SE3T

IB851 742 Septiembre 2013 Isla Bacuta, Huelva 100 Pseudoaltermonas shioyasakiensis SE3T

IB853 756 Septiembre 2013 Isla Bacuta, Huelva 98,8 Marinomonas ostreistagni USTD 10306-04387

1B864 714 Septiembre 2013 Isla Bacuta, Huelva 99,6 Halovibrio denitrificans HGD 3T

IB866 793 Septiembre 2013 Isla Bacuta, Huelva 98,8 Ruegeria mobilis 1010307

IB867 767 Septiembre 2013 Isla Bacuta, Huelva 99,7 Salinivibrio proteolyticus AF-2004T




Cepa Longitud de Fecha de Sitio de aislamiento % de Especie mas relacionada filogenéticamente
secuencia (pb) aislamiento semejanza

1B868 709 Septiembre 2013 Isla Bacuta, Huelva 99,5 Salinivibrio proteolyticus AF-2004T

IB869 733 Septiembre 2013 Isla Bacuta, Huelva 99,7 Salinivibrio siamensis ND1-17

IB870 773 Septiembre 2013 Isla Bacuta, Huelva 99,6 Salinivibrio proteolyticus AF-2004T

IB871 777 Septiembre 2013 Isla Bacuta, Huelva 99,5 Salinivibrio sharmensis BAGT

IB872 773 Septiembre 2013 Isla Bacuta, Huelva 99,5 Salinivibrio proteolyticus AF-2004T

IB873 734 Septiembre 2013 Isla Bacuta, Huelva 99,7 Salinivibrio proteolyticus AF-2004T

IB880 765 Septiembre 2013 Isla Bacuta, Huelva 99,4 Vibrio sinaloensis CAIM 7977

1B881 717 Septiembre 2013 Isla Bacuta, Huelva 99,7 Ruegeria mobilis 1010307

1B882 771 Septiembre 2013 Isla Bacuta, Huelva 99,7 Pseudoaltermonas arabiensis k537

1B883 719 Septiembre 2013 Isla Bacuta, Huelva 99,2 Oceanicaulis alexandrii C116-187

IC178 799 Octubre 2011 Isla Cristina, Huelva 98,7 Pseudomonas halophila DSM 30507

IC189 789 Octubre 2011 Isla Cristina, Huelva 99,6 Idiomarina loihiensis L2TRT

IC190 754 Octubre 2011 Isla Cristina, Huelva 99,6 Halomonas almeriensis M8T

IC192 792 Octubre 2011 Isla Cristina, Huelva 99,4 Pseudomonas halophila DSM 30507

IC193 763 Octubre 2011 Isla Cristina, Huelva 99,6 Halomonas almeriensis M8T

IC194 763 Octubre 2011 Isla Cristina, Huelva 98,7 Halomonas almeriensis M8T

IC196 803 Octubre 2011 Isla Cristina, Huelva 100 Pseudomonas halophila DSM 30507

IC197 802 Octubre 2011 Isla Cristina, Huelva 100 Pseudomonas halophila DSM 30507

1C202 846 Octubre 2011 Isla Cristina, Huelva 99,5 Salinivibrio sharmensis BAGT

IC204 802 Octubre 2011 Isla Cristina, Huelva 99,6 Halomonas almeriensis M8T

IC215 763 Octubre 2011 Isla Cristina, Huelva 100 Pseudomonas halophila DSM 30507

1C317 815 Octubre 2011 Isla Cristina, Huelva 98,4 Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 7017

1C229 686 Octubre 2011 Isla Cristina, Huelva 97,6 Pseudomonas halophila DSM 30507

1C236 740 Octubre 2011 Isla Cristina, Huelva 97,9 Pseudomonas halophila DSM 30507

1C237 804 Octubre 2011 Isla Cristina, Huelva 98,3 Halovibrio denitrificans HGD 37




Cepa Longitud de Fecha de Sitio de aislamiento % de Especie mas relacionada filogenéticamente
secuencia (pb) aislamiento semejanza

1C239 803 Octubre 2011 Isla Cristina, Huelva 100 Pseudomonas halophila DSM 30507
1C241 746 Octubre 2011 Isla Cristina, Huelva 98,5 Halovibrio denitrificans HGD 37
MA339 890 Noviembre 2012 La Malaha, Granada 99,6 Cobetia marina DSM 47417

MA340 780 Noviembre 2012 La Malaha, Granada 99,3 Cobetia marina DSM 47417

MA342 720 Noviembre 2012 La Malaha, Granada 93,4 Halomonas meridiana DSM 54257
MA344 926 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,5 Halomonas meridiana DSM 54257
MA345 884 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 98,9 Halomonas arcis A)2827

MA347 859 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,5 Halomonas meridiana DSM 54257
MA349 808 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,8 Pseudomonas halophila DSM 30507
MA350 731 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 98,8 Pseudomonas halophila DSM 30507
MA351 769 Noviembre 2012 La Malaha, Granada 97,3 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
MA352 735 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,4 Halomonas arcis AJ2827

MA353 792 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,8 Idiomarina fontislapidosi F23T
MA356 787 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 100 Idiomarina fontislapidosi F23T
MA358 797 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 93,7 Idiomarina loihiensis L2TRT

MA359 695 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 100 Halomonas alkaliphila 18BagT
MA360 765 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 96,5 Halomonas alkaliphila 18BagT
MA362 750 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,5 Halomonas meridiana DSM 54257
MA363 841 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,8 Idiomarina fontislapidosi F23T
MA366 822 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,6 Idiomarina loihiensis L2TRT

MA372 802 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,7 Idiomarina fontislapidosi F23T
MA373 796 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 98,6 Halomonas arcis AJ2827

MA384 763 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,6 Halomonas alkaliphila 18BagT
MA385 979 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 100 Idiomarina fontislapidosi F23T
MA387 729 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,8 Halomonas meridiana DSM 54257




Cepa Longitud de Fecha de Sitio de aislamiento % de Especie mas relacionada filogenéticamente
secuencia (pb) aislamiento semejanza
MA388 765 Noviembre 2012 La Malaha, Granada 98,2 Halomonas venusta DSM 47437
MA389 944 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,7 Halomonas alkaliphila 18Bag”
MA390 895 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,8 Idiomarina fontislapidosi F237
MA391 769 Noviembre 2012 La Malaha, Granada 98,2 Idiomarina loihiensis L2TRT
MA392 850 Noviembre 2012 La Malaha, Granada 99,5 Halomonas meridiana DSM 54257
MA394 856 Noviembre 2012 La Malaha, Granada 98,8 Halomonas gomseomensis M127
MA396 795 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,3 Halomonas meridiana DSM 54257
MA397 705 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,1 Bacillus kochiif WCC 45827
MA398 702 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,0 Alcanivorax venustensis 1ISO4T
MA402 761 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 100 Alcanivorax venustensis 1SO4T
MA403 866 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 100 Bacillus kochiif WCC 45827
MA406 906 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 100 Halomonas alkaliphila 18Bag”
MA410 846 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,7 Marinobacter adhaerens HP157
MA414 722 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,8 Halomonas janggokensis M247
MA415 750 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 98,7 Henriciella litoralis SD107
MA416 689 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 98,0 Henriciella marina 1so47
MA417 783 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,7 Alcanivorax venustensis 1ISO4T
MA418 760 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,4 Halomonas meridiana DSM 54257
MA421 805 Noviembre 2012 La Malaha, Granada 98,8 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
MA422 903 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,3 Halomonas meridiana DSM 54257
MA424 711 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,0 Cobetia marina DSM 47417
MA427 740 Noviembre 2012 La Malaha, Granada 98,9 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
MA429 733 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,6 Halomonas meridiana DSM 54257
MA431 727 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 100 Halomonas alkaliphila 18BagT
MA432 833 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 98,9 Halomonas gomseomensis M127




Cepa Longitud de Fecha de Sitio de aislamiento % de Especie mas relacionada filogenéticamente
secuencia (pb) aislamiento semejanza
MA434 726 Noviembre 2012 La Malaha, Granada 99,1 Halomonas janggokensis M247
MA435 746 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,3 Halomonas sulfidaeris ATCC BAA-803T
MA439 850 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 98,2 Marinobacter koreensis DD-M3T
MA440 802 Noviembre 2012 La Malaha, Granada 98,5 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
MA442 786 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,1 Bacillus kochii WCC 45827
MA458 863 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 94,8 Roseivivax halodurans OCh 2397
MA462 805 Noviembre 2012 La Malaha, Granada 99,1 Halomonas taeanensis BH5397
MA463 725 Noviembre 2012 La Malaha, Granada 100 Halomonas janggokensis M247
MA466 759 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,6 Halomonas janggokensis M247
MA470 907 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,8 Idiomarina fontislapidosi F23T
MA471 854 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 100 Halomonas janggokensis M247
MAA472 949 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 100 Halomonas fontilapidosi 5CRT
MA475 925 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 98,4 Henriciella marina Iso4T
MA480 832 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,8 Alcanivorax venustensis ISO4T
MA481 943 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 99,8 Idiomarina fontislapidosi F237
MA483 927 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 94,6 Roseivivax halodurans OCh 2397
MA484 851 Noviembre 2012 La Malah4, Granada 100 Cobetia marina DSM 47417
MA505 687 Mayo 2013 La Malah4, Granada 97,5 Marinobacter flavimaris SW-145T
MA510 846 Mayo 2013 La Malah4, Granada 100 Marinobacter adhaerens HP157
MA513 846 Mayo 2013 La Malah4, Granada 99,1 Alcanivorax venustensis 1ISO4T
MA515 735 Mayo 2013 La Malah4, Granada 98,0 Henriciella aquimarina P387
MA519 715 Mayo 2013 La Malah4, Granada 97,5 Marinobacter flavimaris SW-145T
MA537 650 Mayo 2013 La Malah4, Granada 98,6 Cobetia marina DSM 47417
MA607 853 Mayo 2013 La Malaha, Granada 98,7 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
MA610 655 Mayo 2013 La Malah4, Granada 100 Cobetia marina DSM 47417




Cepa Longitud de Fecha de Sitio de aislamiento % de Especie mas relacionada filogenéticamente
secuencia (pb) aislamiento semejanza

ML85 689 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 98,8 Marinobacter salicampi I1SL-407

ML165 730 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 99.8 Marinococcus luteus YIM 910947

ML161 803 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 100 Pseudomonas halophila DSM 30507

ML112 754 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 99.8 Marinobacter flavimaris SW-145T

ML167 755 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 97,6 Halomonas meridiana DSM 54257

ML168 789 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 98,7 Halomonas meridiana DSM 54257
ML198 850 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 98,1 Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 7017
ML199 798 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 99.3 Salinivibrio sharmensis BAGT
ML200 905 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 98.7 Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 7017
ML201 850 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 98.8 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
ML216 819 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 98,9 Marinobacter salicampi ISL-407

ML233 770 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 100 Halomonas salina F8-117

ML234 770 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 100 Halomonas salina F8-117

ML235 770 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 99.0 Halomonas sinaiensis ALO SharmT
ML276 786 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 96,5 Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 7017
ML277 850 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 99.6 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
ML278 852 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 99,1 Salinivibrio sharmensis BAGT
ML279 759 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 98,9 Salinivibrio sharmensis BAGT
ML288 804 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 97,5 Salinivibrio siamensis ND1-17
ML289 832 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 98,5 Salinivibrio siamensis ND1-17
ML290 797 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 99,5 Salinivibrio siamensis ND1-17
ML315 800 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 98,8 Salinivibrio sharmensis BAGT
ML316 795 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 97.1 Salinivibrio sharmensis BAGT
ML318 850 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 97,5 Salinivibrio sharmensis BAGT
ML319 750 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 97.3 Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 7017




Cepa Longitud de Fecha de Sitio de aislamiento % de Especie mas relacionada filogenéticamente
secuencia (pb) aislamiento semejanza
ML320 802 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 98,7 Salinivibrio sharmensis BAGT
ML321 751 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 97.8 Salinivibrio sharmensis BAGT
ML322 704 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 98,7 Halomonas salina F8-117
ML328 654 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 97,5 Salinivibrio sharmensis BAGT
ML328A 803 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 97,3 Salinivibrio sharmensis BAGT
ML328B 764 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 97,9 Salinivibrio sharmensis BAGT
ML329 741 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 98,1 Salinivibrio siamensis ND1-17
ML330 769 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 99,1 Salinivibrio siamensis ND1-17
ML331 743 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 98,7 Salinivibrio siamensis ND1-17
ML332 789 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 98,5 Salinivibrio siamensis ND1-17
ML333 801 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 97,4 Marinobacter flavimaris SW-1457
ML334 763 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 98,1 Salinivibrio sharmensis BAGT
ML335 809 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 98,3 Halomonas salina F8-117
ML336 810 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 98,5 Salinivibrio sharmensis BAGT
ML337 657 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 97,8 Salinivibrio sharmensis BAGT
ML338 637 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 97.3 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
ML339 754 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 98,7 Marinobacter salicampi ISL-407
ML561 789 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 97,5 Halomonas salina F8-117
ML563 763 Noviembre 2011 Es Trenc, Mallorca 99,1 Marinobacter flavimaris SW-1457
PR3 770 Septiembre 2013 Cabo Rojo (Puerto Rico) 100 Cobetia marina DSM 47417
PR4 781 Septiembre 2013 Cabo Rojo (Puerto Rico) 99,8 Marinobacter koreensis DD-M3T
PR5 738 Septiembre 2013 Cabo Rojo (Puerto Rico) 99,7 Salinivibrio costicola subsp. vallismortis DSM 82857
PR6 752 Septiembre 2013 Cabo Rojo (Puerto Rico) 99,2 Salinivibrio proteolyticus AF-2004T
PR7 780 Septiembre 2013 Cabo Rojo (Puerto Rico) 99,8 Cobetia marina DSM 47417
PR11 750 Septiembre 2013 Cabo Rojo (Puerto Rico) 100 Salinivibrio proteolyticus AF-2004T




Cepa Longitud de Fecha de Sitio de aislamiento % de Especie mas relacionada filogenéticamente
secuencia (pb) aislamiento semejanza

PR12 677 Septiembre 2013 Cabo Rojo (Puerto Rico) 100 Salinivibrio costicola subsp. vallismortis DSM 82857

PR15 688 Septiembre 2013 Cabo Rojo (Puerto Rico) 99,5 Marinobacter koreensis DD-M37

PR39 757 Septiembre 2013 Cabo Rojo (Puerto Rico) 99,6 Cobetia marina DSM 47417

PR40 788 Septiembre 2013 Cabo Rojo (Puerto Rico) 99,4 Marinobacter koreensis DD-M37

PR42 735 Septiembre 2013 Cabo Rojo (Puerto Rico) 99,6 Cobetia amphilecti KMM 15617

PR63 743 Septiembre 2013 Cabo Rojo (Puerto Rico) 99,4 Salinivibrio sharmensis BAG"

PR64 708 Septiembre 2013 Cabo Rojo (Puerto Rico) 99,5 Salinivibrio sharmensis BAG"

PR919 733 Septiembre 2013 Cabo Rojo (Puerto Rico) 100 Salinivibrio proteolyticus AF-2004T

PR932 779 Septiembre 2013 Cabo Rojo (Puerto Rico) 99,7 Salinivibrio costicola subsp. vallismortis DSM 82857

PR943 772 Septiembre 2013 Cabo Rojo (Puerto Rico) 99,4 Salinivibrio sharmensis BAG"

PR944 795 Septiembre 2013 Cabo Rojo (Puerto Rico) 98,7 Cobetia amphilectiKMM 15617

PR983 786 Septiembre 2013 Cabo Rojo (Puerto Rico) 99,2 Salinivibrio costicola subsp. vallismortis DSM 82857




IV. Resultados y Discusion

Con respecto cepas aisladas pertenecientes al género Salinivibrio se
obtuvieron un total de 70 cepas. A continuacion, se seleccionaron aquellas
cepas cuyas secuencias del gen ARNr 16S presentaban unos porcentaje de
semejanza con respecto a especies ya descritas del género Salinivibrio entre
el 96 y 100 %, con la finalidad de llevar a cabo un estudio taxonémico mas
detallado de ellas.

Estas cepas seleccionadas estan marcadas en negrita en la Tabla IV.1. En la
tabla IV.2 se recogen en forma de resumen todas las bacterias aisladas de
cada muestreo y las cepas pertenecientes al género Salinivibrio. Como
puede observarse el mayor nimero de cepas pertenecientes al género
Salinivibrio se aislaron de Es Trenc (Mallorca) con un total de 28 cepas, esto
puede deberse a que el pH de la muestra (7,4) y la salinidad (12 % sales
totales) poseen valores Optimos de crecimiento para los miembros del
género Salinivibrio, ademas, la toma de muestra se realizé en Noviembre de
2011, época del afio en la que llueve y por tanto los % de salinidad en las
salinas son menores que en épocas estivales del afio. Mientras que en las
salinas de Bafnaderos (Canarias) sélo se pudo obtener un aislado
perteneciente a este género quizas debido a la época del afio en la que se
realizd el muestreo (Figura IV.01).

Cepas aisladas

Santa Pola
La Malaha
Bafaderos

Isla Cristina

Isla Bacuta |

Es Trenc d
Cabo Rojo
Aragonesas |

0 5 10 15 20 25 30

Figura IV.01. Numero de cepas aisladas segin su sitio de aislamiento.
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Tabla 1V.2. Sitio y fecha de cada muestro junto con las bacterias aisladas y las cepas
relacionadas filogenéticamente con el género Salinivibrio.

Bacterias Cepas pertenecientes al
Lugar de muestreo Fecha de muestreo j i .
aisladas género Salinivibrio
Aragonesas (Huelva) Mayo-2013 15 3
Octubre-2011 41 3
Enero-2013 4 2
Isla Bacuta (Huelva)
Mayo-2013 7 3
Septiembre-2013 20 8
Isla Cristina (Huelva) Octubre-2011 17 2
Santa Pola (Alicante) Noviembre-2011 39 5
Es Trenc (Mallorca) Noviembre-2011 44 28
Noviembre-2012 67 4
La Malaha (Granada) )
Noviembre-2013 8 1
Banaderos (Gran Canaria) Septiembre-2013 7 1
Cabo Rojo (Puerto Rico) Septiembre-2013 19 10

Una vez seleccionadas las 70 cepas se procedié a realizar un estudio
taxondmico detallado comenzando por la secuenciacion completa del gen
ARNr 16S. La coleccién de las 70 cepas aisladas asi como su longitud de
secuencia, porcentaje de semejanza y especie a la que mas se parece, se
recogen en la Tabla IV.3.

Tabla IV.3. Coleccion de cepas pertenecientes al género Salinivibrio con su especie mas relacionada
filogenéticamente, segin la comparacion de las secuencias casi completas del gen que codifica el ARNr 16S.

Cepa Longitud de % de Especie mas relacionada filogenéticamente
secuencia (pb) | semejanza

Salinivibrio sp. AL184 1435 98,1 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp. AL185 1203 98,6 Salinivibrio costicola subsp. costicolaNCIMB 7017
Salinivibrio sp. AL209 1438 98,8 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp. AL210 1415 98,6 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp. AL213 1419 99,6 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
Salinivibrio sp. AR640 1406 99,6 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
Salinivibrio sp. AR647 1469 100 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
Salinivibrio sp. AR654 1464 98,9 Salinivibrio sharmensis BAGT
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Cepa Longitud de % de Especie mas relacionada filogenéticamente
secuencia (pb) semejanza

Salinivibrio sp. CA762 1343 99,4 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp. IB203 1455 99,1 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp. IB283 1480 98,9 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
Salinivibrio sp. IB338 1461 98,2 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp. IB557 1465 98,9 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp. 1B560 1440 98,9 Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 7017
Salinivibrio sp. 1B563 1447 99,0 Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 7017
Salinivibrio sp. 1B574 1303 98,5 Salinivibrio costicola subsp. vallismortis DSM 82857
Salinivibrio sp. 1B643 1437 99,5 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
Salinivibrio sp. 1B845 1426 99,4 Salinivibrio siamensis ND1-17
Salinivibrio sp. 1B867 1393 99,1 Salinivibrio siamensis ND1-17
Salinivibrio sp. 1B868 1475 98,9 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp. 1B869 1363 98,7 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp. 1B870 1387 99,3 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp. 1B871 1393 99,4 Salinivibrio siamensis ND1-17
Salinivibrio sp. 1B872 1410 99,1 Salinivibrio costicola subsp. vallismortis DSM 82857
Salinivibrio sp. 1B873 1453 99,3 Salinivibrio siamensis ND1-17
Salinivibrio sp. 1C202 1478 98,9 Salinivibrio costicola subsp. costicolaNCIMB 7017
Salinivibrio sp.1C317 1435 99,0 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp. MA351 1323 100 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
Salinivibrio sp. MA421 1480 98,7 Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 7017
Salinivibrio sp. MA427 1432 99,8 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
Salinivibrio sp. MA440 1480 98,5 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
Salinivibrio sp. MA607 1425 98,8 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
Salinivibrio sp. ML198 1301 98,0 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp. ML199 1242 99,1 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp. ML200 1463 98,9 Salinivibrio costicola subsp. costicolaNCIMB 7017
Salinivibrio sp. ML201 1452 98,8 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
Salinivibrio sp. ML276 1411 98,1 Salinivibrio costicola subsp. costicolaNCIMB 7017
Salinivibrio sp. ML277 1483 98,5 Salinivibrio costicola subsp. costicolaNCIMB 7017
Salinivibrio sp. ML278 1270 99,4 Salinivibrio proteolyticus AF-20047
Salinivibrio sp ML279 1203 98,6 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp ML288 1449 99,1 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp ML289 1245 99,3 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp ML290 1352 99,2 Salinivibrio costicola subsp. costicolaNCIMB 7017
Salinivibrio sp ML315 1447 98,9 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
Salinivibrio sp ML316 1397 99,5 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp. ML318 1479 99,6 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp. ML319 1469 99,0 Salinivibrio siamensis ND1-17
Salinivibrio sp. ML320 1474 98,6 Salinivibrio costicola subsp. costicolaNCIMB 7017
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Cepa Longitud de % de Especie mas relacionada filogenéticamente
secuencia (pb) semejanza

Salinivibrio sp. ML321 1472 99,1 Salinivibrio siamensis ND1-17
Salinivibrio sp. ML328 1289 98,7 Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 7017
Salinivibrio sp. ML328A 1431 99,4 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp. ML328B 1235 99,1 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp ML329 1408 95,6 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp ML330 1009 98,4 Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 7017
Salinivibrio sp ML331 1209 99,5 Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 7017
Salinivibrio sp ML332 1471 98,6 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
Salinivibrio sp ML334 1405 99,5 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp ML336 1253 99,3 Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 7017
Salinivibrio sp ML337 1437 99,5 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp ML338 1335 99,1 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp PR11 1367 99,5 Salinivibrio costicola subsp. vallismortis DSM 82857
Salinivibrio sp PR12 1353 99,6 Salinivibrio costicola subsp. vallismortis DSM 82857
Salinivibrio sp PR5 1366 98,5 Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 7017
Salinivibrio sp PR6 1468 99,4 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp PR63 1386 99,5 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp PR64 1389 99,5 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp PR919 1395 99,7 Salinivibrio costicola subsp. vallismortis DSM 82857
Salinivibrio sp PR932 1393 99,5 Salinivibrio costicola subsp. vallismortis DSM 82857
Salinivibrio sp PR943 1401 99,4 Salinivibrio sharmensis BAGT
Salinivibrio sp PR983 1459 99,3 Salinivibrio sharmensis BAGT

De todas las cepas de Salinivibrio aisladas, solamente 1, Salinivibrio sp.

ML278 presentaba una alta homologia, del 994 %, con Salinivibrio

proteolyticus AF-2004T. 6 cepas presentaban una homologia del 99,0 al 99,4

% con la especie Salinivibrio siamensis ND1-1T; otras 6 cepas presentaban

una homologia del 98,5 al 99,7 % con Salinivibrio costicola subsp.

vallismortis DSM 8285T; 12 cepas mostraban una homologia del 98,5 al 100

% con la especie Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 16359T; 15

cepas mostraban una homologia del 98,1 al 99,5 % con Salinivibrio costicola

subsp. costicola NCIMB 7017 y finalmente, 30 cepas presentaban una

homologia del 95,6 al 99,6 % con Salinivibrio sharmensis BAGT, siendo ésta

la especie mas predominante en base a los muestreos desarrollados (Figura

IvV.02).
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IV. Resultados y Discusion

B S. costicola subsp. costicola

B S. costicola subsp. alcaliphilus
W S. costicola subsp.vallismortis
B S.proteolyticus

W S. siamensis

u S. sharmensis

Figura IV.02. Representacion del nUmero de cepas aisladas pertenecientes a cada
especie del género Salinivibrio.

La fuente de aislamiento de todas las cepas aisladas fueron salinas solares,
mientras que de las cepas ya descritas fueron: en el caso de S. costicola
subsp. costicola CECT 40597 carne curada; S. costicola subsp. alcaliphilus
DSM 190527, S. proteolyticus DSM 19052"y S. sharmensis DSM 181827 lagos
salinos; para S. costicola subsp. vallismortis DSM 8285T estanque hipersalino
y para S. siamensis JCM 144727 producto de pescado fermentado.

Por otro lado, las cepas tipo ya descrita también se secuenciaron para
verificar si nuestras secuencias eran las mismas que las secuencias
depositadas. En todos los casos, las secuencias eran las mismas y con la
misma longitud, menos el caso de la especie S. proteolyticus, donde nuestra
secuencia poseia una longitud mayor que la secuencia depositada (1489 pb
de la cepa depositada frente a 1510 pb de nuestra cepa secuenciada). Todas
estas cepas secuenciadas se depositaron en las bases de datos
GenBank/EMBL/DDB.
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IV.2. FILOGENIA DEL GENERO SALINIVIBRIO BASADA EN EL
ANALISIS COMPARATIVO DE SECUENCIAS DEL GEN ARNr 16S Y
GENES HOUSEKEEPING

Una vez obtenida la coleccion de setenta cepas de Salinivibrio y realizada la
secuenciacion y amplificacién con el gen ARNr 16S abordamos el siguiente
objetivo de la presente Tesis Doctoral. Para ello, nos disponemos a analizar
la resolucién de este gen para este género y de otros genes conservados,
denominados genes houseekeping con el objetivo de verificar la actual
clasificacién de éste género.

IV.2.1. Analisis del gen ARNr 16S

El género Salinivibrio consta de cuatro especies, S. proteolyticus, S.
siamensis, S. sharmensis y ademas S. costicola que consta de tres
subespecies S. costicola subsp. costicola, S. costicola subsp. alcaliphilus'y S.
costicola subsp. vallismortis. Como cabria esperar, estas tres subespecies
deberian agruparse en el arbol filogenético del gen ARNr 16S conformando
un solo grupo; pero tal y como se observa en la Figura IV.03 estas tres
subespecies no se encuentran formando un grupo mono filetico, sino que
por un lado aparece S. costicola subsp. costicola asociada con S. costicola
subsp. alcaliphilus, mientras que S. costicola subsp. vallismortis, aparece en
otro cluster agrupada con la especie S. proteolyticus poniendo en evidencia
que la clasificacion de éste género necesita una reevaluacion. Esta idea se ve
apoyada por estudios previos realizados en el género Salinivibrio en los
cuales se observo esta misma incoherencia (Chamroensaksri y col., 2009;
Amoozegar y col., 2008, Romano y col., 2011; Gorriti y col., 2014).

156



IV. Resultados y Discusion

100 Salinivibrio sharmensis BAGT (AM279734)

Salinivibrio siamensis JCM 144727(AB285018)

Salinivibrio costicolasubsp. vallismortis DSM 82857 (AF057016)
Salinivibrio proteolyticus DSM 190527(DQ092443)
Salinivibrio costicolasubsp. alcaliphilus DSM 163597 (AJ640132)
Salinivibrio costicolasubsp. costicola ATCC 35508T(X74699)
Enterovibrio nigricans CECT 73207 (AM942722)

Enterovibrio calviensis DSM 14347T (AF118021)

Enterovibrio coralii LMG 222287 (AJ842343)

Grimontia hollisae LMG 177197 (AJ514909)

Enterovibrio norvegicus LMG 198397 (AJ316208)

100 Aliivibrio logeiNCIMB 22527 (AJ437616)

Aliivibrio salmonicida NCMB 22627(X70643)

Aliivibrio sifiae H1-17 (AB464964)

Aliivibrio wodanis NV| 88/4417 (AJ132227)

Aliivibriofinisterrensis CECT 72287 (EU541604)

Aliivibrio fischeri ATCC774T (X74702)

Vibrio cholerae CECT 5147 (X76337)

Vibrio vulnificus ATCC 275627 (X76333)

Vibrio harveyiNCIMB 12807 (AY750575)

—————————————————— Salicolamarasensis7Sm5T (DQ019934)

0.01

74

100

Figura IV.03. Arbol filogenético obtenido por el método neighbour-joining basado en la
comparacion de secuencias del gen ARNr 16S en el que se muestran las relaciones
filogenéticas entre las cepas tipo del género Salinivibrio y otros miembros de la familia
Vibrionaceae. Los circulos negros indican los nodos que se mantienen en los arboles
generados utilizando los algoritmos maximum-parsimony y maximum-likelihood. Los
nimeros de acceso de las secuencias utilizadas se indican entre paréntesis. En los nodos se
muestran los valores estimados de bootstrap iguales o superiores al 70 %. Como outgroup
se ha utilizado la cepa tipo de Salicola marasensis 7Sm57. La escala representa el nimero
de sustituciones por nucleétido.

A continuacion, se procedid a la construccién de los correspondientes
arboles filogenéticos basados en el gen ARNr 16S de las setenta cepas
aisladas y las cepas tipo de las especies descritas del género Salinivibrio.
Como grupos externos (outgroups) para determinar la raiz de los arboles
generados se han utilizado las secuencias del gen ARNr 16S de la especie
Vibrio cholerae N16961T.

Como se puede observar, en cada arbol filogenético se presenta una
topologia diferente, apenas existen filogrupos definidos; y en algunos casos
parecen arboles cadticos; lo que si se puede apreciar, es que las tres
subespecies en ninguno de los arboles forman un grupo monofilético,
reforzando la idea anteriormente expuesta de que la clasificacion de éste
género necesita una revision. Los valores de soporte de rama son bajos, en
la mayoria de los casos inferiores al 70 %, especialmente en los nodos mas
internos. Ademas no existe correlacion entre los diferentes algoritmos
maximum-likelihood, neighbour-joining y maximum-parsimony (Figura
Iv.04, IV05 y IV.06).
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Salinivibrio sp. ML276 (LT627769)
[Salinivibrio sp. 1B663 (LT722646)
I~ Salinivibrio sp. 1C202 (LT627758)
Salinivibrio sp. 1B560 (LT627748)
Salinivibrio sp. MA421 (LT627761)
Salinivibrio sp. AL184 (LT627515)
Salinivibrio sp. ML328 (LT627782)
Salinivibrio sp. ML330 (LT627786)
Salinivibrio sp. AL185 (LT627737)
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Figura IV.04. Arbol filogenético obtenido por el método neighbour-joining basado en la
comparacion de secuencias del gen ARNr 16S en el que se muestran las relaciones
filogenéticas entre las cepas aisladas y las cepas tipo del género Salinivibrio. Los nGmeros
de acceso de las secuencias utilizadas se indican entre paréntesis. En los nodos se muestran
los valores estimados de bootstrap iguales o superiores al 70 %. Como outgroup se ha
utilizado la cepa tipo de Vibrio cholerae N169617. La escala representa el nimero de

sustituciones por nucleétido.
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Figura IV.05. Arbol filogenético obtenido por el método maximum-parsimony basado en la
comparacion de secuencias del gen ARNr 16S en el que se muestran las relaciones
filogenéticas entre las cepas aisladas y las cepas tipo del género Salinivibrio. Los nGmeros
de acceso de las secuencias utilizadas se indican entre paréntesis. En los nodos se muestran
los valores estimados de bootstrap iguales o superiores al 70 %. Como outgroup se ha
utilizado la cepa tipo de Vibrio cholerae N169617. La escala representa el nimero de

sustituciones por nucleétido.
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Figura IV.06. Arbol filogenético obtenido por el método maximum-likelihood basado en la
comparacion de secuencias del gen ARNr 16S en el que se muestran las relaciones
filogenéticas entre las cepas aisladas y las cepas tipo del género Salinivibrio. Los nGmeros
de acceso de las secuencias utilizadas se indican entre paréntesis. En los nodos se muestran
los valores estimados de bootstrap iguales o superiores al 70 %. Como outgroup se ha
utilizado la cepa tipo de Vibrio cholerae N169617. La escala representa el niumero de
sustituciones por nucleétido.
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IV.Resultados y Discusion

Por otro lado, en la Tabla IV.4 se muestran los porcentajes de semejanza
entre las secuencias del gen ARNr 16s de las cepas aisladas asi como de las
cepas tipo. Esta establecido que el punto de corte a nivel de especie segln
el gen ARNr 16S se denota en el 97 % de similitud. Como observamos en la
Tabla IV.4, el porcentaje de semejanza entre las cepas objeto de este estudio
y las cepas tipo oscilaba entre el 96,4 y el 100%; siendo solo tres cepas, la
ML279, ML328A y ML330 las que poseian valores entre el 964 y el 97%
(Tabla IV.4). Asimismo, los porcentajes de semejanza entre las especies y
subespecies ya descritas también eran iguales o superiores al 96,4 %.

Concluyendo esto, se demuestra que el andlisis de las secuencias del gen
ARNTr 16S junto con la topologia de los arboles filogenéticos, refleja que el
gen ARNr 16S no posee la suficiente resolucion a nivel de especie dentro del
género Salinivibrio.

Sin embargo, el gen ARNr 16S si permitié una buena resolucién a nivel de
género ya que gracias a él pudimos seleccionar las cepas para realizar un
estudio en profundidad del género Salinivibrio.
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Tabla IV 4. Porcentajes de semejanza entre las secuencias del gen ARNr 16S de las cepas tipo y las cepas aisladas del género Salinivibrio.
Cepas CBH448: S. costicola subsp. alcaliphilus DSM 19052T; CBH449: S. proteolyticus DSM 190527, CBH450: S. costicola subsp. vallismortis DSM 82857, CBH463: S. sharmensis DSM 181827, CBH464: S. siamensis JCM 144727 y
CBH500: S. costicola subsp. costicola CECT 40597,
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IV.Resultados y Discusion

IV.2.2. Analisis por Secuenciacion Multilocica (MLSA)

Como acabamos de observar en el apartado anterior y habiéndose puesto
de manifiesto en varios estudios previos, el gen ARNr 16S ha mostrado no
ser un marcador filogenético util para la familia Vibrionaceae (Thompson y
col.,, 2005, 2008, Pascual y col., 2010; Lopez-Hermoso y col., 2017a).

Para ello, se ha propuesto el uso de un Analisis por Secuenciacion
Multilocica para estudiar la filogenia de estos microorganismos. EIl MLSA es
una de las técnicas que mas relevancia ha adquirido en taxonomia en los
Ultimos afios debido a su gran poder de resolucion a la hora de realizar
clasificaciones o identificaciones e inferir relaciones filogenéticas, siendo
considerada la aproximacién mas cercana a la hibridacion ADN-ADN para la
delimitacion de una especie procariota. Hasta la fecha no existe un conjunto
de genes que ofrezca un poder de resolucion 6ptimo en todos los grupos
taxondmicos procariotas. De esta manera, para cada grupo taxonémico hay
que definir la combinacion especifica de genes que resulte mas 6ptima.

La finalidad de este apartado ha sido la busqueda asi como la evaluacién del
poder de resolucion y la capacidad de inferir en las relaciones filogenéticas
de 4 genes housekeeping (gyrB, recA, rpoA 'y rpoD). En el estudio se ha
incluido la cepa de referencia de V. cholerae como grupo externo para
enraizar los arboles generados.

Los genes seleccionados para llevar a cabo el MLSA han sido: gyrB
(subunidad B de la ADN girasa), recA (recombinasa A), rpoA (subunidad o de
la ARN polimerasa) y rpoD (factor o 70 de la ARN polimerasa). La seleccion
de los cuatro genes codificantes de proteinas utilizados en este estudio, se
ha realizado en base a su éxito en estudios previos de MLSA de la familia
Vibrionaceae (Thompson y col., 2005; 2008; Pascual y col., 2010).

En el caso del gen gyrB éste fue disefiado ya que en un principio
seleccionamos la secuencia de este gen en base a los estudios previamente
descritos, pero no nos consiguid amplificar de forma 6ptima, por lo que
mediante el programa BOXSHADE 3.21 y una serie de genomas de géneros
filogenéticamente cercanas al género Salinivibrio (Vibrio, Aliivibrio,
Photobacterium 'y Listonella), y de Escherichia coli como especie
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representante de la clase Gammaproteobacteria conseguimos seleccionar las
zonas conservadas que se usaron para el disefio de los primers de este gen.

Inicialmente, también se seleccionaron en este estudio otros genes, tales
como atpA (subunidad o de la ATP sintasa F1), secA (subunidad SecA de la
proteina translocasa) y pyrH (uridilato quinasa) pero posteriormente se
descartaron debido a la imposibilidad de obtener los amplicones
correspondientes 0 a su bajo grado de conservacion entre las distintas
especies, lo que impedia su correcto alineamiento (Pascual y col., 2010; de la
Habay col., 2012).

La amplificacion y secuenciacion de los genes seleccionados se realizd con
éxito en casi la totalidad de las cepas. Unicamente no se ha podido obtener
la secuencia del gen recA de Salinivibrio sp. ML279, Salinivibrio sp. ML321,
Salinivibrio sp. ML329 y Salinivibrio sp. ML330; del gen rpoA de Salinivibrio
sp. PR63 y del gen rpoD de Salinivibrio sp. AR647, Salinivibrio sp. ML201Y
Salinivibrio sp. PR12. La longitud de los alineamientos fue de 623 pb para el
gen gyrB, 771 pb para el gen recA, 825 pb para el gen rpoAy 741 pb para el
gen rpoD. La longitud total del alineamiento de las secuencias de los cuatro
genes concatenados fue de 2981 nucledtidos.

1V.2.2.1. Analisis de los genes concatenados

Una vez obtenida la secuencia de los cuatro genes gyrB, recA, rpoAy rpoD
se procedio a la concatenacion de los mismos.

La secuencia concatenada de los cuatro genes mejora la calidad de la
reconstruccion filogenética y optimiza la resolucién taxondmica afiadiendo
mas datos informativos y minimizando el peso de los eventos de
recombinacion.

En la filogenética molecular, el uso de un conjunto minimo de genes es
crucial para reducir el tiempo y el costo, asi como para mejorar la precision
del analisis. Esto es de particular importancia cuando se identifican especies
y se elucida la estructura y evoluciéon de la poblacidon en un super taxon
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bacteriano como en el caso de la familia Vibrionaceae, que tiene mas de 140
especies (Swabe y col., 2013).

Ademas, el uso de los genes concatenados permitié una clara delimitacion
en grupos monofiléticos de todas las cepas tanto aisladas como de
referencia del género Salinivibrio.

Se realiz6 por tanto la concatenacion de los cuatro genes housekeeping
gyrB, recA, oAy rpoD de las setenta cepas en estudio asi como las cepas
tipo del género Salinivibrio. La concatenacion de la secuencia de los cuatro
genes (gyrB, recA, oAy rpoD) produjo una alineacién de 2981 nucledtidos.
El porcentaje de semejanza entre las setenta y seis cepas objeto de estudio
oscil6 entre el 84,8 al 100% (Tabla IV.5). El arbol filogenético obtenido en el
analisis de los genes concatenados mediante el algoritmo neighbour-joining
(Figura IV.07) mostré que las setenta y seis cepas constituian cuatro
filogrupos diferentes. La especie Salinivibrio sharmensis (con un alto valor de
soporte de rama del 100%), no pudo ser incluida dentro de ningun
filogrupo.

El filogrupo 1 consta de treinta y cuatro cepas. Todas ellas fueron aisladas de
muestras de aguas de salinas solares: cinco de las cuales fueron aisladas de
Santa Pola, Alicante; una de Aragonesas, Huelva; cinco de Isla Bacuta,
Huelva; dos de Isla Cristina, Huelva; una de La Malaha, Granada y veinte de
Es Trenc, Mallorca. Como se puede observar, este filogrupo posee bastante
diversidad geografico y no contiene ninguna especie previamente descrita;
ademas aparece separada del resto con un soporte de rama del 74 % por lo
que podria constituir una nueva especie del género Salinivibrio.

En cuanto al filogrupo 2, éste se compone de veinticinco cepas incluyendo la
cepa tipo de la especie S. siamensis. Estas veinticinco cepas se obtuvieron de
muestras de aguas de diferentes salinas solares; una de Banaderos, Gran
Canaria; ocho de Isla Bacuta, Huelva; ocho de Es Trenc, Mallorca y siete de
Cabo Rojo, Puerto Rico. Este filogrupo se encuentra sustentado por un alto
valor de rama del 91 %. Se deduce por tanto, que todos los aislados estan
filogenéticamente relacionados con la especie S. siamensis.
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En el caso del filogrupo 3, éste se compone de nueve cepas, dentro de las
cuales se incluyen dos subespecies de S. costicola, S. costicola subsp.
costicola'y S. costicola subsp. alcaliphilus. Las otras siete cepas aisladas se
obtuvieron de muestras de diferentes salinas solares del territorio espafiol:
dos de Aragonesas, Huelva; cuatro de la Malaha, Granada y una de Isla
Bacuta, Huelva. Este filogrupo se encuentra perfectamente definido y
separado del resto, sustentado por un alto valor de rama del 100 %.

En cuanto al filogrupo 4, se constituye de siete cepas, de las cuales, una de
ellas es la cepa tipo de S. proteolyticusy otra, S. costicola subsp. vallismortis.
Las otras cinco cepas restantes fueron aisladas de muestras de aguas de
diferentes salinas solares; tres de Cabo Rojo, Puerto Rico y dos de Isla Bacuta
Huelva. En este filogrupo podemos observar claramente la incongruencia
existente al haber una especie y una subespecie dentro de un mismo
filogrupo. Esto puede ser un ejemplo de sinonimia entre especies. Este
apartado se discutira mas adelante.

Como se ha podido observar, las cepas no se han agrupado segun su lugar
geografico esto puede ser debido a eventos migratorios.

Este arbol mostré que las cepas incluidas en el filogrupo 3 y 4 estan
claramente separadas del resto, mostrando un soporte de rama muy alto
(100% para ambos filogrupos). En el caso de los filogrupos 1y 2, ambos se
encuentran soportados por un alto valor de bootstrap (99 %), por lo que se
podria pensar que los dos podrian constituir un solo filogrupo. Sin embargo,
parece razonable que estas cepas se pueden congregar en dos filogrupos
diferentes ya que el valor de bootstrap que soporta el filogrupo 2 es del
91%, constituyendo por tanto un filogrupo aparte del filogrupo 1.

También se examind las secuencias de aminoacidos, usando el método de
neighbour-joining con el modelo Jones-Taylor-Thornton (JTT). Como era de
esperar, estas secuencias mostraron una separacion menos clara entre
especies debido al caracter mas conservador de las secuencias de
aminoacidos.
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Tabla IV.5. Porcentajes de semejanza entre la concatenacion de las secuencias de los genes: gyrB, recA, rpoAy rpoD de las cepas tipo y las cepas aisladas del género Salinivibrio.
Cepas CBH448: S. costicola subsp. alcaliphilus DSM 190527, CBH449: S. proteolyticus DSM 190527, CBH450: S. costicola subsp. vallismortis DSM 8285T; CBH463: S. sharmensis DSM 181827, CBH464: S. siamensis JCM 144727 y CBH500: S.

costicola subsp. costicola CECT 40597,
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Figura IV.07. Arbol filogenético basado en la comparacién de la secuencia concatenada de
los genes gyrB, recA, rpoAy rpoD obtenido por el método neighbour-joining en el que se
muestra la posicion filogenética de la coleccion de cepas aisladas y las cepas tipo del
género Salinivibrio. Los circulos negros indican los nodos que se mantienen en los arboles
generados utilizando los algoritmos maximum-parsimony y maximum-likelihood. En los
nodos se indican los valores de bootstrap superiores al 70 %. Como outgroup se ha
utilizado la cepa tipo de Vibrio cholerae N169617. La escala representa el nimero de

Vibrio N169617

sustituciones por nucleétido.
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IV. Resultados y Discusion

1v.2.2.2. Anélisis de los genes individuales

En el apartado anterior se han mostrado el arbol filogenético concatenado
construido por los genes gyrB, recA, nrpoA'y rpoD. A continuacidbn vamos a
analizar los arboles filogenéticos individuales de cada uno de estos genes.

Se construyeron arboles filogenéticos individuales para cada gen
housekeeping utilizando los métodos maximum-likelihood (ML), neighbour-
Joining (NJ) y maximum-parsimony (MP). Estos arboles dieron agrupaciones
similares, aunque el patron de ramificacion mostré algunas variaciones.

gyrB

La topologia de los arboles basados en este gen estd bastante bien
conservada en los tres métodos utilizados para inferir filogenias. Se pueden
diferenciar claramente cuatro filogrupos bien definidos y con altos valores
de rama que soportan cada uno de estos filogrupos (99 % para los
filogrupos 1,3 y 4; y 74 % para el filogrupo 2). Si bien, tanto los filogrupos 1
y 2 como los filogrupos 3 y 4 se consideran sister groups, esta observacién
no se contemplan en los otros genes; por lo que podria ser una diferencia
evolutiva significativa para este gen en comparacion con los otros. No
obstante, la posicién de algunas especies en estos arboles filogenéticos no
esta de acuerdo con respecto al arbol concatenado, como es el caso de las
cepas Salinivibrio sp. ML277 y ML278 (ambas posicionadas en el filogrupo 2
pero que deberian estar en el filogrupo 1); Salinivibrio sp. 1B563
(perteneciente al filogrupo 3 en vez del al 1) y S. costicola subsp. costicola
(perteneciente al filogrupo 4 en vez de al 3). Esto se podria traducir en un
fenomeno de transferencia horizontal de genes y posterior recombinacién
(Figura IV.08 [A]).

recA

Las filogenias basadas en el gen recA son las que muestran una topologia
mas dispar con respecto a las de los otros genes. Los filogrupo 3 y 4 se
encuentran bien definidos y conservados, con altos valores de soporte de
rama. En cambio, el gen no dio buen resultado en la delimitacion de los dos
grupos filogenéticos 1y 2, ambos sostenidos por un soporte de rama del 94
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%, no muestran una clara diferenciacion Al igual que en el caso del gen gyrB,
existen ciertas cepas que no se sitdan en el mismo filogrupo con respecto al
arbol concatenado, como son la cepa Salinivibrio sp. ML198 (que se sitia en
el filogrupo 1 en vez del 2); Salinivibrio sp. AR654, ML279, ML288 ML337 y
ML338 (que se situa en el filogrupo 2 cuando en el concatenado pertenecen
al filogrupo 1). Estas diferencias podrian deberse a eventos de
recombinacion (Figura IV.08 [B]).

rpoA

En las filogenias obtenidas en base a este gen se pueden apreciar los
filogrupos 3 y 4 altamente definidos y conservados con valores de boostraps
elevados (99 % para ambos filogrupos). Mientras que los filogrupo 1y 2 no
se diferencian con claridad, aparentando ser un Unico filogrupo. Por otro
lado, llama la atencion que la cepa S. sharmensis DSM 181827 se encuentre
formando parte del filogrupo 2 y no en una rama aparte como ocurre en el
arbol concatenado. En caso de las cepas Salinivibrio sp. ML279 y ML289,
ambas se encuentran en el filogrupo 1, perteneciendo realmente al filogrupo
2; y la cepa Salinivibrio sp. ML288 que se encuentra situada en el filogrupo 2
en vez del 1. Todo esto debido a posibles fendmenos de recombinacion
(Figura Iv.08 [C]).

rpoD

En cuanto a la filogenia obtenida con este gen, se pueden observar cuatro
filogrupos, por un lado los filogrupos 3 y 4 que se agrupan de forma robusta
con un soporte de rama del 99 % en ambos casos. En cuanto a los filogrupos
1 y 2, ambos se encuentran soportados por un boostrap del 99 %, y el
filogrupo 2 por un soporte de rama del 80%. En cuanto a eventos de
transferencia horizontal se encuentran las cepas Salinivibrio sp. ML288,
ML321 y ML331, situadas en el filogrupo 2 en vez del 1; y de forma especial
destacar las cepas tipo S. sharmensis DSM 181827 que se encuentra dentro
del filogrupo 3 en vez de posicionarse sola; y la cepa tipo S. costicola subsp.
costicolaDSM 114037 que se encuentra sola sin asociarse a ningun filogrupo
(Figura Iv.08 [D])

170



(A). gyrB

99,

74,

99,

a4

5
3

Salinivibrio sp. ML328A (LT717158)
Salinivibrio sp. ML328B (LT706378)
Salinivibrio sp. ML318 (LT717155)
Salinivibrio sp. ML200 (LT706354)
Salinivibrio sp. AR654 (LT706363)
Salinivibrio sp. AL213 (LT717134)
Salinivibrio sp. AL209 (LT717132)
Salinivibrio sp. AL210 (LT717133)
Salinivibrio sp. ML288 (LT706376)
Salinivibrio sp. ML276 (LT717150)
Salinivibrio sp. ML329 (LT717159)
Salinivibrio sp. MA421 (LT717147)
| Salinivibrio sp.1B203 (LT706350)
Salinivibrio sp. ML199 (LT717149)
I:{Sali ivibrio sp. AL185 (LT706347)

Salinivibrio sp. 1B338 (LT717139)
Salinivibrio sp. ML320 (LT717145)
Salinivibrio sp. AL184 (LT717131)
Salinivibrio sp. 1B560 (LT706351)
Salinivibrio sp. 1C202 (LT706374)
Salinivibrio sp. ML316 (LT706379)
o Salinivibrio sp. ML330 (LT717160)
Salinivibrio sp. ML331 (LT706380)
Salinivibrio sp. ML328 (LT706377)
7| Salinivibrio sp. ML337 (LT717162)
Salinivibrio sp. |B283 (LT706368)
" Salinivibrio sp. ML338 (LT717163)
lgg| Salinivibrio sp. ML201 (LT706355)
Salinivibrio sp. ML316 (LT717164)
Salinivibrio sp. ML332 (LT717161)

Salinivibrio sp. IC317 (LT706375)

Salinivibrio sp. ML279 (LT706356)
Salinivibrio sp. ML278 (LT717162)
[~ Salinivibrio sp. 1B870 (LT717144)

Salinivibrio sp. ML289 (LT706358)
4 Salinivibrio sp. ML319 (LT717156)
Sellmwhno sp. ML277 (LT717151)
Salinivil

Salinivibrio sp. PR983 (LT717157)

Salinivibrio sp. ML321 (LT717179)
[Sali ivibrio sp. PR12 (LT706360)

Salinivibrio sp. PR6 (LT706383)

| Salinivibrio sp. PR11(LT706382)

Salinivibrio sp. PR943 (LT706385)

Salinivibrio sp. ML290 (LT717163)
Salinivibrio sp. CA7T62 (LT717136)
Salinivibrio sp. 1B557 (LT706369)
Salinivibrio sp. ML334 (LT706381)
Salinivibrio sp. ML336 (LT706359)
Salinivibrio sp. PR64 (LT706361)
Salinivibrio sp. PR63 (LT717181)
Salinivibrio sp. 1B8456 (LT706370)
Salinivibrio sp. 1B867 (LT706371)
Salinivibrio sp. 1B868 (LT717142)
Salinivibrio sp.|B869 (LT717143)
Salinivibrio sp. 1B871 (LT706372)
Salinivibrio sp. 1B873 (LT717180)

Salinivibrio sp. MA607 (LT706353)

791 Salinivibrio sp. AR647T (LT706362)
70" Salinivibrio sp. MA427 (LT717148)
Salinivibrio sp. 1B643 (LT717135)
Salinivibrio sp. MA440 (LT706352)
Salinivibrio sp. IB563 (LT717140)
Salinivibrio sp. MA351 (LT717146)

i it subsp.

Salinivibrio siamensis JCM 144727 (LT706364)

Salinivibrio sp. AR640 (LT706348)

Filogrupo 1

—— Salinivibrio sharmensis DSM 181827 (LT717137)

Salinivibrio sp. 1B574 (LT717141)
Salinivibrio sp. IB872 (LT706373)

Salinivibrio proteolyticus DSM 114037 (LT717138)

gg 37 Salinivibrio sp. PR919 (LT717165)
Sahmwbno sp. PR932 (LT706384)

rio la subsp. vaili:
Salinivibrio sp. PR5 (LT717164)

0.05

Vibrio cholerae N169617

tis DSM 82857 (LT706365)

Filogrupo 2

Filogrupo 3

i DSM 163597 (LT706349)
subsp. it DSM 114037 (LT706366)

Filogrupo 4
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Figura IV.08. Arboles filogenéticos obtenidos por el método de neighbour-joining basados
en la comparacion de las secuencias de los genes gyrB (A), recA (B), rpoA (C) y rpoD (D), en
los que se muestra la posicion filogenética de las cepas aisladas y cepas tipo del género
Salinivibrio. Los circulos negros indican los nodos que se mantienen en los arboles
generados utilizando los algoritmos maximum-parsimony y maximum-likelihood. En los
nodos se indican los valores de bootstrap superiores al 70 %. Como outgroup se ha
utilizado la cepa tipo de Vibrio cholerae N169617. La escala representa el nimero de

sustituciones por nucleétido.

174

subsp. is DSM 82857(LT717231)
Salinivibrio sp. PR932 (LT706443)
inivibric i subsp. i DSM 114037(LT706453)
Vibrio N169617



IV. Resultados y Discusion

En comparaciéon con el arbol del gen ARNr 16S, los arboles filogenéticos
obtenidos de las secuencias individuales de los genes housekeeping
presentaron, de forma general, filogrupos congruentes. Estos arboles
mostraron una mayor resolucion que el arbol obtenido por el gen ARNr 16S,
aunque no la suficiente para ser capaz de discriminar todas las especies
identificadas por el arbol concatenado. Existen algunas incongruencias entre
estos arboles como por ejemplo, la relacién entre los filogrupos 1y 2, de los
arboles obtenidos por los genes recA y rpoA que no mostraron una clara
diferenciacién. En cuanto a la relacion con el filogrupo 3; ésta sigue sin
resolverse. Podria deberse a la estrecha relacion entre los filogrupos 1y 2
que obligue la presencia de los filogrupos 3 y 4. Estas observaciones
sugieren que ambos genes (recA y rpoA) podrian estar sujetos a eventos de
transferencia horizontal de genes (HGT) durante su historia evolutiva, por lo
que la filogenia de un solo gen puede confundir la identificacion de taxones.
Estd claro que la filogenia de un solo gen houseekeping debe ser
interpretada como tal y no debe utilizarse para representar la filogenia de
los organismos.

Para cada gen individual, la filogenia se conservaba de manera general;
aunque algunas cepas cambiaban de posicién con respecto al arbol
concatenado. Estas diferencias podrian deberse a diferentes historias
evolutivas de cada uno de los genes como reordenamientos intragenémicos
o transferencia horizontal de genes y eventos de recombinacion. Estas
variaciones estan marcadas en azul en los arboles filogenéticos individuales
(Figuras 1v.07).

Por otro lado, se calcularon los porcentajes de semejanza nucleotidica a
nivel intrafilogrupo e interfilgrupo para los distintos genes individuales y
concatenados se indican en la Tabla IV.6.

Tal y como se puede observar para cada gen individual, la semejanza
intrafilogrupo es bastante elevada, siendo en todos los casos, el filogrupo 1
el que mayor rango posee, lo que se traduce en que posee una mayor
variabilidad intraespecie.
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Tabla IV.6. Porcentajes de semejanza a nivel intrafilogrupo (negrita) e interfilgrupo para las

secuencias individuales y concatenadas de los genes gyrB, recA, rpoA'y rpoD de las cepas

aisladas y cepas tipo del género Salinivibrio.

gyrB 1 2 S. sharmensis 3 4
Filogrupo 1 79,3-100 %
Filogrupo 2 91,5-100 % 95,0-100 %
S. sharmensis 81,4-93,3 % 91,7-93,3 % --
Filogrupo 3 76,5-98,1% | 78,0-87,3 % 79,9-85,4 % 81,7-100 %
Filogrupo 4 79,9-81,7% | 79,5-81,1% 81,1-81,7 % 78,9-87,5% | 97,8-100 % |
recA 1 2 S. sharmensis 3 4 |
Filogrupo 1 84,8-100 %
Filogrupo 2 91,9-100 % 95,0-100 %
S. sharmensis 92,6-97,4 % 95,9-97,4 % --
Filogrupo 3 76,0-86,6 % | 85,8-87,4% 85,8-86,3 % 98,4-100 %
Filogrupo 4 83,6-88,3 % 83,6-86 % 84,8-85,7 % 82,2-84,1% | 92,6-100 % |
rpoA 1 2 S. sharmensis 3 4 |
Filogrupo 1 98,1-100 %
Filogrupo 2 97,6-100 % 98,4-100 %
S. sharmensis 98,0-989 % | 98,5-99,5% --
Filogrupo 3 94,1-97,6 % | 95,2-96,6 % 94,9-96,1 % 99,4-100 %
Filogrupo 4 94,7-97,0% | 95,9-97,0% 96,1-96,6 % 94,5-95,9 % 99,1-100% |
rpoD 1 2 S. sharmensis 3 4 |
Filogrupo 1 95,3-100 %
Filogrupo 2 94,7-100 % 98,4-100 %
S. sharmensis 86,9-88,5% | 87,4-88,1% --
Filogrupo 3 81,9-884 % | 81,8-99,9% 87,9-100 % 80,2-100 %
Filogrupo 4 82,2-87,0% 81,4-88,0 % 81,3-82,6 % 81,3-87,0% | 92,5-100 %
Genes 3
1 2 S. sharmensis 3 4
concatenados
Filogrupo 1 97,0-100 %
Filogrupo 2 95,0-98,8% 98,4-100%
S. sharmensis 92,4-95,1 % 92-96 % -
Filogrupo 3 86,0-89,0 % | 87,2-957 % 87,6-91,3 % 98,4-100%
Filogrupo 4 84,9-88,0% | 85,7-91,6 % 86-86,8 % 84,8-88,0 % 97,0-100%

En comparaciéon con los genes individuales, la concatenacién de éstos,

muestra unos valores mas robustos, siendo en todos los casos superiores al
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IV. Resultados y Discusion

97 % dentro de un mismo filogrupo (nivel intrafilogrupo); e inferiores al 97
% entre filogrupos; se observa una excepcion cuando se compara el
filogrupo 1 con el 2, con un valor que supera el 97 %; 98,8 %; este valor se
corresponde con una las cepas.

Segun los valores de variabilidad intrafilogrupo, el gen rpoA es el que parece
que mayor resolucién posee ya que sus valores estdan mas cercanos a los
observados cuando se utilizan los cuatro genes. Pero si hacemos uso de los
arboles filogenéticos, el arbol individual del gen gyrB es el que por
topologia, mas se asemeja al arbol concatenado del MLSA.

1V.2.2.3. Conclusion del estudio MLSA

En el arbol concatenado, todos los filogrupos mencionados se encontraban
soportados por valores de bootstrap mas altos que en los arboles
individuales; constituyendo por tanto arboles mas robustos. Esto apoya la
idea de Wertz y col., (2003) que defendian que, mientras méas secuencias se
concatenaban, la influencia de los genes con una sefial inusual se reducia y
por tanto la sefal filogenética comudn se veia reforzada, como lo demuestra
el aumento de los valores de soporte de rama.

En este estudio se utilizaron un total de 4 genes housekeeping; este nUmero
de genes se considera un equilibrio entre la confianza de los resultados y la
reduccién de costo y tiempo. Urbanczyk y col., (2007) propusieron un nuevo
género, Aliivibrio, para acomodar Vibrio fischeri y especies estrechamente
relacionadas. Para este trabajo se secuenciaron varios genes (recA, rpoA,
pyrH, gyrB 'y ARNr 16S), la secuencia concatenada se analizo
filogenéticamente, apoyando la propuesta de un nuevo taxon.
Rameshkumar y col., (2008) realizaron el analisis filogenético de la secuencia
concatenada de cuatro genes, (ARNr 16S, rpoA, recA y pyrH) para la
descripcion de una nueva especie, Vibrio porteresiae. Estos estudios son
ejemplos de analisis previos de MLSA en los que se ha utilizado un pequefo
numero de genes housekeeping en la familia Vibrionaceae. De la Haba y col.,
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(2012) realizaron un estudio MLSA en la familia Halomonadaceae, la cual
incluye bacterias haléfilas pertenecientes a la clase Gammaproteobacteria, y
demostraron que un numero reducido de genes housekeeping mantenia
una resolucién similar en los arboles filogenéticos analizados.

Por otro lado, cada una de las secuencias tanto del gen ARNr 16S como de
los genes houseekeping, fueron depositadas, tanto de las cepas aisladas
como de las cepas tipo del género Salinivibrio. La tabla IV.7 recoge todos los
nimeros de acceso de GenBank/EMBL/DDBJ para el gen ARNr 16S y los
genes houseekeping.

Tabla IV.7. Relacion de cepas de Salinivibrio utilizadas en este estudio, y nimero de acceso
del GenBank / EMBL / DDBJ para los genes ARNr 16S, gyrB, recA, rpoAy rpoD.
En negrita se indican las cepas aisladas en este estudio. Entre paréntesis en negrita se muestran

los nimeros de acceso de las cepas tipo descritas segun su referencia.

ND: no determinado.

Cepa 16S ARNr gyrB recA rpoA rpoD
. . LT722673
S. costicola subsp. costicola (X74699) LT706366 LT706410 LT706502 LT706453
CECT 40597
. .. LT627802
S. costicola subsp. alcaliphilus AJ640132) LT706349 LT706408 LT717191 LT722645
DSM 190527 (
. . . LT722672
S. costicola subsp. vallismortis AFO57016 LT706365 LT717207 LT717190 LT717231
DSM 82857 ( )
, LT627803
S. proteolyticus DSM 190527 706409 LT706507 LT706466
p ly (DQ092443) LT717138 LT
. LT627804
S. sharmensis DSM 181827 LT717137 LT706387 LT722662 LT706452
(AM279734)
. . LT627805
S. siamensis JCM 144727 LT706364 LT706411 LT706508 LT717232
(AB285018)
Salinivibrio sp. AL184 LT627515 LT717131  LT706397 LT722660 LT706449
Salinivibrio sp. AL185 LT627737 LT706347 LT717206 LT706495 LT706463
Salinivibrio sp. AL209 LT627738 LT717132 LT706398 LT706506 LT706464
Salinivibrio sp. AL210 LT722647 LT717133 LT706388 LT717192 LT706439
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Cepa 16S ARNr gyrB recA rpoA rpoD
Salinivibrio sp. AL213 LT627740 LT717134 LT706386 LT717198  LT706450
Salinivibrio sp. AR640 LT627741 LT706348 LT706399 LT706496 LT706465
Salinivibrio sp. AR647 LT627742 LT706362  LT706406 ND ND
Salinivibrio sp. AR654 LT627743 LT706363 LT706394 LT706510 LT717230
Salinivibrio sp. CA762 LT627744 LT717136 ND LT706511  LT717229
Salinivibrio sp. 18203 LT627745 LT706350 LT706396 LT722671 LT706451
Salinivibrio sp. 18283 LT627739 LT706368 LT706414 LT706503 LT706476
Salinivibrio sp. 1B338 LT722650 LT717139  LT706415 LT706509  LT706477
Salinivibrio sp. 1B557 LT627747 LT706369 LT706395 LT706504 LT706455
Salinivibrio sp. IB560 LT627748 LT706351 LT706404 LT717189  LT717233
Salinivibrio sp. 1B563 LT722646 LT717140 LT706405 LT706513 ND
Salinivibrio IB574 LT627749 LT717141  LT706412 LT717188  LT706478
Salinivibrio 1B643 LT627750 LT717135 LT706389 LT706497 LT717234
Salinivibrio 1B845 LT722648 LT706370  LT722657 LT706416  LT706447
Salinivibrio 1B867 LT627751 LT706371 LT706391 LT706417  LT706448
Salinivibrio 1B868 LT627752 LT717142 LT706403 LT706418  LT706467
Salinivibrio 1B869 LT627753 LT717143  LT706402 LT706419  LT706462
Salinivibrio IB870 LT627754 LT717144 LT706392 LT706420 LT706472
Salinivibrio IB871 LT627755 LT706372 LT706393 LT706421 LT706468
Salinivibrio 1B872 LT627756 LT706373 LT706401 LT706422 LT706473
Salinivibrio IB873 LT627757 LT717180 LT706400 LT706423  LT706469
Salinivibrio 1C202 LT627758 LT706374 LT717209 LT717194  LT706459

179




Cepa 16S ARNr gyrB recA rpoA rpoD
Salinivibrio 1317 LT627759 LT706375 LT717208 LT717197 LT706474
Salinivibrio MA351 LT627760 LT717146  LT717210 LT717196  LT706470
Salinivibrio MA421 LT627761 LT717147 LT717166 LT717186  LT722642
Salinivibrio MA427 LT627762 LT717148 LT717167 LT717185 LT706479
Salinivibrio MA440 LT627763 LT706352 LT717168 LT722670 LT706471
Salinivibrio MA607 LT627764 LT706353  LT717211 LT717195  LT706480
Salinivibrio ML198 LT627765 LT706357 ND LT722668 LT722643
Salinivibrio ML199 LT627766 LT717149  LT722659 ND LT722644
Salinivibrio ML200 LT627767 LT706354 LT717212 LT717184  LT706494
Salinivibrio ML201 LT627768 LT706355 LT717213  LT706425 ND
Salinivibrio ML276 LT627769 LT717150 LT717214 LT706426 LT706486
Salinivibrio ML277 LT627770 LT717151  LT717215 LT717199 LT717236
Salinivibrio ML278 LT627771 LT717152  LT722656 LT706424 LT717237
Salinivibrio ML279 LT627772 LT706356 ND LT717200 LT706484
Salinivibrio ML288 LT627773 LT706376  LT717216 LT717175 LT706485
Salinivibrio ML289 LT627774 LT706358 LT717217 LT706514 LT706446
Salinivibrio ML290 LT627775 LT717153  LT717173  LT717201  LT706445
Salinivibrio ML315 LT722649 LT717154  LT717218 LT706427 LT706454
Salinivibrio ML316 LT627776 LT706379 LT717172 LT706428 LT717235
Salinivibrio ML318 LT627777 LT717155  LT717171  LT717203  LT717243
Salinivibrio ML319 LT627778 LT717156  LT717170  LT717202 LT717244
Salinivibrio ML320 LT627779 LT717145  LT717219 LT717204  LT706460
Salinivibrio ML321 LT627780 LT717179 ND LT717205  LT706461
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Cepa 16S ARNr gyrB recA rpoA rpoD
Salinivibrio ML328 LT627782 LT706377 ND LT722661  LT717239
Salinivibrio ML328A LT627783 LT717158  LT717221  LT706500 LT706493
Salinivibrio ML328B LT627784 LT706378 LT717222  LT706505 LT706492
Salinivibrio ML329 LT627785 LT717159 ND LT706499  LT706491
Salinivibrio ML330 LT627786 LT717160 ND LT706429  LT717240
Salinivibrio ML331 LT627787 LT706380 LT722655 LT706431 LT706458
Salinivibrio ML332 LT627788 LT717161  LT717224 LT706432 LT706444
Salinivibrio ML334 LT722651 LT706381 LT722654 LT706433 LT706482
Salinivibrio ML336 LT627789 LT706359 LT717169 LT706430 LT706488
Salinivibrio ML337 LT627790 LT717162  LT722653 LT722667 LT706481
Salinivibrio ML338 LT722652 LT717163  LT717225 LT722664 LT706457
Salinivibrio PR11 LT627793 LT706382 LT717226 LT706435 LT717242
Salinivibrio PR12 LT627794 LT706360 LT717227 LT706436 ND
Salinivibrio PR5 LT627791 LT717164  LT717177 LT706434  LT706489
Salinivibrio PR6 LT627792 LT706383 LT717178 LT722663 LT717241
Salinivibrio PR63 LT627796 LT717181  LT722658 ND LT706456
Salinivibrio PR64 LT627797 LT706361 ND LT717182  LT706441
Salinivibrio PR919 LT627798 LT717165 LT717176  LT722666 LT706442
Salinivibrio PR932 LT627799 LT706384 LT717220 LT706437 LT706443
Salinivibrio sp. PR943 LT627800 LT706385 LT717228 LT722665 LT706440
Salinivibrio sp. PR983 LT627801 LT717157 LT717223  LT706438  LT706490
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IV.3. HIBRIDACION ADN-ADN (DDH)

Con el fin de validar el estudio MLSA, realizado para la identificacion y
clasificacion especies del género Salinivibrio, éste debe de ser
correlacionado con la hibridacion ADN-ADN (DDH), técnica estandar
utilizada desde la década de 1960 para determinar la relacion entre cepas y
que todavia se considera como el criterio mas importante en la delineacion
de especies procariotas (Al-Saari y col., 2015, Glaeser y Kampfer y col., 2015,
Dubert y col., 20164, b).

IV.3.1. Interpretacion de los resultados de la hibridacion ADN-ADN

Para este estudio se seleccionaron treinta y tres cepas, incluyendo las cepas
tipo S. costicola subsp. costicola DSM 114037, S. costicola subsp. alcaliphilus
DSM 163597, S. costicola subsp. vallismortis DSM 82857, S. proteolyticus DSM
114037, S. sharmensis DSM 181827y S. siamensis JCM 144727, asi como otras
cepas representativas de cada filogrupo, siguiendo el patrén obtenido por la
filogenia de las secuencias concatenadas. Estas cepas se encuentran
marcadas en verde en el arbol concatenado del MLSA (Figura IV.09).

La Tabla IV.8 muestra los valores de DDH para las cepas de Salinivibrio
incluidas en este estudio. De cada filogrupo se seleccioné una cepa a la cual
se le realizd el marcaje radioactivo (AL184T para el filogrupo 1, S. siamensis
JCM144727 para el filogrupo 2, S. costicola. subsp. costicola DSM 114037
para el filogrupo 3 y S. costicola subsp. vallismortis DSM 82857 para el
filogrupo 4). Se realizaron un total de 4 hibridaciones, una por cada
filogrupo. Los valores de DDH para las cepas dentro del mismo filogrupo
siempre fueron superiores al 70%, valor establecido como limite para la
delineacion de especies (Wayne y col., 1987; Stackebrandt y Goebel, 1994);
confirmando por tanto, que todas estas cepas conforman una misma
especie. Mientras que, cuando se comparaban cepas de diferentes
filogrupos los valores siempre fueron inferiores al 70%, indicando que cada
uno de los filogrupos constituia especies diferentes.
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Figura IV.09. Arbol filogenético basado en la comparacién de la secuencia concatenada de
los genes gyrB, recA, rpoAy rpoD obtenido por el método neighbour-joining en el que se
muestra la posicion filogenética de la coleccion de cepas aisladas y las cepas tipo del
género Salinivibrio. Los circulos negros indican los nodos que se mantienen en los arboles
generados utilizando los algoritmos maximum-parsimony y maximum-likelihood. En los
nodos se indican los valores de bootstrap superiores al 70 %. Como outgroup se ha

utilizado la cepa tipo de Vibrio cholerae N169617. La escala representa el nimero de
sustituciones por nucleétido.
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Tabla IV.8. Valores de la hibridacion ADN-ADN dentro de cada filogrupo del género
Salinivibrio y entre cepas representativas de cada filogrupo.

1: Salinivibrio sp. AL184; 2: S. siamensis JCM 144727, 3: S. costicola subsp. costicola DSM 11403T;
4. S. costicola subsp. vallismortis DSM 8285T.

Valores DDH dentro de cada filogrupo Rango hibridacién (%)
Filogrupo 1 72-100
Filogrupo 2 80-98
Filogrupo 3 72-100
Filogrupo 4 72-98

70 75 80 85 90 95 100
Valores DDH entre cepas representativas de cada filogrupo 1 2 3 4
Salinivibrio sp. AL184 ( Filogrupo 1) 100 35 17 44
S. siamensis JCM 144727 (Filogrupo 2) 17 100 47 23
S. sharmensis DSM 181827 8 60 30 29
S. costicola subsp. costicola DSM 114037(Filogrupo 3) 28 17 100 15
S. costicola subsp. vallismortis DSM 82857 (Filogrupo 4) 37 34 17 100

Segun las hibridaciones ADN-ADN, se pueden diferenciar un total de cinco
especies; cuatro de ellas corresponden a los filogrupos anteriormente
establecidos mediante el estudio MLSA, y una especie, S. sharmensis DSM
181827, la cual no ha sido posible asociarla con ninguna cepa aislada. Por
tanto, se concluye que las diez cepas pertenecientes al filogrupo 1
constituyen una nueva especie; que sera descrita en el apartado X de
Resultados y Discusion; las seis cepas del filogrupo 2 conforman la especie S.
siamensis JCM 144727, las nueve cepas que forman el filogrupo 3
constituyen a las subespecies S. costicola subsp. costicola DSM 114037 (cepa
tipo del género Salinivibrio) y S. costicola subsp. alcaliphilus DSM 16359T.
Mientras que en el filogrupo 4 las siete cepas, cinco de ellas aislados,
conforman una sinomia entre las especies S. costicola subsp. vallismortis
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IV.Resultados y Discusion

DSM 82857 y S. proteolyticus DSM 114037, este tema se discutira en el
apartado IV.11 de Resultados y Discusion.

IV.4. CORRELACION ENTRE LA TECNICA MLSA Y LA DDH

Una vez obtenidos los valores de DDH, se ha calculado la correlacion entre
la matriz de datos de la DDH y las matrices de similitud correspondientes a
los cuatro genes individuales y los cuatro genes concatenados. Estas
variables correlacionadas han presentado una distribucion normal de los
valores, por lo que se ha aplicado Unicamente el coeficiente de correlacion
de Pearson. En cada correlaciéon se han analizado 33 parejas de valores. Los
coeficientes obtenidos respecto a la DDH han sido: 0,48 (gyrB); 0,55 (rpoD);
0,55 (ARNr 16S): 0,78 (rpoA); 0,8 (recA) y 0,84 (cuatro genes concatenados).
Este resultado apoya la idea de Konstantinidis y col, (2006) de que la
concatenaciéon de genes, en lugar de un solo gen, predice con mayor
precision las relaciones entre organismos. La relacién entre la DDH vy el
MLSA resultado de la concatenacién de cuatro genes se describié mediante
un modelo de regresién lineal. La Figura IV.10 muestra un coeficiente de
correlacién de 0,69 entre ambas técnicas. El valor de DDH del 70 %
(porcentaje establecido como valor actual de delineacién de especies), se
correspondia con el valor de semejanza del 97% para el MLSA. En
consecuencia, la semejanza de estos cuatro genes housekeeping del 97 %
podria considerarse como punto de corte para las especies dentro del
género Salinivibrio, lo que sugierte que, especies con similitud de secuencia
(en base a estos cuatro genes), igual o inferiores al 97 %, deberan asignarse
como especies diferentes.
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Figura IV.10. Relacién entre valores de hibridacion ADN-ADN y valores de
similitud génica de los genes gyrB, recA, rpoAy rpoD concatenados.

Hasta la fecha, son numerosos los estudios realizados en el género Vibrio
que hayan validado los analisis de MLSA con la técnica de hibridacion ADN-
ADN (Pascual y col., 2010; Al-saari y col., 2015; Dubert y col., 2016; Steinum y
col., 2016; Doi y col.,, 2017); pero ninguno se ha realizado en el género
Salinivibrio.

En 2008, Martens y col., validaron en el género E£nsifer, la técnica MLSA
basada en los genes atpD, dnaK;, gap, g/nA, gltA, gyrB, pnp, recA, rpoB, thrC
y el ARNr 16S con la DDH. Los valores de correlacién obtenidos fueron
desde 0,78 (ARNr 16S) a 0,92 (con los genes recA, rpoB, gyrB, dnak, ginA,
gltA'y thrC concatenados). En 2010, Pascual y col., correlacionaron la técnica
MLSA basada en los genes recA, rpoD, pyrH, gyrB, toxR, rctBy el ARNr 16S
con la DDH en el género Vibrio. Los valores de correlaciéon oscilaron desde
0,46 (ARNr 16S) a 0,84 (con los siete genes concatenados). Un motivo por el
que pueden existir discrepancias en los valores de correlacién obtenidos en
los diferentes estudios, incluso analizando los mismos genes, es que éstos
pueden presentar historias evolutivas diferentes en los distintos grupos
taxondmicos. De esta forma, si un gen ha sufrido THG, puede que el valor de
correlacion obtenido se vea afectado. Ademas, hay que tener en cuenta los
diversos factores implicados en los experimentos de DDH, donde los valores
obtenidos pueden variar segun la metodologia aplicada e incluso aplicando
la misma metodologia.

186



IV.Resultados y Discusion

Nuestro estudio indica que la concatenacién de los genes housekeeping
proporciona una delineacién robusta de especies que al menos es
equivalente a la hibridacion ADN-ADN (Martens y col., 2008, Pascual y col.,
2010, Marti y Balcazar, 2015). Sin embargo, la eleccion de los genes
housekeeping es de gran importancia pues no todos son realmente Utiles en
todos los grupos taxondémicos, sobre todo si las cepas que se estan
analizando pertenecen a especies muy cercanas. Este estudio ha mostrado la
importancia de incluir un nimero razonable de cepas por especie, y no
Unicamente las cepas tipo, pues de esta manera se puede medir la
variabilidad intraespecifica y compararla con la interespecifica.

Los rangos de las similitudes de secuencia intraespecificas que se han
obtenido han sido: 97-100 % (gyrB); 96.2-100 % (recA); 96.5-100 % (rpoA);
96-100% (rpoD) y 97,9-99,9 % (cuatro genes concatenados). Los rangos de
las similitudes de secuencia interespecificas han sido: 77,7-93,3 % (gyrB);
79,7-98,2 % (recA);, 94,1-99,8 % (rpoA); 81,4-99,7 % (rpoD) y 80-97,5 %
(cuatro genes concatenados). La Figura IV.11 muestra la resolucién
taxondmica de cada gen, definida como el grado de solapamiento o hueco
que se crea entre la distancia intraespecifica maxima y la distancia
interespecifica minima, representada como porcentaje de las similitudes
génicas. La concatenacion de los cuatro genes housekeeping propuestos es
la mejor eleccion de proceder en futuros estudios debido a la falta de
resolucion de los andlisis de un solo gen y sus distintas posibilidades de
THG.

Concatenado
100 gyrB recA rpoA rpoD 4 genes
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Figura IV.11. Resolucién taxonémica en relacion al rango de similitudes
(%) intraespecificas (negro) e interespecificas (gris).
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IV. 5. TECNICAS DE TIPIFICACION MOLECULAR

Los microorganismos extremdfilos a menudo demuestran patrones de
evolucion que reflejan sus origenes geograficos, esto junto con el MLSA han
sido capaces de discernir influencias biogeogréficas, incluso entre cepas
pertenecientes a la misma especie (Papke y col., 2003; Rosell6-Mora y col.,
2008). Sin embargo, nuestro analisis MLSA no obtuvo un patrén geografico
convincente. Quizas una de las razones fue que la mayoria de las cepas
procedian de regiones del litoral espafol facilitando la migracion entre los
sitios. Alternativamente, el MLSA no era lo suficientemente sensible como
para separar, segun el sitio de aislamiento, las poblaciones de Salinivibrio.
Estudios previos han demostrado que la "huella gendmica” es una
herramienta util para descifrar patrones geograficos entre las cepas (Cho y
Tiedje, 2000), por lo que procedimos a realizar un analisis similar a nuestra
coleccion de cepas de Salinivibrio. Ademas, teniendo en cuenta que
tenemos pequenas colecciones de cepas de un mismo sitio de aislamiento
queriamos descartar la posibilidad de que se tratasen de clones y no de
cepas distintas.

En este estudio se incluyeron las setenta cepas aisladas como las especies
descritas del género Salinivibrio.

A partir de células crecidas en SW a 37 °C durante 24-48h se llevé a cabo la
extraccién, purificacion y cuantificacion del ADN gendmico siguiendo la
metodologia descrita en el punto II.2.1 de Material y Métodos. Las
amplificaciones y los analisis de los perfiles electroforéticos obtenidos se
realizaron siguiendo la metodologia expuesta en el apartado II1.6.1 de
Material y Métodos.

Se probaron diferentes cebadores para rep-PCR: (GTG)5, ERIC y BOX-ATR.
Finalmente, el que mejor resultado y reproducibilidad facilité fue el cebador
BOX-AT1R, el cual seleccionamos para la realizacién de este estudio. Como
cabe esperar, la técnica que ofrece perfiles mas sencillos es la que mayor
reproducibilidad presenta, de manera que las técnicas con perfiles
electroforéticos mas complejos presentan valores de reproducibilidad mas
bajos. Muchas veces, la falta de reproducibilidad en las técnicas de tipado
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IV.Resultados y Discusion

molecular se puede explicar por la falta de estandarizacion en la
metodologia y en el material utilizado en los estudios, por ello, es muy
importante utilizar siempre el mismo programa de amplificacién, T7ag
polimerasa, concentracion de nucleétidos, etc.,, pues es la manera de poder
comparar geles en diferentes condiciones. Ademas, la reproducibilidad
también se correlaciona directamente con las condiciones de amplificacion
utilizadas. Cuando se utilizan condiciones poco restrictivas (baja temperatura
de annealing y altas concentraciones de Mg?*) el nivel de reproducibilidad
minima se va reduciendo puesto que se incrementan las uniones
inespecificas entre el/los cebador/es y el ADN gendmico.

La reproducibilidad se ha constatado llevando a cabo por triplicado el
proceso de amplificacion de cada una de las 76 cepas analizadas. Los
patrones de bandas fueron evaluados mediante el software Phoretix 1D Pro
que elabor6 un dendrograma UPGMA de los perfiles electroforéticos (Figura
IvV.12).

El analisis gendmico de fingerprinting se realizé de manera individual para
cada cepa de referencia asi como para cada aislado ambiental. Nuestros
resultados demostraron que, cepas estrechamente relacionadas que se
encontraban en un mismo filogrupo segun el andlisis MLSA, mostraron
patrones de bandas con considerables variaciones, muchos de las cuales
eran disimiles entre si. Desafortunadamente, los patrones de bandas
obtenidos por la rep-PCR no diferenciaban fiablemente los mismos
filogrupos obtenidos por el estudio MLSA, y ademas, las cepas no se
agrupan segun un criterio concreto, ni si quiera segun su lugar de
aislamiento. Debido a que esta técnica de tipificacion molecular no
presentaba filogrupos, es dificil concluir que en el género Salinivibrio, el
endemismo no existe. Ademas, este analisis detallado de los patrones de
bandas puso de manifiesto que los perfiles electroforéticos presentan
algunas diferencias, lo que indicaria que no proceden de un mismo clon,
tratandose de cepas distintas.

Este estudio de tipificacion molecular, apunta a procesos altamente
dinamicos que generan una gran variacibn gendmica entre las cepas de
Salinivibrio, lo que sugiere que la ganancia y pérdida de genes asi como los

189



reordenamientos gendémicos pueden haber desempefiado papeles
significativos en su reciente evolucion lo que pueden haber enmascarado
evidencias de patrones geograficos si existieran.

Leyenda:
# Santa Pola ® isla Cristina
@ Aragonesas @ La Malahd
1,0 , ) Bafiaderos @ Mallorca
1 ’ Isla Bacuta Puerto Rico

Figura IV.12. Dendrograma basado en los datos de Rep-PCR BOX-A1R., donde se comparan
las cepas aisladas y las cepas tipos del género Salinivibrio. El analisis se ha basado en el
coeficiente de correlacion de Pearson de las curvas densitométricas, aplicando el algoritmo
aglomerativo de UPGMA. Los nimeros mostrados en los nodos representan los
coeficientes de correlacion cofenéticos. Cada lugar de aislamiento se representa por un
color diferente segun la leyenda.
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IV.6. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LAS CEPAS

Dentro del estudio polifasico que se realiza para la definicién de una especie
procariota, se encuentra la caracterizacion fenotipica. Muchas de los ensayos
llevados a cabo en esta caracterizacién pueden verse afectados por las
condiciones del cultivo y de la metodologia utilizada; por ello, hay que
recalcar, que se debe realizar un estudio experimental comparativo con las
especies objeto de estudio incluyendo la especie tipo del género y de la
especie con la que se encuentra mas relacionada desde un punto de vista
filogenético y en las mismas condiciones experimentales (Tindall y col.,
2010).

IV.6.1. Caracteristicas morfolégicas

Las células de éste género presentan una pared celular tipica de bacterias
Gram-negativas, éstas presentaron una morfologia en forma de bacilos
delgados y curvados con un flagelo polar en uno de los extremos lo que le
concede la propiedad de méviles. El tamafio de estas células oscila en torno
a 2,3-3,5 ym de longitud y con un ancho no superior a 0,8 um. Las colonias
presentan forma esférica con unas medidas inferiores a 3mm, con una
pigmentacién color crema en la mayoria de los casos.

IV.6.2. Caracteristicas fisiologicas

Con respecto a las caracteristicas fisioldgicas, se determiné el crecimiento en
anaerobiosis de las setenta y seis cepas comprobandose que crecen en
ausencia de oxigeno, otorgandole a este género la caracteristica de
anaerobio facultativo, ya que también crecen en presencia de oxigeno. Por
otro lado, se seleccionaron un grupo de cepas de cada uno de los
filogrupos, las mismas a las que le realizamos la hibridacion ADN-ADN en el
apartado anterior, y se les determindé su rango salino, de pH y de
temperatura; estos rangos se muestran en la Tabla IV.9.

Finalmente se concluy6 que la concentracion 6ptima de sales totales era
7,5 % (p/v); el pH optimo oscilaba entre 7,2-7,4; y la temperatura 6ptima
de crecimiento se fijo en 37 °C.
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Tabla IV.9. Rango salino, de pH y de temperatura de una seleccion de cepas del género

Salinivibrio.
Cepa Rango salino Rango pH Rango temperatura

(%, p/v) (°C)
Salinivibrio sp. AL184 2-20 5-10 17-48
Salinivibrio sp. 1B560 2-20 5-9 20-48
Salinivibrio sp. 1B563 2-20 5-9 17-47
Salinivibrio sp. 1C202 3-19 5-10 18-48
Salinivibrio sp.1C317 2-20 5-10 17-49
Salinivibrio sp. MA421 2-20 5-10 17-47
Salinivibrio sp. ML277 3-19 5-10 19-48
Salinivibrio sp. ML318 3-20 5-10 20-47
Salinivibrio sp. ML328A 4-20 5-10 19-48
Salinivibrio sp. ML331 4-19 >-10 19-47
Salinivibrio sp. 1B868 2-21 6-10 18-49
Salinivibrio sp. 1B870 2-20 5-10 20-48
Salinivibrio sp. ML198 2-20 6-10 19-47
Salinivibrio sp. ML290 2-20 5-10 18-49
Salinivibrio sp. PR6 2-21 5-10 19-47
S. siamensis JCM 144727 2-20 5-10 18-47
S. sharmensis DSM 181827 3-20 510 19-46
Salinivibrio sp. AR640 2.20 5.10 18-46
Salinivibrio sp. AR647 2.21 5.9 19-49
Salinivibrio sp. 1B643 3-20 6-10 19-46
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Cepa Rango salino Rango pH Rango temperatura

(%, p/v) 9
Salinivibrio sp. MA351 2-21 5-10 20-48
Salinivibrio sp. MA427 3-19 5-9 19-49
Salinivibrio sp. MA440 4-21 5-10 20-46
Salinivibrio sp. MA607 3-20 5-10 18-49
S. cost. subsp. alcaliphilus DSM 163597 3-20 5-9 18-48
S. cost subsp. costicola DSM 114037 2-20 5-10 19-46
Salinivibrio sp. 1B574 3-20 5-9 20-47
Salinivibrio sp. 1B872 4-19 5.9 19-49
Salinivibrio sp. PR5 3-21 5-10 20-48
Salinivibrio sp. PR919 2-20 5-9 19-47
Salinivibrio sp. PR932 2-19 5.9 18-48
S.proteolyticus DSM 114037 2-20 5-10 18-47
S. cost. subsp. vallismortis DSM 82857 2-21 5-10 19-49

Una vez realizados estos rangos se pudo concluir que el rango salino de
estas cepas oscilo entre 2 y 21% de sales totales; el rango de pH entre 5y 10
y el rango de temperatura entre 17 y 49 °C. No se han observado unos
rangos fijos para cada filogrupo, siendo bastantes diversos los valores
dentro de «cada filogrupo; mostrando asi una gran variabilidad
intrafilogrupal.
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1V.6.3. Pruebas bioquimicas

Se llevaron a cabo las siguientes pruebas bioquimicas: catalasa, oxidasa,
reduccién de nitratos y nitritos; hidrélisis de almidén, esculina, ADN, caseina,
gelatina y Tween 80; prueba del rojo metilo y Voges-Proskauer; citrato de
Simmons, produccién de indol y la fenilalanina desamina. En cuanto a la
produccion de acidos a partir de carbohidratos, se emplearon los siguientes
azucares y alcoholes: D-arabinosa, esculina, fructosa, D-galactosa, glicerol,
D-glucosa, Lactosa, D-maltosa, manitol, manosa, rafinosa, ribosa, sacarosa,
D-trehalosa y D-xilosa.

En cuanto a las pruebas bioquimicas todas tienen las siguientes
caracteristicas: catalasa positiva y oxidasa positiva. No produjeron acidos la
esculina, la rafinosa y la D-xilosa. Los resultados de las pruebas bioquimicas
asi como de la produccién de acidos a partir de azucares y alcoholes se
muestran en las TablasIV.10 y IV.11.

En la Tabla IV.10, se pudo observar que la hidrélisis de ADN fue positiva para
las cepas pertenecientes al filogrupo 2 y 4. La hidrélisis de Tween 80 fue
negativa para todas las cepas del filogrupo 2 menos el aislado ML319; y para
todas las cepsa del filogrupo 3. La hidrélisis de almidén fue negativa para
todo el filogrupo 3 menos la cepa MA607. Citrato de Simmons fue negativa
para todo el filogrupo 3 menos la cepa AR647. La fenilalanina desaminasa
fue negativa para todas las cepas del filogrupo 4. La produccién de indol fue
negativa para todas las cepas que conforman el filogrupo 4 y el 3 menos la
cepa AR647.

Como cabria esperar las cepas que forman el filogrupo 1 son las que mayor
diversidad de resultados muestra debido a la gran cantidad de cepas que
conforma este filogrupo, un total de 34 aislados.

Se puede concluir que, cepas aisladas del mismo sitio geografico no poseian
la misma actividad enzimatica e incluso cepas pertenecientes al mismo
filogrupo tampoco.
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+: positivo; —: negativo; +/-: reaccion débil.

Tabla IV.10. Principales caracteristicas bioquimicas diferenciales de las cepas tipo y aisladas en este estudio del género Salinivibrio.

R AR EE KRR g 5w fF8 &
Salinivibrio sp. AL184 + - + - + - + - - + - + -
Salinivibrio sp. AL185 + + - + + - + - + - + - -
Salinivibrio sp. AL209 - - + - - - - - + + -
Salinivibrio sp. AL210 + + + - - - - - + - -
Salinivibrio sp. AL213 - - + - - + - + - ¥ -
Salinivibrio sp. AR654 - - + - - - - + - + -
Salinivibrio sp. 18203 - - + - - - - - + + -
Salinivibrio sp. 1B283 - - + - +/- - + + - + - -
Salinivibrio sp.1B338 - - + - - - + + - + -
Salinivibrio sp. IB560 + - + + + - - - + _ _
Salinivibrio sp. IB563 + - + - + + - - + + - +
Salinivibrio sp. 1C202 + - + - + - +/- - + + + -
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Salinivibrio sp.1C317 + - + + + + - - - + + + -
Salinivibrio sp. MA421 + - + + - - + - - + + - -
Salinivibrio sp. ML199 - - + - + - + + - + + - -
Salinivibrio sp. ML200 - - + + + + + + + - - - _
Salinivibrio sp. ML201 + + - - - - + + - + - + -
Salinivibrio sp. ML276 - - - + + - + +/- - + + - _
Salinivibrio sp. ML277 + - + - - - + + - + - - _
Salinivibrio sp. ML278 + + + - - - - + + - + - -
Salinivibrio sp. ML288 + - - - + + - - + - + - -
Salinivibrio sp. ML315 - - + - - - - - - + - + -
Salinivibrio sp. ML316 - - + - + - - - + - + + -
Salinivibrio sp. ML318 + - + + + + - - - + + - -
Salinivibrio sp. ML320 - - + + - - - - - + + + -
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Salinivibrio sp. ML328 - - - + - - - + - - + -
Salinivibrio sp. ML328A + - + - - + - - - + - ¥ -
Salinivibrio sp. ML328B - - + + - + + - - + - + -
Salinivibrio sp. ML329 + + + - - - - - - + - ¥ +
Salinivibrio sp. ML330 + + + - + - - - + - + - -
Salinivibrio sp. ML331 + - - - + - - - - + + + -
Salinivibrio sp. ML332 - - + - - - + - - + - + +
Salinivibrio sp. ML337 - - + - - - - - + - - + -
Salinivibrio sp. ML338 - - + - - - + - + - - + -
Salinivibrio sp. CA762 + + + - - - - - + - - _ _
Salinivibrio sp. IB557 + + + - + - + - + - - + _
Salinivibrio sp. 1B845 + - + - + - + + - - _
Salinivibrio sp. 1B867 - - + + + + - + - - _
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Salinivibrio sp. 1B868 + + + - - - + - + - - - -
Salinivibrio sp. 1B869 - - + + - - + - - + - - -
Salinivibrio sp. 1B870 - - + - - + + - + - - - _
Salinivibrio sp. IB871 - - + - + - + + - - .
Salinivibrio sp. 1B873 + + + - + + + + - - -
Salinivibrio sp. ML198 - - + + - - + + - + - -
Salinivibrio sp. ML279 + - + + + + + + - + + -
Salinivibrio sp. ML289 + + + - + - + - + + - _
Salinivibrio sp. ML290 + + + - - + - - + + _ _
Salinivibrio sp. ML319 + + + - + - + + - + + - -
Salinivibrio sp. ML321 - - + - - + + - + + - +
Salinivibrio sp. ML334 - - + - - - + + - - +
Salinivibrio sp. ML336 - - + - - - + + - - -
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Salinivibrio sp. PR11 + + + - - - + - + - - - +
Salinivibrio sp. PR12 - - + - + - - - + - - + -
Salinivibrio sp. PR6 + - + - - - + - + - - + _
Salinivibrio sp. PR63 - - + - + - - - - + - . .
Salinivibrio sp. PR64 - - + - + - - - + - - ¥ -
Salinivibrio sp. PR943 + - + - - + + - + - - - +
Salinivibrio sp. PR983 - - + - + - - - + + _ _
S. siamensis JCM 144727 - - + - + - + - + + - +
S. sharmensis DSM 181827 - - + + - - + - + + -
Salinivibrio sp. AR640 + + + - - - - + - - -
Salinivibrio sp. AR647 - - - - - - - - + + - +
Salinivibrio sp. 1B643 - - + - - - - - + + -
Salinivibrio sp. MA351 + + + - + + + + - + -
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G | Salinivibrio sp. MA427 + + + - + - - - + ; - _ _
R\ Salinivibrio sp. MA440 + + + - + - + - + - - - _
U\ Salinivibrio sp. MA607 + + + + + + - + - + N
P
o S. cost. subsp. alcaliphilus DSM 163597 + + - - - + - - + + -
3| S cost subsp. costicola DSM 114037 - - + - + - + - + - _
Salinivibrio sp. 1B574 - - + - - + - - + - -
F L
I Salinivibrio sp. 1B872 + + + - - + + + - _ _
L\ Salinivibrio sp. PR5 - - + + - - + - + - -
(o]
G| Salinivibrio sp. PR919 - - + - - - - + + - -
R . e . .
U Salinivibrio sp. PR932 - - + + + + - + - + - -
P\ Salinivibrio proteolyticus DSM 114037 + + + - + - + + - + + - -
(o]
4
- - + - + - + + - + - -

S. cost subsp. vallismortis DSM 82857




Tabla IV.11. Produccion de acidos a partir de carbohidratos y alcoholes de todas las cepas del género
Salinivibrio objeto de este estudio.
+: positivo; —: negativo; +/-: reaccién débil.
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[a] [a] (a]

Salinivibrio sp. AL184 - + - + + - +/- + + +
F | Salinivibrio sp. AL185 - + - + + - ¥ - - +
Salinivibrio sp. AL209 - + - + + - + + + +
Salinivibrio sp. AL210 - +/- - + + - + - + +
! Salinivibrio sp. AL213 - + - + + - + +/- - +
Salinivibrio sp. AR654 - + - + + - + + - +
Salinivibrio sp. 18203 - + - + + - + + - +
Salinivibrio sp. 1B283 - + - + + + + + - +
L Salinivibrio sp.1B338 - + - + + - + - - +
Salinivibrio sp. 1B560 - + - + + - + - - +
Salinivibrio sp. 1B563 + + - + + - + + - +
o Salinivibrio sp. 1C202 - + - + + - + + + +
Salinivibrio sp.1C317 - + + - + - + + + +
Salinivibrio sp. MA421 +/- + - + + - + + + ¥
Salinivibrio sp. ML199 +/- + - + + - + + + -
¢ Salinivibrio sp. ML200 +/- - +/- + - +/- + + - +
Salinivibrio sp. ML201 +/- + +/- + + +/- + + - -
Salinivibrio sp. ML276 +/- + +/- + + - + + - -
R | Salinivibrio sp. ML277 - + - - + + + + + -
Salinivibrio sp. ML278 - - - + - - - + - -
Salinivibrio sp. ML288 - + - - + - - + - +
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Salinivibrio sp. ML315 - + - + + - + - + - +
Salinivibrio sp. ML316 - + - - + - + + - + + +
Salinivibrio sp. ML318 - - - + - - + + - + + +
Salinivibrio sp. ML320 - + - + + - + + +/- - + +
Salinivibrio sp. ML328 - - - + - - - + + + + +
Salinivibrio sp. ML328A + + - + + - + + + + - ¥
Salinivibrio sp. ML328B - + - + + - + + - + + +
Salinivibrio sp. ML329 - + - + + - + + + + + +
Salinivibrio sp. ML330 +/- - - - - - + + - + + +

Salinivibrio sp. ML331 +/- + - - + - + + - - + +/-
Salinivibrio sp. ML332 + + - + + - + + - + + +
Salinivibrio sp. ML337 - + - - + - + + - + + +
Salinivibrio sp. ML338 + + - + + - + + - + + +
Salinivibrio sp. CA762 - + - + + - + + + + + +
Salinivibrio sp. 1B557 - - - + +/- - + + - + + +
Salinivibrio sp. 1B845 - - - + +/- - + + + + + +
Salinivibrio sp. 1B867 + + - + + - + + - + + +
Salinivibrio sp. 1B868 + + - + + - + + - + + +
Salinivibrio sp. 1B869 + + +/- + + +/- + + + + + +
Salinivibrio sp. 1B870 + + - + + - + + + + + +
Salinivibrio sp. 1B871 + + - + + - + + + + + +
Salinivibrio sp. IB873 + + - + + - + + - + + +
Salinivibrio sp. ML198 - + - + + - + - + + + +
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[a] [a] [a]
Salinivibrio sp. ML279 - + - - + - - - - +
Salinivibrio sp. ML289 - + - - + - - + - + - +
Salinivibrio sp. ML290 - + - - + - - + - + + +
Salinivibrio sp. ML319 - - - + - - - + - - + +
Salinivibrio sp. ML321 - + - - - - - + + - + +
Salinivibrio sp. ML334 - + - - + - + + - + + +
Salinivibrio sp. ML336 + + - + + - + + - + + +
Salinivibrio sp. PR11 +/- - - - - + - - - + + +
Salinivibrio sp. PR12 + + - - + + - + - + - +
Salinivibrio sp. PR6 + + - + + - + + + + - +
Salinivibrio sp. PR63 - + - + + + + + + - + +

Salinivibrio sp. PR64 + + - + + + + + + + + +/-
Salinivibrio sp. PR943 + + - + + + + + - + + +
Salinivibrio sp. PR983 - + - - + + + + - + + +
S. siamensis JCM 144727 - + - + + - + + + + + +
S. sharmensis DSM 181827 - + - - + - + - + + - +
Salinivibrio sp. AR640 - + - + + - + - - + - +
Salinivibrio sp. AR647 - + - + + - + - - + + +
Salinivibrio sp. 1B643 - + - + + - + + + + + +
Salinivibrio sp. MA351 - + - + + - + + + + + +
Salinivibrio sp. MA427 - + - + + - + + + + + +
Salinivibrio sp. MA440 - + - + + - + + + + - +
Salinivibrio sp. MA607 + - - + + - + + + - + +
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[a) [a) o A
P | S. cost subsp. alcaliphilus
- + + - + + + - - - +
DSM 163597
S. cost. subsp. costicola
- + - - + - + + - -
DSM 114037
Salinivibrio sp. IB574 - - - + - - + + - +
F | Salinivibrio sp. 1B872 + + - + + - + + + +
I
o Salinivibrio sp. PR5 - + - - + + + + + +
G\ Salinivibrio sp. PR919 + + . + o+ - + 4 P
R
U | Salinivibrio sp. PR932 - + - + + - + + - +
P
o Salinivibrio  proteolyticus i . i i . ] . . ) .
DSM 114037
4
S. cost. subsp. vallismortis
- + - + + - + + - +

DSM 82857

El filogrupo 3 produce acidos a partir de la D-glucosa, D-maltosa y D-
trehalosa. El filogrupo 4 produce acidos a paritr del manitol, D-maltosa,
ribosa y D-trehalosa. La D-arabinosa era negativa para todas las cepas del
filogrupo 3 menos para el aislado MA607. La D-galactosa era negativa para
todas las cepas del filogrupo 2 menos el aislado IB869 que conferié un
resultado de positivo débil; mientras que para el filogrupo 3 tambien dio
resultado negtivo este azlcar para todas las cepas menos para la especie S.
cost. subsp. alcaliphilus DSM 16359". La D-trehalosa fue positiva para todas
las cepas del filogrupo 2 menos para el aisaldo PR64 que aporté un
resultado de positivo débil.

Tal y como ocurrié en la tabla anterior, el filogrupo 1 ha presentado
bastante heterogeneidad en sus resultados.
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Se deduce por tanto que, cepas aisladas del mismo ambiente hipersalino no

poseian la misma actividad enzimatica e incluso cepas pertenecientes al

mismo filogrupo tampoco.

1V.6.4. Pruebas nutricionales

Se determind la utilizacion de carbohidratos, alcoholes, aminoacidos y

acidos organicos como Unica fuente de carbono y energia. Los resultados se
muestran en las Tablas IV.X.12, IV.13 y IV.14.

+: positivo; —: negativo; +/-: reaccién débil.

Tabla IV.12. Utilizacion de aziicares por parte de las cepas del género Salinivibrio objeto de este estudio.

2 ls | 3|8 |als|slal|la|zs|d].
Cepa .g § E g § 4_3 § ,E ﬁ § E E

[a] [a] [a]
Salinivibrio sp. AL184 - - - + + + + + + + + +
Salinivibrio sp. AL185 - + - + + + + + + + + +
Salinivibrio sp. AL209 + - + + + + + + + + + +
Salinivibrio sp. AL210 + - + + + + +/- + + + + +
Salinivibrio sp. AL213 + - - + + + + +/- + + + +
Salinivibrio sp. AR654 + - - - - + + + + - + +
Salinivibrio sp. 1B203 + - + + + + - + - + + -
Salinivibrio sp. 1B283 + - - - + + + + - - + +
Salinivibrio sp. 1B338 + - - - - + + + + - + +
Salinivibrio sp. IB560 +/- + + + + + +/- + + + + +
Salinivibrio sp. IB563 - - - - - + - - + - + _
Salinivibrio sp. 1C202 + - + + + - - + + + + +
Salinivibrio sp.1C317 - - - - - - - - + - _ _
Salinivibrio sp. MA421 - - - - - - - - + - + -
Salinivibrio sp. ML199 - + - + + - - - + - - -
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§ s § a © © © © © ° § o
Cepa .g 8 E 95 § *_6 § ,E § % E E
[a] [a] [a]

Salinivibrio sp. ML200 - - - - + + - + - - -
Salinivibrio sp. ML201 + - - - - - + - - +/- -
Salinivibrio sp. ML276 - - - + + - + - + - + +
Salinivibrio sp. ML277 + - - + + + - - + + + +
Salinivibrio sp. ML278 +/- - - + - + + + + + + +
Salinivibrio sp. ML288 - +/- - + - - + + + + + +
Salinivibrio sp. ML315 - - - - + + + + + - + +
Salinivibrio sp. ML316 - - - + + - + - + - + +
Salinivibrio sp. ML318 + - - - - - +/- + + - + +
Salinivibrio sp. ML320 - - + + + + - + + - + +
Salinivibrio sp. ML328 + - + + + + - + + + + +
Salinivibrio sp. ML328A + - +/- + + - + + + + - -
Salinivibrio sp. ML328B + - - - + - + + + - - -
Salinivibrio sp. ML329 + - + + + - + + + + +/- +
Salinivibrio sp. ML330 + - - + + - + + + + + +
Salinivibrio sp. ML331 + - + + + - + + + + + +
Salinivibrio sp. ML332 + - - - - + - + + - + -
Salinivibrio sp. ML337 - + +/- + - - + + - + + -
Salinivibrio sp. ML338 + - + + + - + - + + + +
Salinivibrio sp. CA762 + - - - + + +/- + - - + _
Salinivibrio sp. IB557 - - - + - + + - + - + +
Salinivibrio sp. 1B845 +/- - - + - - +/- + + - + +
Salinivibrio sp. 1B867 - - + + - - + + + + + +
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a a | @ 204
Salinivibrio sp. 1B868 - - - + - + + + + + + +
Salinivibrio sp. 1B869 - - + + - - + + + + + +
Salinivibrio sp. 1B870 - - + + + + + + + + + +
Salinivibrio sp. 1B871 - - - - + - + - + - + -
Salinivibrio sp. 1B873 + - - - + + + + + - + +
Salinivibrio sp. ML198 +/- - + + + + + - - + + +
Salinivibrio sp. ML279 +/- - - + + - +/- + + + + +
Salinivibrio sp. ML289 + - - - - + + + + - + +
Salinivibrio sp. ML290 +/- - + + + - + - - + + +
Salinivibrio sp. ML319 + - - - - - +/- - + - + +
Salinivibrio sp. ML321 + - + + - + + - + - + -
Salinivibrio sp. ML334 + - - + - - + - + - + -
Salinivibrio sp. ML336 + - - + + - + - + - + +
Salinivibrio sp. PR11 + - + + + + + + + - + +
Salinivibrio sp. PR12 + - - + + + + - - + + +
Salinivibrio sp. PR6 + + +/- + - + + + + + + -
Salinivibrio sp. PR63 - - + + + + - + + + +/- +
Salinivibrio sp. PR64 - - - + + - - - - - + +
Salinivibrio sp. PR943 + - + + - + - - + - + +
Salinivibrio sp. PR983 - - + + - + + + + - +/-  +/-
S. siamensis JCM 144727 + - + + - + + + + - + +
S. sharmensis DSM 181827 + + + + + - - - + - + +
Salinivibrio sp. AR640 - + + + + - - - + - + +
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§ ] § a © © © (] E
c s | 8| €| ¢8| 8 |8|¢e |8 || |8
epa a < 8 5 | e | = £ £ S © S 2
s 3 [ > % © © = Q S o %
o [ o a |l =] 2 = © e S =
[a] [a] [a]
L | Salinivibrio sp. AR647 +/- + + + + - - - + - + +
L | Salinivibrio sp. 1B643 + - + + - + + + + +/- + +
O | Salinivibrio sp. MA351 + - +/- + + + + +/- + - + +
G | Salinivibrio sp. MA427 + - + + + - + + + + - +
R | Salinivibrio sp. MA440 - - - + - - + + + - - +
U | Salinivibrio sp. MA607 + + + + - + + + - - + +
P | S. cost subsp. alcaliphilus
+ - + - + - + - - + +
O | DSM 163597
3 S. cost. subsp. costicola
+ - + - + + + - - + -
DSM 114037
| Salinivibrio sp. 1574 - - + -4 + + + + + ;
I
Salinivibrio sp. 1B872 + - - + + + + + + + + -
L
Salinivibrio sp. PR5 + + + + + + - + - + +/- _
(o]
G Salinivibrio sp. PR919 +/- - + + - + +/- + + - + -
R Salinivibrio sp. PR932 - + - + - + + + + + + +
U | Salinivibrio  proteolyticus
+ - + - + + + - - + -
DSM 114037
P
O | S cost subsp. vallismortis
- - - + + + + + - + -
4 | DSM 82857

Tal y como se observa en la tabla, el filogrupo 4 utiliza tanto la maltosa,
rafinosa y glucosa, en este Ultimo azlcar todas las cepas menos S. cost.
subsp. vallismortis DSM 8285T, como unica fuente de carbono y energia;
mientras que no utiliza la D-xilosa en ninguna de sus cepas menos el aislado
PR932. En el caso del filogrupo 3 todos los aislados utilizan la D-xilosa como
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fuente de carbono y energia menos la cepa S. cost. subsp. costicola DSM
11403T. En el filogrupo 2, todas utilizan la D-trehalosa como Unica fuente de
carbono y energia menos la cepa PR63. Tal y como se ha comentado en
tablas anteriores, el filogrupo 1 presenta una gran variabilidad en sus
resultados; ademas ha sido imposible generar una correlacion por filogrupos
ni por sitio de aislamiento de cada cepa.

Tabla IV.13. Utilizacion de aminoacidos por parte de las cepas del género Salinivibrio
objeto de este estudio.
+: positivo; —: negativo; +/-: reaccion débil.

© ©
E E [] (o] ]
212 | 5§ E|E|g|%| g
cepa 5 f | 3|52 |5 |23
< -2 s 2 ] - o >
4 K © b= 2
Salinivibrio sp. AL184 + + + + + + +
F
Salinivibrio sp. AL185 + - + - + + + +
Salinivibrio sp. AL209 + - + - + + + +
Salinivibrio sp. AL210 + + + - + + + +
I
Salinivibrio sp. AL213 + - + + + + + +
Salinivibrio sp. AR654 - + + + - + - +
Salinivibrio sp. 1B203 + + + - + - - -
L
Salinivibrio sp. 1B283 + - + - - + + +
Salinivibrio sp. 1B338 + - + + - + + +
Salinivibrio sp. 1B560 + + +/- /- + + + +
o L
Salinivibrio sp. 1B563 + - - + - - +/- -
Salinivibrio sp. 1C202 + + +/- + - + + +
Salinivibrio sp.1C317 + - - + - - - -
G| Salinivibrio sp. MA421 + - - + - - - -
Salinivibrio sp. ML199 + + + - +/- + +/- +
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< Bzl |2 " 8¢
< 2 4

Salinivibrio sp. ML200 - + + + + +/-  +/ +
Salinivibrio sp. ML201 + - + + - + + +
Salinivibrio sp. ML276 + + + + + + + +/-
Salinivibrio sp. ML277 + + - - + - + +
Salinivibrio sp. ML278 + - - + + - + +
Salinivibrio sp. ML288 - + - + + + + -
Salinivibrio sp. ML315 + + + + + - + -
Salinivibrio sp. ML316 + + + + +/- + + +
Salinivibrio sp. ML318 + + + + - - + ¥
Salinivibrio sp. ML320 + + + + + - - -
Salinivibrio sp. ML328 - - +/- + + - + -
Salinivibrio sp. ML328A + - - + + + + +
Salinivibrio sp. ML328B + - + + + + + +
Salinivibrio sp. ML329 + - - + + + + +/-
Salinivibrio sp. ML330 + - + + - + + +
Salinivibrio sp. ML331 + - + + + + + +
Salinivibrio sp. ML332 + - + + + + + +
Salinivibrio sp. ML337 - - + + + + + +
Salinivibrio sp. ML338 + - + + + + + +
Salinivibrio sp. CA762 + - - + + + + +
Salinivibrio sp. IB557 + + +/- + + - - +
Salinivibrio sp. IB845 + + + + + + + +
Salinivibrio sp. 1B867 + + + - - + + +
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4 @ O = 4

Salinivibrio sp. IB868 + + + + - + + -
Salinivibrio sp. 1B869 + + + + - + + +
Salinivibrio sp. 1B870 + + + + + + - +
Salinivibrio sp. 1B871 + + - + + + + +
Salinivibrio sp. 1B873 - + + + + + + -
Salinivibrio sp. ML198 + - - - + + + -
Salinivibrio sp. ML279 - + + + - - - -
Salinivibrio sp. ML289 + +/- - - + - - -
Salinivibrio sp. ML290 +/- + + + + - - _
Salinivibrio sp. ML319 + + + + + - + -
Salinivibrio sp. ML321 + - + + - - - -
Salinivibrio sp. ML334 - + + + + + + -
Salinivibrio sp. ML336 - - + + + + + -
Salinivibrio sp. PR11 + + + + + - + +
Salinivibrio sp. PR12 + + + + + - + +
Salinivibrio sp. PR6 - + + + + - - -
Salinivibrio sp. PR63 + - + + + + - +
Salinivibrio sp. PR64 + - + - - + - ¥
Salinivibrio sp. PR943 + + + - - + n ¥
Salinivibrio sp. PR983 + - + - - - + -
S. siamensis JCM 144727 - + + + + - - _
S. sharmensis DSM 181827 + + + + + - + -
. AR640 + + - - - + + -

Salinivibrio sp
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L\ Salinivibrio sp. AR647 + + + + - + - -
L | Salinivibrio sp. 1B643 + + + + + + + +
O | Salinivibrio sp. MA351 + - + + - +/- - +
G | Salinivibrio sp. MA427 + - - - + + + +
R | Salinivibrio sp. MA440 + + + + - + - +
U | Salinivibrio sp. MA607 + + + + - +/- - +
P
o S. cost subsp. alcaliphilus DSM 163597 + + + + - + - +
3 | S cost subsp. costicola DSM 114037 + + - - - + + -
F Salinivibrio sp. 1B574 + - - + +/- + - -
L\ Satinivibrio sp. 18872 - - + A S
L
O | Salinivibrio sp. PR5 - + + + + - + +
G
R Salinivibrio sp. PR919 + + + - - + - +
U\ sainivibrio sp. PR932 + + - +/- + + + +
P
O | Salinivibrio proteolyticus DSM 114037 + - + + + + + +
4
S. cost subsp. vallismortis DSM 82857 + + - - - + + +

Tal y como se observa, la alanina es la Unica fuente de nitrégeno, carbono y
energia que utilizan todas los aislados del filogrupo 3. De forma general se
observa una gran diversidad en la utilizacion de aminoacidos incluso dentro
de cada filgrupo, esto puede deberse a que la cepa utiliza ese sustrato en
funcion de la necesidad en la que se encuentre, por lo que no siempre tiene
porque metabolizarlo. Ademas tampoco se encontré una correlacion de
utilizacion de estos aminoacidos en funcion a su sitio de aislamiento.
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Tabla IV.14. Utilizacion de acidos organicos por parte de las cepas del género Salinivibrio
objeto de este estudio.
+: positivo; —: negativo; +/-: reaccion débil.

o
cepa A AEE FEERERE AR
<5 |5 |<E B |5 |2 |[?8[<5 | %
0 = = T @ s -
Salinivibrio sp. AL184 +/- + + + - - + - +
Salinivibrio sp. AL185 - + + + - + + + +
Salinivibrio sp. AL209 - + + + +/- + + + +
Salinivibrio sp. AL210 - + - + + + - - -
Salinivibrio sp. AL213 - - + - + + - + +
Salinivibrio sp. AR654 + + + + + + - + -
Salinivibrio sp. 1B203 - + - + - +/- + + -
Salinivibrio sp. 1B283 +/- - + + - + + - +
Salinivibrio sp.1B338 + + + + + + - + -
Salinivibrio sp. 1B560 + + + - + + - - +
Salinivibrio sp. 1B563 + + + + - - +/- + -
Salinivibrio sp. 1C202 - + +/- + + + + + +
Salinivibrio sp.1C317 - + + - + + - - -
Salinivibrio sp. MA421 - + + - + + - + +
Salinivibrio sp. ML199 - + + + + + + - +
Salinivibrio sp. ML200 + + + + + + + - +
Salinivibrio sp. ML201 + + - + + - + + _
Salinivibrio sp. ML276 + + - + + - - + +
Salinivibrio sp. ML277 - + - + - - + + +
Salinivibrio sp. ML278 + + + + + - - + +
Salinivibrio sp. ML288 - + - + - + - + -
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Cepa

Salinivibrio sp. ML315
Salinivibrio sp. ML316
Salinivibrio sp. ML318
Salinivibrio sp. ML320
Salinivibrio sp. ML328
Salinivibrio sp. ML328A
Salinivibrio sp. ML328B
Salinivibrio sp. ML329
Salinivibrio sp. ML330
Salinivibrio sp. ML331
Salinivibrio sp. ML332
Salinivibrio sp. ML337

Salinivibrio sp. ML338

Salinivibrio sp. CA762
Salinivibrio sp. IB557
Salinivibrio sp. 1B845
Salinivibrio sp. 1B867
Salinivibrio sp. 1B868
Salinivibrio sp. 1B869
Salinivibrio sp. 1B870
Salinivibrio sp. 1B871

Salinivibrio sp. 1B873
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Acido
Benzoico
Acido
Propioénico
Acido
Fumarico
Citrato
Malato
Acido
Succinico
Acido
Férmico

Hipurato
L-Tartato

+
+
+




o
Salinivibrio sp. ML198 + - + + + + - + -
Salinivibrio sp. ML279 - - + + + + + - +
Salinivibrio sp. ML289 - + + + + + + + +
Salinivibrio sp. ML290 + + - + + - + - ¥
Salinivibrio sp. ML319 + + + + + - + + -
Salinivibrio sp. ML321 - + + + + + + - +
Salinivibrio sp. ML334 + + - + + - + + -
Salinivibrio sp. ML336 + + + + - - + + _
Salinivibrio sp. PR11 + + + + - + + - +
Salinivibrio sp. PR12 + - - + + - + + _
Salinivibrio sp. PR6 + + + - - - + + _
Salinivibrio sp. PR63 - + + + + - - + +
Salinivibrio sp. PR64 + + - + + - +/- + ¥
Salinivibrio sp. PR943 + + + + - - - - -
Salinivibrio sp. PR983 - + - - + + - -
S. siamensis JCM 144727 - + + + - + - + -
S. sharmensis DSM 181827 +/- - + - + + + + +
Salinivibrio sp. AR640 + + + + - + + + +
Salinivibrio sp. AR647 + - - + + + - + -
Salinivibrio sp. 1B643 + - - + + + + + -
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2 Salinivibrio sp. MA351 + - - + - + + - +
< Salinivibrio sp. MA427 - + + + - + + + +
= Salinivibrio sp. MA440 - - + + + + - + +
v Salinivibrio sp. MA607 + + + + - - - + ¥
P .
S. cost. subsp. alcaliphilus
+ - + - - + + + -
DSM 163597
3 S. cost subsp. costicola
- + + - + - + + +
DSM 114037
F Salinivibrio sp. 1B574 - 4 N + + ; N N N
I C
Salinivibrio sp. 1B872 + + + + - + - + ¥
L
Salinivibrio sp. PR5 + - - + + + - - -
(o]
Salinivibrio sp. PR919 + - - + + + + + +
G
R Salinivibrio sp. PR932 - - - + + + - + -
U Salinivibrio proteolyticus
+ + + + - - + - -
DSM 114037
P
e S. cost subsp. vallismortis
+ +/- + - - + - - +
4 DSM 82857

Los acidos organicos han presentado de forma general una gran variabilidad
intrafilogrupo por lo que no se ha podido sacar conclusiéon alguna de su
metabolismo.

Debemos destacar que se observan algunas diferencias entre nuestros
resultados y los datos de las descripciones originales de las especies tipo,
que pueden ser debidas a la utilizacion de distintas metodologia.
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IV.Resultados y Discusion

IV.7. DETERMINACION DEL PORCENTAJE GUANINA MAS
CITOSINA DEL ADN

De las setenta y seis cepas que componen nuestra coleccion de salinivibrios,
escogimos treinta y tres cepas en funcién de cémo se posicionaban dentro
de cada filogrupo asi como de su sitio de muestreo; estas cepas fueron las
mismas que se seleccionaron para realizarles el estudio de la hibridacion
ADN-ADN y son las que se marcan en verde en la Figura IV.07. En el caso de
los filogrupos 3 y 4 a todas las cepas constituyentes de estos filogrupos se
les realizé la determinacién del contenido en guanina mas citosina (G+C) del
ADN. Esta caracteristica fue determinada a partir de la temperatura media de
desnaturalizacién (7,), segun el método descrito en el apartado II1.6.3.1 de
Materiales y Métodos. Los contenidos en G+C del ADN se encuentran
recogidos en la Tabla IV.15.

Tabla IV.15. Contenido en G+C de las cepas seleccionadas objeto de estudio.
Entre paréntesis se indica el contenido en G+C segun el trabajo donde se ha descrito.
Cepa G+C (Tm) (moles%)

52,5
52,5
51,9
51,9
51,9
52,5
52,5
51,9
52,5

51,9

52,5
51,9
52,5
52,5

52,5
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Cepa G+C (Tm) (moles%)

51,9 (49,0)

S. sharmensis DSM 181827 52,5 (51,0)

52,5

51,9
51,9
52,5
51,9
51,9
51,9
51,9 (49,3)
52,5 (49,9)

51,9
51,9
51,9
52,5
51,9
51,9 (49,5)
51,9 (50,0)

El rango de contenido de G+C oscila entre el 51,9 y el 52,5 %. Tal y como se
observa, los valores son bastante semejantes entre ellos, no pudiéndose
establecer una relacién conforme a los filogrupos constituidos. Si bien, si
contrastamos las cepas ya descritas, el contenido en G+C del ADN es
ligeramente superior, pudiéndose ser que la metodologia llevada a cabo sea
diferente a la que se empled en cada uno de los trabajos. Sin embargo, estos
valores se encuentran cercanos a los descritos para las especies del género
Salinivibrio (49,0-51,0 mol%) (Romano y col., 2011).
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IV. 8. ANALISIS GENOMICO DE CEPAS DEL GENERO SALINIVIBRIO

IV.8.1. Secuenciacion y ensamblaje de las secuencias

El siguiente objetivo de la presente Tesis Doctoral fue la secuenciacion de
los genomas de un grupo de cepas seleccionadas. Para ello de nuestra
coleccién se escogieron de cada filogrupo una serie de cepas en funcion de
su sitio de aislamiento asi como de su posicion filogenética en el arbol; en el
caso de los filogrupos 3 y 4, se secuenciaron todas las cepas pertenecientes
a esos filogrupos. Un total de 34 cepas fueron secuenciadas mediante las
tecnologias de Illumina HiSeq 2x100-pb paired end (PE) reads, llevado a
cabo en la empresa Macrogen (Korea) e Illumina MiSeq 2x300-pb paired
end (PE) reads, realizado en la Universidad de Swansea (Reino Unido). La
lista de los 32 genomas secuenciados asi como de su tecnologia de
secuenciacion, se muestra en la tabla IV.16.

Tabla IV.16. Coleccion de cepas a las que se les ha secuenciado su genoma y
tecnologia de secuenciacién usada.

Cepa Tecnologia de secuenciacion
S. costicola subsp. alcaliphilus DSM 19052 Illumina HiSeq
S. costicola subsp. vallismortis DSM 8285 Illumina HiSeq
S. proteolyticus DSM19052 Illumina MiSeq
S. sharmensis DSM 18182 Illumina MiSeq
S. siamensis JCM 14472 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp. AL184 Illumina HiSeq
Salinivibrio sp. AR640 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp. AR647 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp. IB560 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp. IB563 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp. 1B574 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp. 1B643 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp. 1B868 Illumina MiSeq

219



Cepa Tecnologia de secuenciacion
Salinivibrio sp. 1B870 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp. 1B872 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp. 1C202 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp.1C317 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp. MA351 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp. MA421 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp. MA427 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp. MA440 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp. MA607 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp. ML198 Illumina HiSeq
Salinivibrio sp. ML277 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp. ML290 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp. ML318 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp. ML328A Illumina HiSeq
Salinivibrio sp. ML331 Illumina HiSeq
Salinivibrio sp. PR5 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp. PR6 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp. PR919 Illumina MiSeq
Salinivibrio sp. PR932 Illumina MiSeq

Gracias a las nuevas tecnologias de secuenciacion, asi como a las
metodologias computaciones, nuestro conocimiento acerca del mundo
microbiano va en incremento. A pesar de ello, la evaluacién manual de los
conocidos como draft genomes (genomas incompletos) es algo que aun no
esta al alcance nuestra. Con el fin de establecer unos patrones de inferencia
solidos debido al creciente auge de la secuenciacion de genomas, es
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fundamental distinguir entre la calidad de estos draft genomes (Mardis y
col,, 2002, Chain y col., 2009).

Existen algunos parametros que permiten evaluar la calidad del ensamblaje
cuantitativamente. Se calcula generalmente la talla minima, maxima y media
de los contigs, asi como la talla total del ensamblaje, la cual debe coincidir
con el tamaio esperado del genoma. Pero el principal valor estadistico es el
valor N50 (Salzberg y col., 2012, Gurevich y col., 2013), el cual corresponde
con el menor de los mayores contigs que cubren la mitad del genoma.
Aunque el valor N50 constituye un indicador acerca de la contigiidad del
genoma, no es una sefal de precision y calidad del genoma ensamblado..
Sin embargo, la estimaciéon de completitud, es decir, cuanto de completo
esta el genoma objeto de estudio, asi como la presencia/distribucién de los
marcadores moleculares en el genoma es algo que no se habia tenido en
cuenta hasta entonces. (Sharon y Banfield, 2013). Ademas, la presencia
reiterada de una Unica copia de un gen en un genoma sirve de parametro de
estimacion para saber el nivel de contaminaciéon de un genoma (Albertsen
y col,, 2013; Soo y col,, 2014; Sekiguchi y col., 2015). Otros parametros a
tener en cuenta seria el tamaino del genoma asi como el nimero de
contigs, ya que a menor numero de contigs, mas cerca estaremos de
obtener un genoma cerrado/completo y por tanto la informacién aportada
por ese genoma sera de mayor fiabilidad. Otra estrategia es comparar la
secuencia obtenida con otras secuencias gendémicas, ya sea una secuencia
de referencia, o genomas de organismos relacionados (Meader y col., 2008).

En base a todo lo descrito previamente, y con la finalidad de ver cual de los
ensambladores produjo un resultado en base a una serie de parametros
previamente descritos; se usaron cuatro ensambaldores diferentes: SPAdes
3.0, A5-miseq, Newbler e IDBA-UD. En la tabla IV.17 se recogen los
parametros que se usaron para discriminar cual de los ensambladores era
mejor.
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Tabla IV.17. Principales caracteristicas de los genomas secuenciados segin el ensamblador utilizado.
En azul: SPAdes 3.0; rojo: A5-miseq; verde: Newbler; naranja: IDBA-UD.

Cepa Tamafio del genoma N50 N° de contigs
(Mpb)
S. costicola subsp.
28945 77459 34323

alcaliphilus DSM 19052 30 | 34 | 33 | 33 74560 | 188 | 107 233 104
S. costicola subsp.

Vallismortis DSM 8285 34 | 35 | 34 | 34 | 169875 | 270183 | 185493 | 196230 | 50 41 61 44
S. proteolyticus DSM19052 36 | 36 | 36 | 35 | 97833 143067 | 95355 74134 | 68 51 79 105
S. sharmensis DSM 18182 33 |33 |33 33 | 64917 83172 61300 | 117162 | 51 40 54 70
S. siamensis JCM 14472 34 | 34 | 34 | 34 | 91315 | 114651 64538 74026 75 61 97 102
Salinivibrio sp. AL184 34 | 34 | 33 | 34 | 215470 | 271890 | 178592 | 198024 | 35 27 40 43
Salinivibrio sp. AR640 32 | 33 | 32 | 32 | 89999 87861 77049 80811 64 60 86 90
Salinivibrio sp. AR647 33 [33 |33 32 | 198688 | 311807 | 186369 | 119924 | 43 22 45 60
Salinivibrio sp. 1B560 35 [ 35 |35 34 | 134963 | 111814 | 73988 | 101755 | 69 65 85 86
Salinivibrio sp. 1B563 33 | 35 | 33 | 34 | 70202 42636 23871 35671 73 173 289 259
Salinivibrio sp. 1B574 35 | 36 | 36 | 35 77225 106472 | 44562 19949 74 69 130 300
Salinivibrio sp. 18643 30 | 31 | 31 | 31 | 101561 79381 53109 64225 77 91 135 155




Cepa Tamafio del genoma N50 N° de contigs
(Mpb)
Salinivibrio sp. 1B868 34 | 34 | 34 | 34 | 198107 | 206501 | 137582 | 184167 | 37 30 50 47
Salinivibrio sp. 1B870 34 | 34 | 34 | 34 | 135713 | 138190 | 112875 | 111947 | 43 41 50 72
Salinivibrio sp. 1B872 34 | 36 | 36 | 34 | 75559 | 82702 | 52958 | 32646 | 61 | 102 64 | 236
Salinivibrio sp. 1C202 36 | 36 | 35 | 35 | 62822 | 72723 | 62717 | 72394 | 134 | 111 | 135 | 171
Salinivibrio sp.1C317 32 | 33| 32| 32 | 26004 | 21208 | 15892 | 11547 | 179 | 236 | 329 | 489
Salinivibrio sp. MA351 33 | 33 | 33 | 32 | 93214 | 95545 | 87754 | 91793 | 61 59 79 81
Salinivibrio sp. MA421 34 | 35 | 35 | 35 | 42839 | 94274 | 72593 | 75642 | 170 | 70 89 110
Salinivibrio sp. MA427 28 | 32 | 32 | 32 | 16299 9975 8004 5459 | 282 | 513 | 605 | 95
Salinivibrio sp. MA440 33 | 34 | 34 | 34 | 29507 | 59971 | 57495 | 55003 | 184 | 102 | 129 | 136
Salinivibrio sp. MA607 33 | 33 | 33 | 33 | 117055 | 87592 | 75558 | 82549 | 70 68 82 97
Salinivibrio sp. ML198 34 | 34 | 33 | 34 | 285794 | 317004 | 18759 | 163752 | 35 31 40 44
Salinivibrio sp. ML277 35 | 34 | 34 | 34 | 130171 | 117752 | 88117 | 95048 | 72 73 79 89
Salinivibrio sp. ML290 35 | 35 | 35 | 35 | 121515 | 168056 | 101517 | 121263 | 46 36 57 69
Salinivibrio sp. ML318 33 | 33 | 33 | 33 | 70202 | 65785 | 45543 | 53892 | 73 % 125 | 149




Cepa Tamafio del genoma N50 N° de contigs
(Mpb)
Salinivibrio sp. ML328A 33 |33 | 33 |33 | 258745 | 379693 | 218745 | 172729 | 30 | 24 35 38
Salinivibrio sp. ML331 35 | 35 | 34 | 35 | 169820 | 175001 | 135879 | 128351 | 55 53 58 60
Salinivibrio sp. PR5 34 | 35 | 34 | 34 | 59701 | 68288 | 44625 | 51049 | 100 | 105 | 141 | 152
Salinivibrio sp. PR6 33 | 34 | 34 | 34 | 40418 | 165099 | 106668 | 109718 | 169 | 49 71 92
Salinivibrio sp. PR919 32 | 35 | 35 | 34 | 55872 | 33984 | 23707 | 34617 | 99 | 176 | 253 | 205
Salinivibrio sp. PR932 35 | 35 | 35 | 34 | 102372 | 90599 | 74089 | 88755 | 70 74 93 101
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Segun algunos de los parametros previamente descritos, los ensambladores
A5-miseq y SPAdes 3.0 son los que ofrecieron unos valores de N50 y de
tamaio de genoma superiores y un menor nimero de contigs de forma
general; debido a que queremos llevar a cabo un estudio de gendmica
comparativa, decidimos decantarnos por uno de los ensablamdores; el
ensamblador A5-miseq fue el que aportd, en aproximadamente un 50 % de
los genomas secuenciados, mejor resultado, por lo que éste fue el
seleccionado para llevar a cabo el resto de estudio de la presente Tesis
Doctoral. Una vez ensamblados éstos se depositaron en la base de datos
DDBJ/ENA/GenBank.

En la Tabla IV.18 se recogen las principales caracteristicas de estos genomas
ensamblados con A5-miseq.

El tamafo de los genomas oscilé entre 3.123.148 y 3.641.359 pb con un
contenido en G+C entre 49,2 y 50,9 %. Las lecturas obtenidas con ambas
tecnologias de Illumina se secuenciaron con una profundidad de
secuenciacion de 7 y 100 veces la cobertura del genoma, siendo superiores
las obtenidas mediante la tecnologia Illumina HiSeq en la mayoria de los
casos (55-100x, menos la cepa Salinivibrio sp. ML198 que obtuvo una
cobertura de 24xx). Los valores de N50 oscilaron entre 9.975 y 311.807. El
numero de contigs oscilé entre 22 y 513, siendo todos igual o superiores a
un tamafo de1000 pb.

El porcentaje de contaminacion era practicamente inexistente, siendo el
valor mas alto el correspondiente a la cepa Salinivibrio sp. MA427 con un
valor de 1,35 %. El porcentaje de completitud de los genomas era bastante
alto oscilando entre el 96,85 y el 100%. Segun Park y col, (2015) un
porcentaje inferior al 5 % de contaminacion junto con un valor superior al 90
% de completitud estiman que la contaminacién presente es practicamente
inapreciable. En este estudio todos los genomas superan ese 90 % de
completitud y poseen un porcentaje de contaminacién inferior al 2 %.
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IV.8.2. Caracteristicas generales de los draft genomes

Tabla IV.18. Caracteristicas principales de los 33 draft genomes del género Salinivibrio.

Tamaiio del Profundidad N° acceso
Cepa N50 Ne° de % % completo % GC ORFs
genoma . de L. DDBJ/ENA/
contigs ... contaminacion
(pb) secuenciacion GenBank

S.  costicola  subsp. 3.326.316 74.560 104 74x 0 99,46 49,3 3114 MUFR00000000
alcaliphilus DSM 19052
S.  costicola  subsp. 3.478.614 196.230 44 83x 0 99,97 49,7 3,218 MUFQO00000000
vallismortis DSM 8285
S.  proteolyticus DSM 3.603.496 143.067 51 11x 0 99,97 49,8 3,338 MUFP00000000
19052
S.  sharmensis DSM 3.326.895 229.272 40 35x 0,54 99,97 50,4 3,028 MUFC00000000
18182
S. siamensis JCM 14472 3.442.185 114.651 61 17x 0 99,97 50,3 3,126 MUFB00000000
Salinivibrio sp. AL184 3.398.626 198.024 42 100x 0,54 99,97 50,3 3,132 MUEK00000000
Salinivibrio sp. AR640 3.256.021 87.861 60 31x 0 100 49,3 2,962 MUFD00000000
Salinivibrio sp. AR647 3.281.043 311.807 22 22x 0 100 49,3 3,002 MUFE00000000
Salinivibrio sp. IB560 3.492.326 111.814 65 28x 0,54 99,97 50,5 3,194  MUEMO00000000
Salinivibrio sp. IB563 3.483.818 42.363 173 16x 0 99,97 50,5 3,276 MUENO00000000




Tamaiio del Profundidad N° acceso
Cepa N50 N° de % % completo % GC ORFs
genoma . de L. DDBJ/ENA/
contigs .., contaminacion
(pb) secuenciacion GenBank
Salinivibrio sp. IB574 3.612.537 106.472 69 9x 0 99,73 49,8 3,385  MUFN00000000
Salinivibrio sp. 1B643 3.123.148 79.381 91 20x 0 99,82 49,4 2,898 MUFF00000000
Salinivibrio sp. 1B868 3.440.756 206.501 30 29x 0 99,97 50,5 3,112 MUEWO00000000
Salinivibrio sp. 1B870 3.437.860 138.190 42 26x 0 99,97 50,5 3,104 MUEX00000000
Salinivibrio sp. 1B872 3.641.359 82.702 102 11x 0 100 49,8 3,398  MUFO00000000
Salinivibrio sp. 1C202 3.608.911 72.723 111 25x 0 99,97 50,5 3,404  MUEO00000000
Salinivibrio sp.1C317 3.278.261 21.208 236 8x 0,72 98,89 50,9 3,116 MUEP00000000
Salinivibrio sp. MA351 3.308.854 95.545 59 25x 0 100 49,3 3,000 MUFG00000000
Salinivibrio sp. MA421 3.535.899 94.274 70 26X 0 99,97 50,4 3,251 MUER00000000
Salinivibrio sp. MA427 3.263.514 9.975 513 7x 1,35 96,85 49,3 3,296  MUFH00000000
Salinivibrio sp. MA440 3.421.552 59.971 102 35x 0 100 49,5 3,107 MUFI00000000
Salinivibrio sp. MA607 3.352.168 87.592 68 26x 0 100 49,2 3,043 MUFJ00000000




Tamaio del

Profundidad

N° acceso

Cepa N50 N° de % % completo % GC ORFs
genoma . de L. DDBJ/ENA/
contigs .., contaminacion
(pb) secuenciacion GenBank
Salinivibrio sp. ML198 3.433.707 163.752 44 24x 0 99,97 50,4 3,134 MUEZ00000000
Salinivibrio sp. ML277 3.446.273 117.752 73 31x 0 99,97 50,4 3,146 MUELO0000000
Salinivibrio sp. ML290 3.523.661 168.056 36 15x 0 99,97 50,2 3,224 MUEY00000000
Salinivibrio sp. ML318 3.361.480 65.785 96 14x 0 99,97 50,7 3,080 MUEQO00000000
Salinivibrio sp. ML328A 3.392.891 172.729 38 55x 0 99,97 50,5 3,124  MUEU00000000
Salinivibrio sp. ML331 3.545.121 128.351 60 86x 0 99,97 50,4 3,262 MUEV00000000
Salinivibrio sp. PR5 3.456.024 68.288 105 23x 0 99,97 49,9 3,141 MUFKO00000000
Salinivibrio sp. PR6 3.443.918 165.099 49 28x 0 99,97 50,4 3,140 MUFA00000000
Salinivibrio sp. PR919 3.489.646 33.984 176 14x 0,27 100 49,9 3,269 MUFL0O0000000
Salinivibrio sp. PR932 3.497.261 90.599 74 31x 0 100 49,9 3171 MUFM00000000
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Iv.8.3. Calculo del Average Aminoacid Nucleotide (ANI)

En un primer enfoque filogenémico, se calcularon los valores de ANIb entre
las cepas segun la metodologia de Konstantinidis y Tiedje (2005); con el fin
de ratificar estos resultados; éstos se compararon con otros dos tipos de
ANL ANIm calculado segun Rossell6-Méra y Amann (2015) y orthoANI,
siendo éste Ultimo una mejora del ANIb (Lee y col., 2016). ANIb y ANIm son
valores casi idénticos para para genomas con alto nivel de identidad
(Rossell6-Modra y Amann, 2015); segun este estudio, cepas de la misma
especie poseen valores de ANIm superiores al 96 %; mientras que valores
inferiores al 93 % corresponden a diferentes especies del mismo género. El
rango de ANIm entre 93-96% implica una fuzzy zone donde se pueden
encontrar bacterias que han sido asignadas a la misma o a diferente especie,
de acuerdo con el criterio que el taxonomista selecciono.

Tal y como se observa en la Tabla IV.19, los valores dentro de los filogrupos
son siempre superiores al 95 %, valor de corte para especies estipulado por
Konstantinidis y Tiedje (2005), siendo el valor mas inferior 95,5 % dentro del
filogrupo 4. Cuando se comparan entre si los filogrupos, los valores siempre
eran inferiores al 95 % siendo el valor mas alto 91 %, este valor se dio entre
el aislado MA421, perteneciente al filogrupo 1, frente a las cepas IB868,
ML290, PR6 y S. siamensis JCM 144727, pertenecientes al filogrupo 2. Se
concluye que el ANIb se correlaciona con los resultados mostrados por el
estudio MLSA y los estudios de hibridacion ADN-ADN, en los cuales se
clasificaban estas cepas en cuatro filogrupos diferentes.

Segun los valores obtenidos en el ANIm (Tabla IV.20), esta cepas se
clasifican en cuatro filogrupos diferentes, quedando aparte la especie S.
sharmensis DSM 181827 que no se agrupa con ninguna cepa aislada. Estos
resultados se correlacionan, al igual que el ANIb, con los obtenidos en
estudios previos (MLSA e hibridacion ADN-ADN). Los valores eran bastante
semejantes a los obtenidos mediante ANIb. El coeficiente de correlacion
entre ANIm y ANIb dio 0,98, valor muy cercano a 1 por lo que se concluye
que existe una alta correlacion entre ambos indices para este estudio.
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Tabla IV.19. Valores de ANIb de las treinta y tres cepas objeto de estudio.
Cepas CBH448: S. costicola subsp. alcaliphilus DSM 19052T; CBH449: S. proteolyticus DSM 190527, CBH450: S. costicola subsp. vallismortis DSM 8285T;
CBH463: S. sharmensis DSM 18182T; CBH464: S. siamensis JICM 144727y CBH500: S. costicola subsp. costicola CECT 4059T.

AL184
AL184 | 100% | IB560
IB560 | 98,2% | 100% | IB563
IB563 | 98,2% |98,1% | 100% | 1C202

1C202 | 98,1% |98,0% | 99.5% | 100% | IC317

1C317 | 98,4% |98,3% | 98.2% | 98,1% | 100% | MA421

MA421 | 98,0% |98,1% | 97.8% | 97.9%| 98,1% | 100% | ML277

ML277 | 98,3% | 98,3% | 98,1%|981%|98,3% | 98,5% | 100% |ML318

ML318 | 984% | 98,3% | 98,2% | 98.2% | 100% | 98,1% | 98,3% | 100% | ML328A

ML328A | 98,3% |98,4% | 98,3% [ 98,4% | 99,5% | 98.2% | 98,2% | 981% | 100% | ML331
ML331 | 983% |98,1% |98,1%|98,0%|981% | 97.8% | 98.1% | 983% | 983% | 100% |IB868

1B868 | 90,7% | 90,8% | 90,8% | 90,9% | 90,7% | 91,0% | 90,9% | 90,7% | 90,7% | 90,8% | 100% | 18870
1B870_| 90,7% | 90,8% | 90,7% | 90,9% | 90,7% | 90.9% | 90.9% | 90,7% | 90,7% | 90,7% | 100% | 100% | ML198
ML198 | 90,7% | 90,8% [ 90,8% | 90.9% [ 90,8% | 90,1% | 90.9% | 90,7% | 90.7% | 90,8% | 98,4% | 98,5% | 100% [MmL290
ML290 | 90,8% | 90,8% | 90,8% | 90,9% | 90,7% | 91,0% | 90,8% | 90,7% | 90,8% | 90,8% | 97,7% | 97,8% | 98,1% | 100% | PR6
PR6_| 90,7% | 90,8% | 90,8% | 90,9% | 90,7% | 91,0% | 90,9% | 90,7% | 90,7% | 90,8% | 98,3% | 98,4% | 98,4% | 98,1% | 100% | CBH464
CBH464 | 90,7% | 90,8% | 90,9% | 90,9% | 90,8% | 91,0% | 90,9% | 90,8% | 90,9% | 90,9% | 97,8% | 97.8% | 98,0% | 97.7% | 98,1%| 100% | CBH463
CBH463 | 90,6% | 90,4% | 90,4% | 90,4% | 83,0% | 90,4% | 904% | 90,4% | 90,5% | 90,4% | 90,7% | 90.4% | 90,5% | 90,6% | 90,5% | 90,5% | 100% |AR640
ARGA0_| 83,3% | 83,4% | 83,6% | 83,4% | 83.3% | 83,3% | 83,4% | 834% | 83,5% | 83,3% | 82,9% | 82,9% | 82,6% | 83,0% | 82,8% | 829% | 82,9% | 100% |AR647
ARG47_| 83,1% | 84,0% | 83,3% | 83,5% | 83,3% | 83,3% | 83,3% | 83.4% | 83,3% | 83,1% | 83,0% | 83,0% | 82,8% | 82,9% | 82.9%| 829% | 82,9% |98,9% | 100% | 18643
1B643 | 83,2% | 82,9% | 83,0% | 83,3% | 83.2% | 83,2% | 82,8% | 83.2% | 83,2% | 83,1% | 82,7% | 82,6% | 82,6% | 82,8% | 82,6%| 82,7% | 82.7% |97,8% | 97,8% | 100% | MA3S5L
MA35L | 83,0% | 83,2% | 83,3% | 83,2% | 83.2% | 83,2% | 83,1% | 83.2% | 834% | 83,1% | 83,0% | 82,9% | 82,9% | 82,9% | 82,9% | 83,1% | 83,0% |98,5%|98,6% | 97,8%| 100% |MA427
MA427 | 83,5% | 83,4% | 83,6% | 83,6% | 83,5% | 83,6% | 834% | 83,5% | 83,6% | 84,1% | 83,1% 83,1% | 83,0% | 83,2% | 83,0% | 83,1% | 83,2% |98,5%|98,6%|97,8%| 98,8% | 100% |MA440
MA440 | 83,4% | 83,0% | 83,2% | 84,0% | 83,3% | 83.4% | 83,1% | 83,3% | 834% | 83,9% | 83,0% | 82,9% | 82,8% | 832% | 83,0% | 828% | 82,8% |98,6% | 98,6% |97.9%| 98,6% | 98,6% | 100% |MAGO7
MAG07_| 83,1% | 83,1% | 83,4% | 83,3% | 83,1% | 834% | 83,2% | 83.2% | 833% | 83,0% | 82,8% | 82,8% | 82,8% | 82.9% | 82,9% | 82,9% | 82.9% |98,6%|98,6% | 97.9% | 98,7% | 98,6% | 98,6% | 100% | CBHA48
CBH448 | 83,0% | 83,1% | 83,4% | 83,3% | 83,0% | 83.3% | 83,3% | 83,1% | 83,1% | 83,0% | 83,0% | 82,9% | 82,8% | 830% | 82.9% | 831% | 82,9% |98,6% | 98,6% |97.9%| 981% | 98,6% | 98.7% | 98,6% | 100% | CBH500
CBH500 | 83,0% | 83,0% | 84,0% | 83,3% | 83,0% | 83,3% | 83.2% | 83,1% | 82,9% | 83,0% | 82,8% | 82.9% | 82,7% | 83.0% | 82,7% | 828% | 82.8% |98,3% | 984% |97,7%| 984% | 985% | 985% | 985% | 985% | 100%
84,1% | 84,4% | 83,7% | 84,1% | 84,2% | 84,2% | 84,4% | 83.2% | 84,3% | 84,4% | 84,2% | 84,3% | 84,4% | 84,5% | 84,4% | 84,4% | 851% |82,7% | 82,2% | 82,2% | 82,6% | 82,8% | 82,7% | 82,3% | 824% | 824%
84,2% | 84,1% | 84,3% | 84,2% | 84.2% | 84,3% | 84,2% | 84.0% | 84,2% | 84,2% | 84,1% | 83.9% | 83.8% | 84.0% | 84.0% | 84.1% | 847% |B82.8% |82.9% | 824% | 82,7% | 828% | 82,5% | 82.,7% | 83.0% | 828%
84,0% | 84,2% | 84,0% | 84,0% | 84,0% | 84,0% | 83,9% | 84,1% | 83,8% | 84,0% | 84,8% | 84,8% | 84,8% | 84,8% | 84,9% | 84,8% | 847% |824% | 82,3% | 82,1%| 82,2% | 82,5% | 82,6% | 821% | 82.1% | 821%
84,2% | 83,8% | 83,3% | 84,0% | 84,0% | 84,0% | 83,9% | 83.9% | 84.0% | 83,9% | 84,8% | 84.7% | 84,6% | 84,:8% | 84,6% | 84,6% | 845% |B823% |82,3% |821%| 823% | 825% | 82,3% | 821% | 82.2% | 820%
84,0% | 84,0% | 84,0% | 84,1% | 84,2% | 84,0% | 84,1% | 84.0% | 84,2% | 84,0% | 84,9% | 84,9% | 85,0% | 85.0% | 84,9% | 84,9% | 845% |824% | 82,3% | 82,2% | 824% | 82,6% | 82,5% | 824% | 82.1% | 821%
84,1% | 83,3% | 83,5% | 83,9% | 84.0% | 83,8% | 84,0% | 83,8% | 84.0% | 84,0% | 84,9% | 84.7% | 84,8% | 84,7% | 84,6% | 84.7% | 844% |82.5% | 82,3% | 82,1% | 823% | 826% | 82,5% | 82.0% | 823% | 820%
83,9% | 84,1% | 83,9% | 83,9% | 84,1% | 84,0% | 84,1% | 83,8% | 84,0% | 83,9% | 850% | 84,7% | 84,9% | 84,8% | 84,9% | 84,9% | 845% |82,6% | 824% | 82,1%| 82,1% | 82,8% | 82,6% | 82,2% | 82.3% | 821%




Tabla IV.20. Valores de ANIm de las treinta y tres cepas objeto de estudio
Cepas CBH448: S. costicola subsp. alcaliphilus DSM 190527, CBH449: S. proteolyticus DSM 190527, CBH450: S. costicola subsp. vallismortis DSM 8285T;
CBH463: S. sharmensis DSM 18182T; CBH464: S. siamensis JICM 144727y CBH500: S. costicola subsp. costicola CECT 4059T.

AL184
AL184 | 100% | IB560
IB560 | 98,2% | 100% | IB563
18563 | 98,8% | 98,0% | 100% | 1C202
1C202 | 98,1% | 98,0% | 99,4% | 100% | 1317
1C317 | 98,4% | 98,3% | 98,2% | 98,1% | 100% | MA421
MA421 [ 98,1% [ 98,1% | 97,8% | 97,8% | 98,0% | 100% | ML277
ML277 | 98,3% | 98.3% | 98,1% | 98,1% | 98,3% | 98,5% | 100% | ML318
ML318 | 98,4% | 98,3% | 98,2% | 98,1% | 99,9% | 98,1% | 98,3% | 100% | ML328A
ML328A | 98,3% | 98,9% | 98,3% | 98,7% | 99.8% | 98,2% | 98,1% | 98,1% | 100% |ML331
ML331 | 98,5% | 98,1% | 98,5% | 97,1% | 98,1% | 97,4% | 98,1% | 98,3% | 983% | 100% | 1B868
1BB68_| 90,6% | 91,8% | 91,8% | 91,9% | 91,7% | 91,9% | 91,8% | 91,7% | 919% | 91,4% | 100% | 18870
1B870 | 90,7% | 91,8% | 91,8% | 91,9% | 91,7% | 91,9% | 91,9% | 91,7% | 917% | 91,7% | 99,9% | 100% | ML198
ML198 | 90,7% | 91,8% | 91,7% | 91,9% | 90,8% | 92,1% | 91,9% | 91,7% | 919% | 91,4% | 98,4% | 98,5% | 100% | ML290
ML290 | 90,7% | 91,8% | 91,8% | 91,9% | 91,7% | 92,0% | 91,9% | 91,7% | 915% | 91,9% | 97,8% | 97,8% | 98,0% | 100% | PR6
PR6 | 90,7% | 91,8% | 91,8% | 91,8% | 91,7% | 91,9% | 91,9% | 91,7% | 914% | 91,7% | 98,2% | 98,2% | 98,4% | 98,1% | 100% | CBH4G4
CBH464 | 90,8% | 91,9% | 91,9% | 91,9% | 91,7% | 92,0% | 91,9% | 91,8% | 91,9% | 91,5% | 97,7% | 97.7% | 98,0% | 97,7% | 98,0% | 100% | CBH463
CBH463 | 90,6% | 914% | 914% | 914% | 914% | 91,4% | 914% | 91.4% | 914% | 90.4% | 91,6% | 91,6% | 91,5% | 916% | 91,4% | 91,5% | 100% | AR640
AR640 | 83,3% | 85,6% | 85,8% | 85,8% | 85,7% | 85,7% | 85.6% | 85,6% | 857% | 85.7% | 85.2% | 85.2% | 85,6% | 853% | 853% | 853% | 853% | 100% | AR647
AR647 | 83,1% | 85,5% | 85,7% | 85,8% | 85,7% | 85,7% | 85,5% | 856% | 855% | 85.5% | 85.3% | 85,3% | 85.3% | 85,3% | 852% | 852% | 853% | 98,9% | 100% | 18643
1B643 | 83,8% | 85,5% | 85,7% | 85,8% | 85,6% | 85,5% | 854% | 855% | 83,2% | 86,3% | 85,1% | 85,1% | 85,5% | 852% | 85,1% | 851% | 852% | 97,8% | 97.9% | 100% | MA351
MA351 | 83,5% | 855% | 856% | 856% | 856% | 85.6% | 85.5% | 85.5% | 857% | 83,1% | 85.2% | 85,2% | 854% | 852% | 85.3% | 853% | 853% | 98,5% | 98,5% | 97.9% | 100% | MA427.
MA427 | 83,5% | 859% | 86,.0% | 86,1% | 86,0% | 86,0% | 859% | 859% | 857% | 86,0% | 85,5% | 85,5% | 85,4% | 858% | 85,6% | 856% | 857% | 98,5% | 98,5% | 97.8% | 98,5% | 100% | MA440
MA440 | 84,3% | 856% | 856% | 857% | 856% | 85.7% | 855% | 85.6% | 86,7% | 85.9% | 85,3% | 85,3% | 82,8% | 855% | 854% | 853% | 854% | 98,6% | 98,6% | 98,0% | 98,6% | 98,7% | 100% | MA607
MAG607 | 83,1% | 85,6% | 858% | 857% | 856% | 85.7% | 85,6% | 855% | 86,3% | 83,0% | 85.2% | 85.2% | 82,8% | 852% | 852% | 853% | 853% | 98,5% | 98,6% | 97,9% | 98,7% | 98,6% | 98,7% | 100% | CBH448
CBHA448 | 83,0% | 85,7% | 86,1% | 859% | 85,7% | 85,9% | 85,8% | 85,7% | 857% | 85,9% | 85.4% | 85,4% | 82,8% | 855% | 85.5% | 857% | 85,6% | 98,4% | 98,5% | 97.8% | 98,5% | 98.4% | 98,6% | 98,6% | 100% | CBH500
CBH500 | 83,8% | 85,4% | 85,6% | 854% | 85,6% | 85,6% | 85.4% | 85,6% | 854% | 857% | 85,5% | 85,5% | 85,3% | 85,7% | 854% | 857% | 854% | 98,6% | 98,7% | 97.7% | 98,7% | 98,6% | 98,5% | 98,4% | 98,5% | 100%
84,1% | 87,1% | 86,9% | 87,0% | 86,9% | 87,1% | 87,0% | 86,9% | 859% | 86,0% | 86,9% | 86,9% | 84,4% | 87,1% | 86,9% | 86,9% | 87,5% | 85.6% | 854% | 85,4% | 85.6% | 86,2% | 859% | 855% | 857% | 86.9%
84,2% | 87,2% | 87.4% | 87,3% | 87,0% | 87.3% | 87,1% | 86,9% | 86,0% | 86,3% | 86,7% | 86,7% | 83,8% | 86,8% | 86,7% | 86,8% | 87,5% | 86,0% | 858% | 85,7% | 85,8% | 86,3% | 86,0% | 858% | 861% | 86.7%
83,9% | 86,8% | 86,8% | 86,8% | 86,7% | 86,8% | 86,8% | 86,7% | 86,8% | 85,7% | 87,1% | 87,1% | 85,5% | 87,2% | 87.2% | 87.2% | 87,3% | 854% | 853% | 85.2% | 853% | 858% | 85.6% | 852% | 855% | 87.1%
84,2% | 86,7% | 86,7% | 86,7% | 86,8% | 86,8% | 86,7% | 86,7% | 86,7% | 86,8% | 87,2% | 87,2% | 86,7% | 87,3% | 87,3% | 87.2% | 87,2% | 855% | 854% | 85,3% | 854% | 859% | 855% | 85.2% | 856% | 87.2%
84,0% | 86,8% | 86,8% | 86,8% | 86,8% | 86,8% | 86,7% | 86,8% | 85.7% | 86,7% | 87,3% | 87,3% | 86,8% | 87,4% | 87,4% | 87.3% | 87,3% | 855% | 854% | 85.2% | 853% | 858% | 856% | 854% | 856% | 87.3%
84,1% | 86,3% | 86,5% | 86,9% | 86,0% | 86,8% | 87,0% | 87,8% | 850% | 86,0% | 86,9% | 87,7% | 86,8% | 87,7% | 87.6% | 87.7% | 87.4% | 855% | 853% | 85,1% | 853% | 85,6% | 855% | 85.0% | 853% | 850%
83,9% | 86,9% | 86,8% | 86,8% | 86,8% | 86,9% | 86,9% | 86,7% | 84,0% | 83,9% | 87,4% | 87,5% | 84,9% | 87,3% | 87,4% | 87.4% | 87,3% | 856% | 855% | 854% | 85,6% | 86,0% | 857% | 855% | 857% | 87.5%




Tabla IV.21. Valores de OrthoANI de las treinta y tres cepas objeto de estudio
Cepas CBH448: S. costicola subsp. alcaliphilus DSM 190527, CBH449: S. proteolyticus DSM 190527, CBH450: S. costicola subsp. vallismortis DSM 8285T;
CBH463: S. sharmensis DSM 18182T; CBH464: S. siamensis JICM 144727y CBH500: S. costicola subsp. costicola CECT 4059T.

AL184
AL184 | 100% | IB560
1560 [ 98,4%| 100% | 18563
18563 [98,2%98,1%[ 100% [ 1c202
1C202 [ 98,2%]98,0%[99,4% | 100% [ 1c317
1C317 [ 98,4%98,4%[98,2% [98,2% | 100% [MA421
MA421 [98,1%]98,1%(97,9%[97,8% [98,1% | 100% [ML277
ML277 [98,3%[98,3% [98,1%98,1%]98,3%| 98,5% | 100% [ML318
ML318 | 98,4%(98,4%|98,2%(98,1% | 100% | 98,2% | 98,4% | 100% [ML328A
ML328A [ 97,7%[98,2% [ 98,2% [ 98.2% 99,4%| 98,1% | 98.3% [ 98.2% | 100% [mL331
ML331 | 98,3%(98,2%98,1%|98,0%(98,4% | 97,9% | 98.2% | 98,3% | 98.3% | 100% |I1B868
1B868 [ 91,5%|91,7%[91,6%[91,6%[91,5%| 91,7% [ 91,8% | 91,5% | 91,5% [91,6% | 100% | 18870
18870 [91,4%[91,7%[91,5%[91,6%[91,5%| 91.7% [ 91.7% | 91.6% | 91.6% [91.6% |99,7%| 100% [ML198
ML198 [91,5%[91,7%[91,6%[91,5%[91,6%[ 91,7% [ 91,7% | 91,7% | 91.5% | 91,5% [98,5%97.8%| 100% [ML290
ML290 [91,5%[91,8% [91,6%[91,7%]91.6%| 91.7% | 91.7% | 91.6% | 91.6% | 91.4% [97,8%|97.7%] 98,1% | 100% | PR6
PR6 [91,4%[91,7%[91,5%[91,6%91,6%] 91,7% | 91,7% | 91,6% | 91.6% [91,6% [98,3%[98,2% 98.3% | 98,2% | 100% | cBH464
CBH464 | 91,5% [91,8%[91,6%]91,6%|91.6% | 91,8% [ 91,7% [ 91.7% | 91.5% | 91.2% [97,8%|97,8% 97.7% | 97.7% | 98.0%| 100% |cBH463
CBH463 [ 91,1%[91,2%91,0%[91,0%[91,2% [ 91,1% [ 91,2% [ 91,1% | 91,2% | 90,9% [91,3%|91,2%[ 90,9% | 91.3% [90,9%[ 91.2% | 100% [AR640
AR640 [ 81,9% |81,9%82,1%[82,1%[82,0% | 82,0% [ 82,0% [ 82,1% | 82,0% | 82.4% |81.6%|816%| 81.6% | 81,6% [81,6%| 81,7% | 81,5% | 100% |AR647
ARG647 | 80,0% |81,9%81,9%[82,2%[82,0% | 81,8% [ 81,8% [ 81,9% | 82.0% | 82,6% |81,8%|81.6%|81,7% | 81,5% [81,5% | 81,7% | 81,7% [97,9% | 100% | 18643
1B643 [81,7%]82,0%[82,0%[82,0%[81,9%| 81,8% | 81,8% | 81,9% | 82,1% [82,9% [81.4%[81,5% 81,6% | 81,6% [81,5%| 816% | 81,5% |99,0%|97.8% | 100% [MA351
MA351 [ 81,7%]82,0%[81,9%[82,0%[81,9%| 82,0% | 81,9% | 81,9% | 82,2% [82,5% [81,7%[81,6% | 81,6% | 81,4% [81,6%| 81.7% | 81,6% |98,4%|98,5%[97,9%| 100% [MmA427
MA427 [82,1%[82,2%(82,3%[82,1% [82,1%| 82,1% | 82,1% | 82,1% | 82,2% [82,6% [81,6%|81,8% | 81,5% [ 81,8% [81,9%| 81,8% | 81,7% |98,4%[98,5% [97,8% 98,5% | 100% [MA440
MA440 [ 81,9%]81,9%[81,9%[82,2% [81,9% 82,0% | 81,9% | 82,1% | 82,0% [82,8% [81,7%[81,6% | 81,6% | 81,7% [81,6%| 816% | 81.7% |98,6%|98.7% [97,8%| 98.,6% | 98.8% | 100% [MA607
MA607 [ 81,9%]82,1%82,2%[82,2% [82,1% 81,9% | 82,0% | 82,0% | 81,9% [82,7% [81,6%[81,6% | 81,9% | 81,6% [81,6%| 81,6% | 81,6% |98,6%[98,6%[97,9% 98,7% | 98,6% | 98.7% | 100% [cBH448
CBH44881,9% [81,9%[82,1%]82,0%81,9% | 82,0% [ 81,9% [ 81,9% | 82,0% | 82,8% |81,6%|81,5%] 81.6% | 81.6% [81,7% | 81.8% | 816% |98,5%|98,5% |97.6%| 98,5% | 98,5% | 98,7% | 98,7% | 100% |CBH500]
CBH500 [ 81,8%82,0% [81,9%[82.2% [81,9%| 82,0% | 82,6% [ 81,9% | 82,1% [81,9% [82,0%|81,9%|82,1% | 82,2% [82,5% | 81,7% [ 81,6% |98,6% | 98,5% [97.6%| 98,5% | 98.6% | 98.6% | 98.5% | 98.6% | 100%
80,4%80,7% [80,6% | 80,6% | 80,6%] 80,7% [ 80,6% | 80,5% | 80.4% [ 80,8% [80,7%[80.4%| 80.3% | 80.3% [80,4%| 80.4% | 86.4% [79.3%[79.1% [79.2% 79.4% | 79.5% [ 79.3% [ 79.4% | 79.3% | 80.4%
80,7%80,6% [80,7% | 80,6% | 80,8%| 80,7% [ 80,8% | 80,6% | 80.6% [ 80,5% [80.6%[80,5%| 80.3% | 80,7% [80,6%| 80.4% | 86,9% [79.6%[80.3% [79,5% 79.6% | 79.9% [ 79.6% [ 79.5% | 79.6% | 80,3%
80,4%|80,8% [80,6% | 80,6% | 80,4%] 80,7% [ 80,7% | 80,6% | 80.4% [80,8% [80,7%[80.7%| 80,5% | 80,7% [80,5%| 80.8% | 87.1% [79.3%[79.4% [79.2%| 79.3% | 79.4% [ 79.3% [ 79.2% [ 79.2% | 79.9%
80,6%80,5%[80,5% | 80,5%|80,5% 80,5% [ 80,4% | 80,4% | 80.6% [ 80,5% [80,6%[80,9%| 80,6% | 80,8% [80,9%| 80.6% | 86.4% [79.3%[79.3%[79.3%| 79.3% [ 79.4% [ 79.3% [ 79.1% | 79.3% | 79.4%
80,7%80,8% [80,6% [80,5%[80,7%] 80,8% [ 80,6% | 80,7% | 80.6% [ 80,5% [80,7%[80.7%| 80,6% | 80,7% [80,8%| 81,0% | 86,5% [79.3%[79.2%[79.4% 79.3% | 79.4% [ 79.5% [ 79.3% [ 79.2% | 79.4%
80,4%80,5% [80,4% | 80,1%80,7%| 80,2% [ 80,5% | 80.4% | 80.3% [ 80.6% [80.4%[80.1%| 80,6% | 80,5% [80,6%| 80.6% | 87.0% |79.2%[79.4% [79.3%| 79.1% | 79.5% [ 79.3% [ 79.3% | 79.4% | 79.4%
80,6%80,5% [80,4% | 80,6% [80,6%] 80,5% | 80,5% | 80,5% | 80,6% [80,6% [81,0%[81,0%] 80,8% | 80,7% [80,7%] 80,8% | 86,9% [79.3%[79.4% [79.2%| 79.3% | 79.5% | 79.3% [ 79.1% [ 79.3% | 79,5%




IV.Resultados y Discusion

Al igual que en los otros dos indices anteriores, los valores obtenidos con
OrthoANI (Tabla IV.21), clasifican a estas cepas en cuatro filogrupos
diferentes y dejan a la especie S. sharmensis DSM 181827 aparte. Los valores
son ligeramente superiores, siendo el valor intrafilogrupo mas bajo del 96 %,
correspondiente al filogrupo 4. Se calcularon los coeficientes de correlacion
con respecto a ANIb y a ANIm dando unos valores de 0,96 y 0,97
respectivamente. Observandose asi, una alta correlacion entre los tres tipos
de indices.

De forma resumida, en la Tabla IV.22 se recogen los valores de todos los
tipos de ANI pudiéndose comparar a simple vista que se respetan los cuatro
filogrupos y la especie S. sharmensis DSM 181827 aparte.

Tabla IV.22. Porcentajes de valores de ANI a nivel intrafilogrupo (negrita) y entre

filogrupos.
ANIb 1 2 S. sharmensis | 3 | 4
Filogrupo 1 97,8-100 %
Filogrupo 2 90,4-91,0 % 97,7-100 %
S. sharmensis 83,0-90,6 % 90,4-90,7% --
Filogrupo 3 83,0-84,2 % 82,6-83,2 % 8,8-83,2% 97,7-100%
Filogrupo 4 83,2-84,4 % 83,8-85,0 % 84,8-85,7 % 82,1-83,0% | 95,5-100 %
ANIm 1 2 S. sharmensis 3 4 |
Filogrupo 1 97,1-100 %
Filogrupo 2 90,6-92,0 % 97,7-100 %
S. sharmensis 90,4-91,4 % 91,4-91,6 % --
Filogrupo 3 83,0-86,7 % 85,1-85,7 % 85,2-85,7 % 97,7-100 %
Filogrupo 4 83,9-874 % 86,8-87,7 % 87,2-87,5% 85,1-87,5% | 95,8-100% |
orthoANI 1 2 S. sharmensis 3 | 4 |
Filogrupo 1 97,8-100%
Filogrupo 2 91,0-91,8 % 97,7-100 %
S. sharmensis 90,7-91,2 % 90,9-91,3 % --
Filogrupo 3 80,0-83,0 % 81,4-82,5% 81,5-81,7% 97,6-100 %
Filogrupo 4 80,1-80,8 % 80,3-81,0% 86,4-87,1 % 79,1-80,4 % | 95,9-100 %

Debido a que el estudio de la presente Tesis Doctoral se centra en el estudio
de cepas del mismo género, el calculo del Average Aminoacid Identity
(AAl) era prescindible. Sin embargo, de cada uno de los filogrupos,
seleccionamos una cepa tipo (AL184T para el filogrupo 1, S. siamensis
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JCM144727 para el filogrupo 2, S. costicola. subsp. costicola DSM 114037
para el filogrupo 3 y S costicola subsp. vallismortis DSM 82857 para el
filogrupo 4) y las enfrentamos entre ellas y entre la especie Vibrio cholerae
(especies tipo del género Vibrio); tal y como se muestra en la Tabla IV. 23,
cuando se comparan genomas cercanos, en nuestro caso cuando
comparamos cepas dentro de un mismo género, los valores son superiores
al 80 %, mientras que cuando se comparan cepas de diferentes géneros,
éstos se encuentran en este caso cercanos al 60 %. (Rodriguez vy
Konstantinidis, 2014).

Tabla IV.23. Valores de AAI entre filogrupos y entre la especie Vibrio cholerae.

AAl Filogrupo 1 Filogrupo 2 | Filogrupo 3 Filogrupo 4
Filogrupo 1 -- -- - -
Filogrupo 2 97,7 % - - -
Filogrupo 3 89,3 % 89,7 % - --
Filogrupo 4 86,9 % 86,7 % 85,7 % --

Vibrio cholerae 62,9 % 62,9 % 63,1 % 63,5 %

IV.8.4. Hibridacion ADN-ADN /n silico

El concepto pragmatico de las especies procariotas se basa, en ultima
instancia, en la hibridacion ADN-ADN (DDH). Aunque ésta permita obtener
una estimacién de la similitud general entre dos cepas, esta técnica es
tediosa y no se puede reproducir facilmente entre diferentes laboratorios.
Ademas, no puede usarse para construir incrementalmente una base de
datos comparativa. (Auch y col., 2010a).

El avance tecnoldgico reciente en el area de la secuenciacion del genoma
requiere métodos bioinformaticos para reemplazar la DDH en laboratorio
por la comparacién del genoma /n silico.

Gracias al programa web GGDC, se pueden calcular valores de hibridacion
ADN-ADN entre los genomas sin necesidad de experimentos en el
laboratorio; GGDC puede utilizarse para la delineacion de especies basadas
en el genoma basadas en el genoma (Auch y col.,, 2010b; Meier-Kolthoff y
col, 2013).
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IV.Resultados y Discusion

Se calcularon los valores de DDH in silico para todas las parejas de cepas a
las cuales les secuenciamos el genoma. Los valores se muestran en la Tabla
IvV.24.

Segun los valores obtenidos de la DDH /n silico, nuestra coleccién de cepa
se agrupan en cuatro filogrupos diferentes, marcados en diferentes colores,
dejando aislada a la especie S. sharmensis DSM 181827 que no ha sido
asociada a ninguna cepa. El valor mas bajo a nivel de intrafilogrupo lo
recoge el filogrupo 4 con un valor del 70,5 %, siendo el valor de corte 70 %
(Meier-Kolthoff y col., 2013). El valor mas elevado a nivel de interfilogrupo es
de 45,5 % y corresponden a las dos cepas S. siamensis JCM144727 y S,
sharmensis DSM 181827 (Tabla IV.24).

De forma resumida en la Tabla IV.25 se recogen los valores de DDH in silico
dentro de cada filogrupo y entre los filogrupos; como se observa, los valores
dentro del filogrupo son siempre superiores al 70 % tal y como lo definia
Meier-Kolthoff y col. (2013).

Como se puede observar, los valores de la DDH /n silico poseen analogia con
los obtenidos de los indices ANI (ANIb, ANIm y OrthoANI). Todos estos
parametros clasifican nuestro conjunto de cepas en cuatro filogrupos
separados y la S. sharmensis DSM 181827 aparte. Esto refuerza nuestra
hipotesis de la existencia de cuatro filogrupos, uno de los cuales podria
constituir una nueva especie y otro dentro del cual coexisten una especie y
una subespecie.
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Tabla IV.24. Valores de DDH in silico de las treinta y tres cepas objeto de estudio
Cepas CBH448: S. costicola subsp. alcaliphilus DSM 190527, CBH449: S. proteolyticus DSM 190527, CBH450: S. costicola subsp. vallismortis DSM 8285T;
CBH463: S. sharmensis DSM 18182T; CBH464: S. siamensis JICM 144727y CBH500: S. costicola subsp. costicola CECT 4059T.
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IV.Resultados y Discusion

Tabla IV.25. Valores de hibridacion ADN-ADN /n silico de las cepas objeto de estudio.

GGDC 1 2 S. sharmensis 3 | 4
Filogrupo 1 81,7-100 %

Filogrupo 2 42,8-45,1 % 79,1-100 %

S. sharmensis 41,6-43,0 % 42,9-45,5 % --

Filogrupo 3 24,5-26,3 % 23,8-28 % 23,9-251% 80,5-100 %

Filogrupo 4 23,2-24,5 % 23,4-24 % 23,7-242 % 22,1-23,8% | 70,5-100 % |

Se ha argumentado que

IV.8.5. Pangenoma del género Salinivibrio

los géneros y especies bacterianas pueden

describirse en términos de su pangenoma, es decir, la coleccién de todos

los genes poseidos por un grupo de bacterias pertenecientes al mismo
taxon (Tettelin y col., 2005). El pangenoma se define sobre la base del

analisis del cluster de géner ortélogos (OGs) de cada genoma, y se divide en
tres categorias: (i) core-genoma (ii) variable-genoma y (iii) genes Unicos. En

este apartado se calcularon los valores de pan y core-genome en base a las

treinta y tres cepas de las cuales poseemos su genoma.

Por un lado, se calculé el pangenoma en base a los alineamientos

nucleotidicos para el cual se lanzé un BLASTn. El valor de corte empleado
empleado fue del 70 y del 40 %, obteniéndose los mismos resultados. Estos

se encuentran recogidos en la Tabla IV.26.

Tabla IV.26. Caracteristicas del pangenoma en base a alineamientos nucleotidicos.

Caracteristica Valor
N° genomas 33
Pangenoma (OGs) 7098
Core-genoma (OGs) 1237
Core-genoma 90 % (OGs) 1333
Variable -genoma (OGs) 5861
Core-/pangenoma (%) 17
Media de n° OGs en un genoma | 3005
Media OGs/pangenoma (5) 42
Core-genoma/media OGs 41

De forma paralela se calculé el pangenoma en base a alineamientos

aminoacidicos (proteicos), para el cual se lanzé un BLASTp; el valor de corte
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empleado fue del 40 %. Las caracteristicas de este pangenoma se muestran
en laTabla IV.27.

Tabla IV.27. Caracteristicas del pangenoma en base a alineamientos aminoacidicos.

Caracteristica Valor
N° genomas 33
Pangenoma (OGs) 5305
Core-genoma (OGs) 2205
Core-genoma 90 % (OGs) 2411
Variable -genoma (OGs) 3100
Core-/pangenoma (%) 41
Media de n° OGs en un genoma | 3025
Media OGs/pangenoma (5) 57
Core-genoma/media OGs 73

En este caso, el valor del core-genoma ha aumentando esto puede deberse
a la mayor conservacién que presentan las proteinas frente a los
nucleétidos.

Como cabe esperar, a medida que aumenta el n® de genomas, el valor del
pangenoma sera superior ya que habrd mas genes presentes, y por tanto
mayor diversidad; pero el valor del core-genoma ird en descenso ya que el
numero de genes iguales presentes en todos los genomas sera cada vez
menor.

1V.8.5.1. Filogenémica del género Salinivibrio

Partiendo de los datos obtenidos en el apartado anterior, se calculd la
filogendmica de éste género en base al core-genoma de las secuencias
nucleotidicas y proteicas.

En primer lugar se realizd para las secuencias nucleotidicas, para ellos
hemos obtenido un core-genoma de 1237, es decir, hay un conjunto de
1237 genes que estan presente en los treinta y tres genomas objeto de
estudio. Para ellos se elabor6é un arbol filogenético que se muestra en la
FiguralV.13
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Figura IV.13. Arbol filogenético basado en el core-genome de las secuencias nucleotidicas

de las 27 cepas aisladas y las cepas tipo del género Salinivibrio. Este arbol fue obtenido por

el método neighbour-joining calculado a partir de la alineacion de 1237 genes ortélogos

compartidos de estos genomas. Todos los genomas fueron secuenciados en el estudio

menos S. costicola subsp. costicola DSM 11403T que fue extraido del GenBank Los circulos

negros indican los nodos que se mantienen en los arboles generados utilizando los

algoritmos maximum-parsimony y maximum-likelihood. En los nodos se indican los

valores de bootstrap superiores al 70 %. La escala representa el nimero de sustituciones

por nucleoétido.
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Como se puede observar, en el arbol se pueden apreciar cuatro filogrupos
diferentes; un primer filogrupo conformado por diez cepas Salinivibrio sp.
AL184T (cepa tipo del filogrupo), IB560, IB563 1C202, IC317, MA421, ML277,
ML318, ML328A y ML331; las cuales han sido aisladas de diversos sitios de
muestreos: Santa Pola, Alicante; Isla Bacuta e Isla Cristina, Huelva; La Malahg,
Granada y Es Trenc, Mallorca. Como se puede contemplar, este filogrupo es
bastante heterogéneo en cuanto a diversidad biogeografica. Ademas se
encuentra sustentado por un alto valor de rama (100%), asi como los en la
mayoria de los nodos que conforman este filogrupo. En este filogrupo no se
encuentra ninguna especie ya descrita por lo que es posible que se trate de
una nueva especie. Este tema se discutira en el apartado IV.9 de Resultados
y Discusion.

Un segundo filogrupo formado por seis cepas, cinco de las cuales son
aisladas de diferentes salinas solares de Isla Bacuta, Huelva; Es Trenc,
Mallorca y Cajo Rojo, Puerto Rico; estos aislados son Salinivibrio sp. I1B868,
IB870, ML198, ML290 y PR6; la especie que se encuentra filgeneticamente
mas relacionada a estas cepas es la especie S. siamensis JCM 144727, Este
filogrupo se encuentra soportado por un alto valor de bootstrap (100 %) asi
como la mayoria de ramas que se encuentran dentro de este filogrupo.

De la unién de la especie S. sharmensis DSM 181827 con los filogrupos
primero y segundo sale un tercer filogrupo; el cual esta constituido por
nueve cepas, dos de las cuales son subespescies del género Salinivibrio, S.
costicola subsp. costicola DSM 114037 y S. costicola subsp. alcaliphilus DSM
163597, Las siete restantes son cepas aisladas de diferentes ambientes
acuaticos hipersalinos: Aragonesas e Isla Bacuta, Huelva y La Malaha,
Granada. Estas cepas son: Salinivibrio sp. AR640, AR647, IB643, MA351,
MA427, MA440 y MA607. Este filogrupo se encuentra sustentando por un
alto valor de soporte de rama (100 %), asi como sus ramas internas también
poseen valores de bootstrap bastante elevados.

Por ultimo un cuarto filogrupo, sustentado por un alto valor de soporte de
rama (100%); este filogrupo esta conformado por siete cepas, cinco de las
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IV.Resultados y Discusion

cuales aislados de las salinas solares de Isla Bacuta, Huelva y Cabo Rojo,
Puerto. Estos aislados son Salinivibrio sp. IB574, 1B872, PR5, PR919 y PR932.
Las otras cepas que conforman este filogrupo son la especie S. proteolyticus
DSM 114037 y la subespecie S. costicola subsp. vallismortis DSM 8285'.
Como podemos observar, una vez mas, encontramos esta incongruencia
donde una especie y una subespecie se encuentran asociadas en el mismo
filogrupo; esta incoherencia se discutira en el apartado IV.X. de Resultados y
Discusion.

En segundo lugar se realizo el arbol filogenético en base al core-genoma
pero esta vez de las secuencias aminoacidicas. El arbol obtenido fue
bastante similar al que se produjo con las secuencias nulceotidicas (Figura
IV.14); en el cual podemos diferenciar también cuatro filogrupos y un
filotipo constituido por la especie S. sharmensis DSM 18182T. Todos los
filogrupos se encuentran sustentados por altos valores de soporte de rama
(100 %). La especie S. sharmensis DSM 181827 sale de la unién de los
filogrupos dos primeros filogrupos como ocurria en el arbol realizado en
base a las secuencias nucleotidicas. El tercer filogrupo sale de la unién de S.
sharmensis DSM 181827 con los filogrupos primero y segundo, y finalmente,
el filogrupo cuarto, en el cual también se encuentran asociadas la especie S.
proteolyticus DSM 114037 y la subespecie S. costicola subsp. vallismortis
DSM 8285T.

Como acabamos de ver, ambos arboles son bastantes verosimiles, aunque
en el caso en el que empleamos secuencias aminoacidicas, el nimero de
genes implicados para realizar el arbol fue mayor, 2205 frente a los 1237
genes del core-genoma que se obtenian de las secuencias nucleotidas. Esto
junto con el caracter conservador de los aminoacidos, hace que nos
decantemos por el uso del segundo arbol.
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Figura IV.14. Arbol filogenético basado en el core-genome de las secuencias aminoacidicas
de las 27 cepas aisladas y las cepas tipo del género Salinivibrio. Este arbol fue obtenido por
el método neighbour-joining calculado a partir de la alineacion de 2205 genes ortélogos
compartidos de estos genomas. Todos los genomas fueron secuenciados en el estudio
menos S. costicola subsp. costicola DSM 11403T que fue extraido del GenBank Los circulos
negros indican los nodos que se mantienen en los arboles generados utilizando los
algoritmos maximum-parsimony y maximum-likelihood. En los nodos se indican los
valores de bootstrap superiores al 70 %. La escala representa el nimero de sustituciones
por nucleétido.
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IV. 9. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LAS CEPAS DEL
FILOGRUPO 1

Como se ha indicado anteriormente, un objetivo inicial de este estudio fue el
aislamiento y caracterizacion de nuevas especies del género Salinivibrio. Tras
haber realizado el analisis del gen ARNr 16S, un estudio MLSA completo,
hibridacion ADN-ADN y un estudio filogendmico con los genomas
secuenciados del género Salinivibrio, se pudo concluir, que las cepas
pertenecientes al filogrupo 1 constituian una nueva especie del género
Salinivibrio.

Siguiendo las recomendaciones del Ad Hoc Committee for the Re-evaluation
of the Species Definition in Bacteriology (Stackebrandt y col., 2002), la
diferenciacién de taxones debe estar basada en un estudio polifasico y
sustentada por caracteristicas fenotipicas, genotipicas y quimiotaxondmicas,
ademas de un estudio filogenético. En este sentido, procedimos a realizar
una caracterizacién taxondémica completa de las cepas: AL184T, IB560, IB563,
IC202, IC317, MA421, ML277, ML318, ML328A y ML331, aisladas de muestras
de agua de las salinas de Santa Pola, Alicante; Isla Bacuta e Isla Cristina en
Huelva; La Malahd, Granada y Es Trenc, Mallorca.

De acuerdo con el servidor EzBioCloud, las cepas AL184T (1435 pb), IB560
(1440 pb), IB563 (1447 pb), IC202 (1478 pb), IC317 (1435 pb), MA421 (1480
pb), ML277 (1435 pb), ML318 (1479 pb), ML328A (1431 pb) y ML331 (1209
pb), estuvieron estrechamente relacionadas con S. sharmensis DSM 181827
(98,2-99,6 %) y S. costicola subsp. costicola DSM 114037 (99,0-98,1 %). La
secuencia del gen ARNr 16S entre estas cepas y las de otros géneros
relacionados filogenéticamente, fue inferior al 92,7%.

El porcentaje de semejanza del gen ARNr 16S entre estas diez cepas fue del
96,7 al 100 %, el valor mas bajo equivale a la pareja de cepas ML328A-
AL184T. Como se puede observar en cada uno de los arboles filogenéticos
obtenidos mediante los diferentes algoritmos (Figuras IV.15A, 15B, 15C), en
ninguno de ellos aparecen estas diez cepas agrupadas en un solo grupo
monofilético.

243



En el caso del arbol obtenido mediante el algoritmo de neighbour-joining
basado en la comparacién de las secuencias ARNr 16S agrupd a estas 10
cepas en dos ramas filogenéticamente distintas; por un lado las cepas
AL184T, IB560, IB563, IC202, MA421, ML277 y ML331 (marcadas en azul); y
por otro lado, las cepas IC317, ML318 y ML328A (marcadas en verde); este
segundo grupo con un soporte de rama superior al 70 % (Figura IV.15A).

Salinivibriosp. ML277 (LT627770)
Salinivibriosp. AL184T (LT627515)

Salinivibriosp. IB560 (LT627748)

Salinivibriosp. MA421 (LT627761)
-Salinivibriosp.1C202 (LT627758)

Salinivibriosp. ML331(LT627787)

Salinivibriosp. 1B563 (LT722646)

Salinivibriosp. 1C317 (LT627759)
Salinivibriosp. ML318(LT627777)
Salinivibriosp. ML328A (LT627783)

-S. sharmensis DSM 181827 (LT627804)

S. siamensis JCM 144727 (LT627805)
S. costicolasubsp. costicolaDSM 114037 (LT722673)

S. costicolasubsp. alcaliphilus DSM 163597 (LT627802)

70— S proteolyticus DSM 114037 (LT627803)
S. costicolasubsp. vallismortis DSM 82857 (LT722672)

Vibtio cholerae N16961T (X76337)

—
0.01

Figura IV.15A. Arbol filogenético obtenido por el método neighbour-joining basado en la
comparacion de secuencias del gen ARNr 16S en el que se muestran las relaciones
filogenéticas entre las cepas AL184T, IB560, IB563, 1C202, IC317, MA421, ML277, ML318,
ML328A y ML331 y las cepas tipo del género Salinivibrio. Los nimeros de acceso de las
secuencias utilizadas se indican entre paréntesis. En los nodos se muestran los valores
estimados de bootstrap iguales o superiores al 70 %. Como outgroup se ha utilizado la
cepa tipo de Vibrio cholerae N169617. La escala representa el niimero de sustituciones por
nucleétido.

Segun los arboles filogenéticos obtenidos mediante los algoritmos
maximum-likelihood y maximum-parsimony aparecen estas diez cepas
(marcadas en negrita en el arbol) dentro del mismo filogrupo pero también
se incluye la especie S. siamensis JCM 14472T; por lo que, segun este arbol,
este grupo de cepas no conformaria una especie nueva (Figuras IV.15B,
IV.15C).
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Figura IV.15B. Arbol filogenético obtenido por el método maximum-likelihood basado en
la comparacion de secuencias del gen ARNr 16S en el que se muestran las relaciones
filogenéticas entre las cepas AL1847, IB560, IB563, 1C202, IC317, MA421, ML277, ML318,
ML328A y ML331 y las cepas tipo del género Salinivibrio. Los nimeros de acceso de las
secuencias utilizadas se indican entre paréntesis. En los nodos se muestran los valores
estimados de bootstrap iguales o superiores al 70 %. Como outgroup se ha utilizado la
cepa tipo de Vibrio cholerae N169617. La escala representa el niimero de sustituciones por

nucleétido.
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Figura IV.15C. Arbol filogenético obtenido por el método maximum-parsimony basado en
la comparacion de secuencias del gen ARNr 16S en el que se muestran las relaciones
filogenéticas entre las cepas AL1847, IB560, IB563, 1C202, 1C317, MA421, ML277, ML318,
ML328A y ML331 y las cepas tipo del género Salinivibrio. Los nimeros de acceso de las
secuencias utilizadas se indican entre paréntesis. En los nodos se muestran los valores
estimados de bootstrap iguales o superiores al 70 %. Como outgroup se ha utilizado la
cepa tipo de Vibrio cholerae N169617. La escala representa el niimero de sustituciones por
nucleétido.
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Como ya hemos puesto de manifiesto en el apartado V1.2.1.2, el gen ARNr
16S ha mostrado no ser un marcador filogenético util para el género
Salinivibrio, debido a la baja tasa de evolucion y a la estrecha relaciéon que
existe entre las distintas especies de este género; por lo que se ha llevado a
cabo un estudio filogenético basado en un analisis por secuenciacién
multilécica (MLSA), para el cual se emplearon los cuatro genes conservados
anteriormente mencionados en el apartado V1.2.1.2: gyrB, recA, oAy rpoD.
Los analisis de las secuencias concatenadas de los cuatro genes resultaron
ser especialmente Utiles en el analisis filogenético debido a que las
topologias obtenidas por los tres métodos de construccién de los arboles
fueron muy similares y estables. La secuencia concatenada de los genes
gyrB, recA, rpoAy rpoD puso de manifiesto que las diez cepas se agrupaban
formando un cluster independiente (Figura 1V.16), relacionadas
filogenéticamente con el género Salinivibrio. Es decir, que tanto los arboles
filogenéticos basados en el andlisis de los genes individuales como el
concatenado, muestras que estos diez aislados no son miembros de ninguna
de las especies hasta ahora descritas del género Salinivibrio.

Salinivibriosp.1C317
Salinivibriosp. MA421
Salinivibriosp. ML277
Salinivibrio sp.ML318

Salinivibriosp. AL184T
Salinivibrio sp.1B560
Salinivibriosp.1C202
Salinivibriosp.1B563
Salinivibriosp. ML328A
Salinivibriosp. ML331

76

100

S. siamensis JCM 144727

S. sharmensisDSM 181827
S. costicolasubsp. alcaliphilus DSM 163597
100! 8. costicolasubsp. costicola DSM 114037
S. proteolyticus DSM 114037
—1oo+_— S. costicolasubsp. vallismortis DSM 82857

Vibrio choleraeN169617

—
0.05

Figura IV.16. Arbol filogenético basado en la comparacién de la secuencia concatenada de
los genes gyrB, recA, rpoAy rpoD obtenido por el método neighbour-joining en el que se
muestra la posiciéon filogenética de cepas AL184T, IB560, IB563, 1C202, IC317, MA421,
ML277, ML318, ML328A y ML331 y las cepas tipo del género Salinivibrio. Los circulos
negros indican los nodos que se mantienen en los arboles generados utilizando los
algoritmos maximum-parsimony y maximum-likelihood. En los nodos se indican los
valores de bootstrap superiores al 70 %. Como outgroup se ha utilizado la cepa tipo de
Vibrio cholerae N169617. La escala representa el nimero de sustituciones por nucleétido.

246



IV.Resultados y Discusion

Con respecto a la caracterizacion genotipica se realizaron estudios de
hibridaci6n ADN-ADN entre la cepa tipo del filogrupo, la AL184T, y el resto
de cepas de este filogrupo, y las especies descritas del género Salinivibrio. El
porcentaje de hibridacion ADN-ADN entre AL184" y el resto de cepas del
mismo filogrupo oscilé entre el 74 y el 100 %, valor superior al 70 %
considerado actualmente como limite para la definicion de nuevas especies
(Stackebrandt y col., 1994; 2002). Los valores de hibridacion ADN-ADN entre
la cepa AL184T y las especies S. costicola subsp. costicola DSM 114037, S.
costicola subsp. alcaljphilus DSM 163597, S. costicola subsp. vallismortis DSM
82857, S. proteolyticus DSM 114037, S. sharmensis DSM 181827y S. siamensis
JCM 144727 fue 17, 28, 44, 21, 8 y 47 %, respectivamente. Estos resultados
nos permitieron concluir que estos aislados constituian un nuevo taxén
(Stackebrandt y col., 1994; 2002).

El contenido en G+C del ADN determinado para las cepas AL184T, IB560,
IB563, 1C202, IC317, MA421, ML277, ML318, ML328A y ML331 es de 52.5,
52.5, 519, 51.9, 51,9.0, 52.5, 52.5, 51.9, 52.5 y 51,9 mol%, respectivamente.
Estos rangos se encuentran cercanos a los descritos para las especies del
género Salinivibrio (49,0-51,0 mol%) (Romano y col., 2011).

En la Tabla IV.28 se muestran las principales caracteristicas fenotipicas y
genotipicas diferenciales de diez cepas pertenecientes al fiogrupo 1;
mientras que en la Tabla IV.29 se recogen las principales caracteristicas que
diferencian a la cepa AL184T con las especies descritas del género
Salinivibrio.

Como se puede observar algunas de las pruebas llevadas a cabo en las
cepas que conforman este filogrupo, mostraron una respuesta semejante,
sin embargo, también presentaron varias diferencias con respecto al rango
salino, de temperatura y de pH, asi como en la reduccion de nitratos,
produccion de indol, citrato de Simmons, fenilalanina desaminada. En
cuanto a la produccién de acidos e utilizacién de sustratos también se
mostro bastante variedad en los resultados entre estas cepas a pesar de
conformar el mismo filogrupo.
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Tabla IV.28. Caracteristicas diferenciales entre las cepas Salinivibrio sp. AL184", IB560, IB563, 1C202, IC317, MA421, ML277, ML318, ML328A y
ML331.

Todas las cepas mostraron una pigmentacion color crema y forma de bacilos curvados maviles. El éptimo de NaCl es de 7,5 % p/v; el 6ptimo de
temperatura es de 37 °C y el éptimo de pH se encuentra entre 7,2-7.4. Todas las cepas crecian en condiciones de anaerobiosis. Todas dieron resultado
positivo para las pruebas de la catalasa, oxidasa, hidrélisis de ADN, fosfatasa y Voges-Proskauer, asi como para la produccién de acidos a partir de
fructosa, maltosa y D-trehalosa; en cuanto a la utilizacion de sustratos, dieron positivas la fructosa, maltosa y D-trehalosa. Todas las cepas dieron
negativo en la hidrdlisis del Tween 80 y rojo metilo; no producia acidos a partir de esculina, rafinosa y D-xilosa. Todos los datos son de este estudio; +:
positivo; —: negativo.

Caracteristicas AL184T IB560 IB563 1C202 1C317 MA421 ML277 ML318 ML328A ML331
Rango NaCl (%, p/v) 2-20 2-20 2-20 3-19 2-20 2-20 3-19 3-20 4-20 4-19
Rango temperatura (°C) 17-48 20-48 17-47 18-48 17-49 17-47 19-48 20-47 19-48 19-47
Rango pH 5-10 5-9 5-9 5-10 5-10 5-10 5-10 5-10 5-10 5-10
Reduccion de nitratos - - + - - - + - - -
Reduccion de nitritos - - - - - - + - - -
Hidrdlisis de:
Esculina - - - - - + - - + _
Caseina + + + + + - + + - +

Gelatina + + - + + + + + - -




Caracteristicas AL184T IB560 IB563 1C202 IC317 MA421 ML277 ML318 ML328A ML331
Almidén - + - - + + - - - _
Produccién de indol - - + - - - - - - -
Citrato de Simmons - - + + + + - - - +
Fenilalanina desaminasa + - - + + - - - + ¥
Produccién de acidos:
D-Arabinosa - - + - - - + - + +
D-Galactosa - - - - + - - - - -
Glicerol + + + + - + - + + -
D-Glucosa + + + + + + - - + ¥
Lactosa - - - - - - + - - _
Manitol + - + + + + + + + +
Manosa + - - + + + + + + -
Ribosa + + + + + + - + + +




Caracteristicas AL184T IB560 IB563 1C202 1C317 MA421 ML277 ML318 ML328A ML331
Sacarosa - + - + + + + + - +
Utilizacion de:
D-Arabinosa - - - - - - + ¥ + +
Fructosa - + + - + + - - - _
D-Galactosa - + - + - - - + + +
D-Glucosa + + - + - - + - - +
Lactosa + + - + - - + - + +
D-Maltosa + + + - - - + - _ _
Manosa + - - - - - - - + +
Rafinosa + + - + - - - + + +
D-Trehalosa + + + + - + + + - +
D-Xilosa + + - + - - + - - +
Fenilalanina + - - - - - - - + +




Caracteristicas

AL184T

IB560

IB563

1C202

1C317

MA421

ML277

ML318

ML328A

ML331

Glutamina
Metionina
Lisina
Isoleucina
Valina
Contenido en G + C del ADN (7m) (mol%)

Contenido en G + C del ADN (genoma) (%)

52,5

50,2

52,5

50,5

51,9

50,5

51,9

50,5

51,9

50,9

52,5

50,4

52,5

50,4

51,9

50,7

52,5

50,5

51,9

50,4
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Tabla IV.29. Caracteristicas diferenciales entre la cepa AL1847 y las especies descritas del
género Salinivibrio.

Todas las cepas mostraron una pigmentacion color crema y forma de bacilos curvados moviles.
El 6ptimo de NaCl es de 7,5 % p/v; el 6ptimo de temperatura es de 37 °C y el 6ptimo de pH se
encuentra entre 7,2-7,4. Todas las cepas crecian en condiciones de anaerobiosis. Todas dieron
resultado positivo para las pruebas de la catalasa, oxidasa, hidrolisis de ADN. Voges-Proskauer y
fosfatasa; en cuanto a la utilizacién de sustratos dieron positivo la lactosa, rafinosa, ribosa, D-
trehalsa y D-xilosa. Todas dieron resultado negativo para la produccion de indol, citrato de
Simmons y rojo de metilo, y no producian acidos a partir de la D-arabinosa, lactosa, rafinosa y
xilosa. Todos los datos provienen de este estudio. Cepas: 1, AL184T; 2, S. sharmensis DSM
18182T; 3, S. siamensis JCM 14472T; 4, S. proteolyticus, 5, S. costicola subsp. alcaliphilus DSM
163597, 6, S. costicola subsp. costicola DSM 11403T; 7, S. costicola subsp. vallismortis DSM

8285T.

Caracteristicas 1 2 3 4 5 6 7

Rango NaCl (%, p/v) 2-20 3-20 2-19 2-20 3-20 2-20 4-21
Rango temperatura (°C) 17-48 19-462 18-47v 18-47¢ 18-484 19-46¢ 19-49f
Rango pH 5-10 6-109 5-10h 5-10' 5-9 5-10k 5-10'
Reduccién de nitratos + + + + + - _
Reduccion de nitritos - - - + + - -
Hidrdlisis de:

Esculina - - - - + - _

Caseina + - + + - + +

Gelatina + + + + - + +

Almidén - ¥ - + - - -

Tween 80 - - + - - - +
Fenilalanina desaminasa + - + - + - -
Produccién de acidos:

D-Galactosa - - - - + - _

Glicerol + - + - - - +
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Caracteristicas 1 2 3 4 5 6 7

Manitol + - + + + + +
Manosa + + + - - - -
Ribosa + + + + - - +

Utilizacion de:

D-Arabinosa - + + - + + -
Fructosa - - - - - + -
D-Galactosa - + - + + + +
D-Glucosa + + - + + + +
D-Maltosa + + - + + + +
Manosa + + + + + + R
Sacarosa + - - + ¥ + +
Alanina + + + - ¥ + R

Contenido en G + C del ADN

52,5 51,9 51,9 51,9 51,9 52,5 51,9
(7Tm) (mol%)

Contenido en G + C del ADN

50,2 50,4 50,3 49,8 49,1 49,2 49,7
(genoma) (%)

aEl rango de temperatura oscila entre 25 y 40 °C segin Romano y col. (2011).

bEl rango de temperatura oscila entre 10 y 47 °C segin Chamroensaksri y col. (2009).
¢El rango de temperatura oscila entre 10 y 45 °C segiin Amoozegar y col. (2008).

dEl rango de temperatura oscila entre 10 y 40 °C segiin Romano y col. (2005).

e El rango de temperatura oscila entre 5 y 45 °C segiin Mellado y col. (1996).

fEl rango de temperatura oscila entre 5y 50 °C segtin Huang y col. (2000).

9El rango de pH oscila entre 6 y 10 segiin Romano y col. (2011).

hEl rango de pH oscila entre 5 y 9 segin Chamroensaksri y col. (2009).
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" El rango de pH oscila entre 5y 9.5 segin Amoozegar y col. (2008).
JEl rango de pH oscila entre 7 y 10.5 segiin Romano y col. (2005).
kEl rango de pH oscila entre 5y 10 segiin Mellado y col. (1996).

'El rango de pH oscila entre 5y 10 segun Huang y col. (2000).

Como se ha podido observar, algunas de las caracteristicas se encuentran
igual para todo los miembros del género Salinivibrio, tales como oxidasa y
catalasa positiva, utilizacion de la via butanodidlica para fermentar la
glucosa; utilizacion de bastantes carbohidratos como fuente de carbono y
energia: lactosa, rafinosa, ribosa y D-trehalosa y D-xilosa; sin embargo,
también se encontraron diferencias en los rangos salinos, de temperatura y
de pH; los cuales no coincidieron con los descritos previamente, diferencias
también en la produccion de acidos a partir de carbohidratos o incluso en la
utilizacion de algunos sustratos.

El perfil de acidos grasos de la cepa tipo AL184T se determiné mediante
cromatografia de gases con el Sistema de Identificacion Microbiana MIDI
usando el método TSBA6 (MIDI, 2008). Para obtener dicho perfil, las células
se cultivaron en el medio 1 descrito anteriormente en el apartado II1.1.2 de
Material y Métodos, a 37 °C durante 48 h de incubacién. Los acidos grasos
predominantes en la cepa AL184T fueron Cico y Cis1 (Tabla IV.30). En
estudios recientes realizados en el género Vibrio los acidos grasos
predominantes son Ciso y Cig1 (Doi y col, 2017, Paek y col,, 2017), por lo
que nuestros datos coinciden con los descritos previamente.

Ya que disponiamos de los genomas secuenciados de estas diez cepas asi
como de las especies descritas del género Salinivibrio, los utilizamos para
completar los datos de este estudio. Las principales caracteristicas de estos
genomas se recogen en la Tabla IV.18 del apartado V1.8.2. de Resultados y
Discusion.
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Tabla IV.30. Contenido de acidos grasos celulalres de la cepa AL184T y las especies mas
estrechamente relacionadas con el género Salinivibrio.

Cepas; 1, AL184T 2, S. sharmensis DSM 18182T; 3, S. siamensis JCM 144727, 4, S. proteolyticus, 5,
S. costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597; 6, S. costicola subsp. costicola DSM 11403T; 7, S.
costicola subsp. vallismortis DSM 82857. Todos los datos fueron realizados en este estudio
menos los indicados con un asterisco. Todos se han obtenido en las mismas condiciones de
crecimiento, indicado en el apartado de Material y Métodos. Los valores se muestran en
porcentaje total. *Datos tomados del trabajo de Romano y col. (2011).

Acido graso (%) 1 2* 3* 4* 5* 6* 7*
Ci20 35 31 12,7 6,7 10,5 7,6 10,8
Ciao 2,1 4,7 9,8 71 2,8 37 78
Ciso 23,7 54,0 29,2 21,6 278 19,8 18,7
Ciso 2,6 1.8 1.9 31 79 2,7 24
Ciaa 142 91 145 337 127 31,2 286

Mediante el programa GGDC (Meier-Kolthoff, y col., 2013), se calcularon los
valores de hibridacion ADN-ADN /n silico (DDH) entre las diez cepas
pertenecientes al mismo filogrupo, obteniéndose un rango que oscil6é entre
el 80 y el 100 % (Tabla IV.31) Segun Thompson y col. (2013), las cepas de la
misma especie comparten un valor de hibridacion ADN-ADN /n silico del 70
% o superior, esto confirma que la posicibn taxondmica de estas cepas
constituye una especie separada a las descritas. Por otro lado, cuando se
comparan estas cepas con el resto de especies tipo del género Salinvibrio, el
valor siempre es inferior al 70 % (Tabla IV.31). Estos datos concuerdan con
los datos obtenidos en la hibridacion ADN-ADN experimental.

Segun la metodologia descrita por Konstantinidis y Tiedje (2005) y Lee y col.,
(2016) se calcularon los valores de ANIb y orthoANI, respectivamente (Tabla
IV.32). Para ambos indices, los rangos entre las cepas del mismo filogrupo
dieron valores superiores al 95-96 % (97,7-100 % tanto para ANIb como
OrthoANI) valor propuesto por Richter y Rosell6-Méra (2009) para la
circunscripcion a nivel de especie.
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Tabla IV.31. Resultados de los calculos del GGDC (%) entre los genomas de las diez cepas y las especies descritas del género Salinivibrio.

Cepa AL184T
Salinivibrio sp. AL1847 100 IB560
Salinivibrio sp IB560 84,7 100 1B563
Salinivibrio sp 1B563 83,3 81,9 100 1C202
Salinivibrio sp 1C202 85,4 81,7 95,6 100 1C317
Salinivibrio sp 1C317 85,8 85,0 83,4 83,0 100 MA421
Salinivibrio sp MA421 83,0 82,4 80,3 80,0 83,1 100 ML277
Salinivibrio sp ML277 85,0 84,5 82,4 82,1 83,5 86,7 100 ML318
Salinivibrio sp ML318 86,0 85,0 83,3 83,1 99,7 83,1 85,4 100 ML328A
Salinivibrio sp ML328A 86,0 87,50 83,7 83,2 95,7 83,8 85,2 95,9 100 ML331
Salinivibrio sp ML331 85,7 84,0 83,2 82,3 85,3 81,8 84,3 85,50 85,1 100
S. sharmensis DSM 181827 42,7 42,9 42,6 42,6 42,9 43,0 43,0 42,9 42,8 42,8
S. siamensis JCM 144727 44,5 44,8 44,6 44,6 44,6 45,0 44,8 44,6 44,5 44,6
S. proteolyticus DSM 114037 23,6 23,5 23,6 23,6 24,0 23,5 23,4 23,6 23,5 23,6
S. costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597 24,5 24,5 24,9 24,8 24,7 24,7 24,6 24,5 24,5 24,4
S. costicola subsp. costicola DSM 114037 24,5 24,6 25,1 25,1 24,8 24,8 24,6 24,6 24,6 24,6
S. costicola subsp. vallismortis DSM 82857 23,7 23,5 23,5 23,5 24,0 23,4 23,3 23,6 23,5 23,7




Tabla IV.32. Porcentajes de valores de ANIb y OrthoANI entre los genomas de las diez cepas y las cepas descritas del género Salinivibrio .

Los valores de OrthoANI se muestran entre paréntesis. El valor del 100 % es igual para ambos indices.

Cepa AL184T
Salinivibrio sp. AL184T 100 IB560
Salinivibrio sp 1B560 98,2 (98,4) 100 18563
Salinivibrio sp 1B563 98,2 (982) 98,0 (98,1) 100 1C202
Salinivibrio sp 1C202 98,1(982)  980(980) 99,5 (99,4) 100 1C317
Salinivibrio sp 1C317 984 (98,4)  983(983) 982(982) 981 (982) 100 MA421
Salinivibrio sp MA421 98,0(981)  981(981) 97,7(97,8) 97.8(97,8) 98,0 (981) 100 ML277
Salinivibrio sp ML277 983(983)  983(983) 981(981) 981(981) 982(983) 984 (985) 100 ML318
Salinivibrio sp ML318 984 (98,4) 983 (984) 980(982) 981(981)  999(99.9) 983 (982 983 (984) 100 ML328A
Salinivibrio sp ML328A 983 (97,7)  984(982) 983 (982) 984(982)  995(994) 982 (981) 982 (983) 98,1 (98,2) 100 ML331
Salinivibrio sp ML331 983(983)  981(982) 981(981) 980(980) 981(984) 97.8(97.9) 981 (98,2) 983 (983) 98,3 (983) 100
S. sharmensis DSM
T1a0r 90,6 (91,1) 90,4 (91,1) 904 (91,0) 903 (90,9) 909 (91,3) 904 (91,00 908 (91,2) 90,4 (91,1)  90,5(91,0) 90,4 (91,1)
S, siamensis JCM 144727 90,8 (91,6)  908(91,8) 91,0(91,6) 909 (91,6) 907 (91,6) 91,0(91,8) 903 (91,7) 90,7 (91,6) 90,9 (91,5) 90,9 (91,5)
S.  proteolyticus DSM
e 839(80,7) 84,0 (805) 840 (804) 839(80,5) 840(80,6) 840 (805 840 (80,4) 84,0 (805) 84,0 (806) 83,9 (80,8)
S costicola  subsp. | oih 010 g33(g19)  841(820) 833 (919) 830(819) 833 (819 833 (819) 83,0 (81,8)  83,1(81,8)  83,0(820)
a/Ca//ph/’/US DSM 16359T ! ' ! ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' '
S. costicola subsp.

, 830(81,8)  829(817) 839(822) 832(820) 830(818 833(81,8) 833819 830 (81,8) 829 (820) 83,0 (81,38)
costicola DSM 114037
S. cost. subsp. vallismortis

84,05 (804)  83,8(805)  835(805)  839(802)  840(80,6)  83,8(80,5 840 (80,5) 83,8 (805)  84,0(803) 84,0 (80,6)

DSM 82857
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Cuando estas cepas fueron comparadas con el resto de especies descritas, el
valor siempre fue inferior a 95 %, apoyando asi, la propuesta de una nueva
especie. Tal y como se esperaba, los valores de orthoANI son ligeramente
superiores a los de ANIb (Lee y col., 2016).

Con el objetivo de cerciorar si efectivamente estas cepas pudiesen constituir
una especie nueva, se estudié también su pangenoma. El conjunto de todos

los genes presentes en las diez cepas asi como las especies tipo del género
Salinivibrio proporcion6 un pangenoma formado por 6041 genes; de los
cuales 1230 estaban presentes en todas las cepas (core-orthologs). Con este
valor de core-genoma se llevd a cabo una reconstruccién filogenética
basada en la concatenacion de todos los genes ortélogos presentes en
todos los genomas, observandose que estas diez cepas conformaban un
solo filogrupo separada del resto de especies descritas del género

Salinivibrio (Figura IV.17).
100 [~ Salinivibrio sp.1B563
QQE: Salinivibrio sp.1C202
" Salinivibriosp. ML331

Salinivibrio sp. AL184T
Salinivibrio sp. ML328A
Salinivibriosp.IC317
100 'salinivibrio sp. ML318
Salinivibriosp. 1B560
71 Salinivibriosp. ML277
’ 100 {
100 Salinivibrio sp. MA421

100,

S. siamensis JCM 144727
i L—————————————— S sharmensisDSM 181827

100 I S. costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
| — S. costicola subsp. costicola DSM 114037

L) a— S. proteolyticus DSM 114037
| S S. costicola subsp. vallismortis DSM 82857

0.02

Figura IV.17. Arbol filogenético basado en el core-genome de las cepas AL184T, IB560,
IB563, 1C202, IC317, MA421, ML277, ML318, ML328A y ML331 y las cepas tipo del género
Salinivibrio. Este arbol fue obtenido por el método neighbour-joining calculado a partir de
la alineacion de 1230 genes ortélogos compartidos de estos genomas. Todos los genomas
fueron secuenciados en el estudio menos S. costicola subsp. costicola DSM 114037 que fue
extraido del GenBank Los circulos negros indican los nodos que se mantienen en los
arboles generados utilizando los algoritmos maximum-parsimony 'y maximum-likelihood.
En los nodos se indican los valores de bootstrap superiores al 70 %. La escala representa el
nimero de sustituciones por nucleétido
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Tal y como se habia estudiado en el apartado X de Resultados y Discusion;
aqui también se elaboré un grafico donde se mostrase los diez subsistemas
mas representados en este filogrupo (Figura IV.18); siendo los genes
involucrados en la sintesis y regulacion flagelar los mas abundantes, esto
puede deberse a la motilidad que presentan las cepas de este género,
gracias al flagelo polar que poseen en uno de sus extremos polares.

M Ribosoma LSU

H Ribosoma SSU

m Citoesqueleto

m Reparacion del ADN

M Ciclo de la serina-glicoxilato

= ARNts

= Biosintesis de la metionina

= Metilacion de ARN
Lipopolisacaridos ensambaldores

= Flagelo

Figura IV.18. Representacion de los 10 subsistemas mas caracteristicos de los genomas
objeto de estudio.

Los datos filogenéticos basados en el gen ARNr 16S, el estudio MLSA y de
los genomas juntos a los resultados obtenidos en la caracterizacién
genotipica, fenotipica y quimiotaxondmica, demuestran claramente que las
cepas AL1847, IB560, IB563, 1C202, IC317, MA421, ML277, ML318, ML328A y
ML331 constituyen una nueva especie, dentro del género Salinivibrio, para la
cual proponemos el nombre de Salinivibrio kushneri sp. nov.

IV. 9.1. Descripcion de Salinivibrio kushneri sp. nov.

Salinivibrio kushneri (kush’ner.i. N.L. gen. n. de Kushner, en honor al profesor
Donn J. Kushner, por su contribucion a la microbiologia y su trabajo pionero
con bacterias haldfilas).
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IV.Resultados y Discusion

Las células son bacilos ligeramente curvados Gram-negativos, moviles, con
un tamafio de 0,5 x 2,5-3,2 pm; no forman ningun tipo de agrupacion
celular. No producen endosporas. Las colonias son circulares, de borde
entero, convexas, color crema y con un diametro de 0,9-2,1 mm en medio
SW 7,5 tras 24-48 h de incubacién a 37 °C. Anaerobios facultativos. Halo6filos
moderados. No crecen en ausencia NaCl, crecen en medio son
concentracion de 4 a 19 % (p/v) NaCl con el éptimo de crecimiento a 7,5 %
(p/v) NaCl. El rango de temperatura en el que presenta crecimiento es de 17
a 49 °C, con un crecimiento 6ptimo a 37 °C. El rango de pH para crecer es de
5 a 10, con el 6ptimo a pH entre 7,2-7,4. Catalasa, oxidasa y fosfatasa
positivas. Voges-Proskauer positivo. Reduce el nitrato a nitrito. Hidroliza el
ADN pero no el Tween 80. La produccion de indol es negativa para la gran
mayoria. Produce acidos a partir de fructosa, D-maltosa y D-trehalosa, pero
no de esculina, lactosa, rafinosa y D-xilosa. Producen acidos en la mayoria de
los casos a partir de D-glucosa y ribosa. Los siguientes compuestos son
utilizados como Unica fuente de carbono y energia: ribosa y sacarosa. La
alanina es utilizada como unica fuente de carbono, nitrégeno y energia. La
utilizacion de D-trehalosa, glutamina es positiva para la gran mayoria. Los
acidos grasos predominantes son Ciso y Cig1. El contenido en G+C del ADN
es 50,2-50,9 % (genoma) y 51,9-54,0 mol %

La cepa tipo es AL184T (=CECT 91777 =LMG 298177), aislada de una muestra
de agua de las salinas de Bras del Port, Santa Pola (Alicante). El contenido en
G+C del ADN de la cepa tipo es 50,2 % (genoma) y 52.5 moles% (7). Los
aislados 1B560, IB563, 1C202, IC317, MA421, ML277, ML318, ML328A y
ML331 son cepas adicionales a la especie. EIl nimero de acceso de
GenBank/DDBJ/EMBL para el ARNr 16S de la cepa tipo es LT627515.
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IV.10. SINONIMIA DE ESPECIES: S. proteolyticusysS. costicola
subsp. vallismortis

En el afo 2000, Huang y col,, aislaron la cepa DVT de un estanque hipersalino
localizado en en Valle de la Muerte, EE.UU. Tras un analisis del gen ARNr 16S
y la realizacion de un estudio de hibridacién ADN-ADN con la especie tipo
del género (Salinivibrio costicola subsp. costicola), se obtuvieron valores del
97,7 % y 93 % respectivamente; pensandose por tanto que se trataria de la
misma especie: sin embargo caracteristicas fenotipicas tales como la
halotolerancia, produccién de gas, el espectro de utilizacién de azucares y
algunas diferencias filogenéticas hicieron pensar que la cepa DVT se trataba
de una subespecie de Salinivibrio costicola, a la que denominaron
Salinivibrio costicola subsp. vallismortis, enmendando por tanto la especie
tipo del género a Salinivibrio costicola subsp. costicola.

Amoozegar y col. (2008) aislaron una cepa designada como AF-2004T del
lago Bakhtegan, lago hipersalino localizado en Iran. Anélisis basados en el
ARNTr 16S mostraron que poseia un porcentaje de semejanza del 99, 97 y 96,
8 % con las especies S. costicola subsp. vallismortis, con S. costicola subsp.
costicola 'y S. costicola subsp. alcaliphilus, respectivamente. El estudio de
hibridacion ADN-ADN indicé un valor del 10,1 % frente a la especie tipo S.
costicola subsp. costicola, pero no se realizaron frente a mas especies del
género Salinivibrio. Segun Wayne y col. (1987), un valor por debajo del 70 %
en hibridaciones ADN-ADN se considera que se tratan de dos especies
diferentes; por lo que se propuso a la cepa AF-2004T como nueva especie del
género Salinivibrio;y se le asigné el nombre del Salinivibrio proteolyticus.

Como ya se ha comentado, el género Salinivibrio se compone de cuatro
especies una de ellas con tres subespecies (Romano y col, 2011); como
cabria esperar, estas tres subespecies deberia agruparse en el arbol
filogenético conformando un grupo monofiletico, pero tal y como se
observa en la Figura IV.19, estas tres subespecies no se encuentran
formando un solo grupo; por un lado aparece S. costicola subsp. costicola
asociada con S. costicola subsp. alcaliphilus (marcado en color azul en la
Figura IV.19); mientras que S. costicola subsp. vallismortis, aparece en otro
cluster agrupada con la especie S. proteolyticus (marcado en color verde la
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IV.Resultados y Discusion

Figura IV.19) por lo que parece claro que la clasificacién de éste género
necesita una reevaluacion. Esta idea se ve apoyada por estudios previos
realizados en el género Salinivibrio en los cuales se observo esta misma
incongruencia (Chamroensaksri y col., 2009; Amoozegar y col, 2008,
Romano y col., 2011; Gorriti y col., 2014). Esta misma idea ya se planteé en el
apartado IV.2.1 de Resultados y Discusién.

100 Salinivibrio sharmensis BAGT (AM279734)

7ﬁ5alinivibrio siamensis JCM 144727 (AB285018)
100 | L97

100 ;—Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597 (AJ640132)
Salinivibrio costicolasubsp. costicola ATCC 355087 (X74699)

Enterovibrio nigricans CECT 73207 (AM942722)

Enterovibrio calviensis DSM 143477 (AF118021)

Enterovibrio coralii LMG 222287 (AJ842343)

Grimontia hollisae LMG 177197 (AJ514909)

Enterovibrio norvegicus LMG 198397 (AJ316208)

100 Aliivibrio logei NCIMB 22527 (AJ437616)

Aliivibrio salmonicida NCMB 22627T(X70643)

Aliivibrio sifiae H1-1T (AB464964)

Aliivibrio wodanis NVI 88/441T (AJ132227)

Aliivibrio finisterrensis CECT 72287 (EU541604)

Aliivibrio fischeri ATCC774T (X74702)

Vibrio cholerae CECT 5147 (X76337)

Vibrio vulnificus ATCC 27562T (X76333)
Vibrio harveyiNCIMB 12807 (AY750575)
———————————————— Salicola marasensis 7Sm5T (DQ019934)

Figura IV.19. Arbol filogenético obtenido por el método neighbour-joining basado en la
comparacion de secuencias del gen ARNr 16S en el que se muestran las relaciones
filogenéticas entre las cepas tipo del género Salinivibrio y otros miembros de la familia
Vibrionaceae. Los circulos negros indican los nodos que se mantienen en los arboles
generados utilizando los algoritmos maximum-parsimony y maximum-likelihood. Los
nimeros de acceso de las secuencias utilizadas se indican entre paréntesis. En los nodos se
muestran los valores estimados de bootstrap iguales o superiores al 70 %. Como outgroup
se ha utilizado la cepa tipo de Salicola marasensis 7Sm5T. La escala representa el nimero
de sustituciones por nucleétido.

Inicialmente, llevamos a cabo un analisis del gen ARNr 16S de las especies
descritas del género Salinivibrio asi como un grupo de cinco cepas aisladas
que, segun el estudio MLSA realizado en el apartado IV.2.2, se encontraban
relacionadas filogenéticamente con Salinivibrio proteolyticus'y S. costicola
subsp. vallismortis DSM 8285T.

En modo de recordatorio, segun el estudio MLSA realizado anteriormente,
las cepas que conforman el filogrupo 4 son IB574, IB872, PR5, PR919 y
PE932; estas cepas aparecen agrupadas a una especie Salinivibrio
proteolyticus DSM 114037 T y a una subespecie S. costicola subsp.
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vallismortis DSM 82857. En base al gen ARNr 16S estas cepas poseen un
porcentaje de semejanza del 97,3 al 100 %.

De acuerdo con el servidor EzBioCloud, las cepas IB574 (1303 pb), IB872
(1410 pb), PR919 (1395 pb) y PR932 (1393 pb), estuvieron estrechamente
relacionadas con S. costicola subsp. vallismortis DSM 82857 (98,5-99,7 %);
mientras que la cepa PR5 (1366 pb) estuvo relacionada filogenéticamente a
S. costicola subsp. costicolaDSM 114037 (98,5 %).

Segun el arbol filogenético basado en el gen ARNr 16S tanto las cepas y
especies objeto de estudio en este apartado (marcadas en negrita en el
arbol), se encuentran dispersas sin formar un grupo monofilético; por un
lado se situan las cepas PR919 y PR932 formado un grupo con la subespecie
S. costicola subsp. vallismortis; cuyo valor de soporte de rama es del 93 %.
Las cepas IB872 e IB574 conformando otro grupo monofiletico; Salinivibrio
proteolyticus DSM 114037 aparece sola; mientras que la cepa PR5 aparece
formando un grupo con la especie Salinivibrio kushneri. CECT 91777
(FiguralV.20).

Salinivibrio sharmensisDSM 181827

Salinivibrio siamensis JCM 144727
Salinivibriosp. PR5 (LT627791)

Salinivibrio kushneriCECT 91777 (LT627515)

Salinivibrio costicola subsp. costicola DSM 114037

Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
Salinivibrio proteolyticus DSM 114037
Salinivibriosp.B574 (LT627749)
Salinivibriosp.|B872 (LT627756)

Salinivibrio costicolasubsp. vallismortis DSM 82857
93| [ Salinivibriosp.PRO19 (LT627798)

94! Salinivibriosp. PR932 (LT627799)
Vibrio choleraeN169617

0.01

Figura IV.20. Arbol filogenético obtenido por el método maximum-likelihood basado en la
comparacion de secuencias del gen ARNr 16S en el que se muestran las relaciones
filogenéticas entre las cepas IB574, IB872, PR5, PR919 y PR932 y las cepas tipo del género
Salinivibrio. Los nimeros de acceso de las secuencias utilizadas se indican entre paréntesis.
En los nodos se muestran los valores estimados de bootstrap iguales o superiores al 70 %.
Como outgroup se ha utilizado la cepa tipo de Vibrio cholerae N169617. La escala
representa el nUmero de sustituciones por nucleétido.
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IV.Resultados y Discusion

Esto nos demuestra una vez mas que el gen ARNr 16S no es un marcador
filogenético util para la familia Vibrionaceae, dando una baja resolucién a
nivel de especie (Pascual y col., 2010; Swabe y col; 2013); por ello se llevd a
cabo un estudio MLSA para el cual se utilizaron los genes housekeeping
mencionados previamente: gyrB, recA, rpoA'y rpoD (Pascual y col., 2010,
Sawabe y col,, 2007; 2013; Thompson y col. 2001; 2004; 2005; 2007). Se
realizd la secuenciacién y alineamiento de estos genes y su posterior
concatenacion, obteniendo una secuencia concatenada de 2981 nucleétidos.
Como se puede observar en la Figura IV.21, el conjunto de las cinco cepas
aisladas aparece formando un grupo monofiletico, separado del resto de
especies del género Salinivibrio, sustentado por un alto valor de soporte de
rama (100 %) con la especie Salinivibrio proteolyticus y la subespecie S.
costicola subsp. vallismortis; confirmando que efectivamente éstas dos,
especie y subespecie, conforman la misma especie. Ademas se obtuvo una
topologia casi similar con los tres métodos de construccién de filogenia;
como cabria esperar, este estudio MLSA mostré una mayor resolucion en la
determinacion de las relaciones a nivel de especie que el gen ARNr 16S,
debido a su mayor sefal filogenética gracias a la concatenacion de los genes
conservados housekeeping.

Para asegurarnos de que efectivamente Salinivibrio proteolyticus y la
subespecie S. costicola subsp. vallismortis representaban la misma especie,
se llevaron a cabo estudios de hibridacién ADN-ADN mediante el método
de competicion en filtro de membrana. La temperatura de hibridacion
utilizada para este ensayo fue de 51,8 °C; dicha temperatura es inferior a los
limites maximos determinados como aceptables para estos estudios (De Ley
y Titjgat, 1970). El porcentaje de hibridacién de la cepa S. costicola subsp.
vallismortis DSM 82857, seleccionada como cepa de referencia de este
grupo, con respecto a las cepas Salinivibrio proteolyticus DSM 114037, IB574,
IB872, PR5, PR919 y PRI32 fue de 73,8 %, 85,7 %, 81,4 %, 87 %, 86,9 % y 86,
5 %; estos resultados avalan que se trata de siete cepas pertenecientes a una
misma especie y que tanto S. costicola subsp. vallismortis DSM 8285T como
Salinivibrio proteolyticus DSM 114037 son la misma especie (Stackebrandt y
col, 2002). Los valores con respecto al resto de especie del género
Salinivibrio no superaban el 30 %.
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Figura IV.21. Arbol filogenético basado en la comparacion de la secuencia concatenada de
los genes gyrB, recA, rpoA'y rpoD obtenido por el método maximum-likelihood en el que
se muestra la posicion filogenética de las cepas IB574, IB872, PR5, PR919 y PR932 y las
cepas tipo del género Salinivibrio. Los circulos negros indican los nodos que se mantienen
en los arboles generados utilizando los algoritmos maximum-parsimony y neighbour-
Joining En los nodos se indican los valores de bootstrap superiores al 70 %. Como
outgroup se ha utilizado la cepa tipo de Vibrio cholerae N169617. La escala representa el
nimero de sustituciones por nucleétido

El contenido en G+C del ADN de las siete cepas se determin6 calculando la
temperatura media de desnaturalizacién (7,), obteniéndose valores de 51,9
% para las cepas S. costicola subsp. vallismortis DSM 82857, Salinivibrio
proteolyticus DSM 114037, IB574, I1B872, PR5 y PR932 y de 52,5 % para la
cepa PR919. Estos rangos se encuentran cercanos a los descritos para las
especies del género Salinivibrio (49,0-51,0 mol%) (Romano y col., 2011).

En la Tabla IV.33 se muestran las principales caracteristicas fenotipicas y
genotipicas diferenciales de las siete cepas pertenecientes al filogrupo 4 y
las especies descritas del género Salinivibrio.

Tal y como se puede observar, algunas de las pruebas son iguales tanto para
las cepas que conforman el filogrupo 4 como para las especies del género
previamente descritas; es el caso por ejemplo de la oxidasa y catalasa que
son positivas. Ademas utilizan la via butanodidlica para fermentar la glucosa.
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Tabla IV.33. Caracteristicas fenotipicas y genotipicas diferenciales entre las siete cepas del filogrupo 4 y el resto de especies del género
Salinivibrio.

Todas las cepas mostraron una pigmentacion color crema y forma de bacilos curvados maviles. El éptimo de NaCl es de 7,5 % p/v; el 6ptimo de
temperatura es de 37 °C y el éptimo de pH se encuentra entre 7,2-7,4. Todas las cepas crecian en condiciones de anaerobiosis. Todas dieron resultado
positivo para las pruebas de la catalasa, oxidasa, fosfatasa, Voges-Proskauer y producian acidos a partir de la fructosa, manosa y D-trehalosa. Utilizaban
rafinosa, ribosa y D-trehalosa como fuente de carbono y energia. Todas las cepas dieron negativo en la produccién de indoly el rojo metilo, y no
producian acido a partir de la esculina, rafinosa y D-xilosa. Todos los datos fueron realizados en este estudio. Cepas: 1, S.costicola subsp. vallismortis
DSM 8285T; 2, S. proteolyticus DSM 114037; 3, IB574; 4, IB872; 5, PR5; 6, PR919; 7, PR932 8, S. cost subsp. costicola DSM 11403T; 9, S. cost. subsp.
alcaliphilus DSM 16359T"; 10, S. sharmensis DSM 18182T; 11, S. siamensis JCM 144727. +, positivo, -, negativo, ND, no determinado.

Caracteristicas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Rango NaCl (%, p/v) 2-21 2-20 3-20 4-19 3-21 2-20 2-19 3-20 2-20 3-20 2-20
Rango temperatura (°C) 19-49  18-47 20-47 19-49 20-48 19-47 18-48 18-48 19-46 19-46 18-47
Rango pH 5-10 5-10 5-9 5-9 5-10 5-9 5-9 5-10 5-9 5-10 5-10
Hidrdlisis de:
Esculina - - + + - - + - + - _
Caseina + + - - - - + + - _ +
Gelatina + + - + + - - + - + +
Almidén - - - - + - + - - + -
Tween 80 + + - - - - - - - - -
ADN + + + + + + + + - + +
Fenilalanina desaminasa - - - - - - - + + - +




Caracteristicas

Reduccion de nitratos
Reduccioén de nitritos
Citrato de Simmons
Produccién de acidos:
D-Arabinosa
D-Galactosa
D-Glucosa
Glicerol
Lactosa
Manitol
Manosa
Ribosa
Sacarosa
Utilizacién de:
D-Arabinosa
Fructosa
D-Galactosa

D-Glucosa

10 11
+ +
- +
- +
+ +
+ +
- +
+ +




Caracteristicas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Lactosa + + - + + - - + + - +
D-Maltosa + + + + + + + + + - -
Manosa + + + - + + - + + + +
Sacarosa + + + + + + + + + - -
Alanina - - + + - + + + + + +
D-Xilosa + + + + + - - + + + +
Contenido en G + C del ADN (7m) (mol%) 51,9 51,9 51,9 51,9 51,9 52,5 51,9 52,5 51,9 51,9 51,9
Contenido en G + C del ADN (genoma) (%) 49,8 49,8 49,8 49,8 49,9 49,9 49,9 49,3 49,3 50,4 50,3




IV.Resultados y Discusion

Dentro del filogrupo 4, todas las cepas dieron positivo para la hidroélisis
del ADN mientras que la fenilalanina desaminasa fue negativa.
Producen acidos la ribosa y el manitol; mientras que no producen a
partir de la D-galactosa. Utilizan la D-maltosa, la D-glucosa y la sacarosa
como principales fuentes de energia y carbono.

Romano y col. (2011) estudiaron el perfil de los acidos grasos celulares,
lipidos polares y la composicion de quinonas de todas las cepas
descritas del género Salinivibrio. Segun se puede apreciar en la Tabla
IV.34, las dos cepas, S. costicola subsp. vallismortis DSM 82857 y
Salinivibrio proteolyticus DSM 11403T mostraron una composicion de
acidos grasos bastante similar. El 4cido graso predominante de ambas
fue Cis:1; ademas poseian fosfatidiletanolamina (PEA) y fosfatidilglicerol
(PG) como principales lipidos. El difosfatidilglicerol (DPG) estaba
presente en una cantidad inferior con respecto a PEA y PG; mientras que
la lipoquinona respiratoria presente fue Q-8.

Tabla IV.34. Composicion de acidos grasos, lipidos polares y quinonas respiratorias de
las cepas S. costicola subsp. vallismortis DSM 8285 y S. proteolyticus DSM 11403T.
Datos tomados de Romano y col. (2011). Los valores se muestran en porcentaje total de
los &cidos grasos celulares. +, presencia; -, ausencia.

Lipidos polares S.costicola subsp. vallismortis DSM S. proteolyticus DSM
82857 114037
PEA + +
PG + +
DGP +(trazas) + (trazas)

Acidos grasos

Ci20 10,8 6,7
Cia0 7.8 7.1
Cie0 18,7 21,6
Cie:1 8,5 24,0
Ciso 24 3,1
Cig 28,6 33,7
Quinona Q-8 Q-8

Ya que poseiamos los genomas secuenciados de estas cinco cepas
aisladas asi como de las especies descritas del género Salinivibrio,
decidimos completar este estudio con informacién filogenémica. Las
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caracteristicas principales de estos genomas se encuentran recogidas en
la tabla IV.18 del apartado IV.8.2. de Resultados y Discusion.

El calculo de la hibridacion ADN-ADN /n silico se realiz6 mediante el
programa GGDC (Meier-Kolthoff, y col., 2013), mediante el cual los
valores obtenidos entre las cincos cepas aisladas y las cepas S.costicola
subsp. vallismortis DSM 8285" y S. proteolyticus DSM 114037 oscilaron
entre el 72 y el 100 % (Tabla IV.35); segun Thompson y col. (2013), las
cepas de la misma especie comparten un valor de hibridaciéon ADN-
ADN /n silico del 70 % o superior conforman la misma especie; cuando
se comparaban estas cepas con el resto especies del género, los valores
no superaban el 40 %.

Valores de ANIb fueron calculados siguiendo la metodologia de
Konstantinidis y Tiedje (2005); entre las cepas que conformaban el
mismo filogrupo los valores fueron superiores al 95,8 %; estando fijado
el limite de especie en el 95 % (Goris y col., 2007; Richter y Rossell6-
Mora, 2009); ya que este valor estaba cerca del limite decidimos calcular
también los valores de OrthoANI segun la metodologia de Lee y col.
(2016).

Tabla IV.35. Relacion de valores de la hibridacion ADN-ADN (DDH) /n silico,
valores de ANIb y de OrthoANI de la cepa S.costicola subsp. vallismortis DSM
82857 frente a las cepas pertenecientes al mismo filogrupo junto con las especies
descritas del género Salinivibrio.

Todos los valores estan expresados en porcentaje.

Cepa In silico DDH ANIb OrthoANI
S. proteolyticus DSM 114037 81 96,7 97,1
Salinivibrio sp. 1B574 72 95,8 96
Salinivibrio sp. 1B872 98 95,8 96
Salinivibrio sp. PR5 76 98,4 98,5
Salinivibrio sp. PR919 81 98,4 98,8
Salinivibrio sp. PR932 84 98,4 98,5
S. costicola subsp. costicola DSM 114037 17 82,0 79,4
S. sharmensis DSM 181827 29 84,4 87,0
S. siamensis JCM 144727 34 84,7 80,6
Salinivibrio sp. AL184 37 84,0 80,4
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IV.Resultados y Discusion

También se estudié su pangenoma, obteniéndose un valor de 5826
genes los que conformaban el conjunto de todos los genes presentes
en las siete cepas asi como las especies tipo del género Salinivibrio; de
los cuales 1255 estaban presentes en todas las cepas (core-orthologs).
En base a este valor de core-genoma se llevé a cabo la reconstruccion
filogenética basada en la concatenacidon de todos los genes ortélogos
presentes en todos los genomas; observandose que estas siete cepas
conformaban un solo filogrupo separada del resto de especies descritas
del género Salinivibrio (Figura IV.22).

Ademas y tal y como se realizd en otros apartados de Resultados y
Discusion, también se representaron los diez subsistemas mas
predominantes en este filogrupo; siendo los genes involucrados en la
sintesis y regulacion del flagelo los mas abundantes, esto puede ser
debido al flagelo polar que poseen en uno de sus extremos lo que les
confiere la motilidad a los miembros de este género (Figura IV.23).

100 Salinivibrio sp. PR932
-Salinivibrio sp. PR919

Salinivibrio sp.PR5
8. costicola subsp. vallismortis DSM 82857
S. proteolyticus DSM 114037
100 Salinivibrio sp. IB872
Salinivibrio sp.|1B574

00— S. costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597
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Figura IV.22. Arbol filogenético basado en el core-genome de las cepas 1B574, IB872,
PR5, PR919 y PR932 y las cepas tipo del género Salinivibrio. Este arbol fue obtenido
por el método neighbour-joining calculado a partir de la alineacion de 1255 genes
ortélogos compartidos de estos genomas. Todos los genomas fueron secuenciados
en el estudio menos S. costicola subsp. costicola DSM 114037 que fue extraido del
GenBank Los circulos negros indican los nodos que se mantienen en los arboles
generados utilizando los algoritmos maximum-parsimony 'y maximum-likelihood. En
los nodos se indican los valores de bootstrap superiores al 70 %. La escala representa
el namero de sustituciones por nucleétido.
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Figura IV.23. Representacion de los 10 subsistemas mas caracteristicos de los
genomas objeto de estudio.

Los datos filogenéticos basados en el estudio MLSA, asi como la
informacién aportada por los genomas junto a los resultados obtenidos
en la caracterizacién genotipica, fenotipica y quimiotaxonémica
demuestran claramente que las cepas S. costicola subsp. vallismortis
DSM 82857, Salinivibrio proteolyticus DSM 114037, IB574, 1B872, PR5 y
PR932 y de 52,5 % para la cepa PR919 conforman una sola especie; por
consiguiente, la especie Salinivibrio proteolyticus se considera una
sinonimia posterior de S. costicola subsp. vallismortis. Los datos
sustentan la redescripcion de la subespecie S. costicola subsp.
vallismortis como una nueva especie a la que se le propone el nombre
de Salinivibrio vallismortis com. nov.

IV. 10.1. Correcion de la especie Salinivibrio vallismortis comb nov.

Salinivibrio vallismortis com. nov. (vallis.mor’tis. L. gen. n. vallis del
Valle; L. gen. n. mortis de Muerte; M. L. fem. n. vallismortis del Valle de
la Muerte, nombre asignado por el sitio donde fue aislada la cepa, en el
Valle de la muerte, California, EE.UU).
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IV.Resultados y Discusion

La descripcion de la cepa Salinivibrio vallismortis com. nov. es la misma
que proporcioné Huang y col. (2007), a excepcién de las siguientes
caracteristicas: la cepa tipo de este filogrupo, Salinivibrio vallismortis, no
hidroliza el almidon. Produce acido a partir de manitol y ribosa. Utiliza
como fuente de carbono y energia la D-galactosa, lactosa y maltosa.
Ademas otras caracteristicas fenotipicas fueron anadidas y que no se
realizaron en la descripcion inicial de la especie (Huang y col.,, 2007),
hidroliza el ADN. Fue positiva para el Voges-Proskauer. Dio negativo
para las pruebas de rojo metilo, fenilalanina desaminasa, reduccién de
nitratos y nitritos, y citrato de Simmons. Produce acidos a partir del
glicerol. Utiliza la D-xilosa como fuente de carbono y energia, mientras
que no utiliza la fructosa ni la alanina.

Su contenido en G+C del ADN es 51,9 mol% (7)) y 49,8 % cuando lo
tomamos del genoma. El acido graso que predomina es el Cig.1. La cepa
tipo es Salinivibrio vallismortis, que se aislo del Valle de la Muerte,
EE.UU. Los aislados IB574, IB872, PR5, PR919 y PR932 son cepas
adicionales de la especie. El nUmero de acceso de GenBank/DDBJ/EMBL
para el gen ARNr 16S de la cepa tipo es LT722672

273






V. Conclusiones






V. Conclusiones

1. Tras el aislamiento de setenta cepas pertenecientes al género Salinivibrio
de las diferentes salinas de Alicante, Huelva, Granada, Gran Canaria, Mallorca
y Puerto Rico, se realizd, junto con las cepas tipo del género, un analisis del
gen ARNr 16S por el que se observaron ciertas incongruencias, tales como
que la topologia de los arboles no esta nada conservada y no se aprecian
filogrupos bien definidos; ademas, las tres subespecies no forman un grupo
monofilético. Por lo que se concluyd que este marcador filogenético no era
Optimo para este grupo taxondmico debido a la poca resolucion que ha
presentado.

2. La resolucién 6ptima en los estudios de MLSA para la identificacion de las
especies del género Salinivibrio, asi como para su reconstruccion
filogenética, se ha obtenido con la concatenacion de los cuatro genes
analizados (gyrB, recA, rpoA'y rpoD). La resolucion de algunas cepas en los
analisis de secuencias génicas individuales se ha visto afectada por
fendmenos de transferencia horizontal. Este hecho refuerza la necesidad de
concatenar varios genes para corregir los efectos de dicho proceso.

3. La comparacién de los valores de correlacién de los datos de hibridacién
ADN-ADN (DDH) con el estudio MLSA, es claramente favorable. Esto, unido
al resto de ventajas que el MLSA presenta, permite concluir que constituye
una aproximacion idonea para la identificacion y clasificacion de este
género, pudiéndose proponer como una alternativa fiable a la hibridacién
ADN-ADN (DDH).

4. La técnica de tipificacion molecular empleada (rep-PCR) no ha ofrecido un
resultado satisfactorio en la identificacion de las especies del género
Salinivibrio; ademas, se observaron que cepas que procedian del mismo sitio
de aislamiento poseian patrones de bandas distintos. Asimismo, ha
permitido cerciorar, que estas cepas no se trataban de clones.

5. El estudio polifasico (analisis fenotipico, hibridacién ADN-ADN y estudio
MLSA) asi como la secuenciacién de los genomas de las cepas AL1847, IB560,
IB563, 1C202, IC317, MA421, ML277, ML318, ML328A y ML331 han permitido
concluir que constituyen una nueva especie del género Salinivibrio, para la
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que se propone el nombre de S. kushneri sp. nov., y la cepa AL184T (= CECT
91777 = LMG 29817T) como cepa tipo.

6. La caracterizacion fenotipica, el estudio de MLSA, la hibridacion ADN-ADN
y el analisis de los genomas de las cepas S. costicola subsp. vallismortis DSM
82857, S. proteolyticus DSM 114037, IB574, 1B872, PR5, PR919 y PR932 han
permitido concluir que ambas, especie y subespecie, constituyen una Unica
especie a la que se le enmienda con el nombre de S. vallismortis com. nov.,
ascendiendo a rango de especie la subespecie S. costicola subsp. vallismortis
DSM 8285T; siendo por tanto, la especie S. proteolyticus una sinonimia de S.
costicola subsp. vallismortis.

7. Los reclutamientos obtenidos de diversas bases de datos metagendmicas
de ambientes con salinidades intermedias, han puesto de manifiesto que el
género Salinivibrio, a pesar de crecer rapidamente en el laboratorio y ser
facilmente aislado de ambientes hipersalinos, no constituye una poblacion
abundante en estos ambientes.
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VI. Conclusions

1. Following the isolation of seventy strains belonging to the genus
Salinivibrio from the different solar salterns of Alicante, Huelva, Granada,
Gran Canaria, Mallorca and Puerto Rico, an analysis of the 16S rRNA gene
was performed along with type strains of the genus. It has been observed
some inconsistencies, such as that the topology of the trees is not conserved
and there are no well-defined phylogroups; furthermore, the three
subspecies do not form a monophyletic group. So it is to conclude that this
phylogenetic marker was not optimal for this taxonomic group due to the
low resolution that it has presented.

2. The optimal resolution in the MLSA studies for the identification of
species of the genus Salinivibrio, as well as their phylogenetic
reconstruction, was obtained by concatenating the four genes housekeeping
(gyrB, recA, oA and rpoD). The resolution of some strains in analyzes of
individual gene sequences has been affected by horizontal transfer
phenomena. This fact reinforces the need to concatenate several genes to
decrease the effects of this process.

3. Comparison of the correlation values of the DNA-DNA hybridization
data (DDH) with the MLSA study is clearly favorable. This, along with the
other advantages that the MLSA presents, it allows to conclude that it
constitutes an ideal approximation for the identification and classification of
this genus, being able to propose as a reliable alternative to DNA-DNA
hybridization (DDH).

4, Molecular technique for detecting and typing of bacteria (Rep-PCR)
used has not provided a satisfactory result in the identification of species of
the genus Salinivibrio; additionally, it has been shown strains from the same
isolation place had different banding patterns. Also it has been allowed to
confirm that these strains were not clones.

5. Polyphasic study (phenotype analysis, DNA-DNA hybridization and
MLSA study) as well as the sequencing of the genomes of the strains AL184T,
IB560, IB563, IC202, IC317, MA271, ML277, ML318, ML328A and ML331 have
allowed to conclude that they constitute a new species of the genus
Salinivibrio, for which the name of S. kushneri sp. nov is proposed., strain
AL184T (= CECT 91777 = LMG 298177) constitute the type strain.

6. Phenotypic characterization, MLSA study, DNA-DNA hybridization
and analysis of the genomes of subspecies S. costicola subsp. vallismortis
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DSM 82857, species S. proteolyticus DSM 11403 and the strains IB574,
IB872, PR5, PR919 and PR932 have been allowed to conclude that both,
species and subspecies, constitute a single species which is emended as S.
vallismortis com. nov., ascending to range of species the subspecies S.
costicola subsp. vallismortis DSM8285T;, so the species S. proteolyticus
constitute later heterotypic synonym of S. costicola subsp. vallismortis.

7. Recruitments plot obtained from metagenomic databases of
environments with intermediate salinities revealed that the genus
Salinivibrio, despite growing fast in the laboratory and being easily isolated
from hypersaline environments, does not constitute an abundant genus in
these habitats.
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VII. Summary

The genus Salinivibrio constitutes a separate phylogenetic lineage within the
Gammaproteobacteria according to 16S rRNA gene sequence analysis and
includes moderate halophilic bacteria. This genus was created to
accommodate the species Vibrio costicola based on the significant
phenotypic and genotypic differences between this and other species of the
genus Vibrio (Mellado et al 1996). Currently, the genus Salinivibrio
comprises four species, one of them with three subspecies: S. costicola
subsp. costicola (Smith 1938; Mellado et al, 1996; Huang et a/, 2000), S.
costicola subsp. vallismortis (Huang et al, 2000), S. costicola subsp.
alcaliphilus (Romano et al, 2005), Salinivibrio proteolyticus (Amoozegar et
al, 2008), Salinivibrio siamensis (Chamroensaksri et al, 2009) and Salinivibrio
sharmensis (Romano et al, 2011).

This genus comprises Gram-negative, obligatory halophilic bacteria, most of
them growing between 5 and 20 % NaCl, 10 and 45 °C and pH 5.0 and 9.0.
They are facultative anaerobes. Moreover, S. costicola is considered as a
model microorganism for studying osmoregulation and other physiological
mechanisms in moderate halophiles (Oren 2003; Amoozegar et al, 2008).
Therefore, members of this genus have developed cellular mechanisms to
thrive in extremophilic conditions, such as hypersalinity (Garcia et al, 1987,
Huang et al/, 2000). Also, these microorganisms are facultative anaerobes
and positive for catalase and oxidase tests. The DNA G+C content ranges
from 49.0 to 51.0 mol% (Mellado et a/, 1996; Huang et a/, 2000; Romano et
al, 2005; 2011; Amoozegar et al, 2008; Chamroensaksri et al, 2009). Besides,
members of the genus Salinivibrio have been isolated from a wide variety of
habitats, such as marine and hypersaline water, lagoons, lake, saline soil,
salterns, salted food products, animals such as Artemia spp., etc.

The phylogeny of the family Vibrionaceae based on a 16S rRNA gene
approach is confusing since closely related species within the family cannot
always be distinguished reliably due to the high levels of sequence
conservation. Several studies have shown that the 16S rRNA gene does not
provide sufficient resolution for differentiation between closely related
bacterial species (Thompson et al/, 2005; 2008; Staley, 2006; Pascual et al,
2010; Gao et al, 2016).
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The classification of the genus Salinivibrio needs reappraisal since the three
subspecies of Salinivibrio costicola do not form a monophyletic group; this
conclusion is supported by antecedent studies carried out in the genus
Salinivibrio that have shown one of the subspecies, S. costicola subsp.
vallismortis, is not related to the other two, but forms a monophyletic group
with another species of the genus, S. proteolyticus (Chamroensaksri et al,
2009; Amoozegar et al, 2008; Romano et al, 2011; Gorriti et al, 2014).

So as to resolve these problems, it has been demonstrated in a number of
studies that concatenating the sequences of several protein-encoding gene
fragments, i.e, a multilocus sequence analysis (MLSA), provides a more
robust tree topology and an improved understanding of speciation events
compared to a tree based solely on 16S rRNA gene sequences (Thompson et
al, 2005; 2007; Sawabe et al, 2013; Dubert et al, 2016; Gonzalez-Castillo et
al, 2016).

The purpose of this Doctoral Thesis has been to study in detail the
phylogenetic relationships of the species of the genus Salinivibrio to clarify
the current classification of this genus by using several molecular
approaches such as MLSA studies, DNA-DNA hybridization, phenotypic
characteristics and the use of genomic data.

To begin with a total of two hundred eighty-eight strains were isolated of
several solar salterns of different areas of the Spanish geographic (Alicante,
Huelva, Granada, Mallorca) and of Puerto Rico. After the analysis of 16S
rRNA a collection of seventy strains belonging to the genus Sa/inivibrio was
obtained. Besides, type strains of this genus were used in this study too.
With the objective to clarify the current classification of this genus, a MLSA
approach was used basing of gyrB, recA, rpoA and rpoD sequences. These
genes were selected based on previous studies in the family Vibrionaceae
(Thompson et al, 2005; 2008; Pascual et a/, 2010).

Phylogenetic trees based on the concatenation of these four housekeeping
genes show that these seventy-six strains constituted four different
phylogroups, with only one strain belonging to the species Salinivibrio
sharmensis (with a high bootstrap value of 100%), which cannot be included
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VII. Summary

within any phylogroup since we could not isolate any strain belonging to
this species and, therefore, S. sharmensis constitutes a phylotype. In the case
of the phylogroup 1, this is composed for a group of strains of differents
places of isolation but not from any species, therefore, this phylogroup can
be possible to constitute a new species of the genus Salinivibrio. On the
basis of this study, we have carried out a complete polyphasic investigation
that has led us to propose the description of new taxa. On the other hand,
the phylogroup 4 was constituted by five strains isolated from Huelva and
Puerto Rico and by species S. proteolyticus DSM 11403T and subspecies S.
costicola subsp. vallismortis DSM 82857. We performed an exhaustive study
to the aim to clarify the phylogenetic position of these species.

To validate MLSA study, DNA-DNA hybridization (DDH) was carried out in
thirty-three strains, including the type strains. The DDH percentage values
for strains within the same phylogroup were always above 70 %, a value
established as cut-off for species delineation (Wayne et al, 1987,
Stackebrandt and Goebel, 1994), confirming that they belong to the same
species. DDH analyses among phylogroups always showed values lower than
70 %, indicating that each phylogroup constitutes a different species. After
confirm that there was a correlation between both studies (MLSA and DDH),
a value of 97 % was proposed as a cut-off for the genus Sa/inivibrio for
MLSA study.

Besides, in this investigation genome fingerprinting analysis was performed
to observe if these strains constituted clones. This study showed that the
environmental strains do not form clonal populations and did not cluster
according to their site of cultivation.

After the MLSA analysis, an in-depth study of phylogroup 1 was carried out
to the aim to verify these strains constituted a new species of the genus
Salinivibrio. For that a polyphasic study was performed; including DNA-DNA
hybridization, phenotypic characteristics and genomic data of the strains
which genomes were sequenced. Afterward these studies, it was concluded
that these strains constituted a new species of this genus, which name S.
kushnerisp. nov. was proposed.
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As it mentioned above, the phylogroup 4 was constituted for the subspecies
S. costicola subsp. vallismortis DSM 82857, species S. proteolyticus DSM
11403T and the strains IB574, IB872, PR5, PR919 and PR932. Following the
polyphasic studies and the genomic data; it concluded that both, species
and subspecies, they were a single species, which was emended as .
vallismortis com. nov., ascending to range of species the subspecies S.
costicola subsp. vallismortis DSM8285T;, so the species S. proteolyticus
constitute later heterotypic synonym of S. costicola subsp. vallismortis.

On the other side, a total of thirty-two strains were selected to sequence
their genomes. The study of these genomes was performed, together with
the type strain of the genus Salinivibrio, S. costicola subsp. costicola ATCC
33508, which were available from the GenBank database.

Based on different index (ANIb, ANIm, OrthoANI) and DDH /n silico, these
strains were classified as five different species belonging to the genus
Salinivibrio. Each species correlated with each phylogroup from the MLSA
study. Besides, phylogenomic study based on the core-genome showed a
phylogenetic tree in which it was possible differentiates four phylogroup, the
same as in the MLSA study.

Among the most represented subsystems of the members of the genus
Salinivibrio are the genes involved in the synthesis and regulation of the
flagellum, this is due to the polar flagellum that these strains have at one
end and that allows them mobility.

In addition, this study of the genomes has permitted us to determine, using
recruitments obtained from metagenomic databases of environments with
intermediate salinities, that these strains are not abundant in these habitats,
despite growing fast in the laboratory and being easily isolated from
hypersaline environments.
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