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Resumen

Los microorganismos son los mas abundantes en la Tierra y se encargan de mediar
diversos procesos criticos para el medio ambiente. Dado su rol central en procesos
ecoldgicos basicos del ecosistema resulta de gran importancia determinar sus patrones de
distribucién, su composicién poblacional y los factores mas relevantes que influyen en la
estructura y el funcionamiento de dichas organismos.

Actualmente y gracias a la introduccidn de técnicas de la biologia molecular, el estudio de la
diversidad microbiana en ambientes naturales ha avanzado enormemente. Estas técnicas han
permitido estudiar no sélo la identidad, sino también la actividad y la gendmica microbiana.
Por otro lado, la utilizacién de las nuevas técnicas de agrupamiento (FPquest) y ordenacion
(Canoco) incluyendo los datos de los parametros ambientales ha permitido analizar y evaluar
el impacto de diferentes factores sobre la composicion y la estructura de la comunidad
microbiana. La utilizacion en conjunto de ambas metodologias constituye una excelente
estrategia para abordar una descripcion de la diversidad microbiana en dos niveles de anélisis
complementario que permiten evidenciar tanto las caracteristicas mas conspicuas como los
detalles de la estructura de la comunidad obteniendo, asi, una descripcién mas acabada y
fiable de dicha diversidad.

En el Capitulo 1 de la presente Tesis Doctoral, se pretende el hallazgo de la diversidad
procariota (bacterias, arqueas y Halomonas) en distintos habitats salinos e hipersalinos de
Espafia y Marruecos, empleando técnicas independientes de cultivo, basados en la técnica
PCR/DGGE. Durante el desarrollo de este capitulo, incluimos en nuestro trabajo el estudio
de un habitat no salino, un suelo agricola de la provincia de Granada, que fue estudiado con
fines comparativos. Los resultados obtenidos a partir de los perfiles de DGGE indicaron
variaciones en la diversidad procariota segun el habitat estudiado y su salinidad, mostrando
la existencia de una alta diversidad de bacterias y una diversidad media de arqueas en todos
los habitats analizados. Por otra parte, hemos hallado que los microorganismos mas
abundantes en el conjunto de los habitats estudiados pertenecen a los phyla Proteobacteria y
Bacteroidetes. Por otro lado, hemos descubierto que los miembros del phylum
Euryarchaeota fueron abundantes en todos los ambientes salinos estudiados, siendo el orden
Halobacteriales el mas dominante. Sin embargo, la comunidad de arqueas hallada en estos
suelos agricolas pertenecian mayoritariamente al phylum Thaumarchaeota y al orden
Thermoplasmatales. Respecto a Halomonas, un taxén que se aisla frecuentemente en
habitats salinos y no salinos, se revel6 la presencia del mismo en todos los habitats
estudiados excepto en la salina de La Malaha, mostrando asimismo la ubicuidad de dicho
género y que la especie mas predominante ha sido H. ventosae.




De forma paralela, en el Capitulo 2, se ha llevado a cabo el mismo estudio con mas
profundidad para describir la diversidad procariota y el efecto de los diferentes pardmetros
ambientales y temporales que tienen en la misma en Rambla Salada, un ambiente que ha sido
estudiado extensamente por nuestro grupo de investigacion con métodos clasicos de cultivo.
Los resultados de este trabajo indicaron que Rambla Salada result6 altamente sincrénica en
cuanto a la variacion temporal y a la de los pardmetros fisico-quimicos. Sin embargo, los
cambios temporales de la estructura de la comunidad procariota no resultaron concordantes
entre las comunidades procariotas halladas en dicho ambiente. Para la comunidad de
bacterias, se observd una estrecha relacion entre dicha comunidad y la salinidad y el
oxigeno, siendo las épocas con concentraciones bajas de salinidad y altas de oxigeno las que
presentaron la mayor diversidad. Mientras que para la comunidad de arqueas hallada en este
ambiente, ocurrié lo contrario, la mayor diversidad se detecté en la época con mayor
concentracion de sal. En lo que relaciona la comunidad de Halomonas, los resultados
obtenidos demostraron la ubiquidad y la versatilidad de este género, ya que ha sido detectado
en todas las zonas y épocas de muestreo, y especialmente con mayor abundancia en la época
caracterizada por elevados concentraciones salinas.

El analisis de las comunidades procariotas en Rambla Salada, evidenci6 la predominancia
del phylum Bacteroidetes y Proteobacteria. En cuanto a la comunidad de arqueas, las
especies del phylum Euryarchaeota, del orden Halobacteriales, han sido las mas
abundantes. Por otro lado, H. almeriensis y H. ventosae constituyeron los taxa que
predominan en la comunidad de Halomonas hallada en Rambla Salada.

Finalmente, los resultados de los experimentos realizados con la técnica CARD-FISH cuyo
objetivo ha sido cuantificar la comunidad procariota estudiada, revelaron que la comunidad
de bacterias representa hasta el 66% de la poblacion total de microorganismos, mientras que
las comunidades de arqueas y Halomonas mostraron un 16% y menos del 1% del total de la
microbiota hallada en Rambla Salada respectivamente.

La biodiversidad procariota encontrada por métodos moleculares fue distinta a la
determinada por Luque y col. (2013) empleando métodos tradicionales de cultivo, indicando
que, en Rambla Salada existen una serie de filotipos que ain quedan para cultivar.

Palabras claves: Habitats hipersalinos, Rambla Salada, Biodiversidad, PCR/DGGE, CARD-
FISH, FPquest, Canoco, Halomonas.




Agradecimientos

Primero vy antes que nada, dav gracias a Aldh, por ser la
fortaleza de mi corazon y la (uz de mi mente, por acompariarme Vy
guiarme en cada paso que doy, y por haber puesto en mi camino a las
personas que me han acompaviado vy ayudado durante estos avios de
trabajo duro.

Son muchas las personas que han participado en este trabajo, sobre
todo los miembros del grupo de investigacion "Exopolisacdaridos
Microbianos (BIO 188)" de la Facultad de Farmacia de la universidad
de Granada, y a quienes quiero expresar mi gratitud por el apoyo y
la confianza que me han prestado de forma directa o indirectamente,
a la realizacion de esta tesis doctoral.

Quiero expresar mis sinceros agradecimientos a la Dra. Fmilia
Quesada por haberme dado la oportunidad de trabajar en su grupo de
investigacion, por confiar en mi como persona para la realizacion de
esta Tesis Doctoral, y por introducirme en el mundo de la biologia

molecular vy del halofilismo.

Me complace agradecer a mis directores de tesis, la Dra. Victoria
Béjar y el Dr. Fernando Martinez-Checa, por la paciencia infinita,
por los enormes esfuerzos vy la dedicacion en la direccion y la
correccion de esta tesis y pov su trato familiar, y por supuesto,
quisiera vesaltar que, sin ellos, esta tesis nunca hubiese sido posible,
por lo tanto quiero decirles en dos palabras, Muchisimas gracias.

Agradezco tambiéen a la Dra. Inmaculada Llamas por su
disponibilidad para escucharme, apoyarme, resolver todas mis dudas,
por su amistad y ayuda que no tiene precio.

A la Dra. Ana del Moral por sus sugerencias e ideas de las que tanto
provecho he sacado, su apoyo e inestimable ayuda en todo momento.

—
—



‘Un especial agradecimiento quiero expresar al Dr. David Porcel por
todos sus consejos que me ha ofrecido en lo relacionado con el uso de la
Microscopia de Laser Confocal y por haber aceptado formar parte del
tribunal de la presente Tesis Doctoral.

Me gustaria dar muchisimas gracias a Sami, por ser una parte muy
importante de mi vida, por haberme apoyado en las buenas y en las
malas, por aguantar mis genios en los momentos de estvés, y sobre
todo por su paciencia y amor incompacional. X. B.

No puedo olvidar a mis comparieros del laboratorio, los que han
pasado vy los que continuan (Hakima, Loles, Carmen, Rocio,
Margarita, Melanie, Sebastidn y José), y en especial a mi amigo y
compaviero del trabajo,

A Ali, con el he pasado muchas horas de trabajo, y a quien le quiero
decir gracias por los buenos y los dificiles momentos, por aguantarme,
Y por poder contar contigo cuando lo he necesitado.

Quiero agradecer de forma especial a Marta por su apoyo, por el
animo y por los enormes mensajes del whatsup, y a ella le quiero
deciv, Marta, son muy pocas las palabras que he escrito para
agradecerte.

Quiero expresar mis agradecimientos a Asma vy Lamia, las
primeras amigas que hice cuando [legue a Granada para realizar
mi tesis y con ellas, he pasado los mejores momentos de trabajo y
compaiiia, gracias por vuetra simpatia vy carivio, por ayudarme en
los momentos de estrés y hacerme amenas las horas de trabajo.

A wvosotras, mis amigas, las que han compartido conmigo
paralelamente este camino (Ikram, Naima, Mirella, Nieve y Sara)
y las que se ecuentran lejos (Bahija). Gracias de corazon por
vuestra amistad , carivio, apoyo y dnimos.




La l(ista de las personas para agradecer es muy larga, porque esta
experiencia no habria sido tan agradable sin todas ellas (Belén, Cinta,
Kadiya, Patricia, Paula y Vicky) y sus palabras adecuadas cuando se
necesita apoyo.

A todos los miembros del Departamento de Microbiologia de la
Facultad de Farmacia por haber compartir conmigo todos estos arnios,
y sobre todo por su amabilidad vy simpatia...

Por ultimo, y no menos importante, quiero dar las gracias a mi
familia, y a mis padres en primer lugar, a pesar de no estar presentes
fisicamente, se que procuran mi bienestar desde mi pais (Marruecos),
les quiero agradecer por su cariiio, apoyo incondicional vy la
confianza depositada en mi. A mi hermana Nada, por nunca faltar
cuando la he necesitado, y por estar siempre a mi lado. A mi preciosa
Lina, por su simpatia y agradable sonrisa que me daba alegria vy
fortaleza para seguir adelante. A mis hermanos Wadih y Adil (Omar
vy Sofia) por sus consejos y apoyo y a mi Elena por el animo, por los
“tapers” y por demasiadas cosas que os tengo que agradecer.

Muchas gracias a todos los que me han ayudado a llegar hasta aqui vy
a todos aquellos que colaboraron de forma dirvecta o indirvecta a vivir
esta experiencia.




—

VI

| S—




Indice

Resumen

Agradecimientos

indice

Vil

Publicaciones

X1

Contribuciones a Congresos

X1l

indice de tablas

indice de figuras

XVII
XXI

Abreviaturas

INTRODUCCION

XXV

l. Biodiversidad

I. 1. Concepto de biodiversidad

I. 2. Diversidad microbiana

I. 3. Diversidad microbiana en la escala espacio-tiempo

I1. Aplicacién de técnicas moleculares en el estudio de la diversidad microbiana

Il. 1. Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE)

I1. 2. Hibridacion in situ de fluorescencia con un sistema de deposicion del receptor
catalizado (CARD-FISH)

12

I11. Ambientes hipersalinos

13

I11. 1. Concepto

13

I11. 2. Rambla Salada

15

I11. 3. Biodiversidad en ambientes hipersalinos

18

I11. 4. Microorganismos haléfilos

19

OBJETIVOS

33

MATERIAL Y METODOS

37

I. Seleccion de los habitats y toma de muestras

39

Rambla Salada (Murcia)

41

I1. Andlisis de la diversidad microbiana mediante PCR-DGGE

42

\l

—
—



Il. 1. Extraccion de ADN 43
Il. 2. Extraccion de ARN 44
I1. 3. Determinacion de la concentracion de ADN y ARN 45
I1. 4. Amplificacion mediante PCR de fragmentos del gen del ARNr 16S 46
I1. 5. Amplificacion mediante PCR de los genes nirS y nosZ del género Halomonas 48
Il. 6. RT-PCR 50
I1. 7. Analisis de los productos de PCR mediante electroforesis convencional 51
I1. 8. Purificacion y concentracion de los productos de PCR 52
I1. 9. Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) 52
I1. 10. Secuenciacién y anélisis de las bandas del DGGE 54
I11. Analisis de la diversidad y métodos estadisticos 56
I11. 1. Anélisis de la comunidad microbiana con FPquest 56
1. 2. indices de diversidad 57
I11. 3. Anélisis estadisticos 59

IV. Analisis cuantitativo de las comunidades microbianas mediante CARD-FISH __ 60

IV. 1. Preparacion y fijacion de las muestras 61
IV. 2. Inactivacion de peroxidasas y permeabilizacion de las células 62
IV. 3. Hibridacion con sondas marcadas con HRP 62
IV. 4. Amplificacion de la sefial CARD 63
IV. 5. Tincién con DAPI y observacién al microscopio 63
IV. 6. Determinacion de la abundancia relativa 64
RESULTADOS Y DISCUSION 67
I. CAPITULO 1 Diversidad procariota en habitats hipersalinos 69
Resumen 71
I. 1. Resultados 73
I. 1. 1. Salina de Cabo de Gata (Almeria) 73
I. 1. 2. Salina de La Malaha (Granada) 84
I. 1. 3. Salinas de Larache, Souk larbad y Asilah (Marruecos) 93
I. 1. 4. Suelos agricolas de Motril (Granada) 113
I. 2. Discusion 128
I1. CAPITULO 2 Diversidad procariota en Rambla Salada 133
I1. 1. Resultados 135
Il. 1. 1. Pardmetros fisico-quimicos de Rambla Salada 135

Vil

—
—



I1. 2. Diversidad de bacterias en Rambla Salada

Resumen

I1. 2. 1. Diversidad de bacterias

Amplificacién por PCR del gen del ARNr 16S

DGGE

Analisis de las secuencias

indices de diversidad

Influencia de los factores ambientales en la diversidad de bacterias

I1. 2. 2. Andlisis de la comunidad de bacterias mediante CARD-FISH

I1. 2. 3. Discusion

Material suplementario

I1. 3. Diversidad de arqueas en Rambla Salada

Resumen

I1. 3. 1. Diversidad de arqueas predominantes

Amplificacion por PCR del gen del ARNr 16S

DGGE

Analisis de las secuencias

indices de diversidad

Influencia de los factores ambientales en la diversidad de arqueas

I1. 3. 2. Diversidad de arqueas metabdlicamente activas

Amplificacion por RT-PCR del gen del ARNr 16S

DGGE

Analisis de las secuencias

indices de diversidad

Influencia de los factores ambientales en la diversidad de arqueas metabdlicamente

activas

I1. 3. 3. Analisis de la comunidad de arqueas mediante CARD-FISH

I1. 3. 4. Discusion

Material suplementario

I1. 4. Diversidad de Halomonas en Rambla Salada

Resumen

I1. 4. 1. Diversidad de Halomonas

137
139
141
141
141
144

151
156

159
164
171
177
179
181
181
181
183

189
194

198
198
198

200
206

212
215
220
235
244
246
248




Amplificacion por PCR del gen del ARNr 16S 248

DGGE 248
Analisis de las secuencias 250
Amplificacion por PCR de los genes nirSy nosZ 257
DGGE vy anélisis filogenético de las secuencias 258
indices de diversidad 260
Influencia de los factores ambientales en la diversidad de Halomonas 265
I1. 4. 2. Andlisis de la comunidad de Halomonas mediante CARD-FISH 268
11. 4. 3. Discusion 274
Material suplementario 280
CONCLUSIONES 286
BIBIOGRAFIA 290
ANEXOS 317
Anexo 1 318
Anexo 2 319
Anexo 3 320




La presente Tesis Doctoral ha sido subvencionada por las ayudas de los siguientes proyectos
de investigacion:

“Estudio de la comunidad de procariotas de Rambla Salada (Murcia), un espacio
protegido de interés ecoldgico comunitario. Seleccion de bacterias de utilidad industrial
y ecolégica”, subvencionado por el Ministerio de Ciencia e Innovacion (CGL2005-
05947/BOS) durante el periodo 2005-2007. Investigador principal: Emilia Quesada
Arroquia.

“Origen, biodiversidad y biogeografia de las especies del género Halomonas”.
subvencionado por el Ministerio de Ciencia e Innovacion (CLG2008-02399/BOS) durante el
periodo 2008-2011. Investigador principal: Victoria Béjar Luque.

Asimismo, durante la realizacion de la Tesis Doctoral, la doctoranda ha disfrutado de una
beca de la Agencia Espafiola de Cooperacion para el Desarrollo Internacional (AECID)
(2008-2009) y de los contratos de personal investigador con cargo a proyectos (2010-2012).

XI

—
—



N

Xl

| —




De la presente Tesis Doctoral se han extraido las siguientes publicaciones y comunicaciones
a congresos:

Publicaciones

Oueriaghli, N., Béjar, V., Quesada, E., Martinez-Checa, F. (2013). Molecular-ecology
techniques reveal both spatial and temporal variations in the diversity of archaeal
communities in Rambla Salada, Spain. Microbial Ecology, Doi 10.1007/s00248-013-0176-5.

Oueriaghli, N., Martinez-Checa, F., Quesada, E., Béjar, V. (2010). La biodiversidad
microbiana como fuente de productos de interes biotecnol6gico. Ars Pharm, 3: 525-539.

Oueriaghli, N., Gonzalez Domenech, C.M., Martinez-Checa, F., Quesada, E., Muyzer,
G., Béjar, V. (2013). Molecular techniques highlight the predominance of denitrifying
species within the Halomonas population in the hypersaline habitat of Rambla Salada, Spain.
(enviado a la revista Microbial Ecology).

Contribuciones a Conqresos

e Comunicaciones orales

1. Nahid Oueriaghli, Rocio Luque, Fernando Martinez-Checa, Inmaculada Llamas,
Victoria Béjar y Emilia Quesada. Estudio de biodiversidad de procariotas en
Rambla Salada. XII Reunidn del Grupo de Taxonomia Filogenia y Biodiversidad
Microbiana (SEM). Tarragona, Espafia, 2008.

2. Nahid Oueriaghli, Rocio Luque, Fernando Martinez-Checa, Victoria Béjar y Emilia
Quesada Arroquia. Microbiota en Rambla Salada: Técnicas moleculares versus
técnicas clésicas de aislamiento y seleccion de microorganismos. VIII Reunion de
la RED de Microorganismos Extremdfilos. Grazalema, Cadiz, Espafia, 2008.

3. Rocio Luque, Nahid Oueriaghli, Emilia Quesada Arroquia, Victoria Béjar y
Fernando Martinez-Checa. Ubiquity and diversity of the genus Halomonas. IV
Reunion de la RED de Microorganismos Extremdfilos. Palma de Mallorca, Espafia,
20009.

4. Nahid Oueriaghli, Rocio Luque, Inmaculada Llamas, Victoria Béjar y Fernando
Martinez-Checa. Diversity of archaea in saline and non-saline soils. VV Reunién de
la RED de Microorganismos Extremdfilos. Santa Susana, Girona, Espafia, 2010.

5. Nahid Oueriaghli, Emilia Quesada Arroquia, Victoria Béjar y Fernando Martinez-
Checa. Biogeography of the genus Halomonas. XIII Reunién del Grupo de
Taxonomia Filogenia y Biodiversidad Microbiana (SEM). Sevilla, Espafia, 2010.

X1

—
—



10.

Nahid Oueriaghli, Rocio Luque, Inmaculada Llamas, Fernando Martinez-Checa y
Victoria Béjar. Procaryote dans le parc naturel Rambla Salada (Murcia.
Espagne). 8éme Congreso nacional de la Sociedad Francesa de Microbiologia
(SFM). Marsella, Francia, 2010

Nahid Oueriaghli, Carmen Maria Gonzéalez-Domenech, Fernando Martinez-Checa,
Gerard Muyzer, Emilia Quesada Arroquia y Victoria Béjar. Estudio molecular de la
diversidad del género Halomonas en Rambla Salada mediante DGGE, CARD-
FISH y andlisis multivariable. XIV Reunién del Grupo de Taxonomia Filogenia y
Biodiversidad Microbiana (SEM) Granada, Espafia, 2012.

Nahid Oueriaghli, Kadiya Calderdn, Victoria Béjar, Emilia Quesada Arroquia y
Fernando Martinez-Checa. Estudio estacional de la diversidad de arqueas en
Rambla Salada (Murcia) mediante DGGE, CARD-FISH vy andlisis
multivariable. X1V Reunion del Grupo de Taxonomia Filogenia y Biodiversidad
Microbiana (SEM) Granada, Espafia, 2012.

Nahid Oueriaghli, Victoria Béjar, Emilia Quesada Arroquia y Fernando Martinez-
Checa. Influence of environmental variables on bacterial community composition
in Rambla Salada, a hypersaline environment in south-eastern Spain. 9th
International Congress on Extremophiles Sevilla, Espafia, 2012.

Carmen Maria Gonzalez-Domenech, Nahid Oueriaghli, Fernando Martinez-Checa,
Emilia Quesada Arroquia, Gerard Muyzer, Melanie Mormile y Victoria Béjar.
Diversity and activity of the denitrification population of Halomonas in Rambla
Salada. 9th International Congress on Extremophiles Sevilla, Espafia 2012.

Comunicaciones en panel

Fernando Martinez-Checa, Rocio Luque y Nahid Oueriaghli. Biodiversidad en
Rambla Salada (Murcia). VII Reunién de la RED de Microorganismos
Extremofilos. Alicante, Espafia, 2007.

Nahid Oueriaghli, Victoria Béjar, Emilia Quesada Arroquia y Fernando Martinez-
Checa. Estudio molecular de la biodiversidad de procariotas en Rambla Salada
(Murcia). XX Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola De Microbiologia.
Sevilla, Espafa, 2007.

Nahid Oueriaghli, Fernando Martinez-Checa, Emilia Quesada Arroquia y Victoria
Béjar. Biodiversidad del género Halomonas en Rambla Salada (Murcia). XXIII
Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Microbiologia. Salamanca, Espafia,
2011.

Roci6 Luque, Nahid Oueriaghli, Margarita Lopez Fernandez, Emilia Quesada
Arroquia e Inmaculada Llamas. Halomonas es la bacteria heterétrofa aerobia que
predomina en Rambla Salada (Murcia). XXII Congreso Nacional de la Sociedad
Espafiola de Microbiologia. Almeria, Espafia, 2009.

XV

—
—



Rocio Luque, Nahid Oueriaghli, Inmaculada Llamas, Fernando Martinez-Checa,
Emilia Quesada Arroquia y Victoria Béjar. Comparacion entre las técnicas
clasicas y las técnicas moleculares en el estudio de la biodiversidad procariota
en Rambla Salada (Murcia). 1l Congreso Nacional de Biodiversidad. Santa Susana,
Girona, Espafia, 20009.

Nahid Oueriaghli, Rocio Luque, Victoria Béjar, y Fernando Martinez-Checa. DGGE
y FISH para el estudio de la biodiversidad procariota en Rambla Salada (Murcia).
XXII Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Microbiologia. Almeria,
Espafia, 2009.

Nahid Oueriaghli, Fernando Martinez-Checa, Emilia Quesada Arroquia y Victoria
Béjar. La biodiversidad microbiana como fuente de productos de interés
biotecnoldgico. XXIX Congreso Internacional de la Sociedad Farmacéutica del
Mediterraneo Latino (SFML). Granada, Espafia, 2010.

Nahid Oueriaghli, Rocio Luque, Inmaculada Llamas, Fernando Martinez-Checa y
Victoria Béjar. Procaryote dans le parc naturel Rambla Salada (Murcia.
Espagne). 8éme Congreso nacional de la Sociedad Francesa de Microbiologia
(SFM). Marsella, Francia, 2010.

Nahid Oueriaghli, Fernando Martinez-Checa, Carmen Maria Gonzalez-Domenech,
Sergio Espinal, Emilia Quesada Arroquia y Victoria Béjar. Diversidad de especies
del género Halomonas en dos héabitats hipersalinos: Fuente de Piedra (Malaga)
y Rambla Salada (Murcia). Il Congreso Nacional de Biodiversidad. Granada,
Espafia, 2011.

XV

—
—






Indice de tablas

Tabla 1. Diversidad del mundo vivo (Pascual, 1997) .......ccccooviiiiieneneieeesee e 4
Tabla 2. Géneros del phylum Euryarchaeota que contienen especies haléfilas ................... 22
Tabla 3. Géneros del Dominio Bacteria que contienen especies hal6filas moderadas ......... 24
Tabla 4. Géneros de la familia Halomonadaceae validamente publicados hasta febrero de
{0 TSRS US TR PR PPN 29
Tabla 5. Habitats estudiados y tipo de MUESLIAS..........cceivreiiriinerireee e 40
Tabla 6. Reactivos empleados en la reaccion de PCR..........cccccooviviic i 46
Tabla 7. Cebadores usados para amplificar el gen del ARNr 16S de bacterias, arqueas y del
GENEIO HAIOMONAS. ...ttt 47
Tabla 8. Cebadores usados en los estudios de PCR-DGGE de la poblacién desnitrificante del
GENEIO HAIOMONAS. ...ttt 49
Tabla 9. Reactivos empleados en la reaccién de RT-PCR. ........ccccovvivviieie e, 50
Tabla 10. Especies tipo utilizadas como “outgroups” y cepas analizadas por Luque y col.
(2012a) en RAMDIA SAIATA. .........eiveveiiieieiic e 55
Tabla 11. Sondas de oligonucle6tidos usadas para CARD-FISH. ..........cccooviviiiiiiicniennnn, 63

Tabla 12. Fluorocromos utilizados para la deteccién de las comunidades microbianas. ...... 64
Tabla 13. Identificacion de las secuencias del gen ARNr 16S del Dominio Bacteria

obtenidas a partir de las bandas escindidas del DGGE. ...........ccccccooiiiiiiiiiiccc e, 75
Tabla 14. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Archaea
obtenidas a partir de las bandas escindidas del DGGE. ...........ccccccooiiiiiiiii i, 79
Tabla 15. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S del género Halomonas
obtenidas a partir de las bandas escindidas del DGGE. ...........ccccccooiviiiiii i, 82
Tabla 16. Rango ponderado de la riqueza (Rr), indices de Shannon-Weaver (H’) y Simpson
(SI) en la comunidad de bacterias, arqueas y Halomonas en Cabo de Gata (Almeria).......... 83
Tabla 17. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Bacteria
obtenidas a partir de las bandas escindidas del DGGE. ...........ccccccoovivi e, 87
Tabla 18. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Archaea
obtenidas a partir de las bandas escindidas del DGGE. ... 90
Tabla 19. Rango ponderado de la riqueza (Rr), indices de Shannon-Weaver (H’) y Simpson
(SI) en la comunidad de bacterias y arqueas en La Malaha (Granada). ............ccoceeevverernennns 92
Tabla 20. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Bacteria
obtenidas a partir de las bandas escindidas del DGGE. ...........ccccccooviiiiiiiieii s, 96
Tabla 21. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Archaea
obtenidas a partir de las bandas escindidas del DGGE. ...........cccccoviviiiiveiiniiiee e 102
Tabla 22. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S del género Halomonas
obtenidas a partir de las bandas escindidas del DGGE. ...........c.cccccveviiiiiciviiiecc e 108

XVI

—
—



Tabla 23. Rango ponderado de la riqueza (Rr), indices de Shannon-Weaver (H’) y Simpson
(SI) en la comunidad de bacterias, arqueas y Halomonas en las salinas de Larache, Souk

1arDAA Y ASIIAN. ... 111
Tabla 24. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Bacteria
obtenidas a partir de las bandas escindidas del DGGE. ..........cccccooiviiiiiviiiciccee e 116
Tabla 25. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Archaea
obtenidas a partir de las bandas escindidas del DGGE. ...........ccccooiiiveiiiviiiciccece e 120
Tabla 26. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S del género Halomonas
obtenidas a partir de las bandas escindidas del DGGE. ..........ccccooiviviiinieiiencnee e 123

Tabla 27. Rango ponderado de la riqueza (Rr), indices de Shannon-Weaver (H’) y Simpson
(SI) en la comunidad de bacterias, arqueas y Halomonas en los suelos agricolas de Motril

(T T o ) RSSO 126
Tabla 28. Pardmetros fisco-quimicos en cada zona y época de muestreo. ...........ccceeveene. 135
Tabla 29. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S obtenidas a partir de las
bandas escindidas el DGGE ...........coooiiiiiiiiiieinise e 144
Tabla 30. Abundancia relativa (en %) de los grupos taxonémicos (intensidad de bandas de
DGGE) identificados en las tres 6pocas de MUESIIEO. .......c.ccviviiereeeeie e 150
Tabla 31. Rango ponderado de la riqueza (Rr) en cada sitio y época de muestreo. ............ 151
Tabla 32. indices de Shannon-Weaver y Simpson en cada sitio y época de muestreo. ....... 153
Tabla 33. Valores de Fo (en %) obtenidos en cada zona y época de muestreo................... 156
Tabla 34. Valores del analisis estadistico Can0CO. .........ccoveeirerininineieere e 157
Tabla 35. Cuantificacién de células microbianas totales y de bacterias en cada zona y época
(0L 0TSy =T TSRS 162

Tabla 36. Valores de ausencia-presencia de las bandas encontradas en los perfiles de DGGE
de la comunidad de bacterias en las tres zonas y épocas de muestreo (matriz cualitativa)..175
Tabla 37. Intensidades relativas de las bandas encontradas en los perfiles de DGGE de la

comunidad de bacterias en las tres zonas y épocas de muestreo (matriz cuantitativa)......... 176
Tabla 38. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S obtenidas a partir de las
bandas escindidas el DGGE ..ot 184
Tabla 39. Abundancia relativa (en %) de los grupos taxonémicos (intensidad de bandas de
DGGE) identificados en las tres épocas de MUESEIEO. ........cerveverieereririeisiee e 189
Tabla 40. Rango ponderado de la riqueza (Rr) en cada sitio y época de muestreo. ............ 190
Tabla 41. indices de Shannon-Weaver y Simpson en cada sitio y época de muestreo. ....... 191
Tabla 42. Valores de Fo (en %) obtenidos en cada zona y época de muestreo................... 194
Tabla 43. Valores del analisis estadistico Can0CO. ..........couerirernirsinee e 195
Tabla 44. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S obtenidas a partir de las
bandas escindidas del DGGE. ..........cccccoiiiiiiiiiiece e 200
Tabla 45. Abundancia relativa (en %) de los grupos taxondémicos (intensidad de bandas de
DGGE) identificados en las tres 6pocas de MUESIIEO. .......c.ccvveieevieeiere s 205
Tabla 46. Rango ponderado de la riqueza (Rr) en cada sitio y época de muestreo. ............ 207
Tabla 47. indices de Shannon-Weaver y Simpson en cada sitio y época de muestreo. ....... 209

XVI

—
—



Tabla 48. Valores de Fo (en %) obtenidos en cada zona y época de muestreo................... 211

Tabla 49. Valores del analisis estadistico Can0CO.........c.cccecveieieeieie i 212
Tabla 50. Cuantificacion de células microbianas totales y de arqueas en cada zona y época
(0 LR RN To =TT SRS 217

Tabla 51. Valores de ausencia-presencia de las bandas encontradas en los perfiles de DGGE
de la comunidad de arqueas (a partir de ADN) en las tres zonas y épocas de muestreo (matriz
(o0 1) LY Z: ) SRS 239
Tabla 52. Intensidades relativas de las bandas encontradas en los perfiles de DGGE de la
comunidad de arqueas (a partir de ADN) en las tres zonas y épocas de muestreo (matriz

(U Ta L (=LY ) PSSP 240
Tabla 53. Valores de ausencia-presencia de las bandas encontradas en los perfiles de DGGE
de la comunidad de arqueas (a partir de ARN) en las tres zonas y épocas de muestreo (matriz
CUBITTALIVA). ..ttt sttt ettt sb et b b 241
Tabla 54. Intensidades relativas de las bandas encontradas en los perfiles de DGGE de la
comunidad de arqueas (a partir de ARN) en las tres zonas y épocas de muestreo (matriz

CUBNMTITATIVA) . ...ttt b bbbttt sb et st n e 242
Tabla 55. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S obtenidas a partir de las
bandas escindidas del DGGE. ..ot 251
Tabla 56. Abundancia relativa (en %) de las especies de Halomonas (intensidad de bandas
de DGGE) identificados en las tres épocas de MUESLIEO. .........c.cceeeeveieeviene s 255
Tabla 57. Identificacion de las secuencias de los genes nirS y nosZ obtenidas a partir de las
bandas escindidas del DGGE. ..........ccoiiiiiiiiiie et 260
Tabla 58. Rango ponderado de la riqueza (Rr) en cada sitio y época de muestreo............. 261
Tabla 59. indice de Shanon-Weaver y Simpson en cada sitio y la época de muestreo........ 262
Tabla 60. Valores de Fo (en %) obtenidos en cada zona y época de muestreo................... 263
Tabla 61. Valores del analisis estadisticO Can0CO..........c.ccuevveriiereiericeee e 266
Tabla 62. Cuantificacion de células microbianas totales, bacterias, arqueas y Halomonas en
€ada ZoNa y EPOCA U8 MUESIIO. .....oiviiveeieiiecteeie sttt sttt te e be s re et besre et e sre e e e sreers 271

Tabla 63. Valores de ausencia y presencia de las bandas encontradas en los perfiles de
DGGE de la comunidad de Halomonas en las tres zonas y épocas de muestreo (matriz
CUBITTALIVA). ..t bbbttt bttt nn e 283
Tabla 64. Intensidades relativas de las bandas encontradas en los perfiles de DGGE de la
comunidad de Halomonas en las tres zonas y épocas de muestreo (matriz cuantitativa). ... 284

XIX

—
—



N

XX

| —




Indice de figuras

Figura 1. Anélisis espacial y temporal de la diversidad (Gonzélez y col., 2012) ................... 6
Figura 2. Estructura y componentes del ribosoma procariota (Maria del Rosario y col.,
2004). et bt E R bR bR bRt bttt e 8
Figura 3. Esquema de la aplicacion de la técnica de DGGE para el estudio de la
biodiversidad microbiana de 10S 8COSISIEMAS...........cccoveieiiiniiiie e 10
Figura 4. Esquema de la técnica CARD-FISH (Amann y Bernhard, 2008). ...........c..cocv..... 12
Figura 5. Diversos ambientes hipersalinos..........ccccoveiiiieieiiiie e 15
Figura 6. Situacion geografica de Rambla Salada.............ccocoveriiniiiiniiiinceeee 16
Figura 7. Arbol filogenético y distribucion de algunos de los microorganismos haléfilos
(O T 010 ) RSOSSN 20
Figura 8. Imagenes de los habitats estudiados. ..........ccceveviiiiic s 39
Figura 9. Lugares de muestreo de Rambla Salada. ............ccccveveiiieiiiiiiiieees 42
Figura 10. Fragmentos del gen del ARNr 16S utilizados (aproximadamente 500pb) .......... 47
Figura 11. Programa de amplificacion por PCR del ARNr 16S del Dominio Bacteria y del
DOMINIO AFCNAEA.. ..vveeeeiiecie ettt et e st et e esbeeseentesreebesteeneenreenen 48
Figura 12. Programa de amplificacion por PCR del ARNr 16S del género Halomonas....... 48
Figura 13. Programa de amplificacién por PCR de los genes nirS (a) y nosZ (b)................ 49
Figura 14. Programa de amplificacion por PCR del ARNr 16S del Dominio Archaea. ....... 51
Figura 15. Preparacion de un gel de DGGE. ........ccccoiiiiiiiienscse e 53
Figura 16. Condiciones de la eleCtroforesis. .......ccoevveviiiieii i 54
Figura 17. Curva de Pareto-LOrenz (PL)........cccceiiiiiiiii ettt 58
Figura 18. Protocolo de la técnica CARD-FISH. .........coooiiiiiiiiie e 61
Figura 19. Productos de amplificacion del gen del ARNr 16S (500pb).......cccccevevvviiviiennenne. 73
Figura 20. Perfiles obtenidos por la técnica de DGGE de los fragmentos del gen del ARNr
3 TSRS 74
Figura 21. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio
Bacteria obtenido mediante el método Neighbour-Joining.. ........ccccccoeiiiviiniiiecc e 77

Figura 22. Abundancia relativa de la comunidad bacteriana en Cabo de Gata (Almeria). ... 78
Figura 23. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio

Archaea btenido mediante el método Neighbour-Joining..........ccccocvvvvvveiieiiicenese e 80
Figura 24. Abundancia relativa de la comunidad de arqueas en Cabo de Gata (Almeria).... 81
Figura 25. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del género

Halomonas obtenido mediante el método Neighbour-Joining. ........cccccoeveiviiieeneneiesesenns 82
Figura 26. CARD-FISH de muestras de Cabo de Gata..........ccccevvreereieeieneieeese e 84
Figura 27. Productos de amplificacion del gen del ARNr 16S (500pb)........cccevrvrvriiieenen. 85
Figura 28. Perfiles obtenidos por la técnica de DGGE de los fragmentos del gen del ARNr
G TSP TP U POUP TR URPEPRPPRT 86
Figura 29. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio
Bacteria obtenido mediante el método Neighbour-JOining. .........cccccvvviniinninennenceen, 89
Figura 30. Abundancia relativa de la comunidad bacteriana en La Malaha (Granada). ....... 90

XXI

—
—



Figura 31. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio

Archaea obtenido mediante el método Neighbour-Joining. ...........cccccvveveieicc e, 91
Figura 32. Abundancia relativa de la comunidad de arqueas en La Malaha (Granada)........ 92
Figura 33. CARD-FISH de muestras de La Malaha.. ..........cccccoviiiiiniiiiinccns 93
Figura 34. Productos de amplificacidn del gen del ARNr 16S (500pb)......c.cccccvvevviieinennnne. 94
Figura 35. Perfiles obtenidos por la técnica de DGGE de los fragmentos del gen del ARNr
1 TSRS 95
Figura 36. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio
Bacteria obtenido mediante el método Neighbour-Joining...........ccccooveveiiieii i 99
Figura 37. Abundancia relativa de la comunidad bacteriana en las salinas de Larache (a),
Souk larbad (b) Y ASHEN (C). ..oeeeiieiiei e 101
Figura 38. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio
Archaea obtenido mediante el método Neighbour-Joining...........cccoceviiiic i 105
Figura 39. Abundancia relativa de la comunidad de arqueas en las salinas de Larache (a),
Souk larbad (b) ¥ ASHEN (C). ..ovveeiiiiieieee s 107
Figura 40. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del género
Halomonas obtenido mediante el método Neighbour-JOining. ..........ccoceovveiiririnennennenns 109
Figura 41. Abundancia relativa de la comunidad de Halomonas en las salinas de Larache
(a), Souk larbad (B) ¥ ASIIAN (C). ....ocveiiiicie e e 110
Figura 42. CARD-FISH de muestras de las salinas de Marruecos...........cccccoevvveevesieennenne. 113
Figura 43. Productos de amplificacion del gen del ARNr 16S (500pb)......ccccovveviiinirinnnas 114
Figura 44. Perfiles obtenidos por la técnica de DGGE de los fragmentos del gen del ARNr
1 TSSOSO 115
Figura 45. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio
Bacteria obtenido mediante el método Neighbour-JOining...........ccoccvvvireiineiisenineisiens 118
Figura 46. Abundancia relativa de la comunidad bacteriana en los suelos agricolas de Motril
(GrANATA). ...t bbbttt 119
Figura 47. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio
Archaea obtenido mediante el método Neighbour-Joining...........ccccccviiiiiiiiiicic e 121
Figura 48. Abundancia relativa de la comunidad de arqueas en los suelos agricolas de Motril
(GrANATA). ...ttt bbb b 122
Figura 49. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del género
Halomonas obtenido mediante el método Neighbour-Joining ..........ccccccvveveiieiicveceecnee. 124
Figura 50. Abundancia relativa de la comunidad de Halomonas en los suelos agricolas de
MOTFTT (GraN@OA). ....veoveeieeieeie ettt 125
Figura 51. CARD-FISH de muestras de los suelos agricolas de Motril............cccccoevennene 127
Figura 52. Parametros fisico-quimicos en las tres zonas y épocas de muestreo. ................ 136
Figura 53. Productos de amplificacion del gen del ARNr 16S (500pb)......ccccovvvriiirininnas 141
Figura 54. Andlisis de los perfiles de DGGE basado en el coeficiente de Pearson y el
método de union de enlace Medio (UPGMA).. .....cooviiiiieieeeeeeee e 142
Figura 55. Andlisis de los perfiles de DGGE basado en el coeficiente de Dice y el método de
union de enlace Medio (UPGIMA)........ciiiiiiiieie et 143
Figura 56. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S obtenido
mediante el método Neighbour-JOINING. ........ccooiiiiiiiiiecee e 147
Figura 57. Abundancia relativa de bacterias en 10s tres muUestreos. .........ccccevvvvveverveeene. 149
Figura 58. Abundancia relativa de bacterias en cada época de muestreo..........ccccocvevveernene 150

Figura 59. Curvas de distribucion de Pareto-Lorenz basadas en los perfiles de DGGE. .... 155

XXI

—
—



Figura 60. Biplot de la ordenacion ACC, basado en los datos cualitativos generados por
DGGE,que representa la correlacién entre los factores ambientales y las zonas y épocas de
00 T=] [ =To OSSO P PP TPPOPTRP 158
Figura 61. Biplot de la ordenacién ACC, basado en los datos cualitativos generados por
DGGE, que representa la correlacién entre los factores ambientales y la comunidad de

DACTEITAS. ...t bbb e 159
Figura 62. CARD-FISH de muestras de Rambla Salada. .............cccccoviiiiiniiiiiii 160
Figura 63. Recuentos de la poblacién total (DAPI) y la poblacion de bacterias (FITC) en las
treS EPOCAS U8 MUESIIEO. ... eveiiie e cteeie sttt ettt et e e te et s b e e se e tesaeesbeste e e e sbeeteenbesaeeneenreans 160
Figura 64. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S obtenido
mediante el método Maximum-LiKelinood. ..........cccccovvieiiiiiiiiic e 173
Figura 65. Productos de amplificacion del gen del ARNr 16S (500pb).......ccccccvevviveiiennas 181
Figura 66. Analisis de los perfiles de DGGE basado en el coeficiente de Pearson y el
método de union de enlace Medio (UPGMAL). ... 182
Figura 67. Andlisis de los perfiles de DGGE basado en el coeficiente de Dice y el método de
unién de enlace Medio (UPGIMA)........coi it sttt 183
Figura 68. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S obtenido
mediante el método Neighbour-JOINING. .......ccooeiiiiiiiiie e 186
Figura 69. Abundancia relativa de arqueas en 10S tres MUESLIEO0S. .........ccvevvereeiereeeerieineas 187
Figura 70. Abundancia relativa de arqueas en cada época de muestreo. ..........ccccceevevvenens 188

Figura 71. Curvas de distribucion de Pareto-Lorenz basadas en los perfiles de DGGE. .... 193
Figura 72. Biplot de la ordenacién ACC, basado en los datos cualitativos generados por
DGGE, que representa la correlacion entre los factores ambientales y zonas y épocas de
001 (=T o T TP OO T PP PPP T PUPP PRSPPI 196
Figura 73. Biplot de la ordenacién ACC, basado en los datos cualitativos generados por
DGGE, que representa la correlacion entre los factores ambientales y las comunidades de
AIQUEBIS. ...ttt ettt se ekt n ettt R R Rt R e R R e e nR e et reenr e nree s 197
Figura 74. Productos de amplificacién por RT-PCR del gen del ARNr 16S (500pb). ....... 198
Figura 75. Analisis de los perfiles de DGGE basado en el coeficiente de Pearson y el
método de unién de enlace medio (UPGMA\). La escala indica el porcentaje de similitud. 199
Figura 76. Analisis de los perfiles de DGGE basado en el coeficiente de Dice y el método de

union de enlace Medio (UPGMA)..........coiiiiiiiiii s 200
Figura 77. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S obtenido
mediante el método de Neighbour-JoiNing. ... 203

Figura 78. Abundancia relativa de arqueas metabolicamente activas en los tres muestreos.204
Figura 79. Abundancia relativa de arqueas metabolicamente activas en cada época de
IMMUBSIIEO. ...ttt ettt et R e e Rt bRt e et R e nr e e n e nre e e e nn e nrenres 206
Figura 80. Curvas de distribucion de Pareto-Lorenz basadas en los perfiles de DGGE. .... 210
Figura 81. Biplot de la ordenacion ARD, basado en los datos cualitativos generados por
DGGE, que representa la correlacion entre los factores ambientales, zonas y épocas de
00T (=T o T TP PO U PP PP P PUPPUPRUPR 213
Figura 82. Biplot de la ordenacién ACC, basado en los datos cualitativos generados por
DGGE, que representa la correlacion entre los factores ambientales y las comunidades de

AIQUEBIS. ...ttt ettt ettt h e s bk ek R R R e Rt E e Rt Rt e Rt r e r e nreenree s 214
Figura 83. CARD-FISH de muestras de Rambla Salada. .............cccccoovvvivevieiieic i 215
Figura 84. Recuentos de la poblacidn total (DAPI) y la poblacién de arqueas (FITC) en las
treS EPOCAS U MUESTIIBO. .. ...euveeieeieeieieete ettt et et e st e e s e seeteasesbeseeeeneeeenes 216

XXI

—
—



Figura 85. Imagen de arqueas visualizadas con un microscopio laser confocal Leica TCS-

ST (O 1] 1Y TSSO 219
Figura 86. Diversidad de arqueas predominantes (a) y metabdlicamente activas (b) y
determinadas por métodos clasicos de cultivo (c) (Luque y col., 20128a).........c.ccocevvrrrernnne. 231
Figura 87. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S obtenido
mediante el método Maximum-LiKelino0od. ...........ccocviiiiiiiieie e 237
Figura 88. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S obtenido
mediante el método de Maximum-LiKelinood.. .........ccccccvveriieiieiiiicsce e 238
Figura 89. Productos de amplificacion del gen ARNr 16S (500pb)........cccccvviviveveininenne. 248
Figura 90. Analisis de los perfiles de DGGE basado en el coeficiente de Pearson y el
método de union de enlace Medio (UPGMA). ..o 249
Figura 91. Andlisis de los perfiles de DGGE basado en el coeficiente de Dice y el método de
unién de enlace Medio (UPGIMA). ..ottt sttt e 250
Figura 92. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S obtenido
mediante el método de Neighbour-JOINING..........ccooviiiiiriicre e 253
Figura 93. Abunadancia relativa de especies de Halomonas (a) y especies desnitrificantes
(ID) €N 10S TrES MUESIIBOS. ...ttt ettt 254
Figura 94. Abundancia relativa de Halomonas en cada época de muestreo. ............c.c....... 256
Figura 95. Abundancia relativa de la poblacién desnitrificante en las tres zonas de

IYMUBSEIBO. ..ttt ettt ekttt etttk btk ekt h ettt et ek e bt e bk e ab e e ke e nb e e ehe e she e e mb e e nbeebeenbeenneas 257
Figura 96. Productos de amplificacién de los fragmentos de los genes nirS y nosZ

SO0 o] o) RS SSSSESS PSRRI 258
Figura 97. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen nirS y las de referencia,
obtenido mediante el método de Neighbour-Joining..........c.ccoveriinnineiincice e 258
Figura 98. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen nosZ y las de

referencia, obtenido mediante el método de Neighbour-Joining...........cccoeevveviiiecvcceecnenne. 259

Figura 99. Curvas de distribucion de Pareto-Lorenz basadas en los perfiles de DGGE. .... 264
Figura 100. Biplot de la ordenacion ACC, basados en los datos cualitativos generados por
DGGE, que representa la correlacion entre los factores ambientales y zonas y épocas de
IYMUBSEIBO. ...ttt ettt ettt ettt ettt h ekt bt a et et e bt e ekt eh b e e st e e ke e eb e e she e ehbesnb e et e e beenbeennees 266
Figura 101. Biplot de la ordenacion ACC, basados en los datos cualitativos generados por
DGGE, que representa la correlacion entre los factores ambientales y las especies de

HAIOMONAES. ...ttt bbb 267
Figura 102. CARD-FISH de muestras de Rambla Salada..............cccocoovininininniiinnne 269
Figura 103. CARD-FISH de Cobetia marina 219" (a) y de Pseudomonas aeruginosa Al
7 () TR 269
Figura 104. Recuentos de la poblacién microbiana total (DAPI), bacterias, arqueas y
Halomonas (FITC) en las tres €pocas de MUESEIEO. ........ccevververieieieesese e 273
Figura 105. Imagen en 3D montada con el programa ImageJ de tres imagenes visualizadas
con un microscopio de laser confocal Leica TCS-SP5 (CLSM). .....ccoivvvivvvnenieieieeeene 273
Figura 106. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S obtenido
mediante el método de Maximum-LiKelin0Od. ............ccovieiiiiiniiiiecee e 282

XXI

—
—
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ACC analisis de correspondencia candnica

ACD analisis de correspondencia sin tendencias

ADN acido desoxirribonucleico
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|. Biodiversidad

El termino biodiversidad fue acufiado por primera vez en 1986 por Walter Rosen
(Sarkar y Margules, 2002) durante la organizacién del foro nacional de la biodiversidad
celebrado en Washington.

Edward O. Wilson, reputado entomélogo norteamericano, pronunciaba por primera vez la
palabra “biodiversidad” en 1986 para referirse a la variedad de formas vivas existentes en la
Tierra. El estudio de la diversidad procariota es objeto de muchas investigaciones por parte
de distintas ramas de la ciencia ya que la diversidad no conocida oculta una informacién
trascendental sobre las especies desconocidas, y los metabolismos de las mismas que pueden
ayudarnos a entender la evolucion (Pedros-Alid, 2006). Actualmente este término es
sindnimo de la riqueza natural de cualquier area.

El termino biodiversidad nacié de la contraccion de las palabras inglesas ‘“biological
diversity”. Si el concepto de diversidad hace referencia al grado de variabilidad o diferencia
en un conjunto de entidad, la diversidad biol6gica o biodiversidad se refiere a la jerarquia
biolégica de moléculas, a ecosistemas, a la jerarquia taxonémica de alelos, a reinos, es decir,
a todas las clases logicas (individuos, genotipos, poblaciones, especies, etc.), y a todos los
miembros diferentes de todas aquellas clases.

El termino biodiversidad también incluye la diversidad de interacciones vivas y procesos en
todos estos niveles de organizacién. Segun el convenio sobre la diversidad bioldgica
elaborado durante la conferencia de las Naciones Unidas sobre el medio ambiente y el
desarrollo, celebrado en Brasil en Junio de 1992 y suscrito por 157 paises, por "diversidad
biolégica" se entiende la variabilidad de organismos vivos de cualquier fuente, incluidos,
entre otras cosas, los ecosistemas terrestres, marinos, otros ecosistemas acuaticos y los
complejos ecolégicos de los que forman parte; comprende la diversidad dentro de cada
especie, entre las especies y de los ecosistemas. Por lo tanto, se entiende por "ecosistema™ un
complejo dindmico de comunidades vegetales, animales, microorganismos y de su medio no
viviente que interactian como una unidad funcional.

La biodiversidad se puede definir, por lo tanto, en términos de genes, especies, 0 ecosistemas
correspondiendo a tres niveles jerarquicos de organizacion:

» Diversidad especifica. Es la variedad existente entre los organismos vivos de un
sistema ecoldgico o ecosistema. También se le denomina riqueza de especies en un
ecosistema.
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» Diversidad genética. Es la cantidad total de informacion y variacion genética que
existe dentro de cada especie. Existen distintos genes y muchos de ellos se expresan
en el ambito individual; son heredables y resultan ser la materia prima de la

seleccién natural.

» Diversidad de ecosistemas. Es entendida como la diversidad de comunidades
bidticas (vivas) y los procesos ecoldgicos que ocurren en determinadas areas;
incluye a las especies que las componen, los procesos ecoldgicos que desempefian y
los cambios en la composicidn de especies de una region a otra.

Entendido en su acepcion mas amplia, la biodiversidad tiene como principal objeto de
estudio las poblaciones (conjunto de individuos de una misma especie que viven en un lugar
determinado), porque sobre ellas convergen tanto la diversidad genética como la taxonémica
o la ecoldgica (Tabla 1). Tradicionalmente, la base para el conocimiento de la biodiversidad
esta constituida por la taxonomia y sistematicas bioldgica. Quiza por esta razén y por el
hecho de que el mundo viviente ha sido considerado mayoritariamente por los biélogos y
ecélogos en términos de especies, el termino biodiversidad encuentra su uso mas comun
como sinénimo de la diversidad taxondmica, en particular la riqueza de especies en distintos
grupos taxonémicos que forman parte de un determinado habitat.

Tabla 1. Diversidad del mundo vivo (Pascual, 1997)

Diversidad dentro de Diversidad de las especies  Diversidad de los
cada especie (Genética) (Taxondmica) ecosistemas (Ecoldgica)
Dominios Bioregiones
Phyla Paisajes
Familias Ecosistemas
Géneros Habitats
Especies Nichos
Poblaciones Poblaciones Poblaciones
Individuos Individuos
Cromosomas
Genes

La mayor parte de la diversidad microbiana se encuentra en la biomasa del suelo
(Ashby y col., 2007; Elshahed y col., 2008) y en los ecosistemas marinos (Pedrés-Alio,
2006). Estas comunidades se caracterizan por la existencia de unos taxa dominantes que son
facilmente detectados con la mayoria de las técnicas moleculares, por lo que se cree que son
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los més activos e importantes en los flujos de materia organica (Cottrell y Kirchman, 2003),
y representan una pequefia porcion de la diversidad microbiana total (Galand y col., 2009).
Ademas, existen un gran nimero de taxa que son poco abundantes llamados “biosfera rara”
(Curtis y Sloan, 2004; Sogin y col., 2006). Los taxa o las especies raras constituyen una
fuente de diversidad genética y pueden cambiar rapidamente bajo las condiciones
ambientales apropiadas pasando a tener una alta abundancia (Gilbert y col., 2011; Caporaso
y col., 2011a, 2011b y 2011c).

La clasificacion de microorganismos en funcién de caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas
es casi imposible, debido a que cerca del 99% de todos los microorganismos que existen en
la naturaleza no han sido aislados ni cultivados en condiciones de laboratorio (Muyzer,
1999). Esto se debe en gran parte a la falta de conocimientos sobre las condiciones de
cultivos bajo las cuales estos microorganismos prosperan en su ambiente natural (Muyzer y
Smalla, 1998). Por tanto el estudio de la diversidad microbiana con técnicas dependientes de
cultivo que consisten en el desarrollo de métodos que permitan el aislamiento y el cultivo de
los microorganismos de interés (Pace, 1996; Ranjard y col., 2000; Rappé y Giovannoni,
2003; Madigan y col., 2003;) es limitado por la capacidad de cultivar solamente el 1% de la
microbiota presente en el ambiente (Torsvik y @vreas, 2002; Malik y col., 2008).

Los estudios actuales de la diversidad microbiana emplean métodos basados en el analisis de
las secuencias del &cido nucleico, especialmente los genes del ARNr 16S. La revolucion de
la diversidad microbiana es el resultado directo de la introduccion de estos nuevos métodos
gue permiten a los investigadores detectar y cuantificar filotipos que son dificiles de cultivar
y por lo tanto obtener asi una evaluacion mas amplia de la diversidad microbiana en
ecosistemas complejos. Esto ha llevado a una mejor comprension de la extraordinaria
riqueza de la biodiversidad microbiana (Woese, 1987; DeLong y Pace, 2001; Wellington y
col., 2003; Oremland y col., 2005), asi como a evaluar la dindmica y la variabilidad espacial
y temporal de la diversidad microbiana y los factores que impulsan esta variabilidad
(Christen, 2008; Hamady y Knight, 2009; Hirsch y col., 2010; Tamames y col., 2010).

El conocimiento de la diversidad microbiana tiene un papel importante ya que los
microorganismos son los responsables de la descomposicion de la materia, del reciclaje de
los nutrientes, y ayudan a los animales "superiores™ en la digestion de los alimentos entre
otras muchas importantes funciones (Colwell, 1997). Sin embargo, para comprender y
manipular los procesos mediados por los microorganismos y para poder inferir sobre los
mecanismos subyacentes que generan y mantienen la biodiversidad (Green y Bohannan,
2006) es fundamental comprender los patrones de distribucion espacial y temporal de la
diversidad microbiana a distintos niveles (Gonzélez y col., 2012) (Figura 1).
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En este sentido, la busqueda de patrones en la distribucion de los microorganismos se ha
convertido en un objetivo primordial dentro del estudio de la diversidad microbiana (Van der
Gucht y col., 2007). En particular, determinar los factores implicados en la distribucion de
perfiles bacterianos resulta de gran importancia dada la gran diversidad de este grupo de
procariotas, su papel fundamental en diversos procesos ambientales y su gran importancia
dentro de las ciencias aplicadas en éreas tales como la biorremediacion y la bioprospeccion
(Horner-Devine y col., 2004).

IS

Patrones estadisticos

Modelos
predictivos

Patrones estadisticos i

i

Figura 1. Analisis espacial y temporal de la diversidad (Gonzalez y col., 2012)

Durante siglos, los ec6logos y bidlogos han descrito la biodiversidad en la Tierra. Sin
embargo, y a pesar de estos esfuerzos, todavia carecemos de estimaciones robustas de la
riqueza de especies para la mayoria de los taxa en los distintos ecosistemas. Ademas, es
dificil determinar los factores que son mas importantes en la distribucién de los patrones de
diversidad de especies en una escala de tiempo y espacio (May, 1988; Pennisi, 2005).

Para mejorar nuestra comprension de la variabilidad de las comunidades microbianas, es
imprescindible realizar estudios espaciales y temporales que van de una escala de un solo
taxon, a multiples taxa y hasta una comunidad total (Gonzélez y col., 2012). Estos estudios
nos permiten detectar patrones de distribucion. Sin embargo, y para comprender mas aun la
naturaleza y los rangos de la variabilidad en los sistemas microbianos, se necesita realizar
estudios para predecir la comunidad existente a través del espacio heterogéneo y del tiempo,
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esto nos ayudara a pasar de una simple descripcion de los patrones estadisticos a desarrollar
mejores modelos predictivos (Figura 1).

La acumulacion de los estudios de las variaciones espaciales y temporales de las
comunidades microbianas en diferentes ecosistemas proporcionan informaciones importantes
que permiten una mejor interpretacion bioldgica y ecoldgica de las desviaciones de la
variabilidad (Gonzalez y col., 2012).

La combinacion de los estudios espaciales con los temporales puede revelar caracteristicas
claves dentro de un sistema. Caporaso y col. (2011c) combinaron componentes espaciales y
temporales para evaluar la variacion de las comunidades microbianas de la microbiota
humano. La adicion de un muestreo temporal a un estudio previo llevé a una nueva
perspectiva: aunque el cuerpo humano tiene una composicion diferente en los distintos
lugares o ubicaciones, las comunidades dentro de cada ubicacion cambia con el tiempo
(Costello y col., 2009). Es decir, cada lugar conserva sélo un pequefio "nicleo temporal” de
filotipos a nivel de especie dentro de una comunidad en el tiempo

La diversidad y los patrones de distribucién de las especies se conocen bastante bien en los
macroorganismos, pero no estan claros en los microorganismos (Tamames y col., 2010). En
la actualidad existe un debate intensivo en cuanto a si las comunidades microbianas disponen
de patrones de distribucion y de diversidad similares a aquellos descritos para los
macroorganismos. Frente a este debate, los microbi6logos mantienen una hipotesis
tradicional sobre la ubicuidad de los microorganismos “everything is everywhere but
environment selects” (Baas-Becking, 1934).

Las tendencias ecoldgicas a favor de esta hipbtesis se basan en la alta abundancia de los
microorganismos, su rapida proliferacidn, sus altas tasas de dispersién y la baja probabilidad
de extincidn a nivel local debido a la presencia de estadios de resistencia (Finlay y Clarke
1999; Curtis y col., 2002; Torsvik y col., 2002; Fenchel y Finlay 2004).

Il. Aplicacién de técnicas moleculares en el estudio de la
diversidad microbiana

El desarrollo de las técnicas moleculares ha permitido la deteccion y la identificacion
de los microorganismos que existen en comunidades complejas. La aproximacion mas
extendida para explorar la diversidad procariota a nivel genético se basa en la clonacion y
secuenciacion de los genes que codifican el gen del ARNr (Figura 2) de la subunidad
pequefia del ribosoma bacteriano gracias a que esta estructura estd presente en los tres
dominios de la vida: Bacteria, Archaea y Eukarya. (Woese, 1987, Woese y col., 1990).
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Figura 2. Estructura y componentes del ribosoma procariota (Maria del Rosario y col., 2004)

El ARN ribosémico (ARNr) 16S es la macromolécula mas ampliamente utilizada en estudios
de filogenia y taxondmica procariota. Su aplicacion como cronémetro molecular fue
propuesta por Carl Woese a principios de la década de 1970 (Olsen y Woese, 1993). Una de
las caracteristicas que posee este gen, y por medio de la cual ha sido posible definir
relaciones filogenéticas entre organismos tan diferentes, es que la tasa de cambio es muy
distinta a lo largo de su secuencia (Woese, 1987).

Los sitios mas conservados se deben a la funcion del ARN en el ribosoma; éstos son los sitos
gue interaccionan directamente con el ARN mensajero y con los ARN de transferencia
(Ramakrishnan y Moore, 2000). Debido a estas regiones conservadas del gen ribosomal
ARNr 16S, ha sido facil el disefio de oligonucleétidos iniciadores para la aplicacion de
estrategias de PCR (Weisburg y col., 1991), que permiten la clonacion de los fragmentos del
gen del ARNr 16S amplificados a partir de ADN total extraido de diferentes habitats
naturales. De esta forma se puede comprobar la enorme riqueza de la diversidad microbiana
y también estudiar la biodiversidad, cuyo analisis estaba limitado con las técnicas
tradicionales (Muyzer y Smalla, 1998).
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Para determinar la diversidad microbiana en distintos ecosistemas y supervisar el
comportamiento microbiano de la comunidad en un cierto periodo de tiempo, se han
desarrollado varias herramientas que permiten obtener un “perfil genético” o “huella
genética” (fingerprinting) de la comunidad microbiana (Muyzer, 1999).

Entre los métodos de “huella genética” mas utilizados podemos mencionar la técnica de
“electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante” (DGGE: Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) (Muyzer y col., 1993 y 1998). Esta técnica fue inicialmente publicada por
Fischer y Lerman en 1979 para detectar mutaciones genéticas y separar fragmentos de ADN
del mismo tamafio pero de distinta secuencia de nucleétidos.

La técnica de DGGE ha sido ampliamente utilizada en ecologia microbiana (Niederberger y
col., 2009; Buesing y col., 2009). En particular esta técnica se basa en la disminucion de la
velocidad electroforética de las moléculas de ADN de doble cadena cuando se encuentran
parcialmente desnaturalizadas, debido a cambios en la estructura de la molécula que afectan
su movilidad cuando migran en un gel que contienen un gradiente lineal desnaturalizante del
ADN.

La técnica de DGGE se basa en las propiedades de fusion del ADN de doble cadena, de
manera que una molécula de ADN se desnaturalizara en regiones discretas Ilamadas
dominios o puntos de fusién (melting point) en un gel de poliacrilamida que posee un
gradiente desnaturalizante generado a partir de una concentracion adecuada de formamida y
urea. Cada punto se desnaturaliza a una temperatura (temperatura de fusion o Tm) en la que
cada par de bases de ADN (duplex) estd en un equilibrio entre el estado helicoidal y el
desnaturalizado.

Debido a que las interacciones entre bases adyacentes tienen una influencia significativa en
la estabilidad de la doble hélice, se alcanzara un punto donde la concentracion de agente
desnaturalizante iguale a la Tm de su dominio de menor temperatura de fusion, causando una
desnaturalizacion parcial y consecuentemente un marcado retraso en su movilidad
electroforética (Muyzer y Smalla, 1998).

Cuando la electroforesis de una mezcla de fragmentos de ADN amplificados con cebadores
universales mediante PCR, a partir de ADN total extraido de una muestra ambiental, se
realiza en condiciones adecuadas en geles de poliacrilamida bajo un gradiente lineal de
desnaturalizacion, las moléculas de ADN con distinta secuencia se desnaturalizan
parcialmente a distintas alturas del gradiente (Figura 3) y por lo tanto, se detienen en su
migracion electroforética en distintas posiciones en el gel (Muyzer y Smalla, 1998; Muyzer,
1999).
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Figura 3. Esquema de la aplicacion de la técnica de DGGE para el estudio de la biodiversidad microbiana de los
ecosistemas

De esta forma se obtienen perfiles de bandas que se corresponden con el nimero de
miembros predominantes en la comunidad microbiana. Una vez separadas, las bandas
correspondientes a distintas secuencias de ADN pueden reamplificarse con los mismos
cebadores y ser secuenciadas, permitiendo la comparacion de las nuevas secuencias con las
ya depositadas en las bases de datos, siendo posible establecer su afiliacién taxonémica.

La técnica de DGGE representa uno de los métodos de eleccion para el analisis de
mutaciones de ADN de doble cadena y ha sido empleado en un amplio espectro de
aplicaciones.

Entre las ventajas del DGGE se encuentran la gran sensibilidad de deteccion de mutaciones
(90%) vy la posibilidad de investigar la diversidad de una poblacién microbiana natural sin
necesidad de aislar y estudiar individualmente sus componentes.

El DGGE permite el analisis simultaneo de las muestras multiples que permiten seguir
cambios de la comunidad en un cierto plazo, y también permite la comparacion de los
perfiles de biodiversidad de la poblacién, evaluando diferencias espaciales y temporales en
un determinado nicho ecolégico. Hoy en dia se considera una técnica de eleccion para la
caracterizacion de poblaciones naturales, en las que un porcentaje alto de los
microorganismos presentes pueden ser no cultivables (Muyzer, 1999). Por otra parte, esta

10

—
—



Introduccion

técnica ha resultado particularmente Util para la identificacion de los miembros dominantes
en la comunidad (Lindstrém y Leskinen, 2002).

Sin embargo, la técnica de DGGE presenta varias desventajas. La primera de ellas esta
relacionada con los errores introducidos por los procedimientos de la extraccion del ADN
total de la muestra y su posterior amplificacion por PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa) (Suzuki y Giovannoni 1996; Wintzingerode y col., 1997; Crosby y Criddle,
2003) ya que son los principales procedimientos en que se basa la técnica de DGGE.

Se estima que la técnica de DGGE s6lo puede detectar entre 1y 2% de las especies totales de
una comunidad, es decir, sélo las especies dominantes (MacNaughton y col., 1999; Muyzer,
1999). Ademas, los distintos fragmentos de ADN que difieren en su secuencia pueden
presentar caracteristicas similares de movilidad dentro del gel de poliacrilamida, por tanto,
los diferentes fragmentos migran juntos, dificultando la diferenciacion (Gelsomino y col.,
1999). Por otro lado, una misma especie puede llegar a generar mas de una banda en el perfil
de DGGE debido a la existencia de maltiples copias del gen del ARNr 16S que difieren
ligeramente en sus secuencias (Gelsomino y col., 1999; Niemi y col., 2001).

Otro inconveniente es la limitacion relativa al tamafio maximo de los fragmentos a separar
(500pb). La opcion inicial se basa en la amplificacion de fragmentos del gen del ARNr 16S 'y
especificamente la region hipervariable V1-V3 disefiando parejas de cebadores universales
(Heuer y col., 1997).

Por lo tanto el empleo de estos cebadores universales para el andlisis del gen del ARNr 16S
tiene una gran limitacion en caso de muestras con elevada diversidad, siendo muy dificil el
aislamiento de bandas individuales para su reamplificacion y secuenciacion (Muyzer y
Smalla, 1998). Sin embargo y en numerosos casos, se han disefiado parejas de cebadores
para la amplificacion selectiva de fragmentos del gen del ARNr 16S de distintos grupos
microbianos como por ejemplo: Cyanobacteria (Nubel y col., 1997); bacterias oxidadoras de
amonio (Kowalchuk y col., 1997); Agrobacterium-Rhizobium (Muyzer y Smalla, 1998);
actinomicetos (Heuer y col., 1997) y bacterias reductoras de sulfato (Teske y col., 1996).

Igualmente empleando genes funcionales como base del estudio de la biodiversidad, el
DGGE proporciona patrones de diversidad genética para el gen funcional estudiado,
permitiendo el anélisis de actividades determinadas de comunidades especificas.

Este tipo de investigacion ha facilitado la discriminacion entre microorganismos
filogenéticamente cercanos pero con diferentes papeles ecoldgicos (Muyzer, 1999; Muyzer y
Smalla, 1998). Por ejemplo se han podido diferenciar reductores de sulfato, mediante
amplificacién de fragmentos del gen codificante de la enzima hidrogenasa [NiFe] (Wawer y
col., 1997); degradadores de fenol, mediante amplificacién del gen que codificante de la
enzima fenol-hidrolasas [LmPH] (Watanabe y col., 1998) y oxidadores de amonio, mediante
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amplificacion del gen amoA codificante de la enzima amonio-monooxigenasa (Rotthauwe y
col., 1997).

Otras alternativas para estudiar la diversidad microbiana y mas precisamente
cuantificar la comunidad microbiana en un ecosistema, es usar sondas de oligonucle6tidos
para detectar y cuantificar una poblacion microbiana sin la necesidad de cultivarla. Una de
las técnicas méas avanzadas en este campo es la técnica de hibridacién in situ de fluorescencia
con un sistema de deposicion del receptor catalizado también llamada CARD-FISH
(Catalysed Reported Deposition In Situ Fluorescence Hybridization) (Amann y col., 1990;
DeLongy col., 1989).

Esta técnica consiste en la union de la técnica CARD (Catalyzed Reporter Deposition)
(Bobrow y col., 1989) y la técnica FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) (Pernthaler y
col., 2002) (Figura 4).

Célula

Ve ) sondasmarcadas
Hibridacion (i con HRP
A

Amplificacion dela & Tiramidas marcadascon
sefial Card Q fluorocromo

a a a DQ’ {7{:} Generacion

deluz

Figura 4. Esquema de la técnica CARD-FISH (Amann y Bernhard, 2008)
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En esta técnica se utilizan sondas de ARNr especificas para un microorganismo, marcadas
con la enzima HRP (peroxidasa de rdbano o horseradish peroxidase). A continuacion, se
afladen moléculas de tiramida marcadas con un fluorocromo, produciendo intermediarios
altamente reactivos que son capaces de unirse a motivos de proteinas tales como tirosinas
gue se encuentran cerca del sitio de la unién de la sonda, de modo que exisistiran muchas
moléculas fluorescentes en la proximidad del sitio de unién de la sonda y, por tanto, se
producira una alta intensidad de la sefial, lo cual mejora la sensibilidad (Pernthaler y col.,
2002).

Sin embargo, al igual que ocurre con todas las técnicas de biologia molecular, los
procedimientos que se llevan a cabo para realizar la técnica CARD-FISH también presentan
algunas desventajas con respecto a la técnica FISH que hay gue tener en cuenta. En el paso
de fijacion de las células, la penetracion de las sondas marcadas con peroxidasa de rabano es
mas dificil debido a que estas peroxidasas tienen un tamafio mayor que los fluorocromos
utilizados en la técnica FISH. Este hecho llevd a cabo a la elaboracion de varios protocolos
de fijacion de las células, los cuales incluyen tratamientos enzimaticos con lisozima,
proteinasa K y acromopeptidasa (Kubota y col., 2008) segun el tipo de células a estudiar.

I11. Ambientes hipersalinos

El concepto de ambiente extremo ha sido tradicionalmente dificil de definir debido a
la complejidad y subjetividad del término. En 1979 Brock introdujo la definicién de los
ambientes extremos, desde un punto de vista taxondmico, como ambientes en los que existe
una escasa diversidad de especies y en los que estan ausentes algunos grupos taxonémicos.

Los ambientes hipersalinos se consideran ambientes extremos y son aquellos que presentan
una elevada concentracion de sales (mucho més alta que la del agua del mar). Ademas del
alto contenido en iones, estos ambientes se pueden caracterizar por valores extremos de otros
factores ambientales tales como la temperatura, pH, oxigeno, radiaciones solares y
concentracion de nutrientes, y la presencia de metales pesados y otros compuestos tdxicos
(Rodriguez-Valera, 1988).

Los ambientes hipersalinos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y representados
principalmente por habitats acuaticos y suelos hipersalinos (Ventosa y col., 2008) aunque
también se engloban en esta categoria las &reas salobres préximas a los yacimientos
petroliferos, algunas plantas del desierto, las minas de sal y una gran variedad de productos
en salmuera o salazon (Grant y col., 1998; Ventosa, 2006).
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Se consideran aguas hipersalinas aquellas que tienen un contenido en sales superior al agua
del mar (Rodriguez-Valera, 1988), es decir, superiores a un 3,5%, (p/v) de sales totales,
aproximadamente. Dependiendo de la composicidn salina, segln sea cualitativamente similar
a la de los océanos o diferente, los habitats acuaticos hipersalinos se clasifican en
talasohalinos o atalasohalinos (Rodriguez-Valera, 1988).

Los ambientes talasohalinos como las salinas se originan por procesos de evaporacion del
agua de mar y reflejan la composicion idnica de ésta durante los pasos iniciales de
evaporacion. La composicion ionica comienza a cambiar significativamente cuando los
procesos de evaporacion alcanzan el limite de solubilidad del sulfato de calcio (CaSOy).
Durante la subsecuente precipitacion de cloruro de sodio (NaCl) la composicion iénica
cambia nuevamente, y la concentracion relativa de potasio (K*) y magnesio (Mg?") se
incrementa. Los ambientes talasohalinos se caracterizan por presentar pH neutro o
ligeramente alcalino (Oren, 2006a).

Los ambientes atalasohalinos destacan por presentar una composicion ionica que puede
variar significativamente con respecto al agua de mar. Podemos citar el Mar Muerto como
ejemplo de este tipo de habitats, donde dominan los cationes divalentes, con concentraciones
de magnesio (Mg*") y calcio (Ca®*) que exceden las concentraciones de sodio (Na*) y potasio
(K™ (Oren, 20064a).

Dentro de los ambientes atalasohalinos se encuentran habitats con altas concentraciones de
sal y valores de pH elevados, como el Lago Magadi en Kenia, el Wadi Natrun en Egipto, el
lago Mono y el lago Owens en los Estados Unidos.

Segun Kaurichev (1980), los suelos salinos son agquellos que contienen una concentracion de
sales superior al 0,2%, (p/v). Entre ellos se encuentran las zonas aledafias a diversos
ambientes de aguas hipersalinas.

En Espafia existen numerosas salinas litorales en todas las provincias con costa y otras
interiores que se alimentan de manantiales salinos. A modo de ejemplo podemos citar las
salinas de Cabo de Gata (Almeria), Coto de Dofiana (Huelva), Torrevieja (Alicante) y la
salina interior de La Malaha (Granada) (Figura 5).

Igualmente en Marruecos, también hay numerosas salinas, como por ejemplo las salinas de
Larache, Souk larbad, Asilah y la salina Brikcha en Chefchaouen. La mayoria de los lugares
citados han sido objeto de estudio de la presente tesis doctoral.
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Figura 5. Diversos ambientes hipersalinos. a, Salinas de cabo de Gata (Almeria). b, Salina de La Malaha
(Granada) c, Salinas de Brikcha en Chefchaouen (Marruecos). d, Salinas de Larache (Marruecos). e, Coto de
Dofiana (Huelva). f, Salina de Torrevieja (Alicante)

I11. 2. Rambla Salada

Rambla Salada pertenece al Humedal de Ajauque y Rambla Salada y representa un
ambiente hipersalino de gran valor ecoldgico; este paisaje esta protegido por la Ley 4/1992
de Ordenacion y Proteccion del Territorio de la Region de Murcia. En el afio 2000 Rambla
Salada fue declarada Zona de Especial Proteccion para las Aves (ZEPA, ES0000195) por la
importante colonia de ciglefiuelas, ademas de Lugar de Importancia Comunitaria (LIC,
ES6140005). Por otra parte, Rambla Salada es un habitat atalasohalino con ambientes
acuaticos y terrestres de distinta concentracion y composicion salina, en los que nunca antes
se habia realizado un estudio de la diversidad procariota.
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Figura 6. Situacién geogréafica de Rambla Salada. Imagen tomada de la Direccion General de Patrimonio Natural
y Biodiversidad de la Consejeria de Agricultura y Agua de la Regidn de Murcia

El Humedal de Ajaugue y Rambla Salada tiene una extensién de 1.632 hectareas que
pertenecen a los municipios de Abanilla, Fortuna, Santomera y Molina de Segura (Figura 6).
Este paisaje se inicia en Los Bafios de Fortuna. En este sector predominan los cauces
fluviales, los barrancos, y las vaguadas, encajadas entre conglomerados y margas.

Respecto a Rambla Salada, ésta nace en el término municipal de Molina de Segura, aunque
en el LIC sélo se incluye su ultimo tramo, un poco antes de su paso por el paraje conocido
como La Hoya de los Rayos, donde se cruza la Rambla con el canal del Trasvase Tajo-
Segura. Se trata de un cauce de aguas permanentes hipersalinas con la margen derecha
excavada en yesos, y la margen izquierda en relieves margosos y conglomerados. Sobre los
yesos son frecuentes los procesos de disolucion karstica.

La salinidad en Rambla Salada se debe principalmente al mioceno evaporitico y yesifero y a
los depositos margosos de la cuenca (Muller y Hsi, 1987). Los iones dominantes en la
corriente de agua son el sodio y el cloro, seguido por el sulfato y el calcio (Ramirez-Diaz y
col., 1995).

Este complejo habitat es considerado un tipo de humedal asociado a las ramblas que
constituyen el sistema de cabecera de Ajauque, y presenta una compleja red de drenaje con
tramos de aguas permanentes y temporales y una gran variedad en los valores de salinidad
del agua, como consecuencia del sustrato geolégico-litologico.
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Este humedal se asienta sobre materiales sedimentarios blandos que favorecen la presencia
de fendmenos de erosion muy peculiares en algunos casos, con paisajes geomorfoldgicos de
gran valor natural formados por numerosas galerias bajo unas condiciones de sequia extrema
y una gran irregularidad interanual en las precipitaciones y ocasionales lluvias torrenciales.

Podemos destacar también las formaciones geoldgicas que tienen un gran valor como por
ejemplo, los afloramientos volcanicos de fortunitas en los Cabecicos Negros de Fortuna vy el
yacimiento geotérmico, que da origen a las aguas termales en los Bafios de Fortuna.

El agua suele ser bastante salina como consecuencia del sustrato geoldgico-litolégico
alcanzando valores de hasta 40g/l. Los suelos salinos presentan en algunos casos
caracteristicas especiales como los presentes en la zona de los Bafios de Fortuna, con aguas
termales o los de Fortunitas de Cabecicos Negros con rocas volcanicas.

La flora y la fauna son un tanto singulares y es en muchos casos endémica. En los tramos de
aguas permanentes, las condiciones de salinidad limitan en gran medida la presencia de
vegetacion acuatica sumergida, representada por diversas algas y la planta Ruppia maritima.
En las zonas encharcadas de los humedales abundan las quenopodiaceas, Anthrocnemum
macrostachyum y Sacocornia fruticosa, y mas alejadas del agua se encuentran Anabasis
hispanica, las siemprevivas (Limonium spp.) y los tarajes (Tamarix canariensis y T.
boveana). En los taludes de las ramblas se encuentran formaciones halonitréfilas constituidas
por Atriplex glauca, Suaeda vera (sosa), Thymelaea hirsuta (bolaga), Lygeum spartum
(albardin), acompafiados por diferentes especies de Artemisa, Atriplex halimus (orgaza),
Frankenia corymbosa, etc.

La fauna presente en este habitat es muy rica y variada. Entre ellas, hay que destacar los
invertebrados acuaticos, siendo las larvas de dipteros los mas abundantes, aunque las
especies mas interesantes pertenecen al grupo de los heter6pteros y coledpteros. El
inventario faunistico de este paisaje lo constituyen 145 especies de aves, 18 especies de
mamiferos, 14 de reptiles y 3 de anfibios. Dos especies (Porrén pardo y Malvasia
cabeciblanca) estan catalogadas como globalmente amenazadas a nivel mundial.

El embalse de Santomera y zonas encharcadas de Rambla Salada y Ajauque acogen
poblaciones de aves acuaticas como el &nade real y la garza real que permanecen todo el afio;
otros son especies habituales como el chorlitejo patinegro y la ciguefiuela, sin embargo, otras
especies aparecen en otofio e invierno como el zampullin cuellinegro.

Una informacion mas exhaustiva acerca de este Paisaje Protegido puede obtenerse de la
Direccion General de Patrimonio Natural y Biodiversidad, Consejeria de Agricultura'y Agua,
de la Region de Murcia (http://www.murcianatural.carm.es).

Actualmente se sabe que los medios atalasohalinos (aguas y suelos) son fuente de nuevos
microorganismos, y también que es en la rizosfera donde existe una gran concentracion de
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microorganismos que juegan un papel importante en la fertilidad de los suelos. Ademas,
Rambla Salada se caracteriza por presentar grandes cambios estacionales; por ejemplo,
grandes variaciones en la concentracion de salinidad por la entrada de agua dulce procedente
de la desviacion de canales de agua para regadio. Esto puede provocar cambios importantes
en el funcionamiento de este complejo sistema biologico. Por ejemplo, ha registrado una
disminucién de la biomasa de algas epipélicas y el incremento de Cladosphora glomerata;
estos cambios podrian dar lugar a un aumento de los productores primarios lo que
incrementard la biomasa de macroinvertebrados (Velasco y col., 2003 y 2006; Gutierrez-
Canovas y col., 2009).

Nuestro grupo de investigacion ha realizado en este habitat varios estudios que han permitido
la descripcion de un gran ndmero de nuevas especies bacterianas haléfilas: Idiomarina
ramblicola (Martinez-Canovas y col., 2004c), Halomonas cerina (Gonzalez-Domenech y
col., 2008b) y Halomonas ramblicola (Luque y col., 2012b). Recientemente, también se ha
descrito la diversidad de arqueas cultivables en este habitat (Luque y col., 2012a). A la vista
de toda esta informacion y las razones mencionadas anteriormente, nos planteamos llevar a
cabo un estudio molecular de la diversidad procariota utilizando Rambla Salada como
ambiente modelo de los habitats hipersalinos.

La mayoria de los estudios de biodiversidad de los ambientes hipersalinos realizados
hasta la fecha, se han centrado en las aguas de las salinas litorales y de los lagos hipersalinos.

En los afios noventa, el grupo de investigacion dirigido por el profesor Rodriguez-Valera de
la Universidad de Alicante fue el primero que analiz6 la comunidad microbiana existente en
los cristalizadores (estanques donde precipita la sal) de las salinas “Bras de Port”, usando la
técnica PCR y la posterior clonacion del fragmento de ADN que codifica el gen del ARNr
16S. Este grupo ha podido determinar que la mayoria de las bacterias presentes eran
Proteobacterias y que estaban relacionadas con el género Rhodopseudomonas, encontrando
también nuevos miembros de arqueas del genero Haloarcula (Benlloch y col., 1995).

En los habitats hipersalinos estan presentes una gran variedad de microorganismos hal6filos
que crecen en un amplio rango de salinidades (Rodriguez-Valera, 1988; Oren, 2002a;
Benlloch y col., 2002; Casamayor y col., 2002a; Litchfield y Gillevet, 2002; Burns y col.,
2004; Maturrano y col., 2006a; Feazel y col., 2008; Ventosa y col., 2008; Rossell6-Mora y
col., 2008).

El estudio de la diversidad microbiana de ambientes hipersalinos reveld una alta densidad
celular (10°10° células/ml), y una productividad muy elevada (Oren, 2002a; Burns y col.,
2004; Demergasso y col., 2008; Clementino y col.,, 2008). Los microorganismos gque
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dominan en los ambientes hipersalinos peretenecen al Dominio Archaea, concretamente al
orden Halobacteriales (Ochsenreiter y col., 2002; Burns y col., 2004).

Respecto al Dominio Bacteria, se han encontrado especies de bacterias pertenecientes a los
phyla Proteobacteria (Maturrano y col., 2006a; Pagaling y col., 2009) y Bacteroidetes
(Anton y col., 2000; Jiang y col., 2006; Antén y col., 2008; Baati y col., 2008; Demargasso y
col., 2008; Clementino y col., 2008; Sabet y col., 2009). Las bacterias pertenecientes al
phylum Cyanobacteria encontradas se han relacionado filogenéticamente con los géneros
Euhalothece, Cyanothece y Microcoleus (Clementino y col., 2008).

De todos estos estudios se puede deducir que la composicién de la comunidad microbiana es
diferente dependiendo del habitat y se puede concluir que estas variaciones en la diversidad
microbiana estan relacionadas con los factores ambientales locales (Barberan y Casamayor,
2010).

Finalmente, cabe mencionar que la mayoria de los estudios de diversidad de
microorganismos haléfilos se han hecho basandose en las técnicas clésicas de cultivo. La
introduccién de estas técnicas en estudios de ecologia microbiana da lugar a nuevas
perspectivas y muestra que los microorganismos que se aislan por métodos de cultivo no son
en realidad los que predominan en los ambientes naturales y que la mayoria de los
organismos predominantes estan adn por cultivar (Antén y col., 2000; Belloch y col., 2001 y
2002; Casamayor y col., 2000a, 2002a y 2002b; Maturrano y col., 2006a; Pasi¢ y col., 2009;
Wu y col., 2010).

Los microorganismos hal6filos son organismos que estan adaptados a vivir en
ambientes salinos (Ventosa y Arahal, 2002). El término haldfilo proviene del griego hals
(sal) y phil (amigo, amor), por lo que literalmente hal6filo significa amante de la sal, de
forma mas especifica y aplicada a los organismos vivos, este término hace referencia a la
necesidad fisiologica de sales por encima de los valores usuales para otros seres vivos.

Segin Kushner y Kamekura (1988), los microorganismos se clasifican en no haldfilos,
haléfilos débiles, moderados y extremos en funcion de la concentracion de NaCl requerida
para su desarrollo optimo.

» Microorganismos no halofilos, crecen ptimamente en medios con menos de 0,2M
de NaCl (>1%, p/v). Algunos pueden tolerar elevadas concentraciones de sal y se les
denominan halotolerantes. Si toleran hasta una concentracion salina de 2,5M de
NaCl (15%, p/v), se denominan microorganismos halotolerantes extremos.
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» Microorganismos haldfilos débiles, son aquellos que crecen en medios con una
concentracién comprendida entre 0,2 y 0,5M de NaCl (1-3%, p/v). A esta categoria
pertenecen los microorganismos marinos.

» Microorganismos haléfilos moderados, crecen optimamente en una concentracion
de NaCl de 0,5-2,5M (3-15%, p/v).

» Microorganismos haldfilos extremos, presentan un crecimiento 6ptimo entre 2,5-
5,2M (15-32%, p/v).

Los dos grupos de microorganismos predominantes en los ambientes hipersalinos
especialmente con una salinidad superior a 1,5M de NaCl, son los hal6filos moderados y
haldfilos extremos. Los halofilos moderados son més abundantes a concentraciones de sal
intermedias (10-20%, p/v de NaCl), mientras que los haldfilos extremos, que estan
representados fundamentalmente por las arqueas haléfilas extremas o haloarqueas y la
bacteria Salinibacter, predominan en ambientes con salinidad superior al 20%, (p/v) de NaCl
(Rodriguez-Valera y col., 1985; Rodriguez-Valera, 1988; Benlloch y col., 2002).

En los ambientes hipersalinos también existe una cierta diversidad de macroorganismos
como Artemia salina y plantas hal6filas. Los microorganismos pertenecen a los tres
dominios Archaea, Bacteria y Eucarya, aunque sin duda los procariotas son los que incluyen
mayor diversidad de microorganismos hal6filos y son los mejor estudiados hasta el momento
(Figura 7).
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Figura 7. Arbol filogenético y distribucion de algunos de los microorganismos haléfilos (Oren, 2008)
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Los microorganismos haléfilos extremos se encuentran fundamentalmente en el Dominio
Archaea, orden Halobacteriales, familia Halobacteriaceae (Oren, 2006b).

Por otra parte, dentro del Dominio Bacteria, la familia Halomonadaceae (clase
Gammaproteobacteia, orden Oceanospirillales) es la que incluye mayor nimero de haldfilos
moderados (Arahal y Ventosa, 2006).

» Microorganismos del Dominio Eukarya

El Dominio Eukarya incluye los primeros haléfilos que se descubrieron, las algas,
posiblemente debido a su mayor tamafio, aunque son menos predominantes que los
procariotas. En la literatura podemos encontrar un nimero reducido de publicaciones sobre
la diversidad de estos organismos en ambientes hipersalinos (Feazel y col., 2008; Gunde-
Cimerman y col., 2004, 2005a y 2005b; Javor, 1989; Pedrds-Ali6, 2004; Rodriguez-Valera,
1988; Wu y col., 2009).

En general, la presencia de estos organismos y su abundancia disminuye cuanto incrementa
la concentracion salina en el habitat (\Ventosa, 2006).

El representante mas importante de estos halofilos es el alga verde Dunaliella que incluye las
especies haldfilas moderadas Dunaliella viridis, Dunaliella parva y la especie haldfila
extrema Dunaliella salina. Esta ultima produce B-caroteno responsable en parte del color de
las salinas y cuyas propiedades son explotadas en biotecnologia (Oren, 2005).

Por otra parte, el alga verde Dunaliella se ha considerado como un excelente modelo para el
estudio de la adaptacion salina de las algas. Ademas de este alga, se han descrito otros
organismos eucariotas presentes en ambientes hipersalinos como el crustdceo Artemia salina,
las larvas de mosca del género Ephydra, el alga flagelada Asteromonas gracilis, diatomeas,
hongos filamentosos (pertenecientes a los géneros Acremonium, Alternaria, Aspergillus,
Chaetomium, Cladosporium, Eurotium, Gymnascella, Penicillium, Scopulariopsis,
Stachybotrys, Ulocladium y Wallemia) y levaduras hal6filas o halotolerantes (Cantrell y col.,
2006; Feazel y col., 2008; Gunde-Cimerman y col., 2005b; Pedrés-Ali6, 2004; Wu y col.,
2009).

» Microorganismos del Dominio Archaea

La mayor representacion de los microorganismos halofilos extremos se encuentra en el
Dominio Archaea, phylum Euryarchaeota, orden Halobacteriales (Grant y Larsen, 1989) y
familia Halobacteriaceae (Gibbons, 1974; Tindall, 1992). Hoy en dia, esta familia incluye
més de 100 especies agrupadas en 27 géneros diferentes (Oren y col., 2009; de la Haba y
col., 2011) (Tabla 2), entre ellos, los méas estudiados son Halobacterium, Halococcus,
Haloarcula, Haloferax, Natronococcus y Natronobacterium.
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Las arqueas son los principales componentes de la biomasa microbiana que se encuentra en
los ambientes hipersalinos extremos (concentracién de sal superior al 20%, p/v) y son
consideradas como los microorganismos hal6filos extremos por excelencia. Ademas, debido
a los pigmentos carotenoides Cs, (bacteriorruberina) que se encuentran en grandes
cantidades en la membrana de la mayoria de las arqueas de esta familia (Oren, 1994), estos
microorganismos se consideran también los responsables de la coloracién roja-anaranjada

observada en la mayoria de los habitats salinos.

Tabla 2. Géneros del phylum Euryarchaeota que contienen especies haldfilas

Clase

Halobacteria

Orden

Halobacteriales

Familia

Halobacteriaceae

Género

Haladaptatus

Halalkalicoccus

Halarchaeum

Haloarcula

Halobacterium*

Halobaculum

Halobiforma

Halococcus

Haloferax

Halogeometricum

Halogranum

Halolamina

Halomarina

Halomicrobium

Halonotius

Halopelagius

Halopiger

Haloplanus

Haloquadratum

Halorhabdus

Halorubrum

Halosarcina

* género tipo

N\

22

| —




Introduccion

Tabla 2. Continuacion

Clase Orden Familia Género

Halosimplex

Halostagnicola

Halobacteria Halobacteriales Halobacteriaceae Haloterrigena

Halovivax

Natrialba

Natrinema

Natronoarchaeum

Natronobacterium

Natronococcus

Natronolimnobius

Natronomonas

Natronorubrum

Methanohalobium

Methanohalophilus

Methanosalsum

Methanomicrobiales Methanocalculus

* género tipo

Ademas de las haloarqueas, se han descrito también arqueas hal6filas metandgenas; estas
arqueas son anaerobias estrictas productoras de metano y juegan un papel importante en los
ambientes hipersalinos (Balch y col., 1979). Como arqueas hal6filas metandgenas se han
descrito las especies de los géneros Methanohalobium (Zhilina y Zavarzin, 1987),
Methanohalophilus (Paterek y Smith, 1988) y Methanosalsum (Boone y Baker, 2001),
pertenecientes a la familia Methanosarcinaceae, dentro del orden Methanosarcinales.

Cabe resaltar que la especie Methanocalculus halotolerans ha sido descrita como una arquea
metanogena halotolerante (Ollivier y col., 1998); hasta la fecha no ha sido asignada a
ninguna familia aunque pertenece al orden Methanomicrobiales, por lo que se considera
incertae sedis dentro de este orden.

Las haloarqueas se caracterizan por requerir un minimo del 1,5M de NaCl para crecer,
siendo el optimo del 3,5 al 4,5M de NaCl; muchas de ellas son capaces de crecer a
concentraciones extremas de NaCl (5,2M). Sin embargo y sorprendente, se han descrito
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arqueas haldfilas en habitats con concentraciones salinas medias e incluso bajas (Purdy col.,
2004).

» Microorganismos del Dominio Bacteria

El Dominio Bacteria esta subdividido en méas de treinta phyla de bacterias cultivables. Las
especies de las bacterias hal6filas moderadas y extremas se incluyen principalmente en los
phyla:  Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Spirochaetes, Bacteroidetes,
Thermotogae, Cyanobacteria y Tenericutes. La mayoria son organismos de vida libre, pero
también existen posibles patégenos del hombre y de otros animales, endosimbiontes de
distintos organismos y formas que viven intimamente asociadas a las plantas que habitan los
suelos salinos. En la Tabla 3 se incluyen los érdenes y familias de los phyla Proteobacteria y
Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes, Spirochaetes, Tenericutes y Thermotogae que
alojan la mayoria de las bacterias halofilas cultivadas hasta el momento (de la Haba y col.,
2010 y http://www.bacterio.cict.fr).

Tabla 3. Géneros del Dominio Bacteria que contienen especies haléfilas moderadas

Clase Orden Familia Género

Caulobacterales ~ Hyphomonadaceae ~ Hyphomonas*, Maribaculum

Rhodovulum, Antarctobacter
Citreimonas, Jannaschia
Maribius, Marivita
Methylarcula, Oceanibulbus
Oceanicola, Palleronia
Paracoccus, Ponticoccus
Rhodothalassium, Rhodovulum
Alfaproteobacteria Roseinatronobacter,
Roseisalinus, Sediminimonas,
Shimia, Sulfitobacter,
Tropicibacter, Woodsholea,

Rhodobacterales  Rhodobacteraceae

Yangia
Hyphomicrobiaceae  Dichotomicrobium
Rhizobiales - -
Rhodobiaceae Rhodobium*

Marispirillum, Fodinicurvata

Rhodospirillales ~ Rhodospirillaceae Rhodovibrio, Roseospira

Alteromonas*, Aestuariibacter
Glaciecola, Haliea,

Alteromonadales  Alteromonadaceae Marinobacter,
Marinobacterium, Melitea,
Microbulbifer

Gammaproteobacteria

* género tipo
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Tabla 3. Continuacion

Clase

Gammaproteobacteria

Orden

Alteromonadales

Familia

Idiomarinaceae

Género

Idiomarina*,
Pseudidiomarina

Pseudoalteromonadaceae

Pseudoalteromonas*

Psycromonadaceae

Psycromonas*

Chromatiales

Chromatiaceae

Halochromatium,
Marichromatium,
Thiohalocapsa

Ectothiorhodospiraceae

Ectothiorhodospira*,
Alkalilimnicola,
Aquisalimonas,
Arhodomonas,
Ectothiorhodosinus,
Thioalkalivibrio

Halothiobacillaae

Halothiobacillus*
Thioalkalibacter

Oceanospirillales

Oceanospirillaceae

Nitrincola, Oleispira

Alcanivoraceae Alcanivorax*

Hahellaceae Halospina
Halomonas*,
Aidingimonas,
Carnimonas,

Halomonadaceae

Chromohalobacter,
Cobetia, Kushneria,
Modicisalibacter,
Salinicola

Saccharospirillaceae

Saccharospirillum*

Pseudomonadales

Pseudomonadaceae

Pseudomonas*

Salinisphaerales

Salinisphaeraceae

Salinisphaera®

Thiotrichales

Piscirickettsiaceae

Thiomicrospira

Vibrionales

Vibrionaceae

Salinivibrio

Gammaproteobacteria
no clasificadas

Methylohalomonas,
Gilvimarinus,
Thiohalomonas
Thiohalophilus

Deltaproteobacteria

Desulfobacterales

Desulfobacteraceae

Desulfocella

Desulfobulbaceae

Desulfurivibrio

Desulfovibrionales

Desulfohalobiaceae

Desulfohalobium*
Desulfonatronospira

* género tipo

N\
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Tabla 3. Continuacion

Clase

Deltaproteobacteria

Orden
Desulfovibrionales

Familia

Desulfohalobiaceae

Género

Desulfovermiculus

Desulfovibrionaceae

Desulfovibrio*

Epsilonproteobacteria Campylobacterales

Campylobacteraceae

Arcobacter

Helicobacteraceae

Sulfurimonas Sulfurovum

Bacilli

Bacillales

Bacillaceae

Halobacillus, Bacillus*,
Alkalibacillus,
Aquisalibacillus,
Filobacillus,
Gracilibacillus,
Halalkalibacillus,
Halolactibacillus,
Lentibacillus,
Marinococcus,
Oceanobacillus,
Ornithinibacillus,
Paraliobacillus,
Pontibacillus,
Salimicrobium,
Salinibacillus, Salirhabdus,
Salsuginibacillus,
Sediminibacillus,
Tenuibacillus,
Thalassobacillus,
Virgibacillus

Planococcaceae

Jeotgalibacillus

Staphylococcaceae

Salinicoccus

Clostridia

Halanaerobiales

Halanaerobiaceae

Haloanaerobium*
Halocella, Halothermothrix

Halobacteroidaceae

Halobacteroides*,
Halanaerobacter,
Halonatronum,
Natrionella, Orenia,
Selenihalanaerobacter,
Sporohalobacterr

Spirochaetes

Spirochaetales

Spirochaetaceae

Spirochaeta*

Mollicutes Haloplasmatales Haloplasmataceae Haloplasma*
Thermotogae Thermotogales Thermotogaceae Petrotoga
Bogoriellaceae Georgenia

Actinobacteria

Actinomycetales

Corynebacteriaceae

Corynebacterium*

* género tipo

N\
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Tabla 3. Continuacion

Clase Orden : Familia : Género

Glycomycaceae Haloglycomyces

Micrococcaceae Nesterenkonia
Nocardiopsis*

Nocardiopsaceae Haloactinospora
Streptomonospora

Actinobacteria Actinomycetales - -
Promicromonosporaceae  Isoptericola

Amycolatopsis, Prauserella

Pseudonocardiaceae Saccharomonospora
Saccharopolyspora
Ruaniaceae Haloactinobacterium
Bacteroidia Bacteroidales Marinilabiaceae Anaerophaga
Flavobacteria Flavobacteriales Flavobacteriaceae Gramella, Psychroflexus
Sphingobacteria  Sphingobacteriales Rhodothermaceae Salisaeta

* género tipo

En general, la mayoria de las bacterias hal6filas son quimioorganotrofas, excepto algunas
que son fotétrofas (Pedrés-Ali6 y col., 2000; Oren, 2002a y 2002b; Srinivas y col., 2007;
Gorlenko y col., 2009).

Dentro de los phyla citados anteriormente, existen grupos taxondmicos que incluyen un
elevado nimero de especies hal6filas como es el caso de la familia Halomonadaceae (Arahal
y Ventosa, 2006) o del orden Halanaerobiales.

Actualmente, el género Halomonas es el tipo de la familia Halomonadaceae y sin duda el
que aloja mas bacterias halofilas; contiene mas de ochenta especies
(http://www.bacterio.cict.fr/h/halomonas.html) (Euzéby, 2013). La mayoria de las especies
de Halomonas han sido aisladas de los distintos habitats salinos que existen en la naturaleza,
aungue también existen otras que han sido aislados de alimentos, pinturas murales, etc. Este
género ha sido un objetivo de estudio de la presente tesis y de él hablaremos con més detalle
mas adelante.

Cabe mencionar que algunas bacterias haldfilas son extremas, es decir requieren altas
concentraciones de sal para su crecimiento. Entre ellas citamos la bacteria haldfila extrema
Salinibacter ruber (Anton y col., 2000) que es un Bacteroidete aislado inicialmente de los
cristalizadores de salinas de Alicante y Mallorca; esta bacteria ha sido estudiada con
profundidad con el objeto de conocer su distribucion, abundancia, diversidad y fisiologia
(Antén y col., 2000, 2002, 2005 y 2008; Bidle y col., 2005; Balashov y Lanyi, 2007; Lanyi y
Balashov, 2011; Oren, 2004 y 2013). Otros estudios se enfocaron en estudiar los pigmentos
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que produce esta bacteria (Oren y Rodriguez-Valera, 2001; Lutnaes y col., 2002; Balashov y
col., 2005; Mongodin y col., 2005), la composicion de los aminoacidos y los lipidos (Oren y
Mana, 2002; Oren y Mana, 2003; Baronio y col., 2010; Lattanzio y col., 2009; Antén y col.,
2010), los mecanismos de osmoadaptacién (Oren y col., 2002b) y la metagendmica
(Mongodin y col., 2005; Pasi¢ y col., 2009).

Actualmente, el género Salinibacter incluye tres especies (Oren, 2013) y comparte habitats
en los cristalizadores de las salinas con las arqueas hal6filas de la familia Halobacteriaceae;
de hecho coincide con ellas en muchas de sus caracteristicas mas significativas.
Recientemente, dos nuevas especies pertenecientes a este género; Salinibacter iranicus y
Salinibacter luteus han sido aisladas del lago Aran-Bidgol, (Makhdoumi-Kakhki y col.,
2012a) con caracteristicas de requerimiento y tolerancia a la sal semejantes a las de
Salinibacter ruber (Makhdoumi-Kahki y col., 2012a).

Salinibacter no sélo representa del 5 al 30% de la poblacién procariota de los cristalizadores,
sino que es un microorganismo diverso y bastante ubicuo. Asi, constituye una fraccion
importante de la microbiota de las salinas de Espafia (Anton y col., 2002; Benlloch y col.,
2002), Turguia (Mutlu y col., 2008), Brasil y México (Clementino y col., 2008; Sabet y col.,
2009; Spear y col., 2003), India (Manikandan y col., 2009), Israel (Elevi Bardavid y col.,
2007; Serensen y col., 2005) y de los Estados Unidos (Elevi Bardavid y col., 2007; Pasi¢ y
col., 2009).

Existen otras bacterias hal6filas extremas como por ejemplo las bacterias purpuras fotétrofas
del género Halorhodospira (Imhoff y Siiling, 1996; Hirschler-Réa y col., 2003), las especies
pertenecientes al género Salicola; por ejemplo Salicola marasensis (Maturrano y col.,
2006b) y Salicola salis (Kharroub y col., 2006), la bacteria oxidadora del azufre
Thiohalorhabdus denitrificans (Sorokin y col., 2008) y algunos microorganismos anaerobios
del orden Halanaerobiales como Halanaerobacter lacunarum (Rainey y col., 1995).

Para una revisibn mas completa sobre los microorganismos hal6filos pertenecientes al
Dominio Bacteria, se pueden consultar los trabajos publicados por de la Haba y col. (2011);
Dwaorkin y col. (2007); Garrity y col. (2005a y 2005b); Oren y col. (2002a) y Ventosa y col
(2008).

Finalmente, cabe resaltar también la presencia de virus en los ambientes hipersalinos (Porter
y col.,, 2005; Seaman y Day, 2007) fundamentalmente los virus de haloarqueas
(denominados halovirus) y los bacteriéfagos de bacterias haldfilas moderadas.
Recientemente, se han publicado trabajos sobre el metaviroma de la salina “Bras del Port”,
en Alicante, (Santos y col., 2010; Garcia-Heredia y col., 2012); en la cual se recupero el
halofago CR30, cuyas caracteristicas en contenido en guanina y citosina y en el uso de
codones son similares a las de Haloquadratum walsbyi (Santos y col., 2007).
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» El género Halomonas

Fue descrito por Vreeland y col en 1980 para acomodar una nueva especie, Halomonas
elongata. En los afios noventa, se propuso la reunién de los miembros de los géneros Deleya,
Halovibrio y Volcaniella, asi como la especie Paracoccus halodenitrificans en un solo
género, el género Halomonas, dentro de la familia Halomonadaceae que fue creada en 1988
para englobar los géneros Deleya y Halomonas (Franzmann y col.,, 1988). Esta
reclasificacion se baso fundamentalmente en el analisis de las secuencias del gen del ARNr
16S (Mellado y col., 1995; Dobson y Franzmann, 1996).

Posteriormente, otros estudios de filogenia basados en el gen del ARNr 23S (Arahal y col.,
2002b) condujeron a nuevas reordenaciones en el género Halomonas, transfiriéndose la
especie Halomonas marina a un nuevo género dentro de la familia Halomonadaceae al cual
se denomind Cobetia (Arahal y col., 2002a). En este mismo estudio se vio que dentro del
género Halomonas se podian distinguir dos filotipos, y que algunas especies como
Halomonas marisflavi no podian ser asignadas a ninguno de ellos filogenéticamente. En la
Tabla 4, se muestran los miembros actuales de la familia Halomonadaceae, perteneciente a
la clase Gammaproteobacteria.

Tabla 4. Géneros de la familia Halomonadaceae validamente publicados hasta febrero de 2013

Género N° de especies  Referencia especie Tipo |
Carnimonas . 1 . Arahal y col. (2002b)
Chromohalobacter 10 Ventosa y col. (1989)
Cobetia 6 Arahal y col. (2002a)
Halomonas 84 Vreeland y col. (1980)
Halotalea 1 Ntougias y col. (2007)
Halovibrio 3 Fendrich (1989)

Kushneria 5 Sanchez-Porro y col. (2009)
Modicisalibacter 1 Ben Ali Gamy col. (2007)
Salicola 2 Maturrano y col. (2006b)
Zymabacter 1 Okamoto y col. (1995)

Actualmente, el género Halomonas como ya indicamos anteriormente contiene mas de
ochenta especies (http://www.bacterio.cict.fr/h/halomonas.html), doce de las cuales han sido
descritas por nuestro grupo de investigacion (Euzéby, 2013), produciéndose un incremento
notable en el nimero de especies pertenecientes a este taxdn cada afo.
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La heterogenicidad observada en cuanto a las caracteristicas del género Halomonas, se ha
hecho aln mas acusada con la incorporacién de nuevas especies. Fenotipicamente esta
diversidad fue recogida hace unos afos en el trabajo de Mata y col. (2002). Las especies de
este género son bacilos o cocobacilos quimioheterotrofos Gram negativos, presentan un
Optimo de crecimiento en medios con una concentracion salina comprendida entre el 0,5 y
2,5M de NaCl (Arahal y col., 2007), son catalasa positivos y no forman esporas. Tienen un
metabolismo respiratorio, utilizando el oxigeno como aceptor final de electrones, si bien
algunos de sus miembros pueden crecer en anaerobiosis en presencia de nitrato e incluso
nitrito, y algunas especies pueden presentar un metabolismo fermentador. Las especies de
Halomonas son muy versatiles desde el punto de vista ecolégico, fisioldgico y metabdlico.
En cuanto al contenido en guanina y citosina, la variacion es muy superior a 10 moles %, que
es lo recomendado por Owen y Pitcher (1985) para miembros de un mismo género.

El género Halomonas representa uno de los taxones que se aisla mas frecuentemente en
todos los ambientes acudticos hipersalinos como las salinas solares de Australia, Sinai y
Egipto, el Mar Rojo y los lagos salinos alcalinos del Valle del Rift en Africa (Vreeland,
1992; Grant y col., 1998; Litchfield, 2004), y en suelos hipersalinos (Bouchotroch y col.,
2001; Martinez-Canovas y col., 2004a y 2004b; Ventosa y col., 2008; Gonzalez-Domenech y
col., 2008a; 2008b y 2009; Amjres y col, 2011; Llamas y col., 2011; Luque y col., 2012b).
Se ha encontrado también en alto nimero en el Océano Pacifico (Kaye y Baross, 2000).

Halomonas representa un de los taxones mas interesantes por su capacidad de producir
exoenzimas, exopolisacaridos y otros productos valiosos desde el punto de vista
biotecnoldgico (Mellado y col., 2004; Oren, 2010; Quesada y col., 2004; Ventosa, 2004).
Podemos citar como ejemplo la especie Halomonas eurihalina (Béjar y col., 1998; Martinez-
Checay col., 2007,) y la especie Halomonas maura (Arias y col., 2003; Llamas y col., 2006)
que son especies productoras de exopolisacaridos de gran interés biotecnoldgico.

El maurano, producido por Halomonas maura, es un EPS de propiedades semejantes a las
del xantano; es decir, produce soluciones de alta viscosidad (Bouchotroch y col., 2000; Arias
y col., 2003; Quesada y col., 2004). Los EPS de las cepas de Halomonas eurihalina son
capaces de gelificar a pH acido y posen capacidad emulsionante (Quesada y col., 1993;
Calvo y col., 1995; Béjar y col., 1996 y 1998; Calvo y col., 1998; Quesada y col., 2004). Los
EPSs producidos por Halomonas ventosae y Halomonas anticariensis tienen una capacidad
emulgente excelente (Mata y col., 2006 y 2008). ElI EPS de la cepa HK30 de Halomonas
stenophila presenta una elevada actividad viscosizante y emulgente (Amjres y col., 2010), y
el de la cepa M8" de Halomonas almeriensis tiene una alta capacidad emulgente y
desintoxicante (Llamas y col., 2012). Finalmente el polimero B100 de Halomonas stenophila
induce selectivamente la apoptosis en células T de leucemia humana (Ruiz-Ruiz y col.,
2011).
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Otros de los productos que se obtienen a nivel industrial a partir de especies de Halomonas
es la ectoina (Oren, 2010). También se han realizado diferentes estudios en los que se
seleccionaron cepas correspondientes al género Halomonas productoras de amilasas,
DNasas, lipasas, proteasas y pululanasas (Sanchez-Porro y col., 2003).

A la vista de la importancia del género Halomonas, ademéas de su gran interés
biotecnoldgico, su versatilidad y su ubicuidad en todos los ambientes hipersalinos, en la
presente tesis, hemos realizado estudios moleculares sobre la diversidad de este género en
varios ambientes salinos y no salinos.
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Objetivos

Nuestro grupo de investigacion ha estudiado desde los afios ochenta los héabitats
hipersalinos por métodos clasicos de cultivo y ha descrito en ellos una veintena de especies y
dos géneros de bacterias haldfilas.

En 2005, gracias al proyecto “Estudio de la comunidad de procariotas de Rambla Salada
(Murcia), un espacio protegido de interés ecoldgico y comunitario. Seleccion de bacterias de
utilidad industrial y ecologica” CGL2005-05947 comenzamos a estudiar la diversidad
procariota en Rambla Salada por métodos moleculares, asi como la de otros hébitats de
Espafia y del norte de Marruecos. Con el proyecto “Origen, biodiversidad y biogeografia de
las especies del género Halomonas” CGL2008-02399/BOS, analizamos en dichos habitats la
diversidad de un género frecuentemente aislado por técnicas clasicas de cultivo en ambientes
hipersalinos, Halomonas.

Esta tesis doctoral engloba parte de la investigacion realizada en ambos proyectos. En ella se
analiza la diversidad de bacterias, arqueas y Halomonas en seis habitats salinos de Espafia y
Marruecos.

Los objetivos son los siguientes

1. Estudiar la comunidad procariota de habitats salinos de diferentes localizaciones de
Espafia y Marruecos.

2. Profundizar en el estudio de Rambla Salada y en el efecto que diferentes pardmetros
ambientales y temporales tienen en la misma.

Durante el desarrollo del objetivo 1 incluimos en nuestro trabajo el estudio de un habitat no
salino, un suelo agricola de la provincia de Granada, que fue estudiado con fines
comparativos.

El estudio de Rambla Salada puede abordarse con mas profundidad porque este ambiente ha
sido estudiado extensamente por nuestro grupo de investigacion con métodos clasicos de
cultivo.
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Material y métodos

I. Seleccion de los habitats y toma de muestras

Los héabitats objeto de estudio se han seleccionado de acuerdo a su situacién
geografica y a sus caracteristicas fisico-quimicas. Escogimos tres habitats hipersalinos de
Espafia, la salina de Cabo de Gata (Almeria), la salina interior de La Malaha (Granada), y
Rambla Salada (Murcia), asi como tres habitats hipersalinos del norte de Marruecos (salinas
de Larache, Souk larbad y Asilah). El hébitat no salino fue un suelo agricola situado en
Motril (Granada). Los hébitats estudiados se muestran en la Figura 8.

Figura 8. Iméagenes de los habitats estudiados. a, Salinas de Cabo de Gata (Almeria); b, Salina interior de La
Malaha (Granada); ¢, Rambla Salada (Murcia); d, Suelos agricolas de Motril (Granada); e, Salinas de Larache
(Marruecos); f, Salinas de Souk larbaé (Marruecos) y g, Salinas de Asilah (Marruecos)
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Se analizaron un total de 38 muestras procedentes de suelos, aguas y sedimentos acuosos. El
tipo y el nimero de las muestras se describen en la Tabla 5. En las muestras estudiadas se
determinaron los valores de concentracién salina y del pH. La conductividad de las muestras
se realizé en el departamento de Edafologia de la Facultad de Farmacia, de la Universidad de

Granada.

Tabla 5. Habitats estudiados y tipo de muestras

Salina de Cabo de Gata (Almeria) 2C Sedimento Febrero de 2009
3C Suelo
S . 1G Agua
Salina interior de La Malaha 2G Agua Febrero de 2009
(Granada)
3G Agua
S1 Suelo
S2 Suelo
s3 Sedimento acuoso Junio de 2006, febrero
Rambla Salada (Murcia) - de 2007 y noviembre
S4 Sedimento acuoso de 2007
S7 Sedimento acuoso
S8 Sedimento acuoso
) 1L Suelo
Salina de Larache 2L Agua Julio de 2010
3L Suelo
1S Sedimento acuoso
Salina de Souk larbaa 2S Sedimento acuoso  Julio de 2010
3S Agua
. . 1A Agua .
Salina de Asilah Julio de 2010
2A Agua
M Suelo
2M Suelo
i inci 3M Suelo
Suelo_s agricolas de la provincia de : Noviembre de 2009
Motril (Granada) 4M Sedimento
5M Suelo
6M Suelo
( 20 )
§ J
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Como puede observarse, de todos los hébitats se tomaron muestras de suelo, sedimentos
acuosos y agua salada. En las salinas de La Malaha y Asilah se tomaron muestras de agua
salada porque la primera esta rodeada por una serie de elevaciones formadas por depdsitos
de yesos, mientras que la tierra rodea la segunda salina. Las muestras de sedimentos acuosos
fueron tomadas a una profundidad no superior a los 5cm y en lugares aledafios de las aguas
salinas.

Las salinas de Asilah, Larache y Souk larbad se encuentran a 44, 78 y 140km
respectivamente de la ciudad de Tanger en Marruecos. Dichas salinas estan formadas por
estangues de poca profundidad y dispuestos en series. El agua de las salinas de Souk larbaa
procede de un manantial salado subterraneo, mientras que la de las salinas de Larache y
Asilah proviene del mar.

Las muestras de los suelos agricolas (habitat no salino) fueron tomadas del Camino Cerro del
Toro, en un area agricola a 1,5km del municipio de Motril (Granada).

La extraccion del ADN gendmico y en su caso del ARN que se realiz6 en todas las muestras
en el menor plazo de tiempo posible.

Rambla Salada (Murcia)

Se realizaron tres muestreos en junio de 2006, febrero de 2007 y noviembre de 2007
en los mismos lugares analizados por Rocio Luque Aznar en su tesis doctoral en la que
emplearon técnicas clésicas de cultivo, defendida en 2011. Concretamente estos puntos de
muestreo estan localizados en la Finca la Salina, aguas abajo del canal del Trasvase Tajo-
Segura y en una surgencia de agua sulfurosa salina (Figura 2). En cada uno de estos lugares
se tomaron muestras de suelos y de sedimentos acuosos
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Figura 9. Lugares de muestreo de Rambla Salada. a, Finca la Salina; b, Canal Trasvase Tajo-Segura y c,
Surgencia de agua sulfurosa salina

En todas las muestras procedentes de Rambla Salada, se midieron in situ los siguientes
parametros fisico-quimicos: concentracion de sales, pH y contenido en oxigeno. La salinidad
se determino a partir de la conductividad que fue medida utilizando un ECmeter (TetraConR
325).

I1. Analisis de la diversidad microbiana mediante PCR-
DGGE

Para estudiar la diversidad de las comunidades microbianas existentes, se amplificd
la region hipervariable V1-V3 del gen que codifica el ARN ribosémico 16S para el Dominio
Bacteria y para el género Halomonas, mientras que en el caso del Dominio Archaea se
utilizo la region hipervariable VV3-V6 de dicho gen. Posteriormente, se emple6 la técnica de
electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE), para analizar la diversidad
microbiana de las distintas muestras. La metodologia seguida se indica a continuacion.
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El proceso de extraccion del ADN gendémico de las muestras de suelo, agua y

sedimento acuoso objeto de estudio se llevd a cabo mediante el kit comercial de extraccion
de ADN PowerMax™ Soil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, INC), siguiendo el
protocolo facilitado por el fabricante, que se detalla a continuacion. Este kit aumenta el
rendimiento de la extraccion ya que parte de cantidades de muestra de 10g (10ml para las
muestras de agua). Por otra parte, el método empleado por el Kit facilita la eliminacion de
compuestos que inhiben la PCR, como las sustancias himicas.

Protocolo de extraccion:

o

13.

14.
15.

16.

17.

Afadir 15ml de la solucién PowerBead Solution en los tubos PowerBead, estos tubos ahora se conocen
como tubos de solucion PowerMax®.

Afadir 10g de muestra (suelo, sedimento y agua) en los tubos de solucién PowerMax® y agitar
vigorosamente con vértex durante 1 minuto.

Afiadir 1,2ml de la solucion C1 a los tubos de solucion PowerMax® y agitar vigorosamente con vértex
durante 30 segundos.

Colocar los tubos de solucion PowerMax® en un adaptador de vétrex y agitar durante 10 minutos a
méxima velocidad.

Centrifugar a 2.500 r.c.f durante 3 minutos a temperatura ambiente.

Transferir el sobrenadante a un tubo de recoleccion y luego afiadir 5ml de la solucion C2. Mezclar dos
veces por inversion e incubar durante 10 minutos a 4°C.

Centrifugar a 2.500 r.c.f durante 4 minutos a temperatura ambiente.

Desechar el precipitado y luego transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de recoleccidn.

Afiadir 4ml de la solucion C3 y mezclar dos veces por inversion. Incubar durante 10 minutos a 4°C.

. Centrifugar a 2500 r.c.f durante 4 minutos a temperatura ambiente.

Eliminar el precipitado y transferir de nuevo el sobrenadante a un nuevo tubo de recoleccion.

. Afiadir 30ml de la solucion C4 al sobrenadante y mezclar dos veces por inversion; este paso requiere

tres centrifugaciones. Colocar la columna de filtracion en un nuevo tubo de recoleccion y llenar con un
volumen de la solucion resultante de la etapa 12. Centrifugar a 2.500 r.c.f durante 2 minutos a
temperatura ambiente. Desechar el liquido y colocar de nuevo la columna en el tubo de recoleccion y
agregar el segundo volumen de la misma solucion y luego centrifugar a 2.500 r.c.f durante 2 minutos a
temperatura ambiente. Desechar el liquido y repetir esta operacion hasta que el volumen total se haya
procesado.

Aplicar 10ml de la solucién C5 en la columna del filtro. Centrifugar a 2.500 r.c.f durante 3 minutos a
temperatura ambiente y desechar el liquido.

Centrifugar a 2.500 r.c.f durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Colocar cuidadosamente la columna del filtro en un nuevo tubo de recoleccion y evitar el contacto del
final de la columna con el liquido a desechar.

Aplicar 5ml de la solucién estéril C6 directamente en el centro de la membrana en la columna y
centrifugar a 2.500 r.c.f durante 3 minutos a temperatura ambiente.

Desechar la columna del filtro. Inmediatamente después, guardar el ADN a -20°C para evitar su
degradacion.
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Para estudiar la poblacion metab6licamente activa, se procedié a extraer el ARN
total de las muestras a través del kit comercial de extraccion de ARN FastRNA® Pro Blue
Kit MP (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante y aplicando unas las
modificaciones que se detallan a continuacién. La cantidad utilizada en cada extraccion fue
de 1g de suelo o de sedimento acuoso o de 1ml de agua. Las muestras se sometieron
posteriormente a un tratamiento con ADNasa | con el fin de eliminar la contaminacion
residual con ADN genémico. Para ello se utilizo el kit Turbo DNA-free™ (Ambion). A
continuacion, las muestras se pasaron por las columnas del Kit de purificacion RNeasy Mini
Kit (Qiagen) siguiendo el protocolo facilitado por el fabricante y posteriormente se
congelaron a -80°C para su uso posterior en experiencias de RT-PCR.

Protocolo de extraccion

1. Afadir 500l de la solucion RNApro™ a 1g de suelo o sedimento acuoso (o 1ml en caso de agua) en
tubos eppendorf y mezclar por inversion doble.

2. Afiadir de nuevo 500pl de la solucion RNApro™ a la mezcla y agitar por inversién doble. Después
transferir cada mitad de la mezcla a un tubo de lisis (Lysin Matrix tube).

3. Colocar los tubos en el FastPrep®-24 (MP-Bio) y agitar durante 40 segundos a 6,5 de potencia.

4. Introducir los tubos 5 minutos en hielo y volver a repetir el paso 3.

5. Centrifugar a 21.952 r.c.f durante 3 minutos a 4°C.

6. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo estéril e incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

7. Afadir 300pl de cloroformo y agitar con vortex durante 10 segundos. Después incubar 5 minutos a
temperatura ambiente.

8. Centrifugar a 21.952 r.c.f durante 5 minutos a 4°C y volver a repetir la etapa 7, pero en este caso, afiadir
solamente 100ul de cloroformo. Observar un precipitado que no afectara al proceso.

9. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo estéril.

10. Afiadir 500ul de etanol al 100% (v/v) y mezclar 5 veces por inversion suave.

11. Incubar durante 30 minutos a -20°C.

12. Centrifugar a 21.952 r.c.f durante 15 minutos a 4°C.

13. Desechar el sobrenadante y lavar el precipitado con 500ul de etanol a 75% (v/v). Después desechar
cuidadosamente el liquido y dejar secar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

14. Resuspender el precipitado con 100ul de agua libre de nucleasas e incubar durante 5 minutos a
temperatura ambiente.

Protocolo de digestion

1. Preparar la mezcla de reaccion de la ADNasa en un tubo estéril. Para cada extraccion (100ul de ARN),
afiadir 10l de buffer turbo ADNasa al 10X y 1l de la solucién de reaccion ADNasa (TURBO DNA-
free™), mezclar y, posteriormente, incubar durante 30 minutos a 37°C en un termociclador a 28 r.c.f.
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2. Afadir de nuevo 10ul de buffer turbo ADNasa al 10X y 1ul de la solucién de reaccion ADNasa
(TURBO DNA-free™) e incubar de nuevo durante 30 minutos a 37°C en un termociclador a 28 r.c.f.

3. Afadir 10ul de la solucién de reactivo de inactivacion e incubar durante 2 minutos a temperatura
ambiente.

4.  Centrifugar durante 15 minutos y transferir el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf estéril.

Protocolo de purificacién

1. Paracada 100ul de muestra, afiadir 350l del buffer RTL y mezclar bien por inversion.

2. Afadir 250ul de etanol (96%-100%, v/v) a la solucion del paso anterior, mezclar por vortex o pipeteo.

3. Transferir la mezcla a una columna (RNeasy Mini Spin) de unién de ARN puesta en un tubo de
recoleccion.

1. Centrifugar a 11.200 r.c.f durante 15 segundos. Desechar el liquido y colocar la columna en un nuevo
tubo de recoleccion.

2. Afadir 500ul del buffer RPE en la columna de unién de ARN y centrifugar a 11.200 r.c.f durante 15
segundos. Después desechar el liquido.

4.  Afadir de nuevo 500ul del buffer RPE en la columna de union de ARN vy centrifugar a 11.200 r.c.f
durante 2 minutos. Después desechar el liquido y evitar el contacto del final de la columna con el
liquido a desechar.

5. Transferir la columna a un nuevo tubo de recoleccion y centrifugar a maxima velocidad durante 1
minuto para secar completamente la membrana de la columna.

6. Transferir de nuevo la columna a un nuevo tubo de recoleccion y afiadir 30-50ul de agua libre de
ARNasas y centrifugar a 11.200 r.c.f durante 1 minuto para eluir el ARN.

7. Inmediatamente después, poner el ARN eluido en hielo y guardar a -80°C para evitar su degradacion.

La concentracion de ADN y ARN se determind mediante la medida de la
absorbancia de las soluciones utilizando un espectrofotémetro Nano-Drop® 2000c (Thermo
Scientific), siguiendo el manual de Sambrook y Russell (2001). Cada unidad de DO,
equivale a una concentracion de la solucién de ADN o ARN de 50ug/ml.

La pureza de la muestra se determina por la relacién DO,g/DOyg, de forma que si el valor

de esta relacion estd por debajo de 1,8 indica contaminacion por proteinas y/o polisacéridos
en la muestra.
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Las diferentes reacciones de PCR se realizaron en un termociclador automatico
MyCycler™ (Bio-rad®), usando como polimerasa la AmpliTaq Gold polymerase (Applied
Biosystems). La composicion de la mezcla de la reaccion de PCR se muestra en la Tabla 6.

El volumen de ADN de partida se modifico dependiendo de la muestra. Para las procedentes
de Rambla Salada se utilizaron 50ng de las soluciones de ADN, mientras que para las de la
salina de Cabo de Gata (Almeria), salina interior de La Malaha (Granada), los suelos
agricolas de la provincia de Granada (Motril) y los habitats del norte de Marruecos (salinas
de Larache, Souk larbad y Asilah), las suspensiones originales se diluyeron diez veces para
reducir la presencia de inhibidores, a partir de estas diluciones se tom6 50ng de ADN. En
todos los casos, se incluyeron controles negativos en cada reaccion sin afiadir ADN. Todas
las reacciones de PCR fueron realizadas por triplicado.

Tabla 6. Reactivos empleados en la reaccion de PCR

Componentes Volumen |

ADN muestra Variable (véase el texto anterior)
Cebadores (10pmol) 2ul

Tampon (10X) 5ul

MgCl, (25Mm) 4ul

dNTPs (10mM) 1ul

DMSO ul

BSA 0,25l

Taq polimerasa (Eppendorf®) (2,5U) 0,3ul

Agua bidestilada estéril c.s.p. 50ul

Para amplificar el gen que codifica el ARNr 16S, se seleccioné para el Dominio Bacteria
una region que comprendia tres regiones hipervariables (V1-V3) y se utilizaron los
cebadores Bact-8F y Bact-518R (Edwards y col., 1989; Muyzer y col., 1993).

Para el gen del ARNr 16S del género Halomonas, seleccionamos la sonda HIm-474R que
Yoshie y col. (2004) habian disefiado y empleado en estudios ecoldgicos mediante FISH.
Como pareja de este cebador en la PCR se empled el cebador 16F27, ya usado por Lane
(1991).
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En el caso de las arqueas, se amplificaron las regiones hipervariables VV3-V6 del gen del
ARNTr 16S, empleandose los cebadores Arc-344F y Arc-915R (Raskin y col., 1994; Stahl y
Amann, 1991).

En todos los casos, a uno de los cebadores de cada pareja se le incorporé una extension de
guanina-citosina (GC) en el extremo 57, con el fin de aumentar la resolucién de la técnica
DGGE (Muyzer y col., 1998).

Todos los cebadores empleados en este estudio fueron sintetizados por Sigma-Genosys® y
sus caracteristicas se muestran en la Tabla 7 y la Figura 10.

Tabla 7. Cebadores usados para amplificar el gen del ARNr 16S de bacterias, arqueas y del género Halomonas

Cebador D a Secuencia (5" 23") Referencia
cebador

Bact-8F Directo *AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 55 Edwards y col. (1989)
Bact-518R  Inverso ATTACCGCGGCTGCTGG 55 Muyzer y col. (1993)
Arc-344F Directo *ACGGGGYGCAGCAGGCGCGA 56 Raskin y col. (1994)
Arc-915R Inverso GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 54 Stahl y Amann (1991)
16F-B27 Directo AGAGTTTGATCATGGCTCAG 55 Lane (1991)
HIm-474R  Inverso *CTGTGRGTGATGTCCTTCCT 60 Yoshie y col. (2004)

*Cola de GC unida al extremo 5": CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GTC CCG CCG CCC CCG CCC G.

Posicion 8-27 Dominio Bacteria Posicion 534-518
<€ > |
€ >:Ih Posicion 494-474
1
Género Halomonas 1 i
1
1
1 [
55— — 3
Posicién 363-344 Dominio Archaea Posicién 934-915

Figura 10. Fragmentos del gen del ARNr 16S utilizados (aproximadamente 500pb)
La amplificacion del gen ribosomal 16S se llevo a cabo utilizando el programa conocido

como “Touch-down”(Muyzer y col., 1993) tanto para el Dominio Bacteria como para el
Dominio Archaea (Figura 11). En el caso del género Halomonas, el programa desarrollado
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para amplificar el gen del ARNr 16S se detalla en la Figura 12 (Janse y col., 2004). Este
programa evita la formacion de heteroduplex.

paso 1 paso 2 paso 3 paso4 paso5

L 3
'3

20 ciclos ——>

<——— 10ciclos

v
A

72°C ; 72°C

r 30
55°C

i r

20°C

Figura 11. Programa de amplificacion por PCR del ARNr 16S del Dominio Bacteria y del Dominio Archaea.
Las flechas indican que la temperatura disminuye un grado por ciclo

paso 1 paso 2 paso 3 paso 4

<——— 30ciclos ———

94°C | 94°C

72°C | 72°C
5’ 1,

60°C

| 4°C

Figura 12. Programa de amplificacion por PCR del ARNr 16S del género Halomonas

Basandonos en las secuencias de los genes nirS y nosZ obtenidas por Gonzélez-
Domenech y col. (2010) para el género Halomonas, se disefiaron cebadores especificos para
amplificar los genes de desnitrificacion nirS y nosZ de este género (Gonzalez-Domenech y
col., 2010; Oueriaghli y col., 2012a). En el disefio de los cebadores, se valord la longitud del
fragmento a amplificar, siendo preferible que éste estuviera comprendido entre 300 y 500pb,
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con objeto de llegar a un equilibrio entre la informacion suministrada y la resolucién de la
técnica DGGE (Sheffield y col., 1989). Las caracteristicas de los cebadores usados se
detallan en la Tabla 8.

Tabla 8. Cebadores usados en los estudios de PCR-DGGE de la poblacién desnitrificante del género Halomonas

T

Gen Cebador Secuencia (5" 23") (°n£:) Referencia
irs Sdgge-F  GAGTCCAACCAGATCGT . Oueriaghli y col. (2012a)
nir
Sdgge-R  *GGAGGTCTCGTCCATGGT Oueriaghli y col. (2012a)
. Zdgge-F  *CGACATCATGAAGACG Eo0C Oueriaghli y col. (2012a)
nos
Zdgge-R  GATRTAGCGGGTCAGCT Oueriaghli y col. (2012a)

*Cola de GC unida al extremo 5": CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GTC CCG CCG CCC CCG CCC G

Como se puede observar en la Tabla 8, a uno de los cebadores de cada pareja se le incorpord
en el extremo 5" una extension de guanina-citosina (GC), ya que este procedimiento aumenta
la resolucion de la técnica DGGE (Muyzer y col., 1998).

La reaccion de PCR se llevé a cabo siguiendo la metodologia descrita anteriormente en la
Tabla 6 del apartado Il. 4. El volumen de ADN de partida varié dependiendo de la muestra
de que se tratase. Las condiciones de amplificacion seleccionadas para trabajar con los genes
de desnitrificacion nirS y nosZ se detallan en la Figura 13.

paso 2 paso3  paso4 paso 2 paso 3

paso 1 paso 1 paso 4

94°C

5

«— 30ciclos —>

94°C
72°C

72°C

60°C

1

30

94°C

5

4C

<«—— 30ciclos ———>

94°C
72°C

72°C

52°C

1

Figura 13. Programa de amplificacion por PCR de los genes nirS (a) y nosZ (b)
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Para determinar la diversidad de la poblacién metabolicamente activa, después de
extraer el ARN y comprobar su pureza (apartado Il. 2), se realiz6 una RT-PCR. Las
reacciones de transcripcion inversa se realizaron utilizando el kit SuperScript® 111 One-Step
RT-PCR System with Platinum® Tag DNA Polymerase (Invitrogen) a partir de 50ng de ARN
total, libre de ADN genémico, en un volumen final de reaccion de 50ul. De cada una de las
muestras se realizaron controles negativos a los que no se afiadid la enzima transcriptasa
inversa. La mezcla de reaccion contiene los componentes mostrados en la Tabla 9.

Tabla 9. Reactivos empleados en la reaccion de RT-PCR

Componentes Volumen

Tampo6n Reaction Mix 2X 25ul
ARN muestra 2ul
Cebadores (10 pmol) 1ul
SuperScript® 111 RT/Platinum® Tag Mix 2ul
Agua DEPC c.s.p. 50ul

Los cebadores empleados en la reaccion de la transcripcion inversa y en la PCR para el
Dominio Archaea, fueron los descritos en la Tabla 7.

La PCR se llevo a cabo siguiendo el programa conocido como “Touch-down” (Muyzer y
col., 1993) que consta de un paso previo para la sintesis de ADNc durante 30 minutos a
55°C. Las condiciones finales de este programa se detallan en la Figura 14.
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paso 1l paso 2 paso 3 paso 4 paso5 paso 6

€ 20 ciclos ——>

v

<—— 10ciclos

94°C | 94°C | 94°C

72°C i 72°C

30° 5
1 30°

20°C

8

Figura 14. Programa de amplificacion por PCR del ARNr 16S del Dominio Archaea. Las flechas indican que la
temperatura disminuye un grado por ciclo

Con la finalidad de comprobar si el ARN esta contaminado con ADN, se realiz6 previamente
amplificaciones mediante PCR convencional empleando los cebadores Arc-344F y Arc-
915R descritos en la Tabla 7 y la Figura 10. Estos cebadores amplifican un fragmento de
aproximadamente 500pb del gen del ARNr 16S del Dominio Archaea en una muestra, de
manera que si se obtiene un fragmento de aproximadamente 500pb en el ARN total de la
misma muestra es debido a que la solucién de ARN de esta muestra estara contaminada con
ADN gendmico. En todos los controles negativos realizados para cada muestra, no se
obtuvieron productos de amplificacién, lo que demostr6 la ausencia de contaminacién con
ADN genomico.

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo con las condiciones descritas en el
apartado I1. 4. Estas reacciones fueron realizadas en un volumen final de 50pl.

Para comprobar que las bandas amplificadas eran del tamafio esperado (500pb) las
muestras se analizaron en geles horizontales de agarosa (Seakem GTG®, FMC Corp.) a una
concentracion del 1,5%, (p/v) en tampon TBE 1X (anexo 1).

La separacion de los productos de PCR se llevé a cabo a 100V durante 30 minutos. Como
tampoén de carga se utilizo el tampén Loading Buffer Blue (Bioline®), adicionando 1ul por
cada 5ul de ADN. Finalizada la electroforesis, los geles se sumergieron durante 20 minutos
en una solucion de bromuro de etidio (1pug/ml) en TBE 1X. Los fragmentos de ADN se
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observaron mediante transiluminacion de los geles con luz ultravioleta (245nm) en un
transiluminador modelo Universal Hood 11 (Bio-Rad®). Como referencia del tamafio de los
fragmentos se usd el marcador comercial HyperLadder | (Bioline®) de 10Kb.

Los productos finales de PCR se concentraron aproximadamente 3 veces, empleando
las membranas Microcon YM-100 (Millipore®), siguiendo el protocolo facilitado por el
fabricante. El uso de estas membranas permitié ademas purificar los productos de PCR
eliminando las sales y otros componentes de baja masa molecular.

Los productos de PCR se analizaron en geles de poliacrilamida al 8% (p/v) con el
sistema DCode™ Universal Mutation Detection System (Bio-Rad®). Para la separacion de
los distintos fragmentos (de aproximadamente 500pb) se emple6 un gradiente
desnaturalizante de formamida-urea en el sentido de migracion electroforética, que oscild
entre el 45% (parte superior del gel) y el 60% (parte inferior del gel).

Para la separacion de los fragmentos del gen ribosomal del género Halomonas, se emple6 un
gradiente que oscil6 del 35% al 60%. El gradiente desnaturalizante utilizado para separar los
fragmentos amplificados de los genes nirS y nosZ fue del 40% al 70%. Estos gradientes
fueron previamente establecidos por Gonzalez-Domenech y col. (2010) y Oueriaghli y col.
(2012a).

Para la preparacion del gel de DGGE, se utilizaron dos soluciones stocks al 8% (p/v) de
acrilamida, una de ellas sin sustancias desnaturalizantes (solucién 0%) y la otra con un 80%
de estas sustancias (su composicion se describe en el anexo 2). Para facilitar la disolucién de
la urea, la solucién al 80% se agité suavemente en un bafio-Maria a 60°C. Antes de su uso,
ambas soluciones fueron desgasificadas durante 15 minutos con el sistema Bandelin
(Sonorex Digitec), filtradas mediante membranas de nitrocelulosa de 0,45p (Millipore®) y
conservadas a 4°C hasta su posterior utilizacion.

A partir de las soluciones del 0% y 80% de las sustancias desnaturalizantes, se procedi6 a la
elaboracion del gel de poliacrilamida y a la generacion del gradiente desnaturalizante
mediante el empleo de una bomba peristaltica (Watson Marlow 101 U/R) y una cubeta, tipo
vasos comunicantes, generadora de gradiente, tal y como se puede observar en la Figura 15.
A la solucién mas concentrada se le adicion6 50ul de tampén de carga 6X (anexo 1) para
visualizar la formacion del gradiente. En el momento de preparar el gel, a ambas soluciones
se les adicion6 como agentes polimerizantes TEMED y APS, cuya composicion se describe
en el anexo 2. El volumen total de cada solucion fue de 15ml por gel y posteriormente se
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adicionaron 5ml de acrilamida 8% (p/v) con un 0% de formamida-urea para formar los
pocillos. La solucién de mayor concentracion desnaturalizante se vertié en el compartimento
mas préximo al punto de salida de la cubeta generadora de gradiente y la solucién de menor
concentracion se introdujo en el otro compartimento, tal como se indica en la Figura 15.

-‘ -

T,

Figura 15. Preparacion de un gel de DGGE

Los geles se dejaron polimerizar durante 3 horas a temperatura ambiente (25°C) antes de
llevar a cabo la electroforesis. Durante este tiempo, se procedié a calentar la cubeta de
electroforesis, que contiene el tampon TAE 1X (anexo 2), hasta alcanzar 64°C.

En cada pocillo, se cargd una concentracion de ADN que oscilé entre 1.000 y 1.600ng/ul por
muestra, junto con 4ul del tampdn de carga 6X (anexo 1). Para determinar el volumen de
ADN necesario, previamente calculamos la concentracién del producto de PCR en cada
muestra, utilizando un espectrofotémetro Nano-Drop®2000c (Thermo Scientific).

En cada gel de DGGE, se ocuparon dos carriles con productos de amplificacion de los genes
ribosomlaes de bacterias control previamente cultivadas en nuestro laboratorio. Esta mezcla
se carg6 en todos los geles de DGGE para servir como marcador a la hora de realizar los
andlisis de la estructura de la comunidad procariota mediante el software FPquest, del cual
hablaremos con mas detalles en los proximos apartados.

Las condiciones de la electroforesis en las cuales se consiguié la adecuada separacién de los
fragmentos del gen del ARNr 16S se resumen en la Figura 16. Para facilitar la salida de las
muestras de los pocillos, se aplico un voltaje de 200V durante los primeros 20 minutos de la
electroforesis, tras lo cual se baj6é a 100V, manteniéndose este voltaje durante 16 horas.
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Migracion inicial

Tiempo: 20 minutos
Voltaje: 200V
v Temperatura: 60°C

Migraciény separacion de las muestras

Tiempo: 16 horas
Voltaje: 100V
Temperatura: 60°C

Gradiente desnaturalizante

Figura 16. Condiciones de la electroforesis

Para la tincién del gel de DGGE se utilizaron 25pl de SyberGold® (stock 10.000X,
Invitrogen) en 250ml de TAE 1X. El producto se extendi6 sobre el gel y se incubé durante
45 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Posteriormente, el gel se lavo en 250ml de
agua bidestilada con agitacion suave durante 30 minutos y se visualizd mediante exposicion
a la luz U.V. (245nm) en un transiluminador modelo Universal Hood Il (Bio-Rad®)
empleando el software Quantity one 4.1 (Bio-Rad®).

Las distintas bandas fueron escindidas del gel de DGGE empleando puntas de pipeta
estériles rectangulares (Gel cutting Tips, Axygen). Todas las bandas se incubaron durante 24
horas a 4°C en 10ul de agua bidestilada estéril. Partiendo de alicuotas de 2ul del
sobrenadante, se efectud la reamplificacion de cada banda mediante PCR utilizando las
mismas condiciones empleadas en cada caso y usando los mismos cebadores (sin la cola de
GC) descritos anteriormente en el apartado 1. 4 y 11. 5.

El producto de cada reamplificacion fue comprobado por electroforesis convencional en
geles de agarosa al 1,5%, (p/v) (apartado Il. 7) y posteriormente purificado mediante el kit
lllustra® GFX ADN and Gel Band Purification (GE Healthcare®), segtn las instrucciones
del fabricante.

Los productos de ADN de doble cadena purificados se secuenciaron empleando en este caso
los mismos cebadores citados para la reaccion de amplificacion. La secuenciacion de ADN
se llevo a cabo en el Servicio de Secuenciacién Automatica del Instituto de Parasitologia y
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Biomedicina Lopez-Neyra de Granada (CSIC), utilizando el secuenciador Applied
Biosystems (modelo 373 Strecht). Como método de secuenciacion se empled el
comercializado por Perkin Elmer, ABI PRISM TM Big Dye Terminators, que utiliza en la
reaccion de extension la enzima AmpliTag ADN polimerasa y didesoxinucle6tidos marcados
con cromaforos fluorescentes.

El anélisis de la homologia de las secuencias de nucle6tidos obtenidas se llevé a cabo online
usando el programa Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast/) (Altschul y col., 1997).
Posteriormente, las secuencias obtenidas se alinearon con la misma region de las secuencias
depositadas en el Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) mediante el programa ClustalX
version 4.0; concretamente, se compar6 una region de aproximadamente 500pb.

La relacion filogenética se establecié por el método de distancias, en este caso, se utilizo la
metodologia de los vecinos préximos conocido como Neighbour-Joining y el método de
probabilidad conocido como Maximum-Likelihood. Los arboles filogenéticos se
construyeron a partir de la matriz de distancias aplicando el algoritmo de Jukes Cantor
(Jukes y Cantor, 1969) mediante el software Mega (Molecular Evolutionary Genetics
Anadlisis) versién 4.0.2 (Tamura y col., 2004) y el software Phylip en su version 3.69
(Felsenstein, 2008). El valor de remuestreo o “bootstrap” fue calculado por los mismos
programas y se basé en 1.000 remuestreos (los porcentajes superiores al 50% aparecen
reflejados en los arboles correspondientes). Por Gltimo, para corregir posibles sesgos en las
relaciones de parentesco entre las secuencias en estudio, se utilizaron las secuencias del gen
del ARNr 16S de especies tipo de referencia que se incluyen como externas u “outgroups”.

También se incluyeron en el andlisis filogenético las secuencias de la regién variable V3-V6
(aproximadamente 400pb) de las cepas mas afines, aisladas previamente por nuestro grupo
de investigacion en el mismo habitat (Luque y col., 2012a). Estas secuencias se reflejan en la
Tabla 10.

Tabla 10. Especies tipo utilizadas como “outgroups” y cepas analizadas por Luque y col. (2012a) en Rambla
Salada

Especie Referencia |

Aquifex pyrophilus Kol5a™ (M83548) Huber y col. (1992)
Carnimonas nigrifaciens CTCBS1' (Y13299) Garriga y col. (1998)
Cobetia marina DSM 47417 (AJ306890) Arahal y col. (2002a)

Desulfurococcus amylolyticus 2533 (AF250331) Bonch-Osmolovskaya y col. (2001)
Metallosphaera cuprina Ar-4" (FN796482) Liuy col. (2011)

Los nimeros de acceso en el Genbank se muestran entre paréntesis
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Tabla 10. Continuacioén

Especie Referencia

M3-7b (HQ659152) " Lugue y col. (2012a)
M3-9b (HQ659156) Luque y col. (2012a)
M2-7a (HQ659136) Luque y col. (2012a)
M3-1c (HQ659148) Luque y col. (2012a)
Pseudomonas aeruginosa RH 815" (X06684) Schroeter (1872)
Pseudomonas aeruginosa PAOL (NP_249210) Winsor y col. (2009)
Salinicola socius SMB35" (DQ979342) Anan'ina y col. (2008)
Zymobacter palmae T109" (AF211871) Okamoto y col. (1995)

Los nimeros de acceso en el Genbank se muestran entre paréntesis

I11. Analisis de la diversidad y métodos estadisticos

Para llevar a cabo este analisis, se procedio a digitalizar las imagenes de los perfiles
de DGGE mediante el software FPquest version 5.10 (Bio-Rad®). Este Gltimo permite,
ademas de detectar bandas, generar perfiles de densidad en cada carril de DGGE y calcular
automaticamente la intensidad relativa de cada banda frente a la sefial total de todas las
bandas del carril.

Una vez cargadas las imagenes de los geles en la base de datos del software FPquest, se
procedié a normalizar los perfiles de DGGE utilizando los marcadores previamente cargados
en los geles. Todas las bandas presentes en un gel de DGGE fueron detectadas
automaticamente por el software. Dado que el alineamiento automatico de bandas genera
algunos errores, se procedio a corregirlos manualmente.

Tras finalizar el analisis de las imagenes, se generaron dos matrices de datos. Una de ellas
representa los datos cualitativos basados en la presencia-ausencia de bandas que se
detectaron en cada carril de DGGE. La otra matriz tiene en consideracion las intensidades
relativas de bandas, generando una matriz cuantitativa de datos. Asimismo, se obtuvieron los
indices de similitud (cualitativo y cuantitativo) a partir de las matrices de datos.

Como indice cualitativo, se optd por la utilizacion del indice de Dice (basado en la matriz de
presencia-ausencia) que da un peso doble a la doble presencia de bandas en dos sitios
determinados (Legendre y Legendre, 1998). Se estimo de acuerdo a la siguiente formula:
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2A

Sp=———
2A+B+C

Donde:

A = Numero de bandas presentes simultdneamente en las muestras 1y 2.
B => Numero de bandas presentes en la muestra 1 y ausentes en la muestra 2.
C =» NUmero de bandas presentes en la muestra 2 y ausentes en la muestra 1.

Paralelamente se estimd el coeficiente de correlacion de Pearson como indice cuantitativo,
utilizando la matriz de intensidades relativas de bandas (Legendre y Legendre, 1998). Por
medio de este coeficiente, se determina la relacion lineal entre dos variables cuantitativas y
fue estimado a partir de la siguiente formula:

Sxy

r= —m
Sx Sy

Donde:

Sxy =* Covarianza muestral entre x e y.
Sx, Sy =* Desviaciones estandar de X e y respectivamente.

Tras determinar los indices mencionados anteriormente, se procedi6 a realizar el
alineamiento de las bandas empleando como método de agrupamiento el UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), con la finalidad de analizar la
semejanza entre las muestras de diferentes fechas y lugares.

Las matrices de abundancia relativa (intensidades) y de presencia-ausencia de
bandas obtenidas a partir de los perfiles de DGGE fueron exportadas a plantillas de EXCEL
(Microsoft) para los analisis que se indican a continuacion.

La riqueza de una poblacion, es decir, el nUmero de especies de una muestra, se
expresé matematicamente mediante el indice de la riqueza Rr (Rango Ponderado) que tiene
en cuenta el nimero de bandas que origina la muestra y el valor del gradiente
desnaturalizante del DGGE en el que se distribuyen dichas bandas (Marzorati y col., 2008).
Este indice fue calculado de acuerdo con la siguiente formula:

Rr = (N2 x Dg)
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Donde:

N => Numero de bandas en un carril de DGGE.
Dg =* Gradiente desnaturalizante entre la primera banda y la ultima banda del mismo carril
de DGGE.

La organizacion funcional (Fo) refleja la adaptacion de los microorganismos a las
condiciones ambientales (Marzorati y col., 2008). Este indice permite determinar la
uniformidad de la comunidad y estd relacionado con el nimero de individuos de cada
especie.

Para interpretar este indice, se construyen las curvas de Pareto-Lorenz (Lorenz, 1905). Se
representan los nimeros de las bandas (acumuladas y normalizadas) en el eje X, y sus
respectivas intensidades (acumuladas y normalizadas) en el eje Y (Figura 17). La diagonal
de 45° representa la perfecta uniformidad de una comunidad. Para calcular el indice (Fo) se
utiliza la proyeccion vertical en el 20% del eje X que determina la intensidad del 20% de las
bandas. Una comunidad es mas uniforme cuanto mas se aproxima a la diagonal de 45°.
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Figura 17. Curva de Pareto-Lorenz (PL)
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La diversidad esta formada por dos componentes, el nimero de especies presentes en
una muestra (riqueza) y la abundancia relativa de cada especie (uniformidad). El indice de
Shannon-Weaver (H’) contempla esos dos componentes (Shannon y Weaver, 1949). Para
calcular este indice H’ se utiliz6 la formula siguiente:

H':-Z; pi In pi

pi =Ni/N

Donde:

S = Numero total de bandas en un carril de DGGE.

pi = Contribucién relativa de una banda a la intensidad total de las bandas de un carril de
DGGE (intensidad relativa).

Ni = Intensidad de una banda en un carril.

N =» Suma de las intensidades de las bandas en el mismo carril de DGGE.

El indice de Simpson (Simpson, 1949) refleja la dominancia de las especies y se
calculé de acuerdo a la formula:

si=)_ (pi)?

Donde pi tiene el significado mencionado mas arriba. Este indice es inversamente
proporcional al indice de Shannon-Weaver (H°).

Para determinar la significacion de las diferencias en los indices de diversidad en las
diferentes muestras se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via, a través del
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paquete estadistico provisto en el software StatGraphics Plus version 3.1. En este caso, la
probabilidad de significancia se estableci6 en un nivel del 95% de confianza (p < 0,05).

Con la finalidad de determinar la relacion entre la estructura de la comunidad
microbiana y los factores ambientales se aplicd un andlisis multivariable con el programa
estadistico Canoco para Windows en su version 4.5 (Ter Braak, 1987 y 1990), empleando
dos conjuntos de datos (matrices cualitativa o cuantitativa y factores ambientales).

Para llevar a cabo este andlisis se incluyeron los datos numéricos de la salinidad, el oxigeno
y el pH como variables cuantitativas ambientales (variables independientes). Los datos de la
salinidad y el oxigeno fueron normalizados mediante la transformacién x = Log (x + 1).

Para determinar el tipo de modelo, unimodal (ACC) o lineal (ADR), adecuado para nuestros
datos, se realiz un analisis previo denominado Anélisis de Correspondencia sin tendencias
(ACD) de las matrices de datos. En funcion de la longitud del gradiente de los ejes de
ordenacion (Ter Braak, 1995) se utiliz6 un modelo o otro (ACC o ADR).

El porcentaje de variabilidad del sistema por efecto de las variables ambientales se determin6
a partir de la informacién estadistica aportada por el andlisis de ACC o ADR. Para
determinar las variables ambientales estadisticamente significativas se aplico el test de
Monte Carlo con 999 permutaciones (p < 0,05).

IVV. Analisis cuantitativo de las comunidades microbianas
mediante CARD-FISH

Como ya hemos explicado en la introduccion esta técnica consiste en la unién de dos
técnicas: CARD (Catalyzed Reporter Deposition) y FISH (Fluorescence In Situ
Hybridization) (Pernthaler y col., 2004). Esta técnica se basa en el uso de sondas marcadas
con peroxidasa de rabano (HRP), que posteriormente se activan mediante moléculas de
tiramida marcadas fluorescentemente. Las sondas se unen al ARNr 16S.

En la Figura 18 se muestran los pasos que se llevaron a cabo en el analisis mediante CARD-
FISH se realiz6 segun el protocolo descrito por Pernthaler y col. (2004), aunque se llevaron a
cabo algunas modificaciones, principalmente en cuanto a los volimenes empleados como se
explica mas adelante.
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Muestras de suelo y agua Preparacion de Fijacion de Filtracion de
las muestras células muestras
|
B ﬂl—f{:
Amplificacion de Hibridaciony Permeabilizacion
la sefial lavado decélulas
L/ Z Image Processing and Analysis in Java
Tincion con DAPI Visualizacién en Recuento de
el microscopio células

Figura 18. Protocolo de la técnica CARD-FISH

La preparacion de las muestras se llevé a cabo mediante la suspension de 0,5g de
suelo o sedimento acuoso o 0,5ml de agua en 10ml de tampén PBS 1X, cuya composicién se
describe en el anexo 3.

En el caso de suelo o sedimento acuoso, la suspension resultante se trituré mediante el
sistema Bandelin (Sonorex Digitec) durante 20 minutos para eliminar los soélidos
voluminosos. Tras lo cual, a 1ml de esta suspension, se le adiciond formaldehido al 2% (v/v),
para fijar las células, y se incubd 24 horas a 4°C. Posteriormente, se procedio a realizar
diluciones de cada muestra y a filtrar las por membranas de 0,2um de policarbonato
Isopore™ membrane filters, GTTP (Millipore®). Las células suspendidas en la solucion se
unieron asi a un soporte, en este caso el filtro de policarbonato. Para eliminar el efecto del
formaldehido, se lavo el filtro en el sistema de filtracion (Figura 11) con 10ml de PBS 1X
(anexo 3) seguido por 10ml de agua bidestilada.

Con la finalidad de proteger la integridad de las células a lo largo del proceso del CARD-
FISH, cada filtro se sumergié en una solucion de agarosa al 0,1% (p/v) (Seakem GTG®,
FMC Corp), por ambas caras, y se dejo secar sobre una placa de Petri de vidrio durante 30
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minutos a 37°C. Los filtros se deshidrataron mediante pipeteo de etanol al 96% (v/v), durante
1 min a temperatura ambiente secandose al aire.

Debido a que algunos microorganismos tienen sus propias peroxidasas o proteinas
con actividad pseudoperoxidasa, se procedio a su inactivacion mediante la incubacion de los
filtros en 50ml de solucion de HCI 0,01M (anexo 3) durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Tras ello, los filtros se lavaron con un exceso de agua bidestilada y se dejaron
secar al aire.

Para facilitar el acceso de las sondas marcadas, se permeabilizan las células. Para ello, los
filtros se sumergieron en 50ml de solucion de lisozima (10mg/ml en 0,05M EDTA, 0,1M
Tris-HCI, pH 7,5) (anexo 3) dentro de una placa Petri durante 60 minutos a 37°C. Tras ello,
los filtros se lavaron dos veces en 50ml de agua bidestilada y después en etanol absoluto.
Una vez que se secaron los filtros con papel de filtro, se almacenaron a -20°C hasta su
posterior utilizacion.

Para llevar a cabo la hibridacion, los filtros se cortaron en 4 secciones de 4 X 4 mm
aproximadamente. Las secciones obtenidas fueron depositadas en un portaobjetos.
Paralelamente, las sondas marcadas con peroxidasa de rabano (HRP) (50ng/ul) se mezclaron
con el buffer de hibridacion (2ul de cada sonda y 20ul del buffer de hibridacion, cuya
composicion se describe en el anexo 3). A continuacion se aplicaron 20ul de dicha solucion a
cada seccion. Como control negativo, se utilizé la sonda Non338. Todas las sondas
empleadas en este analisis fueron sintetizadas por Thermo Scientific, y sus caracteristicas se
muestran en la Tabla 11.

Para comprobar la especificidad de la sonda HIm474 de Halomonas, utilizamos la cepas de
coleccion Cobetia marina 219" (Arhal y col., 2002a) y Pseudomonas aeruginosa RH 815"
(Schroeter, 1872) como controles negativos, procesandose de igual manera que las demas
muestras.

Seguidamente, se prepar0 una cdmara humeda, introduciendo una lamina de papel
absorbente humedecido con la solucién de hibridacion en un tubo falcdn de 50ml con una
forma especifica para soportar los portaobjetos. Los filtros se introdujeron en esta cdmara y
se incubaron a 35°C durante 2 horas y 30 minutos. Una vez finalizada la incubacion, se
sumergieron los filtros durante 5 minutos en 50ml de buffer de lavado (anexo 3),
previamente preparado y precalentado a 37°C.
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Tabla 11. Sondas de oligonucleétidos usadas para CARD-FISH

Secuencia (5" =3) Especificidad Referencia
Eub338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT* Dominio Bacteria Amann y col. (1995)

Arc915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT* Dominio Archaea Stahl y Amann (1991)
HIm474 CTGTGRGTGATGTCCTTCCT* Halomonas Yoshie y col. (2004)
Non338 ACTCCTACGGGAGGCAGC* No especifica Amann y col. (1990)

*Las sondas fueron marcadas por el extremo 5° con HRP

Con la finalidad de proteger la actividad de las peroxidasas, transcurrido el proceso
del lavado, los filtros se pusieron en placas Petri y se incubaron en 1ml de PBS 1X a
temperatura ambiente durante 15 minutos. A continuacién, se procedid a cubrir la superficie
brillante de las secciones de los filtros con una solucion que contenia el buffer de
amplificacién (anexo 3) y tiramida marcada con el fluorocromo FITC (1 parte de tiramida
(Img/ml) en 10 partes de buffer de amplificacion, aproximadamente 50ul por seccion). Las
secciones se dejaron incubar durante 15 minutos a 46°C en la oscuridad.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se procedié a lavar los filtros en 50ml de PBS 1X
durante 15 minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad. Finalmente, se realizaron dos
lavados; el primero nuevamente con 50ml de agua bidestilada y el Gltimo lavado con 50mi
de etanol absoluto.

Una vez secos los filtros, se procedid a la tincion con DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol) a una concentracion final de 1pg/ml. Para ello se le aplicd a cada seccion del
filtro, previamente colocada sobre un portaobjetos, 20ul de la solucién de DAPI (1ug/ml)
durante 5 minutos. Transcurrido el tiempo de tincién, las secciones se lavaron con agua
bidestilada y etanol absoluto y se dejaron secar al aire.

Para el montaje de las preparaciones, cada seccion de filtro se depositd sobre un
portaobjetos, se le adicion6 una gota de Citifluor™ (Citifluor Ltd., London, U.K.) y se le
coloco encima un cubreobjetos procurando que la seccion del filtro quedara plana para su
correcta observacion. Las preparaciones se conservaron a -20°C.

La observacién se realiz6 con un microscopio laser confocal TCS-SP5 (Leica
Microsystems), en el centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada, que
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ofrece la posibilidad de realizar secciones dpticas y analizar imagenes con mayor resolucion
y contraste que los microscopios tradicionales, asi como realizar reconstrucciones en 3D.

Para visualizar las células totales presentes en una seccion del filtro, se utilizé el laser Diodo
Ultravioleta que permite ver las células que han sido tefiidas con DAPI (células totales). Por
otro lado, las células de la misma seccion del filtro que han sido marcadas con FITC se
visualizaron con el laser de Argdn. Todas las células fueron visualizadas con el objetivo de
100X en un plano (XYZ) y aplicando un aumento de 2,5X. De cada imagen, se tomaron 30
series de secciones transversales aproximadamente. Se eligieron al azar un minimo de 20
campos para realizar los recuentos y estos campos se obtuvieron a partir de la proyeccion
suma en 2D tipo (Lote Z) de las series tomadas de cada campo. Los fluorocromos utilizados
y sus respectivas longitudes de onda de emisidn y absorcién se reflejan en la Tabla 12.

Tabla 12. Fluorocromos utilizados para la deteccion de las comunidades microbianas

Longitud de onda

Fluorocromo Absorcién (nm) Emisién (nm)

FITC 488 519 Verde

DAPI 350 470 Azul

Las imagenes obtenidas facilitaron el recuento ya que los microorganismos se pueden
observar con facilidad en el monitor del ordenador. Todas las imagenes se contaron
empleando el programa ImagelJ en su versiéon 1.43u (Rasband, 2010), el cual esta disponible
en la direccion http://rsb.info.nih.gov/ij.

Para determinar la densidad celular se tuvo en cuenta la siguiente ecuacion, en la que
se considera el area del filtro, que fue de 1,8 x 10° um?® y el area de observacion, que fue de
3600 um?.

_ Area Vol. filtrado + FA
. de filtracion 1 Filtro (ml)
Densidad celular (Cel. mIt) = p X - X X
Areade 1 Filtro Vol. de muestra \ol. de muestra
observacion filtrado (ml) fijada (ml)

Donde:

X = Promedio del nimero de células en una seccion del filtro.
FA (ml) = Volumen de formaldehido adicionado a cada muestra.
Vol. = Volumen.
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Para determinar la abundancia relativa de cada poblacion por medio de CARD-FISH, fue
necesario realizar varios recuentos de las células hibridadas con la sonda marcada con FITC
que corresponde al ARNr 16S de las comunidades de bacterias, arqueas y Halomonas y de
las células totales tefiidas con DAPI. El porcentaje de las células correspondientes a cada
comunidad fue determinado por medio de la siguiente formula:

% Célul Células marcadas con FITC 100
6 Células . = x
Comunidadx Células tefiidas con DAPI

Se aplicé la formula anterior para determinar el porcentaje de las células presentes en cada
muestra estudiada o abundancia relativa de la muestra estudiada.

65

—
—






RESULTADOS Y DISCUSION






. CAPITULO 1

Diversidad procariota en habitats
hipersalinos






resumen

En este Capitulo, se analiz6 la diversidad procariota en cinco habitats salinos
empleando técnicas moleculares y andlisis de distintos indices de diversidad. Los ambientes
seleccionados, de acuerdo a sus diferentes caracteristicas fisico-quimicas y localizacién, han
sido dos habitats hipersalinos de Espafia, las salinas de Cabo de Gata (Almeria) y La Malaha
(Granada), asi como otros tres ambientes hipersalinos situados al norte de Marruecos, las
salinas de Asilah, Larache y Souk larbad. Con fines comparativos hemos incluido en este
capitulo, un habitat no salino, suelos tomados de una area agricola en Motril (Granada).

Los resultados obtenidos a partir de los perfiles de DGGE indicaron variaciones en la
diversidad procariota segln el habitat estudiado y su salinidad, mostrando la existencia de
una alta diversidad de bacterias y una diversidad media de arqueas en todos los habitats
analizados. Por otra parte hemos detectado un nimero significativo de filotipos asignados a
phyla que nunca han sido aislados a partir de los ambientes salinos.

En cuanto a las comunidades de bacterias, hemos hallado que los microorganismos mas
abundantes en el conjunto de los habitats estudiados pertenecen a los phyla Proteobacteria y
Bacteroidetes, no obstante, también encontramos otros phyla con menos abundancia como es
el caso de Cyanobacteria, Gemmatimonadetes, Acidobacteria, Actinobacteria, Chloroflexi y
Firmicutes. Por otro lado, hemos descubierto que la comunidad de arqueas encontrada en
todos los ambientes salinos estudiados, ha sido dominada por miembros del phylum
Euryarchaeota, siendo el orden Halobacteriales el mas dominante.

El analisis de la comunidad de Halomonas reveld la presencia del mismo en todos los
habitats estudiados excepto en la salina de La Malaha, mostrando asimismo la ubicuidad de
dicho género.

Respecto al habitat no salino incluido en este estudio con fines comparativos, se demostro
que el phylum Proteobacteria dominaba en todas las muestras analizadas. Sin embargo la
comunidad de arqueas hallada en estos suelos agricolas pertenecian mayoritariamente al
phylum Thaumarchaeota y al orden Thermoplasmatales. Finalmente, y teniendo en cuenta la
presencia de especies del género Halomonas en el hébitat no salino, la especie mas
predominante ha sido H. ventosae.






Capitulo 1

l. 1. Resultados

El estudio de la diversidad microbiana se llevo a cabo mediante la técnica PCR-
DGGE. Se analiz6 la diversidad del Dominio Bacteria, del Dominio Archaea y del género
Halomonas utilizando cebadores especificos para cada grupo. Por otro lado, las muestras
correspondientes a los habitats seleccionados fueron analizadas mediante la técnica CARD-
FISH.

Se estudiaron tres muestras de suelos y sedimentos de la salina de cabo de Gata con
una concentracion de sales del 7,5%, (p/v), 17,4%, (p/v) y 6,7%, (p/v) y de pH de 6,4, 8,2y
6,3 en las muestras 1C, 2C y 3C respectivamente.

Amplificacion por PCR del gen del ARNr 16S

Los amplicones del gen ribosomal 16S de la poblacién de bacterias, arqueas y del
género Halomonas se muestran en la Figura 19. Como se puede apreciar en dicha figura,
todas las muestras presentaron una banda del tamafio esperado (aproximadamente 500pb);
ademas, no se obtuvieron bandas en el control negativo; estas amplificaciones se realizaron
por triplicado.

Bacteria Archaea Halomonas
BL [ 1C sc Il 1c 2c 3¢ |lic 2C 3c | M M

'“"'.m

Tamafio de bandas (pb)
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-
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Figura 19. Productos de amplificacion del gen del ARNr 16S (500pb). 1C, 2C y 3C: Muestras tomadas de la
salina de Cabo Gata (Almeria). M: Marcador Molecular (1000pb). BL: Blanco
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DGGE

La Figura 20 muestra los perfiles de DGGE obtenidos para las tres muestras tomadas

de la salina de Cabo de Gata (Almeria) después de amplificar el gen del ARNr 16S para
bacterias, arqueas y el género Halomonas.

Dominio Dominio Geénero
Bacteria Archaea Halomonas
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Figura 20. Perfiles obtenidos por la técnica de DGGE de los fragmentos del gen del ARNr 16S. M: Marcador. 1b

a 31b: bandas de bacterias, 1a a 18a: bandas de arqueas, 1h a 10h: bandas de Halomonas. 1C, 2C y 3C: Muestras
tomadas de la salina de Cabo Gata (Almeria)

En las muestras estudiadas se detectaron un total de 31, 18 y 10 bandas en los perfiles de
DGGE de bacterias, de arqueas y del género Halomonas respectivamente.
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Analisis de las secuencias

Con la finalidad de identificar las poblaciones objeto de estudio, se llevd a cabo un
analisis filogenético de las secuencias obtenidas a partir de las bandas escindidas de los
patrones de DGGE tras compararlas con las mismas regiones de los genes del ARNr 16S
depositados en la base de datos Genbank.

La Tabla 13 muestra las asignaciones de las bandas secuenciadas correspondientes al
Dominio Bacteria en las tres muestras analizadas por DGGE.

Tabla 13. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Bacteria obtenidas a partir de las
bandas escindidas del DGGE

Microorganismo mas similar y su namero de acceso E((i;—:)ntidad
1b Bacteria no cultivada CaletaPalS15 (JX162160) 89
2b Thiohalospira halophila HL11" (EU368850) 89
3b Bacteria cultivada CaletaPalS15 (J)X162160) 90
4b Bacteria no cultivada CaletaPalS15 (JX162160) 100
5b Cytophagales no cultivado LA7B21N (AF513957) 93
6b Acidobacteria no cultivada RODAS115 (JF344093) 100
7b Bacteroidetes no cultivado ONGS231 (JX241023) 97
8b Bacteroidetes no cultivado ONGS231 (JX241023) 96
9b Bacteroidetes no cultivado ONGS231 (JX241023) 95
10b Roseivivax sp. R9 (HE576996) 89
11b Roseivivax sp. R9 (HE576996) 98
12b Roseivivax sp. R9 (HE576996) 86
13b Bacteria no cultivada BJGMM-3s-187 (JQ800945) 99
14b Bacteroidetes no cultivado B207 (EU328052) 98
15b Bacteroidetes no cultivado Ppss_ CK72 (JF421218) 99
16b Bacteria no cultivada SC137 (EU735628) 98
17b Roseivivax sp. R9 (HE576996) 87
18b Roseovarius sp. 255-2 (AB114422) 89
19b Bacteria no cultivada BJGMM-3s-321 (JQ801018) 100
20b Bacteria no cultivada BJGMM-3s-321 (JQ801018) 100
21b Roseovarius sp. 255-2 (AB114422) 95
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Tabla 13. Continuacién

Banda Microorganismo mas similar y su nimero de acceso Egs)ntidad
22b Bacteria no cultivada SN135 (EU735690) 88
23b Actinobacteria no cultivada RS34 (HQ397410) 95
24b Roseovarius sp. 255-2 (AB114422) 93
25b Bacteroidetes no cultivado HAHS13.37 (HQ396952) 100
26b Roseovarius tolerans Ekho Lake172" (Y11551) 88
27b Actinobacteria no cultivada RS34 (HQ397410) 90
28b Rhodopseudomonas sp. P531(3) (GU370107) 93
29b Bacteria no cultivada BJGMM-3s-321 (JQ801018) 92
30b Bacteroidetes no cultivado RS156 (HQ397359) 100
31b Euhalothece sp. MP1 96N304 (AJ000713) 92

Una vez identificadas las secuencias de las bandas del gel de DGGE para el Dominio
Bacteria, se procedié a la construccion del arbol filogenético usando el algoritmo
Neighbour-Joining, tal y como se menciond en el apartado 1. 10 de Material y Métodos. Se
incluyeron en el andlisis filogenético las secuencias de los microorganismos mas identicos
(Tabla 13) y las de las especies tipo del género al que pertenecen las secuencias objeto de
estudio.

En la Figura 21 se muestra el arbol filogenético obtenido, en el cual se puede observar como
todas las secuencias de este estudio se distribuyen claramente en cinco clisters
correspondientes a los phyla Bacteroidetes, Proteobacteria, Cyanobacteria, Actinobacteria 'y
Acidobacteria.
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25b
Bacteroidetes no cultivado HAHS13.37 (HQ396952)
14b
Bacteroidetes no cultivado B207 (EU328052)
22b
Bacteria no cultivada SN135 (EU735690)
Bacteroidetes no cultivado ONGS182 (JX240980)
30b

Bacteroidetes no cultivado RS156 (HQ397359)
Bacteroidetes no cultivado ONGS231 (JX241023)
15b
Bacteroidetes no cultivado Ppss_CK72 (JF421218)
9b

7b - Bacteroidetes
8b
16b
Bacteria no cultivada SC137 (EU735628)
13b
Bacteria no cultivada BJGMM-3s-187 (JQ800945)
Gracilimonas tropica CLCB462T (NR_044361)
Bacteroidetes GMDJE10E6 (AY 162091)

4b

01 Bacteria no cultivada CaletaPalS15 (JX162160)
80 k Cytophagales no cultivado LA7B21N (AF513957) -
—l . }- Cyanobacteria
100 & Euhalothece sp. MP1 96N 304 (AJ000713) -

98 23b 7
_:ctinobacteria no cultivada RS34 (HQ397410) - Actinobacteria
e 271 -

9o 6b

) ) ) Acidobacteria
Acidobacteria no cultivada RODAS115 (JF344093)

28b

Rhodopseudomonas sp. P531(3) (GU370107)

Thiohalospira halophila HL11T (EU368850)

2b

Bacteria no cultivada SN113 (EU735681)

Bacteria no cultivada BJGMM-3s-321 (JQ801018)
29b

19b
85 20b
Roseivivax halodurans OCh 2397 (D85829)
10b [~ Proteobacteria
12b

Roseivivax sp. R9 (HE576996)
11b

26b
Roseovarius tolerans Ekho Lake1727 (Y11551)

84! Roseovarius sp. 2S5-2 (AB114422) -
Aquifex pyrophilus Kol5aT (M83548)

0,01

Figura 21. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Bacteria obtenido
mediante el método Neighbour-Joining. Los nimeros de acceso en la base de datos Genbank de las secuencias de
referencia se encuentran entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 50%. 1b a 31b:
bandas secuenciadas de bacterias
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La distribucion porcentual de los phyla encontrados en las tres muestras analizadas de la
salina de Cabo de Gata se muestra en la Figura 22.

En todas las muestras estudiadas predominan los phyla Bacteroidetes, Proteobacteria,
Cyanobacteria y Actinobacteria. ElI phylum Bacteroidetes se caracterizd por presentar
mayores porcentajes de representantes en las tres muestras analizadas (51,66% del total de
las intensidades relativas de las bandas), seguido por los phyla Proteobacteria (30,91%),
Cyanobacteria (13,67%) y Actinobacteria (3,16%). No se observé la presencia del phylum
Acidobacteria (banda 6b) en las muestras 1C y 3C; su presencia se detectd Unicamente en la
muestra 2C y con un porcentaje muy bajo (0,59%).

m Bacteroidetes @ Proteobacteria @ Cyanobacteria
@ Actinobacteria O Acidobacteria

3,16% _0,59%

\\

Figura 22. Abundancia relativa de la comunidad bacteriana en Cabo de Gata (Almeria)

En cuanto a la comunidad de arqueas hallada en la salina de Cabo de Gata, el perfil de
DGGE mostrado en la Figura 20 di6 lugar a 18 bandas en diferentes posiciones del gel de
DGGE. La secuenciacion y la posterior comparacion de dichas bandas con las depositadas en
la base de datos Genbank se muestra en la Tabla 14, donde se observa la afiliacion de las
secuencias obtenidas en las tres muestras analizadas.
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Tabla 14. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Archaea obtenidas a partir de las
bandas escindidas del DGGE

la Haloquadratum walsbyi C23" (HM165235) 99
2a Haloquadratum walsbyi C23" (HM165235) 100
3a Haloquadratum walsbyi C23" (HM165235) 100
4a Haloquadratum walsbyi C23" (HM165235) 100
5a Haloquadratum walsbyi C23" (HM165235) 100
6a Haloquadratum walsbyi C23" (HM165235) 97
Ta Natronomonas sp. SA3 (JF950943) 94
8a Halolamina sp. WSY15-H3 (JX192605) 98
%9a Halosarcina sp. SS5-5 (JN196483) 100
10a Halosarcina sp. SS5-5 (JN196483) 100
1lla Natronomonas sp. SA3 (JF950943) 94
12a Natronomonas pharaonis Gabara' (CR936257) 92
13a Halosarcina sp. GV-8 (JN196527) 94
1l4a Halonotius pteroides 1.15.5" (AB576121) 96
15a Halorubrum sp. PV6 (F1685652) 99
16a Natronomonas pharaonis Gabara' (CR936257) 94
17a Halorubrum sp. DSTD307 (JQ068944) 99
18a Natronomonas sp. SA3 (JF950943) 95

Todas las secuencias identificadas mostraron mas del 90% de identidad con las existentes en
la base de datos Genbank.

La Figura 23 muestra el arbol filogenético construido a partir de las secuencias obtenidas de
las bandas escindidas del gel de DGGE para el Dominio Archaea empleando el algoritmo
Neighbour-Joining. Como se puede apreciar en la Figura 23, todas las secuencias se afiliaban
con el phylum Euryarchaeota. No se obtuvieron secuencias relacionadas con el phylum

Crenarchaeota.

79

N\
| —



Capitulo 1

100

4a
Haloquadratum walsbyi C23T (HM165235)

Haloquadratum sp. Arch170ppt-c (GQ911621)
5a
6a
70 Natronomonas pharaonis Gabara' (CR936257)
50 Natronomonas sp. SA3 (JF950943)
lla

7a
57 18a
13a
Halosarcina sp. GV-8 (JN196527)
Halosarcina pallida BZ256 T (EF055454)
10| 2
1 Halosarcina sp. SS5-5 (JN196483)
80 10a
Halolamina sp. WSY15-H3 (JX192605)
Y
63k Halolamina TBN21T (GU208826)

751172
Halorubrum sp. DSTD307 (JQ068944)
93 | Halorubrum saccharovorum M6T(U17364 )

98 & Halorubrum sp. PV6 (FJ685652)

Halonotius pteroides 1.15.5T (AB576121)
12a

Desulfurococcus amylolyticus Z-533 (AF250331)

H
0,01

Aquifex pyrophilus Kol5aT (M83548)

- Euryarchaeota

Figura 23. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Archaea obtenido
mediante el método Neighbour-Joining. Los nimeros de acceso en la base de datos Genbank de las secuencias de
referencia se encuentran entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 50%. la a 18a:

bandas secuenciadas de arqueas

El &rbol filogenético esta formado por un unico claster que incluye seis géneros del phylum
Euryarchaeota, los cuales son, Haloquadratum, Natronomonas, Halorubrum, Halosarcina,
Halonotius y Halolamina. Las especies Desulfurococcus amylolyticus Z-533 (AF250331) y
Aquifex pyrophilus Kol5a" (M83548) fueron incluidas en el anélisis como “outgroup”.
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El anélisis de las intensidades relativas de las bandas correspondientes al Dominio Archaea
(Figura 24) mostré que el 39% de los individuos (abundancia relativa) presentaron afiliacion
filogenética con el género Natronomonas y el 25,83% con el géenero Halorubrum. Por su
parte, los géneros Haloquadratum y Halosarcina también presentaron porcentajes altos de
abundancia relativa (15,82% y 11,29% respectivamente). Por el contrario, los géneros
Halolamina y Halonotius mostraron valores bajos de abundancia relativa (4,36% y 3,67%
respectivamente).

ENatronomonas @ Halorubrum B Haloguadratum

mHalosarcina O Halolamina m Halonotius

3,67%

Figura 24. Abundancia relativa de la comunidad de arqueas en Cabo de Gata (Almeria)

El andlisis de la diversidad microbiana en la salina de Cabo de Gata (Almeria) también
incluye el analisis de la comunidad del género Halomonas, puesto que este ultimo se aisla
facilmente en los ambientes salinos e hipersalinos.

La separacion de los fragmentos amplificados de los genes del ARNr 16S con los cebadores
especificos para el género Halomonas mediante la técnica DGGE permitié seleccionar un
total de 10 bandas situadas en distintas posiciones del gel de DGGE (Figura 20).

La asignacion de las 10 secuencias obtenidas a partir de las bandas escindidas del DGGE se
muestra en la Tabla 15.
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Tabla 15. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S del género Halomonas obtenidas a partir de las
bandas escindidas del DGGE

Microorganismo mas similar y su nimero de acceso E(%z;tidad
1h Halomonas sp. 0J30 (JQ063456) 98
2h Halomonas sp. GQ45 (JQ421327) 98
3h Halomonas sp. TB21_21 (EU308419) 100
4h Halomonas sp. 0J30 (JQ063456) 100
5h Halomonas sp. 0J30 (JQ063456) 99
6h Halomonas sp. GQ45 (JQ421327) 99
7h Halomonas sp. GQ45 (JQ421327) 99
8h Halomonas sp. TB21_21 (EU308419) 96
%h Halomonas sp. GQ45 (JQ421327) 96
10h Halomonas sp. TB1612 (EU308357) 96

La Figura 25 muestra el arbol filogenético obtenido mediante el método Neighbour-Joining.
Se incluyeron en el andlisis filogenético, ademas de las secuencias objeto de estudio, las
secuencias de referencia que presentaron mayor identidad y las secuencias de las especies
Zymobacter palmae T109" (AF211871) y Pseudomonas aeruginosa RH 815" (X06684)
como ““outgroups”.

Halomonas sp. GQ45 (JQ421327)
H. ventosae Al12T (AY268080)

H. ventosae M4-15 (JQ811031)

H. ventosae M4-22 (JQ811039)
%h

lalomonas sp. GQ26 (JQ421336)

# 10h
85 k Halomonas sp. TB1612 (EU308357)

H. elongata 1H9T (FN869568)
Halomonas sp. TBZ26 (HQ190038)
66 pHalomonas sp. 0J30 (JQ063456)
Halomonas sp. TB21_21 (EU308419)

98 8h

_|_ Zymobacter palmae T109T (AF211871)

97 Pseudomonas aeruginosa RH 8157 (X06684)

—

0,01
Figura 25. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del género Halomonas obtenido
mediante el método Neighbour-Joining. Los nimeros de acceso en la base de datos Genbank de las secuencias de
referencia se encuentran entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 50%. 1h a 18h:
bandas secuenciadas de Halomonas
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En la Figura 25 se observo la formacion de dos clusters, el primero incluye las secuencias de
las bandas 2h, 6h, 7h, 9h y 10h junto con las especies H. ventosae M4-22 (JQ811039), H.
ventosae M4-15 (JQ811031) y la especie tipo H. ventosae Al12" (AY?268080). El segundo
cluster estd formado por las secuencias de las bandas 1h, 3h, 4h, 5h y 8h que mostraron
identidad con Halomonas sp. 0J30 (JQ063456) y Halomonas sp. TB21 21 (EU308419) las
cuales pudieran constituir nuevas especies del género Halomonas.

Rango ponderado de la riqueza (Rr), indices de Shannon-Weaver (H’)
y de Simpson (SI)

El rango ponderado de la riqueza se determiné multiplicando el nimero de bandas en
una muestra (carril de DGGE) por el gradiente desnaturalizante entre la primera y la Gltima
banda del carril de DGGE. Por otro lado, en este apartado se evalud la diversidad mediante
la relacion entre el nimero de bandas en cada muestra y sus respectivas intensidades con el
fin de determinar los indices de Shannon-Weaver y Simpson. En la Tabla 16 se muestran los
resultados obtenidos.

Tabla 16. Rango ponderado de la riqueza (Rr), indices de Shannon-Weaver () y Simpson (SI) en la comunidad
de bacterias, arqueas y Halomonas en Cabo de Gata (Almeria)

Comunidad Muestra Rr Promedio Promedio Promedio
1C 61,60 2,84 0,08

Bacterias 2C 30,16  46,81+15,80 2,66 2,74+ 0,09 0,08 0,08 £ 0,00
3C 48,67 2,70 0,09
1C 0,76 0,98 0,40

Arqueas 2C 4,87 253+2,11 2,06 168+0,60 0,14 0,23+0,14
3C 1,96 199 015
1C 7,91 1,91 0,16

Halomonas 2C 0,96 6,11 + 4,53 1,03 149+044 0,37 0,28 £0,10
3C 9,47 155 030

Los mayores valores de Rr y del indice de Shannon-Weaver fueron obtenidos en la
comunidad bacteriana, mientras que los valores del indice de Simpson fueron los mas bajos
(Tabla 16). Sin embargo, los datos de Rr y de H’ obtenidos en las comunidades de arqueas y
de Halomonas fueron mas bajos y mostraron valores altos de dominancia.
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Con la finalidad de comfirmar la presencia de las comunidades de bacterias, arqueas,
y Halomonas estudiadas mediante la técnica PCR/DGGE en la salina de Cabo de Gata, se
Ilevo a cabo un andlisis in situ de las mismas muestras empleando la técnica CARD-FISH.
Los resultados obtenidos tras la hibridacion de las muestras con las sondas correspondientes
(veéase el apartado IV de Material y Métodos) se muestran en la Figura 26.

Figura 26. CARD-FISH de muestras de Cabo de Gata. a: Bacterias marcadas con la sonda Eub338-HRP, FITC;
b: Arqueas marcadas con la sonda Arc915-HRP, FITC; c: Halomonas marcadas con la sonda HIm474-HRP,
FITC. La escala es de 10 pm

Tal y como se puede apreciar en las imagenes a, b y ¢ de la Figura 26, fue posible detectar
fluorescencia en las muestras hibridadas con las sondas correspondientes al Dominio
Bacteria, al Dominio Archaea y al género Halomonas. En la imagen b de la Figura 19, se
observan arqueas cuadradas que podrian ser células pertenecientes a especies del género
Haloquadratum.

Se tomaron tres muestras de agua de una salina interior de la provincia de Granada
de caracteristicas atalasohalinas. La salinidad de las muestras 1G, 2G y 3G fue de 15,5%,
(p/v), 17,5%, (p/v) y 16,6%, (p/v) y el pH de 6,9, 6,8 y 6,9 respectivamente.
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Amplificacion por PCR del gen del ARNr 16S

Los productos de PCR utilizando cebadores generales para el Dominio Bacteria, y el
Dominio Archaea y otros especificos para el género Halomonas se muestran en la Figura 27.

Todas las muestras presentaron una banda del tamafio esperado (aproximadamente 500pb)
para la amplificacion del gen del ARNr 16S de bacterias y arqueas, aunque no se obtuvo
resultado en la reaccion de amplificacion del gen del ARNr 16S del género Halomonas.
Ademas, no se obtuvieron bandas en el control negativo; estas amplificaciones se realizaron
por triplicado.

Bacteria Archaea

[ic 26 3cllic 26 36] BL ™ M

Tamario de bandas (pb)

Figura 27. Productos de amplificacion del gen del ARNr 16S (500pb). 1G, 2G y 3G: Muestras tomadas de la
salina de La Malaha (Granada). M: Marcador Molecular (1000pb). BL: Blanco

DGGE

Tras la amplificacion del gen del ARNr 16S del Dominio Bacteria y del Dominio
Archaea en las muestras tomadas de la salina de La Malah4 (Granada), se procedio a la
separacion de los amplicones obtenidos mediante DGGE. Los resultados de la separacion se
muestran en la Figura 28.
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Figura 28. Perfiles obtenidos por la técnica de DGGE de los fragmentos del gen del ARNr 16S. M: Marcador. 1s

a 25s: bandas secuenciadas de bacterias, 1r a 9r: bandas secuenciadas de arqueas. 1G, 2G y 3G: Muestras
tomadas de la salina de La Malaha (Granada)

El patron de DGGE de la comunidad bacteriana permitié detectar un total de 25 bandas en
diferentes posiciones del gel y un total de 9 bandas en la comunidad de arqueas. Todas las

bandas se cortaron del gel y fueron reamplificadas y secuenciadas con el fin de identificar su
afiliacion taxonoémica.

La Tabla 17 muestra la asignacion de las secuencias obtenidas a partir de las bandas
escindidas del gel de DGGE de la poblacion bacteriana después de compararlas con la
misma region de los genes del ARNr 16S depositados en la base de datos Genbank.

86

—
—



Capitulo 1

Tabla 17. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Bacteria obtenidas a partir de las
bandas escindidas del DGGE

1s Cyanothece sp. no cultivada SL19 (HQ914236) 91
2s Cyanothece sp. no cultivada SL19 (HQ914236) 96
3s Cyanothece sp. no cultivada SL19 (HQ914236) 97
4s Cyanothece sp. no cultivada SL19 (HQ914236) 98
5s Cyanothece sp. 115 (DQ243690) 97
6s Cyanothece sp. 109 (DQ243688) 98
7s Cyanothece sp. no cultivada SL19 (HQ914236) 94
8s Cyanothece sp. no cultivada SL19 (HQ914236) 93
9s Bacteria no cultivada SINI1723 (HM127068) 94
10s Salinibacter sp. no cultivada AAA188_E23 (JN839857) 97
11s Salinibacter ruber POLA 13 (AF323503) 93
12s Salinibacter sp. no cultivada SFC1F091 (AM981384) 85
13s Salinibacter sp. no cultivada AAA188_E23 (JN839857) 98
14s Salinibacter sp. no cultivada SFC1F091 (AM981384) 90
15s Bacteria no cultivada SIN1723 (HM127068) 94
16s Bacteria no cultivada SINH536 (HM128083) 94
17s Bacteria no cultivada SINH984 (HM128402) 94
18s Palleronia marisminoris M3-89 (JQ811009) 93
19s Ectothiorhodospiraceae IMCC2352B (GU570138) 92
20s Bacteria no cultivada LGH02-B-157 (JN811706) 96
21s Bacteria no cultivada LGH02-B-157 (JN811706) 100
22s Bacteria no cultivada LGH02-B-157 (JN811706) 95
23s Bacteria no cultivada LGH02-B-157 (JN811706) 99
24s Halothiobacillus sp. NP36 (EU196319) 94
25s Bacteria no cultivada LGH02-B-157 (JN811706) 93

Como se puede apreciar en la Tabla 17, todas las secuencias mostraron méas del 90% de
identidad con las secuencias de referencia excepto la secuencia de la banda 12s que mostrd
un porcentaje menor de identidad, 85% con Salinibacter sp.
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Para determinar la distribucion filogenética de las secuencias del gen del ARNr 16S de la
poblacién de bacterias, se llevd a cabo la construccién del arbol filogenético basado en el
algoritmo Neighbour-Joining. Se utilizaron ademés de las secuencias de las bandas que se
extrajeron del DGGE, las secuencias del gen del ARNr 16S de los microorganismos con
porcentajes de identidad mas elevados (Tabla 17), asi como las secuencias de las especies
tipo de los géneros relacionados.

La Figura 29 muestra el arbol filogenético obtenido de la comunidad bacteriana, donde se
observo la formacion de tres cllsters. EI primer cllster, mayoritario, incluye las secuencias
identificadas como bacterias del phylum Proteobacteria, el segundo estd compuesto por
secuencias relacionadas con el phylum Bacteroidetes y el tercer cluster reunio las secuencias
afiliadas con el phylum Cyanobacteria.

La Figura 30 representa graficamente los porcentajes de las abundancias relativas
(intensidades de bandas) de la comunidad bacteriana obtenida en las tres muestras analizadas
de la salina de La Malaha. El phylum Proteobacteria fue el mas abundante con un 51,91%
de abundancia relativa respecto al total de las intensidades relativas de las bandas.

Por su parte, el phylum Cyanobacteria representado por especies del género Cyanothece
mostré un 31,49% de abundancia relativa seguido por el phylum Bacteroidetes, representado
por un solo género, Salinibacter, con un 16,59% de abundancia relativa respecto al total de
la diversidad de bacterias.
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Cyanothece sp. no cultivada SL19 (HQ914236)

Cyanothece sp. 109 (DQ243688)

Aquifex pyrophilus Kol5aT (M83548)
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Figura 29. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Bacteria obtenido
mediante el método Neighbour-Joining. Los nimeros de acceso en la base de datos Genbank de las secuencias de
referencia se encuentran entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 50%. 1s a 25s:
bandas secuenciadas de bacterias
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B Proteobacteria @ Cyanobacteria @ Bacteroidetes

Figura 30. Abundancia relativa de la comunidad bacteriana en La Malaha (Granada)

En cuanto a la comunidad de arqueas encontrada en la salina de La Malah4, el perfil de
DGGE mostrado en la Figura 28 nos permitié cortar y secuenciar un total de 9 bandas.

Con la finalidad de realizar un estudio filogenético, se compararon las secuencias obtenidas a
partir de las bandas escindidas del perfil de DGGE con la misma region de los genes del
ARNr 16S recuperados de la base de datos Genbank. La asignacion taxondmica de las
bandas secuenciadas se resume en la Tabla 18. Todas las secuencias fueron relacionadas con
el phylum Euryarchaeota y mostraron mas del 90% de identidad con las secuencias de
referencia. No se obtuvieron secuencias relacionadas con el phylum Crenarchaeota.

Tabla 18. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Archaea obtenidas a partir de las
bandas escindidas del DGGE

: : o . Identidad

Microorganismo mas similar y su nimero de acceso )
1r Haloquadratum walshyi C23" (HM165235) 100%
2r Haloquadratum walshyi C23" (HM165235) 99%
3r Haloquadratum walshyi C23" (HM165235) 99%
ar Haloquadratum walshyi C23" (HM165235) 99%
or Halorubrum sp. LYG-1 16S (JX188265) 98%

([ 90 )
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Tabla 18. Continuacién

Microorganismo mas similar y su nimero de acceso Egts)ntidad
6r Haloquadratum walshyi C23" (HM165235) 91%
7r Halorubrum sp. LYG-1 16S (JX188265) 99%
8r Halorubrum sp. LYG-1 16S (JX188265) 100%
or Halorubrum sp. LYG-1 16S (JX188265) 99%

La Figura 31 representa el arbol filogenético construido a partir de las secuencias de las
bandas escindidas del DGGE y las secuencias de referencia (Tabla 18). En el arbol se
observo la formacion de dos clusters. En el primer grupo se encuentran las secuencias
afiliadas con el género Haloguadratum, mientras que el segundo cluster agrupa las
secuencias relacionadas con el género Halorubrum.

r
g5 JHalorubrum sp. LYG-1 16S (JX188265)

9r

8r

5r
99 Halorubrum saccharovorum M6T(U17364)
6r

75
62

— Euryarchaeota

1r
92 Haloquadratum walsbyi C23T (HM165235)
2r
3r
Ar

99

Desulfurococcus amylolyticus Z-533 (AF250331)
Aquifex pyrophilus Kol5aT (M83548)

H
0,01

Figura 31. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Archaea obtenido
mediante el método Neighbour-Joining. Los nimeros de acceso en la base de datos Genbank de las secuencias de
referencia se encuentran entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 50%. 1r a 9r: bandas
secuenciadas de arqueas

La Figura 32 representa la distribucion grafica de las abundancias relativas de la comunidad
de arqueas hallada en las tres muestras analizadas de la salina de La Malaha (Granada).
Como se puede apreciar en dicha figura, sélo se detectaron dos generos en la comunidad de
arqueas. El género Halorubrum fue el mas abundante y constituy6 el 61,67% de abundancia
relativa respecto al total de intensidades de bandas, mientras que el 38,32% de abundancia
relativa restante correspondié a miembros del género Haloquadratum.
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m Halorubrum @ Haloquadratum

Figura 32. Abundancia relativa de la comunidad de arqueas en La Malaha (Granada)

Rango ponderado de la riqueza (Rr), indices de Shannon-Weaver (H’)
y de Simpson (SI)

Los resultados del analisis del rango ponderado de la riqueza, de la diversidad y de la
dominancia se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19. Rango ponderado de la riqueza (Rr), indices de Shannon-Weaver () y Simpson (SI) en la comunidad
de bacterias y arqueas en La Malaha (Granada)

Comunidad Muestra Promedio H Promedio Promedio
1G 4,14 1,10 0,49

Bacterias 2G 48,82 19,04+25,79 2,71 1,88+0,80 0,08 0,25+0,19
3G 4,14 183 017
1G 0 0 1

Arqueas 2G 10,96 10,62+6,14 1,78 1,70+0,98 0,21 0,47 +0,38
3G 10,28 161 022

El promedio de Rr y del indice de A’ fue mayor en la comunidad de bacterias. Por el
contrario, el valor medio de la dominancia (SI) fue mayor en la comunidad de arqueas.
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Los resultados de las hibridaciones con las sondas correspondientes a cada poblacién
se muestran en la Figura 33.

Figura 33. CARD-FISH de muestras de La Malah&. a: Bacterias marcadas con la sonda Eub338-HRP, FITC. b:
Arqueas marcadas con la sonda Arc915-HRP, FITC; c: Resultado negativo con la sonda de Halomonas HIm474-
HRP, FITC; La escala es de 10 um

En las iméagenes a y b de la Figura 33, fue posible detectar fluorescencia en las muestras
hibridadas con las sondas correspondientes al Dominio Bacteria y al Dominio Archaea. Sin
embargo, no se detectaron sefiales en la imagen ¢ (Figura 33) correspondiente a la
hibridacion con la sonda HIm474-HRP especifica para el género Halomonas, lo que apoya
los resultados obtenidos mediante la técnica PCR/DGGE, en la que no se obtuvieron
amplicones en la reaccion de PCR del gen del ARNr 16S.

En este apartado se describe el estudio de la diversidad procariota en dos habitats
talasohalinos y uno atalasohalino situados en el norte de Marruecos, concretamente, las
salinas de Larache, Souk larbad y Asilah. Puesto que las muestras de dichas salinas
mostraron perfiles de diversidad procariota similares, los resultados de DGGE se mostraron
en la misma Figura, no obstante, los resultados obtenidos de la abundancia de los taxa
identificados, la riqueza de especies y de la diversidad fueron mostrados en este apartado por
cada salina.

La concentracion de sal que presentaron estas muestras fue de 14,8%, (p/v), 7,8%, (p/v) y de
2,1%, (p/v) en las muestras 1L, 2L y 3L correspondientes a la salina de Larache y de 3,9%,
(p/v), 16%, (p/v) y de 3,5%, (p/v) en las muestras 1S, 2S y 3S pertenecientes a la salina de
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Souk larbaé respectivamente, mientras que la salinidad de las muestras 1A y 2A tomadas de
la salina de Asilah fue de 14,6%, (p/v) y 14%, (p/v) respectivamente.

Asimismo, los valores de pH fueron 6,6, 8,0, 7,6, 7,3, 7,5, 8,3, 6,6 y de 6,6 en las muestras
1L, 2L, 3L, 1S, 2S, 3S, 1A y 2A correspondientes a las salinas de Larache, Souk larbad y
Asilah.

Amplificacion por PCR del gen del ARNr 16S

Las condiciones de PCR mencionadas en el apartado Il. 4 de Material y Métodos
dieron lugar a amplificaciones de los genes del ARNr 16S del Dominio Bacteria y del
Dominio Archaea, mostrandose una banda del tamafio esperado (500pb) en todas las
muestras. En el caso del gen del ARNr 16S del género Halomonas, se obtuvieron amplicones
en las muestras 1L, 2L, 1S, 2S, 1A y 2A (Figura 34). No se obtuvieron bandas en el control
negativo. Todas las amplificaciones se realizaron por triplicado.

Bacteria Archaea Halomonas

1L 2L 3L 1S 2S 35S 1A 2Al1L 2L 3L 1S 2S 3S 1A 2A|1L 2L 1S 2S 1A 2A|lBL M M
Tamafio de bandas (pb)

Figura 34. Productos de amplificacion del gen del ARNr 16S (500pb). 1L, 2L y 3L: Muestras tomadas de la
salina de Larache, 1S, 2S y 3S: Muestras tomadas de la salina de Souk larbad, 1A y 2A: Muestras tomadas de la
salina de Asilah. M: Marcador Molecular (1000pb). BL: Blanco

DGGE

Los perfiles obtenidos se muestran en la Figura 35. Se analizaron 52 bandas en el
perfil de DGGE de la comunidad bacteriana, 41 bandas de la comunidad de arqueas y 20
bandas de la comunidad de Halomonas.




Dominio Bacteria Dominio Archaea Geénero Halomonas

Figura 35. Perfiles obtenidos por la técnica de DGGE de los fragmentos del gen del ARNr 16S. M: Marcador. 1p a 52p: bandas secuenciadas de bacterias, 1d a 41d:
bandas secuenciadas de arqueas, 11 a 20!: bandas secuenciadas de Halomonas. 1L, 2L y 3L: Muestras tomadas de la salina de Larache, 1S, 2S y 3S: Muestras
tomadas de la salina de Souk larbad, 1Ay 2A: Muestras tomadas de la salina de Asilah
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Todas las bandas marcadas en los perfiles de DGGE fueron cortadas y posteriormente se
secuenciaron y se compararon con las secuencias depositadas en la base de datos Genbank
con el fin de identificar su afiliacion taxonémica.

Analisis de las secuencias

La Tabla 20 muestra las asignaciones de las bandas secuenciadas correspondientes al
Dominio Bacteria en las ocho muestras analizadas por DGGE. Todas las secuencias
obtenidas mostraron mas del 90% de identidad con las secuencias de referencia a excepcion
de las secuencias 9p y 42p que mostraron porcentajes inferiores. Tras la identificacion de
dichas secuencias como microorganismos pertenecientes al Dominio Bacteria, se procedi6 a
la construccion del arbol filogenético usando el método Neighbour-Joining mostrado en la
Figura 36. Ademas de las secuencias objeto de estudio, se incluyeron en el analisis
filogenético las secuencias (aproximadamente 400pb) de los microorganismos mas proximos
(Tabla 20) y las de las especies tipo de los géneros a los que pertenecian.

Tabla 20. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Bacteria obtenidas a partir de las
bandas escindidas del DGGE

Identidad
(%)

Banda Microorganismo mas similar y su nimero de acceso

Salina de Larache
5p Bacteria no cultivada A0-039 (JN977175) 99
P Thiohalophilus thiocyanatoxydans HRhD 2 (DQ469584) 91
8p Thiohalophilus thiocyanatoxydans HRhD 2T (DQ469584) 99
11p Thiohalophilus thiocyanatoxydans HRhD 2T (DQ469584) 97
12p Thiohalophilus thiocyanatoxydans HRhD 2T (DQ469584) 97
13p Thiohalophilus thiocyanatoxydans HRhD 2T (DQ469584) 97
15p Thiohalophilus thiocyanatoxydans HRhD 2T (DQ469584) 96
17p Salinibacter sp. DGO (HQ197983) 97
20p Bacillus subtilis BS3902 (EU047884) 99
22p Parvularculaceae no cultivada NdGal179 (FJ752919) 97
26p Stenotrophomonas sp. TP-Snow-C47 (HQ327153) 99
29p Agrobacterium sp. 2331 (JX174208) 99
30p Agrobacterium sp. 2331 (JX174208) 100
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Tabla 20. Continuacién

Microorganismo mas similar y su nimero de acceso

Identidad

(%)

32p Alpha-proteobacteria no cultivada W (FJ495206) 90
33p Bacteria no cultivada UHAS4.8 (JN037986) 99
35p Ectothiorhodospiraceae LY G2 (JQ087462) 99
43p Rhodobacter no cultivado LA7-B19N (AF513933) 99
44p Bacteria no cultivada CaletaPalS15 (JX162160) 99
46p Steroidobacter sp. no cultivado P2 (HE648176) 99
47p Steroidobacter sp. no cultivado P2 (HE648176) 99
48p Bacteria no cultivada DGS2-32 (GU056108) 96
Salina de Souk larbaé
2p Bacteria no cultivada NS096 (JX391811) 100
3p Bacteria no cultivada HF081 (JX391319) 99
4p Bacteria no cultivada CK_1C3_6 (EU488031) 98
6p Thiohalophilus thiocyanatoxydans HRhD 2 (DQ469584) 99
9 Parvularculaceae no cultivada NdGal179 (FJ752919) 87
10p Thiohalophilus thiocyanatoxydans HRhD 2T (DQ469584) 97
14p Thiohalophilus thiocyanatoxydans HRhD 2T (DQ469584) 96
18p Parvularculaceae no cultivada NdGal179 (FJ752919) 93
19b Parvularculaceae no cultivada NdGal179 (FJ752919) 91
23p Bacteria no cultivada B-121 (JQ712103) 98
24p Chloroflexi no cultivado bac754 (JF727745) 97
25p Chloroflexi no cultivado bac754 (JF727745) 97
27p Agrobacterium sp. 2331 (JX174208) 95
31p Alpha-proteobacteria no cultivada W (FJ495206) 90
36p Bacteria no cultivada Ca06 21 (FR851496) 94
37p Bacteria no cultivada Ca06 21 (FR851496) 90
38p Actinobacteria no cultivada SL12a-3/21 (GU194283) 99
39p Actinobacteria no cultivada SL12a-3/21 (GU194283) 99
40p Bacteroidetes no cultivado JU55122(R4) (HQ706416) 99
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Tabla 20. Continuacién

Microorganismo mas similar y su nimero de acceso E(()j/s)ntidad
45p Bacteroidetes no cultivado 1Y 31 (EF106240) 93
49p Roseovarius sp. AMV6 (FN376425) 92
50p Roseovarius sp. AMV6 (FN376425) 92
52p Rhodovibrio salinarum JA281 (FM177506) 99
Salina de Asilah
2p Bacteria no cultivada NS096 (JX391811) 100
3p Bacteria no cultivada HF081 (JX391319) 99
4p Bacteria no cultivada CK_1C3_6 (EU488031) 98
6p Thiohalophilus thiocyanatoxydans HRhD 2 (DQ469584) 99
9 Parvularculaceae no cultivada NdGal179 (FJ752919) 87
10p Thiohalophilus thiocyanatoxydans HRhD 2 (DQ469584) 97
14p Thiohalophilus thiocyanatoxydans HRhD 2 (DQ469584) 96
18p Parvularculaceae no cultivada NdGal179 (FJ752919) 93
19b Parvularculaceae no cultivada NdGal179 (FJ752919) 91
23p Bacteria no cultivada B-121 (JQ712103) 98

Como se puede apreciar en la Figura 36, las secuencias objeto de estudio se agruparon en
varios clusters correspondientes a los phyla Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
Actinobacteria y Chloroflexi.
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Figura 36. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Bacteria obtenido mediante el método Neighbour-Joining. Los niimeros
de acceso en la base de datos Genbank de las secuencias de referencia se encuentran entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 50%. 1p a

52p: bandas secuenciadas de bacterias. (LA): Salina de Larache, (SA): Salina de Souk larbad, (AS): Salina de Asilah
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Figura 37. Abundancia relativa de la comunidad bacteriana en las salinas de Larache (a), Souk larbaa (b) y Asilah (c)
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La Figura 37 muestra la distribucion global de las abundancias relativas de todas las
secuencias identificadas como bacterias en las salinas de Larache (Figura 37a), Souk larbad
(Figura 37b) y Asilah (Figura 37c). Como se puede observar en dicha figura, el phylum
Proteobacteria constituye el grupo méas abundante y engloba el 72,79%, 64,33% y 60,16%
de la diversidad bacteriana total obtenida en las salinas de Souk larbad, Asilah y Larache
respectivamente. En segundo lugar, el phylum Bacteroidetes mostré un 32,11%, 29,05% y
un 14,72% de abundancia relativa en las salinas de Larache, Asilah y Souk larbad
respectivamente, mientras que las secuencias correspondientes a los phyla Chloroflexi,
Actinobacteria y Firmicutes y un grupo de bacterias no clasificadas mostraron porcentajes
mas bajos.

En relacion con la comunidad de arqueas hallada en las muestras tomadas de las salinas
situadas al norte de Marruecos, el perfil de DGGE mostrado en la Figura 35 nos permitio
seleccionar y escindir un total de 41 clases de bandas que fueron reamplificadas y
secuenciadas.

Los resultados obtenidos del analisis se muestran en la Tabla 21, donde se observo que todas
las secuencias presentaban mas del 90% de identidad con las secuencias de referencia
depositadas en la base de datos Genbank, excepto las secuencias 11d, 19d y 38d que
mostraron menores porcentajes.

Tabla 21. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Archaea obtenidas a partir de las
bandas escindidas del DGGE

Banda Microorganismo mas similar y su niUmero de acceso E(%:)ntidad
Salina de Larache
1d Arquea no cultivada GNA10HO07 (EU731608) 99
2d Arquea no cultivada SAS_D8 (FJ655596) 99
ad Halorubrum sp. RBCA-103 (EU931309) 97
4d Halorubrum sp. LYG-1 (JX188265) 99
5d Halorubrum sp. LYG-1 (JX188265) 99
6d Haloarcula marismortui rrnB HH10 (X61689) 94
10d Halobacterium sp. no cultivada SFH1F071 (FN391286) 98
18d Haloarcula sp. MGG3 (GU361138) 93
20d Halomicrobium zhouii (HQ215546) 97
22d Haloarcula californiae 8912 rrnA (AB477984) 94
23d Halonotius pteroides 1.15.5" (AY498641) 92
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Tabla 21. Continuacién

Microorganismo mas similar y su nimero de acceso

Identidad

(%)

24d Halonotius pteroides 1.15.5" (AY498641) 97
26d Halobacterium noricense 714 (JX481771) 91
40d Halomicrobium zhouii (HQ215546) 93
32d Haloferax sp. D107 (DQ373057) 98
35d Haloferax sp. D107 (DQ373057) 99
38d Crenarchaeota no cultivada D_H09 (AY454688) 88
Salina de Souk larbaa
ad Crenarchaeota no cultivada D_HO09 (AY454688) 95
11d Crenarchaeota no cultivada D_H09 (AY454688) 87
12d Crenarchaeota no cultivada D_H09 (AY454688) 94
13d Halorubrum sp. LYG-1 (JX188265) 95
14d Halorubrum sp. LYG-1 (JX188265) 98
15d Haloarcula marismortui R5 (AY994193) 96
19d Crenarchaeota no cultivada D_H09 (AY454688) 89
21d Haloarcula hispanica SWI51 rrnB (JQ281794) 99
25d Haloarcula sp. MGG3 (GU361138) 94
27d Haloferax sp. D107 (DQ373057) 99
29d Halogranum gelatinilyticum TNN44 (GQ282624) 100
30d Halorubrum sp. GV-4 (JN196523) 95
31d Halorubrum coriense DSTD103 (JQ068942) 99
33d Halorubrum sp. LYG-1 (3X188265) 99
34d Halorubrum sp. RBCA-103 (EU931309) 99
36d Halorubrum sp. LYG-1 (3X188265) 99
37d Halorubrum sp. LYG-1 (3X188265) 99
Salina de Asilah
7d Arquea no cultivada LL17 (JQ071779) 98
ad Halobacterium noricense 714 (JX481771) 90
16d Halolamina sp. WSY 15-H3 (JX192605) 97
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Tabla 21. Continuacién

Microorganismo mas similar y su niimero de acceso E(()j/s)ntidad
17d Halolamina sp. WSY15-H3 (JX192605) 96
28d Halorubrum kocurii (AB576124) 99
39d Halomicrobium zhouii (HQ215546) 93
41d Halorubrum sp. LYG-1 (JX188265) 99

En la Figura 38 se muestra el arbol filogenético obtenido con el algoritmo Neighbour-
Joining, en el cual se puede observar como todas las secuencias obtenidas se distribuyen
claramente en dos clUsters que engloban especies pertenecientes a los phyla Euryarchaeota y
Crenarchaeota.

A su vez, las secuencias pertenecientes al phylum Euryarchaeota se dividen en dos grupos
gue se corresponden con los 6rdenes Halobacteriales y Thermoplasmatales.
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Haloarcula marismortui rrnB HH10 (X61689)
Haloarcula californiae 8912 rrnA (AB477984)
Haloarcula hispanica SW151 rrnB (JQ281794)
Haloarcula vallismortis J. F. 54T rrnB (EF645688)
Haloarcula marismortui R5 (AY994193)
Haloarcula sp. MGG3 (GU361138)
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22d (LA)

25d (SA)
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Halomicrobium zhouii (HQ215546)
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Figura 38. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Archaea obtenido
mediante el método Neighbour-Joining. Los nimeros de acceso en la base de datos Genbank de las secuencias de
referencia se encuentran entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 50%. 1d a 41d:
bandas secuenciadas de arqueas. (LA): Salina de Larache, (SA): Salina de Souk larbad, (AS): Salina de Asilah
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La Figura 39 muestra el analisis global de las abundancias relativas de todas las secuencias
identificadas como arqueas en las salinas del norte de Marruecos (Larache (a), Souk larbaé
(b) y Asilah (c)).

Como hemos indicado anteriormente, el phylum Euryarchaeota constituye el grupo mas
abundante y engloba el 99,72%, el 98,97% y el 92,11% de la comunidad total de arqueas
obtenida en las salinas de Asilah, Larache y Souk larbad respectivamente, mientras que las
secuencias correspondientes al phylum Crenarchaeota incluyen el 1,02% vy el 0,27% del
total de la comunidad en la salina de Larache y Asilah respectivamente.

Dentro del phylum Euryarchaeota, el 86,09%, el 92,11% y el 99,46% de las secuencias se
relacionan con el orden Halobacteriables en las salinas de Larache, Souk larbad y Asilah
respectivamente, siendo el género Haloferax el grupo mayoritario con el 29,86% de
abundancia relativa en la salina de Larache, seguido por los géneros Halomicrobium,
Haloarcula, Halorubrum, Halonotius, Halobacterium y Halolamina, mientras que en la
salina de Souk larbad, el género Haloferax y Halorubrum fueron los mas abundantes.

Por su parte, el género Halogranum predomina en la salina de Asilah seguido por los
géneros Haloferax, Halorubrum, Haloarcula y Halobacterium.

El orden Thermoplasmatales, fue encontrado con una mayor abundancia en la salina de
Larache representando el 12,89% de abundancia relativa respecto al total de la comunidad de
arqueas, mientras que en la salina de Asilah, los valores fueron mucho mas bajos (0,27%).

Las secuencias relacionadas con el phylum Crenarchaeota, fueron encontradas con mayor
abundancia en la salina de Souk larbaé (7,89%), mientras que los valores fueron mas bajos
en la salina de Larache y de Asilah (1,02% y 0,27% respectivamente).
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Figura 39. Abundancia relativa de la comunidad de arqueas en las salinas de Larache (a), Souk larbad (b) y Asilah (c)
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El estudio de la comunidad microbiana por la técnica PCR-DGGE en las salinas del norte de
Marruecos incluyé también el analisis de la diversidad del género Halomonas. Los
resultados de DGGE de Halomonas mostrado en la Figura 35 nos permitieron seleccionar un
total de 20 bandas distribuidas en distintas posiciones del gel. La posterior secuenciacion e

identificacion de dichas bandas se muestra en la Tabla 22.

Tabla 22. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S del género Halomonas obtenidas a partir de las
bandas escindidas del DGGE

Banda

Microorganismo mas similar y su nimero de acceso

Identidad
(%)

Salina de Larache
1l Halomonas sp. 3019 (AM110974) 96
2l Halomonas sp. ljh-20e (GU217711) 97
51 H. taeanensis RF33 (HE655448) 97
121 H. taeanensis RF33 (HE655448) 99
151 H. taeanensis NY-3 (JN903897) 99
171 Halomonas sp. 3019 (AM110974) 95
191 Halomonas sp. ljh-20e (GU217711) 99
201 H. anticariensis FP35' (AY489405) 100
Salina de Souk larbaa
3l Halomonas sp. ljh-20e (GU217711) 99
4l H. taeanensis USC33 (HQ441223) 97
6l Halomonas sp. ljh-20e (GU217711) 97
71 Halomonas sp. 3019 (AM110974) 94
8l Halomonas sp. 3019 (AM110974) 97
9l H. campaniensis 5AG (NR_042157) 99
101 H. campaniensis 5AG (NR_042157) 99
11l Halomonas sp. ljh-20e (GU217711) 99
141 H. campaniensis 5AG (NR_042157) 99
16l H. taeanensis NY-3 (JN903897) 99
18I H. campaniensis 5AG (NR_042157) 99
Salina de Asilah
13l H. campaniensis 5AG (NR_042157) 99
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Como se puede apreciar, todas las secuencias mostraron mas del 90% de identidad con las
secuencias de referencia de la base de datos Genbank. Tras la identificacion de las
secuencias, se procedi6 a la construccion del arbol filogenético usando el método Neighbour-
Joining (Figura 40). Como se muestra en el arbol, hay dos clusters principales, uno
relacionado con la especie H. taeanensis (bandas 41, 51,121, 151 y 16l) y otro relacionado con
H. campaniensis y otras especies no identificadas de Halomonas, excepto la banda 20l que
se relaciona con H. anticariensis (100%).

Halomonas sp. ljh-20e (GU217711)
H. campaniensis 5AG (NR_042157)
31 (SA)

131 (AS)

111 (SA)

101 (SA)

91 (SA)

181 (SA)

Halomonas sp. 3019 (AM110974)

— 141 (SA)

a
©

8l (SA)
64

61

11 (LA)
21 (LA)

95
90

171 (LA)

83

71/SA)

L 191 (LA)
= Halomonas sp. Y 1M 93864 (JF792106)
H. elongata 1H9T (FN869568)

41(SA)

151 (LA)

H. taeanensis USC33 (HQ441223)
H. taeanensis NY-3 (JN903897)
H. taeanensis RF33 (HE655448)

|7o| (LA)
99 ! H. anticariensis FP35T (AY489405)

Zymobacter palmae T109" (AF211871)
Pseudomonas aeruginosa RH 8157 (X06684)

Figura 40. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del género Halomonas obtenido
mediante el método Neighbour-Joining. Los nimeros de acceso en la base de datos Genbank de las secuencias de
referencia Se encuentran entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 50%. 11 a 20l: bandas
secuenciadas de Halomonas. (LA): Salina de Larache, (SA): Salina de Souk larbad, (AS): Salina de Asilah

El andlisis de la abundancia relativa de la comunidad de Halomonas se muestra en la Figura
41, en la cual se observo que en Larache y Souk larbad, alrededor de un 32% corresponde a
especies no identificadas de Halomonas, seguido por H. campaniensis, H. taeanensis y H.
anticariensis que mostraron una abundancia que oscila entre el 21% y el 23% respecto al
total de la comunidad de Halomonas. En Asilah, la especie méas abundante fue H.
campaniensis con 76,94% de abundancia relativa.




B Halomonasspp B H.campaniensis BH.taeanensis BH.anticariensis

b

22,53%

Figura 41. Abundancia relativa de la comunidad de Halomonas en las salinas de Larache (a), Souk larbaé (b) y Asilah (c)
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Rango ponderado de la riqueza (Rr), indices de Shannon-Weaver (H’)
y de Simpson (SI)

En la Tabla 23 se muestran los valores del rango ponderado de la riqueza
determinada en cada muestra tomada de las salinas objeto de estudio. lgualmente se
muestran los valores de los indices de Shannon-Weaver y Simpson en las tres comunidades
estudiadas.

Tabla 23. Rango ponderado de la riqueza (Rr), indices de Shannon-Weaver (H’) y Simpson (SI) en la comunidad
de bacterias, arqueas y Halomonas en las salinas de Larache, Souk larbad y Asilah

Comunidad Habitat Muestra Rr Promedio H’ Promedio  SlI Promedio
1L 64,8 2,62 0,09
Larache 2L 10,6 61,81+49,75 154 2,35+0,72 0,22 0,13+0,08
3L 110 2,90 0,07
1S 66,2 2,52 0,11
Bacterias Souk S —_—
larbad 2S 56,9 55,7 +10,99 295 258+0,34 0,06 0,10+0,03
3S 442 2,27 0.12
1A 78,1 2,92 0,06
Asilah 44,3 +£ 42,72 2,49 + 0,60 0,10 £ 0,05
2A 10,6 2,07 0,14
1L 4,44 1,56 0,24
Larache 2L 435 5/18+1,36 146 164+022 0,26 0,23+0,03
3L 6,75 1,90 0,20
1S 4,96 1,80 0,22
Arqueas Souk
larbad 2S 411 5,32+142 1,72 1,88+0,21 0,21 0,19+0,04
3S 6,89 2,12 0,14
1A 1,10 0,88 0,48
Asilah 3,67 + 3,55 — 1,28+056 — 0,34+0,19
2A 6,25 1,68 0,20
1L 26,1 1,99 0,19
Larache 18,28 +1095 — 157+058 — 0,31+0,18
2L 10,5 1,15 0,44
Souk 1S 55,6 1,88 0,20
Halomonas . 4288+1795 — 1,95+0,10 — 0,20+ 0,00
larbad 25 30,2 2,03 0,20
1A 5,54 0,64 0,67
Asilah 5,54 + 0,00 —F— 0,66 003 — 0,63+0,06
2A 5,54 0,69 0,58
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Respecto a la comunidad de bacterias, se obtuvo una mayor riqueza de especies en la salina
de Larache (61,81 + 49,75) pero no fue la salina que presentdé mayor diversidad (2,35 +
0,72).

La Salina de Souk larbaé presentd el valor mas alto de diversidad bacteriana (2,58 + 0,34) y
el mas bajo de dominancia (0,10 £+ 0,03). En cuanto a la comunidad de arqueas, la
encontrada en la salina de Souk larbaa fue también la méas rica y diversa (Rr=5,32 £ 142y
H’=1,88+0,21).

En relacion con la comunidad de Halomonas, también la salina de Souk larbaé destacé por
presentar los valores mayores de riqueza (42,88 + 17,95) y de diversidad (1,95 + 0,10) y los
valores bajos de dominancia (0,20 £ 0,00).

Los resultados obtenidos mostraron que la poblacién procariota mayoritaria era la
comunidad de bacterias en las tres salinas estudiadas.

El anélisis de hibridacion in situ empleando la técnica CARD-FISH dié lugar a las
imagenes que se muestran en la Figura 42.

Se puede apreciar en la Figura 42 que la poblacion procariota mayoritaria esta constituida
por bacterias, seguida por arqueas y Halomonas.
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Figura 42. CARD-FISH de muestras de las salinas de Marruecos. a, d y g: Bacterias marcadas con la sonda
Eub338-HRP, FITC; b, e y h: Arqueas marcadas con la sonda Arc915-HRP, FITC; c, f e i: Halomonas marcadas
con la sonda HIm474-HRP, FITC en Larache, Souk larbad y Asilah respectivamente. La escala es de 10 um

Se obtuvieron seis muestras 1M, 2M, 3M, 4M, 5M y 6M procedentes de tierras de
cultivo de aguacates y de chirimoyos. Los valores de la salinidad y pH fueron 1M: 0,04%,
(p/v) y 7,8; 2M: 0,03%, (p/v) y 7,9; 3M: 0,01%, (p/v) y 7,9; 4M: 0,1%, (p/v) y 8,4; 5M:
0,07%, (p/v) y 7,9y 6M: 0,01%, (p/v) y 8,1.
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Los amplicones obtenidos con la pareja de cebadores mencionados en la Tabla 7
para amplificar el gen del ARNr 16S de bacterias, arqueas y Halomonas se muestran en la
Figura 43. Como se puede apreciar en dicha figura, todas las muestras presentaron una banda
del tamafio esperado (aproximadamente 400pb); ademas, no se obtuvieron bandas en el
control negativo; estas amplificaciones se realizaron por triplicado.

Bacteria Archaea Halomonas

M
[1M 2M 3m 4m 5M em|fim 2M 3M 4m 5M 6M|[1M 2M 3M 4M 5M 6M|BL M Tamario de bandas (ob)
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.-
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; 500
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Figura 43. Productos de amplificacion del gen del ARNr 16S (500pb). 1M, 2M, 3M, 4M, 5M y 6M: Muestras
tomadas de los suelos agricolas de Motril. M: Marcador Molecular (1000pb). BL: Blanco

La Figura 44 muestra la separacion de los amplicones obtenidos en las seis muestras
de los suelos agricolas de Motril (Granada) mediante la técnica DGGE.

Como se puede apreciar, los patrones de DGGE de las comunidades de bacterias, arqueas y
Halomonas dieron lugar a un total de 28, 17 y 15 clases de bandas respectivamente. Todas
las bandas marcadas en dicha figura fueron cortadas, reamplificadas y secuenciadas.
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Dominio Bacteria Dominio Archaea Género Halomonas
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Figura 44. Perfiles obtenidos por la técnica de DGGE de los fragmentos del gen del ARNr 16S. M: Marcador. 1k
a 28k: bandas secuenciadas de bacterias, 1f a 17f: bandas secuenciadas de arqueas, 1t a 15t: bandas secuenciadas
de Halomonas. 1M, 2M, 3M, 4M, 5M y 6M: Muestras tomadas de los suelos agricolas de Motril (Granada)

Analisis de las secuencias

Con el fin de identificar la comunidad procariota que existe en los suelos agricolas
de Motril, todas las secuencias obtenidas de las bandas marcadas en la Figura 44 fueron

comparadas mediante el programa Blast con las mismas regiones de los genes del ARNr 16S
depositados en la base de datos Genbank.

La Tabla 24 muestra la asignacién taxondmica de las secuencias de las bandas escindidas del
perfil de DGGE de la comunidad bacteriana, donde se observd que todas las secuencias
mostraron mas del 90% de identidad con las secuencias de referencia.
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Tabla 24. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Bacteria obtenidas a partir de las
bandas escindidas del DGGE

1k Bacteria no cultivada F2_40X (GQ263090) 99
2k Bacteria no cultivada 416MICCbiofilm (JF342212) 95
3k Algoriphagus sp. CNU040 (EF217418) 97
4k Algoriphagus sp. CNU040 (EF217418) 99
5k Algoriphagus sp. CNU040 (EF217418) 99
6k Xanthomonas sp. T7-07 (AM229325) 99
7k Xanthomonas sp. T7-07 (AM229325) 98
8k Bacteria no cultivada F77608Q01A27UL (GU767570) 96
9k Hydrogenophaga sp. KAs3-R15 (JX110543) 97
10k Actinobacteria no cultivada B10-05C (FJ543076) 90
11k Actinobacteria no cultivada B10-05C (FJ543076) 92
12k Actinobacteria no cultivada B10-05C (FJ543076) 95
13k Actinobacteria no cultivada APC_4_G2 (JX041840) 95
14k Bacteria no cultivable 121-L47 (FN995874) 95
15k Gemmatimonadetes no cultivado g76 (EU979085) 96
16k Gemmatimonadetes no cultivado AKYH950 (AY921664) 97
17k Gemmatimonadetes no cultivado AKYH950 (AY921664) 96
18k Bacteria no cultivada LG48 (JX133517) 97
19k Bacteria no cultivada LG48 (JX133517) 99
20k Bacteria no cultivada 1A1-15 (GQ261287) 98
21k Salicola sp. no cultivada CL5.H394 (FM176589) 96
22k Bacteria no cultivada GB7N87002ECNQ2 (HM706822) 91
23k Acidobacteria no cultivada LF012 (EF417701) 95
24k Bacteria no cultivada 1112865261765b (HQ120804) 96
25k Bacteria no cultivada 1S1_BC_G1 (JN795755) 100
26k Beta-proteobacteria no cultivada OS-C14 (EF612410) 99
27k Bacteria no cultivada BG2-71 (JX079321) 98
28k Bacteria no cultivada p8al8ok (FJ479391) 93

( )
L 116
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Una vez conocido el porcentaje de identidad de las secuencias de las distintas bandas, se
procedio a la construccidn del arbol filogenético empleando el método Neighbour-Joining.

En el andlisis se incluyeron ademas de las secuencias objeto de estudio, las secuencias
(aproximadamente 500pb) de las bacterias relacionadas filogenéticamente que fueron
recuperadas de la base de datos. Igualmente se incluyeron las secuencias de las especies tipo
de cada género.

En la Figura 45 se muestra el arbol filogenético obtenido, en el cual se puede observar como
todas las secuencias obtenidas en este estudio se distribuyen en seis clusters correspondientes
a los phyla Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Gemmatimonadates,
Acidobacteria y un grupo de bacterias no clasificadas.

El phylum Acidobacteria estaba representado por una sola banda (23k), mientras que el resto
de los phyla agruparon més de tres bandas, excepto el phylum Proteobacteria que engloba la
mayoria de las bandas marcadas en el perfil de DGGE y que curiosamente fueron asignadas
a bacterias no cultivadas (Figura 45).
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Figura 45. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Bacteria obtenido
mediante el método Neighbour-Joining. Los nimeros de acceso en la base de datos Genbank de las secuencias de
referencia se encuentran entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 50%. 1k a 28k:

bandas secuenciadas de bacterias
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La Figura 46 muestra el andlisis de las abundancias relativas de los grupos taxonémicos del
Dominio Bacteria identificados en los suelos agricolas de Motril.

m Proteobacteria @ Actinobacteria
@ Bacteroidetes B Gemmatimonadetes
@ Bacteriasno clasificadas ® Acidobacteria

0,52%

Figura 46. Abundancia relativa de la comunidad bacteriana en los suelos agricolas de Motril (Granada)

Como hemos indicado anteriormente, el phylum Proteobacteria fue el mas abundante con un
50,89% del total de los grupos taxonémicos identificados en todas las muestras analizadas,
seguido por los phyla Actinobacteria (16,27%), Bacteroidetes (15,52%) vy
Gemmatimonadetes (9,41%). Un grupo de bacterias no clasificadas mostré el 7,35% de
abundancia relativa respecto al total de la comunidad de bacterias. Finalmente, el phylum
Acidobacteria present6 una abundancia relativa muy baja (0,52%).

Con la finalidad de identificar la comunidad de arqueas que predomina en los suelos
agricolas de Motril (Granada), se procedié a escindir las distintas bandas obtenidas en el
DGGE que se muestra en la Figura 44. Posteriormente, dichas bandas se reamplificaron y se
secuenciaron.

Se secuenciaron un total de 17 bandas y se compararon mediante el programa Blast
(www.nchi.nlm.nih.gov/Blast/) con las secuencias depositadas en la base de datos Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para determinar su afiliacion taxondmica.

La Tabla 25 muestra los resultados de la identificacion de las bandas secuenciadas. Se
observo que todas las secuencias mostraron mas del 90% de identidad con las secuencias de
referencia, con la excepcién de la secuencia 4f identificada como una arquea no cultivada
que mostro un porcentaje de identidad inferior.
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Tabla 25. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Archaea obtenidas a partir de las
bandas escindidas del DGGE

Microorganismo mas similar y su nimero de acceso E(c;:;tidad
1f Arquea no cultivada GLP2 (JN695687) 97
2f Euryarchaeota no cultivada YLAO73 (JF262357) 99
3f Arquea no cultivada LAa02.14 (EU782007) 93
af Euryarchaeota no cultivada GNA02C01 (EU731110) 87
5f Euryarchaeota no cultivada LW-1 (HQ214465) 91
6f Arquea no cultivada AVAglg20 (HQ269014) 99
7f Arquea no cultivada HDBA_SISY693 (HM187513) 97
8f Arquea no cultivada GLP2 (JN695687) 98
of Arquea no cultivada GLP2 (JN695687) 99
10f Arquea no cultivada C53 (HQ233480) 90
11f Crenarchaeota no cultivda F160cmFL237 (JN002676) 98
12f Arquea no cultivada GLP2 (JN695687) 99
13f Arquea no cultivada LL33 (JQ071781) 99
14f Arquea no cultivada LL33 (JQ071781) 98
15f Arquea no cultivada LL41 (JQ071780) 99
16f Arquea no cultivada LL17 (JQ071779) 98
17f Arquea no cultivada WOmFL340 (JN002468) 99

La Figura 47 muestra el arbol filogenético obtenido con el algoritmo Neighbour-Joining, en
el cual se puede observar como todas las secuencias obtenidas en este estudio se distribuyen
claramente en dos clusters, el primero agrupa secuencias correspondientes al phylum
Euryarchaeota, mientras que el segundo cluster se divide en dos grupos que incluyen los
phyla Crenarchaeota y Thaumarchaeota. El phylum Euryarchaeota a su vez se divide en
tres grupos, los cuales se afilian con el érden Thermoplasmatales y otros dos grupos de
arqueas al que denominamos Cluster 1 y Cluster 1l que incluyen respectivamente arqueas
encontradas en cultivos de arroz y en respiraderos hidrotermales en otros estudios. No se
encontraron bandas asignadas al orden Halobacteriales.
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Figura 47. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del Dominio Archaea obtenido
mediante el método Neighbour-Joining. Los numeros de acceso en la base de datos Genbank de las secuencias de
referencia se encuentran entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 50%. 1f a 17f: bandas
secuenciadas de arqueas

El anélisis global de las abundancias relativas de los grupos taxonémicos encontrados en la
comunidad de arqueas hallada en los suelos agricolas de Motril (Granada) se muestra en la
Figura 48.
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Figura 48. Abundancia relativa de la comunidad de arqueas en los suelos agricolas de Motril (Granada)

En términos generales, el grupo mas abundante en la comunidad de arqueas en las seis
muestras analizadas, con un 52,96% de abundancia relativa respecto al total de la
comunidad, lo constituyen arqueas del phylum Euryarchaeota. Dentro de este phylum, el
orden Thermoplasmatales resulté ser el predominante (43,35%).

El segundo grupo mayoritario fue el phylum Thaumarchaeota con un 42,61% de abundancia
relativa respecto al total de la diversidad. Las secuencias afiliadas con el Cluster |y el
Cluster Il presentaron un 7,05% y 3,29% de abundancia relativa respectivamente.
Finalmente el phylum Crenarchaeota mostrd6 un porcentaje bajo, con un 3,68% de
abundancia relativa.

Los patrones de DGGE mostrados en la Figura 44 de las distintas muestras tomadas de los
suelos agricolas de Motril nos permitieron seleccionar y cortar un total de 15 bandas
distribuidas en el perfil de DGGE correspondiente a la comunidad del género Halomonas.

Posteriormente, todas las bandas fueron secuenciadas e identificadas mediante su
comparacion (Blast) con las secuencias depositadas en la base de datos Genbank. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 26.
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Tabla 26. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S del género Halomonas obtenidas a partir de las
bandas escindidas del DGGE

1t H. nitritophilus 1B-Ar4 (AJ309564) 98
2t Halomonas sp. C3 (JF937422) 96
3t H. nitritophilus 1B-Ar4 (AJ309564) 98
4t Halomonas sp. no cultivada T222C5 (HM447733) 98
5t H. nitroreducens 12CR (EF613114) 95
6t H. nitroreducens 12CR (EF613114) 99
Tt H. stenophila B-100 (HM357129) 99
8t H. ventosae ZA50 (JX571062) 99
ot Halomonas sp. no cultivada H31 (JX997668) 95
10t Halomonas sp. no cultivada H18 (3X997658) 92
11t H. ventosae M4-15 (JQ811031) 100
12t H. ventosae M4-15 (JQ811031) 99
13t H. ventosae M4-15 (JQ811031) 98
14t H. ventosae ZA50 (JX571062) 98
15t H. ventosae ZA50 (JX571062) 97

Todas las secuencias mostradas en la Tabla 26 junto con las secuencias de los
microorganismos mas identicos y las especies tipo de los géneros fueron incluidas en el
andlisis filogenético que se muestra en la Figura 49. En dicha figura se pueden observar tres
grupos filogenéticos relacionados con distintas especies del género Halomonas.
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Figura 49. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S del género Halomonas obtenido
mediante el método Neighbour-Joining. Los nimeros de acceso en la base de datos Genbank de las secuencias de
referencia se encuentran entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 50%. 1t a 15t: bandas
secuenciadas de Halomonas

Uno de los clusters formado a partir de las secuencias recuperadas de las bandas de DGGE
de la comunidad de Halomonas fue asociado con H. ventosae (bandas 8t, 11t, 12t, 13t, 14ty
15t). La especie mas abundante fue H. ventosae (65,16% de abundancia relativa) (Figura 50).
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Figura 50. Abundancia relativa de la comunidad de Halomonas en los suelos agricolas de Motril (Granada)

Por otro lado, las especies H. nitroreducens, H. nitritophilus y H. stenophila mostraron el
8,53%, 6,24% y 4,42% de abundancia relativa respectivamente. Las bandas 2t, 4t, 9t y 10t
correspondientes a Halomonas spp mostraron un 15,63% de abundancia relativa respecto al
total de la diversidad de Halomonas en las seis muestras analizadas.

Rango ponderado de la riqueza (Rr), indices de Shannon-Weaver (H’)
y de Simpson (SI)

Para las seis muestras de los suelos agricolas de Motril (Granada), se determinaron
los valores del rango ponderado de la riqueza, de los indices de Shannon-Weaver y Simpson
en las tres comunidades estudiadas. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 27.
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Tabla 27. Rango ponderado de la riqueza (Rr), indices de Shannon-Weaver (H’) y Simpson (SI) en la comunidad
de bacterias, arqueas y Halomonas en los suelos agricolas de Motril (Granada)

Comunidad Muestra Rr Promedio Promedio Promedio
M 10,93 2,13 0,12
2M 61,93 2,87 0,06
3M 37,44 2,16 0,14
Bacterias 4549+2701 — 2,42+0,30 — 0,10+ 0,02
aAM 34,53 2,24 0,13
5M 38,48 2,45 0,09
6M 89,65 2,70 0,08
M 8,93 1,91 0,16
2M 6,43 1,16 0,47
3M 8,93 1,64 0,25
Arqueas 896+295 ——+—181+037 — 0,22+0,12
aAM 13,71 2,17 0,15
5M 10,38 2,12 0,13
6M 5,39 1,87 0,16
M 68,79 2,10 0,26
2M 22,46 1,65 0,15
3M 7,56 1,68 0,20
Halomonas 27,77+2288 —— 1,78+0,30 —— 0,21 + 0,06
a4M 24,05 1,98 0,20
5M 40,27 2,01 0,16
6M 3,54 1,28 0,31

Como se puede apreciar en la Tabla 27, el promedio de Rr y del indice de H’ fue mayor en la
comunidad de bacterias respecto a los valores obtenidos en la comunidad de arqueas y la de
Halomonas. Por el contrario, el valor medio de la dominancia (SI) fue mayor en la
comunidad de arqueas y la de Halomonas (0,22 + 0,12 y 0,21 + 0,06 respectivamente).

Analisis de la comunidad microbiana mediante CARD-FISH

La Figura 51 muestra los resultados obtenidos despues de hibridar las diferentes
muestras con las sondas Eub338-HRP, Arq915-HRP y HIm474-HRP especificas de las
poblaciones de bacterias, arqueas y Halomonas repectivamente.
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Figura 51. CARD-FISH de muestras de los suelos agricolas de Motril. a: Bacterias marcadas con la sonda
Eub338-HRP, FITC; b: Arqueas marcadas con la sonda Arc915-HRP, FITC; c: Halomonas marcadas con la
sonda HIm474-HRP, FITC. La escala es de 10 um

La visualizacién de las células hibridadas mediante microscopia laser confocal permitio
detectar fluorescencia en las células de bacterias (imagen a), arqueas (imagen b) y
Halomonas (imagen c) hibridadas con la sondas mencionadas anteriormente, emitiendo una
luz de color verde.
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l. 2. Discusién

En este capitulo se ha abordado el estudio de la poblacion procariota que existe en
cinco habitats salinos determinando su diversidad. Para ello se han empleado técnicas
moleculares y analisis estadisticos.

Los ambientes seleccionados, de acuerdo a sus diferentes caracteristicas fisico-quimicas y
localizacion, han sido dos habitats hipersalinos de Espafia, las salinas de Cabo de Gata
(Almeria) y La Malaha (Granada), asi como otros tres ambientes hipersalinos situados al
norte de Marruecos, las salinas de Asilah, Larache y Souk larbad. Todas ellas son salinas
costeras y por tanto medios talasosalinos, con la excepcién de las salinas de La Malaha y
Souk larbad, que son héabitats atalasohalinos que se alimentan de un manantial subterraneo de
agua salina con un contenido total de sales del 15,5 al 17,5% (p/v) en La Malaha y del 3,9 al
16% (p/v) en la salina de Souk larbaé.

En nuestro estudio hemos asumido que el tipo de muestra analizado (agua, suelos o
sedimentos acuosos) no ha influido en los resultados puesto que fueron tomadas en lugares
muy proximos entre si dentro del mismo hébitat salino, y nunca alcanzando profundidades
superiores a los 5cm de profundidad en el caso de los suelos o sedimentos acuosos, por lo
que descartamos la zonas con baja tension de oxigeno.

Con fines comparativos hemos incluido en este capitulo, seis muestras de un suelo no salino,
tomadas del Camino Cerro del Toro, en un &rea agricola a 1,5km del municipio de Motril
(Granada).

En su conjunto nuestros resultados han demostrado la presencia de una diversidad media de
arqueas y una alta diversidad de bacterias en todos los habitats estudiados. Por otra parte
hemos detectado en ellos la existencia de procariotas asignados a phyla que nunca han sido
aislados a partir de los ambientes salinos y de los que desconocemaos si Son microorganismos
halé6filos o halotolerantes. También ha sido frecuente el hallazgo de clones que sélo se
conocen a través de los estudios de ecologia molecular y que no han sido cultivados hasta la
fecha. Por ultimo en algunos hébitats se han encontrado secuencias que no han podido ser
asignada a ningan taxén conocido.

Los resultados extraidos a partir de los perfiles de DGGE indicaron variaciones en los
procariotas y su diversidad dependiendo del habitat estudiado y su salinidad, lo que esta en
consonancia con lo descrito en la bibliografia. Asi diversos trabajos han estudiado la
influencia de la concentracion de sales sobre la diversidad microbiana en sistemas salinos
temporalmente dindmicos como por ejemplo los estuarios (Hewson y Fuhrman, 2004;
Bernhard y col., 2005; Silveira y col., 2011) y las salinas costeras (Casamayor y col., 2002a),
y en lagos de salinidad constante (Wu y col., 2006; Xing y col., 2009; Wang y col., 2011).
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En todos estos ambientes se ha demostrado que la concentracion de sales influye sobre la
distribucion de la comunidad microbiana.

De la misma forma Lozupone y Knight (2007) estudiaron la diversidad de bacterias en
ambientes salinos y no salinos, demostrando que la concentracion de sales es el factor que
mas influye en la composicion de la comunidad. Resultados similares se han descrito en
otras publicaciones de bacterias (Barberan y Casamayor, 2010; Hollister y col., 2010), y de
arqueas (Auguet y col., 2010). Por otra parte existen diversos trabajos en los que se afirma
que las bacterias son numéricamente dominantes en algunos habitats salinos e hipersalinos,
siendo las méas abundantes aquellas que pertenecen los phyla Proteobacteria, Bacteroidetes y
Firmicutes (Mouné y col., 2003; Dong y col., 2006; Mesbah y col., 2007; Hollister y col.,
2010).

Por lo que respecta a las comunidades de bacterias, en nuestro estudio hemos hallado que los
microorganismos mas abundantes son los miembros de los phyla Bacteroidetes,
Proteobacteria, y Cyanobacteria en la salina de Cabo de Gata; Proteobacteria,
Cyanobacteria y Bacteroidetes (casi el 17% de la secuencias asignadas al género
Salinibacter) en la Salina de La Malah4; Proteobacteria y Bacteroidetes en las salinas de
Larache; Souk larbad y Asilah respectivamente. En el conjunto de los habitats investigados,
los miembros del phylum Proteobacteria fueron los mas abundantes. También se han
detectado, miembros de otros phyla menos numerosos como, Gemmatimonadetes,
Acidobacteria, Actinobacteria, Chloroflexi y Firmicutes, y un grupo considerable de
secuencias no identificadas en las salinas de Larache; Souk larbad y Asilah.

Sin embargo, como se puede apreciar en las figuras 22, 24, 30, 32, 37 y 39 cada héabitat
salino tuvo una abundancia relativa de especies particular, tanto en lo que se refiere a la
comunidad bacteriana, cono en lo referente a las arqueas como discutiremos mas adelante.

En la salina de La Malaha hemos detectado secuencias afiliadas con el género Salinibacter;
es util recordar a este respecto que las muestras de esta salina presentaron las
concentraciones mas altas de salinidad de este estudio, lo que podria explicar la abundancia
de esta bacteria hal6fila extrema. En la literatura se describe al género Salinibacter como el
taxon méas abundante en los cristalizadores de algunas salinas litorales, tales como las de
Mallorca (Rossell6-Mora y col., 2003) y de Alicante (Anton y col., 1999 y 2000) en el lago
Aran-Bidgol en Iran (Makhdoumi-Kakhki y col., 2012b) y en otros habitats hipersalinos
(Maturrano y col., 2006a; Mutlu y col., 2008).

En el analisis global de la diversidad y riqueza bacteriana, hallamos altos valores en la salina
de Cabo de Gata y, especialmente, en las salinas marroquies, como se deduce de las
estimaciones, tanto del rango ponderado de riqueza (Marzorati y col., 2008) como del indice
de diversidad de Shannon-Weaver (Shannon y Weaver, 1949); dicha diversidad bacteriana
fue mayor en todos estos habitats que la de arqueas (véase mas adelante). Por el contrario, la
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salina de La Malaha mostr6 los valores mas bajos y en consecuencia los mas elevados de
dominancia. Este hecho confirma que la dominancia de las especies disminuye cuando
aumenta su diversidad (Magurran y col., 1996).

Por lo que concierne a las poblaciones de arqueas, se descubrié la dominancia del phylum
Euryarchaeota, en todos los ambientes estudiados, siendo el orden Halobacteriales el mas
dominante. Este hecho también ha sido descrito por otros autores que han estudiado distintos
hébitats salinos e hipersalinos (Jiang y col., 2006, 2007 y 2009; Dong y col., 2006; Liu y
col., 2011).

Sin embargo la distinta salinidad de los ambientes investigados en este capitulo influyo en la
distribucion de las comunidades de los miembros del orden Halobacteriales, predominado
los géneros Halorubrum, Haloquadratum, Haloarcula, Halogranum, Halomicrobium,
Natronomonas, Halobacterium, Halonotius, Halosarcina y Halolamina que se detectaron en
la mayoria de las salinas analizadas y en las muestras de baja, media y alta concentracién
salina.

Asi, el género Halorubrum fue hallado en todos los ambientes estudiados, representando
desde mas del 61% de abundancia relativa en las salinas de La Malaha hasta
aproximadamente el 11% en la de Larache que fue la que arrojé los menores valores (su
abundancia fue mayor en las salinas donde habian sido tomadas muestras de mayor
salinidad). Recientemente Meuser y col. (2013) han publicado resultados similares al
analizar la estructura filogenética y la composicion de las comunidades de arqueas, bacterias
y microorganismos eucariotas en un lago salado de Utah, Estados Unidos.

Por otro lado, el género Haloquadratum constituye unos de los taxones que se encuentra mas
ampliamente distribuido en los habitats hipersalinos, representando desde el 40% hasta el
80% del total de la comunidad en las aguas de los lagos salados y cristalizadores de salinas
(Burns y col., 2004; Ant6ny col., 1999 y 2000; Maturrano y col., 2006; Oh y col., 2010). En
nuestro estudio, sin embargo, Haloquadratum fue encontrado Unicamente en las salinas de
La Malahd y de Cabo de Gata con una abundancia relativa considerable (38,32 y 15,82%
respectivamente).

Para la comunidad de arqueas, no se obtuvieron valores altos del rango ponderado de riqueza
Marzorati y col. (2008) ni de dominancia, salvo en la salina de La Malaha, cuyas muestran
dieron lugar a valores de Rr por encima de 10 y a un Sl préximo a 0,5. En este habitat la
comunidad de arqueas estaba dominada por los géneros Halorubrum y Haloquadratum.
Segln Marzorati y col. (2008), los valores de Rr que estan comprendidos entre 10 y 30 son
tipicos de ambientes caracterizados por una diversidad microbiana media. Sin embargo, los
valores mas altos de diversidad fueron obtenidos en las muestras correspondientes a la salina
de Souk larbaé situada al norte de Marruecos (H’ = 1,88 + 0,21).
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Por los motivos ya explicados en la introduccion de esta memoria, nuestro equipo de
investigacion esta interesado especialmente en conocer la distribucién de Halomonas en el
medio ambiente y su diversidad. Por ello en todos los habitats salinos se analiz6 su presencia
siguiendo la misma metodologia que empleamos para estudiar las comunidades de arqueas y
bacterias. Su comunidad se detect6 en todos los habitats estudiados excepto en la salina de
La Malaha lo que indica su elevada ubicuidad. Cabe mencionar que los valores mas altos de
riqueza y de diversidad fueron obtenidos en la salina de Souk larbaé situada al norte de
Marruecos (Rr = 42,88, H’ = 1,95) y en los suelos agricolas de Motril como describiremos
mas adelante.

Como ya hemos explicado en secciones anteriores, Halomonas es el género en el que se han
descrito hasta la fecha el mayor nimero de especies halo6filas, no sélo dentro de las
proteobacterias sino también considerando otros taxa donde se clasifican bacterias haléfilas
(de la Haba y col, 2010 y 2011). En la actualidad incluye 83 especies
(http://www.bacterio.cict.fr/h/halomonas.html) (Euzéby, 2013) y constituye unos de los
taxones que se aislan con méas frecuencia por métodos tradicionales de cultivo en ambientes
salinos e hipersalinos (Xu y col., 2007; Guzméan y col., 2010; Poli y col., 2011; Wang y col.,
2012; Luque y col., 2012b; Poli y col., 2013). Ademas también se ha descrito en habitats no
salinos (Kim y col., 2010) y en muestras de alimentos y clinicas, entre otras. Por otra parte
ya se ha empezado a demostrar su presencia por métodos moleculares en algunos ambientes.
Asi, recientemente, Phillips y col. (2012) lo han descrito en el lago la Sal del Rey en Texas,
Estados Unidos y Wani y col. (2006) en un lago alcalino en la India.

Por altimo consideremos los resultados obtenidos en las muestras de suelos no salinos,
comparandolas con los descritos con anterioridad en los ambientes salinos. Recordemos que
se analizaron seis muestras procedentes de suelos agricolas del rea de Motril, Granada.

En dichos suelos se hall6 que el phylum Proteobacteria representaba el 50,89% del total de
los grupos taxondmicos identificados en todas las muestras analizadas, seguido por los phyla
Actinobacteria (16,27%), Bacteroidetes (15,52%), Gemmatimonadetes (9,41%) vy
Acidobacteria (0,52%). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Shange y col.
(2012), quienes encontraron, analizando los suelos de una finca situada en Alabama, Estados
Unidos, que la comunidad bacteriana estaba dominada por el phylum Proteobacteria con
valores medios de abundancia relativa que oscilaron desde el 39,9% hasta el 45,5%, segun el
tipo de suelo estudiado. Por otra parte, estos autores mostraron también la presencia de otros
grupos, tales como los phyla Actinobacteria, Acidobacteria y Gemmatimonadetes. En otros
trabajos se describen resultados similares (Tripathi y col., 2012).

Ademés merece la pena destacar el elevado niumero de secuencias que se correspondian con
bacterias aiin no cultivadas (7,35%) o clones no identificables.
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Cabe mencionar que las muestras correspondientes a los suelos agricolas de Motril
mostraron valores elevados de rango ponderado de riqueza (Rr = 45,49), y de diversidad (A’
= 2,42). Segun Marzorati y col. (2008), cuando el valor de Rr es superior a 30 quiere decir
gue este ambiente se caracteriza por una riqueza muy alta. Por otro lado, el valor medio de la
diversidad también fue elevado indicando una diversidad alta de especies.

En el presente trabajo, hemos demostrado, ademas, la presencia de argqueas en los suelos no
salinos. Estos resultados son concordantes con los obtenidos por otros autores y que han
puesto de manifiesto la presencia de estos procariotas en diversos habitats con baja salinidad
(Purdy y col., 2004; Elshahed y col., 2004; Walsh y col., 2005). Sin embargo las arqueas
pertenecian mayoritariamente al phylum Thaumarchaeota (42,61% de abundancia relativa) y
al orden Thermoplasmatales (43,35% de abundancia relativa) del phylum Euryarchaeota.
También se detecto algin representante del phylum Crenarchaeota, mientras que no se
hallaron miembros del orden Halobacteriales. En relacion los hébitats salinos de nuestro
estudio los Thermoplasmatales se hallaron también en la salina de Larache con una
abundancia relativa del 12,89%.

Los Thermoplasmatales han sido descritos en distintos habitats hipersalinos (Cytryn y col.,
2000; Jiang y col., 2006 y 2007) y en suelos de la isla “Salt Spring” en Canada (Walsh y col.,
2005). Ademas, también se han encontrado en suelos forestales de Suiza (Pesaro y Widmer,
2002), en suelos de un bosque en Alemania (Kemnitz y col., 2007) y en la superficie de
diferentes suelos australianos (Midgley y col., 2007).

El phylum Thaumarchaeota fue descrito por Brochier-Armanet y col. (2008). Incluye tres
arqueas no cultivadas, Candidatus Nitrosopumilus maritimus (Koénneke y col., 2005),
Candidatus Nitrososphaera viennensis (Tourna y col., 2011) y Candidatus Nitrososphaera
gargensis (Hatzenpichler y col., 2008) ademas de la especie tipo Cenarchaeum symbiosum
(Preston y col., 1996). Todos ellas son gquimiolitotrofas oxidadoras de amonio por lo que
deben desempefiar importantes funciones en los ciclos biogeoquimicos del nitrégeno y del
carbono (Brochier-Armanet y col., 2008; Leininger y col., 2006). Recientemente, Sauder y
col. (2012) confirmaron la presencia de los miembros del phylum Thaumarchaeota en
plantas de tratamiento de aguas residuales. Mendes y col. (2012) han descrito su presencia en
los sedimentos de unos manglares de Brasil.

Finalmente algunas consideraciones respecto a los representantes del género Halomonas.
Como ya se ha escrito antes, también hallamos una amplia comunidad de este
microorganismo en los suelos no salinos, siendo la especie predominante Halomonas
ventosae (méas del 65% de abundancia relativa). Asimismo hemos hallado un nudmero
considerable de secuencias (15,63%) que no pudieron ser identificadas a nivel de especie de
Halomonas en los suelos agricolas de Motril y en las salinas de Cabo de Gata (Almeria)
(100% de las secuencias). Tanto la abundancia como la diversidad de esta comunidad fueron
significativas.
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Il. 1. Resultados

1. 1. 1. Parametros fisico-quimicos de Rambla Salada

En la Tabla 28 se muestran las caracteristicas fisico-quimicas de los lugares de muestreo en
las distintas épocas estudiadas.

Tabla 28. Parametros fisco-quimicos en cada zona y época de muestreo

Finca la Salina S2A Suelo 44,4 6,3 10,2
Junio S4A Sedimento acuoso 83,0 6,8 45
2006 Trasvase Tajo-Segura  S3A Sedimento acuoso 62,1 8,7 15
) S7TA Sedimento acuoso  140,0 71 10
Surgencia -
S8A Sedimento acuoso  140,0 71 10
S1B Suelo 18,6 82 17,2
Finca la Salina S2B Suelo 18,6 82 17,2
Febrero S4B Sedimento acuoso 20,2 81 142
2007 Trasvase Tajo-Segura  S3B Sedimento acuoso 34,0 81 105
) S7B Sedimento acuoso  157,6 6,7 06
Surgencia
S8B Sedimento acuoso  157,6 6,7 0,6
sic Suelo 11,8 8,3 13,0
Finca la Salina S2C Suelo 11,8 83 13,0
Noviem S4C Sedimento acuoso 22,2 80 79
bre 2007 Trasvase Tajo-Segura  S3C Sedimento acuoso 29,0 83 20,6
. S7C Sedimento acuoso  151,2 72 40
Surgencia
S8C Sedimento acuoso  151,2 72 40

En general, los pardmetros fisico-quimicos (salinidad, pH, y oxigeno) mostraron una
variabilidad espacial (zona de muestreo) y temporal (época de muestreo). La salinidad de las
muestras de la Finca la Salina (muestras S1, S2 y S4) y del canal Trasvase Tajo-Segura
(muestra S3) fue inferior a la de la surgencia (muestras S7 y S8). (Figura 52 y Tabla 28).
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En cuanto a los valores de pH, presentaron una variacion temporal en la zona de la Finca la
Salina (S1, S2 y S4), con un descenso de pH en junio de 2006 (pH entre 6,3 y 6,8), sin
embargo, los valores obtenidos en febrero y noviembre de 2007 fueron ligeramente
alcalinos. Resultados similares se obtuvieron en la muestra S3 del canal Trasvase Tajo-
Segura (Tabla 28, Figura 52).

Los parametros fisico-quimicos de la surgencia no registraron grandes variaciones de pH en
las distintas épocas muestreadas.
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Figura 52. Parametros fisico-quimicos en las tres zonas y épocas de muestreo

Respecto a la concentracion del oxigeno, se registraron variaciones temporales y espaciales,
obteniéndose especialmente un descenso de los valores del oxigeno en la zona de la
surgencia (S7 y S8) y en la zona del canal Trasvase Tajo-Segura (S3) correspondientes al
muestreo de junio de 2006.
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resumen

En este apartado se muestran los resultados obtenidos del analisis de la comunidad
de bacterias y la influencia de distintos pardmetros ambientales, temporales y espaciales.

Los resultados obtenidos a partir del analisis de los perfiles de DGGE indicaron variaciones
temporales (segun la época de muestreo) en la composicion de la comunidad de bacterias en
Rambla Salada. El analisis filogenético demostré que el phylum Bacteroidetes fue el
mayoritario en las tres épocas muestreadas y en las zonas estudiadas. ElI phylum
Proteobacteria fue el segundo clasificado en abundancia y se encontr6 en todos los lugares
de muestreo. También se detectaron secuencias pertenecientes a los phyla Firmicutes y
Cyanobacteria. Los muestreos realizados en las épocas de noviembre y febrero de 2007
caracterizados por la baja concentracion de sal fueron los que presentaron la mayor
diversidad.

Mediante el analisis de ordenacion con el programa Canoco, se comprob6é que ambos
factores ambientales; salinidad y oxigeno tienen un efecto significativo en la distribucién de
la comunidad bacteriana, sin embargo el pH tiene una escasa influencia.

Los resultados obtenidos por la técnica CARD-FISH mostraron que la comunidad de
bacterias representa hasta el 66% de la poblacion total de microorganismos, siendo los
recuentos obtenidos en febrero y noviembre de 2007, con valores de 4,8 x 10° y 4,3 x 10°
respectivamente de bacterias por ml, los mas elevados.

La biodiversidad de bacterias encontrada por métodos moleculares fue distinta a la
determinada por Luque y col. (2013) empleando métodos tradicionales de cultivo, indicando
gue, en Rambla Salada existen una serie de filotipos que ain quedan para cultivar.
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I1. 2. 1. Diversidad de bacterias

Los productos de la amplificacidn del gen del ARNr 16S de la poblacién bacteriana,
obtenidos con la pareja de cebadores correspondiente, se muestran en la Figura 53. Todas las
muestras presentaron una banda con un tamafio de aproximadamente 500pb; no se
obtuvieron bandas en los controles negativos. Todas las amplificaciones se realizaron por
triplicado.

SIA  S2A S4A S1B  S2B S§7B  S8B SIC S2C S3C S4C  S7C  S8C  BL M M

z2see Mﬂ
uq-..u...” PH"‘”" ""”5.

Figura 53. Productos de amplificacion del gen del ARNr 16S (500pb). SA: Muestras tomadas en junio de 2006,
SB: Muestras tomadas en febrero de 2007, SC: Muestras tomadas en noviembre de 2007. M: Marcador Molecular
(1000pb). BL: Blanco

Con la finalidad de comparar los perfiles de las poblaciones bacterianas, los patrones
de DGGE obtenidos en cada época de muestreo se sometieron en un analisis mediante el
programa informéatico FPquest, aplicando tanto el indice de similitud cuantitativo
(coeficiente de Pearson) basado en la intensidad de las bandas, como el indice de similitud
cualitativo (coeficiente de Dice) que tiene en cuenta la presencia-ausencia de bandas.

El dendograma obtenido a partir de la matriz de similitud confeccionada con el indice de
Pearson se muestra en la Figura 54, donde se observa que la temporalidad (época de
muestreo) es mas importante que la zona de muestreo. Se obtienen dos clisters con un nivel
de similitud del 15%. El primero incluye las muestras tomadas en junio de 2006 y noviembre
de 2007. El segundo agrupa las muestras que se tomaron en febrero de 2007.

Por otro lado, las muestras tomadas en febrero de 2007 muestran un 30% de similitud entre
si, mientras que las obtenidas en junio de 2006 y noviembre de 2007 sélo mostraron el 18%
de similitud.
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Figura 54. Andlisis de los perfiles de DGGE basado en el coeficiente de Pearson y el método de unidn de enlace
medio (UPGMA). La escala indica el porcentaje de similitud. Los ndmeros en los nodos representan los valores
del coeficiente de correlacion cofenético. SA 1: Muestras tomadas en junio de 2006, SB I: Muestras tomadas
en febrero de 2007, SC M: Muestras tomadas en noviembre de 2007

El dendograma obtenido mediante el coeficiente de Dice (Figura 55) muestra resultados
diferentes a los determinados mediante el coeficiente de Pearson, aunque sigue siendo la
temporalidad mas importante que la zona de muestreo. El perfil de la comunidad de bacetrias
de junio de 2006 se separd de manera significativa de los perfiles correspondientes a las
épocas de febrero y noviembre de 2007, estas Gltimas se agruparon en dos clusters, el
primero agrupa las muestras tomadas en junio de 2006, mientras que el segundo, incluye las
muestras de la época de noviembre de 2007. Ademas, el dendograma de Dice muestra la
separacion de las muestras pertenecientes a la zona de surgencia (S7 y S8) del resto de las
muestras analizadas.
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Figura 55. Andlisis de los perfiles de DGGE basado en el coeficiente de Dice y el método de unién de enlace medio (UPGMA). La escala indica el porcentaje de
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Se consiguio secuenciar 67 bandas escindidas de los perfiles de DGGE a partir de un
total de 90 clases de bandas (bandas marcadas en la Figura 55). Posteriormente, las
secuencias se compararon mediante el programa Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast/), con
las secuencias depositadas en el Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para determinar su
afiliacion taxonomica.

En la Tabla 29, se muestran los resultados obtenidos tras la identificacion de las secuencias
objeto de estudio. La mayoria de las secuencias mostraron méas del 90% de identidad con las
secuencias depositadas en el Genbank.

Tabla 29. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S obtenidas a partir de las bandas escindidas del
DGGE, (las bandas B3, B5, B6, B8, B9, B28, B18, B45, B47, B59, B65, B66, B67, B70, B81, B82, B83, B84,
B86, B87, B88, B89 y B0 no pudieron ser secuenciadas)

Banda Microorganismo mas similar y su nimero de acceso E‘% )n gk
Bl Halothiobacillus sp. HL27 (DQ469574) 99%
B2 Comamonas sp. PHD-10 (DQ301787) 97%
B4 Halothiobacillus sp. HL27 (DQ469574) 98%
B7 Bacteria no cultivada EJ97 (FM210936) 100%
B10 Cyanobacteria no cultivada 2P352 (EF106449) 98%
B11 Phormidium sp. HBC9 (EU249125) 99%
B12 Halanaerobium alcaliphilum DSM8275" (HE582777) 99%
B13 Halanaerobium sp. AN-BI5B (AM157647) 99%
B14 Halanaerobium sp. AN-BI5B (AM157647) 95%
B15 Halanaerobium sp. AN-BI5B (AM157647) 94%
B16 Bacteroidetes no cultivado Ppss_CK72 (JF421218) 96%
B17 Bacteroidetes no cultivado NdSurf156 (FJ753206) 97%
B19 Cytophagales no cultivado LA7-B21N (AF513957) 99%
B20 Bacteroidetes no cultivado BPS_L224 (HQ857722) 98%
B21 Halothiobacillus sp. BI24 (AM157650) 99%
B22 Halothiobacillus sp. HL27 (DQ469574) 98%
B23 Salipiger mucosus A3" (NR_029116) 99%
B24 Roseivivax sp. Y5 (EF177677) 95%
B25 Halothiobacillus sp. HL27 (DQ469574) 99%
B26 Halothiobacillus sp. BI124 (AM157650) 94%

( 1
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Tabla 29. Continuacién

Microorganismo mas similar y su nimero de acceso E(()j/s)ntidad
B27 Alteromonas sp. K4S103 (JN177672) 98%
B29 Bacteroidetes no cultivado ONGS183 (JX240981) 95%
B30 Halanaerobium sp. AN-BI5B (AM157647) 94%
B31 Halanaerobium sp. AN-BI5B (AM157647) 99%
B32 Halanaerobium sp. AN-BI5B (AM157647) 94%
B33 Cyanobacteria no cultivada 2_RT_2.4.10_A02-T7 (JQ310470) 94%
B34 Halanaerobium praevalens GSL" (NR_074859) 95%
B35 Caulobacter sp. ARUP UnID 196 (JQ259392) 94%
B36 Porphyrobacter sp. PBW-150 (KC216725) 94%
B37 Roseovarius sp. 2S5-2 (AB114422) 98%
B38 Roseovarius sp. M1S-127 (GU808820) 99%
B39 Paracoccus sp. SS14.12 (KC160783) 94%
B40 Roseovarius tolerans Ekho Lake-172" (Y11551) 99%
B41 Idiomarina sp. SP96 (FJ404759) 98%
B42 Oceanicola sp. ONGS129 (JX240931) 95%
B43 Bacteroidetes no cultivado JU5578(R13) (HQ706422) 95%
B44 Bacteroidetes no cultivado SL149 (3X240580) 92%
B46 Bacteria no cultivada SN135 (EU735690) 97%
B48 Roseovarius sp. 255-2 (AB114422) 99%
B49 Methylibium fulvum S32403 (AB649013) 96%
B50 Azoarcus sp. AgN-18 (JN083453) 98%
B51 Ectothiorhodospira imhoffii JA319" (AM902494) 99%
B52 Ectothiorhodospira imhoffii JA319" (AM902494) 99%
B53 Cyanobacteria no cultivada clone FII-TR126 (Q579921) 97%
B54 Bacteroidetes no cultivado JU55122(R4) (HQ706416) 98%
B55 Bacteroidetes no cultivado Ppss_CK72 (JF421218) 96%
B56 Bacteroidetes no cultivado Ppss_CK72 (JF421218) 97%
B57 Bacteroidetes no cultivado Ppss_CK72 (JF421218) 95%
B58 Bacteria no cultivada SN135 (EU735690) 99%
B60 Rhodobacteraceae no cultivada TDNP_Bbc97_73 2 136 (F1516820) 98%
B61 Azospirillum sp. LH-CAB12 (HQ717395) 96%
B62 Rhodobacteraceae no cultivada TDNP_Bbc97_73 2 136 (FJ516820) 99%
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Tabla 29. Continuacién

Microorganismo mas similar y su nimero de acceso :gts)ntidad
B63 Methylibium fulvum S32403 (AB649013) 94%
B64 Alfaproteobacteria no cultivada MS036A1_A03 (EF701606) 96%
B68 Bacteroidetes no cultivado JU55122(R4) (HQ706416) 99%
B69 Rhodovibrio sodomensis DSM9895" (FR733704) 99%
B71 Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1 (NR_074775) 94%
B72 Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1 (NR_074775) 94%
B73 Bacteria no cultivada SN151 (EU735696) 96%
B74 Bacteria no cultivada SN151 (EU735696) 98%
B75 Bacteroidetes no cultivado HAHS13.3 (HQ396933) 98%
B76 Bacteria no cultivada SN135 (EU735690) 99%
B77 Bacteroidetes no cultivado JU55122(R4) (HQ706416) 97%
B78 Bacteria no cultivada SN135 (EU735690) 98%
B79 Bacteroidetes no cultivado Ppss_CK72 (JF421218) 94%
B80 Bacteroidetes no cultivado JU5578(R13) (HQ706422) 94%
B85 Rhodovibrio salinarum JA281 (FM177506) 98%

La construccion de los arboles filogenéticos se llevo a cabo usando los métodos Neighbour-
Joining y Maximum-Likelihood, donde se incluyeron ademés de las secuencias obtenidas en
este estudio, las secuencias de las bacterias mas semejantes (Tabla 29) y las de las especies
tipo del género al que pertenecen.

El arbol filogenético obtenido con el algoritmo Neighbour-Joining se muestra en la Figura
56. Se observO que las secuencias objeto de estudio se distribuyen claramente en cuatro
clusters correspondientes a los phyla Bacteroidetes, Firmicutes, Cyanobacteria y
Proteobacteria. A su vez, las secuencias pertenecientes al phylum Proteobacteria se dividen
en varios clusters que se afilian con las clases Gammaproteobacteria, Alfaproteobacteria y
Betaproteobacteria. El arbol filogenético obtenido mediante el algoritmo Maximum-
Likelihood mostr6 una topologia similar (véase el apartado de material suplementario).
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Figura 56. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S obtenido mediante el método Neighbour-Joining. Los nimeros de acceso en la base de
datos Genbank de las secuencias de referencia se encuentran entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 50%. Secuencias obtenidas en junio
de 2006 (1), febrero de 2007 (=) y noviembre de 2007 (B)
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En la Figura 57 se muestra la abundancia relativa de las secuencias identificadas en las tres
épocas de muestreo de Rambla Salada. En esta figura, se observo la predominancia del
phylum Bacteroidetes que engloba el 37,85% de la diversidad total obtenida en todos los
muestreos. En segundo lugar, el phylum Proteobacteria presenta un 30,26% de abundancia
relativa, seguido por los phyla Firmicutes y Cyanobacteria. Otro grupo de bacterias no
identificadas mostré un 14,36% de abundancia relativa respecto al total de la comunidad.

W Bacteroidetes O Proteobacteria B Bacteriasno identificadas

mFirmicutes @ Cyanobacteria

30,26%

Figura 57. Abundancia relativa de bacterias en los tres muestreos

En la Tabla 30 se muestran los grupos taxondmicos encontrados en las tres épocas de
muestreo y su representacion grafica se muestra en la Figura 58, donde se observa que todos
los phyla identificados en este estudio se encontraron en las tres épocas de muestreo.
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Figura 58. Abundancia relativa de bacterias en cada época de muestreo.

Como ya indicamos anteriormente, Bacteroidetes es el phylum més abundante y se hallé en
las tres épocas de muestreo con un 46,07%, 37,42% y 35,72% en junio de 2006, febrero y
noviembre de 2007 del total de la poblacion respectivamente. EI phylum Proteobacteria, el
segundo en abundancia, mostré los porcentajes mayores en noviembre de 2007 (30,23%).
Por su parte, los phyla Firmicutes y Cyanobacteria mostraron porcentajes mayores en la
época de febrero de 2007 (9,73% y 9,13% respectivamente)

Tabla 30. Abundancia relativa (en %) de los grupos taxonémicos (intensidad de bandas de DGGE) identificados
en las tres épocas de muestreo

Grupos taxonémicos Junio 2006 : Febrero 2007 Noviembre 2007
Bacteroidetes 46,07 . 37,42 35,72
Proteobacteria 29,72 25,35 30,23

Bacterias no identificadas 16,64 18,53 20,31

Firmicutes 7,06 9,73 7,91
Cyanobacteria 0,49 9,13 5,80
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El phylum Firmicutes estaba representado por un solo género; Halanaerobium, mientras que
el phylum Cyanobacteria incluye bacterias no cultivadas. Todas las secuencias
pertenecientes al phylum Bacteroidetes estan relacionadas con bacterias no cultivadas, sin
embargo y en el caso del phylum Proteobacteria se encontraron varios géneros; Idiomarina,
Alteromonas, Halothiobacillus, Ectothiorhodospira, Caulobacter, Porphyrobacter,
Azospirillum, Rhodovibrio, Azoarcus, Comamonas, Methylibium, Alkalilimnicola, Salipiger,
Roseivivax, Oceanicola, Paracoccus y Roseovarius. Cabe resaltar que en el analisis de las
secuencias escindidas de los perfiles de DGGE de la comunidad bacteriana, se hallaron
varias secuencias que no fueron identificadas (bandas B3, B5, B6, B8, B9, B28, B18, B45,
B47, B59, B65, B66, B67, B70, B81, B82, B83, B84, B86, B87, B88, B89 y B90), este
grupo bacteriano mostr6 porcentajes mayores en las tres épocas de muestreo (Tabla 30).

La diversidad de bacterias en las distintas zonas y épocas de muestreo se compard
mediante los indices de diversidad. A continuacién se muestran los resultados obtenidos.

Rango ponderado de la riqueza (Rr)

Para determinar el rango ponderado de la riqueza se multiplico el numero de bandas
en una muestra (carril de DGGE) por el gradiente desnaturalizante entre la primera y la
Gltima banda del carril de DGGE. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 31.

Tabla 31. Rango ponderado de la riqueza (Rr) en cada sitio y época de muestreo

Promedio
S1A 17 29,24
Finca la salina S2A 23 39,56
S4A 29 91,87
Junio 2006* 41,36 + 25,95
Trasvase Tajo-Segura  S3A 16 31,74
) S7A 20 38,20
Surgencia
S8A 14 17,59

* Epoca de muestreo en la que hay diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al resto de las épocas. MDS:
Minima diferencia significativa
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Tabla 31. Continuacién

> N° de :
Epoca Zona Muestra R Promedio
bandas
S1B 32 123,69
Finca la salina S2B 26 78,55
S4B 24 59,61
Febrero 2007 - 74,14 + 38,31
Trasvase Tajo-Segura  S3B 16 22,37
Surgencia S7B 19 46,49
S8B 36 114,13
S1C 26 60,63
Finca la salina s2C 30 92,07
i S4C 28 85,61
Noviembre - 5873 + 26,86
2007 Trasvase Tajo-Segura  S3C 16 24,42
Surgencia S7C 22 55,07
S8C 18 34,63
MDS 0,0365

* Epoca de muestreo en la que hay diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al resto de las épocas. MDS:
Minima diferencia significativa

El promedio del nimero de bandas por muestra fue 25, con un minimo de 14 bandas,
encontrado en la muestra correspondiente a la zona de la surgencia (S8) tomada en junio de
2006, y un maximo de 36 bandas, en la misma zona (S8), tomada en febrero de 2007. Los
valores medios de riqueza oscilaron entre el 41,36 + 25,95 en las muestras tomadas en junio
de 2006 y 74,14 + 38,31en febrero de 2007 (Tabla 31). Segun los datos obtenidos, el
muestreo con mayor riqueza de especies fue el de febrero de 2007 mostrando valores altos de
riqueza (Rr > 30).

El anélisis de varianza (ANOVA) de los datos de riqueza mostro diferencias entre las tres
épocas de muestreo (MDS = 0,0365), siendo el muestreo de junio de 2006 el mas distinto
repecto al resto de las épocas de muestreo (p < 0,05), sin embargo, no hubo diferencias
significativas a nivel espacial (zona de muestreo).
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Indices de Shannon-Weaver y de Simpson

Los valores de los indices de diversidad de Shannon-Weaver (H’) y de Simpson (SI)
obtenidos en cada zona y época de muestreo se muestran en la Tabla 32. Con la finalidad de
determinar estos valores se evalud la relacion entre el nimero de bandas en cada muestra y
sus respectivas intensidades. En dicha tabla se muestran también los valores del andlisis
ANOVA que determinan las diferencias significativas de diversidad y dominancia entre las
épocas y zonas de muestreo.

Tabla 32. Indices de Shannon-Weaver y Simpson en cada sitio y época de muestreo

Muestra H’ Promedio Sl Promedio
S1A 2,43 0,11
Finca la Salina S2A 2,71 0,09
S4A 2,18 0,11
Junio 2006* - 2,22+0,34 0,13 £ 0,07
Trasvase Tajo-Segura  S3A 2,28 0,13
) S7A 2,00 0,09
Surgencia
S8A 1,72 0,28
S1B 2,94 0,07
Finca la Salina S2B 2,66 0,10
S4B 2,63 0,09
Febrero 2007 - 2,60 £ 0,36 0,11 £ 0,06
Trasvase Tajo-Segura  S3B 2,59 0,08
) S7B 1,91 0,24
Surgencia
S8B 2,88 0,09
S1B 2,75 0,09
Finca la Salina S2B 2,71 0,10
i S4B 2,93 0,07
Noviembre : 2,63+0,24 0,09 + 0,02
2007 Trasvase Tajo-Segura  S3B 2,36 0,11
) S7B 2,73 0,08
Surgencia
S8B 2,30 0,14
MDS 0,0385 0,0251

* Epoca de muestreo en la que hay diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al resto de las épocas. MDS:
Minima diferencia significativa
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En general, las época de muestreo en las que se obtuvo mayor diversidad fue las de
noviembre y febrero de 2007 con un indice de Shannon-Weaver (H") de 2,63 + 0,24y 2,60 +
0,36 respectivamente. En cuanto al indice de Simpson (SI) que es inverso al de Shannon-
Weaver, el valor méas bajo es el de la época de noviembre de 2007; 0,09 + 0,02. Este indice
refleja la dominancia de las comunidades de bacterias.

Mediante el analisis ANOVA se compararon los resultados obtenidos, mostrando que existen
diferencias significativas en la diversidad y la dominancia de bacterias entre las tres épocas
de muestreo, y que el muestreo de junio de 2006 es el mas distinto. Por el contrario, no se
detectaron diferencias significativas entre las zonas estudiadas.

La organizacion funcional (Fo) o la uniformidad de las comunidades bacterianas se
estudié mediante el célculo del indice Fo a partir de las curvas de distribucién de Pareto-
Lorenz (PL) de las muestras tomadas en las tres épocas de muestreo.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 59 donde se puede observar como en la
época de junio de 2006, el 20% del nimero de bandas (acumuladas y normalizadas) presentd
los valores de Fo (intensidades de las bandas acumuladas y normalizadas) de 60,50%,
55,04% y 63,02% (59,52% en promedio) en las zonas de la Finca la Salina, el canal Trasvase
Tajo-Segura y la surgencia respectivamente (Tabla 33).

En la época de febrero de 2007, los valores de Fo obtenidos fueron 60,55%, 35,77% y
65,13% (53,81% de promedio) para el 20% de las bandas obtenidas en las zonas de la Finca
la Salina, el canal Trasvase Tajo-Segura y la surgencia respectivamente. Por otro lado, el
20% de las bandas represent6 el 60,55%, 52,29% y el 55,96 % (52,26% de promedio) de
intensidad acumulada (Fo) en las muestras tomadas en noviembre de 2007.
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Intensidades de bandas (normalizadasy acumuladas)
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Figura 59. Curvas de distribucion de Pareto-Lorenz basadas en los perfiles de DGGE. La proyeccion de la linea
vertical del valor 0,2 del eje X se utiliza para determinar los valores de Fo

En términos generales, se observé que el valor medio de Fo obtenido en junio de 2006 fue
superior respecto al resto de las épocas de muestreo.Especificamente en la zona de la
surgencia de dicha fecha, la comunidad de bacterias resulto ser la méas especifica y menos
uniforme, puesto que el valor de Fo obtenido superd el 60%, es decir, el 20% de las bandas
de esa muestra representaban el 63,02% de las intensidades de todas las bandas (Tabla 33).
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Tabla 33. Valores de Fo (en %) obtenidos en cada zona y época de muestreo

Epoca : Zona : Fo : Promedio |

Finca la Salina 60,50

Junio 2006* Trasvase Tajo-Segura 55,04 59,52
Surgencia 63,02
Finca la Salina 60,55

Febrero 2007 Trasvase Tajo-Segura 35,77 53,81
Surgencia 65,13
Finca la Salina 60,55

Noviembre 2007 Trasvase Tajo-Segura 52,29 52,26
Surgencia 55,96

MDS 0,0128

* Epoca de muestreo en la que hay diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al resto de las épocas. MDS:
Minima diferencia significativa

Para detectar qué sitio y qué época de muestreo tenia una diferencia significativa de los datos
de Fo con respecto al resto, se llevé a cabo un analisis ANOVA, que permitié determinar los
valores de Fo significativos (p < 0,05). Los resultados obtenidos indicaron que los datos
correspondientes a junio de 2006 fueron los que presentaron diferencias significativas con
respecto a febrero y noviembre de 2007. Sin embargo, a nivel espacial, el andlisis de
ANOVA no mostré diferencias significativas.

Para determinar la influencia de los parametros ambientales en la comunidad de
bacterias, se realiz6 un andlisis de correspondencia sin tendencias (ACD) mediante el
programa Canoco empleando la matriz cualitativa de datos de las especies de bacterias
(Tabla 42 de material suplementario). Los resultados obtenidos a través de este analisis
(longitud del gradiente = 2,841) sugieren que ambas respuestas, unimodal o lineal de las
especies de bacterias respecto a los factores ambientales, son adecuadas, por tanto, se aplico
un andlisis de correspondencia candnica (ACC).

Los resultados obtenidos mediante el anélisis estadistico con el programa Canoco (Tabla 34)
mostraron que los dos primeros ejes de ordenacion canonica (1 y 2) explicaron el 9,7% vy el
17,7% respectivamente de la variabilidad en la distribucién de la comunidad bacteriana.
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En cuanto a la relacion especies-variables ambientales, se observé que el primer eje explico
el 41,2% y el segundo explicé el 75% de dicha variabilidad acumulada con la del primer gje,
lo que indica que el total de la variabilidad se explica con los dos primeros ejes del ACC. Al
aplicar el test de Monte Carlo se evaluo el efecto de cada variable ambiental considerando
valores inferiores a 0,05 como significativos. Los resultados obtenidos mostraron una alta
correlacion del oxigeno (Monte Carlo, F = 1,70, P = 0,0080) y la salinidad (Monte Carlo, F
= 1,39, P =0,0460).

Tabla 34. Valores del analisis estadistico Canoco

Ejes de ordenacion 1 2 3 Inercia total
Valores propios (eigenvalor) 0,277 0,277 0,168
Correlacidn especies-variables ambientales 0,943 0,973 0,930

Porcentaje acumulado de la variabilidad de
especies

Porcentaje acumulado de la variabilidad de la
relacion especies-variables ambientales

412 750 100,0

En el biplot de la Figura 60 se observo la relacion de las variables ambientales con la
diversidad en las distintas zonas y épocas de muestreo en dos grupos. El primero esta
compuesto por las muestras de la zona de surgencia (S7 y S8) de las tres épocas de muestreo,
correlacionandose positivamente y significativamente con la salinidad y negativamente con
el oxigeno y el pH. En el segundo grupo se incluyen las muestras provenientes de la zona de
la Finca la Salina (S1B, S2B, S4B, S1C, S2C, S4C, S1A, S2A, S4A) y el canal Trasvase
Tajo-Segura (S3B y S3C) tomadas en las tres épocas de muestreo, mostrandose una
correlacion positiva con el pH y el oxigeno. La muestra S3A se relaciond positivamente con
la salinidad y negativamente con el oxigeno y el pH.

Aplicando el test de permutaciones de Monte Carlo, se confirmé que el primer eje canonico
represento la influencia de ambos factores, la salinidad y el oxigeno, mientras que el segundo
eje represento la influencia del pH.
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Figura 60. Biplot de la ordenacién ACC, basado en los datos cualitativos generados por DGGE, que representa la
correlacion entre los factores ambientales y las zonas y épocas de muestreo. SA 1: Muestras tomadas en junio de
2006, SB ["1: Muestras tomadas en febrero de 2007, SC M: Muestras tomadas en noviembre de 2007. (S1, S2 y
S4: Finca la Salina, S3: Canal Trasvase Tajo-Segura, S7 y S8: Surgencia). Las flechas indican el sentido de
correlacién de las variables ambientales (sal, oxigeno y pH). Las variables ambientales marcadas con el simbolo *
son significativas (p < 0,05)

La Figura 61 muestra la ordenacién de las comunidades bacterianas utilizando la matriz de
presencia-ausencia de bandas (Tabla 42 de material suplementario) y los datos de los
factores ambientales (salnidad, oxigeno y pH).

Se observo en el analisis ACC una correlacion positiva entre la salinidad y la mayoria de los
miembros pertenecientes al phylum Bacteroidetes (bandas B17, B19, B20, B29, B43, B44,
B54, B56, B58, B74, B77 y B80) y a la clase Gammaproteobacteria (bandas B1, B4, B21,
B26, B41, B71, B72); también la mayoria de las bacterias no identificadas fueron
relacionadas positivamente con la salinidad (bandas B3, B5, B6, B8, B9, B18, B28, B45,
B47, B59, B70, B82, B84, B86, B87, B88 y B90). Sin embargo, todas las secuencias del
phylum Proteobacteria relacionadas con las clases Alfaprotecbacteria y Betaproteobacteria
mostraron una correlacién positiva con el oxigeno y el pH y negativa con la salinidad,
excepto la banda B2.
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Figura 61. Biplot de la ordenacién ACC, basado en los datos cualitativos generados por DGGE, que representa la
correlacién entre los factores ambientales y la comunidad de bacterias. A Bacteroidetes; A
Gammaproteobacteria; Alfaproteobacteria; Betaproteobacteria; Firmicutes; A Cyanobacteria;
Bacterias no identificadas. Las flechas indican el sentido de correlacion de las variables ambientales (sal, oxigeno
y pH). Las variables ambientales marcadas con el simbolo * son significativas (p < 0,05)

Igualmente ocurié con todas las secuencias afiliadas con el phylum Firmicutes que se
correlacionaron positivamente con el pH y el oxigeno y negativamente con la salinidad,
excepto la banda B30. Cabe resaltar que las bandas B7, B10 y B33 relacionadas con el
phylum Cyanobacteria mostraron una escasa influencia por los pardmetros ambientales.

I1. 2. 2. Andlisis de la comunidad de bacterias mediante
CARD-FISH

Mediante el uso de la técnica CARD-FISH, se hibridaron in situ (FISH) las muestras
objeto de estudio con una sonda especifica para bacterias que fue marcada con peroxidasa de
rdbano (HRP). De igual manera, todas las muestras tratadas se tifieron con DAPI para
determinar el nimero total de microorganismos existentes. Tras la hibridacion de las
muestras, se procedid a la amplificacion de la sefial fluorescente (CARD) y la visualizacion
de las células bacterianas mediante microscopia laser confocal.
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La Figura 62 muestra células de bacterias marcadas con la sonda correspondiente (a)
emitiendo fluorescencia de color verde y células totales (b).

Figura 62. CARD-FISH de muestras de Rambla Salada. a: Bacterias marcadas con la sonda Eub338-HRP, FITC;
b: Células tefiidas con DAPI. La escala es de 10 um

La Figura 63 presenta graficamente los resultados obtenidos en los recuentos de bacterias y
de células totales.

m DAPI = FITC Dominio Bacteria

8 x 108

6x 108 |

4 %108 F
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Figura 63. Recuentos de la poblacion total (DAPI) y la poblacion de bacterias (FITC) en las tres épocas de
muestreo
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Los recuentos de bacterias oscilaron entre 3,9 x 10° y 4,8 x 10° células/ml, siendo el mayor
recuento el obtenido en la época de febrero de 2007. Los porcentajes de bacterias con
respecto al total de células en cada zona y época de muestreo se indican en la Tabla 35.

Los valores de recuentos de células totales en las tres épocas de muestreo variaron entre 6,1
x 10%y 7,1 x 10°. El promedio de células totales microbianas obtenido en Rambla Salada fue
de 6,7 x 108 células/ml.

Con respecto al andlisis ANOVA, se comprob6 que los recuentos obtenidos de las células
totales y de las células bacterianas no presentaron diferencias significativas entre las
diferentes zonas de muestreo, sin embargo, se detectaron diferencias significativas entre
épocas de muestreo, siendo el muestreo tomado en junio de 2006 (P = 0,0002 para DAPI, P
=0,0026 para FITC) el mas distinto con respecto al resto de las épocas de muestreo.




Tabla 35. Cuantificacion de células microbianas totales y de bacterias en cada zona y época de muestreo

Recuento de Recuento de Promedio
Epoca de Muestra células totales Promedio bacterias Promedio 9% de (%)
muestreo (DAPI) (DAPI) (FITC) (FITC) FITC/DAPI
FITC/DAPI
(cel/ml) (cel/ml)
S1A 7,51 x 108 3,79 x 108 50,46
Finca la Salina S2A 6,77 x 10° 4,07 x 10° 60,11
S4A 6,78 x 10° 3,93 x 108 57,96
Junio 2006 Trasvase Tajo-Segura  S3A 7,26 x 10° 7.1x10° 404 x 10° 3,9x10™ 5564 54,3
. _ S7A 6,79 x 10° 3,17 x 10° 46,68
urgencia
S8A 7,77 x 108 4,30 x 10° 55,34
S1B 6,53 x 10° 5,50 x 108 84,22
Finca la Salina S2B 6,08 x 108 4,62 x 108 75,98
Febrero 2007* >48 626 x10° 6,1 x 10° 504 x 10 4,8 x 10° 8051 78,9
ebrero 1 x —_— 48x _— 78,
Trasvase Tajo-Segura  S3B 5,87 x 10° 4,31 x 10® 73,42
. _ S7B 5,79 x 10° 4,70 x 10° 81,17
urgencia —
S8B 5,94 x 108 4,65 x 108 78,28

* Epoca de muestreo en la que hay diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al resto de las épocas. MDS: Minima diferencia significativa



Tabla 35. Continuacion

Recuento de

Recuento de

. . : . P i
Epoca de Muestra células totales Promedio bacterias Promedio %o de (O;o)medlo
muestreo (DAPI) (DAPI) (FITC) (FITC) FITC/DAPI ;
FITC/DAPI
(cel/ml) (cel/ml)
s1C 6,71 x 10° 4,16 x 10° 61,99
Finca la Salina s2C 6,76 x 10° 4,19 x 10° 61,98
S4C 6,66 x 10° 4,87 x 10° 73,12
Noviembre 2007 . - 67x10° ——————— 43x10° 63,5
Trasvase Tajo-Segura S3C 7,15 x 10 4,28 x 10 59,86
_ S7C 6,42 x 10° 4,36 x 10° 67,91
Surgencia _—
S8C 7,01 x 10° 3,94 x 10 56,20
Promedio 6,7 x 10° 43 x10° 65,6
MDS 0,0002 0,0026 0,0440

* Epoca de muestreo en la que hay diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al resto de las épocas. MDS: Minima diferencia significativa




Capitulo 2

1. 2. 3. Discusion

En este estudio, los analisis que permiten obtener un “perfil genético” u “huella
genética” (fingerprinting) mediante la técnica DGGE proporcionan un adecuado enfoque
independiente del cultivo para la deteccion répida y completa de las especies microbianas
predominantes. Por otro lado, la técnica DGGE permite el analisis simultaneo de multiples
muestras generando patrones de diversidad y nimeros de bandas entre todas las muestras
analizadas, lo cual indica un conjunto diverso de comunidades microbianas en un complejo
ecosistema (Muyzer y col., 1993).

Los resultados obtenidos a partir de los andlisis de los perfiles de DGGE mediante el
programa FPquest revelaron diferencias temporales (época de muestreo) en la comunidad de
bacterias. El dendograma de la Figura 54 basado en la intensidad de bandas (coeficiente de
Pearson) agrup6 las muestras tomadas en junio de 2006 y noviembre de 2007 en un clister y
las muestras tomadas en febrero de 2007 en otro. Por el contrario, el coeficiente de Dice
(Figura 55) reveld una clara separacion de las tres épocas de muestreo de la comunidad de
bacterias en Rambla Salada. El perfil de diversidad de bacterias obtenido en junio de 2006 se
separ6 de manera significativa de los obtenidos en febrero y noviembre de 2007 (Figura 55),
en estas épocas, los perfiles de diversidad fueron similares tanto en lo que se refiere con la
presencia-ausencia de especies como con la intensidad. En este sentido, merece la pena
destacar que el método de agrupamiento UPGMA realizado con el coeficiente de Pearson es
mas sensible a las variaciones en las intensidades relativas de las bandas (Huys y Swings,
1999). Sin embargo, para los estudios de huella genética como por ejemplo la técnica DGGE
se recomienda utilizar indices méas conservativos, como el coeficiente de similitud de Dice
(Schwalbach y col., 2005; Hewson, 2006a y 2006b).

Aunque la utilizacién de los diferentes indices de similitud mostraron resultados diferentes
en la agrupacion de las muestras objeto de estudio, tanto el indice de Pearson como el de
Dice revelaron diferencias en la comunidad de bacterias en funcion de la época de muestreo.
Sin embargo, no fue posible establecer una relacion entre el tipo de muestra y un taxon en
particular. Por lo tanto, se concluye que el tipo de muestra (suelo o sedimento acuoso) o el
area de estudio no influye en la agrupacion de las comunidades de bacterias. Sin embargo,
las muestras correspondientes a la zona de la surgencia (S7 y S8) fueron la excepcion puesto
que en el dendograma obtenido a partir del indice de Dice, estas muestras quedaron
agrupadas en las tres épocas de muestreo. En este caso, cabe destacar que la zona de
surgencia es una poza de agua sulfurosa salina de peculiares caracteristicas por su alto
contenido en cloruro y elevada proporcion de sulfatos procedentes del yeso. Este nacimiento
de agua se mantiene constante a lo largo del afio y presenta una concentracién de sales
constante, lo cual puede ser el responsable de que la biodiversidad encontrada en esta zona
sea anéloga.
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El estudio estadistico llevado a cabo sobre las distintas zonas y épocas de muestreo
utilizando varios indices de diversidad, confirm6 la relacion entre las comunidades de
bacterias halladas y las épocas de muestreo, siendo la comunidad de junio de 2006 la que
presento diferencias mas significativas. En cuanto al Rr, las fechas de febrero y noviembre
de 2007 son las que mostraron los valores mas elevados (74,14 + 38,31 y 58,73 + 26,86
respectivamente (Tabla 31). Segun Marzorati y col. (2008), los valores de Rr superiores a los
treinta son tipicos de ambientes caracterizados por una mayor diversidad microbiana.

Resultados similares se produjeron al aplicar el indice de diversidad de Shannon-Weaver
(H’) (Shannnon y Weaver, 1949), que tiene en cuenta el nimero de especies presentes en el
area de estudio (riqueza de especies) y el nimero de individuos de cada una de esas especies
(abundancia). En este caso, se detectaron los valores mas altos de diversidad en las muestras
tomadas en febrero y noviembre de 2007 (2,60 + 0,36 y 2,63 £ 0,24 respectivamente), estos
valores superan el 2,5, lo que nos indica una alta diversidad bacteriana en Rambla Salada.
Lugue y col. (2013) pusieron de manifiesto datos similares cuando analizaron la diversidad
de bacterias cultivables en el mismo habitat mediante métodos tradicionales de cultivo
utilizandose las mismas zonas y épocas de muestreo.

El indice de Simpson (SI) fue aplicado para determinar la dominancia de las especies en una
muestra basandose en el nimero de especies y su abundancia. Los resultados obtenidos
indican que el valor mas bajo de dominancia fue hallado en la época de noviembre de 2007
(0,09 + 0,02). Por el contrario, en el muestreo de junio de 2006 se registraron los valores mas
elevados de dominancia (0,13 + 0,07). De acuerdo a estos datos, pudimos de nuevo
confirmar que la dominancia disminuye cuando aumenta su diversidad (Magurran y col.,
1996).

Queremos resaltar que los valores mas elevados de riqueza y diversidad fueron detectados en
las muestras de la Finca La Salina pertenecientes a las épocas de febrero y noviembre de
2007, estas muestras se caracterizaron por presentar bajas concentraciones de sal y altas de
oxigeno. Teniendo en cuenta estos resultados podemos pensar que probablemente la alta
riqueza y diversidad esta relacionada con las condiciones ambientales y especialmente con el
contenido de sal y oxigeno. En este sentido, el andlisis estadistico mediante el programa
Canoco confirmé esta observacion, de hecho, en dicho andlisis, la salinidad y el oxigeno
representaron los factores ambientales que influyen significativamente en la distribucién y la
composicion de la comunidad de bacterias. Jiang y col. (2007) mostraron en un estudio
previo, que la salinidad fue el factor dominante que influye en la composicion y la estructura
de la diversidad de bacterias en el lago Tibet. Los resultados publicados por estos autores
indicaron que la muestra con mayor concentracion salina exhibia la menor diversidad. Otros
autores registraron resultados similares (Benlloch y col., 2002).

Mediante las curvas de Pareto-Lorenz (PL), se determiné la uniformidad de las comunidades
bacterianas, donde la mayoria de las muestras analizadas presentaron valores medios de Fo
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que oscilaban entre el 40% y el 60% (Figura 59 y Tabla 33), lo que indica que las
comunidades de bacterias existentes en Rambla Salada son muy equilibradas y por tanto
pueden conservar su funcionalidad en cuanto a las variaciones de las condiciones
ambientales (Marzorati y col., 2008). Sin embargo, las muestras tomadas de la zona de
surgencia en la época de junio de 2006 y febrero de 2007 parecen tener patrones
biogeograficos similares y valores de Fo superiores al 60%, lo que indica que la comunidad
de bacterias hallada en dichas muestras es méas especializada pudiendo ser mas susceptible a
cambios ambientales puesto que se caracteriza por la existencia de un nimero pequefio de
miembros dominantes, mientras que el resto de los miembros esta representado por pocos
individuos (Marzorati y col., 2008).

En este estudio se detectaron un total de 90 clases de bandas, de las cuales se secuenciaron
67 (Figuras 54 y 55). Se observé que las secuencias identificadas pertenecen a los phyla
Bacteroidetes, Proteobacteria (clases Gammaproteobacteria, Alfaproteobacteria y
Betaproteobacteria), Firmicutes y Cyanobacteria (Figura 56). Muchos autores demostraron
que las bacterias son numéricamente mayoritarias en habitats salinos e hipersalinos, siendo
los tres phyla mas abundantes Bacteroidetes, Proteobacteria y Firmicutes (Benlloch y col.,
2002; Mouné y col., 2003; Dong y col., 2006; Maturrano y col., 2006a; Mesbah y col., 2007;
Jiang y col., 2006 y 2007; Mutlu y col., 2008; Hollister y col., 2010; Makhdoumi-Kakhki y
col., 2012b).

Las bacterias cultivables de los suelos y los sedimentos tomados de diferentes areas de los
ambientes salinos e hipersalinos pertenecen fundamentalmente al phylum Proteobacteria
(Swan y col., 2010; Hollister y col., 2010; Lépez-Lépez y col., 2010; Nemergut y col., 2011,
Lugue y col., 2013). Si embargo, nuestros resultados revelaron que la comunidad bacteriana
determinada mediante las técnicas moleculares es diferente a la encontrada con las técnicas
clasicas de cultivo. Igualmente Maturrano y col. (2006a) mostraron las diferencias entre la
biodiversidad estudiada por métodos moleculares y métodos clasicos. Estos autores no
pudieron cultivar los grupos bacterianos dominantes en los clones cuando analizaron la
diversidad procariota en las salinas de Maras en los Andes peruanos.

En este trabajo, el 37% de abundancia relativa respecto al total de la comunidad de bacterias
pertenece a miembros del phylum Bacteroidetes, lo cual indica que es el grupo predominante
en la comunidad de bacterias. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Makhdoumi-Kakhki y col. (2012b) quienes publicaron que el 59% de las secuencias
identificadas en el lago Aran-Bidgol en Iran correspondian con miembros del phylum
Bacteroidetes, siendo la mayoria de estas secuencias (40%) afiliadas con el género
Salinibacter. En la literatura, Salinibacter se describe como el tax6n mas abundante en las
salinas de Mallorca (Rossell6-Mora y col., 2003) y de Alicante (Antén y col., 1999 y 2000) y
se encuentra frecuentemente en los lago hipersalinos (Maturrano y col., 2006a; Mesbah y
col., 2007; Mutlu y col., 2008; Makhdoumi-Kakhki y col., 2012b). Sin embargo, en nuestro
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estudio, aunque el phylum Bacteroidetes fue el mas abundante en la comunidad de bacterias
hallada en los suelos y los sedimentos acuosos de Rambla Salada, no hemos encontrado
especies relacionadas con este género y todas las secuencias afiliadas con Bacteroidetes
fueron identificadas como especies no cultivadas. Probablemente las concentraciones de
sales en Rambla Salada (entre el 1,1% y el 15,8%, p/v) no son adecuadas para el desarrollo
de Salinibacter.

Es interesante comentar que hemos determinado que la salinidad y el oxigeno influyen en la
distribucion de las comunidades bacterianas pertenecientes al phylum Bacteroidetes, que se
encuentran ampliamente distribuidos en todas las zonas y épocas de muestreo, incluso en
zonas de baja, media y alta concentracion salina. La influencia de la salinidad y el oxigeno se
comprobd mediante el andlisis estadistico Canoco, que revelé que la mayoria de las
secuencias afiliadas con Bacteroidetes se distribuyen en el cuadrante de la salinidad (Figura
61). Varios autores mostraron la dominancia de este phylum en diferentes ambientes salinos
e hipersalinos (Antén y col., 1999 y 2000; Rossell6-Mora y col., 2003). Otros autores
publicaron que la presencia de taxa pertenecientes al phylum Bacteroidetes aumenta con el
incremento de la salinidad (Benlloch y col., 2002, Demergasso y col., 2004; Jiang y col.,
2006).

Hemos detectado que el phylum Proteobacteria se clasificé el segundo en abundancia
incluyendo las clases Gammaproteobacteria, Alfaproteobacteria y Betaproteobacteria. Se
observé en el analisis estadistico mediante el programa Canoco que la salinidad y el oxigeno
son los factores principales que influyen de manera significativa en las comunidades de
bacterias. Wu y col. (2006) demostraron que con el incremento de la salinidad, la abundancia
relativa de las especies de la clase Betaproteobacteria disminuye, mientras la abundancia de
los taxa pertenecientes a la clase Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria se
incrementa. Esta observacion es concordante con otros estudios sobre aguas continentales
(Bockelmann vy col., 2000; Brummer y col., 2000), sistemas dinamicos como los estuarios
(del Giorgio y Bouvier, 2002; Kirchman y col., 2005; Henriques y col., 2006; Zhang y col.,
2006) y salinas solares (Benlloch y col., 2002). Sin embargo, en nuestro estudio los grupos
bacterianos relacionados con el phylum Proteobacteria no mostraron dicho comportamiento,
de manera que todas las secuencias relacionadas con las clases Alfaproteobacteria y
Betaproteobacteria mostraron una correlacion negativa con la salinidad y positiva con el
oxigeno y el pH, mientras que la mayoria de las secuencias afiladas con la clase
Gammaproteobacteria fueron relacionadas positivamente con la salinidad. Otros autores
mostraron diferentes patrones de distribucion de las bacterias del phylum Proteobacteria a lo
largo de los gradientes de salinidad, por ejemplo, Langenheder y col. (2003) demostraron
que las alfaproteobacterias, betaproteobacterias y gammaproteobacterias son mas abundantes
en condiciones de baja salinidad. Jiang y col. (2007) publicaron en un estudio de la
diversidad microbiana existente en los lagos del Tibet en el nordeste de China, que las
bacterias pertenecientes al phylum Proteobacteria, especialmente las de la clase

( ]
| 167 |



Capitulo 2

Betaproteobacteria, se encontraron con mayor abundancia en las zonas caracterizadas con
altas concentraciones salinas; en este estudio, los autores mostraron también que la
abundancia relativa de los taxa afilados con Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria
no mostré variaciones a lo largo de los gradientes de salinidad.

Un aspecto interesante en la diversidad de bacterias hallada en Rambla Salada es la
deteccién de miembros del phylum Firmicutes, mostrando un 12,37% de abundancia relativa
respecto al total de la comunidad de bacterias. En efecto, los taxa del phylum Firmicutes s6lo
representan entre el 11% y el 25% de todos los filotipos observados en la mayoria de los
lagos de agua salada y alcalina estudiados hasta el momento (Scholten y col., 2005; Jiang y
col., 2006; Mesbah y col., 2007). Makhdoumi-Kakhki y col. (2012b) también detectaron un
6% de abundancia relacionada con bacterias afiladas con el phylum Firmicutes en el lago
Aran-Bidgol en Iran. En nuestro estudio, las bandas identificadas como miembros del
phylum Firmicutes fueron relacionadas negativamente con la salinidad, excepto la banda
B30, de manera que cuando aumenta la salinidad disminuye la abundancia de este phylum.
Jiang y col. (2007) apoyaron nuestros resultados, observando que la abundancia de los taxa
pertenecientes al phylum Firmicutes era alta en las zonas caracterizadas con baja salinidad,
sin embargo, dicha abundancia menor o ausente en las zonas con altas concentraciones de
sal. Otros autores publicaron que las bacterias afiliadas con el phylum Firmicutes estan
ausentes en ambientes hipersalinos de elevada salinidad (Li y col., 1999., Bowman y col.,
2000; Benlloch y col., 2002; Demergasso y col., 2004).

Curiosamente, un 9,13% de abundancia relativa respecto al total de la comunidad de
bacterias identificada en este estudio corresponde al phylum Cyanobacteria. Este porcentaje
es analogo al encontrado por Makhdoumi-Kakhki y col. (2012b) quienes detectaron que un
8% de los clones recuperado del lago Aran-Bidgol en Iran estaba relacionado con miembros
del phylum Cyanobacetria.

Lugue y col. (2013) sin embargo determinaron que, en Rambla Salada, en los mismos
lugares y épocas de muestreo, la poblacion bacteriana cultivada se encuentra
fundamentalmente representada por miembros del phylum Proteobacteria y Firmicutes con
un 72,5% y 25,8% respectivamente. Dentro de las proteobacterias, los géneros Halomonas,
Marinobacter y Bacillus son los predominantes (40%, 13% y 13% respectivamente). Estos
autores no han detectado miembros del phylum Cyanobacteria. Este hecho es probablemente
relacionado con las condiciones de cultivo utilizadas que no eran las adecuadas para estos
microorganismos.

Para determinar el nimero de bacterias en Rambla Salada, se llevd a cabo un anélisis
cuantitativo mediante la técnica CARD-FISH utilizando sondas especificas para el Dominio
Bacteria. Los resultados obtenidos revelaron los recuentos elevados en la época de febrero
de 2007 (4,8 x 10® células/ml) representando el 78,9% de abundancia respecto al total de las
células microbianas. Estos resultados concuerdan con los obtenidos mediante la técnica
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DGGE vy los indices de diversidad. Merece la pena destacar que el porcentaje de abundancia
relativa de la poblacién de bacterias encontrado en Rambla Salada en las diferentes zonas y
épocas de muestreo oscil6 entre el 54,3% y el 78,9% de la poblacion total. El porcentaje de
bacterias encontrado en Rambla Salada fue similar al encontrado por Niederberger y col.
(2010) quienes analizaron la diversidad microbiana en un sedimento hipersalino en el Alto
Artico canadiense.

Por ultimo, es de destacar que mediante la utilizacion de métodos moleculares para
determinar la diversidad bacteriana y la aplicacion de los métodos de agrupacion y
ordenacion que permiten incluir los datos de los pardmetros ambientales para analizar y
evaluar el impacto de diferentes factores sobre la composicion y la estructura de dicha
comunidad (Besemer y col., 2005), los resultados obtenidos fueron mas completos,
indicando gue con este estudio se logré obtener una descripcion fiable de la composicion de
las comunidades bacterianas en los suelos y los sedimentos acuosos en Rambla Salada, los
cuales son sin duda un importante reservorio de la diversidad microbiana, como se evidencié
mediante los resultados obtenidos por nuestro grupo de investigacion (Luque y col., 2013)
cuando analizaron la diversidad de bacterias cultivables en las mismas zonas y épocas de
muestreo.
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Figura 64. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S obtenido mediante el método Maximum-Likelihood. Los nimeros de acceso en la
base de datos Genbank de las secuencias de referencia se encuentran entre paréntesis. Secuencias obtenidas en junio de 2006 (£), en febrero de 2007 () y en
noviembre de 2007 (B)






Tabla 36. Valores de ausencia-presencia de las bandas encontradas en los perfiles de DGGE de la comunidad de bacterias en las tres zonas y épocas de muestreo
(matriz cualitativa)
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Valor 0: banda ausente en un carril de DGGE, valor 1: banda presente en un carril de DGGE



Tabla 37. Intensidades relativas de las bandas encontradas en los perfiles de DGGE de la comunidad de bacterias en las tres zonas y épocas de muestreo (matriz
cuantitativa)
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resumen

En este apartado se exponen los resultados obtenidos tras el analisis de la comunidad de
arqueas asi como la influencia de distintos pardmetros ambientales, temporales y espaciales. Los
resultados se han publicado recientemente en la revista Microbial Ecology (Oueriaghli y col.,
2013); el articulo se adjunta en material suplementario.

El andlisis de los perfiles de DGGE indicd que la composicion de la comunidad de arqueas
predominante, y de la poblacién metabdlicamente activa, se modifica en funcién de la época y
de los sitios de muestreo. El analisis filogenético demostrd que la poblacion mayoritaria
pertenece al orden Halobacteriales y Thermoplasmatales, siendo Haloarcula el género mas
abundantes. El phylum Crenarchaeota fue el menos abundante y fue encontrado sélamente en
los sitios con baja salinidad. En lo que respecta a la poblacion de arqueas metabolicamente
activa, el analisis filogenético puso de manifiesto que la mayoria de las secuencias se incluyen
en el orden Halobacteriales, siendo también Haloarcula el género predominante. No se
detectaron secuencias pertenecientes a Thermoplasmatales metab6licamente activas. El
muestreo realizado en la temporada con la mayor concentracion de sal (junio de 2006) fue el
gue presenté mayor diversidad.

El anélisis de ordenacién mediante el programa Canoco (ACC) demostrd que la salinidad y el
pH tienen un efecto significativo en la distribucién de la comunidad predominante de arqueas y
en las poblaciones metabdlicamente activas, mientras que el oxigeno tiene una escasa
influencia. La mayoria de las arqueas relacionadas con el orden Halobacteriales se
correlacionaron positivamente con la salinidad, sin embargo, un gran nimero de argqueas
afiliadas con el orden Thermoplasmatales se asociaron negativamente con el pH y la salinidad.

A través de la técnica CARD-FISH se determind que la comunidad de arqueas representa hasta
el 16% de la poblacidn total de microorganismos, siendo el recuento obtenido en junio de 2006,
con valores de 1,19 x 108 células de arqueas por ml, el mas elevado.

El analisis de la biodiversidad por métodos moleculatres demostré que en Rambla Salada
existen una serie de filotipos que no se habian encontrado previamente utilizando métodos
tradicionales de cultivo. Sin embargo, Haloarcula, aislado en este habitat por Luque y col.
(2012a), ha sido detectada como género mayoritario tanto en los analisis realizados para
determinar la poblacion metabolicamente activa, como en los realizados para determinar la
poblacion predominante de arqueas.
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I1. 3. 1. Diversidad de arqueas predominantes

Los amplicones de la poblacion de bacterias, obtenidos con la pareja de cebadores
para la amplificacion del gen del ARNr 16S, se muestran en la Figura 65. Todas las muestras
mostraron una banda con un tamafio de aproximadamente 500pb; no se obtuvieron bandas en
los controles negativos. Todas las amplificaciones se realizaron por triplicado.

SIA  S2A  S3A  S4A S7TA S8A SIB S2B  S3B S4B S7B S8B  SIC S2C  S3C  S4C S7C S8C  BL M M

Tamafio de bandas (pb)

9o
830

Figura 65. Productos de amplificacion del gen del ARNr 16S (500pb). SA: Muestras tomadas en junio de 2006,
SB: Muestras tomadas en febrero de 2007, SC: Muestras tomadas en noviembre de 2007. M: Marcador Molecular
(1000pb). BL: Blanco

Los andlisis de los perfiles de las bandas obtenidas por DGGE se realizaron con el
programa informéatico FPquest. Se determind tanto el indice de similitud cuantitativo
(coeficiente de Pearson) que tiene en cuenta la intensidad de las bandas, como el indice de
similitud cualitativo (coeficiente de Dice) que tiene en consideracién la presencia-ausencia
de bandas.

El dendograma obtenido a partir de la matriz de similitud confeccionada con el indice de
Pearson se muestra en la Figura 66. EI dendrograma sugiere que la temporalidad (época de
muestreo) es mas importante que la zona de muestreo. Se obtienen dos clisters con un nivel
de similitud del 27%. El primero incluye las muestras tomadas en junio de 2006 y noviembre
de 2007. El segundo agrupa las muestras que se tomaron en febrero de 2007. El valor de
similitud del 27% indica una baja relacion entre los dos grupos de arqueas.

Por otro lado, las muestras tomadas en febrero de 2007 muestran una alta similitud (90%)
entre si, mientras que las obtenidas en junio de 2006 y noviembre de 2007 s6lo mostraron el
35% de similitud.

( )
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Figura 66. Andlisis de los perfiles de DGGE basado en el coeficiente de Pearson y el método de union de enlace
medio (UPGMA). La escala indica el porcentaje de similitud. Los nimeros en los nodos representan los valores
del coeficiente de correlacion cofenético. SA [1: Muestras tomadas en junio de 2006, SB [: Muestras tomadas
en febrero de 2007, SC M: Muestras tomadas en noviembre de 2007

El dendograma correspondiente al analisis basado en el coeficiente de Dice (Figura 67)
muestra resultados similares a los determinados mediante el coeficiente de Pearson, aunque
la separacion de las comunidades obtenidas en junio de 2006 y noviembre de 2007 es mas
clara. El perfil de la comunidad de arqueas de febrero de 2007 se separé igualmente y de
manera significativa del resto de las muestras analizadas, con las que mostr6 una similitud de
tan solo el 16%. El resto de las muestras se segregaron en dos clisters a un nivel de similitud
del 40%. El primer clister agrupa las muestras tomadas en junio de 2006, mientras que el
segundo, incluye las muestras correspondientes a la época de noviembre de 2007. Por otro
lado, el dendograma de Dice muestra también la separacion de las muestras correspondientes
a la zona de surgencia (S7 y S8) del resto de las muestras.
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Figura 67. Andlisis de los perfiles de DGGE basado en el coeficiente de Dice y el método de unién de enlace
medio (UPGMA). La escala indica el porcentaje de similitud. Los ndmeros en los nodos representan los valores
del coeficiente de correlacién cofenética. [>/C] Bandas cortadas, reamplificadas y secuenciadas. SA [F: Muestras
tomadas en junio de 2006, SB ["': Muestras tomadas en febrero de 2007, SC : Muestras tomadas en noviembre
de 2007

De un total de 34 clases de bandas (bandas marcadas en la Figura 67), se consiguid
secuenciar 29. Las secuencias se compararon mediante el programa Blast
(www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast/) con las secuencias depositadas en el Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para determinar su afiliacion filogenética.

La Tabla 38 muestra el resultado de la identificacion. La mayoria de las secuencias
mostraron porcentajes superiores al 97% de identidad con las secuencias depositadas en el
Genbank. Las bandas A9, A12, A20, A27 y A34 no se pudieron secuenciar. Las secuencias
resultantes de las bandas de DGGE fueron depositadas en la base de datos Genbank y sus
numeros de acceso aparecen en dicha tabla.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabla 38. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S obtenidas a partir de las bandas escindidas del
DGGE, (Las bandas A9, A12, A20, A27 y A34 no pudieron ser secuenciadas)

Numero . : o - Identidad
Microorganismo mas similar y su nimero de acceso .
de acceso (%)

Al JX265978  Arquea no cultivada A103B06 (FJ455930) 97
A2 JX265979  Arquea no cultivada A103B06 (FJ455930) 97
A3 JX265980  Arquea no cultivada A103B06 (FJ455930) 100
A4 JX265981  Arquea no cultivada A103B06 (FJ455930) 99
A5 JX265982  Arquea no cultivada A103B06 (FJ455930) 99
A6 JX265983  Arquea no cultivada ET5_1E12 (EU585956) 98
A7 JX265984  Arquea no cultivada A103B06 (FJ455930) 97
A8 JX265985  Arquea no cultivada SAS_D8 (FJ655596) 99
A10 JX265986  Arguea no cultivada ss012b (AJ969749) 100
All JX265987  Arquea no cultivada ss012b (AJ969749) 99
Al3 JX265988  Natronomonas sp. SA3 (JF950943) 93
Al4 JX265989  Arquea no cultivada 113A21 (EF687601) 94
Al5 JX265990  Euryarchaeota no cultivada ArcA01 (DQ103669) 98
Al6 JX265991  Natronomonas sp. SA3 (JF950943) 90
Al7 JX265992  Arquea no cultivada C8_1D8 (EU570122) 98
Al8 JX265993  Halosimplex carlsbadense 2-9-1" (AB072815) 93
Al9 JX265994  Halomicrobium zhouii (HQ215546) 98
A21 JX265995 Halobacterium sp. SL-7 (N196520) 92
A22 JX265996  Haloarcula vallismortis J. F. 54" (EF645688) 95
A23 JX265997  Haloarcula salaria HST01-2R (J429317) 94
A24 JX265998  Haloarcula sp. G41 (JN112010) 99
A25 JX265999  Halorhabdus sp no no cultivada (HQ110061) 97
A26 JX266000 Halorhabdus utahensis SFF1F051 (FN994968) 95
A28 JX266001  Halorubrum sp. IMCC2607 (GU367382) 99
A29 JX266002 Haloterrigena sp. A26 (FR690813) 98
A30 JX266003 Crenarchaeota no cultivada D_GO08 (AY454571) 99
A3l JX266004  Methanolobus taylorii GS-16 (NR028238) 98
A32 JX266005 Crenarchaeota no cultivada D_G08 (AY454571) 99
A33 JX266006  Crenarchaeota no cultivada D_GO08 (AY454571) 99
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Una vez conocida la vinculacion de las secuencias con microorganismos pertenecientes al
Dominio Archaea, se procedié a la construccion de los arboles filogenéticos usando los
métodos Neighbour-Joining y Maximum-Likelihood tal y como se mencioné en el apartado
Il. 10 de Material y Métodos. Ademas de las secuencias objeto de estudio, se incluyeron en
el analisis filogenético las secuencias (aproximadamente 400pb) de las arqueas relacionadas
filogenéticamente, que fueron aisladas previamente por nuestro grupo de investigacion en el
mismo habitat, utilizando métodos tradicionales de cultivo (Luque y col., 2012a). Igualmente
se incluyeron las secuencias de los microorganismos mas similares (Tabla 38) y de las
especies tipo del género al que pertenecian.

En la Figura 68 se muestra el arbol filogenético obtenido con el algoritmo Neighbour-
Joining, en el cual se puede observar como todas las secuencias obtenidas de este estudio se
distribuyen claramente en dos cllsters correspondientes a los phyla Euryarchaeota y
Crenarchaeota. A su vez, las secuencias pertenecientes al phylum Euryarchaeota se dividen
en tres clusters que se afilian con los Ordenes Halobacteriales, Methanosarcinales y
Thermoplasmatales no cultivados; este tltimo orden incluye las arqueas marinas bent6nicas
del grupo D (MBGD) y arqueas marinas del grupo llI1 (MGIII).

El arbol filogenético obtenido mediante el algoritmo Maximum-Likelihood mostré una
topologia similar (véase el apartado de material suplementario).
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Figura 68. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S obtenido mediante el método
Neighbour-Joining. Los nimeros de acceso en la base de datos Genbank de las secuencias de referencia se
encuentran entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 50%. % Secuencias de las arqueas
aisladas por Luque y col. (2012a). Secuencias obtenidas en junio de 2006 (), febrero de 2007 (/) y noviembre

de 2007 (A)
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La Figura 69 muestra la abundancia relativa de todas las secuencias identificadas en las tres
épocas de muestreo de Rambla Salada. ElI phylum Euryarchaeota constituye el grupo
predominante y engloba el 96,42% de la diversidad total obtenida en los tres muestreos,
mientras que las secuencias correspondientes al phylum Crenarchaeota incluyen el 2,77%
del total de la comunidad.

mHaloarcula O Halorhabdus ®m Thermoplasmatales

@ Methanolobus m Halomicrobium OHalorubrum
ONatronomonas B Haloterrigena B Crenarchaeota no cultivada
B Halobacterium B Halosimplex B Arqueasno identificadas

2,77%
3,12%

Figura 69. Abundancia relativa de arqueas en los tres muestreos

Dentro del phylum Euryarchaeota, el 72,56% de las secuencias se relacionan con el orden
Halobacteriables, siendo el género Haloarcula el grupo mayoritario (28,29%), seguido por
los géneros Halorhabdus, Halomicrobium, Halorubrum, Natronomonas, Haloterrigena,
Halobacterium y Halosimplex. El orden Methanosarcinales, por su parte, incluy6 un solo
género, el género Methanolobus, con el 11,80% del total de la diversidad. Las secuencias
identificadas como filotipos del orden Thermoplasmatales presentaron una abundancia
bastante alta (12,05%). Por otro lado, cabe destacar que las secuencias que no pudieron ser
identificadas presentaron s6lo el 0,79% respecto al total de la comunidad de arqueas.
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La Figura 70 muestra la abundancia relativa de los grupos taxondmicos (intensidad de las
bandas de DGGE) identificados en las tres épocas en los que se hicieron los muestreos.

m Haloarcula OHalorhabdus B Thermoplasmatales

@ Methanolobus = Halomicrobium 0 Halorubrum

O Natronomonas @ Haloterrigena B Crenarchaeota no cultivada
m Halobacterium ®m Halosimplex ® Arqueas no identificadas

100%

80%

60%

40%

20%

Abundancia relativa de intensidades de bandas

0%

Jun-06 Feb-07 Nov-07

Figura 70. Abundancia relativa de arqueas en cada época de muestreo

En la Tabla 39 se detalla la abundancia relativa de los grupos taxondémicos (bandas de
DGGE) en las tres épocas en las que se llevaron a cabo los muestreos. Algunos grupos
taxondmicos estuvieron presentes en los tres muestreos, como es el caso del género
Haloarcula y Halorhabdus. EI primero (bandas A22, A23 y A24) se encuentra con mayor
abundancia (37,06%) en las muestras tomadas en febrero de 2007, mientras que alcanza
valores més bajos en las épocas de noviembre de 2007 y junio de 2006 (26,54% y 21,28%
respectivamente). El género Halorhabdus (bandas A25 y A26) presentd mayor abundacia en
junio de 2006 y noviembre de 2007 (29,25% y 22,11% respectivamente); sin embargo los
valores fueron més bajos en febrero de 2007 (0,84%). Otros grupos taxondémicos sélo se
encuentran en dos muestreos 0 en algunos casos en uno de ellos, como es el caso de los
géneros Halorubrum y Methanolobus. Ambos géneros (bandas A28 y A31) presentaron el
12,58% y 35,43% respectivamente del total de la abundancia y se hallaron Gnicamente en
febrero de 2007. Los géneros Halobacterium (banda A21), Halomicrobium (banda A19),
Halosimplex (banda A18) y Natronomonas (banda A13 y A16) presentaron un porcentaje
que oscilo entre el 1,29% y el 17,55%.
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Es interesante comentar que las secuencias afiliadas al orden Thermoplasmatales (bandas
Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8, Al10, All, Al4, y Al7) y la banda Al5 se detectaron
Unicamente en junio de 2006 y noviembre de 2007 (19,76% y 16,38% respectivamente). Por
su parte, las bandas A30, A32 y A33 asignadas al phylum Crenarchaeota mostraron poca
intensidad y fueron detectadas en las tres épocas en zonas con baja salinidad. Las bandas A9,
Al2, A20, A27 y A34 fueron detectadas en los tres muestreos pero no pudieron ser
secuenciadas.

Tabla 39. Abundancia relativa (en %) de los grupos taxonémicos (intensidad de bandas de DGGE) identificados
en las tres épocas de muestreo

Grupos taxonémicos Junio 2006 Febrero 2007 Noviembre 2007
Haloarcula 21,28 . 37,06 . 26,54
Halorhabdus 29,25 0,84 22,11
Thermoplasmatales 19,76 0,00 16,38
Methanolobus 0,00 35,43 0,00
Halomicrobium 17,55 0,00 15,61
Halorubrum 0,00 12,58 0,00
Natronomonas 2,20 0,00 7,88
Haloterrigena 0,00 7,88 1,50
Crenarchaeota no cultivada 1,61 5,25 1,46
Halobacterium 6,54 0,00 1,29
Halosimplex 1,43 0,00 6,05
Arqueas no identificadas 0,34 0,92 1,12

Con la finalidad de comparar la diversidad de arqueas encontrada en las distintas
zonas y epocas de muestreo, se aplicaron los indices de diversidad descritos anteriormente en
el apartado Ill. 2 de Material y Métodos. Los resultados obtenidos se muestran a
continuacion.

Rango ponderado de la rigueza (Rr)

Tal y como se describiéd anteriormente, el rango ponderado de la riqueza se
determind multiplicando el nimero de bandas en una muestra (carril de DGGE) por el

( )
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gradiente desnaturalizante entre la primera y la Gltima banda del carril de DGGE. En la
Tabla 40 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 40. Rango ponderado de la riqueza (Rr) en cada sitio y época de muestreo

> N° de :
Epoca Zona Muestra Rr Promedio
bandas
S1A 9 14,83
Finca la salina S2A 10 14,83
S4A 11 13,69
Junio 2006 - 12,73 £ 2,36
Trasvase Tajo-Segura S3A 7 10,86
) S7A 8 9,62
Surgencia
S8A 10 12,55
S1B 5 2,33
Finca la salina S2B 6 3,22
S4B 8 3,95
Febrero 2007* - 2,72+0,88
Trasvase Tajo-Segura S3B 5 2,33
) S7B 4 2,16
Surgencia
S8B 5 2,33
sic 9 14,44
Finca la salina S2C 10 13,96
i s4c 5 3,20
Noviembre _ 8914178
2007 Trasvase Tajo-Segura  S3C 11 6,98
) s7C 8 4,96
Surgencia
S8C 12 9,96
MDS 0,0155

* Epoca de muestreo en la que hay diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al resto de las épocas. MDS:
Minima diferencia significativa

El promedio del nimero de bandas por muestra fue 8, con un minimo de 4 bandas,
encontrado en la muestra correspondiente a la zona de la surgencia (S7) tomada en febrero
de 2007, y un maximo de 12 bandas, en la misma zona (S8), tomada en noviembre de 2007.
Los valores medios de riqueza oscilaron entre el 2,72 + 0,88 en las muestras tomadas en
febrero de 2007 y 12,73 + 2,36 en junio de 2006 (Tabla 40). Estos datos sugieren que el
muestreo con mayor riqueza de especies es el de junio de 2006 mostrando valores medios de
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riqueza (10 < Rr < 30), mientras que los valores obtenidos en las épocas de noviembre y
febrero de 2007 fueron mas bajos.

El andlisis de varianza (ANOVA) de los datos de riqueza mostré diferencias entre las tres
épocas de muestreo (MDS = 0,0155), siendo el de febrero de 2007 el més distinto repecto al
resto de las épocas (p < 0,05), mientras que, a nivel espacial (zona de muestreo) no hubo
diferencias significativas.

Indices de Shannon-Weaver y de Simpson

La Tabla 41 muestra los valores de los indices de diversidad de Shannon-Weaver
(H") y de Simpson (SI) obtenidos en cada zona y época de muestreo. En este analisis se
evalu6 la diversidad mediante la relacion entre el nimero de bandas en cada muestra y sus
respectivas intensidades; para ello se utiliz6 la matriz de datos obtenida mediante el analisis
de los perfiles de DGGE (Tabla 52 de material suplementario). Los valores del analisis
ANOVA para determinar las diferencias significativas de diversidad y dominancia entre los
tres muestreos analizados se indican en la Tabla 41.

Tabla 41. indices de Shannon-Weaver y Simpson en cada sitio y época de muestreo

Muestra H’ Promedio Sl Promedio
S1A 1,75 0,24
Finca la Salina S2A 2,01 0,20
S4A 2,13 0,13
Junio 2006 - 1,82+0,43 0,19 £ 0,05
Trasvase Tajo-Segura S3A 1,33 0,28
S7TA 1,80 0,14
Surgencia
S8A 1,90 0,17
S1B 1,48 0,24
Finca la Salina S2B 1,53 0,25
S4B 1,49 0,24
Febrero 2007* - 1,46 £0,21 0,27 £ 0,05
Trasvase Tajo-Segura S3B 1,74 0,24
S7B 1,14 0,37
Surgencia
S8B 1,34 0,30
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Tabla 41. Continuacioén

Muestra H’ Promedio SI Promedio
Finca la Salina s2C 1,74 0,22
i S4C 1,80 0,23
Noviembre : 1,76 £ 0,22 0,20 % 0,05
2007 Trasvase Tajo-Segura  S3C 1,49 0,24
. S7C 1,63 0,24
Surgencia
S8C 2,16 0,13
MDS 0,0413 0,046

* Epoca de muestreo en la que hay diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al resto de las épocas. MDS:
Minima diferencia significativa

Teniendo en cuenta la diversidad de forma global, de las tres épocas de muestreo, la fecha en
la que se obtuvo mayor diversidad fue la de junio de 2006 con un indice de Shannon-Weaver
(H") de 1,82 + 0,43. Respecto al indice de Simpson (SI), que refleja la dominancia de las
comunidades de arqueas, y que es inverso al de Shannon-Weaver, el valor més bajo fue el de
dicha época, 0,19 + 0,05.

Al aplicar un analisis ANOVA de comparacion a los resultados obtenidos, se encontraron
diferencias significativas en la diversidad y la dominancia de arqueas entre las tres épocas en
las que se tomaron los muestreos, siendo el de febrero de 2007 el mas distinto. Por el
contrario, no se detectaron diferencias significativas entre las zonas estudiadas.

Organizacion funcional (Fo)

Con la finalidad de determinar la organizacion funcional (Fo) o la uniformidad de las
comunidades de arqueas, se construyeron las curvas de distribucion de Pareto-Lorenz (PL)
de las muestras tomadas en las tres épocas.

En la Figura 71 podemos observar como en la época de junio de 2006, el 20% del nimero de
bandas (acumuladas y normalizadas) presentd los valores de Fo (intensidades de las bandas
acumuladas y normalizadas) de 62,14%, 45% y 52,14% (53,1% en promedio) en las zonas
de la Finca la Salina, el canal Trasvase Tajo-Segura y la surgencia respectivamente (Tabla
42).

En febrero de 2007, se obtuvieron los valores de Fo de 36,92%, 41,53% y 43,07% (40,5% de
promedio) para el 20% de las bandas obtenidas en las zonas de la Finca la Salina, el canal
Trasvase Tajo-Segura y la surgencia respectivamente. Por su parte, el 20% de las bandas
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representod el 57,14%, 35% y el 52,14 % (48,1% de promedio) de intensidad acumulada (Fo)
en las muestras tomadas en noviembre de 2007.

Junio 2006 Febrero 2007
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Figura 71. Curvas de distribucion de Pareto-Lorenz basadas en los perfiles de DGGE. La proyeccion de la linea
vertical del valor 0,2 del eje X se utiliza para determinar los valores de Fo

En términos generales, se observé que el valor medio de Fo obtenido en junio de 2006 fue
superior respecto al resto de las épocas de muestreo. Por otra parte, la comunidad de arqueas
encontrada en la zona de la Finca la Salina en esa fecha resultd ser la méas especifica y menos
uniforme, puesto que el valor de Fo obtenido superé el 60%, es decir, el 20% de las bandas
de esa muestra representaban el 62,14% de las intensidades de todas las bandas (Tabla 42).
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Tabla 42. Valores de Fo (en %) obtenidos en cada zona y época de muestreo

Promedio

Finca la Salina 62,14

Junio 2006 Trasvase Tajo-Segura 45,00 53,10
Surgencia 52,14
Finca la Salina 36,92

Febrero 2007* Trasvase Tajo-Segura 41,53 40,50
Surgencia 43,07
Finca la Salina 57,14

Noviembre 2007 Trasvase Tajo-Segura 35,00 48,10
Surgencia 52,14

MDS 0,0162

* Epoca de muestreo en la que hay diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al resto de las épocas. MDS:
Minima diferencia significativa

Para detectar entre qué sitios y época de muestreo habia una diferencia significativa de los
datos de Fo, se llevo a cabo un analisis ANOVA, que permiti6é determinar los valores de Fo
significativos (p < 0,05). Los resultados obtenidos indicaron que los datos correspondientes a
febrero de 2007 fueron los que presentaron diferencias significativas con respecto a junio de
2006 y noviembre de 2007. Sin embargo, a nivel espacial, el analisis de ANOVA no mostrd
diferencias significativas.

Con la finalidad de determinar la influencia de los factores ambientales en la
comunidad de arqueas, se aplico un anélisis de correspondencia sin tendencias (ACD) a la
matriz cualitativa de datos de las especies de arqueas (Tabla 51 de material suplementario).
Este analisis mostré que la longitud del gradiente (4,277) sugiere una respuesta unimodal de
las especies de arqueas frente a las variables ambientales, por lo que se aplicé un analisis de
correspondencia canonica (ACC).

Los resultados del andlisis estadistico mediante el programa Canoco se muestran en la Tabla
43. Los dos primeros ejes de ordenacion canonica (1 y 2) explicaron el 9,5% vy el 16,6%
respectivamente de la variabilidad en la composicion de las comunidades de arqueas.

Por su parte, el primer eje explico el 46,1% de la variabilidad de la relacion especies-
variables ambientales y el segundo explico el 80,3% de dicha variabilidad acumulada con la
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del primer eje, es decir, el 80,3% del total de la variabilidad esta representada en los dos
primeros ejes del ACC. Cuando se evaluo el efecto de cada variable ambiental, se encontro
una alta correlacion de la salinidad (Monte Carlo, F = 1,67, P = 0,04). La correlacién de las
variables ambientales se considera significativa si presenta valores inferiores a 0,05.

Tabla 43. Valores del analisis estadistico Canoco

Ejes de ordenacion Inercia total
Valores propios (eigenvalor) 0,283 0,209 0,121

Correlacidon especies-variables ambientales 0,873 0,837 0,698

Porce_ntaje acumulado de la variabilidad de 95 16,6 207 2,965
especies

Porcgr)taje acu_muladq de la varl_abllldad de la 461 803 100,0

relacion especies-variables ambientales

La fuerza del anélisis candnico se reveld6 mediante los valores propios (eigenvalor), los
cuales son 0,283 y 0,209 en el primero y el segundo eje respectivamente, siendo la inercia
total de los valores propios igual a 2,965 (Tabla 43). Teniendo en cuenta los valores de
correlacion entre las especies de arqueas y los factores ambientales, se observo una alta
correlacion entre las mismas y las variables ambientales, segun el coeficiente de correlacion
obtenido (0,873 y 0,837 respectivamente) en los primeros dos ejes de ordenacion.

En la representacién grafica (Biplot) del ACC, que se muestra en la Figura 72, se representa
el analisis de correlacidn de la diversidad de las zonas y épocas de muestreo respecto a sus
parametros fisico-quimicos. La ordenacion de los sitios y épocas de muestreo de acuerdo a
los ejes 1y 2 resultd ser la que mejor segregd a los sitios de muestreo entre si y permitio
distinguir tres grupos diferentes basados en la composicién de sus comunidades. EI primer
grupo incluye las muestras que provienen de la zona de la surgencia (S7 y S8) de las tres
épocas de muestreo. Dado que estas muestras se encuentran mas cerca del eje que representa
la sal, se deduce una alta correlacion positiva entre esta zona y la salinidad, de hecho la zona
de surgencia se caracteriza por su alta concentracion de sal (Tabla 28), entorno al 15% (p/v).
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Figura 72. Biplot de la ordenacién ACC, basado en los datos cualitativos generados por DGGE, que representa la
correlacion entre los factores ambientales y zonas y épocas de muestreo. SA [1: Muestras tomadas en junio de
2006, SB ["I: Muestras tomadas en febrero de 2007, SC M: Muestras tomadas en noviembre de 2007. (S1, S2 y
S4: Finca la Salina, S3: Canal Trasvase Tajo-Segura, S7 y S8: Surgencia). Las flechas indican el sentido de

correlacién de las variables ambientales (sal, oxigeno y pH). Las variables ambientales marcadas con el simbolo *
son significativas (p < 0,05)

El segundo grupo asocia las muestras correspondientes a la zona de la Finca la Salina y la del
canal Trasvase Tajo-Segura, tomadas en febrero y noviembre de 2007. La posicion de estas
muestras en el diagrama de la Figura 72 muestra su correlacién positiva con el pH y el
oxigeno y negativa con la salinidad (estan en la parte opuesta de la flecha de la salinidad). El
tercer grupo incluye las muestras que fueron tomadas de la zona de la Finca la Salina en
junio de 2006, correlacionandose ligeramente y de forma positiva con la salinidad y el
oxigeno, y negativamente con el pH. Cabe mencionar que la muestra S3A que proviene del
canal trasvase Tajo-Segura del mismo muestreo mostré un comportamiento diferente

respecto a todas las muestras, por lo que no se ha tenido en consideracion en nuestra
interpretacion de los resultados.

La Figura 73 muestra la ordenacion de la comunidades de arqueas en base a la matriz de
presencia-ausencia de bandas (Tabla 51 de material suplementario) y los factores
ambientales (sal, oxigeno y pH).
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Figura 73. Biplot de la ordenacién ACC, basado en los datos cualitativos generados por DGGE, que representa la
correlacion entre los factores ambientales y las comunidades de arqueas.®: Thermoplasmatales
Halobacteriales ¢: Methanosarcinales ¢ : Crenarchaeota : Arqueas no identificadas. Las flechas indican el
sentido de correlacion de las variables ambientales (sal, oxigeno y pH). Las variables ambientales marcadas con
el simbolo * son significativas (p < 0,05)

El analisis ACC indic6 una correlacion significativa y positiva del eje 1 con la concentracion
de sal. El eje 2 correlacion6 positivamente la flecha que representa el pH. En esta figura se
observa una correlacion significativamente positiva entre la sal y las especies pertenecientes
a los géneros Halorhabdus (bandas A25 y AZ26), Halobacterium (banda A21),
Halomicrobium (banda A19), Halosimplex (banda A18) y Natronomonas (bandas Al3 y
A16). Sin embargo, los géneros Halorubrum (banda A28), Haloterrigena (banda A29) y
Haloarcula (bandas A22, A23 y A24) mostraron una correlacion positiva con el pH. Por otro
lado, la mayoria de las secuencias afiliadas con el orden Thermoplasmatales se
correlacionaron negativamente con el pH. Las bandas Al, A2, A7, Al7 se agruparon en el
cuadrante inferior izquierdo situado en el sentido contrario de la flecha que representa el pH,
mientras que las bandas A3, A4, A6, A8, A10, All, Al4 se distribuyen mas proximas a la
flecha que representa el oxigeno y en el sentido contrario de la flecha de la salinidad, por lo
que este Ultimo grupo mostrd una correlacion negativa con la salinidad y positiva con el
oxigeno.

Como se puede apreciar en el diagrama de la Figura 73, las especies pertenecientes al
phylum Crenarchaeota (bandas A30, A32 y A33) mostraron también una correlacién
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negativa con la sal, de hecho, estas bandas se encontraron en zonas de baja salinidad.
Basandose en el nivel del 5% en el test de permutacion de Monte Carlo, la sal representa el
factor ambiental que influye més significativamente (p < 0,05) en la composicion de las
comunidades de arqueas.

I1. 3. 2. Diversidad de arqueas metabdlicamente activas

Amplificacion por RT-PCR del gen del ARNr 16S

Con la finalidad de determinar la poblacién de arqueas metab6licamente activas
presente en Rambla Salada, se extrajo el ARN de las muestras y se realizé una RT-PCR para
amplificar el gen del ARNr 16S. Concretamente, se amplificd la regién hipervariable V3-V6
después de pasar el ARN a ADNc con la transcriptasa reversa. Los productos de la
amplificacion de las distintas zonas y épocas se muestran en la Figura 74. En todos los casos
se obtuvieron productos de amplificacion de aproximadamente 500pb.

SIA  S2A  S3A  S4A S7TA  SBA S1B S2B  S3B S4B S7B S8B SI1C S2C S3C  S4C  S7C  S8C BL M M

Tamaiio de bandas (pb)
1900

Figura 74. Productos de amplificacion por RT-PCR del gen del ARNr 16S (500pb). SA: Muestras tomadas en
junio de 2006, SB: Muestras tomadas en febrero de 2007, SC: Muestras tomadas en noviembre de 2007. M:
Marcador Molecular (1000pb). BL: Blanco

DGGE

La estructura de la poblacién de arqueas metabdlicamente activas fue analizada
mediante DGGE.

Se observo que los perfiles obtenidos cambiaron considerablemente segin la época de
muestreo. El andlisis de cluster mediante el coeficiente de Pearson, que tiene en cuenta las
intensidades de bandas, mostré que a un nivel de semejanza del 25% se obtienen dos
clasters, uno agrupa el muestreo realizado en junio de 2006 y el segundo incluye las
muestras tomadas en febrero y noviembre de 2007 y que a su vez presentaron mas del 40%
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de similitud entre si. Por otra parte, el dendograma demostré que no existia agupacion por
zonas de muestreo (Figura 75).

S2A
S3A
S1A
S7A
S8A
S4A
S4B
S7B
S8B
S3B
S1B
msic
ms7C
S2B
W s2Cc
W s3C
W s4aC
| s8C

Figura 75. Andlisis de los perfiles de DGGE basado en el coeficiente de Pearson y el método de unidn de enlace
medio (UPGMA). La escala indica el porcentaje de similitud. Los nimeros en los nodos representan los valores
del coeficiente de correlacion cofenético. SA 1: Muestras tomadas en junio de 2006, SB I: Muestras tomadas
en febrero de 2007, SC M: Muestras tomadas en noviembre de 2007

El analisis de los perfiles de DGGE, mediante el coeficiente de Dice (Figura 76), mostrd
igualmente diferencias claras entre las comunidades de arqueas dependiendo de la fecha de
muestreo. A un nivel de semejanza del 15% se obtuvieron tres clusters correspondientes a las
tres épocas de muestreo. Por otra parte, el dendograma obtenido tras aplicar el coeficiente de
Dice (presencia-ausencia de bandas) indicd que las muestras de la surgencia quedaban
agrupadas en las tres épocas analizadas.
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Figura 76. Analisis de los perfiles de DGGE basado en el coeficiente de Dice y el método de unién de enlace
medio (UPGMA). La escala indica el porcentaje de similitud. Los ndmeros en los nodos representan los valores

del coeficiente de correlacién coefenético. [>/C] Bandas cortadas, reamplificadas y secuenciadas. SA
: Muestras tomadas en febrero de 2007, SC M: Muestras tomadas en

Muestras tomadas en junio de 2006, SB
noviembre de 2007

Analisis de las secuencias

Los resultados del analisis de las secuencias del gen del ARNr 16S de las bandas del

DGGE se muestran en la Tabla 44.

Tabla 44. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S obtenidas a partir de las bandas escindidas del

DGGE, (Las bandas R6, R15, R16, R17, R42 y R46 no pudieron ser secuenciadas)

Namero

Banda

de acceso

! . . o > Identidad
Microorganismo mas similar y su nimero de acceso (%)

R1 KC659957 Methanosaeta sp. LA_48 (JX088310) 96
R2 KC659958 Halorussus rarus TBN4 (GQ282618) 97
R3 KC659959 Haloarquea no cultivada Phy43Medsalt2C8 (FJ476778) 99
R4 KC659960 Haloarquea no cultivada Phy43Medsalt2C8 (FJ476778) 99
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Tabla 44. Continuacioén

R5 KC659961 Halorussus rarus TBN4 (GQ282618) 97
R7 KC659962 Haloarquea no cultivada Phy43Medsalt2C8 (FJ476778) 99
R8 KC659963 Haloarquea no cultivada Phy43Medsalt2C8 (FJ476778) 97
R9 KC659964 Halorussus rarus TBN4 (GQ282618) 97
R10 KC659965 Crenarchaeota no cultivada EI_B10 (AY454687) 92
R11 KC659966 Halorussus rarus TBN4 (GQ282618) 96
R12 KC659967 Haloarquea no cultivada Phy43Medsalt2C8 (FJ476778) 99
R13 KC659968 Halorussus rarus TBN4 (GQ282618) 96
R14 KC659969 Haloarquea no cultivada Phy43Medsalt2C8 (FJ476778) 100
R18 KC659970 Haloarquea no cultivada Phy43Medsalt2C8 (FJ476778) 99
R19 KC659971 Halolamina sp. WSY15-H3 (JX192605) 96
R20 KC659972 Halolamina sp. WSY15-H3 (JX192605) 98
R21 KC659973 Halobacterium sp. SL-6 (JN196519) 91
R22 KC659974 Halobacterium sp. SL-6 (JN196519) 93
R23 KC659975 Haloarcula marismortui rrnB HH10 (X61689) 99
R24 KC659976 Haloarcula argentinensis M2-7a (HQ659136) * 96
R25 KC659977 Haloarcula sp. MGG3 (GU361138) 95
R26 KC659978 Haloarcula sp. G41 (JN112010) 99
R27 KC659979 Haloarcula sp. MGG2 (GU361137) 94
R28 KC659980 Halomicrobium zhouii (HQ215546) 95
R29 KC659981 Halobaculum gomorrense ATCC 700876" rrA (AB477982) 96
R30 KC659982 Haloarcula sp. G41 (JN112010) 99
R31 KC659983 Halorhabdus sp. DS75-R1 (JN196513) 95
R32 KC659984 Haloterrigena hispanica FP1 (NR_042532) 96
R33 KC659985 Halorhabdus sp. DS75-R1 (JN196513) 95
R34 KC659986 Halorubrum sp. GV-4 (JN196523) 99
R35 KC659987 Halorubrum aidingense JCM 13560 (AB477976) 91
R36 KC659988  Natronomonas sp. SA1 (JF950944) 99
R37 KC659989  Natronomonas sp. SA1 (JF950944) 99
R38 KC659990 Haloarquea no cultivada Phy43Medsalt2C8 (FJ476778) 99
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Tabla 44. Continuacién

Ndmero : : s et > ldentidad
de acceso Microorganismo mas similar y su nimero de acceso (%)

R39 KC659991  Halorubrum sp. LYG-2 (JX188266) 99

R40 KC659992  Halorubrum kocurii (AB576124) 97

R41 KC659993 Haladaptatus sp. YIM 93656 (JF449425) 94

R43 KC659994 Haladaptatus sp. YIM 93656 (JF449425) 94

R44 KC659995 Halorubrum kocurii (AB576124) 97

R45 KC659996 Halorubrum aidingense JCM 13560 (AB477976) 99

* Arqueas aislada por Luque y col. (2012a)

Para determinar la situacion filogenética de las secuencias del gen del ARNr 16S, se llevd a
cabo la construccion de los arboles filogenéticos basados en los algoritmos Neighbour-
Joining y Maximum-likelihood. Se utilizaron ademés de las secuencias de las bandas que se
extrajeron del DGGE, las secuencias del gen del ARNr 16S de los microorganismos con los
porcentajes de semejanza mas elevados (Tabla 44) asi como las secuencias de las especies
tipo de los géneros relacionados. Como se puede apreciar en la Tabla 44 se hallaron 12 taxa
diferentes con porcentajes de identidad superiores al 94% con excepcion de las bandas R10,
R21, R22 y R35 que presentaron porcentajes de 92%, 91%, 93% y 91% respectivamente. Se
detect6 una banda, R10, correspondiente a una Crenarchaeota no cultivada y ocho bandas
(R3, R4 R7, R8, R12, R14, R18 y R38) pertenecientes a la haloarquea no cultivada
Phy43Medsalt2C8. Hay que destacar que la banda R24 present6 un porcentaje de identidad
del 96% con Haloarcula argentinensis M2-7a, una cepa aislada previamente en Rambla
Salada por Luque y col. (2012a).

Los resultados obtenidos, mostrados en la Figura 77, nos permitieron establecer la formacion
de dos clusters, correspondientes a los phyla Euryarchaeota y Crenarchaeota. En el arbol
filogenético se puede observar como las secuencias correspondientes al phylum
Euryarchaeota se agruparon en dos clusters. El primer clUster, el mayoritario, incluye las
secuencias identificadas como arqueas del orden Halobacteriales, mientras que el segundo
esta compuesto por una sola secuencia, la R1, relacionada con el orden Methanosarcinales.
El arbol filogenético obtenido mediante el algoritmo Maximum-Likelihood mostré una
topologia similar (Figura 88).
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Figura 77. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S obtenido mediante el método de
Neighbour-Joining. Los nimeros de acceso en la base de datos Genbank de las secuencias de referencia se
encuentran entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 50%. * Arqueas aislada por Luque
y col. (2012a). Secuencias obtenidas en junio de 2006 (=), febrero de 2007 () y noviembre de 2007 (R)
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En la Figura 78 se muestran los grupos de arqueas metabdlicamente activos hallados en el
total del estudio realizado en Rambla Salada. Los porcentajes se han calculado teniendo en
cuenta las intensidades de las bandas del DGGE.

mHaloarcula OHalorubrum OHalorhabdus @ Haloterrigena
@ Haloarqueano cultivada ONatronomonas @ Halomicrobium W Halobacterium
mHaladaptatus mHalobaculum m Arqueasno identificadas @ Halorussus

@ Halolamina ECrenarchaeota no cultivada @ Methanosaeta

12,64%

14,30%

Figura 78. Abundancia relativa de arqueas metabdlicamente activas en los tres muestreos

En términos generales, el phylum Euryarchaeota fue el m&s dominante con un 98,4% del
total de los grupos taxonémicos identificados en las tres épocas de muestreo, siendo las
arqueas del orden Halobacteriales las mas abundantes de este phylum, con el 98,3%. Las
arqueas del orden Methanosarcinales representaron el 0,10%. La abundancia relativa del
phylum Crenarchaeota fue del 0,15%. El taxén méas abundante fue el género Haloarcula
representando un 38,43% de la abundancia total de arqueas, seguido por los géneros
Halorubrum, Halorhabdus, Haloterrigena, Natronomonas, Halomicrobium, Halobacterium,
Haladaptatus, Halorussus, Halolamina y Methanosaeta.

En la Tabla 45 se muestran los grupos taxonémicos encontrados en las tres épocas de
muestreo y en la Figura 79 su representacion grafica. EI género Haloarcula (bandas R23,
R24, R25, R26, R27 y R30), el mas abundante, se encontrd en las tres épocas y
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especialmente en febrero y noviembre de 2007 (55,97% y 52,65% del total de la poblacion
respectivamente). El género Halorubrum (bandas R34, R35, R39, R40, R44 y R45), el
segundo en abundancia, evidencio porcentajes mayores en junio de 2006 y febrero de 2007
(21,29% y 19,82% respectivamente). Por su parte, el género Halorhabdus (bandas R31 y
R33) también mostrd porcentajes mayores en la época de noviembre de 2007 y junio de 2006
(17,30% y 14,18% respectivamente). Cabe destacar que el filotipo Phy43Medsalt2C8
(bandas R3, R4, R7, R8, R12, R14, R18, y R38), que representa una haloarquea no cultivada
se hall6 mayoritariamente en todos los sitios de la época de junio de 2006 (13,88%),
mientras que los valores fueron muy bajos en febrero y noviembre de 2007.

Tabla 45. Abundancia relativa (en %) de los grupos taxonémicos (intensidad de bandas de DGGE) identificados
en las tres épocas de muestreo

Grupos taxonémicos Junio 2006 Febrero 2007 lz\lénal;embre
Haloarcula 6,68 55,97 52,65
Halorubrum 21,29 19,82 1,80
Halorhabdus 14,18 6,45 17,30
Haloterrigena 1,27 8,03 9,25
Haloarquea no cultivada Phy43Medsalt2C8 13,88 0,87 1,98
Halobacterium 15,34 0,00 0,77
Arqueas no identificadas 4,59 5,08 3,74
Halolamina 1,80 2,29 7,32
Natronomonas 8,86 0,00 0,21
Halomicrobium 4,59 0,00 0,65
Haladaptatus 3,54 0,10 0,67
Halorussus 2,32 0,27 1,56
Halobaculum 1,15 1,09 1,70
Methanosaeta 0,00 0,00 0,32
Crenarchaeota no cultivada 0,45 0,00 0,00

Los géneros Haloterrigena (banda R32), Halolamina (bandas R19 y R20), Haladaptatus
(bandas R41 y R43), Halorussus (bandas R2, R5, R9, R11 y R13) y Halobaculum (banda
R29) se encontraron en los tres muestreos, mientras que los géneros Halobacterium (bandas
R21 y R22), Halomicrobium (banda R28) y Natronomonas (bandas R36 y R37) no fueron
detectados en el muestreo de febrero de 2007 (Tabla 45).
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® Haloarcula OHalorubrum OHalorhabdus @ Haloterrigena
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Figura 79. Abundancia relativa de arqueas metabo6licamente activas en cada época de muestreo

El género Methanosaeta (banda R1) se detectd Unicamente en noviembre de 2007 y con un
porcentaje muy bajo 0,32%. Adicionalmente la banda R10 fue reconocida como
Crenarchaeota no cultivada, encontrandose Unicamente en junio de 2006 en una zona con
baja salinidad, mostrando una abundancia relativa muy baja (0,45%) respecto al total de
bandas detectadas en esta fecha. Cabe reslatar que las bandas R6, R15, R16, R17, R42 y R46
fueron frecuentes en los tres muestreos, aunque sin embargo su secuenciacion no fue posible.
Estas bandas fueron calificadas como arqueas no identificadas.

Rango ponderado de la riqueza (Rr)

Los resultados del rango ponderado de la riqueza se muestran a continuacion.
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Tabla 46. Rango ponderado de la riqueza (Rr) en cada sitio y época de muestreo

> N° de :
Epoca Zona Muestra Rr Promedio
bandas
S1A 15 15,84
Finca la Salina S2A 11 6,20
S4A 11 7,11
Junio 2006 - 15,18 + 8,23
Trasvase Tajo-Segura  S3A 20 27,52
) STA 15 13,23
Surgencia
S8A 19 21,22
S1B 7 2,41
Finca la Salina S2B 5 1,36
S4B 5 1,42
Febrero 2007* - 6,66 + 7,65
Trasvase Tajo-Segura  S3B 20 21,12
) S7B 10 4,56
Surgencia
S8B 13 9,12
Sic 23 48,27
Finca la Salina S2C 20 29,00
i s4c 15 16,86
Noviembre - 23.03 +13.16
2007 Trasvase Tajo-Segura ~ S3C 16 17,57
S7C 13 12,04
Surgencia
S8C 16 19,84
MDS 0,0295

* Epoca de muestreo en la que hay diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al resto de las épocas. MDS:
Minima diferencia significativa

El promedio del nimero de bandas por muestra fue 18, con un minimo de 5 bandas
encontrado en la zona de Finca la Salina (S2 y S4) durante febrero de 2007 y un maximo de
23 bandas en la misma zona (S1) en noviembre de 2007. Los valores de riqueza indicaron
que el muestreo de noviembre de 2007 fue el mas rico respecto al resto de las épocas
estudiadas, siendo el valor de Rr igual a 23,93 + 13,16. Por otro lado, las muestras tomadas
en junio de 2006 también mostraron un valor de Rr bastante alto (15,18 * 8,23), a diferencia
del valor de Rr encontrado en el muestreo de febrero de 2007 que fue bastante bajo (6,66 +
7,65).
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Mediante el analisis de varianza (ANOVA) de los datos de riqueza se pudo seleccionar como
el mas distinto, con respecto al resto de las épocas, el muestreo de febrero de 2007 (p <
0,05).

Los valores de los indices de diversidad de Shannon-Weaver (H’) y de Simpson (SI)
obtenidos en cada zona y época de muestreo se muestran en la Tabla 47.

Estos indices evaluan la diversidad de arqueas metabdlicamente activas mediante la relacion
entre el nimero de bandas en cada muestra y sus respectivas intensidades, y para ello, se
utilizé la matriz de datos obtenida mediante el analisis de los perfiles de DGGE (Tabla 54 de
material suplementario).

Por otro lado, se aplicd un analisis ANOVA para determinar las diferencias significativas
entre los tres muestreos (Tabla 47).

Teniendo en cuenta los valores del indice de diversidad (H”) en las épocas de muestreo, el de
junio de 2006, resultd ser la época con mayor diversidad (H’ = 2,42 + 0,37) respecto al resto
de los muestreos. Por otro lado, el valor de dominancia (SI) en esta época fue el mas bajo,
0,11 +£0,04.

Por otra parte, el analisis de dominancia a traves del indice de Simpson indicé el valor mas
alto (0,27 + 0,08) en las muestras de febrero de 2007, mientras que el promedio del indice de
diversidad (H”) en esa época fue el mas bajo (1,89 + 0,46); es decir, cuando aumentaba la
diversidad, disminuia la dominancia.
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Tabla 47. indices de Shannon-Weaver y Simpson en cada sitio y época de muestreo

Muestra H’ Promedio Sl Promedio
S1A 2,21 0,12
Finca la Salina S2A 2,03 0,17
S4A 1,98 0,17
Junio 2006 - 2,42 + 0,37 0,11 £ 0,04
Trasvase Tajo-Segura  S3A 2,82 0,06
] S7A 2,27 0,12
Surgencia
S8A 2,46 0,10
S1B 1,60 0,22
Finca la Salina S2B 1,28 0,34
S4B 1,34 0,30
Febrero 2007* - 1,89+ 0,46 0,27 £ 0,08
Trasvase Tajo-Segura  S3B 2,35 0,12
) S7B 1,85 0,18
Surgencia
S8B 1,98 0,17
sic 2,46 0,12
Finca la Salina S2C 2,25 0,12
i s4cC 1,99 0,17
Noviembre : 2,06 £ 0,21 0,17 40,05
2007 Trasvase Tajo-Segura  S3C 2,13 0,14
) s7C 1,77 0,24
Surgencia
S8C 1,86 0,21
MDS 0,0323 0,0487

* Epoca de muestreo en la que hay diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al resto de las épocas. MDS:
Minima diferencia significativa

Un andlisis de varianza ANOVA revel6 que existieron diferencias estadisticamente

significativas (p < 0,05) de la diversidad y la dominancia entre épocas de muestreo pero no
entre zonas, siendo la época de febrero de 2007 la mas distinta.

Organizacion funcional (Fo)

Al analizar la organizacion funcional (Fo) de las arqueas metab6licamente activas,
se obtuvieron los resultados que se muestran en la Figura 80 y la Tabla 48.
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Intensidades de bandas (normalizadasy acumuladas)

Figura 80. Curvas de distribucion de Pareto-Lorenz basadas en los perfiles de DGGE. La proyeccion de la linea
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En relacién con las muestras tomadas en junio de 2006, el 20% del nimero de bandas
(acumuladas y normalizadas) representd el 53,57%, 38,39% y el 53,57% (48,51% de
promedio) de las intensidades de las bandas (acumuladas y normalizadas) en las zonas de la

Finca la Salina, canal Trasvase Tajo-Segura y la surgencia respectivamente.
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Tabla 48. Valores de Fo (en %) obtenidos en cada zona y época de muestreo

Promedio

Finca la Salina 53,57

Junio 2006 Trasvase Tajo-Segura 38,39 48,51
Surgencia 53,57
Finca la Salina 46,42

Febrero 2007* Trasvase Tajo-Segura 62,9 54,89
Surgencia 55,35
Finca la Salina 64,28

Noviembre 2007  Trasvase Tajo-Segura 59,82 66,06
Surgencia 74,10

MDS 0,0187

* Epoca de muestreo en la que hay diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al resto de las épocas. MDS:
Minima diferencia significativa

En cuanto a las muestras tomadas en febrero de 2007, los valores de Fo fueron 46,42%,
62,9% y 55,35% para el 20% de las bandas en las zonas de la Finca la Salina, canal Trasvase
Tajo-Segura y la surgencia respectivamente. Por su parte, las muestras tomadas en
noviembre de 2007 mostraron el 64,28%, 59,82% y 74,10% de Fo respecto al 20% de las
bandas en las mismas zonas.

En general, se comprob6 que los valores de Fo obtenidos en las tres épocas de muestreo
fueron bastante altos, siendo el mayor el obtenido en noviembre de 2007. En cuanto a la
zona de muestreo, la comunidad de arqueas encontrada en la zona de la surgencia en dicha
fecha presento el valor de Fo (intensidades de las bandas acumuladas y normalizadas) mas
elevado, el 74,10%; es decir el 20% de las bandas tuvo el 74,10% de la intensidad total.

Finalmente el analisis ANOVA detectd diferencias significativas en las comunidades de
arqueas metabdlicamente activas a nivel de temporalidad (p < 0,05), siendo el muestreo de
febrero de 2007 el més distinto, mientras que a nivel espacial no se detectaron diferencias
significativas.
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Al aplicar un andalisis de correspondencia sin tendencias (ACD) a la matriz
cualitativa (Tabla 53 de material suplementario) de la comunidad de arqueas
metabdlicamente activa, se obtuvo un valor de 2,258 de longitud del gradiente, lo que
demostrd una respuesta lineal de las especies de arqueas respecto a las variables ambientales.
Como consecuencia, se aplico un andlisis de redundancia (ARD) (véase el apartado IlI. 3. 2
de Material y Métodos).

El resultado del andlisis de redundancia (ARD) de las variables fisico-quimicas y las épocas
y zonas de muestreo se presenta en la Figura 81; y la variabilidad explicada por cada eje de
variacion, asi como la contribucion de las variables fisico-quimicas a cada uno de ellos, se
presenta en la Tabla 49. El primer eje canoénico explic el 11,2% de la variabilidad en la
composicion de la comunidad de arqueas metabdlicamente activa y estuvo correlacionado
negativamente con el pH. El segundo eje canonico explicd el 8,7% de la variabilidad
correlacionandose principalmente con la concentracion salina en su parte negativa. En
relacién con la variabilidad acumulada a nivel de la relacién especies-variables ambientales,
el primer eje explicd el 47,5% de la variabilidad acumulada y el 84,2% de la misma junto
con el segundo eje, lo que indica que los dos primeros ejes explicaron casi el total de la
variabilidad. Cuando se evalué el efecto de cada variable ambiental, encontramos una alta
significancia en la salinidad (Monte Carlo, F = 1,76, P = 0,014) y en el pH (Monte Carlo, F
= 1,85, P = 0,014). La correlacion de las variables ambientales se considerd significativa si
presentaba valores inferiores a 0,05.

Tabla 49. Valores del analisis estadistico Canoco

Ejes de ordenacion 1 2 3 Inercia total |
Valores propios 0,112 0,087 0,037
Correlacién especies-variables ambientales 0,924 0,832 0,872

Porcentaje acumulado de la variabilidad de
especies

Porcentaje acumulado de la variabilidad de la
relacion especies- variables ambientales

47,5 84,2 100,0

En el primer ARD (Figura 81), en el que se analiza la influencia de las variables ambientales
con la diversidad en las distintas zonas y épocas de muestreo, se observé la formacion de tres
grupos.
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El primer grupo esta compuesto por las muestras de la zona de surgencia (S7 y S8) de las
tres épocas de muestreo, correlacionandose positivamente y significativamente con la
salinidad. El segundo grupo incluyé las muestras provenientes de la zona de la Finca la
Salina (S1B, S2B, S4B, S1C, S2C y S4C) y el canal Trasvase Tajo-Segura (S3B y S3C)
tomadas en febrero y noviembre de 2007, mostrandose una correlacion positiva con el pH y
el oxigeno y negativa con la salinidad. Por su parte, el tercer grupo asocio las muestras de la
zona de la Finca la Salina tomadas en junio de 2006, correlacionandose ligeramente y
positivamente con la salinidad y el oxigeno. La muestra S3A no ha sido considerada en la
interpretacion de los resultados, ya que demostré un comportamiento distinto respecto con el
resto de las zonas. Segun el test de permutaciones de Monte Carlo, el primer eje canénico
represento la influencia del pH y el segundo eje se relacion6 con la salinidad.
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Figura 81. Biplot de la ordenaciéon ARD, basado en los datos cualitativos generados por DGGE, que representa la
correlacion entre los factores ambientales, zonas y épocas de muestreo. SA 1: Muestras tomadas en junio de
2006, SB ["I: Muestras tomadas en febrero de 2007, SC M: Muestras tomadas en noviembre de 2007. (S1, S2 y
S4: Finca la Salina, S3: Canal Trasvase Tajo-Segura, S7 y S8: Surgencia). Las flechas indican el sentido de
correlacién de las variables ambientales (sal, oxigeno y pH). Las variables ambientales marcadas con el simbolo *
son significativas (p < 0,05)

La Figura 82 muestra la ordenacion de los distintos taxa que forman parte de la comunidad
de arqueas metabolicamente activas en base a la matriz cualitativa de datos (Tabla 53 de
material suplementario) y las variables ambientales.
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Figura 82. Biplot de la ordenacién ACC, basado en los datos cualitativos generados por DGGE, que representa la
correlacion entre los factores ambientales y las comunidades de arqueas. . Halobacteriales
Methanosarcinales ¢: Crenarchaeota : Arqueas no identificadas. Las flechas indican el sentido de correlacion
de las variables ambientales (sal, oxigeno y pH). Las variables ambientales marcadas con el simbolo * son
significativas (p < 0,05)

El anélisis de ordenacion ARD indic6 una correlacion significativamente positiva entre la sal
y la mayoria de los taxa pertenecientes al orden Halobacteriales, como es el caso de los taxa
Halorhabdus (bandas R31 y R33), Halobacterium (bandas R21 y R22), Halomicrobium
(banda R28), Haladaptatus (bandas R41 y R43), Halobaculum (banda R29), Natronomonas
(bandas R36 y R37) y los miembros de la haloarquea no cultivada Phy43Medsalt2C8
(bandas R3, R7, R8, R14, R18, y R38). La mayoria de los miembros pertenecientes al género
Halorubrum (banda R34, R35, R40 y R44), Haloarcula (bandas R24, R26, R27 y R30),
Halorussus (bandas R2, R5, R9, R11 y R13), Halolamina (bandas R19 y R20) y
Haloterrigena (banda R32) mostraron una correlacion positiva con el pH puesto que su
situacion fue cercana a este eje. Queremos destacar que algunos de estos taxa también
estuvieron influenciados por el oxigeno como por ejemplo los taxa R23 y R25
peretenecientes al género Haloarcula, asi como los taxa R39 y R45 corespondientes al
género Halorubrum y el R9 correspondiente a Halorussus.

Como se puede apreciar en la Figura 82, la especie perteneciente al phylum Crenarchaeota
(banda R10) no se ve afectada por ninguna de las variables. Por otro lado, la banda R1
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asignada al taxén Methanosaeta (Methanosarcinales) mostré una relacién negativa con la
sal.

Basandose en el nivel del 5% en el test de permutacién de Monte Carlo, la sal y el pH
representan los factores ambientales que influyen significativamente (p < 0,05) en la
composicion de las comunidades de arqueas metabdlicamente activas.

. 3. 3. Andlisis de la comunidad de arqueas mediante
CARD-FISH

Para la técnica CARD-FISH, se realizd la hibridacion in situ (FISH) con una sonda
especifica de arqueas marcada con peroxidasa de rabano (HRP). Igualmente la muestra se
tifid con DAPI para determinar el nimero total de microorganismos. Después de la
amplificacion de la sefial fluorescente (CARD), las células se visualizaron mediante
microscopia laser confocal (CLSM, Confocal Laser Scanning Microscopy). Las células
hibridadas con la sonda mencionada anteriormente emiten una luz de color verde y
representan la comunidad de arqueas de la muestra. Por otro lado, las células tefiidas con
DAPI que emiten una luz de color azul, reflejan la poblacién microbiana total de dicha
muestra. En la Figura 83 se observa una muestra marcada con la sonda especifica de arqueas
(a) y una tefiida con DAPI (b).

Figura 83. CARD-FISH de muestras de Rambla Salada. a: Arqueas marcadas con la sonda Arc915-HRP, FITC;
b: Células tefiidas con DAPI. La escala es de 10 pm

Los recuentos y el porcentaje de arqueas con respecto al total de células en cada época de
muestreo se indican en la Tabla 50. Los recuentos de células totales en los tres muestreos
variaron entre 6,1 x 10%y 7,1 x 10 células/ml. EI promedio de células microbianas totales
obtenido en Rambla Salada fue de 6,7 x 10° células/ml.
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El andlisis estadistico ANOVA indicé que estos recuentos tanto de células totales como de
arqueas no presentaron diferencias significativas entre los distintos sitios de muestreo, pero
si entre febrero de 2007 y el resto de las épocas (P = 0,0002 para DAPI, P = 0,0001 para
FITC).

En la Figura 84 se muestra la representacion grafica de los resultados obtenidos en los
recuentos de arqueas y de células totales.
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Figura 84. Recuentos de la poblacion total (DAPI) y la poblacion de arqueas (FITC) en las tres épocas de
muestreo

Como se observa, el muestreo de junio de 2006 mostré que las arqueas suponian el 16% de
la poblacion de arqueas respecto a la poblacion total de microorganismos. Por el contrario, el
porcentaje méas bajo fue encontrado en la época de febrero de 2007, siendo s6lo un 11,1% de
la poblacion total.




Tabla 50. Cuantificacion de células microbianas totales y de arqueas en cada zona y época de muestreo

Recuento de Recuento de Promedio
Epoca de e células totales Promedio arqueas Promedio 9% de (%)
muestreo (DAPI) (DAPI) (FITC) (FITC) FITC/DAPI 2
) (cel/ml) ISR A

S1A 7,51 x 108 9,18 x 107 12,22
Finca la Salina S2A 6,77 x 10° 1,11 x 108 16,39
S4A 6,78 x 10° 1,30 x 10° 19,17

Junio 2006 . - 71x10° ———————— 12x10° ———————— 167
Trasvase Tajo-Segura  S3A 7,26 x 10 1,26 x 10 17,35
. _ S7A 6,79 x 10° 1,14 x 10 16,78

urgencia _—_—m

J S8A 7,77 x 108 1,43 x 10° 18,40
S1B 6,53 x 10° 7,11 x 107 10,88
Finca la Salina S2B 6,08 x 10° 6,88 x 107 11,31
S4B 6,26 x 10° , 7.83x10 , 1250

Febrero 2007* _ - 61x10° ——————— 67x10" ———————— 111
Trasvase Tajo-Segura S3B 5,87 x 10 6,64 x 10 11,31
. _ S7B 5,79 x 10° 6,01 x 10’ 10,37

urgencia _—

S8B 5,94 x 108 6,02 x 107 10,13

* Epoca de muestreo en la que hay diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al resto de las épocas. MDS: Minima diferencia significativa



Tabla 50. Continuacién

Recuento de

Recuento de

Epoca de Muestra células totales Promedio arqueas Promedio 9% de (P(;)o)medlo
muestreo (DAPI) (DAPI) (FITC) (FITC) FITCIDAPI 20
(cel/ml) (cel/ml)
s1C 6,71 x 10° 9,70 x 10’ 14,45
Finca la Salina s2C 6,76 x 10° 1,12 x 10° 16,56
_ s4c 6,66 x 10° . 126x10° , 1891
Noviembre 2007 - 5 6,7x10° ——————— 11x10 15,6
Trasvase Tajo-Segura S3C 7,15 x 10 7,70 x 10 10,76
_ s7C 6,42 x 10° 1,20 x 10° 18,69
Surgencia 5 e
S8C 7,01 x 10 1,10 x 10 15,69
Promedio 6,7 x 10° 9,7 x 10’ 14,4
MDS 0,0002 0,0001 0,0140

* Epoca de muestreo en la que hay diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al resto de las épocas. MDS: Minima diferencia significativa
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En la Figura 85 se pueden observar células de arqueas hibridadas con la sonda
correspondiente y visualizadas en un microscopio laser confocal (CLSM). Se pueden
apreciar que algunas de estas células tienen forma cuadrada, por lo que podrian pertenecer al
género Haloarcula, un taxén que resulté dominante de acuerdo a los resultados obtenidos

Figura 85. Imagen de arqueas visualizadas con un microscopio laser confocal Leica TCS-SP5 (CLSM). La escala
es de 10 pm




Capitulo 2

I1. 3. 4. Discusion

El estudio de la diversidad microbiana en ambientes naturales ha avanzado
enormemente a partir de la introduccion de técnicas moleculares que permiten obtener un
“perfil genético” u “huella genética” (fingerprinting) de la comunidad basandose en el
analisis del gen que codifica para el ARN ribosomal 16S. Entre los métodos de “huella
genética” mas utilizados podemos mencionar la técnica de Electroforesis en Gel de
Gradiente Desnaturalizante (DGGE: Denaturing Gradient Gel Electrophoresis). Esta técnica
ha resultado particularmente Gtil para la identificacion de los miembros dominantes en una
comunidad, puesto que el nimero de bandas y su intensidad en un gel de DGGE esta
directamente relacionado con la diversidad (Muyzer y col., 1993). Por otro lado, con los
métodos de agrupacion y ordenacién se pueden incluir los datos de los parametros
ambientales, lo que permite analizar y evaluar el impacto de diferentes factores sobre la
composicién y la estructura de la comunidad (Besemer y col., 2005). Sin embargo, la técnica
de DGGE tiene sus limitaciones que se deben tener en cuenta, como los posible sesgos que
pueden ser introducidos con la extraccién de ADN, la amplificacién por PCR, la seleccion de
los cebadores universales y finalmente con el nimero de copias de los genes ARNr, que
puede variar entre especies (Neufeled y col., 2006).

Para el andlisis de los perfiles de DGGE, se han utilizado tanto los datos de presencia-
ausencia de bandas como los de la intensidad de dichas bandas. De acuerdo a los resultados
obtenidos, hay diferencias significativas en las comunidades de arqueas encontradas en las
tres épocas de muestreo (Figuras 66 y 67). Los perfiles de la diversidad de arqueas obtenidos
en junio de 2006 y noviembre de 2007 fueron similares (dendograma de presencia-ausencia e
intensidad). Sin embargo, la comunidad de arqueas encontrada en febrero de 2007 resulto
muy uniforme y distinta con respecto a las comunidades halladas en las otras épocas.
Igualmente, cabe destacar que el tipo de muestra (suelo o sedimento acuoso) o el area de
estudio no influyd en la agrupacion de las comunidades de arqueas (Figuras 66 y 67), por lo
gue no fue posible establecer una relacion entre el tipo de muestras y un taxén especifico. La
excepcion son las muestras S7 y S8 de la zona de la surgencia que resultaron tener una
biodiversidad analoga, de hecho, en los dendogramas obtenidos tras aplicar el indice de
Dice, estas muestras quedaron siempre agrupadas. Se trata de una poza de agua sulfurosa
salina de peculiares caracteristicas por su alto contenido en cloruro y elevada proporcion de
sulfatos procedentes del yeso. Este nacimiento de agua se mantiene constante en su
composicién y concentracion de sales a lo largo del afio.

Para comparar la diversidad de arqueas de las distintas zonas y las épocas en las que se
realizaron los muestreos se determinaron varios indices de diversidad. Al comparar los
resultados obtenidos con el rango ponderado de la riqueza, se detectaron diferencias
significativas entre las fechas de muestreo, siendo la época de junio de 2006 la que mostrd el
valor mas alto de Rr, 12,73 £ 2,36 (Tabla 40), este valor esta comprendido entre 10 y 30 (10
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< Rr < 30) y segin Marzorati y col. (2008) es tipico de ambientes caracterizados por una
diversidad microbiana media.

Teniendo en cuenta las curvas de Pareto-Lorenz (PL), la mayoria de las muestras analizadas
en este estudio presentaron valores medios de Fo que oscilan entre el 40% y el 60% de Fo
(Figura 71y Tabla 42). Este resultado indica que las comunidades de arqueas encontradas en
Rambla Salada tienen un potencial que les permite conservar su funcionalidad frente a las
variaciones de las condiciones ambientales, y por lo tanto se trata de comunidades muy
equilibradas (Marzorati y col., 2008). En el caso particular de las poblaciones de arqueas
halladas en las muestras correspondientes a la zona de la Finca la Salina tomadas en junio de
2006, el valor de Fo obtenido super6 el 60%, lo cual indica que la comunidad de arqueas en
esta zona y época se caracteriza por la existencia de un nimero pequefio de miembros
dominantes, mientras que el resto de los miembros esta representado por pocos individuos, lo
que indica que dicha comunidad es mas especializada y por tanto mas suscestiple a cambios
ambientales (Marzorati y col., 2008).

El indice de Shannon-Weaver (H’) (Shannnon y Weaver, 1949) contempla el nimero de
especies presentes en el area de estudio (riqueza de especies) y el nimero de individuos de
cada una de esas especies (abundancia). EI valor méas alto (1,82 + 0,20) correspondi6 a las
muestras tomadas en junio de 2006; ello hace pensar que probablemente ese resultado esta
relacionado con la alta salinidad determinada en esas muestras. Datos similares fueron
puestos de manifiesto por nuestro grupo de investigacion (Luque y col., 2012a) cuando se
analizé la diversidad de arqueas en el mismo habitat mediante métodos clésicos de cultivo
utilizandose las mismas zonas y épocas de muestreo.

Por otro lado, la dominancia fue determinada a través del indice de Simpson (SI). Este indice
tiene en cuenta el nimero de especies de un habitat y su abundancia relativa y representa la
probabilidad de que dos individuos tomados al azar pertenezcan a la misma especie. Los
resultados mostraron el valor més bajo de dominancia en junio de 2006 (0,19 + 0,05). Por el
contrario, el valor mas alto fue registrado en la época de febrero de 2007 (0,27 £ 0,05). De
acuerdo a estos datos, pudimos confirmar que la dominancia de la comunidad de arqueas
disminuye cuando aumenta su diversidad (Magurran, 1996).

En el estudio de la comunidad de arqueas usando el ADN total extraido de las muestras
objeto de estudio, se determinaron un total de 34 clases de bandas mediante el analisis de los
patrones de DGGE, de las cuales se secuenciaron 29 (Figuras 66 y 67). La mayoria de las
secuencias pertenecian al phylum Euryarchaeota (Figura 68). Dentro de éste, se encontraron
mayoritariamente arqueas del orden Halobacteriales. Debido a que la técnica DGGE detecta
solamente las poblaciones con mas del 0,5% de individuos del total de la comunidad
(Muyzer, 1999), se puede concluir que el orden Halobacteriales es el grupo predominante en
la comunidad de arqueas encontrada en Rambla Salada.
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Cabe mencionar que los géneros Haloarcula, Halorhabdus, Methanolobus, Halomicrobium,
Halorubrum, Natronomonas, Haloterrigena, Halobacterium y Halosimplex fueron los mas
abundantes y ampliamente distribuidos en Rambla Salada. Entre ellos, Haloarcula es el
taxdn mas ampliamente distribuido y se encuentra en todas las muestras y épocas de
muestreo.

Los géneros Haloferax, Halorubrum, Haloarcula y Halobacterium se han descrito como
poblacion mayoritaria en estanques cristalizadores de salinas solares y lagos hipersalinos,
mientras que los géneros Halorubrum, Haloferax y Halobacterium se describieron como
predominantes y ubicuos en sedimentos salinos (Oren, 2002c; Burns y col., 2004; Bidle y
col., 2005; Pasic y col., 2007).

En nuestro estudio encontramos también un nimero elevado de Thermoplasmatales que
llegan a representar un 16,38% de la poblacion de arqueas y pertenecen a dos grupos
marinos, a las arqueas bentdnicas marinas del grupo D (MBGD) y a las arqueas marinas del
grupo Il (MGIII). Este grupo de arqueas (MBGD y MGIII) ha sido encontrado en distintos
habitats hipersalinos, como por ejemplo, en un lago hipersalino solar en Egipto (Cytryn y
col., 2000) y también en suelos de la isla “Salt Spring” en Canada (Walsh y col., 2005).
Otros autores también las describieron en habitats hipersalinos (Jiang y col., 2006 y 2007;
Benlloch y col., 2002; Casamayor Yy col., 2000b).

Después de identificar y conocer los patrones de distribucion de la comunidad de arqueas en
Rambla Salada, es importante discernir los factores ambientales que mejor expliquen la
variacion observada. En ese sentido, el analisis ACC (Figuras 72 y 73) confirm6 que la
salinidad influye de manera significativa en la distribucién de la comunidad de arqueas. Las
muestras correspondientes a la zona de surgencia (S7 y S8) de todas las épocas de muestreo
se situaron muy cercanas entre si y al eje de la salinidad. Esto puede deberse a los valores
altos de salinidad que caracterizaron esta zona, un 15% (p/v), y que se mantuvieron
constantes a lo largo del tiempo.

La mayoria de los taxa que pertenecen al orden Halobacteriales estan fundamentalmente
relacionados con la salinidad, excepto los géneros Haloarcula, Halorubrum y Haloterrigena,
que ademas de por la salinidad, estan influenciados por el pH.

En el afio 2006, Jiang y col. describieron la diversidad microbiana en aguas y sedimentos del
lago Chaka, un lago atalasohalino localizado en el nordeste de China. Estos autores
encontraron que la comunidad de arqueas en el agua del lago estd dominada por miembros
del orden Halobacteriales. Sin embargo, la comunidad de arqueas encontrada en los
sedimentos del mismo habitat estaba méas relacionada con las poblaciones que caracterizan
los suelos y sedimentos metanogénicos. Esta variacion en la estructura de la comunidad de
arqueas se debe segun los autores a una disminucion de la salinidad en el agua y sedimentos
del lago Chaka. Otros estudios publicados por Jiang y col. (2009) también apoyan nuestros
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resultados; estos autores confirmaron la dominancia del orden Halobacteriales (alrededor del
78% del total de los clones secuenciados) en los lagos del Tibet en el nordeste de China, y
ademas, mostraron que el numero de taxa pertenecientes al orden Halobacteriales
aumentaba con el incremento de la salinidad. Por su parte, Dong y col. (2006); Jiang y col.
(2006 y 2007) y Liu y col. (2011) publicaron resultados similares en otros estudios.

En nuestro trabajo, determinamos que la salinidad influye en la distribucion de las
comunidades pertenecientes al orden Halobacteriales. Nuestros resultados indican que los
géneros Haloarcula, Halorhabdus, Halorubrum, Halomicrobium, Haloterrigena,
Natronomonas, Halobacterium y Halosimplex estdn ampliamente distribuidos en todas las
zonas y épocas de muestreo, incluso en zonas de baja y media concentracion salina. Estos
resultados son concordantes con los obtenidos por otros autores en varios estudios
moleculares previos, que han puesto de manifiesto la presencia de miembros de haloarqueas
en diversos habitats con baja salinidad (Purdy y col., 2004; Elshahed y col., 2004; Walsh y
col., 2005).

Hemos detectado dos taxa de arqueas haloalcalofilas (bandas A28, Al13 y A16)
pertenecientes a los géneros Halorubrum y Natronomonas. El género Halorubrum se
encontrd preferentemente en las zonas de la Finca la Salina y del canal del Trasvase Tajo-
Segura en la época de febrero de 2007. El género Natronomonas fue registrado en todas las
muestras tomadas en noviembre de 2007 y también en la zona de la surgencia en junio de
2006. Estas zonas se caracterizan por tener valores neutros y ligeramente alcalinos de pH. La
influencia del pH se demostré mediante el analisis estadistico Canoco, que mostrd que la
banda A28 se situaba muy cerca de la flecha del pH, y que las bandas Al3 y Al6
relacionadas con el género Natronomonas estaban influenciadas tanto por el pH como por la
salinidad. Ochsenreiter y col. (2002) sugieren gue estos géneros estan asociados tanto a pH
neutros como alcalinos.

También es importante resaltar que el género Methanolobus (A31), que incluye especies de
arqueas anaerobias, se halld con un porcentaje bastante alto (35,43%) en febrero de 2007,
donde los valores de oxigeno fueron bajos, aunque también se detect6 en el resto de las
zonas analizadas en la misma época. Sin embargo, los resultados de DGGE confirmaron la
ausencia de dicho género en las épocas de junio de 2006 y noviembre de 2007. Una posible
explicacion a esta observacion podria relacionarse con la mayor concentracion del oxigeno
que carcterizd las muestras de estas épocas. Previamente, Jiang y col. (2009) sefialaron la
presencia del género Methanolobus en los sedimentos anaerdbicos procedentes de los lagos
del Tibet. Este mismo resultado fue descrito en la bahia de Bombay por Kadam y col. (1994)
y también en un acuifero salino por Liu y col. (1990) y Boone (2001).

Merece la pena destacar que en el estudio de la comunidad de arqueas predominate en
Rambla Salada, no hemos detectado otras arqueas metandgenas a parte del género
Methanolobus, como por ejemplo, los géneros Methanohalophilus (Paterek y col., 1988),
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Methanohalobium (Zhilina y col., 1987), Methanosalsum (Mathrani y col., 1988; Bonne y
Baker, 2002) y Methanococus (Jones y col., 1983) que se han descrito en otros habitats
hipersalinos.

Las argueas relacionadas con Thermoplasmatales se encontraron en la zona de la Finca la
Salina en junio de 2006 y noviembre de 2007. Esta zona se caracterizaba por valores
relativamente bajos de pH (6,3 a 6,8) y valores medios de la salinidad (4,4 a 8,3%, p/v) en
junio de 2006. En noviembre de 2007, se registraron valores bajos de la salinidad (1,1%,
p/v), y pH ligeramente alcalinos (Figura 52 y Tabla 28). No hemos encontrado arqueas
relacionadas con Thermoplasmatales en las muestras recogidas en febrero de 2007, y
tampoco en la zona de la surgencia que se distinguia del resto de las zonas estudiadas por su
alta concentracion de sal. En este punto es donde cabe pensar que los valores altos de pH
unidos a valores elevados de salinidad podrian ser responsables de la ausencia de las arqueas
relacionadas con Thermoplasmatales en la zona de la surgencia y en general en las muestras
tomadas en febrero de 2007.

Esta observacion se refuerza con los resultados obtenidos mediante el anlisis canonico, en
donde la situacion de las especies relacionadas con Thermoplasamtales en el biplot de la
Figura 73 evidencio su alejamiento del eje que representa el pH y la salinidad. Este resultado
concuerda con los previamente publicados por Jiang y col. (2008), quienes sefialaron que los
valores bajos de pH y la salinidad podrian favorecen la presencia de las arqueas marinas
relacionadas con Thermoplasamatales en el lago Qinghai y en el agua del mar.

A nivel del phylum Crenarchaeota, encontramos una baja abundancia respecto al total de la
comunidad de arqueas predominante (2,77%). De hecho sdlamente tres clases de bandas
(A30, A32 y A33) se relacionaban con este phylum y se encontraron en zonas con baja
salinidad (Finca la Salina y el canal Trasvase Tajo-Segura) en las tres épocas de muestreo.
Los resultados del analisis candnico apoyaron esta observacion, puesto que las bandas (A30,
A32 y A33) se situaron en el sentido contrario al eje de la salinidad. Este resultado
concuerda con los obtenidos por Jiang y col. (2009), quienes encontraron que los clones
pertenecientes al phylum Crenarchaeota representaron sélamente el 22% de la comunidad
de arqueas existente en los lagos del Tibet. Estos autores concluyeron que la abundancia del
phylum Crenarchaeota disminuye con el incremento de la salinidad.

De lo expuesto en este punto, sugerimos que aunque la salinidad resulté ser la variable
ambiental mas significativa (p < 0,05), otros factores tales como el pH, contribuyen en la
distribucion de algunos miembros de las comunidades de arqueas en Rambla Salada.

El andlisis de la diversidad de arqueas metabdlicamente activas en Rambla Salada se llevé a
cabo por RT-PCR y DGGE tras la extraccion del ARN total de la muestra. La utilizacion de
las técnicas basadas en el ARN permite detectar la proporcién de las comunidades
microbianas que presentan una actividad metabolica significativa respecto al total de la
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comunidad. Esto es posible puesto que la cantidad del ARN por célula es proporcional a su
actividad metabdlica (Molin y Givskov, 1999; Nogales y col., 1999; Mills y col., 2004) y por
lo tanto una mayor actividad celular es proporcional a un contenido elevado de ARN por
célula. Asimismo, los estudios de microorganismos metabdlicamente activos pueden ser
interesantes puesto que permiten determinar e identificar microorganismos responsables de
los procesos biogeoquimicos y de otras actividades en un ambiente natural.

El andlisis de cluster de los patrones de DGGE de la comunidad metabdlicamente activa
mostré resultados ligeramente diferentes dependiendo del coeficiente utilizado. El patrén de
diversidad basado en las intensidades de bandas (dendrograma basado en el coeficiente de
Pearson, Figura 75) revel6 una clara separacion entre las muestras correspondientes a la
época de junio de 2006 y el grupo que incluye las muestras tomadas en febrero y noviembre
de 2007. Sin embargo, los resultados de agrupamiento segun el coeficiente de Dice (Figura
76) fueron similares a los obtenidos en el analisis de la comunidad de arqueas (a partir de
ADN) con el mismo coeficiente (Figura 67). En este analisis las tres épocas de muestreo se
separaron claramente en tres clusters.

Existen varios trabajos que han demostrado que la aplicacion de la técnica de PCR en
muestras heterogéneas, como las muestras ambientales, puede influir en la cuantificacion de
los microorganismos de una muestra y por tanto en el indice de Pearson (Farrelly y col.,
1995, Suzuki y Giovannoni, 1996, Polz y Cavanaugh, 1998, Suzuki y col., 1998). De
acuerdo con este hecho, varios autores han optado por otros indices para determinar la
similitud entre comunidades como el indice de Dice (Murray y col., 1996 y 1998; Liu, 1997;
Lindstrém, 1998; Schwalbach y col., 2005; Hewson, 2006a y 2006b). En nuestro estudio, el
agrupamiento basado en ausencia-presencia de bandas utilizando el coeficiente de Dice
parece ser mas coherente con las caracteristicas fisico-quimicas de cada época,
especialmente con el contenido de sal (Tabla 28).

En términos generales, las comunidades de arqueas de Rambla Salada (la obtenida a partir
del ADN total y la metab6licamente activa) mostraron un patrén general de cambio temporal
(época de muestreo) que resultd mas marcado en el muestreo de febrero de 2007 respecto a
las otras épocas.

El andlisis filogenético de las secuencias de las bandas extraidas del DGGE mostrd la
dominancia del phylum Euryarchaeota (Figura 77). Dentro de este Gltimo, se encontraron
mayoritariamente arqueas del orden Halobacteriales y una sola clase de banda (R1),
representando el orden Methanosarcinales. Igualmente al analizar la comunidad de arqueas a
partir de ADN se constato este hecho. La mayor riqueza de la familia Halobacteriaceae en
ambas comunidades de arqueas (a partir de ADN y ARN) puede ser explicada por la
concentracion de sal de las muestras de Rambla Salada. Recientemente, Mwirichia y col.
(2010) y Paul Antony y col. (2012) también demostraron al analizar la poblacién
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metabolicamente activa de lagos haloalcalinos la predominancia del orden Halobacteriales
asi como la presencia de miembros del orden Methanosarcinales.

La familia Halobacteriaceae incluye miembros que pueden crecer tanto aerébicamente como
anaerdbicamente; ademas se encuentra ampliamente distribuida en lagos hipersalinos y en
cristalizadores de sal (Maturrano y col., 2006a; Mutlu y col., 2008; Caton y col., 2009;
Benlloch y col., 2001; Burns y col., 2004; Oh y col., 2010; Pasic y col., 2005). La
abundancia del orden Halobacteriales (comunidad de arqueas metabdlicamente activas) en
Rambla Salada, independientemente de la concentracion de sales, puede relacionarse con el
alto contenido de materia organica de las muestras estudiadas. En la literatura, las arqueas
pertenecientes al orden Halobacteriales se describen como los organismos mas activos
respecto a la degradacion de la materia organica en ambientes hipersalinos (Auguet y col.,
2010).

En relacion con el orden Halobacteriales, se observé la presencia de once géneros
(Haloarcula, Halorubrum, Halorhabdus, Halorussus, Halobacterium, Halomicrobium,
Halolamina, Natronomonas, Haladaptatus, Haloterrigena y Halobaculum) en la mayoria de
las zonas muestreadas a lo largo del tiempo, incluso en zonas con baja salinidad. Algunos de
estos géneros no fueron detectados en el analisis de la comunidad de arqueas a partir de
ADN total de las muestras.

Purdy y col. (2004) describieron una comunidad diversa de haloarqueas en sedimentos de
salinas costeras capaces de crecer en concentraciones bajas de salinidad (2,5%, p/v). Sus
resultados fueron similares a los obtenidos al analizar la comunidad de arqueas (a partir de
ADN) en el mismo hébitat. Existen pocos trabajos que caracterizan la diversidad microbiana
en las mismas muestras a partir de ADN y ARN (Teske y col., 1996; Nogales y col., 1999 y
2001; Mills y col., 2005; Moeseneder y col., 2005), pero en ellos, la diversidad encontrada
utilizando ADN y ARN fue diferente, al igual que occure en nuestro trabajo.

Es importante recalcar que cuando se analizé la comunidad de arqueas a partir de ADN, se
encontrd que el género Haloarcula (bandas A22, A23 y A24) es el dominante en los tres
muestreos analizados mostrando una abundancia bastante alta (28,29%) respecto al total de
la comunidad de arqueas predominantes. También ocurre esto cuando se estudid la
comunidad de arqueas a partir de ARN; se obtuvieron seis clases de bandas (bandas R23,
R24, R25, R26, R27 y R30) que correspondieron a dicho género y mostraron un 38,43% de
abundancia respecto al total de la comunidad de arqueas metabolicamente activas. EIl hecho
de que hayamos detectado como poblacion mayoritaria miembros del género Haloarcula en
ambas comunidades, puede ser explicado por su alto potencial metabolico. Por otro lado, las
condiciones de pH (Tabla 28) en Rambla Salada podrian ser unos de los factores clave en
este hecho, puesto que la mayoria de los miembros de este género requieren pH neutros.
Varios estudios de la diversidad microbiana en diversos ambientes hipersalinos también
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mostraron la dominancia de miembros del género Haloarcula (Anton y col., 1999; Benlloch
y col., 2002; Burns y col., 2004; Ozcan y col., 2007; Makhdoumi-Kakhki y col., 2012b).

Por otro lado, cabe mencionar que el género Halorubrum (bandas R34, R35, R39, R40, R44
y R45) mostrd también una abundancia bastante alta (14,30%) en el analisis del gen del
ARNr 16S. En la literatura (McGenity y Grant, 1995 y 2001; Ochsenreiter y col., 2002;
Burns y col., 2004; Makhdoumi-Kakhki y col., 2012b) se ha encontrado que los miembros
de este género se encuentran ampliamente distribuidos en los ambientess hipersalinos donde
desempefian papeles importantes en los ciclos del carbono y nitrégeno.

Los miembros del género Halorhabdus fueron encontrados con una alta abundancia en junio
de 2006 y en noviembre de 2007 tanto en la poblacién predominante de arqueas como en la
poblacién metabolicamente activa. La abundancia de este género fue del 17,41% y del
12,64% respectivamente. Halorhabdus se compone de dos especies, Halorhabdus
utahensisis que se aislo a partir de sedimentos del gran lago salado (Waing y col., 2000) y
Halorhabdus tiamatea aislada a partir de sedimentos del norte del Mar Rojo (Antunes y col.,
2008). Los estudios publicados por Ochsenreiter y col. (2002), Jiang y col. (2006), Mesbah y
col. (2007), Mutlu y col. (2008) no describieron el género Halorhabdus como dominante, sin
embargo, Makhdoumi-Kakhki y col. (2012b) encontraron que este taxén es uno de los
dominantes en el lago Aran-Bidgol en Iran. Estos autores hallaron que el 16% de los clones y
el 12,5% de abundancia relativa de las bandas de DGGE estaba relacionada con el género
Halorhabdus.

Es interesante comentar que el filotipo Phy43Medsalt2C8, que representa una haloarquea no
cultivada (bandas R3, R4, R7, R8, R12, R14, R18, y R38), es exclusivo de la comunidad de
arqueas metabolicamente activas, no habiéndose detectado en el estudio de la poblacién de
arqueas dominantes. Este filotipo fue encontrado con mayor abundancia en de junio de 2006
(13,88%). Se ha detectado (Oxley y col., 2010) en muestras de la mucosa humana y
probablemente tiene su origen en la ingestion de determinados alimentos salados ya que se
encuentra en salinas y lagunas saladas de donde se obtiene la sal. Oxley y col. (2010) ademas
de demostrar la supervivencia de haloarqueas en el sistema digestivo sugieren su posible
implicacion en trastornos intestinales.

El anélisis de los indices de diversidad de la poblacion de arqueas metabdlicamente activas
demostro, al igual que ocurre con la diversidad de la poblacion de arqueas (obtenida a partir
de ADN), que ésta presenta una serie de diferencias significativas entre las distintas épocas
de muestreo.

En lo que respecta al rango ponderado de la riqueza (Rr), el mayor valor se obtuvo en
noviembre de 2007 (23,93 + 13,16) indicando una diversidad tipica de ambientes
caracterizados con una riqueza media (Marzorati y col., 2008). En este sentido, las curvas de
Pareto-Lorenz (PL) mostraron valores de Fo que oscilaron entre el 40% y el 60% (Figura 80
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y Tabla 48) en la mayoria de las muestras. Este hecho indicé que las comunidades de arqueas
metabolicamente activas son muy equilibradas y que por lo tanto, pueden conservar su
funcionalidad frente a los cambios de las condiciones ambientales (Marzorati y col., 2008).
Sin embargo, los valores de Fo obtenidos en las muestras correspondientes a noviembre de
2007 superaron el 60%, lo cual indicd que la comunidad de arqueas en esta época fue mas
especializada, puesto que se caracterizO por la existencia de un nimero pequefio de
miembros dominantes (un 20% de los individuos presentaban el 60% del total de las
intensidades de bandas) (Marzorati y col., 2008).

En relacién con el indice de diversidad de Shannon-Weaver (H') (Shannnon y Weaver,
1949), las muestras correspondientes a junio de 2006 mostraron el valor méas alto (2,42 +
0,37 de promedio), aunque no ha sido la época con mayor rango ponderado de riqueza (Rr).
La no concidencia entre el rango ponderado de riqueza (Rr) y el indice de Shannon-Weaver
(H") es debido a que, a pesar de tener ambos indices en cuenta el namero de bandas, el
primero considera también el gradiente del DGGE en el que estan distribuidas las bandas
(Marzorati y col., 2008), y el indice de Shannon-Weaver (H'") tiene también en consideracion
la intensidad de las bandas. Las muestras obtenidas en noviembre de 2007 originaron 17
bandas (de promedio) en un gradiente desnaturalizante de DGGE del 45% al 60%, lo que
determind un Rr de 23,93 + 13,16 de promedio. Las muestras de junio de 2006 originaron un
total de 15 bandas de promedio en el mismo gradiente desnaturalizante de DGGE vy por ello
el Rr fue menor. El indice de Shannon-Weaver (H') sin embargo, para el muestreo de
noviembre de 2007, fue mas bajo (2,06 + 0,21) que el obtenido en junio de 2006 (2,42 +
0,37) ya que en este Gltimo las bandas fueron mas intensas.

El indice de Simpson (SI) mostré una relacion inversa con el indice de Shannon-Weaver (H").
El mayor valor lo presentaron las muestras tomadas en febrero de 2007 (0,27 + 0,08 de
promedio) y el valor mas bajo se observé en la época de junio de 2006 (0,27 + 0,05 de
promedio). Es decir, al igual que ocurre cuando se analizé la diversidad de la poblacion de
arqueas a partir del ADN total, la diversidad de arqueas metabdlicamente activas es diferente
segun la época de muestreo siendo el de junio de 2006 el que presenté mayor diversidad.

Una posible interpretacion de la existencia de una mayor diversidad en junio de 2006 podria
ser la mayor concentracion salina existente en esta época. De hecho, nuestro grupo de
investigacion (Luque y col., 2012a) obtuvo resultados similares cuando analizé la diversidad
de arqueas en el mismo habitat mediante métodos clasicos de cultivo utilizando los mismos
sitios y épocas de muestreo.

El analisis de la distribucién de la comunidad de arqueas metabdlicamente activas en
relacion con los factores ambientales (Figura 82) confirm6 que la salinidad influy6 de
manera significativa en la distribucion de la mayoria de los taxa pertenecientes al orden
Halobacteriales, como es el caso de los géneros Halorhabdus, Halobacterium,
Halomicrobium, Natronomonas, Haladaptatus y Halobaculum. Los géneros Haloarcula,
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Halorubrum, Halorussus, Haloterrigena y Halolamina estuvieron doblemente influenciados
por la salinidad y por el pH. Los géneros Halorubrum y Natronomonas son arqueas
haloalcal6filas, por lo que parece légicoeste resultado.

Otras diferencias encontradas entre las comunidades de arqueas determinadas a partir de
ADN y ARN se trata de las arqueas marinas relacionadas con Thermoplasmatales. Estas solo
se hallaron en la comunidad de arqueas determinada a partir de ADN, lo que podria indicar
gue aunque estan presentes en el habitat son metab6licamente inactivas. Resultados similares
fueron publicados por Martinez y col. (2006). Estos autores detectaron la presencia de
arqueas marinas del grupo Il y otras arqueas marinas bentonicas relacionadas con
Thermoplasmatales en la comunidad de arqueas determinada a partir de ADN en los
sedimentos de un volcéan de lodo activo en México, aunque sin embargo, ninguno de estos
grupos se detectdé como poblacién metabdlicamente activa.

Los géneros Halorussus (bandas R2, R5, R9, R11 y R13), Halolamina (bandas R19 y R20),
Haladaptatus (bandas R41 y R43) y Halobaculum (banda R29) fueron detectados
Unicamente en la comunidad de arqueas metabdlicamente activa. Halorussus y Halolamina
fueron descritos por Cui y col. (2010 y 2011) como nuevos géneros de la familia
Halobacteriaceae. EI género Halolamina fue aislado del lago Aran-Bidgol en Iran por
Makhdoumi-Kakhki y col. (2012b), pero no fue hallado por métodos moleculares en el
mismo estudio. El género Haladaptatus fue aislado por Savage y col. (2007) de un manantial
(Zodletone) bajo en contenido de sal y rico en azufre, en el suroeste de Oklahoma, Estados
Unidos. Este hecho no concuerda con nuestros resultados, ya que el género Haladaptatus fue
encontrado en todas las muestras correspondientes al muestreo de junio de 2006 y en la zona
de la surgencia muestreada en noviembre de 2007, época y zona que se caracterizan por una
mayor concentracion salina. El analisis ARD por otra parte, confirmd esta observacion.
Ademas, nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Makhdoumi-Kakhki y col.
(2012Db), quienes observaron que el género Haladaptatus constituia el 10% de las bandas de
DGGE de muestras del agua del lago Aran-Bidgol en Iran; estas muestras se caracterizaban
por tener un contenido de sal que oscil6 entre 30% y 33%, (p/v).

Entre las arqueas metandgenas, solo se detect6é una secuencia (R1) relacionada con el género
Methanosaeta. Mwirichia y col. (2010) encontraron dos clones afilados con este género al
analizar la diversidad de arqueas en el lago haloalcalino EImenteita en Kenya. Los miembros
del género Methanosaeta se caracterizan por usar el acetato como Unico sustrato de la
metanogénesis (Ma y col., 2006; Paul Antony y col., 2012).

El género Methanosaeta no fue detectado en la comunidad de arqueas determinada a partir
de ADN. Sin embargo, se encontraron secuencias afiliadas al género Methanolobus
mostrando una abundancia bastante alta (11,80%) respecto al total de la comunidad de
arqueas a partir de ADN. La ausencia de este ultimo género en la comunidad de arqueas
metabolicamente activa nos hace pensar que los miembros del género Methanolobus no
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fueron activos en el habitat estudiado. Por otra parte, la abundancia del género Methanosaeta
(banda R1) fue muy baja (0,32%), por lo que no se detecto en el estudio de la comunidad de
arqueas a partir de ADN.

La banda (R10) asignada al phylum Crenarchaeota, fue encontrada en la zona de la Finca la
Salina en el muestreo de junio de 2006. Su abundancia relativa respecto al total de la
comunidad de arqueas metabolicamente activas fue muy baja (0,45%). Dicha zona se
caracterizo por una baja salinidad, de hecho, los resultados obtenidos mediante el analisis
Canoco apoyaron esta observacion, ya que la banda (R10) se situd en el sentido contrario del
eje de la salinidad. Jiang y col. (2009) encontraron resultados similares y concluyeron que el
incremento de la sal hace disminuir la abundancia de miembros del phylum Crenarchaeota.
Por otro lado, las bandas pertenecientes al phylum Crenarchaeota (A30, A32 y A33)
halladas en la comunidad de arqueas determinada a partir de ADN mostraron un
comportamiento similar.

El género Haloquadratum incluye especies halofilas extremas aerobias que se encuentran
ampliamente distribuidas en héabitats hipersalinos, representando desde el 40% hasta el 80%
del total de la comunidad en las aguas de los lagos salados y cristalizadores de salinas solares
(Burns y col., 2004; Anton y col., 1999; Oh y col., 2010). Sin embargo, en este estudio no
hemos encontrado secuencias afiliadas con este género, ni en la comunidad de arqueas
determinada a partir de ADN ni en la comunidad determinada a partir de ARN, por lo que
podemos deducir que las condiciones no son adecuadas para las especies de este género.
Cabe pensar que el rango de concentraciones de sal existentes en Rambla Salada (1,1-15,8%,
p/v de sales) no permite el crecimiento de este microorganismo.

Los resultados de la diversidad de arqueas total y metab6licamente activas en Rambla Salada
mediante métodos moleculares fueron comparados con los obtenidos por métodos clésicos
previamente publicados por nuestro grupo de investigacién (Luque y col., 2012a) cuando se
analizo la diversidad de arqueas cultivables en el mismo habitat y en las mismas épocas de
muestreo (Figura 86).
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Al comparar los taxa identificados por ambas técnicas, observamos que la mayoria de los
detectados por métodos moleculares no se corresponden con los aislados por Lugue y col.
(2012a). Unicamente los géneros Haloarcula, Haloterrigena, Halorhabdus y
Halomicrobium fueron encontrados por ambas técnicas. Por otro lado, Luque y col. (2012a)
describieron como taxa mas abundantes los géneros Haloferax y Natrinema, mientras que en
este trabajo, hemos comprobado que el género Haloarcula es el dominante.

Para determinar si los aislados obtenidos por Luque y col. (2012a) estaban filogenéticamente
relacionados con los taxa detectados por técnicas moleculares, se incluyeron en el analisis
filogenético las secuencias de los mismos, concretamente las secuencias de las cepas M2-7a,
M3-7b, M3-9b y M3-1c.

Al incluir las secuencias de las cepas aisladas por Luque y col. (2012a) en nuestro estudio
filogenético (Figura 68), la cepa M2-7a (Luque y col., 2012a) que corresponde con la especie
Haloarcula argentinensis, resultdé estar estrechamente relacionada con la banda A24
(Haloarcula sp.), obtenida en nuestro estudio; ambos filotipos compartian el 99% de
identidad entre si. Las cepas M3-7b y M3-9b identificadas por Luque y col. (2012a) como
Haloterrigena jeotgali y Haloterrigena thermotolerans, respectivamente, se relacionaron
(92,7% y 93% de identidad respectivamente) con la banda A29 (Haloterrigena sp.).

Ademas, en el estudio filogenético de las bandas de DGGE, la secuencia de la banda A19
descrita como Halomicrobium, no mostré relacion ni con la cepa M3-1c aislada por Luque y
col. (2012a) ni con la especie Halomicrobium mukohataei rrnB arg-2" usada como cepa de
referencia. Sin embargo esta secuencia, (banda A19), se situd en el clster que agrupaba las
especies Halomicrobium mukohataei rrnA arg-2" y Halomicrobium zhouii, usadas como
referencias (Figura 68), debido probablemente a la existencia de las tres copias del gen del
ARNr 16S que posee la especie Halomicrobium mukohataei, con una variabilidad del 9%
entre ellas (Tindall y col., 2009). Por Gltimo, cabe mencionar que la cepa M2-2d, aislada por
Luque y col. (2012a) mostré un bajo porcentaje de identidad (89,4%) con el género
Halorhabdus, por lo que no fue considerada en el analisis filogenético.

Por otro lado, en el analisis filogenético de la comunidad de arqueas metabolicamente
activas, se observo que la banda R24 mostré un 96% de identidad con la cepa M2-7a aislada
por (Luque y col., 2012a)que se corresponde con Haloarcula argentinensis,

Hay que destacar que Haloarcula, el taxdn predominante en la poblacion de arqueas
(28,29%) y también en la poblacion metabolicamente activa (38,43%), fue ademas
encontrado por técnicas clasicas de cultivo (Luque y col., 2012a). Igualmente ocurre con
Haloterrigena, que represent6 un 3,12% del total de la poblacion de arqueas y un 6,18% de
la poblacion metabdlicamente activa.
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Para cuantificar la diversidad de arqueas en Rambla Salada, se llevd a cabo un anélisis
mediante la técnica CARD-FISH utilizando sondas especificas para el Dominio Archaea.
Segun los resultados obtenidos, la comunidad de arqueas mas abundante fue encontrada en la
época de junio de 2006 (16% respecto al total de las células tefiidas con DAPI). Este hecho
es coincidente con los resultados obtenidos mediante la técnica DGGE y los indices de
diversidad. Es importante mencionar aqui que el porcentaje de abundancia relativa de la
poblacién de arqueas encontrada en Rambla Salada en las distintas épocas y lugares de
muestreo oscilo del 11% al 16% de la poblacion total (DAPI). Por otra parte, los recuentos
de las arqueas existentes en Rambla Salada fueron 10° 6rdenes de magnitud mayor que los
recuentos de arqueas cultivables (UFC/mI) registrados en el mismo habitat por Lugue y col.
(2012a).

El porcentaje de arqueas en habitats hipersalinos es muy variable, y depende
fundamentalmente del tipo de hébitat y de la concentracion salina del mismo. Niederberger y
col. (2010), al analizar la diversidad microbiana en un sedimento hipersalino en el Alto
Avrtico canadiense, encontraron que la comunidad de arqueas representaba el 3,8% respecto
al total de células (4,3 x 10° células/ml). Sin embargo, Antén y col. (1999), describieron que
la comunidad de arqueas en los estanques cristalizadores de una salina solar de Alicante, se
hallado en porcentajes que oscilaban entre el 67,7% y el 73% respecto al total de la
comunidad microbiana.

A la vista de la informacidn obtenida y discutida en este capitulo, podemos concluir que el
uso combinado del analisis de ADN y el ARN total de las muestras de Rambla Salada junto
con el CARD-FISH para su cuantificacion ha sido herramientas Utiles para conocer la
diversidad de arqueas en este ambiente. Los resultados del analisis del ARN nos permitieron
identificar las arqueas metaboOlicamente activas y responsables por lo tanto, de la
funcionalidad de la comunidad en este ambiente. Por otra parte, los resultados del analisis
del ADN total han permitido identificar otros miembros de la comunidad no activos
metabdlicamente, pero si presentes en un alto pocentaje.

Los estudios de biodiversidad de arqueas realizados en este trabajo por técnicas moleculares
se complementan con los desarollados previamente por nuestro grupo de investigacion
(Luque y col., 2012a) con técnicas clésicas de cultivo. Aunque muchos de los taxa presentes
en Rambla Salada no han podido ser cultivados, y otros taxa cultivados no se han detectado
por técnicas moleculares, hay algunos hechos destacables. Haloarcula, un taxén detectado
por técnicas moleculares como predominante en todas las zonas y épocas de muestreo, tanto
en la comunidad de arqueas total como en la metabdlicamente activa, fue aislado por Luque
y col. (2012a) por métodos dependientes de cultivo.

De acuerdo con los analisis de DGGE vy estadisticos, se encontraron variaciones temporales
(época de muestreo) en la estructura, riqueza y uniformidad de las comunidades de arqueas
(a partir de ADN y ARN), siendo la salinidad y el pH los factores que contribuyeron
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principalemente y de manera significativa en la composicion y estructura de la diversidad de
arqueas en Rambla Salada.
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Halomicrobium mukohataei rrnB arg-2T (EF645691)
M3-1c (HQ659148) *

M2-7a (HQ659136) *

Haloarcula salaria HST01-2R (FJ429317)

Haloarcula sp. G41 (JN112010)

Haloarcula vallismortis J. F. 54T (EF645688)

Halorubrum sp. IMCC2607 (GU367382)
Halorubrum saccharovorum M6T (U17364 )
Halosimplex carlsbadense 2-9-1T (AB072815)

Halobacterium sp. SL-7 (JN196520))
Halobacterium salinarum ATCC 331717 (AJ496185)

Natronomonas sp. SA3 (JF950943)
Natronomonas pharaonis Gabara™ (CR936257)

Al6

Haloarquea no cultivada ARDARCWS1 (EU869372)
Halorhabdus utahensis SFF1F051 (FN994968)

Halorhabdus sp. no cultivada (HQ110061)

A25

A19

Halomicrobium mukohataei rrnA arg-2T (EF645690)
Halomicrobium zhouii (HQ215546)
A26

Haloterrigena sp. A26 (FR690813)
Haloterrigena turkmenica 4k (NR_040778)
M3-9b (HQ659156) *

Halobacteriales

M3-7b (HQ659152) *

Methanolobus oregonensis WAL1 (NR 028237)
Methanolobus tindarius Tindari 3T (M59135)

Methanolobus taylorii GS-16 (NR 028238) Methanosarcinales

Euryarchaeote no cultivada ArcA01 (DQ103669))

Al4
Arqueano cultivada 113A21 (EF687601)

Al17
A3
Arquea no cultivada ss012b (AJ969749)

— Arquea no cultivadass012a (AJ969751)
-[ Arqueano cultivada SAS_D8 (FJ655596)
Argquea no cultivadaET5_1E12 (EU585956)

Arqueano cultivadaC8_1D8 (EU570122)
|| Arquea no cultivada A103B06 (FJ455930)

|
r

AL0 Thermoplasmatales
MBGD/MGIII

Euryarchaeota

Crenarchaeota no cultivada D_GO08 (AY454571)
A33
A32

Crenarchaeota

] ——— Desulfurococcus amylolyticus JCM 9188 (AB661712)
Aquifex pyrophilus Kol5aT (M83548)

0,01

Figura 87. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S obtenido mediante el método
Maximum-Likelihood. Los nimeros de acceso en la base de datos Genbank de las secuencias de referencia se
encuentran entre paréntesis. * Secuencias de las arqueas aisladas por Luque y col. (2012a). Secuencias obtenidas

en junio de 2006 (~), febrero de 2007 () y noviembre de 2007 (A)
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Haloarcula vallismortis J. F. 547 (EF645688)
Haloarcula argentinensis M2-7a (HQ659136)
Haloarcula sp. G41 (JN112010)

Haloarcula marismortui rrnB HH10 (X61689)
R23

Haloarcula sp. MGG2 (GU361137)
Haloarcula sp. MGG3 (GU361138)

=

R24
{[ Halorubrum aidingense JCM 13560 (AB477976)
H.

alorubrum sp. GV-4 (JN196523)

- Halorubrum kocurii (AB576124)
Halorubrum saccharovorum M6T (U17364)
— R40

Halorubrum sp. LY G-2 (JX188266)

Halolamina pelagica TBN21T (GU208826)
Halolamina sp. WSY 15-H3 (JX192605)
R19

Halobaculum sp. MG Y-205 (AB627358)

Halobaculum gomorrense ATCC 7008767 rrnA (AB477982)
Natronomonas pharaonis Gabara’ (CR936257)
Natronomonas sp. GV-5 (JN196524)
Natronomonas sp. SA1 (JF950944)

Halobacteriales Euryarchaeota
Halomicrobium zhouii (HQ215546)
Halomicrobium mukohataei arg-2T (EF645690)

Halorhabdus sp. DS75-R1 (JN196513)
Halorhabdus utahensis AX-2T (AF071880)

R31
Halorhabdus utahensis SFF1F051 (FN994968)
Haloterrigena turkmenica 4kT (NR_040778)

Haloterrigena hispanica FP1 (NR_042532)
Haloarquea no cultivada Phy43Medsalt2C8 (FJ476778)

R18
R8

Haladaptatus sp. Y 1M 93656 (JF449425)
Haladaptatus paucihalophilus DX253T (DQ344973)

R13
Halorussus rarus TBN4T (GQ282618)

R11
R9
R2

Halobacterium sp. SL-6 (JN196519)
[E— Halobacterium salinarum ATCC 331717 (AJ496185)
R22

Methanosaeta sp. no cultivada BUKS8 (JQ990994) .
Methanosaeta sp. LA_48 (JX088310) Methanosarcinales

R1

N -— —
Desulfurococcus amylolyticus JCM 9188 (AB661712)

Crenarchaeota

Crenarchaeota no cultivada EI_B10 (AY454687)
Aquifex pyrophilus Kol5aT™ (M83548)

Figura 88. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S obtenido mediante el método de
Maximum-Likelihood. Los nimeros de acceso en la base de datos Genbank de las secuencias de referencia se
encuentran entre paréntesis.* Secuencias de las arqueas aisladas por Luque y col. (2012a). Secuencias obtenidas
en junio de 2006 (R), febrero de 2007 () y noviembre de 2007 (R)
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Tabla 51. Valores de ausencia-presencia de las bandas encontradas en los perfiles de DGGE de la comunidad de arqueas (a partir de ADN) en las tres zonas y

épocas de muestreo (matriz cualitativa)

Presencia-ausencia de bandas de DGGE
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Valor 0: banda ausente en un carril de DGGE, valor 1: banda presente en un carril de DGGE



Tabla 52. Intensidades relativas de las bandas encontradas en los perfiles de DGGE de la comunidad de arqueas (a partir de ADN) en las tres zonas y épocas de
muestreo (matriz cuantitativa)

Intensidad de bandas de DGGE

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 AI0 All Al2 Al3 Al4 AIS Al6 Al7 Al8 Al9 A20 A2l A22 A23 A24 A25 A26 A27 A28 A29 A30 A3l A32 A33 A34

SIA 0 0 0 262 217 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 158 408 1313 0 758 0 1911 0 4416 © 0 0 0 55 0 0 0 0

o S2A 0 0 0 457 1281 685 233 0 0 0 0 0 0 0 0 0 311 452 2296 0 0 0 1404 0 2467 0 0 0 0 413 0 0 0 0

§ S3A 0 0 0 0 0 207 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 207 0 943 0 574 0 4311 0 365 0 109 0 0 0 0 0 0 0

'g SAA 393 196 515 0 815 982 1811 156 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 729 0 445 0 1844 0 2115 0 0 0 0 0 0 0 0 0

® Sst1A 0 0 0 0 0 0 0 0 09% 0 0 0 324 0 95 272 0 0 2565 0 19 0 2088 0 3506 0 0 0 0 0 0 0 0 0

§ S8A 0 0 0 0 0 1541 0 12 O 0 071 0 125 0 28 601 0 0 2688 0 1962 0 1213 0 1398 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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E £ sB o0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 775 0 2822 0 0 0 1202 0 0 5201 0 0 0
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SIC 0 0 2826 0 0 1323 0 0 0 018 0 0 0 1037 0 1919 0 527 0 13 O 0 0 2122 0 0 0 0 099 0 0 0 0 0

'é S2C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 145 0 0 0 0 0 28 0 0 2677 163 0 644 0 31742029 0 0 0 485 302 0 0 099 0
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E S4C 0 0 0 58 0 38 265 0 0 0 0 0 0 0 364 251 0O 0 2137 226 O 0 0 39631477 0 0 0 0 218 0 125 0 0

g S71C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 35 0 3105979 0 296 0 0 0 33141493 0 0 316 0 0 0 137 0

S8C 0 0 0 0 0 0 404 0 0 103 0 081 0 0 0 876 1596 0 976 0 483 68 0 19341868 918 0 0 0 0 0 0 0 075




Tabla 53. Valores de ausencia-presencia de las bandas encontradas en los perfiles de DGGE de la comunidad de arqueas (a partir de ARN) en las tres zonas y

épocas de muestreo (matriz cualitativa)

Presencia-ausencia de bandas de DGGE
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Valor 0: banda ausente en un carril de DGGE, valor 1: banda presente en un carril de DGGE



Tabla 54. Intensidades relativas de las bandas encontradas en los perfiles de DGGE de la comunidad de arqueas (a partir de ARN) en las tres zonas y épocas de
muestreo (matriz cuantitativa)

Intensidad de bandas de DGGE
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1. 4. Diversidad de Halomonas en Rambla
Salada






resumen

Los resultados del analisis de los perfiles de DGGE utilizando cebadores especificos para el
gen del ARNr 16S de Halomonas han demostrado que la temporalidad (fecha de muestreo)
resulté ser mas importante que la zona de muestreo en la determinacién de la composicion de
la comunidad del género Halomonas en este habitat. La mayor diversidad de dicho género
fue encontrada en junio de 2006, la época que se caracteriza por su mayor concentracién
salina. La correlacion entre la comunidad de Halomonas y los factores ambientales se
analiz6 mediante la ordenacion de correspondencia canénica (ACC) con el programa
estadistico Canoco. Asi, se observo que la salinidad y el pH son los factores que influyen
significativamente en la distribucion de las comunidades de Halomonas en Rambla Salada.

El andlisis filogenético de las secuencias de los perfiles de DGGE revel6 la predominancia
de las especies desnitrificantes durante las tres épocas de muestreo (62% del total). Entre
ellas, Halomonas almeriensis fue la mas abundante, correlacionandose positivamente con el
pH y de forma ligeramente negativa con la salinidad.

La utilizacion de sondas disefiadas por nuestro grupo de investigacion para detectar los genes
nirS y nosZ nos ha permitido identificar algunos nuevos filotipos desnitrificantes que no se
habian hallado utilizando los cebadores del gen del ARNr 16S especificos para el género
Halomonas.

A través de la técnica CARD-FISH hemos descubierto que Halomonas representa menos del
1% del total de la microbiota hallada en Rambla Salada.
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I1. 4. 1. Diversidad de Halomonas

Amplificacion por PCR del gen del ARNr 16S

Las condiciones de PCR mencionadas en el apartado Il. 4 de Material y Métodos
dieron lugar a amplificaciones especificas para las especies del género Halomonas utilizadas,
apareciendo una banda del tamafio esperado (500pb) en todas las muestras (Figura 89). No se
obtuvieron bandas en los controles negativos. Todas las amplificaciones se realizaron por
triplicado.

S1A S2A  S3A S4A STA S8A S1B S2B S3B S4B S7B S8B SIC S2C S3C S4C S7C S8C BL M M
Tamafio de bandas (pb)

1501
%—_m
/—?fe
i
/—lw

20
/—1'50

Figura 89. Productos de amplificacion del gen ARNr 16S (500pb). SA: Muestras tomadas en junio de 2006, SB:
Muestras tomadas en febrero de 2007, SC: Muestras tomadas en noviembre de 2007. M: Marcador Molecular
(1000pb). BL: Blanco

DGGE

Mediante DGGE se detectaron 54 clases de bandas en las 18 muestras analizadas.
Los patrones de DGGE de las distintas muestras, tomadas en diferentes épocas, se
compararon mediante el software FPquest. ElI dendograma basado en el coeficiente de
Pearson que tiene en cuenta la intensidad de las bandas (Figura 90), revel6 la formacion de
dos grupos con el 34% de similitud entre ellos. El primer grupo incluyo a la mayoria de las
muestras tomadas en febrero 2007, cuatro muestras que comparten un 91% de similitud, y
tres muestras, S7C, S8C y S3A, tomadas en noviembre de 2007 y junio de 2006
respectivamente, y que mostraron una menor semejanza. Por otro lado, el segundo grupo
incluye el resto de las muestras tomadas en junio de 2006 y noviembre de 2007, asi como
dos muestras de febrero de 2007 (S2B y S3B) con un nivel de semejanza del 76% entre
ambas.
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Figura 90. Andlisis de los perfiles de DGGE basado en el coeficiente de Pearson y el método de unidn de enlace
medio (UPGMA). La escala indica el porcentaje de similitud. Los nimeros en los nodos representan los valores
del coeficiente de correlacion cofenético. SA 1: Muestras tomadas en junio de 2006, SB I: Muestras tomadas
en febrero de 2007, SC M: Muestras tomadas en noviembre de 2007

En el dendograma de la Figura 91, obtenido a partir del coeficiente de Dice que tiene en
cuenta la presencia-ausencia de bandas, se observd mas claramente la separacion en funcion
de la época de muestreo. El patron de bandas de las muestras tomadas en junio de 2006
form6 un cllster que, indicaba que esta época se caracteriza por una comunidad de
Halomonas diferente respecto a las otras épocas estudiadas. Dentro del cldster mayor, las
muestras tomadas en febrero de 2007, con una semejanza del 45% entre si, se separaron de
aquellas tomadas en noviembre de 2007. El andlisis de agrupamiento mediante Dice
confirmd, por otra parte, la separacion de las muestras de la zona de la surgencia (muestras
S7y S8) en una rama diferente en cada época de muestreo (Figura 91).
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Figura 91. Andlisis de los perfiles de DGGE basado en el coeficiente de Dice y el método de unién de enlace
medio (UPGMA). La escala indica el porcentaje de similitud. Los nimeros en los nodos representan los valores
del coeficiente de correlacion cofenética. # /] Bandas cortadas, reamplificadas y secuenciadas. SA : Muestras
tomadas en junio de 2006, SB ["': Muestras tomadas en febrero de 2007, SC : Muestras tomadas en noviembre
de 2007

De un total de 54 clases de bandas detectadas en los perfiles de DGGE de la
comunidad de Halomonas en las tres épocas de muestreo, se reamplificaron con éxito y se
secuenciaron un total de 44 bandas (alrededor de 500pb). Las bandas H1, H5, H6, H9, H11,
H14, H15, H23, H25 y H28, cuya posicion se muestra en la Figura 91, no pudieron ser
secuenciadas.

Para llevar a cabo el estudio filogenético, se compararon las secuencias obtenidas a partir de
las bandas escindidas de los patrones de DGGE con la misma region de los genes del ARNr
16S existentes en la base de datos Genbank. La asignacion de las bandas secuenciadas se
resume en la Tabla 55. Todas las secuencias mostradas en dicha tabla fueron depositadas en
la base de datos Genbank donde también aparecen los nimeros de acceso. Todas ellas
mostraron mas del 96% de identidad con las secuencias de referencia. Por otra parte, en el
arbol filogenético basado en el algoritmo Neighbour-Joining que se muestra en la Figura 92,
se observo la formacion de dos grupos filogenéticos principales con distintas especies del
género Halomonas, y un tercer grupo que incluyo las especies utilizadas como grupos
externos.
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Tabla 55. Identificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S obtenidas a partir de las bandas escindidas del
DGGE, las bandas H1, H5, H6, H9, H11, H14, H15, H23, H25 y H28 no pudieron ser secuenciadas

g:;‘]zeade :;Iea;r::i:s)o Microorganismo mas similar y su niamero de acceso zf,j/s )n thies
H2 JX997648  H. ventosae M4-15 (JQ811031) 99
H3 JX997649  H. ventosae M4-38 (JQ811054) 99
H4 JX997650  H. ventosae M4-38 (JQ811054) 99
H7 JX997651  H. ventosae M4-22 (JQ811039) 99
H8 JX997652  H. sabkhae 5-3" (NR_044217) 99
H10 JX997653  H. sabkhae 5-3" (NR_044217) 99
H12 JX997654  H. ventosae M4-22 (JQ811039) 99
H13 JX997655  H. sabkhae 5-3" (NR_044217) 99
H16 JX997656  H. halmophila ATCC 197177 (NR_042064) 100
H17 JX997657  H. ventosae M4-22 (JQ811039) 100
H18 JX997658  H. ventosae M4-38 (JQ811054) 100
H19 JX997659  H. ventosae M4-15 (JQ811031) 100
H20 JX997660  H. ventosae M4-38 (JQ811054) 99
H21 JX997661  H. ventosae M4-38 (JQ811054) 100
H22 JX997662  H. ventosae M4-22 (JQ811039) 99
H24 JX997663  H. ventosae M4-15 (JQ811031) 99
H26 JX997664  H. ventosae M4-38 (JQ811054) 99
H27 JX997665  H. ventosae M4-38 (JQ811054) 99
H29 JX997666  H. ventosae M4-22 (JQ811039) 99
H30 JX997667  H. ventosae M4-38 (JQ811054) 99
H31 JX997668  H. ventosae M4-22 (JQ811039) 99
H32 JX997669  H. ventosae M4-15 (JQ811031) 99
H33 JX997670  H. ilicicola SP8' (NR_044436) 98
H34 JX997671  H. ventosae M4-22 (JQ811039) 99
H35 JX997672  H. halmophila ATCC 197177 (NR_042064) 99
H36 JX997673  H. ventosae M4-22 (JQ811039) 100
H37 JX997674  H. halmophila ATCC 197177 (NR_042064) 99

( )
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Tabla 55. Continuacién

g:ra%eade geuarr;ir(:;o Microorganismo mas similar y su niimero de acceso 2((;2 )n tidad
H38 . JX997675  H. almeriensis M3-47 (JQ810968) 99
H39 JX997676  H. ventosae M4-22 (JQ811039) 99
H40 JX997677  H. ventosae M4-38 (JQ811054) 100
H41 JX997678  H. almeriensis M3-47 (JQ810968) 100
H42 JX997679  H. almeriensis M3-47 (JQ810968) 100
H43 JX997680  H. almeriensis M3-47 (JQ810968) 100
H44 JX997681  H. campisalis M2-61 (JQ810888) 98
H45 JX997682  H. stenophila B-100 (HM357129) 99
H46 JX997683  H. nitroreducens 12CR (EF613114) 99
H47 JX997684  H. saccharevitans whb37 (FJ444983) 98
H48 JX997685  H. ilicicola SP8™ (NR_044436) 97
H49 JX997686  H. ilicicola SP8T (NR_044436) 97
H50 JX997687  H. ilicicola SP8T (NR_044436) 97
H51 JX997688  H. kenyensis AIR-2" (AY962237) 98
H52 JX997689  H. ilicicola SP8™ (NR_044436) 97
H53 JX997690  H. kenyensis AIR-2" (AY962237) 98
H54 JX997691  H. salina XJSL6-8 (GQ903437) 96

El clister | estd formado por dos grupos, uno mayoritario constituido por las secuencias
relacionadas con H. ventosae y otro con las secuencias relacionadas con H. saccharevitans,
H. nitroreducens, H. stenophila, H. salina, H. almeriensisis, H. sabkhae y H. halmophila.
Las bandas correspondientes a las especies H. campisalis y H. kenyensis, las cuales son
especies haloalcaldfilas desnitrificantes, constituyeron un filotipo separado junto con la
especie H. ilicicola. Las especies Cobetia marina DSM 47417 (AJ306890), Carnimonas
nigrifaciens CTCBS1' (Y13299) y Salinicola socius SMB35" (DQ979342) fueron usadas en
el anlisis filogenético como “outgroups”.

El arbol filogenético obtenido mediante el algoritmo Maximum-Likelihood muestra una
topologia similar (véase el apartado de material suplementario).
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Figura 92. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S obtenido mediante el método de
Neighbour-Joining. Los nimeros de acceso en la base de datos Genbank de las secuencias de referencia se
encuentran entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 50%. Secuencias obtenidas en
junio de 2006 (1), febrero de 2007 (1) y noviembre de 2007 (H)
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En la Figura 93a se muestra la abundancia relativa de las especies del género Halomonas y
en la Figura 93b la poblacién de especies desnitrificantes respecto al total de la comunidad
de Halomonas.

B H. almeriensis B H. ilicicola W H. ventosae W H. kenyensis
OH. campisalis O H. stenophila O H. halmophila @ Halomonas no identificadas
B H. saccharevitans B H. nitroreducens B H. salina O H. sabkhae

a 1,21%

3,01% 22026

2537%

Halomonas no

Figura 93. Abunadancia relativa de especies de Halomonas (a) y especies desnitrificantes (b) en los tres
muestreos

Como se puede apreciar en la Figura 93a, las especies H. almeriensis, H. ilicicola y H.
ventosae son las mas abundantes en Rambla Salada, con un porcentaje de 25,37%, 22,27% y
19,62% respectivamente con respecto al total de la poblacidn.

El analisis de la poblacion desnitrificante de la comunidad de Halomonas representé el 62%
del total de la comunidad, mientras que las especies de Halomonas no desnitrificantes
formaron el 35% del total de la comunidad. El 3% restante no se pudo identificar (Figura
93b).

La Tabla 56 muestra la abundancia relativa de las especies del género Halomonas
(intensidad de las bandas de DGGE) identificados en cada época en las que se han realizado
los muestreo.
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Tabla 56. Abundancia relativa (en %) de las especies de Halomonas (intensidad de bandas de DGGE)
identificados en las tres épocas de muestreo

s LR Junio de Febrero de Noviembre de
2006 2007 2007
H. almeriensis 22,25 15,89 37,96
H. ilicicola 1,18 46,02 19,62
H. ventosae 52,57 0,61 5,70
H. kenyensis 1,90 13,94 10,66
H. campisalis 2,11 8,92 8,73
H. stenophila 0,00 6,49 10,07
H. halmophila 9,97 0,58 0,32
Halomonas no identificadas 4,85 2,56 1,63
H. saccharevitans 4,05 0,00 4,63
H. nitroreducens 0,63 3,02 0,00
H. salina 0,00 1,92 0,65
H. sabkhae 0,46 0,00 0,00

La Figura 94 representa la diversidad del género Halomonas en cada época de muestreo.

A partir de los resultados expuestos, se observo que H. almeriensis (clase de bandas H38,
H41, H42 y H43), resultd ser la especie mas abundante en las tres épocas de muestreo
respecto al total de la comunidad hallada en Rambla Salada (22,25%, 15,89% y 37,96% de
abundancia relativa en junio de 2006, febrero de 2007 y noviembre de 2007
respectivamente).

Las secuencias (H2, H3, H4, H7, H12, H17, H18, H19, H20, H21, H22, H24, H26, H27,
H29, H30, H31, H32, H34, H36, H39 y H40) afiliadas con H. ventosae fueron dominantes en
el muestreo de junio de 2006 (52,57% de abundancia relativa, Tabla 56) y se agruparon en
un filotipo comdn dentro del claster | (Figura 94). Sin embargo, las especies H. ilicicola
(H33, H48, H49, H50 y H52), H. kenyensis (H51 y H53) y H. campisalis (H44) que forman
el cluster filogenético 11, ademés de H. stenophila (H45) que se incluye en el cllster 1, se
hallaron en alta proporcion (46%, 13,9% y 8,9% respectivamente del total de las
intensidades de bandas) en las muestras tomadas en febrero de 2007 y en noviembre de
2007. Sin embargo los valores obtenidos en junio de 2006 fueron bajos (Tabla 56 y Figura
92).
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Figura 94. Abundancia relativa de Halomonas en cada época de muestreo

Cabe mencionar que las bandas correspondientes a H. halmophila (H16, H35 y H37)
mostraron su mayor abundancia en el muestreo de junio de 2006 (9,97%), mientras que los
valores fueron bajos en las épocas de febrero y noviembre de 2007 (Tabla 56). En el cluster
I, también se incluyen bandas pertenecientes a otras especies diferentes, como por ejemplo,
H. nitroreducens (H46), H. sabkhae (H8, H10 y H13), H. salina (H54) y H. saccharevitans
(H47). Esta ultima fue encontrada Unicamente en de junio de 2006 y noviembre de 2007
practicamente en el mismo porcentaje (4,05% y 4,63% respectivamente) (Figura 94). Por
otro lado, H. nitroreducens y H. salina mostraron su mayor abundancia en febrero de 2007,
mientras que los valores fueron muy bajos en el resto de las épocas. Un hecho similar ocurrié
con H. sabkhae (H8, H10 y H13), que esta presente solo en la zona de la surgencia tomada
en junio de 2006. Las bandas H1, H5, H6, H9, H11, H14, H15, H23, H25, H28 fueron
detectadas en las tres épocas, pero no fue posible su secuenciacion.

A nivel espacial (zona de muestreo) (Figura 95), se observé que la zona de surgencia destaco
por presentar una mayor abundancia de especies desntrificantes del género Halomonas (mas
del 70% respecto al total de la comunidad hallada en esta zona).
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Surgencia .
m Halomonasdesnitrificantes

Halomonas no desnitrificantes

¥ Halomonas no identificadas
Trasvase Tajo-Segural

Fincala Salina
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Abundancia relativa de intensidades de bandas
Figura 95. Abundancia relativa de la poblacion desnitrificante en las tres zonas de muestreo

A la vista de la informacion obtenida en las Figuras 93 y 95 y con el fin de profundizar en el
estudio de las poblaciones desnitrificantes en Rambla Salada, se decidié comprobar e
identificar las especies desnitrificantes en las muestras tomadas de la zona de la surgencia en
junio de 2006, puesto que fue la zona y época de muestreo que revelé una mayor abundancia
de especies. Para ello, se amplific6 una region correspondiente a los genes de
desnitrificacion nirS y nosZ, utilizando para ello dos juegos de oligonucle6tidos especificos
previamente descritos por nuestro grupo de investigacion (Gonzalez-Domenech y col., 2010;
Oueriaghli y col., 2012a).

Los resultados de la amplificacion por PCR de los genes de desnitrificacion (nirS 'y
nosZ), se muestran en la Figura 96. Como se puede apreciar en la muestra S8A, la
amplificacion de los genes nirS y nosZ origind un anico fragmento de cada uno de ellos con
el tamarfio esperado (500pb). No se obtuvieron bandas en el control negativo. El producto de
PCR de ambos genes fue concentrado segun el protocolo mencionado en el apartado I1. 8 de
Material y Métodos para su posterior analisis mediante DGGE.
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Figura 96. Productos de amplificacion de los fragmentos de los genes nirS y nosZ (500pb). S8A: Muestra
tomadas en la zona de surgencia en junio de 2006. M: Marcador Molecular (1000pb). BL: Blanco

La Figura 97 muestra el perfil de DGGE correspondiente a los fragmentos
amplificados del gen de desnitrificacion nirS, asi como el arbol filogenético basado en las
secuencias recuperadas del mismo, obtenido mediante el algoritmo Neighbour-Joining.

nirS

100]

95
_: H. fontilapidosi 5CRT (FJ686147)

10 —
98L——H. ventosae Al12T (FJ686160)

— H. cerina SP4T (FJ686159)
H. shengliensis SL014B-85T (FJ686158)

% 66 _EH. halodenitrificans ATCC 135117 (FJ686155)
55 H. alimentaria YKJ-16" (FJ686149)
&7 H. nitroreducens 11ST (FJ686148)
_:H. koreensis SS20T (FJ686156)
H. denitrificans M29T (FJ686152)
o H. desiderata FB2T (FJ686153)
62 _|:H. campisalis A4T(FJ686151)

H. gudaonensis SL014B-69T (FJ686154)

S2%
S3»

s4s

100f

H. campaniensis 5AGT (FJ686150)

P. aeruginosa PA01 (NP_249210)

Figura 97. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen nirS y las de referencia, obtenido mediante el
método de Neighbour-Joining. Los nimeros de acceso en la base de datos Genbank de las secuencias de
referencia se encuentran entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 50%. Secuencias
obtenidas en junio de 2006 ()
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Como se muestra en el arbol, se caracterizaron cuatro bandas relacionadas con especies
desnitrificantes de Halomonas. Las bandas S2, S3 y S4 se relacionaron con H. fontilapidosi
5CR, mientras que la banda S1 se afilié con H. ventosae Al12",

En cuanto al gen de desnitrificaién nosZ, los resultados se muestran en la Figura 98. Como
se puede apreciar, la separacién del producto de amplificacion por PCR del gen nosZ
mediante DGGE, di6 lugar a cinco bandas. Su posterior secuenciacién y comparacion con las
existentes en la base de datos mediante el Blast permitid establecer una relacién filogenética
entre las bandas Z1, Z2, Z3, Z4 y Z5 y las especies H. cerina SP4" y H. korensis SS20".

nosZ o H. shengliensis SLO14B-85T (FJ686172)
H. ventosae Al12T (FJ686174)
88
Zipls - 7 H. alimentaria YKJ-16T(FJ686163)
55
— H. halodenitrificans ATCC 135117 (FJ686169)
709 H. fontilapidosi 5CRT (FJ686161)
H. denitrificans M29T (FJ686166)
Z3%»
Z4» : 100 %]
Z5% 96
9 92
Z6%
52
51 .
58 H. cerina SP4T (FJ686173)

H. koreensis SS20T (FJ686170)
H. nitroreducens 11ST (FJ686162)
—H. desiderata FB2T (FJ686167)
100 —H. campisalis A4T (FJ686165)
— H. gudaonensis SL014B-69T (FJ686168)
100 b— H. campaniensis 5AGT (FJ686164)
P. aeruginosa PA01 (3797009-3798919)

100

Figura 98. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen nosZ y las de referencia, obtenido mediante el
método de Neighbour-Joining. Los nimeros de acceso en la base de datos Genbank de las secuencias de
referencia se encuentran entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 50%. Secuencias

obtenidas en junio de 2006 (/)

Como era de esperar, para ambos genes de la desnitrificacion (nirS y nosZ), ninguna de las
bandas obtenidas a partir de los perfiles de DGGE, se relacionaba con especies alcaldfilas
desnitrificantes del género Halomonas, las cuales formaron un cllster separado en ambos
arboles filogenéticos (Figuras 97 y 98). La mayoria de las secuencias obtenidas de ambos
genes, mostraron entre el 93% y el 95% de identidad con las de referencia. Todas las
secuencias fueron depositadas en la base de datos Genbank, su nimero de acceso se muestra

en la Tabla 57.
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Tabla 57. Identificacion de las secuencias de los genes nirS y nosZ obtenidas a partir de las bandas escindidas del

NUmero Microorganismo mas similar y su nimero de  Identidad
de acceso  acceso (%)

DGGE

Gen nirS
S1 KC415605 H. ventosae Al12" (FI686160) 94
S2 KC415606 H. fontilapidosi 5CR" (F1686147) 96
S3 KC415607 H. fontilapidosi 5CR" (FJ686147) 95
S4 KC415608 H. fontilapidosi 5CR" (FJ686147) 95
Gen nosZ
Z1 KC415600 H. cerina R53 (GQ384060) 93
Z2 KC415601 H. koreensis JCM 12237" (FJ686170) 93
Z3 KC415602 H. cerina R53 (GQ384060) 93
Z4 KC415603 H. cerina R53 (GQ384060) 93
Z5 KC415604 H. cerina R53 (GQ384060) 95

Indices de diversidad

Para hacer una comparacion de la comunidad de Halomonas en las tres zonas y
fechas de muestreo, se determinaron varios indices de diversidad, cuyos resultados se
describen en los apartados siguientes.

Rango ponderado de la riqueza (Rr)

El promedio del nimero de bandas por muestra fue 12 (minimo, 4 bandas
encontrado en la zona de surgencia, y maximo, 24 bandas en la zona de la Finca la Salina).

Como se muestra en la Tabla 58, la riqueza de la comunidad de Halomonas en Rambla
Salada depende de la época de muestreo. EI promedio de la riqueza (Rr) oscil6 entre 54,43 +
26,09 y 3,29 + 3,08, mostrandose valores altos en la época de junio de 2006 y bajos en el
muestreo de noviembre de 2007.
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Tabla 58. Rango ponderado de la riqueza (Rr) en cada sitio y época de muestreo

N° de

Epoca Zona Muestra Rr Promedio
bandas
S1A 22 61,74
Finca la salina S2A 24 96,48
S4A 20 67,00
Junio 2006* - 54,43 + 26,09
Trasvase Tajo-Segura  S3A 12 24,12
) S7A 15 40,50
Surgencia
S8A 15 36,78
S1B 11 17,84
Finca la salina S2B 14 27,93
S4B 13 24,08
Febrero 2007 - 12,57 £12,17
Trasvase Tajo-Segura  S3B 7 1,34
) S7B 7 1,60
Surgencia
S8B 9 2,63
Sic 6 2,43
Finca la salina S2C 11 8,77
i s4c 8 4,32
Noviembre - 329+ 3,08
2007 Trasvase Tajo-Segura ~ S3C 7 3,30
) S7C 4 0,48
Surgencia
S8C 4 0,48
MDS 0,0002

* Epoca de muestreo en la que hay diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al resto de las épocas. MDS:
Minima diferencia significativa

El analisis ANOVA distinguid significativamente el muestreo de junio de 2006 respecto al
resto de las épocas de muestreo (MDS = 0,0002), mientras que a nivel estacional (zona de

muestreo) no se detectaron diferencias significativas.

Indices de Shannon-Weaver y de Simpson

Los valores del indice de Shannon-Weaver (H’) fueron 2,04 + 0,16; 1,73 + 0,15y
1,47 £ 0,20 en las muestras tomadas en junio de 2006, febrero y noviembre de 2007
respectivamente (Tabla 59).
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Tabla 59. indice de Shanon-Weaver y Simpson en cada sitio y la época de muestreo

: Muestra H’ Promedio Sl Promedio
S1A 2,37 0,14
Finca la Salina S2A 1,93 0,21
S4A 1,69 0,30
Junio 2006* - 2,04 +0,16 0,17 £ 0,04
Trasvase Tajo-Segura  S3A 2,22 0,12
] S7A 1,85 0,20
Surgencia
S8A 1,95 0,21
S1B 1,86 0,21
Finca la Salina S2B 1,97 0,18
S4B 1,90 0,20
Febrero 2007 - 1,73+0,15 0,22 + 0,03
Trasvase Tajo-Segura  S3B 1,68 0,18
) S7B 1,63 0,23
Surgencia
S8B 1,60 0,27
sic 1,34 0,30
Finca la Salina S2C 1,99 0,17
i s4cC 1,54 0,27
Noviembre : 1,47 £0,20 0,27 0,03
2007 Trasvase Tajo-Segura  S3C 1,55 0,26
) s7C 1,19 0,33
Surgencia
S8C 1,30 0,28
MDS 0,0068 0,0456

* Epoca de muestreo en la que hay diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al resto de las épocas. MDS:
Minima diferencia significativa

Por otra parte, el indice de Simpson (SI) mostré valores de 0,17 + 0,04; 0,22 £ 0,03y 0,27 +
0,03, respectivamente.

Como se puede observar en la Tabla 59, la mayor diversidad de la comunidad de Halomonas
se encontrd en el muestreo de junio de 2006 y, por el contrario, la dominancia de dicha
comunidad en la misma época fue baja, demostrandose por tanto que la dominancia de las
especies de Halomonas en Rambla Salada disminuye cuando aumenta su diversidad.

La significacion de las diferencias de los valores de la diversidad y dominancia de la
comunidad de Halomonas entre las época de muestreo, se determiné mediante el analisis de
varianza ANOVA. La época de junio de 2006 fue la que se distinguia mas significativamente

( )
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por su alta diversidad y baja dominancia respecto al resto de los muestreos realizados. Sin
embargo, a nivel espacial no hubo diferencias significativas.

Organizacion funcional (Fo)

Para determinar la organizacién funcional (Fo) o la uniformidad de las comunidades
de Halomonas en Rambla Salada, se construyeron las curvas de distribucion de Pareto-
Lorenz (PL) de las muestras tomadas en las tres épocas. La Tabla 60 presenta los valores
obtenidos.

Tabla 60. Valores de Fo (en %) obtenidos en cada zona y época de muestreo

Epoca Zona Fo Promedio
 Finca la salina 80,00

Junio 2006* Trasvase Tajo-Segura 45,12 65,98
Surgencia 72,82
Finca la salina 61,05

Febrero 2007  Trasvase Tajo-Segura 39,00 52,29
Surgencia 56,84
Finca la salina 59,04

IZ\I(;J (;/Yiembre Trasvase Tajo-Segura 52,38 47,93
Surgencia 32,38

MDS 0,009

* Epoca de muestreo en la que hay diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al resto de las épocas. MDS:
Minima diferencia significativa

Los valores mostrados en la Tabla 60 fueron obtenidos a partir del calculo del indice Fo
mediante la construccidn de las curvas de Pareto-Lorenz (Figura 99) empleando la matriz de
intensidades de bandas de DGGE de cada zona y época de muestreo (Tabla 64 de material
suplementario).
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Figura 99. Curvas de distribucion de Pareto-Lorenz basadas en los perfiles de DGGE. La proyeccion de la linea
vertical del valor 0,2 x-eje se utiliza para determinar los valores de Fo

Como se puede observar en la Figura 99, el 20% de las bandas acumuladas y normalizadas
en las muestras tomadas en junio de 2006 mostraron el 80%, 45,12% y 72,82% (65,98% de
promedio) de las intensidades de bandas acumuladas y normalizadas, mientras que el 20% de
las bandas detectadas en febrero de 2007 representaron el 61,05%, 39% y 56,84% (52,29%
de promedio) de las intensidades de bandas acumuladas y normalizadas en la Finca la Salina,
canal Trasvase Tajo-Segura y la surgencia respectivamente. Por otro lado, los valores de Fo
obtenidos en noviembre de 2007 fueron 59,04%, 52,38% y 32,38% (47,93% de promedio)
de las intensidades acumuladas y normalizadas que presentan el 20% de las bandas
encontradas en la Finca la Salina, canal Trasvase Tajo-Segura y la surgencia
respectivamente. Cabe mencionar que el valor medio de Fo obtenido en junio de 2006 fue el
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mas alto, siendo las zonas de la Finca de la Salina y la surgencia de la misma época las mas
especificas puesto que los valores de Fo fueron 72,82% y el 80% respectivamente (Tabla
60).

En lo que respecta al andlisis ANOVA, se observaron diferencias significativas en la
comunidad de Halomonas a nivel de la temporalidad (p < 0,05), mostrandose que la
comunidad de Halomonas hallada en la época de junio de 2006 fue distinta respecto al resto
de la comunidad encontrada en los otros muestreos.

Para determinar la contribucién de los pardmetros ambientales en la composicién de
la comunidad de Halomonas, se aplico un analisis de correspondencia sin tendencias (ACD)
a la matriz cualitativa (Tabla 63 de material suplementario) de la comunidad de Halomonas.
Los datos mostraron una respuesta unimodal respecto a las variables ambientales (longitud
de gradiente 3,279); como consecuencia, se aplicé un analisis de correspondencia canénica
(ACC) empleando el software Canoco (véase el apartado Ill. 3. 2 de Material y Métodos).

El resultado del andlisis de la variabilidad en cada eje de ordenacion, asi como la
contribucion de las variables fisico-quimicas a cada uno de los mismos se presenta en la
Tabla 61.

Los dos primeros ejes son responsables del 25,4% de la variabilidad acumulada de especies y
del 81,4% de la variabilidad acumulada a nivel de la relacion especies-variables ambientales.
El primer eje esta positivamente relacionado con la salinidad y negativamente con el pH. El
segundo eje canonico se correlaciona positivamente con la salinidad y el pH, mientras que, la
parte negativa de este eje se correlaciona con el oxigeno. La correlacion de las variables
ambientales se consider6 significativa si presentaba valores inferiores a 0,05; por lo tanto,
mediante el test de permutaciones de Monte Carlo, se seleccionaron como variables
significativas la salinidad (Monte Carlo, F = 1,76, P = 0,014) y el pH (Monte Carlo, F =
1,85, P = 0,014), obteniéndose el 78% y 43%, respectivamente, de la potencia total del
analisis ACC.
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Tabla 61. Valores del analisis estadistico Canoco

Ejes de ordenacion 1 2 8 Inercia total
Valores propios (eigenvalor) 0458 0,324 0,179
Correlacién especies-variables ambientales 0,914 0,911 0,786

- — 3,081
Porce_ntaje acumulado de la variabilidad de 14,9 25.4 312
especies
Porcentaje acumulado de la variabilidad de la 47.6 81.4 100,0

relacion especies-variables ambientales

La Figura 100 muestra la influencia de las variables ambientales sobre la diversidad de la
comunidad de Halomonas en las tres zonas y épocas de muestreo.

1.0

s3alll
S7B
salinidad* - pH*
S8B
S8A
S7C
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S3B
S8C
o
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O 'szc
S4A
s1B
S2B
S1A
o \
Oxigeno
O
S2A
o
<
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Figura 100. Biplot de la ordenacion ACC, basados en los datos cualitativos generados por DGGE, que representa

la correlacidn entre los factores ambientales y zonas y épocas de muestreo. SA
: Muestras tomadas en febrero de 2007, SC M: Muestras tomadas en noviembre de 2007. (S1, S2 y

2006, SB

: Muestras tomadas en junio de

S4: Finca la Salina, S3: Canal Trasvase Tajo-Segura, S7 y S8: Surgencia). Las flechas indican el sentido de
correlacién de las variables ambientales (sal, oxigeno y pH). Las variables ambientales marcadas con el simbolo *

son significativas (p < 0,05)
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Se observO un primer grupo que estd estrechamente relacionado con la salinidad y
compuesto por las muestras de la zona de surgencia (S7 y S8) de las tres épocas de muestreo.
El segundo grupo se relaciond de forma positiva con el pH y negativa con la salinidad, y
agrupé muestras de las zonas de la Finca la Salina y el canal Trasvase Tajo-Segura de
febrero y noviembre de 2007. El dltimo grupo mostré una relacién negativa con el pH,
incluyendo las muestras de la zona de la Finca la Salina tomadas en junio de 2006. No se
tomo en consideracion la muestra S3A en la interpretacion de los resultados, puesto que su
comportamiento en el analisis fue distinto respecto al resto de las zonas estudiadas.

Como se muestra en la Figura 101 que representa la relacion entre las especies de
Halomonas y las variables ambientales, se obtuvieron tres grupos principales dependiendo
de los ejes de ordenacidn canonica y los parametros fisico-quimicos.
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Figura 101. Biplot de la ordenacion ACC, basados en los datos cualitativos generados por DGGE, que representa
la correlacion entre los factores ambientales y las especies de Halomonas. ¢: H.ventosae, #: H. almeriensis, @:
H. ilicicola, <: H. kenyensis, =: H. campisalis, ©': H. stenophila, 4: H. halmophila, *: Halomonas no
identificadas, *: H. saccharevitans, ©: H. nitroreducens, ®: H. salina, : H. sabkhae. Las flechas indican el
sentido de correlacion de las variables ambientales (sal, oxigeno y pH). Las variables ambientales marcadas con
el simbolo * son significativas (p < 0,05)

El primero incluye todas las bandas correspondientes a la especie H. ventosae (H2, H3, H4,
H7, H12, H17, H18, H19, H20, H21, H22, H24, H26, H27, H29, H30, H31, H32, H34, H36,
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H39 y H40) que se correlacionaban negativamente con el pH y muchas de ellas se
relacionaban también de forma positiva con la salinidad.

El segundo grupo estd compuesto por filotipos pertenecientes a H. almeriensis (H38, H41,
H42 y H43), H. ilicicola (H33, H48, H49, H50 y H52), H. saccharevitans (H47), H. salina
(H54), H. stenophila (H45) y algunas de las secuencias que no fueron identificadas (H5, H6,
H9, H11l, H23, H25 y H28). Este grupo se correlaciond positivamente con el pH,
encontrandose en las zonas de la Finca la Salina y el canal Trasvase Tajo-Segura en febrero
y noviembre de 2007. Ambas zonas se caracterizaron por tener un pH relativamente alcalino.
En este segundo grupo, algunas de las secuencias, fundamentalmente las correspondientes a
las especies de Halomonas no identificadas, mostraron también una relacion positiva con el
oxigeno.

El tercer grupo mostr6 una correlacion significativamente positiva con la salinidad, dentro de
él, encontramos filotipos correspondiente a H. campisalis (H44), H. halmophila (H16, H35 y
H37), H. kenyensis (H51 y H53), H. nitroreducens (H46) y H. sabkhae (H8, H10 y H13).
Todas los filotipos de este ltimo grupo fueron especificamente detectados en la zona de
surgencia (S7 y S8), aunque algunos de ellos se encontraron también en las otras zonas.

I1. 4. 2. Analisis de la comunidad de Halomonas mediante
CARD-FISH

La Figura 102 muestra los resultados obtenidos despues de hibridar las diferentes
muestras con la sonda HIm474-HRP, especifica del género Halomonas. La visualizacién,
mediante microscopia laser confocal (CLSM, Confocal Laser Scanning Microscopy),
permitié detectar fluorescencia en las células de Halomonas hibridadas con la sonda
mencionada anteriormente, emitiendo una luz de color verde (Figura 102a), asi como las
células microbianas totales tefiidas con DAPI (Figura 102b).
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Figura 102. CARD-FISH de muestras de Rambla Salada. a: Halomonas marcadas con la sonda HIm474-HRP,
FITC; b: Células de la misma muestra tefiidas con DAPI (poblacién microbiana total). La escala es de 10 um

Tal como se mencion6 anteriormente en el apartado IV. 3 de Material y métodos, se
comprobd la especificidad de la sonda HIm-474 de Halomonas, utilizando una cepa de
Cobetia marina 219", ya que es un taxén relacionado filogenéticamente con Halomonas y
otra cepa de Pseudomonas aeruginosa AJ 2116'. En estas Gltimas cepas, los resultados
obtenidos fueron negativos y se muestran en la Figura 103.

£/

Figura 103. CARD-FISH de Cobetia marina 219" (a) y de Pseudomonas aeruginosa AJ 2116" (b). La escala es
de 10 pm
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En la Tabla 62 se presentan comparativamente los recuentos de las células totales tefiidas
con DAPI y las células pertenecientes al Dominio Bacteria, al Dominio Archaea y al género
Halomonas, también se incluye en dicha tabla el porcentaje de Halomonas respecto a las
células totales y a las bacterias totales, en las tres épocas de muestreo de Rambla Salada.

En la muestra S8A, tomada en la surgencia en junio de 2006, se obtuvieron los mayores
recuentos de células totales (7,77 x 10° células/ml), arqueas (1,43 x 10° células/ml) y
Halomonas (6,52 x 10" células/ml).

Sin embargo, en el caso de la comunidad de bacterias, el nimero més alto fue encontrado en
la zona de la Finca la Salina en el muestreo de febrero de 2007, siendo la muestra S1B la que
presentd los mayores valores (5,50 x 10° células/ml).




Tabla 62. Cuantificacion de células microbianas totales, bacterias, arqueas y Halomonas en cada zona y época de muestreo

Recuentos de célulastotales, bacterias, arqueas y Halomonas

Celulas . Arqueas . Bacterias . Halomonas . %deFITC . %deFITC .
. totales Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio
Epoca de muestreo  Zona Muestra (DAP) (DAPI) (FITC) (FITO) (FITC) (FITC) (FITC) (FITO) (Halomonas) %) (Halomonas) )
(celiml) (celiml) (celfm) (celiml) IDAPI Ibacterias
S1A 7,51 %108 9,18 x 107 3,79 x 108 2,70 x 107 3,59 712
Finca la Salina S2A 6,77 x 108 1,11x 108 4,07 x 108 3,13x 107 4,62 7,69
. S4A 6,78 x 108 1,30 x 108 3,93 x 108 L 2,96x 107 4,36 . 7,53
Junio 2006 Trasvase Tajo-Segura S3A 726x100 V0 owaee B2 Sogwaee 300 Soraaer AP g 574 745 10,83
Surgencia S7TA 6,79 x 108 1,14 x 108 3,17 x108 6,36 x 107 9,36 20,06
S8A 7,77 x 108 1,43 x 108 4,30 x 108 6,52 x 107 8,39 15,16
SiB 6,53 x 108 7,11x 107 5,50 x 108 3,38 x 107 517 6,14
Finca la Salina S2B 6,08 x 108 6,88 x 107 4,62 x 108 3,60 x 107 5,92 7,92
S4B 6,26 x 108 7,83 x 107 5,04 x 108 3,83 x 107 6,11 7,59
Febrero 2007 Trasvase Tajo-Segura S3B s587x100 00 waaagr ST Yaraee A8 Sogagr 320 5o 5,23 6,86 6,46
Surgencia STB 5,79 x 10° 6,01x107 AT0x10°8 2,56x10" 440 5,42
S8B 5,94 x 108 6,02 x 107 4,65x 108 2,82 x 107 4,74 6,06
S1C 6,71 x 108 9,70 x 107 4,16 x 108 3,25x 107 4,84 7,81
Finca la Salina S2C 6,76 x 108 1,12 x 108 4,19 x 108 2,90 x 107 4,28 6,92
. S4C 6,66 x 108 1,26 x 108 4,87x108 2,84 x 107 4,26 5,83
Noviembre 2007 - cvase Tajo-SequraS3C 715100 070 Toge M e A0 Gerae 2907 g 437 5,86 6,90
Surgencia S7C 6,42 x 108 1,20 x 108 4,36 x108 3,41x 107 531 7,82
S8C 7,01x108 1,10x 108 3,94 x 108 2,84 x 107 4,05 7,20
Promedio 6,7 x 108 9,7 x 107 4,3x108 3,4x107 5,11 8,13
MDS 0,0002 0,0001 0,0026 0,0500 0,0140 0,0456

* Epoca de muestreo en la que hay diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al resto de las épocas. MDS: Minima diferencia significativa
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Se obtuvo un promedio de 6,7 x 10® (células/ml) de células microbianas mediante la tincion
de las células con DAPI en las tres épocas de muestreo. Asimismo, se obtuvo un promedio
de 3,4 x 107 (células/ml) de Halomonas, alcanzandose su méximo en la época de junio 2006
con un 4,1 x 10’ células/ml de promedio. El recuento mas bajo fue obtenido en las muestras
correspondientes al muestreo de noviembre de 2007 (2,9 x 10’ células/ml). El porcentaje de
Halomonas fue un 5,11% de promedio respecto a las células microbianas totales y un 8,13 de
promedio respecto a bacterias, siendo la muestra S7, perteneciente a la zona de la surgencia
tomada en junio de 2006, la que mostr6 el porcentaje méas alto (20,06% y 9,36% de células
de Halomonas respecto a las células microbianas totales y a las bacterias respectivamente).

El analisis estadistico ANOVA indic6 que los recuentos de las células microbianas totales,
arqueas, bacterias y Halomonas no presentaron diferencias significativas entre los distintos
sitios de muestreo, pero si entre las épocas, siendo febrero de 2007, el que mostro los valores
mas bajos de recuentos en la comunidad microbiana total y la comunidad de arqueas; sin
embargo, en esta época, se obtuvieron los mayores recuentos de la comunidad de bacterias.

Por otro lado, en junio de 2006, hicimos el muestreo que presentd los valores mas altos en la
comunidad microbiana total y en las de arqueas y Halomonas, mientras que en estas
muestras, los recuentos de las bacterias fueron bajos.

En la Figura 104 se presentan los porcentajes de las tres comunidades de procariotas en
Rambla Salada en las tres épocas de muestreo y cuyos datos hemos comentado
anteriormente.
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Figura 104. Recuentos de la poblacion microbiana total (DAPI), bacterias, arqueas y Halomonas (FITC) en las
tres épocas de muestreo

La Figura 105 muestra una imagen en 3D donde se pueden ver las células microbianas
totales tefiidas con DAPI y las comunidades procariotas: bacterias, arqueas y Halomonas,
hibridadas con la sondas correspondientes. Esta imagen es el resultado de un montaje
realizado mediante el programa ImageJ con las imagenes obtenidas tras la visualizacion de
las células en un microscopio laser confocal CLSM. La poblacion de Halomonas aparece en

color rojo-naranja.

Figura 105. Imagen en 3D montada con el programa ImageJ de tres imagenes visualizadas con un microscopio
de laser confocal Leica TCS-SP5 (CLSM) mostrando la abundancia de microorganismos totales (DAPI, color
azul), bacterias y arqueas (color verde), y Halomonas (color rojo-naranja)
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I1. 4. 3. Discusion

En este trabajo, se ha estudiado la comunidad de Halomonas en Rambla Salada
mediante la amplificacion especifica de fragmentos del gen del ARNr 16S de este género y
su posterior andlisis a través de la técnica de electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante (DGGE). Los patrones de la comunidad de Halomonas, obtenidos en los
distintos puntos de muestreo, fueron sometidos a un analisis multivariable mediante el
programa Canoco, con la finalidad de correlacionar la diversidad de Halomonas con los
factores ambientales (pH, oxigeno y salinidad) del habitat objeto de estudio. Ademas, para
conocer la abundancia relativa del género Halomonas en Rambla Salada, se aplicd la técnica
CARD-FISH a las muestras tomadas a lo largo del estudio.

Halomonas constituye unos de los géneros que se aislan con mas frecuencia por métodos
tradicionales de cultivo en ambientes salinos e hipersalinos (Vreeland y col., 1980; Martinez-
Céanovas y col., 2004a; Martinez-Checa y col., 2005; Xu y col., 2007; Guzman y col., 2010;
Mann y col., 2010; Poli y col., 2011; Wang y col., 2012; Luque y col., 2012b; Zhao y col.,
2012; Poli y col., 2013). Se ha encontrado también en habitats en los que ademas de la
salinidad, existen otras condiciones extremas, tales como un pH alcalino o &cido (Li y col.,
2008; Shapovalova y col., 2008; Shi y col., 2012) e incluso en hébitats no salinos, como es el
caso de H. stevensii, H. hamiltonii y H. johnsoniae halladas en la sangre de dos pacientes en
didlisis de un centro de atencion renal (Kimy col., 2010).

Lugue y col., 2013 pusieron de manifiesto la dominancia del género Halomonas en un
trabajo realizado mediante técnicas clasicas de cultivo en Rambla Salada. En dicho estudio,
el 35% de las cepas aisladas pertenecian al género Halomonas. A pesar de este hecho, en
este trabajo, no ha sido posible detectar miembros del género Halomonas cuando se
emplearon cebadores generales para el Dominio Bacteria, segin los datos analizados y
discutido en el apartado 1l. 2. 3 del capitulo 2 de la presente tesis. Este hecho podria ser
debido a que el género Halomonas no constituye una poblacién dominante en Rambla Salada
respecto a la comunidad total de bacterias (Tabla 62 y Figura 104). Aunque la poblacion
total de Halomonas representa segun los datos del CARD-FISH un 8% de la poblacion de
bacterias, las distintas especies de Halomonas estarian presentes en un porcentaje inferior,
probablemente por debajo del 1% y por ello no serian detectadas mediante DGGE, técnica
que solo detecta poblaciones presentes en un porcentaje superior a este (Muyzer y col., 1993;
Dar y col., 2005)

Nuestros resultados son equivalentes a los de Cui y col. (2008) quienes, mediante técnicas
clésicas de cultivo, aislaron Halomonas como bacteria predominante a partir de muestras
tomadas en sedimentos profundos en el Atlantico, y sin embargo no detectaron este
microorganismo mediante la técnica de DGGE.
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Segun nuestros resultados, la estrategia clasica de cultivo en realidad no estaria reflejando la
comunidad dominante de un héabitat, puesto que, solo aislamos los microorganismos capaces
de crecer en las condiciones de los medios de cultivo utilizados. Como se ha descrito en
diversas publicaciones, el sesgo introducido por los medios de cultivo es importante ya que
debido a varios motivos, solo se cultiva del 1-10% de la microbiota existente en la naturaleza
(Oren y Papke, 2010).

Si comparamos los resultados de este estudio con los obtenidos al analizar la diversidad
bacteriana en las mismas zonas y épocas de muestreo por méetodos clésicos (Luque y col.,
2013) hallaremos una gran diferencia. Como ya se ha dicho, no se detecta Halomonas con
sondas de bacterias, pero Luque y col. (2013) la aislaron en altos porcentajes. Para solventar
el problema se realiz6 una busqueda en la literatura con el fin de encontrar una sonda
especifica para el género Halomonas y estudiar su poblacion por técnicas moleculares. La
sonda seleccionada fue la sonda HIm-474R empleada en la técnica FISH en un trabajo
previamente realizado por Yoshie y col. (2004). Por otro lado, para llevar a cabo reacciones
de PCR especificas para Halomonas, se combiné la sonda HIm-474R con el cebador 16F-
B27 (Lane y col., 1991; Oueriaghli y col., 2012a).

El andlisis de agrupamiento de las muestras analizadas mediante DGGE con el programa
FPquest mostré resultados diferentes dependiendo del coeficiente utilizado. El coeficiente de
Dice (Figura 91) revel6 una clara separacion temporal (época de muestreo) de la comunidad
de Halomonas en Rambla Salada. El perfil de diversidad de Halomonas obtenido en junio de
2006 fue distinto a los obtenidos en febrero y noviembre de 2007 (Figura 91). Por el
contrario, el dendograma de la Figura 90, que tiene en cuenta la intensidad de bandas
(coeficiente de Pearson), no separé claramente la comunidad de Halomonas en funcion de la
época de muestreo.

En este sentido, existen opiniones divergentes sobre la conveniencia del uso de un
coeficiente o otro, pero la evidencia sugiere que el método de agrupamiento UPGMA
acoplado con el coeficiente de Pearson es méas sensible a los artefactos que aparecen en los
perfiles de DGGE y aun mas, a las variaciones en las intensidades relativas de las bandas
(Huys y Swings, 1999). Recientemente se ha recomendado, para los estudios de huella
genética como el DGGE, la utilizacién de indices mas conservativos, tales como el
coeficiente de similitud de Dice (Schwalbach y col., 2005; Hewson, 2006a y 2006b). En el
presente trabajo, el agrupamiento basado en la presencia-ausencia de bandas (coeficiente de
Dice), resultd ser mas coherente, observandose una estrecha relacion entre el patron de
composicion de Halomonas y las condiciones ambientales locales de cada época de muestreo
y especialmente con el contenido de la sal (Tabla 28).

El anélisis filogenético de la comunidad de Halomonas a partir de las 54 clases de bandas
detectadas en los perfiles de DGGE mostr6 la formacion de dos grupos filogenéticos
afiliados con distintas especies del género Halomonas (Figura 92). Los dos cllsters se
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asociaban principalmente con las especies desnitrificantes del género Halomonas (H.
campisalis, H. kenyensis, H. nitroreducens, H. saccharevitans, H. ventosae, H. ilicicola y H.
sabkhae). El andlisis de la comunidad de Halomonas mostré que H. almeriensis era la
especie mas abundante en los tres muestreos realizados, seguida por la especie H. ilicicola
(Tabla 56 y Figura 93a).

La especie desnitrificante H. ventosae, fue bastante abundante, sobre todo en de junio de
2006 (52,57%). Cabe mencionar que las secuencias de las bandas obtenidas en este estudio
(bandas H2, H3, H4, H4, H7, H12, H17, H18, H19, H20, H21, H22, H24, H26, H27, H29,
H30, H31, H32, H34, H36, H39 y H40) mostraron porcentajes elevados de identidad (99% y
100%) con las secuencias de las cepas H. ventosae M4-22, H. ventosae M4-15 y H. ventosae
M4-38 aisladas previamente por Luque y col. (2013) cuando analizaron la diversidad de
bacterias en los mismos lugares y épocas de muestreo en Rambla Salada. Igualmente ocurrié
con la secuencia de la banda H38, que mostr6 un 99% de identidad con la especie H.
almeriensis M3-47 (Luque y col., 2013), y las secuencias H41, H42, H43 y H44 que tenian
un 100% de identidad con dicha cepa. También encontramos que la secuencia de la banda
H44 se relaciond filogenéticamente (98% de identidad) con la cepa H. campisalis M2-61
aislada por Luque y col. (2013). Por tanto, hay que destacar que H. almeriensis y H.
ventosae, los taxa predominantes en la poblacién de Halomonas (25,37% y 19,62%
respectivamente) pueden ser aisladas por técnicas clasicas de cultivo (Luque y col., 2013).

Al analizar la abundancia relativa de todas las especies de Halomonas se observé que el 62%
de la comunidad de Halomonas se correspondia con especies desnitrificantes (Figura 93b).
Ademas, se analizd la abundancia de la poblacion desnitrificante a nivel estacional y
temporal (Figura 95). Los resultados evidenciaron la dominancia de las especies
desnitrificantes del género Halomonas en la zona de la surgencia (74% de la poblacion total).

A la vista de estos resultados, nos planteamos profundizar en el estudio de la poblacién
desnitrificante y para ello se utilizaron cebadores especificos para amplificar los genes de la
desnitrificacion nirS y nosZ (Oueriaghli y col., 2012a). Se seleccion6 la muestra S8 de la
zona de la surgencia tomada en junio de 2006 por ser la de mayor riqueza y diversidad. Esta
zona se caracteriz6 ademas por presentar la mayor concentracion de sales y unos parametros
fisico-quimicos estables a lo largo del afio.

Mediante el uso de cebadores especificos de los genes nirS y nosZ, los patrones de DGGE
basados en los fragmentos amplificados de los mismos dieron lugar a secuencias afiliadas
con cuatro cepas desnitrificantes del género Halomonas: la cepa H. cerina R53, aislada por
nuestro grupo de investigacion (Gonzéalez-Domenech y col., 2008b) en Rambla Salada, y las
cepas tipo de H. fontilapidosi, H. ventosae y H. korensis (Tabla 57).
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H. cerina y H. fontilapidosi fueron detectadas solamente con los cebadores disefiados para
estos genes funcionales. Por el contrario, H. ventosae también es reconocida por los
cebadores del género Halomonas.

Cabe mencionar que no se detectaron especies desnitrificantes alcal6filas de Halomonas (H.
campaniensis, H. campisalis, H. desiderata y H. gudaonensis). Estas especies forman un
grupo distinto y separado en el arbol filogenético obtenido al utilizar los genes de la
desnitrificacion (Gonzélez-Domenech y col., 2010) y puede ser que los cebadores utilizados
no sean muy especificos para ellas.

La comunidad de Halomonas en Rambla Salada, también mostrd diferencias significativas
segun la época de muestreo, presentando valores altos de riqueza (Rr) y diversidad (H’)
(54,43 £ 26,09 y 2,04 £ 0,16 respectivamente) en junio de 2006. Como ya se ha mencionado
con anterioridad, segun Marzorati y col. (2008), estos valores son tipicos de ambientes
caracterizados por una alta diversidad microbiana.

Teniendo en cuenta los patrones de las curvas de Pareto-Lorenz (PL), las muestras tomadas
en febrero y noviembre de 2007 presentaron valores medios de Fo, oscilando desde el 40%
hasta el 60% de Fo (Tabla 60 y Figura 99), indicando que la comunidad de Halomonas est&
equilibrada y por lo tanto puede, potencialmente, hacer frente a los cambios de las
condiciones ambientales y preservar su funcionalidad (Marzorati y col., 2008). Sin embargo,
las muestras tomadas en junio de 2006 mostraron méas del 60% de Fo, indicando que la
poblacién de Halomonas encontrada en esta época es muy especializada (Marzorati y col.,
2008).

La dominancia de las especies del género Halomonas se reveld mediante el indice de
Simpson (SI), mostrando los valores mas altos en febrero de 2007 (0,22 + 0,03). Es (til
recordar en este punto que las muestras correspondientes al muestreo de febrero de 2007,
revelaron valores bajos de la diversidad (H’) (Tabla 59). Este dato concuerda con el valor de
Simpson (SI) obtenido en esta época, confirmandose por tanto que la dominancia de las
especies pertenecientes al género Halomonas, disminuye de forma concomitante con el
aumento de su diversidad (Magurran, 1996).

Por otro lado, el anélisis ACC (Tabla 61 y Figura 100) confirmé que la estructura de la
comunidad de Halomonas en Rambla Salada estaba significativamente influida por la
salinidad y el pH. Teniendo en cuenta el factor de la salinidad, se observo una clara
distincion entre la comunidad de Halomonas encontrada en la zona de surgencia (S7 y S8),
fuertemente relacionada con el contenido de sal, y la comunidad hallada en el resto de las
zonas estudiadas durante las tres épocas de muestreo (Figura 101).

Cabe mencionar que las bandas afiliadas con H. campisalis, H. halmophila, H. kenyensis, H.
nitroreducens y H. sabkhae fueron especificas de la zona de surgencia (FiguralOl)
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mostrando una fuerte correlaciéon con la salinidad. La especie de Halomonas identificada
como la més abundante en este estudio, H. almeriensis (Figuras 93a y 94), representd
alrededor del 26% de la comunidad total de Halomonas en las tres épocas de muestreo y
alrededor del 38% de las bandas secuenciadas en noviembre de 2007, donde los valores de
pH fueron ligeramente alcalinos (Figura 94). Este resultado fue confirmado mediante el
analisis ACC, el cual mostr6 que las bandas afiliadas con H. almeriensis (H38, H41, H42 y
H43) se situaban en el cuadrante derecho superior muy cercanas al eje del pH (Figura 101).

Por otro lado, las especies H. ventosae y H. ilicicola fueron bastante abundantes en de junio
de 2006 y febrero de 2007. H. ventosae fue encontrada especificamente en la zona de la
Finca la Salina, donde los valores de pH eran ligeramente acidos. De hecho el anélisis ACC
(Figura 101) agrupaba todas las bandas afiliadas con H. ventosae en el cuadrante izquierdo
inferior, lo cual prueba que este grupo bacteriano se correlacionaba de forma ligeramente
positiva con la salinidad y negativamente con el pH. Sin embargo H. ilicicola, junto con H.
saccharevitans, H. salina y H. stenophila, mostraron una correlacién positiva con el pH, tal y
como se esperaba, puesto que este grupo filogenético se detect6 en la zona de la Finca la
Salina y el canal Trasvase Tajo-Segura en febrero y noviembre de 2007, cuando los valores
de pH fueron relativamente alcalinos (Figura 101).

Para cuantificar la presencia de Halomonas en Rambla Salada, se llevo a cabo un analisis
mediante la técnica CARD-FISH. Como se expuso anteriormente en la Tabla 62 del apartado
. 4. 2 del presente capitulo, se detectd un promedio de 6,7 x 10° células/ml tefiidas con
DAPI. El uso de la sonda HIm474-HRP nos permiti6 observar un promedio de 3,4 x 10’
células/ml de Halomonas en las tres épocas de muestreo, lo que representa el 7,99% de las
bacterias y el 5,1% de las células microbianas totales. Estos valores indican la ubicuidad y
abundancia de este género en Rambla Salada.

Estos resultados estan relacionados de una forma directa con la concentracion salina, puesto
que la zona de la surgencia (S7 y S8) fue la que mostrd el mayor valor en los recuentos de
arqueas y Halomonas, y es practicamente la que tiene mayor concentraciones de sal. El
efecto de la salinidad se ha visto fuertemente reflejado en los patrones de distribucion de la
comunidad de arqueas y bacterias en ambientes salinos e hipersalinos (Jiang y col., 2006 y
2007; Liu y col., 2011; Oueriaghli y col., 2012b; Oueriaghli y col., 2013) y también en la
distribucion de algunos bacterianos, tales como los miembros de los phyla Proteobacteria,
Actinobacteria y Bacteroidetes (Wu y col.,, 2006; Barberdn y Casamayor, 2010).
Concretamente en el caso de la clase Gammaproteobacteria, se ha publicado una correlacion
positiva entre la abundancia relativa de organismos pertenecientes a esta clase y el
incremento en la salinidad (Benlloch y col., 2002; Humayoun y col., 2003; Kirchman y col.,
2005; Wu y col., 2006), parece ser que los miembros de esta clase los que predominan en
ambientes hipersalinos (Benlloch y col., 2002; Humayoun y col., 2003). Para lo que respecta
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a los resultados de este estudio, esta claro que existe una correlacion positiva entre la
salinidad y los miembros del género Halomonas (Figura 101).

Teniendo en cuenta estos resultados, la no aparicion de bandas correspondientes al género
Halomonas en los perfiles de DGGE de la comunidad bacteriana empleando cebadores
generales no debe interpretarse como la inexistencia de la poblacion de Halomonas en
Rambla Salada, sino que probablemente debido a los sesgos relacionados con dicha
metodologia (Muyzer, 1999).

En resumen, los patrones de DGGE de la comunidad de Halomonas revelaron variaciones
temporales, siendo el muestreo de junio de 2006 el que presentd la mayor diversidad asi
como el mayor nimero de recuentos de células de Halomonas. Esta variacion se puede
explicar en funcion de los pardmetros fisico-quimicos del lugar de muestreo y, en particular,
por la concentracion salina y el pH. Por dltimo, es de resaltar que la comunidad de
Halomonas fue dominada por los miembros desnitrificantes, siendo H. almeriensis, H.
ilicicola y H. ventosae las especies predominantes. Ademas el uso de cebadores especificos
para los genes de desnitrificacion nirS y nosZ evidencid la presencia de especies
desnitrificantes que no fueron detectados con los cebadores especificos para amplificar el
gen del ARNr 16S de Halomonas.
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Figura 106. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr 16S obtenido mediante el método de
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Tabla 63. Valores de ausencia y presencia de las bandas encontradas en los perfiles de DGGE de la comunidad de Halomonas en las tres zonas y épocas de
muestreo (matriz cualitativa)

Presencia-ausencia de bani GGE
HL H2 H3 H4 H5 HG H7 H8 HY HIO HIL HI2 HI3 HI4 HIS HI6 HI7 H18 HIQ HX H2L H22 H23 H24 HZ5 HZ6 H2T H28 H29 H30 H3L H32 H33 H34 H35 H36 H37 H38 H39 HAD HAL HA2 H3 HA4 HAS HG HAT HAB HA9 HS0 ML HS2 HS3 Hb4
SA 0 1 1 1 0 t 1 0 0 0 0 L 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 01 11 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
©$ A 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 11 1t 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0
§ $A 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 00 000 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0
8 S 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 I 1 0 1 0 0 1 001 11 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0
A SA1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 L 1 0 0 0 0 L 0 0 0 0 0 0 00 01 Lt 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0
E $A 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 00 001 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
§ S8 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 00 000 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0 1
E 50 0 0 0 t 1 0 0 1 0 L 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 00 000 Lt 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0
E § $ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 00 000 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0
R E % 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 L 0 0 0 0 00 000 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0 0
E E S8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 00 000 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1
u% $ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 00 000 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 0 1
L SE O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 00 00D 0 00 00 00000 100 00 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0
§ C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 00 1t 0 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1
@sc 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 L 0 0 00 000 0 t 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0
g $C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 00 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0
Zsc o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 00 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0
z 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 00 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0

Valor 0: banda ausente en un carril de DGGE, valor 1: banda presente en un carril de DGGE



Tabla 64. Intensidades relativas de las bandas encontradas en los perfiles de DGGE de la comunidad de Halomonas en las tres zonas y épocas de muestreo (matriz
cuantitativa)

Intensidad ndas de DGGE

HL H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 HO HI0 HIl HI2 HI3 H14 HI5 HI6 H17 HI8 HI9 H20 H2l H22 H23 H24 H25 H26 H27 H28 H29 H30 H3L H32 H33 H34 H35 H36 H37 H38 H39 HA0 HAL HA2 H43 H44 HAS H46 H4T HA8 H49 HS0 H51 HE2 H53 H54

SIA 0 376 143 124 0 158 187 0 0 0 0 1% 0 0O 0 0 06408 065 0 279 186 0 L7 0 L7 0 0 0 23 0 229 0 22 0 5% 1815 0 2191224 0 309 0 0 O O 0O O O 0 O O 0 O

© A 0 03078017 0 0 O 0 0 0 0 0% 0 0 0O 0 07 0 0 01508 02 0 004 0 0 08 0 054 066 019 068 0 48 0 4471785 0 36092162 0 28 0 114 0 0 012 0 05 0 0 0 458 0

§ $3A 0 19 0 6% 0 0 0 0 0 0 0 24 0 163%8 0 0 0 0 O 0 0 O O O O 020 O O 0 657 0 0 0O 0 0 0O 0 0 0 99 0 105 0 0 286 0 653 0 0 0 55 0

'g SA 0 01303%02 0O 0001 0 0 0 0O 0 0 O 0 0 O 0 0 0 231169 0 002 0 0 016 0 0 049 0 138 0 345 0 1199 158 0 5029158 0 778 0 09 0 0 05 0 009 0 0 0 08 0

E’ STA 042 0 015 0 0 0 0 0 0 O 0O 0 01 O 073067 0 O 0O 0 0% 0 0 0 0 O O 0 0 0O O 0 0 0 41 219872 62 0 25643008 0 182 0 0 19 0 0 0 0 0 0 049 0

E SBA 118 0 2% 0 0 0 0 08 0 069 O 0 1207 0 0 0% 0 0 O O 277 0 O O O O O O O O O O O 0 276 369 545 546 0 21443809 0 18 0 0 18 0 0O 0 0 0O 0 0 O
§ S8 0 0 0 0 211087 0 0 0 0 0 O 0O 0 O O 0 O O 0 0 O 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0220 0 0 0 111 0 0 0 44 0 0 1543 0 0 62911953952 0 1208 0 402
E B 8 0 0 0 0 3122 0 0 166 0 0% 0 o0 0 0 0 O 0 0 O O O 0 1150 0 0 0 O O 0 0138 0 L5 0 0 0 524 0 0 11572963 0 0 0 0 0 233 0 55 0 1400 0 0
g § o0 0 0 0 o0 090 00050 O0OOO0CTO0COO0OO0OTCO0CO0OO0OO0CTO0CO0OO0OO0OO0CTO0 OO0 O0CO0 0 0 0 0 01240 0 0267027640 0 0 1656160428 0 765 0 0
E é 4 0 0 0 0 2 108 0 0 018 0 020 0 0 0O 0 0 0 O 0 O 0020 0 0 0 0 0 0 0 0 0 124 0 0 0 242 0 0 0 29 0 0 2851 0 0 162510732797 0 1073 0 0
E E se 0 0 0 0 0 00 0 0 050 0o00O0O0OO0OO0OTO0CO0OO0OO0OTO0CO0OO0OO0OTO0CTO0O0OO0OO0CO0 0O 0 0 01820 0 0 0 97 02790 91 0 0 136030520 0 44
\ucﬂj- %% o0 0 0 0 o0 0 0 0005000 O0O0O0O0O0CO0CO0O0OO0O0CO0O0 0 00 0 o000 0 0 0 01820 0 0 00% 0 34 0 82 0 69123 0 456834 0 315
~ ssc 0 0 00 0 0 0 0 0 0 0 00 o090O0OO0CO0OO0OO0CO0CO0O 0260 000 0 00 0 0 0 0 0 0 5% 0 0350037 0140 0 0 0 0 020920 0

§ £ o0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0O 0 0 0O 0 0 O 0O 0 O 0 120 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 244 0 0 96522 0 2 0 21892006464 0 497 389 0 39

¢ o0 000 O0OCO0CO0COOTOCO0OCO0O OO O0CO0OO OO0 OO O 0 04200 0 00 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 03283020 160 0 1000 0 3292% 0 0

g s« 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0O 0 0 0O 0 0 0O 0 0 O 0160 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 197 0 86 0 0 1186399 0 2002 0 5% 0 0 0 0 09 0 0

g s¢co 0 0 o0 o0 0909009090 O0O0O0OO0CO0CGO0°QCO0QCGO0QCPO0°QO0Q O0CO0°QO 0 O0C 0 0 0 o0 0 00 0 0 0 0 0 02560 0 0 02303%°0 0 0 0 0 0 18346540 0

z s 0 o 0 0 0 o0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 00 OO0 O0O0 OO0 O0CO0 OO0 0 0 0 0 00 0 0 0 0 O01U4O0 0 0 0280 0 0 0 0 0 3I;NNBO O
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Conclusiones

1. El andlisis de la diversidad procariota indica que el Dominio Bacteria es el
predominante en todos los habitats estudiados, siendo los phyla Proteobacteria y
Bacteroidetes los mas abundantes.

2. Los miembros del Dominio Archaea estan presentes tanto en los habitats salinos
como en los no salinos siendo el phylum Euryarchaeota el mas abundante. En los habitats
salinos predomina el orden Halobacteriales y en los no salinos el orden Thermoplasmatales.
En Rambla Salada Haloarcula fue el taxdn méas abundante tanto en la comunidad de arqueas
predominante como en la comunidad metabdlicamente activa. Este taxon fue aislado
previamente por métodos clasicos por nuestro grupo de investigacion.

3. Se detectan secuencias afiliadas al género Halomonas en todos los habitat excepto
en la salina de La Malaha lo que demuestra la ubiquidad y la versatilidad de este género. En
Rambla Salada se encontrd en todas las zonas y en todas las épocas de muestreo empleando
cebadores especificos pero no se detectd en el estudio de la comunidad de bacterias
utilizando cebadores universales de bacterias a pesar de que en este habitat la poblacion de
Halomonas representa entre un 6,9-10,8% del total de la poblacion.

4. Existen taxa que se encuentran Unicamente en condiciones determinadas como es el
caso de Salinibacter ruber y Haloquadratum walsby detectados solamente en las salinas de
la Malaha (Granada) y Cabo de Gata (Almeria).

5. La concentracién de sales es un factor que influye significativamente en la
biodiversidad. En la poblacion de bacterias la diversidad aumenta al disminuir la
concentracion de sal mientras que en la de arqueas ocurre lo contrario.

6. La asociacion de las técnicas de agrupamiento (FPquest), ordenacién (Canoco) y las
técnicas moleculares (DGGE) permitié determinar la influencia de los factores ambientales y
temporales en la distribucién de la comunidad procariota.

7. La época de muestreo tiene un efecto significativo en las tres comunidades de
procariotas estudiadas en Rambla Salada (bacterias, arqueas y Halomonas); este efecto se
explica por la variacion temporal de la concentracion de sales. Sin embargo la zona de
muestreo no tuvo una influencia significativa.

8. Al comparar los resultados de biodiversidad de este trabajo con los obtenidos por
métodos clasicos en Rambla Salada podemos deducir que:




Conclusiones

a) La biodiversidad detectada por métodos moleculares es muy superior a la
obtenida por métodos clasicos.

b) Hay taxones que se aislan por métodos clasicos y que no se detectan por
métodos moleculares y viceversa.

9. Finalmente, mediante CARD-FISH hemos constatado que la diversidad procariota
en Rambla Salada es del orden de 10° veces superior a la microbiota procariota cultivable.
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1.

Anexo 1

Electroforesis en geles de agarosa

Composicién de TBE 10X

TBE 10X

Trizma Base (AppliChem) 549
Acido borico (AppliChem) 27,59
EDTA (AppliChem) 0,5M, pH 8 20ml
Agua bidestilada c.s.p. 500ml

Composicién de tampén de carga 6X

Tampon de carga 6X ‘

Azul de bromofenol (Sigma®)

0,25%, (p/v)

Xilen-cianol (Sigma®)

0,25%, (p/v)

Glicerol

30%, (p/v)

Composicién tampon de carga 6X para muestras de ARN

Tampon de carga 6X

Azul de bromofenol (Sigma®)

0,25%, (p/v)

Formamida (Sigma®)

50%, (p/v)

Formaldehido

15%, (p/v)

Buffer Tris-Acetato (TAE 50X)

2%, (p/v)

Glicerol

13%, (vIv)

Composicién de H,O DEPC

‘ Solucioén de dipirocarbonato (DEPC) (Sigma®) 1/1000, (v/v) \

( )
L318J




AnNexos

Composicién de bromuro de etidio

Bromuro de etidio ‘

Solucion stock 10mg/ml

Anexo 2

Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE)

Composicion de la solucion Acrilamida/Bis 40% (37.5:1)

Acrilamida (37.5:1) (Sigma®) 38.93¢
Bis-acrilamida 1.07g
Agua bidestilada c.s.p 100ml

Composicién del buffer TAE 50X

Tris base 2429 (2M)
Acido acético glacial 57,1ml (1M)
0,5M EDTApH 8 100ml (50mM)
Agua bidestilada c.s.p 1000ml

Composicién del buffer TAE 1X

ex
Buffer Tris-Acetato (TAE 50X) 140ml
Agua bidestilada c.s.p 6,86ml
Volumen total ml

( )
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e Composicion de Persulfato de Amonio

Persulfato de Amonio 10%, (p/v)

Persulfato de Amonio, grado biologia molecular 0,19

Agua bidestilada c.s.p Iml

e Composicion de la solucion desnaturalizante del 0%

Solucién desnaturalizante 0% ‘

Acrilamida/Bis al 40% (37.5:1) (Sigma®) 20ml
Buffer Tris-Acetato (TAE 50X) 2ml
Agua bidestilada c.s.p 78ml
Volumen total 100ml

e Composicion de la solucion desnaturalizante del 80%

Solucién desnaturalizante 80%6

Acrilamida/Bis al 40% (37.5:1) (Sigma®) 20ml

Buffer Tris-Acetato (TAE 50X) 2ml

Formamida desionizada (Sigma®) 40ml

Urea, grado biologia molecular (Sigma®) 429

Agua bidestilada c.s.p 100ml

Volumen total 100ml
Anexo 3

1. Hibridacion in situ de fluorescencia con un sistema de deposicion del receptor
catalizado (CARD-FISH)
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Composicion de la solucion de lisozima

Lisozima 10mg/ml

EDTA 0,05M
Tris-HCI 0,1M
pH 8

Solucion de agarosa 0,1%, (p/v)

Agarosa 0,1%, (p/v)

Agarosa

0,19

Agua bidestilada c.s.p.

100ml

Composicion de acromopeptidasa (60U/ml)

Acromopeptidasa

Tris-HCI

0,01M

pH

Composicion del tampén PBS (10X)

Na,HPO, 14.24g
NaCl 75.97g
pH 8
Agua bidestilada c.s.p. 1000ml

Composicion del tampén EDTA (0,5M)

EDTA 186,129/l
Pastillas de NaOH Hasta desolver
pH 8
Agua bidestilada c.s.p. 1000ml
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e Composicion de SDS 10%, (p/v)

SDS 509
Agua bidestilada c.s.p. 500ml

e Composicion del tampdn de hibridacion

Tampon de hibridacién

NaCl 5M 3,6ml
Tris-HCI 0,4ml
Formamida ml
pH 8
SDS 10%, (p/v) 20pl
Bloking Reagent 10%, (p/V) 2,0ml
Agua bidestilada c.s.p. 7ml
Volumen total 20ml

Afiadir 2g del dextrane sulfato, calentar entre 40° hasta 60°, comprobar si el dextrane sulfato
esta disueltoy guardar a -20° durante meses.

e Composicion del tampon del lavado

Tampon del lavado ‘

NaCl 5M 420ul
Tris-HCI 1,0ml
EDTA 0,5M 0,5ml
SDS 10%, (p/v) 25ul
Agua bidestilada c.s.p. 50ml

( )
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e Composicion del tampdn de amplificacion de la sefial Card

Tampoén de amplificacion de sefial CARD

PBS 20X 2ml
NaCl 5M 16ml
Bloking Reagent 10%, (p/v) 0,4ml
Agua bidestilada c.s.p. Hasta 40ml

Afiadir 4g del dextrane sulfato, calentar entre 40° hasta 60°, comprobar si el dextrane sulfato
esta disueltoy guardar a -4° durante semanas.




