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. INTRODUCCION







Introduccion

I.1. MICROORGANISMOS HALOFILOS

1.1.1. CONCEPTO

Etimolégicamente, el término “halofilo” proviene del griego hals (sal) y phil (amigo,
amor), es decir, “amante o amigo de la sal”. Por lo tanto podemos definir a los
microorganismos hal6filos como aquellos que requieren ciertas cantidades de sales para
crecer (Ventosa y Arahal, 2002a).

1.1.2. CLASIFICACION

La clasificacion mas aceptada de los microorganismos hal6filos se debe a Kushner y
Kamekura (Kushner & Kamekura, 1988) quienes dividieron a los microorganismos hal6filos
en débiles, moderados y extremos de acuerdo a la concentracion de NaCl que sustenta el
crecimiento 6ptimo de cada uno de estos tipos:

- No haldfilos: su crecimiento 6ptimo se produce a una concentracion de NaCl
inferior a 0,2 M (1 %, p/v). Existen microorganismos no hal6filos capaces de
crecer en medios hasta con 2,5 M de NaCl (15 %, p/v), denominandose
halotolerantes.

- Haldfilos débiles: su crecimiento dptimo se produce a una concentracion de
NaCl de entre 0,2 y 0,5 M (1-3 %, p/v). A esta categoria pertenecen las
bacterias marinas

- Halofilos moderados: crecen de forma éptima a concentraciones de NaCl
comprendidas entre 0,5y 2,5 M (3-15 %, p/v).

- Halofilos extremos: su crecimiento optimo se produce a una concentracion de
NaCl de entre 2,5y 5 M (15-30 %, p/v).

Cuando Skerman publicé su famosa lista de nombres aprobados de bacterias
(Skerman et al., 1980) sélo aparecian una decena de especies halofilas entre las 2500
bacterias que entonces se consideraron. Desde esa época se han descrito cientos de especies
de bacterias hal6filas, clasificadas dentro de las categorias de débiles, moderadas y extremas.

Las bacterias hal6filas moderadas y haldfilas extremas son las principales pobladoras
de los ambientes hipersalinos, aunque también pueden ser aisladas de otros habitats. Las
primeras son mas abundantes a concentraciones salinas intermedias (10-20 %, p/v de NaCl),
mientras que las Gltimas predominan en ambientes con salinidades superiores al 20 % (p/v)
de NaCl. Existe un rango salino en el cual coexisten y compiten ambas categorias de
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microorganismos (Rodriguez-Valera y col., 1985; Rodriguez-Valera, 1988; Benlloch y col.,
2002; Ventosa, 2006).

1.1.3. TAXONOMIA Y FILOGENIA

Lejos de la ya antigua clasificacion de los organismos vivos en cinco reinos, la
secuencia del gen del ARNr 16S, utilizada como marcador filogenético, llevo a Carl Woese
y colaboradores a proponer una nueva clasificacion de los organismos vivos en tres
dominios: Archaea, Bacteria y Eukarya (Woese, 1987; Woese y col., 1990), representados
en el conocido como “arbol universal de la vida” (Figura 1) y en los que los organismos
haldfilos estdn ampliamente distribuidos, aunque sin duda los procariotas son los que
incluyen mayor diversidad de microorganismos haléfilos y son los mas diversos y los mejor
estudiados hasta el momento.

Bacteria Archaea Eukarya

Animals

Slim
Green nonsulfur Entamoebae e

molds
bacteria Euryarchaeota
Mitochondrion
Methano- Halobacteriaceae
Crenarchaeota bacterium

Proteobacteria Flrmlcute Thermoproteus |\ o\
0-

Chloroplast Pyrodvcl/u\m coccus Thermoplasma

Cyanobacteria

Thermococcus

Flagellates]

Trichomonads

Marine
Crenarchasota

Bacteroidetes

Thermotoga

Pyrolobus™ _ pethanop yrus

Korarchaeota

Nanoarchaeota

Thermodesulfobacterium Microsporidia

Aquifex Diplomonads

(Giardia)

Figura 1. Arbol de la vida basado en la secuenciacién del gen del ARNr 16S y
distribucion de algunos de los microorganismos halé6filos (Oren, 2008).

Mas adelante se hace una descripcion mas precisa de los microrganismos halo6filos que
conocemos en los tres dominios, si bien, podemos adelantar que la mayor representacion de
estos microrganismos en el Dominio Archaea se encuentra dentro del orden Halobacteriales,
familia Halobacteriaceae (Oren, 2006). Por su parte dentro del Dominio Bacteria, la familia
Halomonadaceae (clase Gammaproteobacteia, orden Oceanospirillales) es la que incluye
mayor nimero de microorganismos haléfilos (Arahal y Ventosa, 2006). Los miembros de las
familias Halobacteriaceae y Halomonadaceae son heterotrofos aerobios y meséfilos.

Nuestro conocimiento de la diversidad filogenetica y fisioldgica dentro de las familias
Halobacteriaceae y Halomonadaceae ha ido en aumento en las ultimas décadas gracias a los
distintos programas de investigacién que se han desarrollado, encaminados al muestreo de
distintos ambientes salinos e hipersalinos en diferentes paises, y que han llevado a la
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caracterizacion y descripcion taxonomica de muchas nuevas especies (Oren, 2008; de la
Habay col., 2011).

1.1.3.1. Microorganismos hal6filos del Dominio Bacteria

En las Tablasy 1y 2 se incluyen los 6rdenes y familias de los phyla Proteobacteria
y Firmicutes, que alojan la mayoria de las bacterias haldfilas.

Las bacterias haldfilas cultivadas hasta el momento se encuadran esencialmente en las
distintas clases de los phyla Proteobacteria y Firmicutes, aunque también existen algunos
representantes en los phyla Actinobacteria, Cyanobacteria, Spirochaetes, Bacteroidetes,
Thermotogae y Tenericutes. La mayoria son organismos de vida libre, pero también existen
posibles patdgenos del hombre y de otros animales, endosimbiontes de distintos organismos
y formas que viven intimamente asociadas a las plantas que habitan los suelos salinos
(Salicornia).

En los medios acuaticos se han aislado, de forma primordial, especies pertenecientes a
los phyla Cyanobacteria, Proteobacteria y Bacteroidetes, asi como miembros de la clase
Clostridia en sus sedimentos.

Dentro de estos phyla existen grupos taxondémicos que incluyen un elevado nimero
especies haldfilas como es el caso de la familia Halomonadaceae o del orden
Halanaerobiales. Por el contrario también existen especies que constituyen casos aislados
dentro de un orden u otro taxdén de menor rango. También merece la pena sefialar que
algunos de estos taxa fueron creados exclusivamente para alojar bacterias halofilas y que
otros, sin embargo, encierran tanto especies haléfilas como no haléfilas.

Las bacterias fotosintéticas, aunque aparentemente son menos abundantes que las
quimiotrofas, estan presentes en los medios acuaticos hasta una salinidad del 20-25 % (p/v).
Entre ellas se han aislado representantes del phylum Cyanobacteria y anoxifotobacterias de
las clases Gammaproteobacteria y Alfaproteobacteria.

Las bacterias quimiotrofas  haldfilas  abarcan  proteobacterias  (clases
Alfabetaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria y
Epsilonproteobacteria) con una gran diversidad de tipos morfoldgicos, fisiologicos y
metabdlicos.
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Tabla 1. Géneros del phylum Proteobacteria que contienen especies haléfilas.

CLASE

Alfaproteobacteria
(33)°

Gammaproteobacteria

(51)

Deltaproteobacteria

(6)

Epsilonproteobacteria

©)

ORDEN
Caulobacterales
Rhodobacterales

Rhizobiales

Rhodospirillales

Alteromonadales

Chromatiales

Oceanospirillales

Pseudomonadales
Salinisphaerales
Thiotrichales
Vibrionales

No clasificadas
Desulfobacterales

Desulfovibrionales

Campylobacterales

& ndmero de géneros que incluyen especies halofilas.

® género tipo.

FAMILIA
Hyphomonadaceae
Rhodobacteraceae
Hyphomicrobiaceae
Rhodobiaceae
Rhodospirillaceae
Alteromonadaceae
Idiomarinaceae

Pseudoalteromonadaceae

Psycromonadaceae
Chromatiaceae

Ectothiorhodospiraceae

Halothiobacillaae
Oceanospirillaceae
Alcanivoraceae
Hahellaceae
Halomonadaceae
Saccharospirillaceae
Pseudomonadaceae
Salinisphaeraceae
Piscirickettsiaceae
Vibrionaceae

Desulfobacteraceae
Desulfobulbaceae
Desulfohalobiaceae
Desulfovibrionaceae
Campylobacteraceae
Helicobacteraceae
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EJEMPLO
Hyphomonas®
Rhodovulum
Dichotomicrobium
Rhodobium®
Marispirillum
Alteromonas”
Idiomarina”
Pseudoalteromonas”
Psycromonas®
Halochromatium
Ectothiorhodospira”
Halothiobacillus”
Nitrincola
Alcanivorax®
Halospina
Halomonas®
Saccharospirillum®
Pseudomonas”
Salinisphaera”
Thiomicrospira
Salinivibrio
Methylohalomonas
Desulfocella
Desulfurivibrio
Desulfohalobium®
Desulfovibrio®
Arcobacter
Sulfurimonas



Introduccion

Tabla 2. Géneros del phylum Firmicutes que contienen especies haldfilas.

CLASE ORDEN FAMILIA EJEMPLO
o Bacillaceae Halobacillus
Ba(lgg;; Bacillales Planococcaceae Jeotgalibacillus
Staphylococcaceae Salinicoccus
Clostridia . Halanaerobiaceae Haloanaerobium”
(10)° Halanaerobiales Halobacteroidaceae ~ Halobacteroides®

& nimero de géneros que incluyen especies halofilas.
b género tipo.

El género Halomonas es sin duda el que aloja mas bacterias haléfilas. En la actualidad
Halomonas contiene mas de 70 especies (www.bacterio.cict.fr), muchas de las cuales han
sido descritas por nuestro grupo de investigacion (Euzeby, 2009)(Euzeby, 2009)(Euzeby,
2009) (pagina web del grupo B10188: http://www.ugr.es/~eps/es/index.html). Las especies
de Halomonas son bacilos Gram negativos aerobios, quimioheterétrofos y muy versatiles
desde el punto de vista ecoldgico, fisioldgico y metabdlico, al menos en el laboratorio.
Dichas especies han sido aisladas de ambientes muy diversos, desde alimentos a pinturas
murales, pasando por los distintos habitats salinos que existen en la naturaleza.

Por dltimo, y en lo que a los medios acuaticos se refiere, tenemos que hacer una
mencidn especial de Salinibacter, un bacteroidete. Salinibacter ruber es una bacteria haléfila
extrema aunque su pariente mas proximo es Rhodothermus marinus, un microorganismo
termofilo del mar. Ambos constituyen una rama muy antigua del phylum y préxima al nodo
de bifurcacion que constituye el superphylum que incluye a los Bacteroidetes y a los
Chlorobi.

Salinibacter comparte habitats en los cristalizadores de las salinas con las arqueas
haléfilas y de hecho también coincide con ellas en muchas de sus caracteristicas mas
significativas. Asi por ejemplo este microorganismo hal6filo extremo tiene metabolismo
quimioheter6trofo y es aerobio; sus colonias son pigmentadas de rojo; crece de forma dptima
a temperaturas bastante altas; acumula potasio en su citoplasma, y posee en sus membranas
xanthorodopsina, una bomba de protones asociada al retinal con un pigmento antena
carotenoide. Por sus semejanzas con las arqueas haldfilas, la presencia y abundancia de
Salinibacter en los cristalizadores de las salinas no se conocio hasta finales de los 90 usando
técnicas moleculares. Posteriormente se logrd su cultivo y en el afio 2002 se describid
formalmente en el 1JSEM (Anton y col., 2002). Actualmente sabemos que Salinibacter no
sélo representa del 5-30% de la poblacion procariota de los cristalizadores, sino que es un
microorganismo diverso y bastante ubicuo. Asi, constituye una fraccién importante de la
microbiota de las salinas de nuestro pais, Israel y Turquia. También estd presente en las
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salinas de Maras en Per( aunque de una forma menos significativa; en estas Gltimas destaca
Salicola, otra bacteria haléfila extrema (Kharroub y co.l, 2006; Maturrano y col., 2006).

En relacién con las bacterias haldfilas que habitan los sedimentos y suelos salinos son
basicamente Firmicutes, tanto de la clase Bacilli como de la clase Clostridia, y algunas
Actinobacteria y Proteobacteria. Nuestro grupo de investigacion fue pionero en los estudios
de los suelos salinos a principio de los afios ochenta (Quesada y col., 1982; Quesada y col.,
1983). En los suelos salinos se encuentran miembros de la clase Bacilli, sobre todo especies
halofilas pertenecientes a Bacillus, Gracilibacillus y Halobacillus. Ademas también se aislan
del suelo algunos representantes de los géneros Actinospolyspora, Nocardiopsis y
Halomonas, entre otros. De hecho aunque el suelo es menos diverso en Proteobacteria que
en Bacilli, las Gammaproteobacteria podrian ser igual de abundantes que ellos.

En los sedimentos de las aguas salinas e hipersalinas existe una mayor diversidad. Asi
en la clase Bacilli se han descrito especies de una docena de géneros aunque el mas
abundante y diverso es Halobacillus que también se aisla del suelo. De la clase Clostridia se
encuentran especies de Halanaerobium y Halobacteroides, entre otras bacterias. Finalmente
también se han aislado en los sedimentos de los medios acuaticos algunas
Deltaproteobacteria sulfatoreductoras, Actinobacteria y Gammaproteobacteria.

Aunque como puede observarse coexisten en los suelos y en los sedimentos una gran
variedad de especies halofilas, estos ambientes son los hermanos pobres de los habitats
salinos en lo que a estudios ecoldgicos se refiere; por lo tanto ain no conocemos el papel que
estos microorganismos realizan en ellos. Las razones son obvias pues el analisis de cualquier
suelo es mucho mas complejo que el de los medios acuaticos salinos.

Para una revision mas extensa a cerca de los microorganismos hal6filos del Dominio
Bacteria se pueden consultar los articulos publicados por (de la Haba y col., 2011; Dworkin
y col., 2007; Garrity col., 2005; Oren y col., 2002).

1.1.3.2. Microorganismos haléfilos del Dominio Archaea

Arqueas y bacterias estan ampliamente distribuidas pero, en la mayoria de los
ambientes, las arqueas estan en menor proporcion que las bacterias; sin embargo esta vision
puede cambiar cuando se estudien otros ambientes, tales como los plancton marinos, en los
gue no se han hecho este tipo de estudios aln, por no considerarse éstos ambientes tipicos de
arqueas (Ventosa, 2006).

Los costes energéticos de los procesos metabélicos llevados a cabo por las arqueas, al
menos en algunos entornos, puede ser tan grande que la diversificacion filogenética sea mas
limitada en comparacion con las bacterias (Oren, 1999). Pero las arqueas pueden dominar la
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microbiota presente total en algunos ambientes tales como zonas con altas temperaturas y
altos pH (Hugenholtz y col., 1998) o las aguas del Mar Muerto (DeLong y col., 1994).

En la Tabla 3 se incluyen los érdenes y familias del phylum Euryarchaeota que aloja
la mayoria de las arqueas halofilas.

Las arqueas haldfilas cultivadas hasta el presente pertenecen al phylum
Euryarchaeota. Estas incluyen las arqueas halofilas extremas aerobias o haloarqueas que
guedan agrupadas en el orden Halobacteriales (Grant y Larsen, 1989), con una sola familia,
Halobacteriaceae (Gibbons, 1974; Tindall, 1992) que hoy en dia agrupa mas de 100 especies
clasificadas en una treintena de géneros, de entre los cuales, los mas representativos son
Halobacterium, Halococcus, Haloarcula, Haloferax, Natronococcus y Natronobacterium.

La familia Halobacteriaceae incluye cocos, bacilos, y multitud de formas
pleomoficas como las triangulares y cuadradas. Requieren al menos un 1,5 M de NaCl, y las
colonias de la mayoria de las cepas tienen colores rojizos debido a la presencia de
carotenoides Cs (bacteriorruberina) que proporcionan dichas tonalidades a las aguas que
habitan. Son quimioorganotrofos, capaces de usar carbohidratos como fuente de carbono y
energia o aminoacidos como Unica fuente de carbono, nitrégeno y energia (Grant y col.,
2001). Algunos de estos microorganismos contienen un pigmento derivado del retinal,
denominado bacteriorodopsina, capaz de producir movimientos de iones a través de la
membrana celular por accién de la luz, o funcionar como fotosensores (Oren, 1999). La
segunda edicion del Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Grant y col., 2001)
incluye una extensa descripcidn de la misma. Algunos de sus miembros no solo requieren
especificamente cloruro sdédico sino que exigen un medio alcalino y se denominan
haloalcaldfilos.
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Tabla 3. Géneros del phylum Euryarchaeota que contienen especies halofilas.

CLASE

Halobacteria

ORDEN

Halobacteriales

FAMILIA

Halobacteriaceae
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GENERO
Haladaptatus
Halalkalicoccus
Halarchaeum
Haloarcula
Halobacterium®
Halobaculum
Halobiforma
Halococcus
Haloferax
Halogeometricum
Halogranum
Halomarina
Halomicrobium
Halonotius
Halopelagius
Halopiger
Haloplanus
Haloquadratum
Halorhabdus
Halorubrum
Halosarcina
Halosimplex
Halostagnicola
Haloterrigena
Halovivax
Natrialba
Natrinema
Natronoarchaeum
Natronobacterium
Natronococcus
Natronolimnobius
Natronomonas
Natronorubrum
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Tabla 3. Continuacion.

CLASE ORDEN FAMILIA GENERO
Methanohalobium
. . Methanosarciales Methanosarcinaceae  Methanohalophilus
Methanomicrobia
Methanosalsum
Methanomicrobiales  No clasificada Methanocalculus

& género tipo

También son hal6filas algunas arqueas metandgenas que habitan en los medios
hipersalinos y que incluyen especies hal6filas extremas y moderadas pertenecientes a los
géneros Methanohalobium (Zhilina y Zavarzin, 1987), Methanosalsum (Boone y Baker,
2001) y Methnaohalophilus (Paterek y Smith, 1988), incluidas en la familia
Methanosarcinaceae, dentro del orden Methanosarciales. Estas arqueas son anaerobias
estrictas y productoras de metano (Balch y col., 1979). Ademas, la especie Methanocalculus
halotolerans (Ollivier y col.,, 1998) ha sido descrita como una arquea metandgena
halotolerante y aungue pertenece al orden Methanomicrobiales, no ha sido asignada a
ninguna familia por lo que, hasta el momento, se considera incertae sedis dentro de este
orden.

Clasicamente se ha considerado que las arqueas eran procariotas haléfilos extremos
(Kushner & Kamekura, 1988), de hecho, se caracterizan por requerir un minimo del 1,5M de
NaCl para crecer siendo el dptimo del 3,5 al 4,5 M de NaCl, incluso muchas son capaces de
crecer a concentraciones saturadas de NaCl (5.2 M). Sin embargo, en los Gltimos afios, se
estan describiendo arqueas haléfilas con menores requerimientos salinos y que habitan en
medios de baja salinidad (Purdy col., 2004). Ademas, las secuencias ambientales acumuladas
han hecho evidente que las arqueas son un grupo cosmopolita que no se limita a ambientes
extremos (Aller, 2008); asi encontramos representantes en aguas del océano (Del.ong, 2005),
sedimentos del océano (Cambon-Bonavita y col., 2009), lagos de agua de mar (Keough y
col., 2003), suelos (Ochsenreiter y col., 2003), raices de plantas (Simon y col., 2000),
acuiferos contaminados con petréleo (Kleikemper y col., 2005) y un largo etcétera. Y es que
las arqueas son muy diversas tanto filogenéticamente (Fuhrman y col., 1993; Elshahed y col.,
2004; Mills y col., 2003) como fisiolégicamente (Ouverney y Fuhrman, 2000; Wuchter y
col., 2003; Robertson y col., 2005)

Para una revision mas extensa a cerca de los microorganismos haléfilos del Dominio
Archaea se pueden consultar los articulos publicados por (de la Haba y col., 2011; Dworkin
y col., 2007; Garrity y col., 2005; Oren, 2002).
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1.1.3.3. Microorganismos hal6filos del Dominio Eukarya

Los primeros halofilos que se descubrieron fueron las algas, posiblemente debido a
su mayor tamafio. En 1833 Darwin hizo una descripcion asombrosa de los colores de un lago
salado y explico a que se debian éstos, durante su expedicion en el HMS Beagle, cuando
visitd el area de la desembocadura del Rio Negro, en la ciudad EI Carmen, en la Patagonia,
en agosto de 1833. Asi escribio:

One day | rode to a large salt-lake, or Salina, which is distant fifteen miles from the town. During
the winter it consists of a shallow lake of brine, which in summer is converted into a field of
snow-white salt. The layer near the margin is from four to five inches thick, but towards the
centre its thickness increases. This lake was two and a half miles long, and one broad. Others
occur in the neighbourhood many times larger, and with a floor of salt, two and three feet in
thickness, even when under water during the winter. One of these brilliantly white and level
expanses in the midst of the brown and desolate plain offers an extraordinary spectacle. A large
quantity of salt is annually drawn from the salina: and great piles, some hundred tons in weight,
were lying ready for exportation. The season for working the salinas forms the harvest of
Patagones; for on it the prosperity of the place depends. Nearly the whole population encamps on
the bank of the river and the people are employed in drawing out the salt in bullock-waggon. This
salt is crystallized in great cubes, and is remarkably pure: Mr. Trenham Reeks has kindly
analyzed some for me, and he finds in it only 0.26 of gypsum and 0.22 of earthy matter. It is a
singular fact that it does not serve so well for preserving meat as sea-salt from the Cape de Verd
islands; and a merchant at Buenos Ayres told me that he considered it as fifty per cent. less
valuable. Hence the Cape de Verd salt is constantly imported, and is mixed with that from these
salinas.

The border of this lake is formed of mud: and in this numerous large crystals of gypsum, some of
which are three inches long, lie embedded; whilst on the surface others of sulphate of soda lie
scattered about. The Gauchos call the former the "Padre del sal,”" and the latter the "Madre;"
they state that these progenitive salts always occur on the borders of the salinas, when the water
begins to evaporate. The mud is black, and has a fetid odour. | could not at first imagine the
cause of this, but | afterwards perceived that the froth which the wind drifted on shore was
coloured green, as if by confervae; | attempted to carry home some of this green matter, but from
an accident failed. Parts of the lake seen from a short distance appeared of a reddish colour, and
this perhaps was owing to some infusorial animalcula. The mud in many places was thrown up by
numbers of some kind of worm, or annelidous animal. How surprising it is that any creatures
should be able to exist in brine, and that they should be crawling among crystals of sulphate of
soda and lime! And what becomes of these worms when, during the long summer, the surface is
hardened into a solid layer of salt? Flamingoes in considerable numbers inhabit this lake, and
breed here, throughout Patagonia, in Northern Chile, and at the Galapagos Islands, | met with
these birds wherever there were lakes of brine. | saw them here wading about in search of food
probably for the worms which burrow in the mud; and these latter probably feed on infusoria or
confervae. Thus we have a little living world within itself adapted to these inland lakes of brine.

Dentro de los microorganismos eucariotas existen hal6filos entre las algas, los
protistas y los hongos. En la bibliografia podemos encontrar un nimero reducido de
publicaciones sobre la diversidad de estos microorganismos en los ambientes hipersalinos
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(Feazel y col., 2008; Gunde-Cimerman y col., 2004; Gunde-Cimerman y col., 2005a; Gunde-
Cimerman y col., 2005b; Javor, 1989; Pedros-Alid, 2004; Rodriguez-Valera, 1988; Wu y
col., 2009).

Algas y protistas

En las algas tenemos representantes de diatomeas y de algas verdes. Las diatomeas
haléfilas son algunas especies de Amphora, Nitzschia y Entomoneis. Estas algas crecen
Optimamente al 7,5 % (p/v) de sal y toleran hasta el 15 % (p/v).

Respecto a las algas verdes, en el afio 2000 se aislé Picocystis salinarum, en las
salinas de San Francisco (California, USA) y posteriormente se ha encontrado en otros lagos
salinos (Lewin y col., 2000).

Asteromonas gracilis es otra alga verde eurihalina (crece desde el 0,5 %, p/v de sal
hasta la saturacion) y en ella se estd investigando su osmoregulacion (Ben-Amotz y
Grunwald, 1981).

Pero sin duda el representante haléfilo de las algas verdes mas importante, por su
abundancia y aplicaciones tecnolégicas, es Dunaliella, incluida entre las Chlorophyceae.
Dunaliella es conocida desde el siglo XIX. Dunal (1838) la describi6 como un organismo
unicelular rojo al que llam6é Haematococcus salinus, habitante comin de los medios
hipersalinos. Los antiguos consideraban que el color rojo de las salinas se debia a causas
fisico-quimicas pero gracias a los estudios de Dunal se atribuyd a esta alga y a las artemias
gue la consumian. Hoy sabemos que esto es asi hasta cierto punto pues, como hemos
comentado, también los procariotas contribuyen a dicha coloracion.

En 1905 Hamburger y Teodoresco describieron detalladamente el alga de forma
independiente, que finalmente fue Ilamada Dunaliella; estudiaron sus pigmentos
fotosintéticos y carotenoides rojo-anaranjados (Hamburger, 1905; Teodoresco, 1905).

Actualmente existe un grupo con sede en México y California que esta trabajado
bastante con este microorganismo (Olmos 2000; Olmos-Soto y col., 2002). En cuanto a las
publicaciones sobre Dunaliella también merece la pena destacar la revision que hizo Oren en
2005 (Oren, 2005).

De Dunaliella se conocen diferentes tipos desde antiguo. Sin embargo se han
realizado pocos estudios taxondmicos y filogenéticos y el analisis de su ARNr 18S no se
hizo con dicho fin hasta hace relativamente poco afios. Actualmente se consideran
numerosas especies: D. salina, D. bardawil, D. viridis, D. parva, D. tertioleta, entre otras
(Teodoresco, 1905; 1906; Nicolai y Baas Becking, 1925; Lerche, 1937; Butcher, 1959).
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Con el estudio de Liska y colaboradores (Liska y col., 2004) se inicid la proteémica
de Dunaliella. En el mismo se analizé el patron de proteinas que se sintetizan a baja y alta
concentracion de sal, hallandose que existen 76 enzimas que se inducen por la sal. Son
enzimas implicadas en el ciclo de Calvin, en la hidrolisis del almidén, transportadoras de
sodio, y factores que regulan la biosintesis y degradacion de proteinas.

Las algas son los principales productores primarios en los medios hipersalinos, al
menos hasta el 15 % (p/v) de sales; tienen una importante contribucion a la biomasa del
sistema y son una fuente de glicerol para otros microorganismos hal6filos pues acumulan
este compuesto como soluto compatible para su osmoregulacion.

También existen algunos protistas en los ambientes salinos que pueden tolerar
concentraciones mas altas que las algas (desde 15 %, p/v hasta la saturacién). Se han descrito
especies haldfilas en los ciliados como Trachelocerca, Metacystis y Chilophyria; en
zooflagelados como Monosiga, Rhynchomonas y Phyllominus; y en los sarcodina como
Heteromoeba y Naegleria, entre otros.

Estos protistas se alimentan de bacterias, algas y otros protozoos por lo que juegan
un papel importante en los medios ambientes controlando la poblacién de los otros
microorganismos haldfilos.

Hongos filamentosos y levaduras

Respecto a los hongos, existen muy pocos estudios respecto a los que habitan los
medios hipersalinos acuaticos. Como es sabido existen bastantes especies que toleran la sal
pero muy pocos hal6filos y hasta hace poco tiempo se pensaba que eran s6lo habitantes
temporales de los habitats salinos que habian sido transportados hasta alli a través del aire.
Hoy en dia se cree que deben contribuir significativamente a la biota de los ecosistemas
hipersalinos (Buchan y col., 2003; Cantrell y col., 2006; Cantrell y Baez-Félix, 2010; Gunde-
Cimerman y col., 2004).

El equipo de Gunde-Cimerman ha aislado varias especies de hongos hal6filos que
estan estudiando en profundidad: Trimmatostroma salinum, Hortaea werneckii Phaeotheca
triangularis y Cladosporium sphaerospermum, entre otros (Butinar y col., 2005; Gunde-
Cimerman y col., 2000; Zalar y col., 1999). Trabajan en una salina del Adriatico en
Eslovenia. Hortaea werneckii produce una tifia negra humana; este microorganismo es
capaz de crecer a concentraciones préximas a la saturacién y acumula como soluto
compatible glicerol y otros polioles. Actualmente sus descubridores investigan su
osmoregulacion y otros autores han publicado algunos trabajos sobre aislados clinicos.

Un equipo en el que participa Aharon Oren, famoso experto en el campo del
halofilismo, también ha realizado algunos estudios sobre hongos aislados del Mar Muerto,
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describiendo la especie Gymnascella marismortui (Buchalo y col., 1998; Buchalo y col.,
1999; Buchalo y col., 2000; Kis-Papo y col., 2003).

Platas y otros autores describieron una nueva especie de ascomiceto, Monosporascus
ibericus, de plantas que crecian en los suelos salinos del Delta del Ebro. (Collado y col.,
2002).

Feazel y sus colaboradores (Feazel y col., 2008) han descrito, usando primers
universales para el gen del ARNr 18S, que algunos clones detectados en un tapete
microbiano de una salina de Guerrero Negro (México) podian ser asignados a la especie
Metschnikowia bicuspidata (Saccharomycotina).

Finalmente el grupo de investigacion formado por Sharon Cantrell y sus
colaboradores, combina las técnicas moleculares con las técnicas clasicas de cultivo para la
descripcion de los hongos en ambiente salinos. Estos investigadores han analizado los
hongos de una salina de Cabo Rojo, en la costa sudeste de Puerto Rico, obteniendo
numerosos aislados de hongos halotolerantes y haléfilos pertenecientes a 36 especies en las
muestras tomadas de los estanques y a 26 especies en las muestras de los tapetes salinos,
siendo ésta la primera vez que se describe la presencia de hongos en tapetes microbianos
(Cantrell y col., 2006). Entre los géneros donde se han aislado especies hal6filas moderadas
0 débiles destaca Aspergillus, seguido de Cladosporium y Penicllium; otros taxa menos
abundantes son Chaetomium, Curvularia, Dreschlera, Graphium, Humicola, y Myrothecium.
También han publicado la descripcion de una nueva especie de Pericornia, P. variicolor
(Cantrell y col., 2007). En su altima publicacion en este area (Cantrell y Baez-Féliz, 2010)
sefiala el hallazgo de secuencias correspondientes a clones de hongos de los que no existen
cepas cultivables.

I.2. HABITATS HIPERSALINOS

Los habitats hipersalinos son ambientes extremos que se caracterizan por presentar
una elevada concentracion de sal asi como valores limites de uno o varios pardmetros tales
como la temperatura, el pH, la radiacion solar, la concentracion de nutrientes, la presién de
oxigeno, la presencia de metales pesados y los compuestos toxicos (Rodriguez-Valera,
1998).

Estos habitats estan distribuidos por todo el planeta y son bastante abundantes en
nuestro pais, reflejo de ello son las numerosas salinas litorales en todas las provincias con
costa, como son las salinas de Santa Pola (Alicante), Cabo de Gata (Almeria), Isla Cristina
(Huelva), asi como otras interiores que se alimentan de manantiales salinos, como las salinas
Espartinas (Madrid) y las salinas de la Malaha (Granada). Otras representaciones son las
lagunas saladas como la de Fuente de Piedra (Antequera, Malaga), los suelos salinos como

33



Introduccion

los de Vera (Almeria) y los numerosos humedales y marismas como el Humedal de Ajauque
y Rambla Salada (Murcia) del que hablaremos mas adelante. Muchos de estos ambientes son
espacios protegidos de gran valor ecolégico que alojan una diversidad biolégica de maximo
interés (Figura 2).

Los ambientes hipersalinos estan representados principalmente por los sistemas
acuaticos y los suelos hipersalinos (Ventosa y col., 2008), aunque también se engloban en
esta categoria las minas de sal, algunas plantas del desierto, salmueras proximas a los
yacimientos petroliferos y una gran variedad de productos en salmuera o salazén (Grant y
col., 1998, Ventosa, 2006).
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Figura 2. Ejemplos de habitats hipersalinos en Espafia.
A, Salinas de Santa Pola (Alicante); B, Salinas de Cabo de Gata (Almeria); C, Laguna salada de Fuente de Piedra
(Mélaga); D, Salinas Espartinas (Madrid); E, Salinas de La Malaha (Granada); F, Humedal de Ajauque y Rambla
Salada (Murcia).
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Se consideran aguas hipersalinas aquellas que tienen un contenido en sales superior al
agua del mar (aproximadamente el 3,5 %, p/v) y constituyen el 0,008 % de los sistemas
acuaticos (Williams, 1996). Asi, las aguas hipersalinas se clasifican en talasosalinas y
atalasosalinas seguin su composicion de sales sea cualitativamente similar a la de los océanos
o0 sea diferente (Rodriguez-Valera, 1988). Las aguas talasosalinas tienen un origen marino
por lo que las cantidades relativas de sus distintas sales inorganicas son aproximadamente
iguales a las del agua del mar; los iones principales presentes en dichas sales son cloruro y
sodio y en menor proporcion magnesio, sulfato, potasio, calcio, bromuro y fluoruro (Ventosa
y Arahal, 2002b). Ejemplos tipicos de sistemas de aguas talasosalinas son entre otros, las
salinas solares y el Gran Lago Salado (Utah, EEUU) procedente de la disolucion de sales de
roca pero con una composicion relativa de sales similar a la del agua del mar (Post, 1977;
Rodriguez-Valera, 1993). Por otro lado, las aguas atalasosalinas se producen en gran parte
por la disolucién de depdsitos minerales de origen continental; la proporcion de sales es
distinta a la del agua del mar con un predominio de los iones calcio y magnesio (Brock,
1979; Rodriguez-Valera y Ruiz-Berraquero, 1983; Rodriguez-Valera, 1993). EI Mar Muerto,
lagos hipersalinos de la Antartida y los lagos de Wadi Natrun en Egipto son ejemplos de
estas aguas atalasosalinas (Figura 3).

Figura 3. Ejemplos de aguas hipersalinas.
A, Gran Lago Salado (aguas talasosalinas); B, Mar Muerto (aguas atalasosalinas).

Respecto a los suelos salinos, son aquellos que contienen mas de un 0,2 % (p/v) de
sales (Kaurichev, 1980). A diferencia de los ambientes anteriores, los suelos hipersalinos no
estan bien definidos, por lo que no hay, de momento, ninguna clasificacion mas especifica.
Estos suelos, estan ampliamente distribuidos en nuestro planeta, particularmente en regiones
aridas o semiaridas. La microbiota representante de los suelos salinos forma comunidades
complejas que son reflejo de las interacciones entre factores fisicos y quimicos del suelo
(textura, contenido en nutrientes y materia organica, pH, etc) y factores ambientales tales
como el clima y la vegetacion (Martinez-Alonso y col., 2010; Buckley y col., 2003).
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1.2.1. HUMEDAL DE AJAUQUE Y RAMBLA SALADA

El Humedal de Ajauque y Rambla Salada es un habitat de gran valor ecoldgico,
reconocido como Paisaje Protegido por la Ley 4/1992 de Ordenacion y Proteccion del
Territorio de la Region de Murcia. En el afio 2000 fue declarado Zona de Especial
Proteccion para las Aves (ZEPA, ES0000195) por la importante colonia ciguefiuela. El area
se ha designado como Lugar de Importancia Comunitaria (LIC, ES6140005) en el que se han
inventariado seis habitats naturales de interés. EI Embalse de Santomera, localizado en esta
zona, se ha declarado Area de Proteccion para la Fauna por la legislacion regional, debido a
la importante cantidad de aves acuaticas que aqui invernan y anidan.

El Humedal de Ajaugque y Rambla Salada se encuentra situado en la zona nororiental
de la Region de Murcia. Tiene una extension de 1.632 hectareas que pertenecen a los
municipios de Abanilla, Fortuna, Santomera y Molina de Segura (Figura 4).

LIC “Humedal del
Ajauque y Rambla Salada”
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Figura 4. Situacion geografica del Humedal de Ajauque y Rambla Salada.
Imagen tomada de la Direccién General de Patrimonio Natural y Biodiversidad de
la Consejeria de Agricultura y Agua de la Regién de Murcia

Este humedal nace en Los Bafios de Fortuna, lugar conocido como Rambla de las
Contiendas. Bajo unas condiciones de sequia extrema, gran irregularidad interanual en las
precipitaciones y ocasionales lluvias torrenciales, el Humedal de Ajauque y Rambla Salada
se asienta sobre materiales sedimentarios blandos que favorecen la presencia de fenébmenos
de erosion muy peculiares en algunos casos, con paisajes geomorfoldgicos de gran valor
natural formados por numerosas galerias.

Destacan también las formaciones geoldgicas de gran interés como son los
afloramientos volcanicos de fortunitas en los Cabecicos Negros de Fortuna, cuyo interés de
conservacion se remonta al afio 1917. Importante es también el yacimiento geotérmico, que
da origen a las aguas termales en los Bafios de Fortuna.
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Este Paisaje Protegido es considerado un tipo de humedal asociado a ramblas, que
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
geoldgico-litologico.

La flora y la fauna en este lugar son un tanto singulares y en muchos casos
endémicas. 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. Enraizadas en el agua, pero emergiendo (plantas heléfitas), destacan
por su abundancia y densidad los carrizales. Su distribucion se asocia a zonas de descarga de
aguas dulces subterraneas. Conforme las fluctuaciones de las aguas son mayores, las
comunidades vegetales se entremezclan siendo frecuente que junto a los carrizales aparezcan
juncos. En zonas encharcables y salinas aparecen diferentes especies de saladar, como
Anthrocnemum macrostachyum y Sarcocornia fruticosa, que junto con los tarajes (Tamarix
canariensis y Tamarix boveana) constituyen la vegetacion mas caracteristica de los
humedales asociados a ramblas. En zonas mas altas y alejadas del agua destaca la presencia
de otras especies vegetales hal6filas como Anabasis hispanica y Limonium spp. o
“siemprevivas”. Esta zona cuenta ademas con comunidades muy singulares como especies
gipsicolas, matorrales termdfilos e incluso la presencia de elementos en el paisaje de gran
valor cultural como es la palmera datilera.

La fauna presente en este espacio natural es muy rica y variada. El inventario
faunistico lo constituyen 145 especies de aves, 18 especies de mamiferos, 14 especies de
reptiles y 3 especies de anfibios. El embalse de Santomera y las zonas encharcadas de
Rambla Salada y Ajauque acogen poblaciones de aves acuéticas como Anas platyrhynchos
(anade real) y Ardea cinerea (garza real europea), las cuales permanecen todo el afio; otros
son nidificantes habituales como Charadrius alexandrinus (chorlitejo patinegro) vy
Himantopus himatopus (ciguefiuela); otras especies aparecen en los meses de otofio e
invierno, procedentes de zonas mas frias, como Podiceps nigricollis (zampullin cuellinegro),
etc. Los anfibios que habitan son del tipo de la rana comin (Pelophylax perezi) y peces como
Gambusia spp. y Carassius spp.

Como ya hemos mencionado este hébitat se caracteriza por presentar grandes
cambios estacionales, como ocurre en las zonas del mediterraneo, con la consecuente
afectacion de los productores primarios ya que la luz es la fuente de energia principal y la
temperatura es el mayor regulador de los procesos metabdlicos. De los trabajos realizados
por el grupo de investigacién de Ecologia Acuatica (E-065-06) de la Universidad de Murcia,
se desprende que Rambla Salada es un ecosistema afectado principalmente por las
condiciones climaticas que reflejan el patron tipico de la zona del Mediterraneo. Por otro
lado, la influencia antropogénica esta provocando modificaciones de la concentracion de
salinidad por la entrada de agua dulce procedente de la desviacion de canales de agua para
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regadio. Este hecho modifica el funcionamiento de este ecosistema, asi por ejemplo hay
constancia de que ha disminuido la biomasa de algas epipélicas y aumentado Cladosphora
glomerata; estos cambios podrian dar lugar a un aumento de los productores primarios con el
consiguiente aumento de la biomasa de macroinvertebrados. (Velasco y col., 2003; 2006;
Gutierrez-Cénovas y col., 2009).

Una informacién 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).

1.3. DIVERSDIAD MICROBIANA

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 y esto es asi porque la diversidad no conocida oculta
una informacion trascendental sobre especies desconocidas hasta la fecha, con el
consecuente desconocimiento de los metabolismos existentes que nos ayuden a entender la
evolucion (Pedros-Alid, 2006). Actualmente este término es sindénimo de la riqueza natural
de cualquier area.

Dada la importancia del estudio de la biodiversdiad, hoy en dia se estan realizando
numerosas investigaciones encaminadas a analizar la presencia de determinadas especies en
diferentes entornos. Esto permitird obtener conclusiones sobre como las caracteristicas del
medio ambiente y las propiedades especificas de las especies influyen en los patrones de
distribucién microbiana (Tamames, 2010).

Los andlisis de distribucidon de abundancia de especies indican que la diversidad se
divide en dos grandes grupos; el primero incluye a pocas especies que son muy abundantes,
y que facilmente son detectadas con la mayoria de las técnicas moleculares, por lo que se
cree que son las mas activas e importantes en los flujos de materia organica (Cottrell y
Kirchman, 2003); sin embargo, estas especies abundantes representan sélo una pequefia
porcién de la diversidad microbiana total (Galand y col., 2009). El segundo grupo, llamado
“biosfera rara” (Sogin, 2006), comprende a un alto nimero de especies raras que contiene la
mayoria de la diversidad y que son poco abundantes (Pedrés-Alio, 2006) (Figura 5).

Aunque se cree que los grupos taxonémicos abundantes estan bien adaptados a su
medio ambiente y contribuyen mas a la produccién de biomasa (Cottrell y Kirchman, 2003;
Zhang y col.,, 2006), algunas especies raras son muy importantes para los ciclos
biogeoquimicos globales (Galand, 2009), de donde se desprende la necesidad de intentar
cultivar este grupo de microorganismos.
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Técnicas moleculares Técnicas de cultivo puro
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Figura 5. Clasificacion de los taxones respecto a su abundancia (Pedros-Alio, 2006).

La diversidad y los patrones de distribucion de las especies se conoce bastante bien
en macroinvertebrados, pero no estan claros en los microorganismos (Tamames, 2010).
Algunas de las tendencias ecoldgicas que ya se han observado en aquéllos, como la
existencia de patrones biogeograficos, han sido propuestas también en los microorganismos,
lo que indicaria la existencia de normas comunes o globales que rigen la ecologia de todas
las formas de vida (Horner-Devine y col., 2004, Cho y Tiedje, 2000; Whitaker y col., 2003;
Martiny y col., 2006; Pommier y col., 2007). Sin embargo, algunos anélisis indican la
ubicuidad de determinadas especies procariotas (Finlay, 2002; Horner-Devine y col., 2004).

La diversidad de los microorganismos parece pues indiscutible y existen importantes
razones por las que tal diversidad debe conocerse y preservarse.

La primera y mas importante es que los microorganismos mantienen la vida en el
planeta pues son responsables de la parte central de los ciclos biogeoquimicos. Sin embargo,
a la vista de la plétora de microorganismos que aun no hemos descubierto, posiblemente
realicen otras muchas intervenciones en la naturaleza que adn desconocemos y que €S
importante descubrir.

Un segundo motivo para valorar y estudiar la diversidad microbiana es la cantidad de
nuevas sustancias potencialmente beneficiosas que se encuentran escondidas en ella. La
cantidad de productos de origen microbiano que utilizamos hoy en dia es innumerable. Esta
disminuyendo la velocidad a la que se conocen nuevas proteinas de mamiferos, pero el
namero de proteinas de origen microbiano sigue aumentando de manera continuada.
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La tercera ventaja que obtenemos del estudio de la diversidad microbiana es el
propio arsenal de conocimientos que nos brinda por si misma. La vida microbiana se
encuentra en cualquier lugar del planeta.

Por otro lado, hacer una estimacion de la diversidad de las comunidades microbianas
es muy complejo debido a la existencia de una larga e inaccesible poblacion. A esto se le
afiade el problema de la gran complejidad y desafios metodoldgicos. Hacerlo con precision
requiere el uso de medios fiables, conocer al microorganismo que se pretende aislar, una
definicion razonable de especie y una robusta descripcion de la frecuencia de distribucién de
las especies. Asi como el censo de un pais describe una propiedad fundamental de dicho
pais, la riqueza de un ambiente es el descriptor fundamental de la estructura de la comunidad
(Schloss, 2007).

Pero como dijo Tindall (2004), todavia queda mucho trabajo mas alla de hacer un
simple inventario y es que la comprension de la diversidad funcional requiere una
comprension de la diversidad filogenética (Aller, 2008).

1.3.1. LOS MICROORGANISMOS QUE TODAVIA NO SE HAN LOGRADO
CULTIVAR

En la Tierra se estima que existen entre cinco y treinta millones de especies de
animales y vegetales (Alain y Querellou, 2009) pero los microorganismos son el principal
componente de la diversidad de cualquier ecosistema y los seres que mas abundan en nuestro
planeta (Ferrer, 2004; Pedrés-Ali6, 2006). Hoy se estima que pueden existir hasta 10°
especies de procariotas (estos datos derivan de las observaciones microscépicas de las
muestras naturales y del analisis de las secuencias del gen ribosémico 16S) que en su
conjunto contienen mas carbono, nitrégeno y fosforo que la totalidad de las plantas y de los
animales. Por ello decimos que los microorganismos son el conjunto de mayor biomasa del
planeta. S6lo en el mar se calcula que existen 10%° células microbianas y 25.000 tipos por
cada litro de agua. Los suelos, en general, contienen un orden de magnitud mas en riqueza
que las aguas debido a su heterogeneidad (Curtis y col., 2002).

La secuenciacion del gen ARNr 16S amplificado por PCR de los DNAs extraidos de
muestras ambientales ha demostrado ser una potente y muy util forma de identificacién de
los procariotas presentes, en detrimento de los métodos de cultivo ya que en muchos casos,
los grupos microbianos menos abundantes estan ausentes o pobremente representados (Burns
y col., 2004). Este hecho comenz6 a vislumbrarse cuando a finales de los 80 y principios de
los 90 se publicaron una serie de articulos que demostraron que la naturaleza estaba repleta
de procariotas que desconociamos (Amann y col., 1990; Amann y col., 1995; Giovannoni y
col., 1990; Green y Keller, 2006; Leadbetter, 2003; Olsen y Bakken, 1987; Pace, 1986). Pero
el primer paso para conocer el papel ecoldgico de los microorganismos en ambientes
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hipersalinos incluye la identificacion de los organismos presentes a traves de la
cuantificacion y crecimiento de organismos en cultivo puro (Tamaki y col., 2005). Ademas
es preciso cultivar tales microorganismos si se quieren explotar con fines biotecnolégicos.
Por este motivo, en los ultimos afios se estan intentando desarrollar nuevos métodos de
cultivo que sean capaces de aislar los microorganismos que son detectados por técnicas
moleculares. Estos métodos, que a continuacion comentaremos brevemente, se pueden
clasificar dentro de tres categorias (Alain y Querellou, 2009).

Nuevos medios de cultivo y condiciones de incubacion

Todas estas técnicas tratan de imitar al maximo las condiciones que existen en la
naturaleza o las que se prevé que requieren los microorganismos que se desean cultivar.
Fundamentalmente las variaciones consisten en disminuir la concentracién de nutrientes
(Janssen, 2009; Sait et al., 2002); Hamaki y col., 2005; Hosoya y col., 2009; Stevens y col.,
2007; Uphoff y col., 2001), eliminar los carbohidratos simples como fuentes de carbono
(Schoenborn y col., 2004), sustituir el agar por otros agentes solidificantes que puedan
resultar menos téxicos (Deguchi y col., 2007; Takahashi y Omura, 2003; Tamaki y col.,
2009; Tsudome y col., 2009; Janssen y col., 2002; Taylor, 1951), acidificar o alcalinizar
moderadamente el medio (Pankratov y col., 2008; Sait y col., 2006), y simular en las
condiciones de incubacion la temperatura y la atmésfera natural de la muestra. También es
importante prolongar los periodos de incubacién hasta doce 0 mas semanas pues muchos de
los nuevos microorganismos se caracterizan por su lento crecimiento.

Ademéas podemos utilizar medios que favorezcan el crecimiento de nuevos
microorganismos como afiadir al medio de cultivo sustancias que minimicen el estrés
oxidativo causado por los perdxidos como por ejemplo catalasa o piruvato o usar
componentes especificos del suelo como los acidos himicos, moléculas sefiales (N-acil
homoserin-lactonas 0 AMPc) (Bruns y col., 2003; Stevenson y col., 2004) e inhibidores de
las bacterias predominantes (antibidticos y otros compuestos).

High-throughput cultivation (cultivo de alto rendimiento)

Son técnicas que requieren como paso previo una dilucién muy alta de la muestra
para lograr separar casi cada célula microbiana presente en la misma de manera que los
microorganismos de crecimiento rapido no inhiban a los de crecimiento lento; estas técnicas
utilizan sistemas automaticos que generan microgotas que llegan a contener una sola célula.
Posteriormente las muestras, diluidas al limite, son inoculadas en placas microtiter que
contienen medios de nuevo disefio como los que hemos descrito en el apartado anterior. Los
pioneros de esta Gltima técnica de dilucion al limite fueron Button y sus colaboradores
(Button y col., 1993). Otros trabajos que han aplicado este método son los siguientes: Bruns
y colaboradores (2003), Connon y Giovannoni (2002), Ingham y colaboradores (2007), Koch
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y colaboradores (2008), Simu y Hagstrom (2004), Stingl y colaboradores (2008). Zengler y
colaboradores (2002), Zengler y colaboradores (2005) Mediante esta técnica se consiguio
aislar y cultivar por primera vez Pelagibacter ubique, la bacteria mas abundante de los
océanos (Rappé y col., 2002). También ha sido aplicada a hongos filamentosos (Collado y
col., 2007).

Métodos de cultivo in situ que permiten las interacciones microbianas

Los métodos de cultivo in situ se han empleado en los siguientes trabajos: Bollman y
colaboradores (2007), Ferrari y colaboradores (2005), Ferrari y colaboradores (2008a),
Ferrari y Gillings (2009), Gavrish y colaboradores (2008), Nichols y colaboradores (2008),
Sakai y colaboradores (2007), Simon y colaboradores (2005).

Estos dispositivos simulan las interacciones que en el ambiente natural tienen unos
microorganismos con otros y también con otros seres vivos y con los elementos abidticos del
entorno; consisten en sistemas que retienen las células microbianas en un compartimiento,
mientras que si permite el intercambio bidireccional de pequefias moléculas. En este sistema
los residuos metabdlicos pueden ser expulsados del cultivo mientras que los nutrientes y las
sefiales moleculares microbianas pueden difundir hacia el interior.

Tambien se pueden cultivar las muestras sobre superficies inertes como el sistema de
membrana-extracto de suelo (Ferrari y col., 2005; Ferrari y col., 2008a). Algunos autores
afirman que estos métodos permiten a los microorganismos crecer mejor que con los
métodos que utilizan cadmaras de difusion o realizan dilucion al limite (Bollman y col., 2007;
Kaeberlein y col., Simu y Hagstrom, 2004; Watve y col., 2000).

Otra de las técnicas que permite las interacciones microbianas basada en el co-
cultivo, ha sido descrita recientemente por D’Onofrio y colaboradores (D onofrio y col.,
2010) y en ella se ha demostrado que la produccion de siderdforos favorece el crecimiento de
microorganismos que no han podido ser cultivados previamente en los medios clasicos.

1.4. SELECCION DE NUEVOS MICROORGANISMOS
PRODUCTORES DE ANTIBIOTICOS

La importancia de los metabolitos bioactivos producidos por microorganismos se
conoce desde hace mas de medio siglo. Algunos de los farmacos mas importantes utilizados
hoy dia como son la penicilina, la ciclosporina A y la adriamicina, entre otros, proceden de
hongos y bacterias (Alanis, 2005).

Actualmente estdn reemergiendo ciertas enfermedades infecciosas producidas por
bacterias (Jones y col., 2008) y apareciendo otras nuevas gue constituyen un importante

42



Introduccion

problema para la salud pablica y las economias globales (Cetina 2010; Ahmed y col., 2008).
Los casos en los que algunos patégenos son cada vez mas resistentes a los antibiticos
convencionales estd aumentando de manera vertiginosa (Witte, 1999). Asi, por ejemplo,
Pseudomonas aeruginosa es un patdgeno oportunista, principal causante de infecciones
nosocomiales por la resistencia intrinseca a muchos agentes antimicrobianos (Kollef 2005,
Depardieu y col., 2007). En Staphylococcus aureus, la resistencia a los antibiéticos y su
virulencia esta contribuyendo al resurgimiento de infecciones nosocomiales y comunitarias
(Lowy 2003, Livermore, 2004). Por lo tanto, hay una gran necesidad de encontrar nuevas
sustancias con actividad antibidtica con nuevas estructuras quimicas y nuevos mecanismos
de accion. Por otra parte, Aspergillus fumigatus, es en la actualidad, el hongo filamentoso
mas patdgeno que se propaga por el aire, causando diferentes enfermedades dependiendo del
estado inmunitario de la persona infectada (enfermedades pulmonares invasivas 0 no
invasivas y aspergilosis pulmonar alérgica) (McCormick y col., 2010).

Los organismos de origen marino no tienen un historial significativo en cuanto a su
uso en medicina tradicional, de hecho, el primer antibiético de bacteria marina fue
identificado y caracterizado en 1966 por Burkholder y colaboradores (Burkholder y col.,
1966), pero en los Gltimos afios se han convertido en un importante punto de estudio para la
busqueda de nuevos productos antimicrobianos (Anand y col., 2006). Aunque existe un gran
vacio en cuanto al conocimiento de las aplicaciones que los microorganismos hal6filos
presentan en el campo de la biomedicina y especialmente en el campo de los
antimicrobianos, se tiene constancia de que los productos marinos naturales contienen una
amplia gama de nuevos antibiéticos con estructuras quimicas que no estan presentes en los
microorganismos que habitan el medio terrestre (Bernan y col. 1997). La adaptacién de las
bacterias a diversos habitats salinos podria ser responsable de las habilidades especificas
para la produccion de metabolitos secundarios considerados unicos por el momento (Bernan
y col. 1997) y que han mostrado tener actividades antimicrobianas, antivirales,
inmunosupresoras, antitumorales y anticoagulantes (Carte 1993, Reichenbach 2001).

El gran interés en la obtencion de moléculas bioactivas procedentes de
microorganismos hal6filos o halotolerantes (Faulkner, 2002) se debe también a su alta
diversidad (McCarthy y col., 2004, Blunt y col., 2004) y a sus propiedades especificas que
les han permitido adaptarse al medio hipersalino y que posiblemente se traduzcan en la
produccion de nuevos metabolitos primarios y secundarios. Los resultados que se han
obtenido hasta el momento mediante el screening de bacterias marinas aisladas de algas e
invertebrados han mostrado ser una fuente importante de metabolitos antimicrobianos
(Burgess y col., 1999).

En la ultima revision realizada por Mayer y colaboradores (2011), sobre los
compuestos marinos con actividad antimicrobiana, se pone de manifiesto la importancia de
éstos en el campo de la medicina. El estudio llevado a cabo por investigadores de 26 paises
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reveld que so6lo durante los afios 2007-2008 se encontraron 197 compuestos marinos. De
ellos 74 tenian actividad antibacteriana, anticoagulante, antifingica, antimalérica,
antituberculosa, antiprotozoaria y antiviral; 59 compuestos afectaban a los sistemas
cardiovascular, inmunol6gico y nervioso, y tenian actividad antiinflamatoria; y los 64
restantes mostraron uniones a diferentes receptores y dianas moleculares que indicaban la
pertenencia a distintas clases farmacoldgicas (Tabla 4). Por lo tanto, aunque hasta ahora la
sintesis 0 modificacion quimica de sustancias antimicrobianas ha sido una buena opcién, la
diversidad de los microorganismos y sus metabolitos es incomparable y de una gran
importancia medica.

El principal problema con que se enfrentaban las empresas farmacéuticas era la
incapacidad para cultivar los nuevos microorganismos fuera de su medio ambiente (Davis,
2005) a pesar de conocer su existencia a través de las técnicas moleculares (Anton y col.,
2000; 2008; Benlloch y col., 2001; Rappé y Giovannoni, 2003; Burns y col., 2004; Pedros-
Alid, 2005; Maturrano y col., 2006; Pagaling y col., 2010). Como ya hemos comentado
anteriormente, se calcula que en nuestro planeta pueden existir del orden de 10° especies de
procariotas y hasta el presente se han descrito tnicamente unas 8000 (Oren y Papke, 2010),
por lo que sélo se han podido cultivar del 0,1-1% de su poblaciéon (Amann y col., 1995;
Green y Keller, 2006; Leadbetter, 2003). Esto, unido al alto porcentaje de redescubrimiento
de compuestos ya conocidos y a la baja probabilidad de hallazgo de nuevas moléculas, hizo
que las empresas farmacéuticas abandonasen la basqueda de nuevos antibidticos a partir de
los microorganismos.

Por fortuna hoy sabemos que los microorganismos que aun no hemos logrado
cultivar podrian ser productores de sustancias de interés biotecnoldgico segun los estudios de
metagenomica han puesto de manifiesto (Nichols, 2007; Alain y Querellou, 2009; Zengler,
2009).

Por otro lado sabemos que la mayoria de las especies haldfilas cultivables hasta la
fecha, se encuadran dentro de los phyla Proteobacteria y Firmicutes (Oren, 2002), mientras
que los estudios ecolégicos moleculares estdn poniendo de manifiesto la abundancia de
Bacteroidetes, Plantomyces y otros taxones de los cuales tenemos aislados pocos
representantes (Anton y col., 2002; 2008; Benlloch y col., 2001; Burns y col., 2004; Pedros-
Alié, 2005; Maturrano y col., 2006). Los genes que codifican las rutas de metabolitos
secundarios no estan distribuidos al azar entre las bacterias sino que son ciertos taxa con
genomas extensos (>4Mb), por ejemplo Bacillus, Pseudomonas, mixobacterias,
cianobacterias, acidobacterias y actinobacterias los que tienen desde unos pocos a multiples
rutas metabdlicas secundarias de sintetasas de poliketidos y péptidos no ribosomales
(Donadio y col., 2007). Por ello seria posible encontrar dichos genes tanto en las bacterias
haléfilas cultivables como en las que hemos detectado a través de técnicas moleculares ya
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gue pertenecen a esos taxa (Ward y col., 2009; Nett y col., 2009; Eichorst y col., 2007; Koch

y col., 2008; Pankratov y col., 2008).

Tabla 4. Compuestos con actividad antibacteriana y antifungica encontrados durante
los afios 2007-2008 en cepas de origen marino.

TIPO
Anttbacteriano
Antibacteriano

Antibacteriano
Antibacteriano
Antibacteriano
Antibacteriano
Antibacteriano

Antibacteriano
Antibacteriano

Antthacteriano

Antibacteriano
Antthacteriano

Antibacteriano
Antibacteriano
Anttbacteriano

Antibacteriano
Antibacteriano
Antibacteriano
Antibacteriano

Antibacteriano
Antifingico
Antifingico
Antifingico
Antifingico
Antifingico

Antifingico

'COMPUESTO.

Ascochytatin

ORGANISMO METABOLITO ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

Hongo

L-amino acid oxidase pecesdetoca

SRAP

Arenicin-1
Isoaaptamine
Sesterterpenes
Sulfoalhylresorcinol
Ambiguines Hand 1

Anélido
Esponja
Esponja
Hongo

Bacteria

Anakemicing Aand B Bactenia

Ayamycin
Batzelladine L and M

Dipheny! eter
Essaramycin

Isojaspic acid
Lynamicing 4-D
Lipoxazolidinones &
and B
Martnopyrrole &
Microcionin-1
Fhomolide B
Sargaguinoic acid
denvate
Tauramarnide
Bromophenol
Callipeltins J and K
Halothurin B

Neopeltolide
Pedein 4

Psudocerating A
and B

Bacteria
Esponja

Esponja
Bacteria

Esponja
Bactera
Bacterta

Bacteria
Esponja
Hongo
Alga

Bacteria
Alga
Esponja
Equinodermo

Esponja
Bacteria

Esponja

Poltketido
Proteina

Péptido
Alcalotde
Terpenoide
Poliketido
Alcaloide

Poltketido
Poltketido

Alcaloide

Poltketido
Alcaloide

Terpenoide
Alcalotde
Alcalotde

Alcaloide
Terpenoide
Poliketido
Terpenoide

Peptido
Poliketido
Péptido

Triterpenoide

gicosilado
Poliketido

Péptido

'REFERENCIAS
Inhtbicion de B subtilis Kanoh y col,, 2008b
Inhtbicion de Kitani y col,, 2008

4 salmowicida,

P. damselae subsp. pisciday V.
parahaemolyticus

Inhibicion de P. aeruginosay 5 aureus
Inhibicion de S qureus Jangy col, 2007¢
Inhtbicidn de B subtilis Leey col, 2008
Inhibicion de S aurens meticilina resistent=Kanoh y col, 2008a
Inhibicién de S albus y B. subtilis Raveh y Carmels, 2007

Leey col, 2007

Inhibicidn de S aurens meticilina resistenteOku y co., 2008
Inhibicion de bacterias Gram posttivasy  ElGendy y col, 2008a
Gram negativas

Inhibicién de S aureus y S aureus
meticilina resistente

Inhibicion de B subdilis

Inhibicion de B subdilis, S aureusy
M luteus

Inhibicion de S epidermidis Rubio y col,, 2007
Inhibicion de 8. aureus meticilina resistenteMcArthur y col,, 2008
Inhibicidn de Staphylococeus sp, Macherlay col, 2007
S preumoniaey £, fagcalis

Inhibicion de S aurens meticilina resistent=Hughes y col,, 2008
Inhibicion de M lutous Gapary col, 2008
Inhbicidn de £ coli Duy col, 2008
Inhibicion de S aureus Hortey col,, 2008

Huay col, 2007

Hanif y col,, 2007
El-Gendy y col, 2008b

Desjardinay col,, 2007
Leey col, 2007

D' Auriay col, 2007
Kumary co,, 2007

Inhibicion de Enteracoccus sp.
Inhibicion de Magnaporhte grisea
Inhibicién de C' albicans

Inhibicidn de T. mentagrophytes y

8 schenckii

Inhibicion de C albicans

Inhibicidn de R glutinis, S cerevisae y
C albicans

Wrighty col, 2007
Kunzey col,, 2008

Metabolitos que  Inhibicion de C albincansy S cerevisae  Jangy col, 2007¢

contienen
nitrdgeno
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Por el momento, sélo en unos pocos casos se han podido extraer del medio ambiente
los “clusters” de genes de metabolitos secundarios de microorganismos desconocidos, clonar
grandes insertos en genotecas y expresarlos heterélogamente usando técnicas de biologia
molecular (Brady, 2007; Craig y col., 2009; King y col., 2009). Sin embargo, debido a
limitaciones tecnoldgicas, estos métodos son todavia incapaces de revelar el espectro
completo de las capacidades fisioldgicas y biosintéticas de una especie bacteriana o de su
relacion con la ecologia que la rodea. A pesar del potencial de las aproximaciones de la
metagendmica y de la recombinacion genética en la investigacién de antibiéticos, las
aproximaciones basadas en el cultivo de microorganismos siguen siendo esenciales en el
descubrimiento de antibioticos. Las células vivas aisladas en un cultivo puro pueden
manipularse fisiologica y genéticamente y puede aumentarse la escala de produccién. Asi
pues, a corto plazo, las investigaciones basadas en el cultivo siguen siendo cruciales en el
descubrimiento y produccién de antibiéticos (Nichols, 2007; Alain y Querellou, 2009;
Zengler, 2009).

Empresas como la Fundacion MEDINA (Fundacion Centro de Excelencia en Investigacion
de Medicamentos Innovadores en Andalucia, http://www.medinaandalucia.es), con mas de
50 afios de experiencia en el descubrimiento de farmacos a partir de productos naturales y la
evaluacion preclinica de candidatos a farmacos, estan redireccionando su investigacion hacia
el descubrimiento de nuevos productos naturales bioactivos de origen microbiano en
ambientes hipersalinos de Andalucia, ya que la variacion topogréafica y geofisica asi como la
biodiversidad endémica intrinseca a la region, se refleja en altos niveles de diversidad
microbiana y endemismos. Debido a todo lo anteriomente expuesto, dicha Fundacién y
nuestro grupo de investigacién han comenzado un trabajo en colaboracion, financiado por el
Proyecto de Excelencia “Descubrimiento de nuevos antibiéticos mediante la combinacion de
dos estrategias: cultivo de bacterias no cultivadas previamente y muestreo de habitats salinos
de Andalucia” el cual se incluye en el Capitulo 4 de esta tesis doctoral.

Como ya hemos comentado los microorganismos haléfilos tienen un alto potencial
biotecnolégico. Por una parte, las aplicaciones mas interesantes de haloarqueas son la
produccion de bacteriorrodopsina, enzimas, exopolisacaridos, polihidroxialcanoatos,
bioplasticos y halocinas. Al parecer, pudieran ser utilizadas también en la biodegradacién de
hidrocarburos y compuestos toxicos e incluso en el diagnéstico de algunos tipos de cancer
(Rodriguez-Valera, 1991, Galinski y Tindall, 1992; Ventosa y Arahal, 2002a; Mellado y
Ventosa, 2003). Por otra parte, las bacterias hal6filas también han sido consideradas como
un grupo de organismos con un enorme potencial biotecnoldgico (Mellado y Ventosa, 2003;
Ventosa, 2004; 2006; 2008). No s6lo producen enzimas, solutos compatibles o biopolimeros
de interés industrial o médico (Arias y col., 2003; Béjar y col., 1998; Calvo y col., 1998;
Margesin y Schinner 2001; Quesada y col., 1993; 2004; Sanchez-Porro y col., 2003; Ventosa
y col., 1998; Luque y col., 2010), sino que, ademas, poseen propiedades que facilitan su
explotacion comercial. A este respecto, sefialaremos su marcado caracter eurihalino, su facil
cultivo y manipulacién en el laboratorio y su falta de patogenicidad.
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Objetivos

Nuestro grupo de investigacion “Exopolisacaridos Microbianos” (BIO 188,
(http://www.ugr.es/~eps/es/index.html) estd dedicado principalmente al estudio de nuevas
especies de bacterias haldfilas, incluyendo sus potenciales aplicaciones en biotecnologia y
medicina, el desarrollo de herramientas genéticas, los estudios de "quorum sensing” y al
analisis de la biodiversidad de ambientes hipersalinos.

La presente tesis doctoral se enmarca dentro de los estudios realizados en el proyecto
de investigacion: "Estudio de la comunidad de procariotas de Rambla salada (Murcia), un
espacio protegido de interés ecologico y comunitario. Seleccion de bacterias de utilidad
industrial y ecoldgica" (CGL2005-05947; IP: Emilia Quesada Arroquia).

El Humedal de Ajaugue y Rambla Salada es un ambiente hipersalino que esta siendo
estudiado por investigadores del grupo de Ecologia Acuatica de la Universidad de Murcia
(Josefa Velasco, Andrés Millan y otros) y cuyos resultados han demostrado su singularidad
en términos de especies eucariotas. Dichos investigadores han sefialado que la biodiversidad
de este espacio protegido puede verse afectada por la pérdida de salinidad debida al trasvase
Tajo-Segura y otras actividades humanas como la agricultura.

Desde el punto de vista microbioldgico el Humedal de Ajauque y Rambla Salada era
un paraje inexplorado hasta el comienzo de nuestro estudio. El grupo de la Universidad de
Murcia recab6 nuestra participacion y nuestro equipo consideré que este habitat podria
constituir un modelo apropiado para estudiar la diversidad microbiana de los ambientes
hipersalinos, utilizando técnicas clasicas de cultivo y seleccion, al mismo tiempo que
técnicas moleculares, en un entorno donde pudiéramos analizar aguas, sedimentos y suelos
salinos.

Por otra parte nuestro grupo de investigacion estaba interesado en aislar nuevas
bacterias halofilas de interés biotecnologico que podriamos hallar en este ambiente
hipersalino aun inexplorado.

Los objetivos del proyecto CGL2005-05947 eran los siguientes:

1. Estudiar la comunidad procariota mediante métodos clasicos de cultivo y nuevos
métodos moleculares, y comparar los resultados obtenidos con ambos tipos de técnicas.

2. Hacer una estimacion de la diversidad, estructura y dindmica de las poblaciones de
bacterias y arqueas.

3. ldentificar actividades microbianas de interés ecol6gico

4. Seleccionar cepas de interés biotecnol6gico.
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Objetivos

Para desarrollar todos los estudios previstos se incorporaron al equipo investigador del
proyecto CGL2005-05947 dos becarias predoctorales, Nahid Oueriaghli, quien se haria
cargo de los estudios de ecologia molecular en el Humedal de Ajauque y Rambla Salada, y la
autora de la presente tesis doctoral, Maria Rocio Luque Aznar, quien tendria que llevar a
cabo el estudio de biodiversidad empleando técnicas de cultivo clasicas y la seleccion de
cepas de interés tecnoldgico. Ambas investigadoras deberian realizar sus estudios en
paralelo, muestreando local y temporalmente las estaciones de muestreo seleccionadas en el
Humedal de Ajaugue y Rambla Salada y trabajando sobre idénticas muestras de suelos,
aguas y sedimentos salinos. De esta forma sus resultados permitirian comparar la microbiota
total y cultivable, haciendo una estimacion real de la diversidad microbiota de los distintos
habitats salinos del Humedal de Ajauque y Rambla Salada, principal objetivo del proyecto
de investigacion.

Por todo ello los objetivos de la presente tesis doctoral han sido los siguientes:

Realizar un muestreo y estudio microbioldgico de los diversos ambientes salinos que
existen en el Humedal de Ajauque y Rambla Salada que, repetidos a lo largo de dos afios y
en diferentes estaciones, nos permitiera:

1. Enumerar los procariotas cultivables en las diferentes muestras de aguas, suelos y
sedimentos salinos.

2. Aislar un namero significativo de cepas bacterianas y arqueas, que a su vez nos
permitiera:
2.1 Identificar taxonémicamente un numero elevado de las especies
procariotas del Humedal de Ajauque y Rambla Salada y hallar
nuevos tipos de microorganismos halofilos o halotolerantes.

2.2 Analizar la diversidad procariota en funcion de la salinidad del medio
y otros parametros fisico-quimicos, asi como la época de muestreo.

2.3 Hallar nuevos procariotas de interés biotecnoldgico.

Finalmente todo este estudio lleva implicito una comparaciéon posterior con los
resultados obtenidos al aplicar técnicas de ecologia molecular en el Humedal de Ajauque y
Rambla Salada. Como ya hemos indicado anteriormente, dichos estudios no forman parte de
esta tesis doctoral pero se han hecho en paralelo a ella. Que sepamos ésta es la primera vez
gue se plantea en un habitat hipersalino tal estudio paralelo, por lo que consideramos que
nuestros resultados pueden tener un gran interés en el campo del halofilismo.
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Capitulo 1: Seleccién de las cepas objeto de estudio

111.1.1. RESUMEN

El Humedal de Ajauque y Rambla Salada es un paraje natural que forma parte del
espacio protegido por la comunidad de Murcia (BORM 10/9/1998). La mayor parte del afio
predomina en este habitat los llamados “cauces secos”, aunque existen tramos o puntos
donde afloran aguas subterraneas. Las sales proceden de materiales evaporiticos
(fundamentalmente yesos) que forman parte de los sedimentos de las cuencas vertientes de
las ramblas. El rango de salinidad es muy amplio y se alcanzan valores en algunos puntos de
entre el 15y el 18% (p/v). Con el proposito de conocer la comunidad de procariotas existente
en el Humedal de Ajauque y Rambla Salada se llevaron a cabo cuatro muestreos en los afios
2006 y 2007 en los que se recogieron muestras de suelos, aguas y sedimentos en las zonas de
la finca de la Salina, una surgencia de agua sulfurosa salina, rambla Ajauque en el humedal
de Derramadores y las aguas abajo del canal del trasvase Tajo-Segura. En cada una de las
zonas muestreadas se realiz6é un analisis fisico-quimico que incluia el contenido de sales, la
conductividad, el pH y la tension de oxigeno.

Las muestras fueron procesadas mediante las técnicas de microbiologia clasica. Se
hicieron diluciones de las mismas y se sembraron en el medio nutritivo MY a distintas
concentraciones salinas, tras lo cual se hicieron los recuentos para cada muestra y
concentracion de sal y se seleccionaron 477 cepas en funcion de su diversidad colonial.
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Capitulo 1: Seleccién de las cepas objeto de estudio

111.1.2. MATERIAL Y METODOS

111.1.2.1. Lugares de muestreo y analisis fisico-quimico

Para el aislamiento de las cepas se realizaron cuatro muestreos en el Humedal de
Ajauque y Rambla Salada (Murcia) en los meses de febrero y junio de 2006 y febrero y
noviembre de 2007. En cada uno de ellos se tomaron ocho muestras en cuatro lugares
diferentes, concretamente la finca de la Salina (muestras M1, M2, M4 y M5), una surgencia
de agua sulfurosa salina (muestras M7 y M8), el canal del trasvase Tajo-Segura (muestra
M9), y la rambla Ajauque en el humedal de Derramadores (muestra M6) (Figura 6). Las
muestras M1, M4 y M7 eran de agua, las muestras M2, M5 y M6 eran de suelo, y las
muestras M8 y M9 eran de sedimento. Las muestras se guardaron a 4 °C hasta que se
procesaron en el laboratorio 24 horas después.

Figura 6. Lugares de muestreo en el Humedal de Ajauque y Rambla Salada.
A, Finca de la Salina; B, Trasvase Tajo-Segura; C, Humedal de Derramadores; D, Surgencia de agua sulfurosa
salina.

Al mismo tiempo que se hizo el muestreo en las distintas zonas mencionadas, se
realizd6 un analisis fisico-quimico, midiendo los valores de pH, contenido en sales y
contenido en oxigeno.
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111.1.2.2. Aislamiento de bacterias y arqueas

En el laboratorio, 1g de cada muestra de suelo o sedimento fue homogeneizado y
suspendido en 9 ml de solucion salina de sales y se mantuvo en agitacion a 150 rpm durante
15 minutos para disgregar las particulas del suelo y facilitar la dispersion de los
microorganismos. Para las muestras de agua se procesaron 10 ml. A continuacion se hicieron
diluciones seriadas. Cada dilucion (100 pl) se sembr6 en el medio nutritivo MY (Moraine y
Rogovin 1966; Quesada y col., 1993) con la cantidad necesaria de una solucion stock de
sales al 30 % (p/v) (Rodriguez-Valera y col., 1981) con el fin de aislar la poblacion
quimioheterétrofa aerobia. Se utilizaron las siguientes concentraciones de sales: 0,5; 3; 5; 10;
20 y 30 % (p/v). La composicion detallada del medio MY, asi como de la solucién de sales
se incluye en el anexo I. Dicho medio se preparé a un valor de pH igual a 7 ajustado con el
medidor de pH CRISON micro pH2000 y se esteriliz6 en autoclave a 112 °C durante 30
minutos distribuyéndose a continuacion en placas tras su enfriamiento a 50-60 °C.

La seleccion de las colonias de bacterias se hizo tras 5 dias de incubacion a 32 °C en
funcién de su morfologia colonial (Ventosa y col., 1982; Quesada y col., 1982); los
posteriores aislamientos de cada cepa se hicieron en el mismo medio de cultivo.

Para la seleccion de arqueas el procedimiento fue el mismo, utilizando en este caso
una concentracion de sales del 30 % (p/v) tanto para las soluciones seriadas como para el
medio MY. La incubacion se realizé a 41 °C durante dos semanas. Como en el caso anterior,
la seleccion de colonias se hizo en funcidn de su aspecto y los subcultivos se hicieron en el
mismo medio de cultivo.

111.1.2.3. Conservacidn de las cepas

Los microorganismos se mantuvieron a una temperatura de 4°C en el medio solido
MY al 5 % (p/v) en el caso de las cepas bacterianas y al 25 % (p/v) en el caso de las cepas de
arqueas. Para conservarlos a largo plazo se mantuvieron congelados a una temperatura de -
80 °C en medio liquido MY a igual concentracion y se utilizd6 como crioprotector dimetil
sulféxido (DMSO) o glicerol a una concentracion del 20 % (v/v)
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111.1.3. RESULTADOS

En general, los valores medidos de salinidad, pH, oxigeno y conductividad
presentaron diferencias en las distintas épocas del afio muestreados ya que estan
directamente relacionados con la estacion meteoroldgica, de manera que en la época de
lluvia se produce una disolucion de las concentraciones de cloruro y variaciones del oxigeno
disuelto. Los meses de junio de 2006 y noviembre de 2007 se caracterizaron por la escasez
de precipitaciones, concretamente, la Agencia Estatal de Meteorologia (www.aemet.es)
recoge unos valores medios de lluvias para cada mes de 5,08 y 5,58 mm respectivamente. En
el mes de febrero de 2006 las lluvias en el computo del mes fueron de 18,53 mmy 7,36 mm
en febrero de 2007.

También hubo diferencias con respecto a los distintos habitats muestreados. En la
muestra de agua M1 de la finca de la Salina, la concentracion salina fue mayor en junio de
2006 (44,4 g/l), época caracterizada por la escasez de precipitaciones mientras que en las
otras épocas, dicha concentracion oscilé entre los 11,8 g/l y los 33,8 g/l. Directamente
relacionado con esta concentracion, los valores de conductividad fueron mas elevados en
junio de 2006 (65,9 Qcm) y menor la concentracion de oxigeno disuelto (10,20 mg/l) en
dicha época con respecto a las otras épocas de muestreo de este habitat en las que la
conductividad oscil6 entre 20,1 Qcm y 58,8 Qcm, y el oxigeno disuelto entre 13 mg/ml y
17,2 mg/ml. Lo mismo ocurrié en la muestra M4, en donde la concentracion salina fue
mayor en junio de 2006 (83,1 g/l) y los valores de conductividad y oxigeno disuelto fueron
120,12 Qcm y 4,46 mg/ml, respectivamente. En cambio los valores de salinidad,
conductividad y oxigenos disueltos en las otras épocas de muestreo oscilaron entre 20-36,7
o/l, 35,9-57 Qcm y 7,9-19,8 mg/ml respectivamente. En cuanto a los valores de pH, en la
muestra M1, oscilaron entre los 6,3 en junio de 2006 y los 8,36 en noviembre de 2007, y en
el caso de la muestra M4, oscilaron entre los 3,85 en junio de 2006 y los 8,03 en noviembre
de 2007. Resultados similares se obtuvieron en las muestras M2 y M5 de la finca de la
Salina.

Por otra parte, la zona de la surgencia (muestras M7 y M8), destacd por presentar los
mayores valores de concentracidén salina con respecto al resto de habitats. Los valores
medidos oscilaron entre los 140 g/l registrados en junio de 2006 y los 177 g/l medidos en
febrero de 2007. 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. Los
valores medidos de conductividad en cada caso fueron 188 Qcm y 265 Qcm y los de oxigeno
disuelto 1 mg/ml y 0,6 mg/ml respectivamente. Este nacimiento de agua se mantiene
constante a lo largo del afio lo que hace que los parametros fisico-quimicos estudiados no
registren altas variaciones en las distintas épocas del afio muestreadas como si ocurrié en la
finca de la Salina. Los valores de pH medidos estuvieron proximos a la neutralidad (entre
6,55y 6,98).
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Al contrario que en la surgencia, la concentracion de sal medida en el trasvase Tajo-
Segura (muestra M9) fue la méas baja con respecto al resto de habitats debido a la desviacion
del agua de riego para los cultivos aledafios; los valores medidos de salinidad, conductividad
y oxigeno disuelto oscilaron entre 2,9-6,8 ¢/l, 5,58-7,3 Qcm, y 20,6-10,3 mg/ml
respectivamente. Respecto a los valores de pH, éstos oscilaron entre 7,7 y 9,7.

Por altimo, el humedal de Derramadores (muestra M6), se caracterizd por presentar
valores intermedios en los parametros fisico-quimicos con respecto al resto de los habitats.
Asi, la concentracion de sal fue de 25,2 g/1, la conductividad 40 Qcm, el oxigeno disuelto de
20,3 mg/ml y el pH de 8,46.

Por otra parte, en los recuentos de la microbiota que se llevaron a cabo para cada
zona muestreada, el nimero de microorganismos oscil6 entre los 1 x 10° UFC/ml en febrero
de 2007 y los 6,6 x 10" UFC/ml en junio de 2006 a las concentraciones del medio MY al 20
% (p/v) y 3 % (p/v) respectivamente. En la Tabla 5 se detallan los recuentos obtenidos para
cada muestra en cada uno de los habitats estudiados. En el medio MY al 30 % (p/v), sélo se
observo crecimiento en las placas incubadas a 41 °C durante dos semanas en las que se
pretendia aislar arqueas. EI mismo medio incubado a menor temperatura para aislar bacterias
no dio lugar a crecimiento alguno. Por otro lado, en las muestras M2 y M9 tomadas en
febrero de 2006 y las muestras M7 y M8 recogidas en noviembre de 2007, no se observo
crecimiento a ninguna concentracion salina cuando las placas se incubaron a 32 °C durante
cinco dias y si cuando se incubaron a 41 °C durante dos semanas.

Teniendo en cuenta las distintas épocas de muestreo, se observé que pudiera existir
una relacion entre la época del afio y el nimero de microorganismos en el habitat, de manera
que los mayores recuentos, del orden de 10°-10" UFC/ml, se obtuvieron en el mes de junio
de 2006 y noviembre de 2007 coincidiendo con un menor registro de lluvias.

Respecto a las zonas de muestreo, el recuento de microorganismos en la finca de la
Salina fue mayor en los meses de febrero de 2006 y noviembre de 2007; en la surgencia y
humedal de Derramadores, los mayores recuentos correspondian al mes de junio de 2006, y
por ultimo, en la zona correspondiente al trasvase Tajo-Segura, los recuentos fueron
similares en junio de 2006, febrero de 2007 y noviembre de 2007.

Sin embargo no existié una relacién entre los recuentos y la salinidad del medio
empleado. En funcion de lo expuesto anteriormente las zonas con las mayores salinidades,
tales como la surgencia podrian haber dado mayores recuentos en los medios de mayor
salinidad. De igual forma los recuentos en la zona de menor salinidad, el trasvase Tajo-
Segura, no fueron mayores en las placas de aislamiento con menor contenido en sales. Este
hecho podria estar en relacion con el marcado caracter eurihalino de las bacterias haldfilas
presentes en este habitat, tal y como hemos podido comprobar posteriormente en el Capitulo
2.
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Tabla 5. Recuentos de procariotas totales en el Humedal de Ajauque y Rambla Salada.

MUESTREO
ZONA EPOCA AREA
M1
M2
Febrero, 2006
M4
M5
M1
< . M2
=z Junio, 2006
S M4
S M5
<
— M1
L
@)
< Febrero, 2007 M2
= M4
eC M5
M1
Noviembre, 2007 M2
M4
M5
M7
Febrero, 2006 M8
<
= . M7
LZ) Junio, 2006 M8
g M7
o
x Febrero, 2007 M8
@ M7
Noviembre, 2007 M8
Febrero, 2006
HUMEDAL Junio, 2006 M6
Noviembre, 2007
Febrero, 2006
TRASVAS Junio, 2006

E TAJO- Febrero, 2007 M9
SEGURA
Noviembre, 2007

0,5°
1,8 x 10*
nc
4 x10*
5,5 x 10°
2x10°
6 x 10*
3x10°
3x10°
6.6 X
10°
1.8 x 10°
3 x 10*
9.2 x 10°

2.4x10°

3.5x 10°
7.3x10°
1x 10*
3 x 10*
nc
6 x 10°
3x10*
3.4x10°
1.5x10°
nc
nc
1,3x10°
1x10°

3x10°

nc
3x10°
1.05 x

10°

5.5 x 10*

33
1,8 x 10*
nc
5,7 x 10*
1,3x 107
2 x 108
8 x 10°
1x10°
2,4x10°

8 x 10°

7.8 x 10°
2.5x10°
5.2 x 10°

7 x 10°

4.9 x 107
2.4 x10°
2.5x 10°
4x10°
nc
3x10°
3,7x10°
5.5 x 10°
4x10°
nc
nc
5 x 10*
6,7 x 10°
1.22 x
10*
nc
1,5 x 107
3.46 x
10°

5.2 x 10°

RECUENTOS*

5a
3,3x 10*

nc
7,8 x 10°
1,3x10°
8 x 10°
2 x 10°
3x10*
8,5 x 10*

5x 10°

5.6 x 10°
2.5x10°
4.2 x10°

4.5x10°

6.6 x 107
5.5 x 10°
1x10°
4,3x10°
nc

3,6 x 10°
6,5 x 10°

1.7 x 10°
4.7 x10°

nc
nc

6 x 10*
1x10°

1.6 x 10*

nc
1,2 x 107

5.3 x 10°

9.3 x 10°

10°
8.5 x 10*

nc
8 x 10°
9x10*
9x10°
1,5x 10°
1,2 x 10°
8,3 x 10*

5x 10°

7.1x10°
1.2x10°
1.8x10°

1.1x10°

3.2x 107
3.8 x 10°
3.5x 10°
4,7 x10°
nc
2 x 10*
6 x 10°
4.7 x 10°
1.5 x 10°
nc
nc
4,2 x 10*
1,9 x 10°

8.5 x 10*

nc
1,3 x 107
5.38 X
108

4 x10°

202
2,8 x 10*
nc
4,2 x10°
1,9x 10°
2x10*
6 x 10°
3,9x 10°
1,4 x 10*

nc

1x10°
nc
nc
1.38 x
10°
1.1 x 107
6 x 10°
1,4 x 10°
7 x10*
nc

2x10°
7 x 10°

nc
nc

nc
nc

7,4 % 10°
2,3x10°

3.5x 10*

nc
1,8 x 107

nc

2.35x
10*

302°
1,3x10*
1x10*
2,8x10*
1,3x10*
1x10°
2x10°
2 x 10°
1,5 x 10°

1x10°

2.6 x 10°
2.5x10°
1.2x10°

1.5x 10°

1.6 x 10°
2.5x10°
1x10°
43x10*
3x10*

2,6 x 10°
4,5x 107

1.3x10°
1.7x10°

3x10*
1x 10*

2x10*
1x 107

1.8x10°

1,2 x 10*
1,2 x 10°

2.3x10°

1.8 x 10*

*, % (p/v); nc, no crecimiento; ?, recuentos obtenidos utilizando el medio MY a distintas concentracines de sal e
incubados a 32 °C durante cinco dias; °, recuentos obtenidos utilizando el medio el MY al 30 (p/v) e incubado a

41°C durante dos semanas.
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Por Gltimo, en cuanto a la seleccion de cepas, ésta se hizo en funcion de su
diversidad colonial. En la Figura 7 se muestra un imagen tomada del recuento de
microorganismos realizado en el medio MY al 10 % (p/v) a partir de una dilucién de 107
(v/v) de la muestra M5 de la finca la Salina en junio de 2006.

Figura 7. Diversidad colonial encontrada en el recuento de microorganismos.

En total se seleccionaron 428 cepas de las placas incubadas a 32 °C durante cinco
dias, de las cuales, 76 y 127 cepas, se seleccionaron de los meses febrero y junio de 2006
respectivamente y 123 y 102 cepas, de los meses de febrero y noviembre de 2007. Respecto
a las zonas de muestreo, se seleccionaron 221 cepas en la finca de la Salina, 89 en la
surgencia, 50 en el humedal de Derramadores y 68 en el trasvase Tajo-Segura. La mayoria
de dichas cepas se seleccionaron a las concentraciones intermedias de sal; asi un total de
135, se seleccionaron del medio MY al 5 % (p/v), 117 cepas fueron seleccionadas del medio
MY al 10 % (p/v), y 87 cepas se aislaron del medio MY al 3 % (p/v), todas ellas incubadas a
32 °C durante 5 dias. En cambio, las 49 cepas aisladas del medio MY al 30 % (p/v),
provenian de una incubacion a 41 °C durante dos semanas, no observandose crecimiento
cuando dicho medio se incub6 a 32 °C durante 5 dias. Respecto a la distribucion de las 49
cepas por épocas del afio, 9 cepas se aislaron en febrero de 2006, 17 cepas en junio de 20086,
13 cepas en febrero de 2007 y 10 cepas en noviembre de 2007; y en cuanto a la distribucion
por zonas muestreadas 29 cepas se aislaron de la finca de la Salina, 11 cepas pertenecian a la
surgencia, 6 cepas al humedal de Derramadores y 3 cepas al trasvase Tajo-Segura.

En la Tabla 6 se especifican los datos relativos al lugar de procedencia, tipo de
muestra, época de muestreo y medio de cultivo de donde se aislaron cada una de las cepas
seleccionadas para este estudio.
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Tabla 6. Procedencia de las cepas seleccionadas para el estudio.

CEPA

M1-10
M1-100
M1-101
M1-102
M1-103
M1-103-X
M1-104
M1-106
M1-107
M1-108
M1-109
M1-110
M1-111
M1-112
M1-113
M1-114
M1-115-1
M1-115-1
M1-116
M1-117
M1-118
M1-120
M1-122
M1-123
M1-123-X
M1-124
M1-125
M1-126
M1-127
M1-128
M1-13
M1-130
M1-131
M1-133-1
M1-133-11
M1-134
M1-135
M1-136
M1-138
M1-141
M1-142
M1-143
M1-144
M1-145
M1-14-X

MUESTRA

Suelo
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Agua
Agua
Sedimento
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Suelo
Suelo
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Agua
Agua
Agua

EPOCA DE
MUESTREO

Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006

LUGAR DE MUESTREO

Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina
Surgencia

Surgencia

Surgencia

Surgencia

Surgencia

Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Humedal de Derramadores
Humedal de Derramadores
Humedal de Derramadores
Humedal de Derramadores
Humedal de Derramadores
Finca de la Salina

Finca de la Salina
Trasvase Tajo-Segura
Finca de la Salina
Surgencia

Surgencia

Surgencia

Surgencia

Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina
Surgencia

Finca de la Salina

Finca de la Salina
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MEDIO DE
AISLAMIENTO
(%, piv)*

MY 30
MY 10
MY 20
MY 2
MY 5
MY 5
MY 10
MY 2
MY 10
MY 20
MY 10
MY 10
MY 5
MY 5
MY 5
MY 20
MY 5
MY 5
MY 5
MY 10
MY 10
MY 10
MY 20
MY 10
MY 10
MY 3
MY 5
MY 10
MY 10
MY 5
MY 30
MY 5
MY 20
MY 3
MY 3
MY 20
MY 0,5
MY 10
MY 20
MY 10
MY 10
MY 0,5
MY 10
MY 20
MY 10



Resultados

Tabla 6. Continuacion.

CEPA MUESTRA
M1-159 Suelo
M1-16-X Agua
M1-17 Suelo
M1-18 Sedimento
M1-180 Suelo
M1-184 Sedimento
M1-185 Sedimento
M1-186 Sedimento
M1-187-1 Agua
M1-187-11  Agua
M1-188 Agua
M1-19 Sedimento
M1-190 Suelo
M1-191-1 Sedimento
M1-191-11 Sedimento
M1-192 Sedimento
M1-193-1 Sedimento
M1-193-11 Sedimento
M1-194 Agua
M1-195 Agua
M1-196 Suelo
M1-198 Suelo
M1-199 Suelo
M1-20 Suelo
M1-200 Suelo
M1-201 Suelo
M1-202 Sedimento
M1-21-X Suelo
M1-23 Suelo
M1-5-X Agua
M1-7 Suelo
M1-9 Suelo
M1-97 Suelo
M1-X Sedimento
M1-XX Suelo
M2-1 Suelo
M2-10 Suelo
M2-11 Suelo
M2-11a Suelo
M2-11d Suelo
M2-12 Suelo
M2-13 Suelo
M2-139 Sedimento
M2-14 Suelo
M2-140-1 Sedimento

EPOCA DE
MUESTREO

Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Febrero, 2006
Junio, 2006

Junio, 2006

Junio, 2006

Junio, 2006

Junio, 2006

Junio, 2006

Junio, 2006

Junio, 2006

Junio, 2006

Junio, 2006

LUGAR DE MUESTREO

Finca de la Salina
Surgencia

Finca de la Salina
Surgencia

Finca de la Salina
Surgencia

Surgencia

Surgencia

Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Surgencia

Finca de la Salina
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Surgencia

Surgencia

Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Humedal de Derramadores
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Trasvase Tajo-Segura
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Trasvase Tajo-Segura
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Humedal de Derramadores
Humedal de Derramadores
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Humedal de Derramadores
Finca de la Salina
Trasvase Tajo-Segura
Finca de la Salina
Trasvase Tajo-Segura
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MEDIO DE
AISLAMIENTO
(%, piv)*

MY 5
MY 5
MY 30
MY 30
MY 20
MY 10
MY 10
MY 5
MY 5
MY 5
MY 3
MY 30
MY 10
MY 10
MY 10
MY 10
MY 20
MY 20
MY 4
MY 3
MY 4
MY 5
MY 10
MY 30
MY 10
MY 10
MY 10
MY 20
MY 30
MY 10
MY 30
MY 30
MY 2
MY 10
MY 10
MY 0,5
MY 5
MY 5
MY 30
MY 30
MY 5
MY 5
MY 3
MY 5
MY 3
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Tabla 6. Continuacion.

. MEDIO DE
CEPA MUESTRA EROCAIE LUGAR DE MUESTREO  AISLAMIENTO
MUESTREO (%, piv)*

M2-140-11 Sedimento  Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 3
M2-146 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 3
M2-147 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 20
M2-148 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5
M2-149 Sedimento  Junio, 2006 Surgencia MY 5
M2-15 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5
M2-150 Sedimento  Junio, 2006 Surgencia MY 3
M2-151 Sedimento  Junio, 2006 Surgencia MY 3
M2-153 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5
M2-154 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5
M2-155 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5
M2-156 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5
M2-157 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5
M2-158 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5
M2-159 Sedimento  Junio, 2006 Surgencia MY 5
M2-16 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 10
M2-160 Sedimento  Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 5
M2-162 Sedimento  Junio, 2006 Surgencia MY 20
M2-163 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10
M2-164 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5
M2-165 Sedimento  Junio, 2006 Surgencia MY 3
M2-166 Sedimento  Junio, 2006 Surgencia MY 5
M2-167 Sedimento  Junio, 2006 Surgencia MY 10
M2-168 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10
M2-169 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10
M2-17 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 10
M2-171 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 5
M2-173 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10
M2-174 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5
M2-175 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5
M2-176 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5
M2-177 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5
M2-178 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5
M2-179 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 10
M2-18 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 10
M2-180 Agua Junio, 2006 Surgencia MY 20
M2-181 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10
M2-182 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 3
M2-183 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10
M2-183-X Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10
M2-19 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5
M2-1c Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 30
M2-1d Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 30
M2-2 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 0,5
M2-204 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 5
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Resultados

Tabla 6. Continuacion.

CEPA MUESTRA
M2-21 Agua
M2-22 Agua
M2-23 Suelo
M2-24 Suelo
M2-25 Suelo
M2-26 Agua
M2-27 Agua
M2-28 Sedimento
M2-29 Sedimento
M2-2a Suelo
M2-2b Suelo
M2-2d Suelo
M2-2-X Suelo
M2-3 Suelo
M2-30 Sedimento
M2-31 Sedimento
M2-32 Sedimento
M2-33 Suelo
M2-34 Sedimento
M2-35 Sedimento
M2-37 Agua
M2-38 Agua
M2-39 Agua
M2-4 Suelo
M2-40 Agua
M2-41 Agua
M2-42 Suelo
M2-43 Suelo
M2-44 Suelo
M2-45 Suelo
M2-46 Suelo
M2-47 Suelo
M2-49 Sedimento
M2-4a Suelo
M2-4b Suelo
M2-4c Suelo
M2-4d Suelo
M2-5 Suelo
M2-50 Sedimento
M2-52 Sedimento
M2-53 Agua
M2-55 Agua
M2-56 Sedimento
M2-57 Suelo
M2-58 Suelo

EPOCA DE
MUESTREO

Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Febrero, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006
Junio, 2006

LUGAR DE MUESTREO

Finca de la Salina

Finca de la Salina
Humedal de Derramadores
Humedal de Derramadores
Humedal de Derramadores
Finca de la Salina

Finca de la Salina
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Humedal de Derramadores
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Surgencia

Surgencia

Surgencia

Finca de la Salina
Surgencia

Surgencia

Humedal de Derramadores
Humedal de Derramadores
Humedal de Derramadores
Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina
Trasvase Tajo-Segura
Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina

Finca de la Salina
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Surgencia

Surgencia

Surgencia

Humedal de Derramadores
Humedal de Derramadores
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MEDIO DE
AISLAMIENTO
(%, piv)*
MY 10
MY 20
MY 5
MY 20
MY 20
MY 10
MY 10
MY 0,5
MY 10
MY 30
MY 30
MY 30
MY 5
MY 0,5
MY 20
MY 5
MY 5
MY 5
MY 3
MY 5
MY 10
MY 5
MY 10
MY 5
MY 0,5
MY 0,5
MY 0,5
MY 0,5
MY 10
MY 3
MY 3
MY 10
MY 3
MY 30
MY 30
MY 30
MY 30
MY 5
MY 10
MY 10
MY 0,5
MY 0,5
MY 3
MY 3
MY 10



Capitulo 1: Seleccién de las cepas objeto de estudio

Tabla 6. Continuacion.

- MEDIO DE
CEPA MUESTRA =#0C BIS LUGAR DE MUESTREO  AISLAMIENTO
MUESTREO (%, piv)*

M2-59 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5
M2-6 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5
M2-61 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 3
M2-62 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 0,5
M2-63 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5
M2-64 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 0,5
M2-65 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 5
M2-66-B Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 10
M2-66-M Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 10
M2-67 Sedimento  Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 10
M2-68 Agua Junio, 2006 Surgencia MY 0,5
M2-69 Agua Junio, 2006 Surgencia MY 10
M2-7 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 3
M2-70 Agua Junio, 2006 Surgencia MY 10
M2-72 Sedimento  Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 3
M2-74 Sedimento  Junio, 2006 Surgencia MY 20
M2-76 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5
M2-77 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 3
M2-78 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10
M2-79 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10
M2-7a Sedimento  Junio, 2006 Surgencia MY 30
M2-7b Sedimento  Junio, 2006 Surgencia MY 30
M2-7c Sedimento  Junio, 2006 Surgencia MY 30
M2-8 Sedimento  Junio, 2006 Surgencia MY 30
M2-81 Agua Junio, 2006 Surgencia MY 10
M2-82 Sedimento  Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 5
M2-83 Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 5
M2-85 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5
M2-86 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 5
M2-87-1 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 3
M2-87-11 Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 3
M2-88 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 20
M2-89 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 20
M2-9 Agua Junio, 2006 Finca de la Salina MY 10
M2-90 Sedimento  Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 0,5
M2-91 Sedimento  Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 0,5
M2-93 Sedimento  Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 3
M2-9a Agua Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 30
M2-9b Agua Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 30
M2-X Suelo Junio, 2006 Finca de la Salina MY 3
M2-XX Suelo Junio, 2006 Humedal de Derramadores MY 5
M2-3X Sedimento  Junio, 2006 Trasvase Tajo-Segura MY 3
M2-4X Agua Junio, 2006 Surgencia MY 5
M3-1 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 3
M3-10 Agua Febrero, 2007 Finca de la Salina MY 10

67



Resultados

Tabla 6. Continuacion.

CEPA

M3-100
M3-101
M3-102
M3-103
M3-104
M3-105
M3-106
M3-107
M3-109
M3-11
M3-110
M3-111
M3-112
M3-12
M3-120
M3-121
M3-122
M3-123
M3-125
M3-126
M3-127
M3-128
M3-129
M3-13
M3-130
M3-131
M3-14
M3-15
M3-17
M3-18
M3-19
M3-1a
M3-1c
M3-1d
M3-2
M3-20
M3-21
M3-22
M3-23
M3-24
M3-25
M3-26
M3-27
M3-28
M3-29

MUESTRA

Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Sedimento
Suelo
Suelo
Suelo
Sedimento
Sedimento
Suelo
Suelo
Agua
Agua
Agua
Agua
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Agua
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo

EPOCA DE
MUESTREO

Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007

LUGAR DE
MUESTREO

Surgencia
Surgencia
Surgencia
Surgencia
Surgencia
Surgencia
Surgencia
Surgencia
Surgencia
Finca de la Salina
Surgencia
Surgencia
Surgencia
Finca de la Salina
Surgencia
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina

Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura

Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
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MEDIO DE
AISLAMIENTO
(%, piv)*
MY 0,5
MY 0,5
MY 3
MY 3
MY 3
MY 3
MY 3
MY 10
MY 10
MY 10
MY 10
MY 10
MY 10
MY 20
MY 0,5
MY 10
MY 0,5
MY 10
MY 3
MY 3
MY 0,5
MY 3
MY 5
MY 20
MY 3
MY 5
MY 0,5
MY 0,5
MY 3
MY 3
MY 0,5
MY 30
MY 30
MY 30
MY 3
MY 3
MY 3
MY 3
MY 5
MY 5
MY 5
MY 10
MY 10
MY 10
MY 10



Tabla 6. Continuacion.

CEPA

M3-2a
M3-2b
M3-2d
M3-3

M3-31
M3-32
M3-33
M3-34
M3-35
M3-36
M3-37
M3-38
M3-39
M3-4

M3-40
M3-41
M3-42
M3-43
M3-44
M3-45
M3-46
M3-47
M3-48
M3-49
M3-4a
M3-4X
M3-5

M3-50
M3-51
M3-52
M3-53
M3-54
M3-55
M3-56
M3-57
M3-58
M3-59
M3-6

M3-60
M3-61
M3-62
M3-63
M3-64
M3-65
M3-66

MUESTRA

Suelo

Suelo

Suelo

Agua

Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Agua

Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Suelo

Sedimento
Agua

Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Agua

Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento

Capitulo 1: Seleccién de las cepas objeto de estudio

EPOCA DE
MUESTREO

Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007

LUGAR DE MUESTREO

Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Surgencia

Surgencia

Surgencia

Surgencia

Trasvase Tajo-Segura
Surgencia

Surgencia

Surgencia

Surgencia

Finca de la Salina
Surgencia

Surgencia

Surgencia

Surgencia

Surgencia

Surgencia

Surgencia

Surgencia

Surgencia

Surgencia

Finca de la Salina
Surgencia

Finca de la Salina
Surgencia

Surgencia

Surgencia

Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Finca de la Salina
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
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MEDIO DE

AISLAMIENTO

(%, piv)*
MY 30
MY 30
MY 30
MY 5
MY 0,5
MY 0,5
MY 3
MY 3
MY 3
MY 3
MY 3
MY 3
MY 5
MY 5
MY 5
MY 5
MY 5
MY 5
MY 5
MY 10
MY 10
MY 20
MY 10
MY 10
MY 30
MY 5
MY 5
MY 10
MY 10
MY 10
MY 0,5
MY 0,5
MY 0,5
MY 3
MY 3
MY 3
MY 3
MY 5
MY 3
MY 3
MY 5
MY 5
MY 5
MY 10
MY 10



Resultados

Tabla 6. Continuacion.

CEPA

M3-67
M3-68
M3-69
M3-7
M3-70
M3-70-X
M3-72
M3-73
M3-74
M3-75
M3-76
M3-77
M3-78
M3-79
M3-7b
M3-8
M3-80
M3-81
M3-82
M3-83
M3-84
M3-85
M3-86
M3-87
M3-88
M3-89
M3-8a
M3-8b
M3-8c
M3-8d
M3-9
M3-90
M3-91
M3-92
M3-93
M3-94
M3-95
M3-96
M3-97
M3-9b
M3-X
M3-XX
M3-3X
M4-1
M4-10

MUESTRA

Sedimento
Sedimento
Suelo
Agua
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Sedimento
Agua
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Suelo
Sedimento
Agua
Agua
Agua

EPOCA DE
MUESTREO

Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Febrero, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007

LUGAR DE MUESTREO

Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura

Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Surgencia

Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Surgencia

Surgencia

Surgencia

Surgencia

Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina

Trasvase Tajo-Segura

Finca de la Salina

Trasvase Tajo-Segura

Surgencia
Finca de la Salina
Finca de la Salina
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MEDIO DE
AISLAMIENTO
(%, piv)*
MY 10
MY 10
MY 0,5
MY 5
MY 0,5
MY 0,5
MY 0,5
MY 0,5
MY 0,5
MY 0,5
MY 3
MY 3
MY 3
MY 5
MY 30
MY 10
MY 5
MY 5
MY 5
MY 10
MY 10
MY 5
MY 5
MY 5
MY 5
MY 5
MY 30
MY 30
MY 30
MY 30
MY 10
MY 5
MY 5
MY 5
MY 5
MY 5
MY 5
MY 5
MY 5
MY 30
MY 0,5
MY 10
MY 0,5
MY 0,5
MY 10



Tabla 6. Continuacion.

CEPA

M4-100
M4-101
M4-102
M4-103
M4-104
M4-105
M4-106
M4-107
M4-11
M4-12
M4-13
M4-14
M4-15
M4-16
M4-17
M4-18
M4-19
M4-1a
M4-1b
M4-1c
M4-2
M4-20
M4-21
M4-22
M4-23
M4-24
M4-26
M4-28
M4-29
M4-3
M4-30
M4-31
M4-32
M4-33
M4-34
M4-35
M4-36
M4-37
M4-38
M4-39
M4-3B
M4-3M
M4-4
M4-40
M4-42

MUESTRA

Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Agua
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Agua
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Agua
Agua
Agua
Sedimento
Sedimento

Capitulo 1: Seleccién de las cepas objeto de estudio

EPOCA DE
MUESTREO

Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
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LUGAR DE
MUESTREO

Surgencia

Surgencia

Surgencia

Surgencia

Surgencia

Surgencia

Surgencia

Surgencia

Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura

MEDIO DE
AISLAMIENTO
(%, piv)*
MY 3
MY 3
MY 5
MY 5
MY 5
MY 10
MY 10
MY 10
MY 10
MY 10
MY 10
MY 20
MY 20
MY 20
MY 20
MY 0,5
MY 0,5
MY 30
MY 30
MY 30
MY 0,5
MY 3
MY 3
MY 3
MY 3
MY 3
MY 5
MY 5
MY 5
MY 0,5
MY 5
MY 5
MY 10
MY 10
MY 10
MY 10
MY 20
MY 0,5
MY 3
MY 3
MY 5
MY 5
MY 0,5
MY 5
MY 5



Resultados

Tabla 6. Continuacion.

CEPA

M4-43
M4-44
M4-45
M4-46
M4-47
M4-48
M4-49
M4-4a
M4-4b
M4-4c
M4-4d
M4-5

M4-50
M4-51
M4-52
M4-53
M4-54
M4-55
M4-56
M4-57
M4-58
M4-59
M4-5a
M4-6

M4-60
M4-61
M4-62

MUESTRA

Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Agua
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Sedimento
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua

EPOCA DE
MUESTREO

Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007
Noviembre, 2007

LUGAR DE
MUESTREO

Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Trasvase Tajo-Segura
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina
Finca de la Salina

MEDIO DE
AISLAMIENTO
(%, piv)*
MY 5
MY 5
MY 5
MY 5
MY 5
MY 5
MY 5
MY 30
MY 30
MY 30
MY 30
MY 3
MY 10
MY 10
MY 10
MY 20
MY 0,5
MY 0,5
MY 3
MY 3
MY 3
MY 3
MY 3
MY 3
MY 3
MY 3
MY 5

*, se pudo comprobar que todas las cepas que se aislaron en el medio MY al 30 % (p/v) era arqueas (véase el

Capitulo 2).
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111.1.4. DISCUSION

Los cambios de salinidad, afectan al funcionamiento de los ecosistemas alterando los
procesos bidticos y abidticos (Nielsen y col., 2003). Los cambios de la biota se deben
fundamentalmente a que los iones cloruro afectan directamente al pH, oxigeno disuelto y
balance de nutrientes (Bailey, 2002). Ademas, el efecto que este cambio produce en la
microbiota depende de la tolerancia a la sal de las especies (Csonka y Hanson, 1991).

En este estudio se observé que existia cierta relacion entre la época del afio y el
nimero de microorganismos en el habitat, de manera que los mayores recuentos, del orden
de 10°-10" UFC/ml, se obtuvieron en los meses de junio de 2006 y noviembre de 2007, en
los que las precipitaciones fueron practicamente nulas segin consta en los registros de la
Agencia Estatal de Meteorologia. Esto parece 18gico si se tiene en cuenta que, aunque en el
Humdal de Ajauque y Rambla Salada llueve poco, en invierno las lluvias producen una
dilucion de la microbiota de la rizosfera en general y de la haléfila en particular ya que
disminuye la concentracion de cloruro (Velasco y col., 2006). Por otra parte, dichos
recuentos se mantuvieron con valores similares en un amplio margen de concentracion de
sales utilizadas en los medios y que oscilaron entre el 3y el 20 % (p/v). Este hecho puede
deberse a la adaptacion de los microorganismos a las distintas concentraciones de sal que se
producen en un mismo habitat a lo largo de las distintas épocas del afio a causa de las
variaciones climatoldgicas, como es la pluviosidad, que afectan directamente a los
parametros fisico-quimicos y por consiguiente, a la microbiota existente.

La mayoria de la cepas seleccionadas procedian de los medios MY al 5 % (p/v) y MY
al 10 % (p/v), incubados a 32 °C durante cinco dias, con 135 y 117 cepas seleccionadas
respectivamente, ya que en estos medios, ademas de elevados recuentos también se observo
una gran diversidad colonial lo que sin duda influyd en la seleccidn de colonias; ademas casi
todas las cepas seleccionadas a estas concentraciones de sales fueron subcultivadas con
éxito, cosa que no siempre sucedié con las colonias seleccionadas a mayores y menores
concentraciones. Este hecho pudiera indicar que en el Humedal de Ajauque y Rambla Salada
existe una diversidad procariota dominada por las bacterias haléfilas moderadas; pero
también podria indicar el marcado caracter eurihalino de las bacterias de este habitat; es
decir, muchas de las cepas que crecieron al 5y 10% (p/v) de sales en los medios de
aislamiento posiblemente eran las mismas que crecieron, aunque peor, en los medios de baja
y alta salinidad y que en resiembras posteriores se perdieron al no ser cultivadas en una
concentracién optima.

Por otro lado, las cepas seleccionadas a partir del medio MY al 30 % (p/v) eran s6lo
arqueas, como posteriormente se pudo observar en el Capitulo 2, y procedian Gnicamente de
la incubacién de este medio a 41 °C durante dos semanas, no observandose crecimiento en el
lote de placas que se incubaron a 37 °C durante cinco dias. Este hecho es algo inusual porque
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en otros habitats hipersalinos hemos logrado aislar bacterias en medios con estas elevadas
concentraciones de sales (Martinez-Cénovas y col., 2004). Por otra parte también merece la
pena destacar el hallazgo de un nimero tan significativo de arqueas halo6filas en un habitat
donde la salinidad mas alta registrada fue del 17,76 % (p/v). La mayoria de estas cepas se
aislaron de los ambientes de mayor salinidad como son algunas de las muestras de la finca de
la Salina y la surgencia (Figura 6), pero también se hallaron algunas de ellas en las otras
estaciones de muestreo que tenian un contenido salino muy bajo, confirmandose el hecho de
que estos microorganismos pueden permanecer viables en medios de baja concentracion de
sales (Ventosa, 2006; Elshahed y col., 2004).

También podemos adelantar, como se comprueba mas adelante en el Capitulo 2, que
tampoco hemos encontrado en ninguno de nuestros muestreos la bacteria Salinibacter que es
halofila extrema y que coincide con las arqueas en muchas de sus caracteristicas mas
significativas como es, entre otras, el crecimiento éptimo a temperaturas bastante elevadas
(Anton y col., 2002).

Finalmente diremos que los elevados recuentos obtenidos en las cuatro zonas
estudiadas del Humedal de Ajauque y Rambla Salada, indican que existe una elevada
comunidad de procariotas, cuyo estudio es importante para conocer mejor el Espacio
Protegido que constituye este habitat, ya que hasta la fecha s6lo ha sido estudiado a nivel
eucariota (Velasco y col., 2006; 2009; Gutiérrez-Canovas y col., 2009).
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Capitulo 2: Caracterizacién taxonémica

111.2.1. RESUMEN

Las cepas seleccionadas en el capitulo anterior fueron caracterizadas
taxonémicamente mediante un analisis polifasico que incluia estudios fenotipicos y
filogenéticos y en algunos casos también genotipicos y quimiotaxonémicos.

La metodologia empleada para la caracterizacion fenotipica se basé en las
descripciones hechas por Ventosa y colaboradores (1982), Quesada y colaboradores (1983) y
Mata y colaboradores (2002), asi como en las recomendaciones del Comité Internacional de
Taxonomia para la descripcion de nuevas especies de la familia Halomonadaceae (Arahal y
col., 2007) y del orden Halobacteriales (Oren y col., 1997b). El estudio filogenético se
realiz6 mediante el analisis de la secuenciacion parcial del gen del ARNr 16S (Ludwig y
Schleifer, 1999; Ludwig y Klenk, 2001). Para la propuesta de nuevas especies se porcedio a
la secuenciacion total de dicho gen.

El analisis se complet6 mediante estudios genotipicos para la determinacion del
contenido en G+C del ADN gendémico mediante el método grafico descrito por Ferragut y
Leclerc (1976) en aquellas nuevas especies filogenéticamente muy préximas a las ya
descritas.

Por Gltimo, se determind también el contenido en acidos grasos y quinonas
respiratorias en todas aquellas cepas candidatas a constituir nuevos taxa.

Como resultado de este estudio hemos identificado, hasta el momento, dos nuevas
especies pertenecientes al género Halomonas, una nueva especie del género Marinobacter,
otra especie del género Pseudoalteromonas y un nuevo género de la familia
Halobacteriaceae. Estas especies son: Halomonas lipolytica, Halomonas proteolytica,
Marinobacter halophilus, Pseudoalteromonas salina y Salinearchaeom rambliculum.
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111.2.2. MATERIAL Y METODOS
111.2.2.1. Caracterizacion fenotipica
111.2.2.1.1. Caracterizacion fenotipica de las cepas bacterianas

Para la identificacion de las cepas bacterianas se realizaron un total de 88 pruebas
fenotipicas que se detallan en la Tabla 7. Las cepas que posteriormente fueron identificadas
como Halomonas spp. fueron caracterizadas con 50 pruebas adicionales las cuales se sefialan
en dicha tabla mediante un asterisco (*).

La metodologia seguida se recoge en los articulos de Ventosa y colaboradores
(1982), Quesada y colaboradores (1983), Mata y colaboradores (2002) y Arahal y
colaboradores (2007).

La composicion detallada de todos los medios asi como las soluciones o reactivos
necesarios para la lectura de las pruebas se describe en el anexo Il. Salvo indicacion explicita
todos los medios empleados en este capitulo se prepararon a un valor de pH igual a 7 con el
medidor de pH CRISON micro pH2000 y se esterilizaron en autoclave a 112 °C durante 30
minutos.
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Tabla 7. Pruebas fenotipicas seleccionadas para la caracterizacion de las cepas

bacterianas.

Morfologia colonialy
celular

Tincion de Gram

Movilidad

Tincion de esporas

Crecimiento a
distintas

+ concentraciones de

sal (%, pfvd: 1, 3; 5,
7,5,10; 15,20y 30
- temnp eraturas (°C):
22;32,37;,41y55

-valores de pH: 5, 6,

g

Crecimiento

- tras calentamiento a

80 °C

+ en anaercbiosis

Arginina deshidrolasa
p-galactosidasa

Catalasa
DINAsa
Fosfatasa

Gelatinasa

Hemolisis en agar
sangre

Lecitinasa

Ornitina
descarboxilasa

Oxidasa

Triptofano
desaminasa

Ureasa
Voges-Proskauer
Produccion de HpS
Produccion de indol
Crecimientoenagar
+ Cetrimida

«Mac Conkey
Hidrolisis de

* Almidén

+ Caseina

+ Esculina

- Tirosina y pigmento
- Tween 20y 80

Oxido-fermentacion
de 1a glucosa

Reduccion de nitratos
¥ nitritos

Respiracion sobre
nitratos

Respiracion sobre
fumarato™

Produccion de acidos a
partir de

-Amigdalina
*L-arabinosa
-D-glucosa
*D-celobiosa
*D-manitol
smio-inositol
*Sacarosa
*D-sorbitol

L-ramnosa

Carbohidratos
* Almidén®

* L-arabinosa®
*D-celobiosa®
+«Esculina®*
+D-fructosa
«D-galactosa

- D-glucosa

< Lactosa
+D-maltosa¥*
+D-manosa¥

+D-melecitosa®
- Melibiosa*
*D-rafinosa®
* L-ramnosa®
*Ribosa¥*

* D-salicina®*
*D-trealosa®
+*D-xilosa®
Acidos

* Acetato®

« L-aspartato®
< Benzoato¥*

+ Caprilato™*

- Citrato

+ Formato*

< D-gluconato®

« D-glutamato®

< Hipurato®

-DL-B-
hidroxybutirato®

+DL-lactato™®

* Malato*
*MMalonato™®
«Propionato®
+ Piruvato®*

+ Succinato

« Tartrato®

Alcoholes
- Adonitol*

+ Etanol*

* Glicerol

* mio-inositol*
* D-manitol®

+ 2-propanol¥®

* D-sorbitol®

Aminoacidos
*L-alanina

- L-arginina*

* Creatina®

* L-cisteina*
*L-histidina
*L-isoleucina®
*L-leucina®*

+ L-lisina®*

* L-metionina¥®
+ L-ornitina*

* L-fenilalanina®*
* L-prolina®
*L-serina®*

* L-treonina®*

+ L-tript&fano®

+L-valina¥*

Aminoglucésidos
- Gentamicina (10pg)

- Tobramicina (10 pgd
B-lactamicos

- Amoxicilina (25 pg)
- Ampicilina (10 pg)
+Penicilina G (10 UL

Macrolidos

+ Eritromicina (15 pg)
Polipéptidos

- Polimixina B (300 UD
Quinolonas

- Acido Nalidixico (30pug)
Rifampicinas

- Rifampicina (5 pgd
Sulfamidas

+ Sulfamida (300 UD
Tetraciclinas

- Tetraciclina (30 UD

*, pruebas realizadas Unicamente sobre las cepas identificadas como especies de Halomonas que pudieran
constituir nuevos taxa.
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A) Pruebas morfoldgicas

Las pruebas que se describen en este apartado se llevaron a cabo utilizando el medio
solido de MY al 5 % (p/v) tras 24 horas de incubacion a 32 °C a excepcion de la tincion de
esporas, para la cual el cultivo se incubd durante 5 dias.

Tincién de Gram

Se siguio la técnica usual para observar la movilidad y la respuesta tintorial de cada
microorganismo. Se observo también la tendencia a la formacion de asociaciones celulares y
la capacidad de las células de tefirse de forma homogeénea.

Movilidad

Para esta prueba se afiadieron al cultivo 2 ml de solucion de sales al 5 % (p/v) y
pasadas 2 horas, se observO la suspension resultante al microscopio Optico mediante el
método de la gota pendiente.

Tincién de esporas

Se sigui6 el método de Schaeffer y Fulton (1933). En los casos dudosos se cultivo el
microorganismo en el medio de Norris y colaboradores (1981), modificado
convenientemente con la adicion de almiddn al 1 % (p/v) para favorecer la esporulacion y
afiadiendo solucién de sales al 5 % (p/v).

Morfologia colonial

Se observd la morfologia colonial de cada cepa en cuanto a tamafo, forma,
consistencia y borde. La pigmentacién de las colonias se anotd tras incubar el cultivo durante
una semana.

B) Pruebas fisiologicas

Para las siguientes pruebas se utilizaron 10 ul de indculo de la cepa objeto de estudio
que se habia cultivado previamente en 5 ml de medio MY al 5 % (p/v) a 32 °C durante 24
horas con una agitacion de 100 rpm.
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Crecimiento a distintas concentraciones de sales, temperaturay pH
Se ensayaron las siguientes condiciones:
a) Concentracion de sales (%, p/v): 1; 3; 5; 7,5; 10; 15; 20 y 30.
b) Temperaturas (°C): 22; 32; 37; 41y 55.
c) ValoresdepH:5;6;7;8;9y10.

Para determinar las condiciones de crecimiento Optimo, se realizd una primera
lectura de las placas a las 24 horas. Posteriormete se hizo una segunda lectura tras 7 dias de
incubacion para comprobar si el microorganismo era capaz de crecer o no en el resto de las
condiciones.

Crecimiento en anaerobiosis

Las placas se incubaron durante 7 dias en las jarras de anaerobiosis comercializadas
por OXOID®. Para crear un ambiente exento de oxigeno se empled el Sistema Anaerdbico
AnaeroGen™, de la misma casa comercial. Paralelamente se realizé un control en aerobiosis
del mismo in6culo y medio.

Produccion de esporas

Para conocer de forma indirecta si las cepas eran capaces de producir esporas, se
sometieron los indculos a un calentamiento a 80 °C durante 60 minutos y posteriormente se
observé si el microorganismo era capaz de crecer en el medio MY al 5 % (p/v) de sales.

C) Pruebas bioquimicas

Estas pruebas se hicieron mediante siembra de 10 pul de un in6culo de 24 horas en
medio MY liquido al 5 % (p/v) en cada uno de los medios a ensayar, con excepcion de las
pruebas de catalasa y de oxidasa, que se realizaron con un cultivo de 24 horas en el medio
MY sélido al 5 % (p/v). En la Tabla 8 se incluye una relacion de las mismas.

Catalasa

Para la realizacion de esta prueba se adiciond
directamente agua oxigenada de 10 volimenes a un
cultivo de 24 horas. La aparicion de burbujas indico la
formacién de oxigeno y por tanto, la presencia de la
enzima (Figura 8).

Figura 8. Prueba de la catalasa.
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Oxidasa

Para detectar la enzima citocromo C
oxidasa se realizd la extensién de un cultivo + 3
de 24 horas sobre un papel de filtro y '
rapidamente se deposit6 una gota de .
solucién acuosa de N, N, N°, N’-tetrametil- Figura 9. Prueba de la oxidasa.
p-fenilendiamina al 1 % (p/v).

Se dio la prueba como positiva si el reactivo era oxidado a un color azul-violaceo
oscuro antes de 10 segundos (Figura 9).

Crecimiento en agar Mac Conkey*

Con esta prueba se puede analizar si el microorganismo tolera los medios de baja
tension superficial.

El medio se prepar6 suspendiendo 51,5 g del medio deshidratado Agar Mac Conkey
(Panreac®) en 1.000 ml de solucién de sales al 5 % (p/v). En ésta y las siguientes pruebas
marcadas con asterisco (*) la incubacion se realizé a 32 °C durante 7 dias con lecturas
diarias.

Crecimiento en agar Cetrimida*

Se suspendieron 45,7 g del medio deshidratado Agar Cetrimida (Difco®) en 1.000 ml
de solucion de sales al 5 % (p/v). Se observo si la cepa era capaz de crecer en este medio ya
que la cetrimida actta inhibiendo el crecimiento de la mayoria de los microorganismos con
excepcion de Pseudomonas aeruginosa y otros microorganismos Gram negativos no
fermentadores.

Hemolisis en agar-sangre*

Esta prueba permitié observar la
actividad hemolitica de los
microorganismos mediante la aparicion de
un halo transparente (hemolisis total o B) o
verdoso (hemolisis parcial o o) alrededor
del crecimiento bacteriano (Figura 10).

Figura 10. Prueba de hemolisis en agar sangre.
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Hidrolisis de la esculina*

Se observé si  aparecia un
ennegrecimiento sobre y alrededor del
crecimiento bacteriano, lo que nos indica la
hidrélisis de la esculina y la formacion de
esculetina, la cual, con el i6n férrico
presente en el medio de cultivo, forma un
complejo férrico de color negro (Figura 11).

Hidrolisis de la tirosina y formacion de pigmento*

Mediante esta prueba se observé la
hidrélisis de este compuesto por la
disolucion de los cristales de tirosina debajo
y alrededor del crecimiento bacteriano. Se
observo también la aparicién de un color
marrén sobre y alrededor de la zona de
crecimiento lo que indic6 la formacion de
pigmento (Figura 12).

Hidrdlisis del almidon*

Figura 11. Prueba de hidrdlisis de la esculina.

Figura 12. Prueb de hidrdlisis de la tiosma.

Se utilizé el medio so6lido de MY al 5 % (p/v) al que se le suprimié la glucosa,
adicionandole en su defecto almidén (ADSA®) al 1 % (p/v) (Cowan y Steel, 1993). La
lectura se realiz6 inundando la placa con una solucién de lugol.

El medio adquiri6 un color marrén
oscuro alli donde existia almidon sin
hidrolizar. La hidrolisis se observé por la
aparicion de halos sin tefiir alrededor de la
extension del microorganismo que poseia la
enzima amilasa (Figura 13).
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Hidrolisis del Tween 20* y Tween 80*

Se siguid el método de Sierra (1957) para el estudio de la actividad lipolitica y se
ensayaron dos derivados del polioxietilén sorbitan, el Tween 20 y el Tween 80.

Se observo, en los casos positivos,
la aparicion de un halo opaco alrededor del
crecimiento  bacteriano debido a la
precipitacion de la sal célcica del &cido
liberado (Figura 14).

Figura 14. Prueba de hidrdlisis de Tween 20.
Produccién de lecitinasa*

Esta prueba se realizd siguiendo la metodologia descrita por Larpent y Larpent-
Gourgand (1957).

Se observé en los casos positivos la
opalescencia del medio alrededor de la zona
de crecimiento. Cuando la actividad lecitinasa
se acompafiaba de propiedades lipoliticas, se
formaba una capa superficial de coloracion
alrededor del crecimiento bacteriano (Figura
15).

Figura 15. Prueba de produccién de lecitinasa.

Produccién de ADNasa*

Se utilizd el medio deshidratado ADNasa Agar (ADSA®), el cual se prepard
suspendiendo 42g en 1.000 ml de solucion de sales al 5 % (p/v).

Para la lectura se verti6 HCI 1IN
(Panreac®) sobre la placa, que precipita el
ADN intacto confiriendo opacidad al medio.
En los microorganismos productores de la
enzima aparece un halo claro alrededor del
crecimiento (Jeffries y col., 1957) (Figura
16).

Figura 16. Produccion de ADNasa.
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Produccién de fosfatasa*

Se llev0 a cabo la lectura
adicionando sobre la placa una solucién de
amoniaco  concentrado  (Panreac®). La
aparicion de un color rosa sobre y alrededor
del crecimiento bacteriano indic6 la
liberacion de la fenolftaleina, que con el
amonio adquiere color rosado (Baird-Parker,

1963) (Figura 17). Figura 17. Produccion de fosfatasa.

Hidrolisis de la caseina*

Se siguio el método modificado de Hastings (1904). A 500 ml de leche desnatada se
le afiadié el mismo volumen de medio sélido de MY al 5 % (p/v) y elaborado a doble
concentracién en todos sus componentes; tanto la leche como el medio deben estar
previamente estériles y atemperados a 55-60°C. La mezcla resultante se repartié en placas.

En la lectura se observaron halos de
aclaramiento alrededor de la extension del
microorganismo cuando la prueba era
positiva. Para los casos dudosos, se utilizé el
reactivo de Frazier (Frazier, 1926); si la
zona de aclaramiento decrecia tras la adicién
del mismo, era indicativo de que la caseina

no habia sido hidrolizada totalmente (Cowan Figura 18. Prueba de la hidrdlisis de la caseina.
y Steel, 1993) (Figura 18).

Prueba de oxido-fermentacién de la glucosa*

Se utiliz6 como medio base el descrito por Ventosa y colaboradores (1982),
adicionado de un 1% (p/v) de glucosa y distribuido en tubos Weimberg. La bacteria se
inoculé en profundidad utilizando una pipeta Pasteur estéril en el medio previamente
regenerado. Rapidamente se cubri6é con agar estéril al 1 % (p/v) calentado a sobrefusion,
formando un tapdn de unos dos centimetros y a continuacién se afiadio parafina estéril.
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Se hicieron lecturas diarias y se anotaron 5
la produccion de &cidos en ausencia de oxigeno
mediante el viraje del indicador rojo fenol a
amarillo. La observacion diaria de los tubos es '
fundamental para evitar falsos resultados negativos
debidos al reviraje del indicador con el tiempo. Se
anot6 también la produccion de gas observada por '

el desplazamiento del tapén de agar o burbujas en
el _fondo del tubo (Callies y Mannhein, 1978) Figura 19. Prueba de oxido-
(Figura 19). fermentacion de la glucosa.

Respiracion sobre nitratos* y fumarato*

Se utiliz6 el mismo medio de cultivo que para la prueba de 6xido-fermentacion de la
glucosa y se le afiadio nitrato potasico al 0,1 % (p/v) o fumarato potasico al 0,08 % (p/v). Las
condiciones de inoculacion e incubacién no se modificaron.

En el caso de la respiracion sobre nitratos, para el inéculo se transfirieron 50ul de un
cultivo liquido de 24 horas crecido en medio MY al 5 % (p/v) al mismo medio adicionado de
0,1 % de nitrato potasico y se incubd de nuevo 24 horas sin agitacion para su posterior
inoculacion en los tubos Weimberg. .

La prueba se considerd positiva cuando se
observé crecimiento en el tubo sin produccion de acidos,
lo que indicaba que se habia producido una respiracion.
Como en el caso anterior se anotd también la produccion
de gas observada por el desplazamiento del tapén de agar
0 burbujas en el fondo del tubo (Callies y Mannhein,
1978) (Figura 20).

Figura 20. Prueba de
respiracion sobre nitratos.

Reduccidn de nitratos y nitritos
En este ensayo se detectaron las actividades nitrato y nitrito reductasa.

Se siguid el método propuesto por Skerman en 1967. EI medio, que contenia nitrato
potasico (Panreac®), se distribuyd en tubos de hemolisis con campana Durham previo a su
esterilizacién. Tras 5 dias de incubacion a 32 °C se procedio a la lectura, observandose en
primer lugar la presencia o ausencia de gas en el interior de la campana. La presencia de gas
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indic que no habia nitratos en el medio, por haberse reducido inicialmente a nitritos y éstos
haberse reducido nuevamente hasta dinitrégeno gas u otras especies gaseosas intermedias.
En los tubos en los que no habia gases en la campana, se adicion6 1 ml de los reactivos de
nitratos A y B. La aparicion de un color rojo intenso indicé la presencia de nitritos en el
medio. En los casos negativos se afiadié a cada tubo granalla de zinc (aproximadamente 5
mg/ml); la aparicion de un color rojo indic6 que aun existian nitratos en el medio, con lo cual
la prueba era dada como negativa.

El esquema a seguir para la interpretacion de los resultados se detalla en la Figura
21.

Nitrato Reductasa Nitrito Reductasa

N N ™

NO, NO, NO N,O N,

|/~ ReactivosA+B !1 . Granallade Zinc ... -
L‘f | N‘ 'l
Wi J. ‘
Cultlvodel + -

microorganismo
Figura 21. Reaccion enzimatica en la reduccion de nitratos y nitritos.

En la Tabla 8, se muestra un cuadro resumen con los medios de cultivo descritos.

Bateria de pruebas API 20E (Biomerieux®)

API 20E es un sistema estandarizado que permite la identificacién de bacterias no
exigentes, mediante 20 pruebas bioguimicas miniaturizadas. Los microtubos, que contienen
los sustratos deshidratados, se inoculan con una suspension bacteriana en solucion de sales al
5 % (p/v) procedentes de un cultivo bacteriano en MY al 5 % (p/v). Dicha solucion debe
ajustarse al nimero 0,5 de la escala de MacFarlad equivalente a la concentracion de 10°-10°
UFC/ml. Las reacciones producidas durante el periodo de incubacion se traducen en cambios
de color o son revelados mediante la adicién de reactivos siguiendo las instrucciones del

fabricante (Figura 22; Tabla 9).
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Tabla 8. Pruebas bioquimicas utilizadas para la caracterizacion fenotipica de las cepas

bacterianas.

PRUEBA*

Crecimiento en:
*Agar Cetrimida
*Agar Mac Conkey

Hemolisis

Hidrdlisis de
*Almidon
*Caseina

*Esculina

*Tirosina y produccion de
pigmento
*Tween 20 y 80

Produccién de
*ADNasa

eFosfatasa

eLecitinasa

Oxido/Fermentacion de la glucosa

Respiracién sobre nitratos

Respiracion sobre fumarato

Reduccioén de nitratos y nitritos

MEDIO DE CULTIVO

Agar Cetrimica preparado en 5 % (p/v) de sales
Agar Mac Conkey preparado en 5 % (p/v) de sales
MY al 3 % (p/v) + Sangre bovina 5 % (p/v)

MY al 5 % (p/v) (sin glucosa) + Almidén (1 %, p/v)

MY al 5 % (p/v) con doble concentracion en su composicion
+ Leche desnatada en igual volumen que el medio MY

MY al 5 % (p/v) + Esculina (0,1 %, p/v) + Citrato férrico
(0,05 %, p/v)

MY al 5 % (p/v) + Tirosina (0,5 %, p/v)
MY al 5% (p/v) + Tween 20 o Tween 80 (1 %, p/v)

ADNasa Agar preparado en 5 % (p/v) de sales

MY al 5 % (p/v) + Solucién acuosa de difosfato de
fenolftaleina (0,01 %, p/v)

MY al 5 % (p/v) + 10 % (v/v) de emulsion de yema estéril
preparada en 250 ml de solucion salina estéril

Glucosa (1 %, p/v) + Extracto de levadura (1 %, p/v) +
Proteosa peptona (0,5 %, p/v) + Rojo fenol (0,04 %, p/v) +
Sales 5 % (p/v)

Glucosa (1 %, p/v) + Extracto de levadura (1 %, p/v) +
Proteosa peptona (0,5 %, p/v) + Rojo fenol (0,04 %, p/v) +
Sales 5 % (p/v) + Nitrato potasico (0,1 %, p/v)

Glucosa (1 %, p/v) + Extracto de levadura (1 %, p/v) +
Proteosa peptona (0,5 %, p/v) + Rojo fenol (0,04 %, p/v) +
Sales 5 % (p/v) + Fumarato potasico (0,008 %, p/v)

Extracto de levadura (1 %, p/v) + Proteosa peptona (0,5 %,
p/v) + Glucosa (0,1 %, p/v) + Nitrato potésico (0,1 %, p/v) +
Sales 5 % (p/v)

*, las pruebas de catalasa y oxidasa se realizaron con agua oxigenada de 10 volimenes y solucion acuosa de N,
N, N, N’-tetrametil-p-fenilendiamina al 1 % (p/v), respectivamente.
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Figura 22. Galeria API 20E. Crecimiento de la cepa M1-192 tras su inoculacion e incubacion a 32°C

durante 24 horas

En la Tabla 9 se detallan las pruebas bioquimicas que componen el sistema API20E
asi como las enzimas que intervienen en cada reaccion y la lectura de los resultados.

Tabla 9. Pruebas API 20E e interpretacion de los resultados.

H.S
URE
TDA
IND

SAC

MEL
AMY
ARA

Beta-galactosidasa
Arginina deshidrolasa
Lisina descarboxilasa
Ornitina descarboxilasa

Utilizacion del citrato como Unica

fuente de carbono y energia
Produccién de H,S

Ureasa

Triptéfano desaminasa
Produccién de indol

Produccién de acetoina (Voges-

Proskauer)
Gelatinasa

Fermentacion de la glucosa
Fermentacién del manitol
Fermentacién del inositol
Fermentacion del sorbitol
Fermentacién de la ramnosa
Fermentacion de la sacarosa
Fermentacién de la melobiosa
Fermentacion de la amigdalina
Fermentacién de la arabinosa

sin color
amarillo
amarillo
amarillo
verde

sin precipitado negro
amarillo
amarillo
amarillo

sin color
sin difusién

azul o verde
azul o verde
azul o verde
azul o verde
azul o verde
azul o verde
azul o verde
azul o verde
azul o verde

amarillo

rojo o naranja
rojo o naranja
rojo o naranja
azul

precipitado negro
rojo o naranja
marrén-rojo

color rosa o anillo
rosa-rojo

rosa-rojo

difusion de
pigmento
amarillo
amarillo
amarillo
amarillo
amarillo
amarillo
amarillo
amarillo
amarillo
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Bateria de pruebas APl 20NE (Biomerieux®)

Se trata también de un sistema estandarizado para la identificacion de especies de
bacilos Gram negativos no exigentes que no sean enterobacterias mediante la inclusion de 20
pruebas compuestas por 8 pruebas bioquimicas y 12 pruebas de asimilacion de sustratos.

La preparacion del indculo se realiz6 de igual manera a la llevada a cabo para el
sistema API20E. La lectura de los 8 microtubos que contienen las pruebas bioquimicas se
realizé por cambios de color en el medio o tras la adicion del reactivo correspondiente. En el
caso de las 12 pruebas de asimilacion de sustratos, la lectura se realiza Unicamente
observando crecimiento bacteriano en los microtubos. En la Tabla 10 se detallan las pruebas
bioquimicas que componen el sistema APl 20NE asi como las enzimas que intervienen en
cada reaccion y la lectura de los resultados.

Tabla 10. Pruebas API 20NE e interpretacion de los resultados.

PRUEBA REACCION/ENZIMAS NEGATIVO POSITIVO
Reduccién de nitratos a nitritos sin color rojo

NOs Produccion de gas rojo sin color

GLU Fermentacion de la glucosa azul-verdoso amarillo

ADH Arginina dihidrolasa amarillo rojo o naranja

ESC Hidrélisis de la esculina sin color gris 0 marron

URE Hidrolisis de la urea sin color rojo o naranja

TRP Produccién de indol amarillo color rosa o anillo
rosa-rojo

GEL Gelatinasa sin difusion difusion del pigmento

OPNPG  p-galactosidasa sin color amarillo

GLU Asimilacion de glucosa transparente turbio

ARA Asimilacién de arabinosa transparente turbio

MNE Asimilacion de manosa transparente turbio

MAN Asimilacion de manitol transparente turbio

NAG Asimilacion de N-acetilglucosamina  transparente turbio

MAL Asimilacion de malonato transparente turbio

GNT Asimilacién de gluconato transparente turbio

CAP Asimilacion de caprato transparente turbio

ADI Asimilacion de adipato transparente turbio

MLT Asimilacién de malato transparente turbio

CIT Asimilacion de citrato transparente turbio

PAC Asimilacion de fenilacetato transparente turbio

D) Pruebas nutricionales

Se estudi6 el empleo de diversos carbohidratos, alcoholes y acidos organicos como
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Unica fuente de carbono y energia. Asimismo, se ensayaron varios aminoécidos para estudiar
la capacidad de los microorganismos para usarlos como Unico aporte de carbono, nitrégeno y
energia. Todos los sustratos ensayados fueron suministrados por Sigma® y pueden
consultarse en la Tabla 7.

Para los estudios nutricionales de carbohidratos, alcoholes y acidos organicos se
siguid la técnica de Koser (1923), modificada por Ventosa y colaboradores (1982), utilizando
un medio base de sales.

El sustrato ensayado se adiciond al medio hasta la concentracion final de 0,2 % (p/v)
en el caso de los carbohidratos y de 0,1 % (p/v) en el caso de los alcoholes y los acidos
organicos. Para su esterilizacion, el medio se repartid en tubos de hemolisis y se tratd en
autoclave a vapor fluente durante 30 minutos para evitar la degradacion de los compuestos.
El proceso se repitio dos veces con un intervalo de 24 horas, durante el cual los tubos se
incubaron a 32 °C.

Para la siembra de todas las pruebas nutricionales se utilizé un cultivo de 24 horas en
el medio Koser, que a su vez se habia inoculado a partir de un cultivo de 24 horas en medio
MY liquido al 5 % (p/v). Este paso previo se realizd para asegurar la utilizacion del sustrato
afiadido como Unico aporte de carbono y energia. Los cultivos se incubaron a 32 °C durante
siete dias.

En cada ensayo se utilizé un tubo
control sin sustrato para cada
microorganismo, que se inoculdé al mismo
tiempo que el resto de las pruebas con el fin
de evitar falsos positivos. Se utiliz6 también
un control positivo mediante la siembra en
medio MY liquido al 5% (p/v) para
comprobar que el microorganismo habia
crecido. Se dieron como positivos los casos Figura 23. Turbidez del medio Koser
en que aparecié una turbidez manifiesta con glucosa tras su inoculacién e incubacion.
mediante comparacion con el tubo control
(Figura 23).

En el caso de la utilizacién de aminoacidos como Unica fuente de carbono, nitrégeno
y energia, se empled el mismo medio anterior al que se elimind el nitrato potasico y se
sustituyd el fosfato aménico dibasico por la sal sédica. Los aminoécidos en concentracion
del 0,1 % (p/v), se adicionaron por filtracién después de haber esterilizado el medio base en
autoclave.
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E) Pruebas de sensibilidad a agentes antimicrobianos

Para el estudio de la sensibilidad frente a agentes antimicrobianos se siguid la
técnica de Bauer y colaboradores (1966). Se utilizaron discos de celulosa de 6 mm de
diametro de Oxoid® impregnados de los distintos agentes antimicrobianos (Figura 24).

Los antibiéticos gentamicina y tobramicina se ensayaron en medio MY al 2 % (p/v)
ya que se inactivan a concentraciones mayores (Coronado y col., 1995); el resto de los
compuesto se ensayaron en medio MY al 5 % (p/v). Los agentes antimicrobianos utilizados
se muestran en la Tabla 7

Como inéculo se utiliz6 una suspension del
microorganismo en solucion de sales al 2 % (p/v) ﬁ
ajustada al nimero 0,5 de la escala de Mac Farland.
La lectura se realizé a las 24 horas de incubacion a
32 °C midiendo el didmetro de la zona de inhibicion
del crecimiento y el microorganismo se clasifico
como resistente, sensible o intermedio de acuerdo
con las tablas estandarizadas establecidas por Barrit

Thornsberrv (1 _ Figura 24. Halos de inhibicion
y 1ho sbe y( 980) del crecimiento bacteriano

alrededor del disco de antibidtico.

En la Tabla 11 se detallan las especies validamente descritas utilizadas como
referencia.
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Tabla 11. Especies de referencia utilizadas en el estudio taxonémico de las cepas
bacterianas.

ESPECIE

R1, Brevundimonas mediterrranea
R2, Halomonas alimentaria

R3, Halomonas almeriensis

R4, Halomonas anticariensis

R5, Halomonas campaniensis

R6, Halomonas campisalis

R7, Halomonas cerina

R8, Halomonas denitrificans

R9, Halomonas desiderata

R10, Halomonas eurihalina

R11, Halomonas fontilapidosi
R12, Halomonas gudaonensis
R13, Halomonas koreensis

R14, Halomonas nitroreducens
R15, Halomonas organivorans
R16, Halomonas shengliensis
R17, Halomonas subglaciescola
R18, Halomonas ventosae

R19, Idiomarina fortilapidosi
R20, Idiomarina ramblicola

R21, Kushneria marisflavi

R22, Marinobacter algicola

R23, Marinobacter guineae

R24, Marinobacter hydrocarbonoclasticus
R25, Marinobacter lipolyticus
R26, Palleronia marismirons

R27, Pseudoalteromonas carragenovera

R28, Pseudomonas halophila
R29, Salinicola marasensis
R30, Salinivibrio costicola
R31, Salipiger mucescens

R32, Vibrio aerogenes

R33, Vibrio furniissi

R34, Yersinia massiliensis

R35, Bacillus atrophaeus

R36, Bacillus badius

R37, Bacillus licheniformes
R38, Bacillus megaterium

R39, Bacillus micoydes

R40, Bacillus mojavensis

R41, Bacillus pumilus

R42, Bacillus subtilis

R43, Bacillus thuringiensis
R44, Bacillus vallismortis

R45, Bacillus velezensis

R46, Brevibacterium marinum
R47, Marinococcus halotolerans
R48, Oceanaobacillus profundus
R49, Planococcus mariticolumbae
R50, Staphylococcus fleoretii
R51, Staphylococcus nepalensis
R52, Staphylococcus pasteuri
R53, Virgibacillus halophilus
R54, Virgibacillus salarius
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111.2.2.1.2. Caracterizacion fenotipica de las arqueas

Se realizaron un total de 82 pruebas fenotipicas (Tabla 12) siguiendo las
recomendaciones del Comité Internacional de Taxonomia para la descripcion de nuevas
especies del orden Halobacteriales (Oreny col., 1997h).

La composicidn detallada de los medios asi como las soluciones o reactivos
necesarios para la lectura de las pruebas se describe en el anexo II.
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Tabla 12. Pruebas fenotipicas seleccionadas para la caracterizacion de las cepas de

arqueas.

Maorfologia colonial y
celular

Tincion de Gram

Movilidad

Crecimiento a distintas Carbohidratos
* concentraciones de sal (%, D-fiuctosa
piv)0: 11 3. 5:10, 15,20y 30 Degilactosa
*temperaturas (°C); 22, 32:37.
i
'1 ;alores depH: 5:6:7. 8,9y D eh‘alosa

sconcentraciones de magnesio -L-arlabmosa

%, piv): 0;0,3; 1, 2: 5. 10 20 “D-silosa

30 Alcoholes

Crecimiento en anaerobiosis | *D-manitol
* en presencia de *D-sorbitol
L-arginina *DL-glicerol
*enpresencia denitratos — Aminoacidos

*DL-alanina
*L-cisteina
*L-valina
*L-serina

Catalasa
Oxidasa
Hidrolisis de

+ Almidon

+Tween §0
Produccion de

+ADNasa

+ Gelatinasa
Voges-Proskauer
Produccion de indol
Reduccon denitratos y
nitritos

espiracion sobre nitratos

Rojo de metilo
Produccion de dcidosa
partir de carbohidratos
+L-arabinosa
*D-fructosa
*D-galactosa
*DL-glicerol
*D-glucosa
*D-lactosa
*D-manitol
*Sacarosa
*D-trealosa
*D-xilosa

Aminoglicosidos
*Estreptomicina (101g)
p-Lactamicos
*Ampicilina (10p1g)
+Penicilina G (10UT)
*Cefalotina (30pg)
Tetracicinas
*Tetraciclina (30 ig)
Polipéptidos
*Baditracina (10UT)
Macrolidos
*Eritromicina (13 1g)
Quinolonas
*Adidonalidixico (30pg)
*Ciprofloxacino (Spg)
Rifamicinas
*Rifampicina (S1g)
Sulfonamidas
+Trimetropin (1,25 ng) + Sulfametoxazol (23,75)1)
Fenicoles

*Cloranfenicol (30pig)
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A) Pruebas morfoldgicas

Las pruebas de movilidad, tincion de Gram y morfologia colonial se llevaron a cabo
de la misma manera que las detalladas anteriormente para la caracterizacion de las cepas
bacterianas. Unicamente se ajust la concentracion de solucion de sales al 25 % (p/v) y las
condiciones para un 6ptimo crecimiento mediante la incubacién a 37 °C durante 15 dias.

B) Pruebas fisioldgicas

En las siguientes pruebas se utilizaron como in6culo 10 pl de un cultivo en medio
MY liquido al 25 % (p/v) incubado durante 7dias a 37 °C a 100 rpm.

Crecimiento a distintas concentraciones de sales, temperatura, pH y magnesio

Siguiendo las recomendaciones de Tindall y Collins (1986), se utilizé el medio
casamino (CA) para ensayar las siguientes condiciones:

a) Concentracion de sales (%, p/v): 0; 1; 3; 5; 10; 15; 20 y 30.
b) Temperaturas (°C): 22; 32; 37; 41y 51.
c) ValoresdepH:5;6;7;8;9y 10.

d) Concentraciones de magnesio (%, p/v): 0; 0,5; 1: 2; 5; 10; 20; 30. Este ensayo se
llevéd a cabo utilizando el medio descrito por Oren (1977b).

Para aquellas cepas en donde el crecimiento éptimo tenia lugar a altos valores de pH,
se repitid el ensayo para las distintas concentraciones de sal y de temperatura utilizando el
medio CA convenientemente modificado (Tindall, 1992).

Crecimiento en anaerobiosis

Se utiliz6 el medio M1 al que se adicioné nitrato potasico al 3 % (p/v) o L-arginina
al 4 % (p/v) para estudiar si las cepas utilizaban algunos de estos compuestos como Gltimo
aceptor de electrones (Oren y col., 1977b). Las placas se incubaron durante 14 dias en jarras
de anaerobiosis comercializadas por OXOID®. Para crear un ambiente exento de oxigeno se
emple6 el Sistema Anaerébico AnaeroGen™, de la misma casa comercial que las jarras.
Paralelamente se realiz6 un control en aerobiosis del mismo in6culo y medio.
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C) Pruebas bioquimicas

Estas pruebas se realizaron utilizando como inéculo 10 pl de un cultivo del
microorganismo objeto de estudio crecido a 37 °C durante 7 dias en medio MY liquido al 25
% (p/v), con excepcidn de las pruebas de catalasa y de oxidasa que se hicieron con un cultivo
de 7 dias crecido en medio MY sélido al 25 % (p/v). Ambas pruebas se llevaron a cabo de
igual forma a la descrita para la caracterizacion de las cepas bacterianas.

Las pruebas de hidrolisis del almidén y del Tween 80, produccion de ADNasa,
reduccion de nitratos y nitritos, asi como respiracion sobre nitratos, se llevaron a cabo
siguiendo el mismo protocolo que el utilizado en la caracterizacion de las cepas bacterianas
(apartado 111.2.2.1.1.C ) con los medios y las condiciones de crecimiento Optimos para las
cepas de arqueas. El resto de las pruebas bioquimicas ensayadas se describen a continuacion.

Produccion de gelatinasa*

Se sigui6 el método de Frazier (1926), modificado en placa siguiendo las
recomendaciones de Sneath y Collins (1974).

La deteccién de la enzima se realizo
afiadiendo el reactivo de Frazier, el cual
reacciona con la gelatina dando lugar a un
complejo opaco blanquecino. La
observacion de un halo transparente sobre
un fondo opaco indic6 que la prueba era
positiva (Figura 25).

Esta prueba y todas las que a Figura 25. Produccion de gelatinasa.

continuacion aparecen marcadas con asterisco
(*) se incubaron a 37°C durante 14 dias con
lecturas diarias.

Produccién de indol*

Con esta prueba se determind si el microorganismo poseia la enzima triptofanasa,
capaz de actuar sobre el triptéfano dando lugar a indol mas alanina. Para ello se siguieron las
directrices de Kovacs (1928). En este caso el medio se distribuyd en tubos de hemolisis.

Para detectar la presencia de indol, se afiadieron unas gotas de reactivo de Kovacs y
se agitd. La prueba se consider6 positiva cuando se formaba un anillo rojo en la superficie y
negativa si el anillo formado era de color amarillo (Figura 26).
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Triptofanasa

Triptofano m Indol + alanina

Reactivo de Kovacs

Figura 26. Prueba de indol.

Prueba de rojo de metilo*

Esta prueba se realiz6 para determinar si los microorganismos realizaban
fermentacion acido-mixta en la cual se produce una mezcla de acidos a partir de la glucosa
que disminuyen el pH del medio. Para ello se utiliz6 el medio de Clark-Lubbs modificado
convenientemente y se distribuyd en tubos de hemolisis.

Para su lectura, se afiadieron unas gotas de solucion de rojo de metilo, se agitd y se
observd el posible cambio de color. Un viraje a rojo indicé que la prueba era positiva,
naranja dudosa y amarillo negativa (Cowan y Steel, 1982) (Figura 27)).

Fermentacion acido-mixta

Glucosa miravico qcidos

T

Rojo de metilo Rojo dom:.ll;a

Figura 27. Fermentacion acido-mixta.

Prueba de Voges Proskauer*

Se llevé a cabo esta prueba para comprobar si los microorganismos objeto de estudio
realizaban fermentacion butanodiolica. EI medio y condiciones utilizadas fueron las mismas
que las utilizadas para la prueba anterior.
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Para la lectura se afiadieron unas gotas de a-naftol al 0,5 % (p/v) en etanol y a
continuacion solucion acuosa de KOH al 40 % (p/v). La lectura se realiz6 a los 20 minutos
de afiadir los reactivos. Las cepas que dieron la prueba negativa se volvieron a leer después
de mantener los tubos a 37 °C durante 2 horas. La reaccidn positiva viene indicada por la
aparicion de un color rojo intenso (Barrit, 1936) (Figura 28).

Fermentacion butanodidlica

Glucosa mirﬂvico /_\Rcetoina/—\suta nodiol

a-naftol
+ KOH 40%

diacetilo
+ guanidina

o
4 8
7\

Figura 28. Fermentacion butanodidlica.

Produccion de acidos a partir de carbohidratos

Se determind la produccién de acidos a partir de los carbohidratos que se detallan en
la Tabla 12, todos ellos suministrados por Sigma®. Se utilizé el medio M1 al 25 % (p/v)
suplementado con rojo fenol al 0,04 % (p/v) que se distribuy6 en tubos de hemolisis.

Los carbohidratos a una
concentracién final del 1 % (p/v), se
afiadieron por filtracién una vez esterilizado
el medio.

La produccién de é&cidos se
manifestd6 mediante el viraje del indicador a
color amarillo (Cowan y Steel, 1982)
(Figura 29) tras la incubacion durante dos
semanas a 37 °C.

i

—

Figura 29. Produccion de acidos a partir de
carbohidratos.

En la Tabla 13 se muestra un cuadro resumen con los medios de cultivo de las

pruebas bioquimicas descritas anteriormente.
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Tabla 13. Pruebas bioquimicas utilizadas para la caracterizacién fenotipica de las cepas
de arqueas.

PRUEBA* MEDIO DE CULTIVO
Hidrdlisis de
*Almidén M1 al 25 % (p/v) (sin glucosa) + Almidén (1 %, p/v)
*Tween 80 M1 al 25 % (p/v) +Tween 80 (1 %, p/v) .
Produccién de
*ADNsa ADNsa Agar preparado en 25 % (p/v) de sales
*Gelatinasa M1 al 25 % (p/v) (sin glucosa) + Gelatina (1 %, p/v)
Produccién de indol M1 al 25 % (p/v) (sin glucosa) + Triptona (1 %, p/v)
Rojo de metilo Glucosa al 0,5 % (p/v) + Sales al 25 % (p/v)
Voges-Proskauer Glucosa al 0,5 % (p/v) + Sales al 25 % (p/v)
Produccién de acidos a partir de M1 al 25 % (p/v) (sin glucosa) + Rojo fenol (0,04 %,
carbohidratos p/v) + Carbohidrato al 1 % (p/v))

Glucosa (1 %, p/v) + Extracto de levadura (1 %, p/v) +
Respiracion sobre nitratos Proteosa peptona (0,5 %, p/v) + Rojo fenol (0,04 %,

p/v) + sales 5 % (p/v) + Nitrato potasico (0,02 %, p/v)
M1 al 25 % (p/v) (sin glucosa) + Nitrato potasico (0,2
%, p/v)

*, las pruebas de catalasa y oxidasa se realizaron con agua oxigenada de 10 volimenes y solucion acuosa de N,
N, N, N’-tetrametil-p-fenilendiamina al 1 % (p/v), respectivamente.

Reduccion de nitratos y nitritos

D) Pruebas nutricionales

Se estudio el empleo de diversos carbohidratos, alcoholes y acidos organicos como
Unica fuente de carbono y energia. Asimismo, se ensayaron varios aminoacidos para estudiar
la capacidad de los microorganismos para usarlos como Unico aporte de carbono, nitrogeno y
energia. Todos los sustratos ensayados fueron suministrados por Sigma® y se recogen en la
Tabla 12.

Para el ensayo se sigui6 la técnica de Koser (1923), modificada por Ventosa y
colaboradores (1982), de la misma manera que se procedio para las pruebas nutricionales en
las cepas bacterianas (véase el apartado 111.2.2.1.1.D), ajustando las concentraciones de sales
al 25 % (p/v) asi como la temperatura y tiempo de incubacion a 37 °C durante 15 dias.

E) Pruebas de sensibilidad a agentes antimicrobianos

Para el estudio de la sensibilidad frente a agentes antimicrobianos se siguid la
técnica de Bauer y col., 1966, empleando el medio MY sélido al 25 % (p/v).
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Como indculo se utiliz6 una suspension del microorganismo en solucién salina
ajustada al nimero 0,5 de la escala de Mac Farland. La lectura se realiz6 a los 10 dias de
incubacion a 37 °C midiendo la zona de inhibicion del crecimiento y el microorganismo se
clasific6 como resistente, sensible o intermedio de acuerdo con los valores establecidos por
Barrit y Thornsberry (1980). Los agentes antimicrobianos utilizados, asi como las
concentraciones de cada uno de ellos se muestran en la Tabla 12.

En la Tabla 14, se detallan las especies validamente descritas que hemos usado como
referencia.

Tabla 14. Especies de referencia utilizadas en el estudio taxonémico de las cepas de
arqueas.

ESPECIE
R1, Haladaptatus paucihalophilus R11, Halorubrum aidingense
R2, Haloarcula argentinensis R12, Halostagnicola kamekurae
R3, Haloarcula quadrata R13, Halostagnicola larsenii
R4, Halococcus hamelinensis R14, Haloterrigena jeotgali
R5, Haloferax mediterranei R15, Haloterrigena thermotolerans
R6, Haloferax mucosum R16, Natrialba aegyptiaca
R7, Haloferax prahovense R17, Natrinema altunense
R8, Halogeometricum boringquense R18, Natrinema gari
R9, Halomicrobium mukohataei R19, Natrinema pallidum

R10, Halorhabdus tiamatea

111.2.2.2. Andlisis numérico de las pruebas fenotipicas

A partir de los resultados de las pruebas morfoldgicas, culturales, fisiologicas,
bioguimicas, nutricionales y de sensibilidad a agentes antimicrobianos, se realizo un analisis
numérico para determinar la semejanza fenotipica de las bacterias y arqueas objeto de
estudio.

Este analisis numérico se llevo a cabo con el programa informatico NTSYSpc 2.02.
La codificacion de las pruebas se realiz6 dando el valor 1 a las pruebas positivas y 0 a las
negativas. Las pruebas en las cuales la comparacion no era posible, bien porque resultaran
dudosas o bien porque no se disponia del dato, se codificaron como 9.

La valoracion de los datos para obtener el grado de semejanza entre las distintas
cepas, se realiz6 empleando el coeficiente de semejanza de Sokal y Michener (1958) de
apareamiento simple. Los resultados obtenidos con dicho coeficiente de semejanza se
sometieron a un andlisis de agrupacién segun la técnica UPGMA (del inglés Unweighted
Pair Group Mean Average) o de acoplamiento promedio binario contrapesado, obteniéndose
el correspondiente coeficiente de correlacion cofenética (Sneath y Sokal, 1973).
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111.2.2.3 Microscopia electronica

Este estudio se realizd, en algunas cepas bacterianas, en el Centro de
Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada. Se utilizé un cultivo en medio MY
liquido al 5 % (p/v) del microorganismo en fase exponencial, crecido a 32 °C durante 24
horas sin agitacion. Se determin6 el tamafio y morfologia celular, asi como la disposicion de
los flagelos, en las cepas moviles, para lo cual las células fueron tefiidas con rojo de rutenio.
La posible presencia de inclusiones de reserva u organulos se observaron realizando
secciones con un ultramicrotomo Reichert Ultracut S. Las secciones se tifieron con acetato
de uranilo (1%, p/v) y citrato de plomo. En ambos casos, se utilizd el microrscopio de
transmision Zeiss TEM EM 10C, con 30 um de apertura de objetivo y 80 KV de voltaje de
aceleracion.

111.2.2.4. Estudio genotipico

111.2.2.4.1. Extracciéon de ADN

La extraccion del ADN de las cepas bacterianas y de las arqueas se llevo a cabo por
el método descrito por Martin-Platero y colaboradores (2007). Las soluciones utilizadas para
tal fin, asi como las utilizadas en el estudio filogenético, se pueden consultar en el anexo I1.

Se utiliz6 un in6culo en fase exponencial del microorganismo crecido en medio MY
al 5% (p/v) o al 25 % (p/v) segun la cepa a estudiar. En el caso de cepas bacterianas, cuando
éstas eran productoras de exopolisacarido (EPS), se utiliz6 un cultivo en medio minimo MM
al 5 % (p/v) de sales al que se le adiciond tioglicolato sédico 1M con el fin de reducir la
produccion del polimero y facilitar la extraccion de ADN.

Para la extraccion de ADN se centrifugd 1 ml de un cultivo de 24 horas,
(aproximadamente 10° UFC/ml) a 13.000 rpm en la centrifuga BIOFUGE 13 (Heraeus
Instruments). A continuacidn las células se resuspendieron en 100 ul de la solucion 1, se les
afiadio 0,19 de lisozima y 0,5 pl de una solucion de ARNasa (40 pug/ml) y se incubaron a 37
°C durante 30 minutos, tras lo cual, se afiadieron 600 ul de tampon de lisis (solucion 2) y se
mezclaron por inversién suave hasta observar su clarificacion, dejando a continuacion la
mezcla a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Seguidamente se afiadieron 0,5 pl de proteinasa K (20 mg/ml) para eliminar las
proteinas que interfieren en la extraccion de ADN y las células se dejaron de nuevo 10
minutos a temperatura ambiente.

La inactivacién enzimatica se llevé a cabo incubando la mezcla a 80 °C durante 10
minutos de forma que durante este tiempo gran parte de las proteinas solubles, asi como la
solucion enzimatica empleada al inicio de la extraccion, se desnaturalizan.
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Después de atemperarse, las proteinas se precipitaron mediante la adicion de 200 pl
de solucion 3, se agité suavemente, se enfrio en hielo durante 10 minutos y se centrifugo
durante 5 minutos a 4 °C y una velocidad de 14.000 rpm en la centrifuga de tubos eppendorf
CENTRIFUGE 5415 (Ependorf®).

Para precipitar el ADN, el sobrenadante se transfirié a un tubo que contenia 600 pl
de isopropanol y el ADN se recogi6 por centrifugacion y se lavé dos veces con etanol al 70
% (v/v), previamente enfriado a -20°C; a continuacion se centrifugd durante 5 minutos a
14.000 rpm a temperatura ambiente.

La muestra que contenia el ADN se dejo secar ligeramente a temperatura ambiente
durante 10 minutos y posteriormente se disolvio en agua bidestilada estéril para la
secuenciacion del gel del ARNr 16S o en solucion salina citrada 0,1X (SSC 0,1X) para la
determinacion del contenido en G+C.

111.2.2.4.2. Determinacion de la concentracién de ADN

La concentracion de ADN se determiné utilizando un espectrofotometro del tipo
NANODROP, adoptando las recomendaciones del manual de Sambrook y Russell (2001). La
concentracion de ADN de la muestra se expreso respecto al valor estandar de DOyg= 1 para
soluciones con 50 ug de ADN de cadena doble. La pureza de la muestra viene dada por la
relacion DO,s/DO2g de forma que un valor de esta relacion por debajo de 1,8 es indicativo
de contaminacion por proteinas, EPS y/o fenol.

111.2.2.4.3. Determinacion del contenido en G+C

El contenido en bases guanina mas citosina del ADN (G+C moles %) fue
determinado a partir de la temperatura media de desnaturalizacion (Tm), mediante el método
grafico descrito por Ferragut y Leclerc (1976). Se empled para ello el perfil de
desnaturalizacién térmica (Marmur y Doty, 1962) dado por un espectrofotometro UV-Vis
Lambda3B (Perkin-Elmer®), a una longitud de onda de 260 nm. La muestra se calentd desde
50 °C hasta 110 °C a una velocidad constante de 1 °C por minuto mediante un programador
de temperatura modelo PTP-1 (Perkin-Elmer®). La variacion de la DO con la temperatura se
recogié en un registrador modelo Waters 746 Data Module (Waters-Millipore®), a una
velocidad constante de 1 cm por minuto. El ensayo se hizo por triplicado.

El porcentaje en G+C se obtuvo utilizando la ecuacién de Owen y Pitcher (1985). Se
escogié como referencia la temperatura media de desnaturalizacién de 74,6 °C en SSC 0,1X
de Escherichia coli NCTC 9001" y su porcentaje de G+C de 50,9 moles %. Dicha ecuacion
se expresa como:

G + C moles % =50,9 +2,09 (Tm - 74,6)
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111.2.2.5. Estudio filogenético

111.2.2.5.1. Obtencién de las secuencias del gen del ARNr 16s
A) Amplificacion del gen

Se utiliz6 el ADN gendmico extraido mediante el método de Martin-Platero y col.,
(2007) descrito anteriormente (apartado 111.2.2.4.1).

El gen del ARNr 16S (1500pb) se amplifico por PCR, siguiendo el protocolo de
Saiki y colaboradores (1988) y empleando la enzima ADN polimerasa de Thermus aquaticus
(Lawyer y col., 1989).

Para la amplificacion del gen en las cepas bacterianas se utilizé el cebador directo
16F_B27 que se une a las posiciones 8-27, y el cebador reverso 16R_B1488 que se une a las
posiciones 1511-1488 (Lane, 1991); para las cepas de arqueas se utilizo el cebador directo
16F_A17 que se une a las posiciones 1-17, y el cebador reverso 16R_A1492 que se une a las
posiciones 1492-1513 (lhara y col., 1997 y Grant y col., 1999).

Todos los cebadores fueron s por sintetizados Sigma-Genosys® y sus secuencias se
muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Oligonucledtidos usados en la amplificacion y secuenciacion del gen del ARNr
16S en bacterias y arqueas.

CEBADOR SECUENCIA (5'—3") REFERENCIA
16F_B27 AGAGTTTGATCATGGCTCAG Lane, 1991
16R_B1488 CGGTTACCTTGTTAGGACTTCA Lane, 1991

16F_Al7 ATTCCGGTTGATCCTGC lharay col., 1997
16R_A1492 ACGGHTACCTTGTTACGACTT Granty col., 1999

La reaccion de amplificacion fue distinta segln se tratase de cepas bacterianas o de
arqueas. En la Figura 30 se especifican las condiciones de amplificacion para cada caso.
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Figura 30. Condiciones de amplificacion del gen del ARNr 16S. A, condiciones para las cepas de bacterias;
B, condiciones para las cepas de arqueas.

B) Andlisis de los productos de PCR mediante electroforesis

La electroforesis se realizd en geles horizontales de agarosa (Seakem GTG®, FMC
Corp.) sumergidos en tampén TBE 1X y preparados al 1 % (p/v) con el mismo tampén.
Como tampén de carga se utilizé el tampén 5X DNA Loading Buffer Blue de Bioline®
adicionando 1ul por cada 5 ul de ADN. Las condiciones de electroforesis fueron 100V
durante 40 minutos. Paralelamente, se usé el marcador HyperLadder™ 1 de 10Kb de
Bioline®. A continuacion, el ADN se tifié con una solucion de bromuro de etidio (0,5 ug/ml)
durante 15 minutos y se visualiz6 mediante exposicion del gel a la luz U.V. (245 nm) en un
transiluminador modelo Universal Hood Il (Bio-Rad®) (Figura 31).

1500pb

Figura 31. Analisis del gen del ARNr 16S. Carril M, marcador de peso molecular HyperLadder™;
carriles 1-5, fragmento amplificado por PCR de las cepas bacterianas M2-2, M2-3, M2-14, M2-15 y M2-19.
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C) Clonacion del fragmento de ADN amplificado

Esta etapa requiere la purificacion previa de los productos de PCR para el cual se
utilizé el kit Illustra® GFX ADN (GE Healthcare®) siguiendo las recomendaciones del
fabricante.

A continuacion se procedi6 a insertar el fragmento en el vector de clonacion p-GEM-
T de Promega®, para su posterior secuenciacion con los cebadores universales T7 y SP6
(Tabla 16). Este proceso se llevo a cabo en aquellas cepas que pudieran constituir nuevos
taxa. El procedimiento seguido se describe a continuacion.

Tabla 16. Oligonucledtidos usados en la clonacion del producto de PCR del gen del
ARNr 16S para bacterias y arqueas.

CEBADOR SECUENCIA (5'—3") REFERENCIA

17 TAATACGACTCACTATAGGG Cebador universal vector pGEM-T
(Promega®)

SP6 ATTTAGGTGACACTATAG Cebador universal vector pGEM-T
(Promega®)

Ligacion del inserto en el vector P-GEM-T

Una vez realizada la purificacién del fragmento de PCR deseado, se procedio a ligar
éste con el vector mediante la enzima ADN ligasa del bacteriéfago T4 en un volumen de
reaccion de 10 pl. La reaccion se incubéd durante 18 horas a 16 °C.

Preparacidn de células competentes con CaCl, y transformacién por choque térmico

La preparacion de células competentes de Escherichia coli DH5a CaCl, y su
posterior transformacion se realizdé siguiendo el protocolo descrito en el manual de
Sambrook y Russell (2001). Estas se transformaron con ADN plasmidico mediante choque
térmico. Las células que habian adquirido el plasmido se seleccionaron mediante la siembra
de 100 pl de la suspension celular en medio LB solido suplementado con ampicilina, IPTG y
X-Gal. Tras una incubacion a 37 °C durante 24 horas se seleccionaron las colonias blancas
que tenian el inserto.

Extraccion del ADN plasmidico

Se procedi6 a extraer el ADN plasmidico para la posterior secuenciacion, empleando
para ello el kit comercial GenEluteTM HP Plasmid Miniprep de Sigma®. Como paso previo
a la secuenciacion, se comprobd el éxito de la clonacion mediante una electroforesis en gel
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de agarosa al 1 % (p/v), con un voltaje de 100V durante un tiempo de 50 minutos usando
como control negativo el ADN del plasmido p-GEM-T.

D) Secuenciacion del frangmento de ADN.

La secuenciacion se llevé a cabo en el Servicio de Secuenciacion Automatica del
Instituto de Parasitologia y Biomedicina LOpez-Neyra de Granada, utilizando el
secuenciador Applied Biosystems (modelo 373 STRECHT). ElI método seguido fue el
comercializado por Perkin Elmer, ABI PRISM™ “Big Dye Terminators”, que utiliza en la
reaccion de extension el enzima AmpliTag DNA polymerase (ref, 402122) y emplea
dideoxinucleétidos marcados con cromdforos fluorescentes.

Los cromatogramas de las secuencias del gen del ARNr 16S fueron comprobados
visualmente para corregir los posibles errores con el programa Chromas 2.33. Seguidamente,
estas secuencias se compararon con las disponibles en las bases de datos EMBL y GenBank
mediante el programa BLAST (Altschul y col., 1990) disponible en el servidor de internet del
NCBI (National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nih.gov), y el
programa EzTaxon Server 2.1 (www.eztaxon.org) (Chun'y col., 2007).

El analisis filogenético realizado permitié comparar las secuencias del gen del ARNr
16S de nuestras cepas con las especies de referencia. En una primera etapa, se secuenciaron
600 pb de la region hipervariable V1-V3 y a continuacion, se secuencio6 el gen completo en
aquellas cepas que podrian constituir nuevos taxa, es decir, aquellas cuyos porcentajes de
identidad con las secuencias de otros microorganismos depositados en la base de datos eran
inferiores al 97 %.

111.2.2.5.2. Construccion de los arboles filogenéticos

El analisis filogenético se realizd mediante el software MEGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analisis) version 4.0.2 (Kumar y col., 2008) después de alinear las
secuencias mediante el método CLUSTALX (Thompson y col., 1994). Las distancias
evolutivas, incluyendo un factor de correccidn para las mutaciones reversas (Jukes y Cantor,
1969), se calcularon en funcion del nimero de pares de bases en que difieren o0 asemejan dos
genes mediante los métodos del vecino mas cercano o neighbour joining (Saitou y Nei,
1987) y méaxima parsimonia; asimismo, se determinaron los valores de remuestreo o
bootstrap basados en 1000 repeticiones. Por altimo, para corregir posibles sesgos en las
relaciones de parentesco entre los microorganismos en estudio, se utilizaron las secuencias
del gen del ARNr 16S de especies tipo de referencia que se incluyen como externas u
“outgroups”, las cuales se especifican en la Tabla 17.
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Tabla 17. Especies tipo utilizadas como “outgroups”.

ESPECIES REFERENCIAS
Methermicoccus shengliensis (ZC-1T) Cheng y col., 2007
Methanolobus profundi (MobM ) Mochimaru y col., 2009
Halotalea alkalilenta (AW-7 ) Ntougias y col., 2007
Modicisalibacter tunisiensis (LIT2 ") Ben Ali Gamy col., 2007
Alteromonas macleodii (DSM 6062 ') Baumanny col., 1972
Algicola bacteriolitica (ATCC 700679 ) Sawabe y col., 1998
Methanospirillum hungatei (ATCC 2789") Ferry y col., 1974

*, los nimeros de acceso al Genbank se muestran entre paréntesis

La consistencia de una determinada relacion filogenética se evalud, por un lado, por
su permanencia independientemente del algoritmo usado (Chelo y col., 2007) y, por otro, por
el valor de remuestreo o “bootstrap” de la agrupacion, mediante el cual, se comprobd
estadistica y aleatoriamente si el orden en que se habian introducido las secuencias afectaba
a las caracteristicas del modelo empleado (Felsenstein, 1985).

111.2.2.6. Andlisis quimiotaxonémico

Se realizd a partir de 250 ml de un cultivo del microorganismo de las cepas
bacterianas en medio MY liquido al 5% (p/v) incubado a 32 °C durante 24 horas a 100 rpm.
Tras este tiempo, el cultivo se centrifugd y el sedimento fue enviado al Servicio de
Identificacion de la Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares (DSMZ,
Braunschweig, Germany), donde se realizé tanto la determinacion de &cidos grasos como la
de las quinonas respiratorias. En el analisis de los primeros se empled la técnica de
cromatografia de gases (GLC), mientras que para la determinacion de las quinonas
respiratorias se uso la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
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111.2.3. RESULTADOS

111.2.3.1. Caracterizacion taxonomica de las cepas bacterianas

Las 428 cepas bacterianas fueron caracterizadas taxonémicamente mediante el estudio
de 88 pruebas fenotipicas, cuyos resultados pueden consultarse en el anexo Ill, en el que se
incluyen también los datos fenotipicos de las cepas de referencia utilizadas para el estudio
taxondmico.

La secuencia parcial del gen del ARNr 16S se resolvié de manera satisfactoria en
366 aislados e indicd una alta diversidad bacteriana representada por 101 especies incluidas
en 33 géneros, 20 familias, 14 6rdenes, 6 clases y 4 phyla (Tablas 18 y 19). El porcentaje de
identidad de cada una de ellas puede consultarse en el anexo IV. Para la identificacion a
nivel de género se ha utilizado un porcentaje de identidad del 95 % y para la de especie del
97 %.

La familia Halomonadaceae fue la mas representatada con 155 cepas, seguido de las
familias Bacillaceae con 59 cepas, Alteromonadaceae con 52 cepas, Staphylococcaceae con
28 cepas, Vibrionaceae con 18 cepas e Idiomarinaceae con 10 cepas. Los géneros mas
abundantes de cada familia fueron Halomonas con 151 cepas, Marinobacter con 48 cepas,
Bacillus con 46 cepas, Staphylococcus con 28 cepas, Salinivibrio con 13 cepas e Idiomarina
con 10 cepas.

Por otra parte, se realizd un analisis filogenético empleando las secuencias del gen
del ARNr 16S de las cepas seleccionadas mediante el algoritmo Maxima Parsimonia (véase
el anexo V).

Las secuencias parciales del gen del ARNr 16S de 21 de las cepas (18 cepas Gram
negativas y 3 Gram positivas) presentaron porcentajes de identidad inferiores al 98 % con
respecto a las secuencias depositadas en la base de datos EMBL y EzTaxon Server 2.1. A
este grupo se les secuenciéd el gen completo. De ellas, las cepas M3-97 y M1-16-X,
presentaron homologia con especies del género Halomonas, concretamente, la cepa M3-97
mostré un porcentaje de identidad del 97,23 % con Halomonas cerina SP4"y la cepa M1-16-
X un porcentaje del 96,94 % con Halomonas fontilapidosi 5CR'. La cepa M4-3M present6
un porcentaje de identidad del 97,9 % con Marinobacter segnicrescens SS011B1-4", y la
cepa M1-120 un porcentaje de identidad del 98,2 % con Pseudoalteromonas carrageenovora
ATCC 43555 ". Estas cuatro cepas fueron elegidas para una descripcion mas completa por
considerarlas candidatas a constituir nuevas especies. En el resto de cepas, el analisis de la
secuencia completa del gen del ARNr 16S mostr6 un porcentaje de identidad cercanos al 99
% con otras secuencias depositadas en la base de datos y que seran también estudiadas
préximamente con objeto de conocer su posicion taxondmica exacta.
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Tabla 18. Especies de los phyla Actinobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes identificadas
entre las cepas bacterianas aisladas del Humedal de Ajauque y Rambla Salada, segun
la secuencia parcial del gen del ARNr 16S.

PHYLUM CLASE ORDEN FAMILA GENERO ESPECIE
Actinobacteria  Actinomycetales Micrococcineae Brevibacteriaceae Brevibacterium Brevibacterium frigoritoleransDSM 88017 (5)
*
Bacteroidetes  Flavobacteria ~ Flavobacteriales Flavrftlecteriaceae Riemer(esl)la Riemerella anatipestifer ATCC 11845" (1)
Bacillac(ela)e Bacillu(s1 : Bacillus anthracis ATCC 14578 (3)
(59) (46)  Bacillus beringensis BRO35" (1)

Bacillus butanolivorans K97 (2)
Bacillus endophyticus 2DT(3)
Bacillus muralis LMG 202387 (2)
Bacillus oceanisediminis H2" (2)
Bacillus safensis FO-036bT (10)
Bacillus simplex NBRC 157207 (7)
Bacillus subtilis subsp. inaguosorum BGSC 3A28 (1)
Bacillus tequilensis NRRL B-41771 (8)
Bacillus vallismortis DSM 110317 (7)
Marinococcus  Marinococcus luteus YIM 91094 7(3)

Firmicutes Bacilli Bacillales ) - - —
Oceanobacillus Oceanobacillus manasiensis YD3-56 " (3)

©)]
Virgibacillus  Virgibacillus olivaeE308(2)
(7 Virgibacillus salarius SA-Vh1'(5)
Planococcaceae  Planococcus — Planococcus rifietoensis M8 (5)

() ()
Staphylocaccaceae Staphylococcus Staphylococcus capitis subsp. capitis ATCC 278407(2)
(28) (28) Staphylococcus epidermidis ATCC 149907(2)

Staphylocaccus hominis subsp. hominis DSM 20328 (1)
Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus GTC 1228 (1)
Staphylocaccus pasteuri ATCC 51129 7(13)

Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus ATCC 153057(3)
Staphylococcus warneri ATCC 278367(6)

*, los nimeros entre paréntesis indican el nimero de aislados de cada taxén.
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Tabla 19. Especies del phylum Proteobacteria identificadas entre las cepas bacterianas
aisladas del Humedal de Ajauque y Rambla Salada, segun la secuencia parcial del gen
del ARNr 16S.

AMILA

Caulobacteraceae Brevundimonas  Brevundimonas aurantieca DSM 4731 7(1)

©) ©6) Brevundimonas bacteroides LMG15096 T(1)
R Brevundimonas mediterranea V4.B0.107(1)
Brevundimonas vesicularis LMG 23507(3)
Aurantimonadaceae Aurantimonas Aurantimonas altamirensis $21B (1)
Rhizobiales (2) (2) Aurantimonas coralicida WP1T(1)
Bartonellaceae Bartonella Bartonella vinsonii subsp. arupensis 0K94-513 T(1)
Alfaproteobacteria (1) (1)
Rhodobacteraceae Labrencia Labrenzia aggregata TAM 12614 T(1)
%) Labrenzia maring manol$T(1)
Nesiotobacter Nesiotobacter exalbescens LA33B T(1)
Rhodobacterales (1)
Palleronia Palleronia marisminoris B337(1)
1)
Paracoceus Paracoccus marcusii DSM 11574 7(1)
(1)
Rhodospirillales  Acetobacteraceae Swaminathania  Swaminathania slitolerans PAS1T(1)
1] 1)
Betaproteobacteria  Burkholderiales  Alcaligenaceae Achromobacter  Achromobacter spanius LMG 5911 T(1)
(1) (1)
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Tabla 19. Continuaciéon

Cardob a B imonas Brevundimonas aurantiaca DSM 4731 T(1)
©)" (©) Brevundimonas bacteraides LNMG150096 T(1)
CepgaTteruEs Brevundimonas mediterranea V4.BO.10T(1)
B esicrdaris LMG 2350 T(3)
Avirantimonad. Az Arer altamirensis S21B T(1)
Rhizobriales (2) (2) Aurantimonas coralicida WP1 T(1)
Bartonellaceae Bartonella Bartonella vinsonii subsp. arupensis OK94-513 T(1)
Alfaprotecbacteria (1) [e8)
Rhodobacteraceae Labrencia Labrenzia aggregata TAN 12614 T(1)
Labrenzia marina manol8T(1)
esioreb Nest 1o LA3I3B (1)
Rhodobacterales @)
Palleronia Palleronia marisminoris B33T(1)
1)
Paracoceus Paracoceus marcusii DSM 11574 T(1)
(1)
7 pirilales A b aceae inath Z {itolerans PAS1 T(1)
A1) 1)
Betaproteabacteria Burkholderiales  Alcal. Achramab Achromab. spanits LMG 3911 (1)
(1) (1)
A . vz . 5 Igicola DG8O3 1(2)
(52) (48) Marinobacter flavimaris SW-145 T(25)
Marinobacter gudaonensts SLOL4BGLA T(1)
Marinobacter pelagius HS225 T(4)
Marinobacter salsuginis SD-14B T(8)
Marinobacter santoriniensis NKSG1 T(1)
Marinob nicrescens SS011BI-47(7)
Microbulb. Micr ib. 2 h CN85 T(1)
(€8]
Alteromonadales { L) chungwhensis BHO30046 T(3)
3)
Idiomarinaceae Tdiomarina Tdiomarina abyssalis KMM 227 T(1)
(10) (10) Idiomarina homiensis PO-M2 T(1)
Idiomarina loihiensis L2ZTR T(3)
Idiomarina ramblicola R22
Idiomarina seosinensis CL. S
Jdiomariia zobellir TINING 231 T(2)
P i P doall monas Pseudoaiteramonas b FR1199 T(2)
) “) Pseudoalteromonas undina NCIMB 2128 T(2)
Enterobacteriaceae Cr b Cr b dublis subsp. dubl is DES187 T(1)
(1)
Enterobacteriales Pantoea Pantoea eucrina LMG 2781 T(1)
) Pantoea stewartii subsp. stewartii LMG 2715 T(1)
Yersinia Yersinia intermedia ATCC 20009 T(6)
Proteobacteria ©)
Fal d Hal Flal i ta YEJI-16 (1)
(155) (151) Halomonas almeriensis M8 T(1)

Halomonas arcis AT282 T(1)
Halomonas boliviensis LC1 T(2)
Halomonas campaniensis SAG T(1)
Halomonas campisalis ATCC 700597 T(3)
Halomonas caseintdytica AT261 T(7)
Halomonas cerina SP4 T(3)
Halomonas dagingensis DQD2-30 T(4)
Gammaproteobacteria Halomonas elongata ATCC 33173 T(10)
Halomonas fontilapidosi 5CR T(©)
Halomonas gomseomensts M12T(4)
Halomonas gudaonensis SLOL4B-69 T(1)
Halomonas halmaphila ATCC 10717 T(1)
Halomonas hydrothermalis SIthf2T(20)
Halomonas koreensis 8820 T(9)
Oceanospirilales Halomonas futea YINIO1125 T(5)
Halomonas neptunia Eplumel T(1)
Halomonas pacifica DSM 4742 T(2)
Halomonas saccharevitans AJ275 T(5)
Halomonas salifodinae BC7 T(1)
Halomonas salina F8-11 T(8)
Halomonas shengliensis SLO14B-85 T(1)
Halomonas subterranea ZG16 T(8)
Halomonas sulfidaeris ATCC BAA-803 T(4)
Halomonas taeanensis BH530 T(3)
Halomonas variabilis DSM 3051 T(1)
Halomonas ventosae Al12T(30)
Halomonas xinjiangensis TRM 0175 T(1)
b

Falom JSM 078169 T(4)
Kushneria Kushneria indalinina CG2.17(3)
3)
l la halophilus CG 4.1 7(1)
@)
Moraxellaceae A b A b bawmannii DSM 30007 T(1)
i o @ @
P; Psewd. Psewd. h ina FONINE 1447 T(1)
) ) Psevd, couverensis ATCC 700688T(1)
Vibrionaceae Salimivibrio Salimivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 163 59T
as) (13) Salinivibrio p. 4 AF-2004 T
Vibrionales Vibrio Vibrio azurews LC2-005 T(2)
() Vibrio owensii DY05 T(1)
Vibrio ry 5.1 7T(2)
Xh dales Xanth . z Lut: terricola BZ92r T(1)
a) [¢5)

*, los nimeros entre paréntesis indican el nimero de aislados de cada taxdn.
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A continuacion se recogen los resultados obtenidos en el estudio polifésico llevado a
cabo sobre estas cuatro cepas candidatas a constituir nuevos taxa. Los arboles resultantes de
la aplicacion de los algoritmos Méaxima Parsimonia, Neighbour Joining y Maximum
Likelihood utilizados en el estudio filogenético que no se muestren en este capitulo, pueden
consultarse en el anexo VI.

La caracterizacion taxondémica de las cepas se llevd a cabo siguiendo las
recomendaciones del Comité Internacional de Taxonomia para la descripcion de nuevas
especies de la familia Halomonadaceae (Arahal y col., 2007) y la metodologia descrita en
los articulos publicados por Ventosa y colaboradores (1982), Quesada y colaboradores
(1983) y Mata y colaboradores (2002).

111.2.3.1.1. Identificacion taxonomica de las cepas M3-97 y M1-16-X

El estudio fenotipico llevado a cabo en las cepas M3-97 y M1-16-X indic6 que
ambas cepas poseian las caracteristicas comunes a todas las especies del género Halomonas.
Las especies de este género son bacilos Gram negativos con metabolismo respiratorio y
catalasa positivos. Crecen entre el 1% y el 20 % (p/v) de sales, a temperaturas entre 15°C y
41°C y en un intervalo de pH de 6 a 9. Todas las cepas son indol, VVoges-Proskauer y
hemolisina negativas. Ninguna de ellas produce esporas, incluso cuando se incuban en el
medio de Norris (Norris y col., 1981). La produccién de acidos a partir de diversos azucares
no es frecuente y si la utilizacion de una gran cantidad de sustratos como Unica fuente de
carbono y energia y de compuestos como unica fuente de carbono, nitrégeno y energia.
Todas son sensibles a la rifampicina y, ademas, excepto las especies Halomonas almeriensis,
Halomonas halodenitrificans y Halomonas salina todas son sensibles a la sulfamida.

En la Figura 32 se muestra el dendrograma obtenido en el analisis numérico de los
resultados de las pruebas fenotipicas con el programa NTSYSpc 2.02, utilizando el
coeficiente de Sokal y Michener y la técnica de agrupacion UPGMA. En este analisis
numérico hemos incluido aquellas especies de Halomonas que guardan mayor relacion
fenotipica con las cepas M3-97 y M1-16-X.

La cepa M3-97 presentd un 87 % de semejanza con el grupo formado por las
especies Halomonas fontilapidosi, Halomonas cerina, Halomonas nitroreducens y
Halomonas ventosae. La cepa M1-16-X se encuentra relacionada con la especie Halomonas
alkaliphila con un porcentaje de semejanza del 90,5 %.
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8%

M3-97
H .cerina SP4T (EF613112)
H. nitroreducens 11T (EF613113)
H. fontilapidosi5CRT (EU541349)
H. ventosae Al12" (AY268080)
M1-16-X
L H alkaliphila 180bAGT(AJ640133)
H. alimentaria YK)-167 (AF211860)
—EH. gudaonensis SLO14B-697 (DQ421308)
= H. shengliensis SL014B-85T (EF121853)
H. campaniensis 5AGT (AJ515365)
H. koreensis SS20T (AY382579)
H. denitrificans M29T (AM229317)
H. anticariensis FP35TT (AY489405)
H. campisalis ATCC 700597 T (AF054286)
H. desiderata FB2T (X92417)
H. eurihalina ATCC 493367 (X87218)
H. magadiensis 21 MIT (X92150)
H. pacifica DSM 4742 (L42616)
H. subglaciescola DSM 4683T (AJ306892)
H. venusta DSM 4743T (AJ306894)
H. halodenitrificans ATCC 135117 (L04942)
H. salina F8-117 (AJ295145)
H. maura$-317 (FN257741)
H. variabilis DSM 30517 (AJ306893)
H. aquamarina DSM 301617 (AJ306888)

H. meridiana DSM 54257 (AJ306891)

H. pantelleriensis AAPT (X93493)

H. halophila DSM 47707 (FN257740)
|

H. cupida DSM 47407 (FN257742)

H. elongata ATCC 331737 (AM941743)
H. halmophila ATCC19717" (AJ306889)
H. halodurans ATCC 29686 T(L42619)

H. almeriensis M8T (AY858696)

H. saccharevitans AJ2757 (EF144149)
H. kribbensis BH843™ (DQ280368)

H. lutea YIM 911257 (EF674852)

H. sulfidaeris Esulfide 17 (AF212204)

—————_  hydrothermalisSlthf2 (AF212218)

H. hydrothermalis Sithf2" (AF212218)
H. neptunia Eplume1T (AF212202)

H. organivorans G-16.17(AJ616910)
H. muralis LMG 20969 (AJ320530)

I I I | I I I
4 5 64 i3 8 9 100

SEMEJANZA (%)

Figura 32. Dendrograma basado en 76 caracteristicas fenotipicas, utilizando el coeficiente de Sokal y
Michener y la técnica de agrupacion UPGMA.
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Identificacién de la cepa M3-97

Como indicdbamos con anterioridad, el dendrograma mostrado en la Figura 32 revel6 que la
cepa M3-97 presenta una semejanza del 87 % con el grupo formado por las especies
Halomonas cerina, Halomonas nitroreducens, Halomonas fontilapidosi y Halomonas
ventosae.

La secuencia completa (1501 pb) del gen del ARNr 16S en la cepa M3-97
presentaba los 15 nucleé6tidos caracteristicos de la familia Halomonadaceae y los 4
nuclettidos del género Halomonas. El andlisis de la misma mediante los algoritmos
Neighbour Joining, Mé&xima Parsimonia y Maximun Likelihood confirmé la pertenencia al
género Halomonas, siendo la topologia de todos estos arboles similar. En la Figura 33 se
muestra el arbol resultado del analisis mediante el algoritmo Maximun Likelihood. Las
especies méas cercanas filogenéticamente fueron Halomonas cerina SP4', Halomonas
fontilapidosi 5CR" y Halomonas ventosae Al12" con porcentajes de identidad del 97,23 %,
97,09 %y 97,06 % respectivamente.

Los estudios genotipicos mostraron un contenido en G+C de 66,9 moles %, el cual
queda incluido en el rango de G+C establecido para el género Halomonas, que se extiende
desde 53,8 moles % de H. denitrificans (Kim y col., 2007) y H. venusta (Baumann y col.,
1972) a 74,3 moles % de H. ventosae (Martinez-Canovas y col., 2004).

Respecto a los estudios quimiotaxonémicos llevados a cabo revelaron que los acidos
grasos predominantes en la cepa M3-97 eran 18:1w7¢ (45,01%, p/p) y 16:0 (25,93%, p/p),
asi como que la quinona mayoritaria era la ubiquinona 9 (92 %, p/p).
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Halomonas
Halomonas
Halomonas
Halomonas
Halomonas
Halomonas
10 Halomonas
Halomonas
10 Halomonas

Halomonas
Halomonas
Halomonas

Halomonas

h

Halomonas
Halomonas
Halomonas
Halomonas
Halomonas
Halomonas
Halomonas
Halomonas
Halomonas
Halomonas
Halomonas
Halomonas
Halomonas
Halomonas
Halomonas
Halomonas
Halomonas
o2 Halomonas

Halomonas
Halomonas
Halomonas
Halomonas

Halomonas

Halomonas
Halomonas
Halomonas

Halomonas
Halomonas
Halomonas
Halomonas
89 Halomonas

Laln

Halomonas
M3-97

Halomonas
Halomonas

Halomonas
Halomonas
Halomonas

Halomonas.

maura S-31" (FN257741)

eurihalina ATCC 493367(X87218)
elongata DSM 2581 T(FN869568)
caseinilytica DSM 235097 (FR749914)
sabkhae 5-3T(EF442769)

halmophila ATCC 19717T(AJ306889)
almeriensis M8T (AY858696)

salina F8-11T(AJ295145)
halophila DSM 47707 (FN257740)
nitroreducens 11ST(EF613113)

cupida DSM 47407 (FN257742)
saccharevitans AJ275" (EF144149)
denitrificans M29T(AM229317)
mongoliensis Z-70097 (AY962236)
shengliensis SLO14B-85"(EF121853)
subterranea ZG16" (EF144148
Jjanggokensis M24T(AM229315)

arcis AJ282T (EF144147)
gomseomensis M121(AM229314)
boliviensis LC1T(AY245449)

neptunia Eplume1(AF212202)
titanicae BH1T(FN433898)

variabilis DSM 3051T(AJ306893)
zhanjiangensis JSM 0781697 (FJ429198)
sulfidaeris ATCC BAA-S803T(AF212204)
stevensii S18214T(AM9O41388)
hamiltonii W1025T(AM941396)
magadiensis 21 MIT (X92150)
Johnsoniae TES687T(AM941399)
aquamarina DSM 30161T(AJ306888)
meridiana DSM 5425T(AJ306891)
axialensis Althf1T(AF212206)

venusta DSM 4743T(AJ306894)
alkaliphila 18EAGTAIGA0132)
hydrothermalis SIthT2T(AF212218)
andesensis LC6T(EF622233)
subglaciescola DSM 46837 (AJ306892)
halocynthiae KMM 13767 (AJ417388)
campisalis ATCC 700597 T (AF054286)
desiderata FB2' (X92417)

dagingensis DQD2-30T (EF121854)
kenyensis AIR-2" (AY962237)
ventosae Al12T (AY268080)
halodenitrificans ATCC 135117(L04942)
alimentaria YKJ-16T (AF211860)
gudaonensis SLO14B-697(DQ421808)

cerina SPAT(EF613112)
fontilapidosi 5CRT(EU541349)
campaniensis 5AGT(AJIS515365)
koreensis SS20T(AY382579)
organivorans G-16.1T1(AJ616910)

Halomoas salifodinae BC7T (EF527873)
Halomonas pacifica DSM 4742T(L42616)
1 Modicisalibacter tunisiensis LIT2T (DQ641495)
Cobetia marina DSM 47417 (AJ306890)

Halomonas
Halomonas
Halomonas
73 Halomonas
Halomonas

taeanensis BH539" (AY671975)
pantelleriensis AAFTEG2493)
kribbensis BH843" (DQ280368)
lutea YIM 911257 (EF674852)
muralis LMG 20969 (AJ320530)

Chromohalobacter marismortui ATCC 170567 (X87219)
_E Halomonas korlensis XKA1T (EU085033)
Halomonas ilicicola SP8T (EU218533)
[ Salinicola salarius M27" (AM229316)
100—— salinicola socius SMB35T (DQ9O79342)

[~ Halomonas xinjiangensis TRM 01 75T (Eu822512)
L ralomoas anticariensis FP35TT (AY489405)
73 Kushneria avicenniae MW2a' (DQ888315)
Kushneria indalinina CG2.17T (AM941745)
1od  xushneria aurantia A10T (AM941746)
Zymobacter palmae ATCC 516237 (AF211871)
Carnimonas nigrificans CTCBS1T (Y13299)
Halotalea alkalilenta AW-7T (DQ421388)

Figura 33. Arbol filogenético basado en la secuencia completa del gen del ARNr 16S obtenido mediante el
método Maximum Likelihood. Se utiliz6 como “outgroup” la secuencia de la cepa tipo de Halotalea alkalilenta
AW-7". Los niimeros de acceso al GenBank se muestran entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap”
mayores del 70 %.
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En la Tabla 20 se recoge el contenido total en acidos grasos de la cepa M3-97
expresado en tantos por ciento.

Tabla 20. Composicion en &cidos grasos de la cepa M3-97. Resultados expresados como
porcentaje del total de acidos grasos.

10:0 10:030H 12:030H 16:0 17:0CYCLO 18:1®7c¢ 18:0 19:0 CYCLO o8¢

M3-97
2,85 0,23 6,73 25,93 1,10 45,01 0,74 9,66

La imagen tomada al microscopio electronico de transmisién, reveld que se trataba
de una cepa movil mediante flagelos peritricos (Figura 34).

Figura 34. Microfotografia de la cepa M3-97,
donde se muestran sus flagelos peritricos (16.000X).

En la Tabla 21 presentamos las caracteristicas fenotipicas diferenciales entre la cepa
M3-97 y las especies mas relacionadas. En el pie de dicha de tabla aparecen las
caracteristicas comunes con ellas.
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Tabla 21. Caracteristicas que distinguen la cepa M3-97 de las especies méas
relacionadas.

1, cepa M3-97"; 2, Halomonas cerina SP4"; 3, Halomonas fontilapidosi 5CR"; 4,
Halomonas ventosae Al12"; 5, Halomonas nitroreducens 11S'; 6, Halomonas elongata
ATCC 33173"; Simbolos: +, posmvo -, negativo; ND, no determinado; D, dudoso.

CARACTERISTICA 2 3 4 5 6
Morfologia Bacilo Cocobacilo Bacilo corto Bacilo Cocobacilo Bacilo
~ 1,2-1,4 x 3,2- 0,7-0,8x1,2- 06-08x10- 08x1,1
Tamafio (um) 35 0,8x1,1+ 0,96x1,738 14F 16% =
Movilidad + - + + - +
. L Crema- Crema-
Pigmentacion Crema amarillo marrén Crema Crema Blanco
Produccién de EPS + + - + - -
Polar/
Flagelos Peritricos - Polar§ Lateral¥ - Peritricos

=

Crecimiento a
Concentracion de sales

% (p/v)
Rango 3-25 3-25 3-25 1-15 0,5-30 0-20
Optimo 5 7,5-10 7,5-10 8 5-7,5 3,5-8
Temperatura (°C)
Rango 21-41 4-45 15-45 25-37 5-41 4-45
Optimo 32 32-35 32-35 32 32-37 30-37
Valores de pH
Rango 5-10 5-10 5-9 6-10 5-10 5-10
Optimo 7 6-7 6-8 7-8 7-9 7
Hidrdlisis de
ADN - + + - - +
Tween 80 + + - - - -
Tirosina - + + + - -
Produccién de pigmento ) ) + ) ) )
de la tirosina
H,S - - + + + -
Lecitinasa + - - - +
Fosfatasa + - - - + +
Ureasa = + = = + +
Respiracion sobre nitratos + + + + + -
Respiracion sobre nitritos + + + + +
Ornitina descarboxilasa - D - - ND +
Crecimiento en
Agar MacConkey + - + + + +
Agar Cetrimida + + - + -
Crecimiento en*
Acetato + + - + + +
Adonitol - + - +
Almidén - - + + - +
Caprilato - - - - D -
Citrato + + + + +
D-celobiosa + + - D +
D-fructosa + - + + + +
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Tabla 21. Continuaciéon

CARACTERISTICA 1 2 3 4 5 6
D-galactosa + - + + + +
D-gluconato - - + + + +
D-manitol - - - - + +
D-manosa - - + - + +
D-rafinosa - - - - D +
Esculina - - - + - +
Etanol + - - + + -
Glicerol - D + + + -
Lactosa - - - - + +
L-alanina + - + + +
L-arabinosa - - + - + +
L-fenilalanina - + + - D -
L-histidina + - + - + +
L-ramnosa + - + + - +
L-serina + - + + + +
L-valina + - - - +
mio-inositol + + - - +
Propionato - - - - + +
Sorbitol - - + + +

Produccién de &cidos de
amigdalina - - - - D
D-melibiosa - - - - D +
L-ramnosa - - - - - +

Sensibilidad a:

Amoxicilina (25 pg) + + + + -
Ampicilina (10 pg) + + + + + -
Cefalotina (30 pg) + D + ND + -
Eritromicina (15 pg) - - + D -
Gentamicina (10 pg) + D + ND D -
Penicilina G (10 pg) - D + ND D -
Polimixina B (300 1U) + + - + + -
Sulfamida (300 ug) + + + + + -
Tetraciclina (30 pg) + ND + ND D -
Tobramicina (10 ug) + + - - +

Contenido en G+C (moles %) 66,9 62,7 65,7 74,3 65,3 60,5

Contenido en &cidos grasos®

(%, p/p)

16:0 25,93 30,91 25,55 ND 27,8 ND
16:107¢ ND 20,81 ND ND ND ND
18:107¢ 45,01 27,76 31,36 ND 29,92 ND
16:107¢/15:0 ISO 20H ND ND 22,33 ND 22,30 ND

*, como Unica fuente de carbono y energia o Unica fuente de carbono, nitrégeno y energia.

? la quinona mayoritaria en todas las cepas es la ubiquinona 9.

Todas las cepas incluidas en esta tabla son positivas para la hidrdlisis de Twen 20, la reduccién aerobia del nitrato, el
crecimiento en succinato y D-trealosa, y lasensibilidad a acido nalidixico (30 pg) y rifampicina (5 pg). Son negativas

para la actividad amilasa, la hidrélisis de la caseina, la gelatina, la hemolisis en agar sangre, el crecimiento en DL-

lactato, L-metionina y salicilina, la produccién de acidos de L-arabinosa, D-glucosa, D-manitol, mio-inositol, sacarosa

y D-sorbitol.

Datos obtenidos de: +, Gonzalez-Domenech y col. (2008) §, Gonzalez-Domenech y col. (2009); ¥. Marinez-Cénovas y col.
(2004); ¥, Gonzalez-Domenech y col. (2008); = Vreeland y col. (1980).
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Como puede observarse, la cepa M3-97 se distingui6 de estas especies en un nimero
significativo de pruebas morfoldgicas, bioquimicas, fisiologicas, nutricionales y de
sensibilidad a agentes antimicrobianos, destacando por la gran cantidad de antimicrobianos a
los cuales es sensible y especialmente por su actividad lipolitica sobre Tween 80.

Identificacion de la cepa M1-16-X

Como describiamos con anterioridad, la cepa M1-16-X y la especie Halomonas
alkaliphila formaron un fendn con un porcentaje de semejanza del 90,5 % (Figura 32).

El andlisis filogenético basado en el gen completo (1494 pb) del ARNr 16S
empleando los algoritmos Neighbour Joining, Maxima Parsimonia y Maximun Likelihood
confirmaron la pertenencia de dicha cepa al género Halomonas. La secuencia contenia
ademas los 15 nucledtidos caracteristicos de la familia Halomonadaceae y los 4 nucleétidos
del género Halomonas.

En la Figura 35 se muestra el arbol resultado del algoritmo Maximun Likelihood el
cual mostrd una topologia similar a los arboles obtenidos mediante los algortimos Neighbour
Joining y Méaxima Parsimonia. Las especies mas cercanas filogenéticamente fueron
Halomonas fontilapidosi 5CR' y Halomonas alkaliphila 18bAG'™ con porcentajes de
identidad del 96,94% y 96,88% respectivamente.
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8 —— Halomonas mongoliensis Z-70097 (AY9622326)

60

L naiomonas campaniensis SAGT (A1515365)
Halomonas janggokensis M24T (AM229315)
Halomonas subterranea ZG16T (EF144148)
Halomonas arcis AJ2827 (EF144147)

Halomonas gomseomensis M12T (AM229314)
Halomonas zhanjiangensis 1SM 0781697 (F1429198)
Halomonas boiiviensis LC1T (AY245449)

helT (AF212202)
Halomonas titanicae BH1T (AF433808.

Halomonas neptunia Eplu
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[ Halomonas fontilapidosi SCRT (EU541340)
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. Ii Halomonas gudaonensis SLO14B-697 (DQ421808)

[— Halomonas ventosae AI12T (AY268080)
a1 Halomonas alimentariaYKI-167 (AF211860)
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|_'£ Halomonas halodenitrificans ATCC 135117 (LO4A942)
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Halomonas shengliensis SLO1AB-85T (EF121853)

Halomonas halmophila ATCC 197177 (A)J206889)
Halomonas sabkiiae CECT 72467 (EFA42769)
Halomonas almeriensis MBT (AY858696)
Halomonas elongata ATCC 331737 (AM941743)
Halomonas eurihialina ATCC 493367 (X87218)
Halomonas caseinilytica A)2617T (EF527874)
Halomonas organivorans G-16.17 (AJ616910)
Halomonas koreensis $S207 (AY382579)

Halomonas haiophila DSIM 47707 (FN257740)
Halomonas salinag F8-117 (A)295145)
Halomonas maura $-317 (FN257741)

Halomonas nitroreducens 11ST(EF613113)
Halomonas cupida DSM 47407 (FN257742)
Halomonas denitrificans M29T (AM229317)
Halomonas saccharevitans AJ275T (EF144149)

11 E
a1
ﬁ Halomonas campisalis ATCC 700597 T (AF054286
\—E Halomonas dagingernsis DOD2-20T(EF121854)

=z Halomonas desiderata FB2T (X92417)
8 Halomonas kenyensis AIR-2T (AY962237)
53 Cobetia marina DSM 47417 (A)306890)
|{ Halomonas taeanensis BHS39T (AY671975)
5 L_: Halomonas salifodinae BC7T (EFS27873)
70 Halomonas. pacifica DSIM 47427 (LA2616)
a5 Chromohalobacter marismortui ATCC 170567 (X87219)
e Healomonas korlensis XKAT(EUOB50323)
19 Healomonas ilicicola SPST (EU218533)
16 Halomonas muraiis LM G 209697 (A)J220530)
Halomonas panteiferiensis AAPT (X93493)
=5 Halomonas kribbensis BHEA3T (DO2B0368)

Halomornas futea Y 911257 (EF674852)
Halomonas xinjiangensis TRIM 0175T(EU822512)

[

32 Halomornas anticariensis FP35TT (AY489405)
[ Salinicola salarius M27T (AM229316)

100 L saiinicola socius SMB2ST (DOQ9792342)

72 Kushneria avicennicae MW2aT™ (DOSB88315)
100 e Kushneria indalininag CG2.17 (AM941745)
Kushneria aurantic A10" (AM941746)
a8 77 Carnimonas nigrificans CTCBS1T (Y13299)
I____IE Halotalea atkaliienta AW-7T (DOA21388)
a9

Zymobacter palmae ATCC 516237 (AF211871)

MNModicisalibacter tunisiensis LIT2T(DO641495)

Figura 35. Arbol filogenético basado en la secuencia completa del gen del ARNr 16S obtenido mediante el
método Maximum Likelihood. Se utiliz6 como “outgroup” la secuencia de la cepa tipo de Modicisalibacter
tunisiensis LIT2". Los niimeros de acceso al GenBank de las secuencias de las cepas de referencia se encuentran
entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 70 %.
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En base a los resultados fenotipicos y filogenéticos, se hicieron estudios genotipicos
y quimiotaxonémicos con objeto de confirmar la posicion taxondémica de la cepa M1-16-X.
El contenido en G+C fue de 56,2 moles % incluido en el rango de G+C establecido para el
género Halomonas. Los &cidos grasos predominantes fueron 18:1w7c¢ (58,02 %, p/p) y 16:0
(24,19 %, p/p). El andlisis de las quinonas mostro que la cepa contenia la ubiquinona 9 (Q9)
como lipoquinona respiratoria predominante (97 %, p/p), aunque también presentaba una
pequefia cantidad de ubiquinona 8 (3 %, p/p). El contenido expresado en tantos por ciento de
los &cidos grasos se muestra en la Tabla 22.

Tabla 22. Composicion en &cidos grasos de la cepa M1-16-X. Resultados expresados
como porcentaje del total de acidos grasos.

10:0 10:0 30H 12:0 12:0 20H 12:0 30H 14:0 16:0

1,51 0,08 0,63 0,09 4,70 2,79 24,19
M1-16-X

17:0 18:1 o7¢ 18:1 o5¢ 18:0 11 metil 18:1 o7c 20:1 o7c¢

0,11 58,02 0,22 1,03 0,69 0,11

Al microscopio electrénico de transmision, se confirmé la movilidad de dicha cepa
al observar la presencia de flagelos peritricos (Figura 36).

Figura 36. Microfotografia de la cepa M1-16-X
donde se muestran sus flagelos peritricos (16.000X).

La comparacion fenotipica y genotipica de la cepa M1-16-X y de las especies
fenotipica y filogenéticamente mas cercanas se muestran en la Tabla 23. Las caracteristicas
comunes en todas ellas se describen en el pie de la tabla.
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Tabla 23. Caracteristicas que distinguen la cepa M1-16-X de las especies relacionadas.
1, cepa M1-16-X"; 2, Halomonas fontilapidosi 5CR™; 3, Halomonas alkaliphila 18bAG"; 4,
Halomonas elongata ATCC 33173"; Simbolos: +, positivo; -, negativo; ND, no determinado.

CARACTERISTICA 1 2 3 4
Morfologia Bacilo Cocobacilo Bacilo Bacilo
Tamafio (um) 24-25x1,2-13 0,.96x173 2,3-2,6x0,6-0,71 08x1,1
Pigmentacion Crema Crema-marrén Crema Blanco
Produccién de EPS + - + R
Flagelos Peritricos Polar ND Polar/ Peritricos =

Crecimiento a
Concentracion de sales % (p/v)
Rango 1-30 3-25 0-20 0-20
Optimo 5 7,5-10 10 3,5-8
Temperatura (°C)
Rango 22-41 15-45 5-20 4-45
Optimo 32 32-35 37 30-37
Valores de pH
Rango 5-10 5-9 7,5-10 5-10
Optimo 7 6-8 9 7
Hidrdlisis de
ADN - + - +
Gelatina
Tween 20
Tirosina -
Produccién de pigmento de la tirosina -
H,S
Lecitinasa - +
Fosfatasa - - + +
Ureasa - - - +
Respiracion sobre nitratos +
Respiracion sobre nitritos -
Ornitina descarboxilasa - - - +
Crecimiento en agar MacConkey - - + +
Crecimiento en:*
Acetato + - + +
Adonitol - + -
Caprilato
D-celobiosa
D-fructosa - +
D-manitol - - -
D-manosa - + +
D-rafinosa - - -
D-salicina - - - -
Esculina - - -
Glicerol + +
Lactosa - -
mio-inositol + -
Propionato + -

+ o+ + + 4+

+ +
-
-

+ + + + + +

+ o+ o+
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Tabla 23. Continuacién

CARACTERISTICA 1 2 3 4
D-salicina - - - -
Esculina - - - +
Glicerol + + + -
Lactosa - - + +
mio-inositol + - + +
Propionato + - + +
L-arabinosa - + + +
L-fenilalanina - + + -
L-serina + + -

L-valina - - + +

Produccién de acidos de:
amigdalina - - - +
D-glucosa + - - -
D-melibiosa - - - +
mio-inositol + - - -
L-ramnosa - - - +

Sensibilidad a
Ampicilina (10 pg) + + + -
Penicilina G (10 pg) + + + -
Tetraciclina (30 pg) + + + -

Contenido en G+C (moles %) 56,2 65,7 53,1 60,5

Contendio en &cidos grasos? (%, p/p)

16:0 24,19 25,55 56 ND
16:1 ND ND 22 ND
16:107¢ ND ND ND ND
18:107¢ 58,02 31,36 ND ND

*, como Unica fuente de carbono y energia o Gnica fuente de carbono, nitrégeno y energia.

? la quinona mayoritaria en todas las cepas es la ubiquinona 9.

Todas las cepas incluidas en esta tabla son positivas para la movilidad, la reduccion aerobia del nitrato, el crecimiento

en L-alanina, citrato, D-galactosa, D-gluconato, D-glucosa, L-histidina, L-ramnosa, sorbitol, almidén, succinato y D-

trealosa y el crecimiento en agar cetrimida. Son negativas para la actividad amilasa, la hidrdlisis de caseina 'y Tween

80, hemolisina, el crecimiento en DL-lactato, L-metionina y etanol, la produccién de acidos de L-arabinosa, D-manitol,
sacarosa y D-sorbitol y son resistentes a eritromicina (15 pg).

§, Datos obtenidos de Gonzalez-Domenech y col. (2009); {, Datos obtenidos de Romano y col. (2006); E, Datos obtenidos de
Vreeland y col. (1980).

Como ocurria con el caso anterior, la cepa M1-16-X se distingui6 de las especies
mas relacionadas en un namero significativo de pruebas morfoldgicas, bioquimicas,
fisioldgicas, nutricionales y de sensibilidad a agentes antimicrobianos, mostrando ademas
caracteristicas fenotipicas que no son muy frecuentes entre las especies que componen el
género Halomonas como es la hidrdlisis de la gelatina.
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111.2.3.1.2. Identificacion taxonomica de la cepa M4-3M

La secuencia del gen del ARNr 16S (1445 pb) de la cepa M4-3M fue analizada
mediante los algoritmos Neighbour Joining, Mé&xima Parsimonia y Maximum Likelihood,
mostrando la pertenencia de dicha cepa al género Marinobacter. En la Figura 37 se muestra
el arbol filogenético basado en el algoritmo Neighbour Joining. La topologia del arbol
mostré alta similitud con los obtenidos mediante los otros algoritmos utilizados.

Las especies mas relacionadas filogenéticamente fueron Marinobacter segnicrescens
con un porcentaje de identidiad del 97,9 %, seguida de las cepas Marinobacter adhaerens,
Marinobacter flavimaris y Marinobacter salsuginis con porcentajes de identidad del 97,5 %;
97,5% y 97,4 % respectivamente.

El analisis genotipico de la cepa M4-3M mostr6 que tenia un contenido en G+C de
56,92 moles %, incluido en el rango establecido para el género Marinobacter que se extiende
desde 53 a 59,6 moles % (Liebgott y col., 2006). En cuanto a la composcion en acidos
grasos, en la Tabla 24 se muestra el contenido total expresado en tantos por ciento, siendo
los predominantes los &cidos grasos 15:0 ANTEISO (34,30 %, p/p), 17:0 ANTEISO (13,98
%, p/p) y 16:0 (13,28 %, p/p). La ubiquinona Q9, fue la quinona predominante (93%, p/p).
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nB
—_

27

27
42

y

7

Marinobacter psychrophilus 200417 (DQ060402)
Marinobacter maritimus CK477 (A)704395)
Marinobacter salicampi 1SL-407 (EF486354
Marinobacter lipolyticus SM19T (AY147906)
Marinobacter goseongensis En6T (EF660754)
Marinobacter guineae M3BT (AM503093)
Marinobacter adhaerens HP15T(AY241552)
M4-3M

Marinobacter flavimaris SW-1457 (AY517632)

[— Marinobacter aigicola DG893T (ABCP01000031)

42

Bl Marinobacter salsuginis SD-14BT (EF028328)

Marinobacter sediminum R65T (A)609270)

Marinobacter gudaonensis SL014B61AT(D0414419)

80

453\: Marinobacter segnicrescens $S01181-47 (EF157832)
% Marinobacterbryozoorum 50-11T(A)609271)

{ Marinobacter lacisalsiFP2.5T (EU047505)
Marinobacter zhanjiangensis JSM 0781207 (F1425903)

Marinobacter dagiaonensis YCSA40T (F1984869)
Marinobacter lutaoensis JCM 111797 (AF288157)

42

100

62

2

3

—E Marinobacter koreensis DD-M3T (DQ325514)
3 Marinobacter santoriniensis NKSG1T (EU496088)

Marinobacter oulmenensis Set74™ (F1897726)

{ Marinobacter szutsaonensis NTU-104" (EU164778)
Marinobacter pelagius HS2257 (DQ458821)

{ Marinobacter litoralis SW-457 (AF479689)
2 Marinobacter exceliens KMM 38097 (AY180101)

Marinobacter vinifirmus FB1T(DQ235263)
Marinobacter daepoensis SW-1567 (AY517633)
Marinobacter hydrocarbonoclasticus MBIC1303T(AB019148)

— Marinobacter mobilis CN46™ (EU293412)

ml Marinobacter zhejiangensis CN74T (EU293413)

Alteromonas macleodiiDSM 60627 (Y18228)

Figura 37. Arbol filogenético basado en la secuencia completa del gen del ARNr 16S obtenido mediante el
método Maximum Likelihood. Se utilizd como “outgroup” la secuencia de la cepa tipo de Alteromonas
macleodii DSM 6062". Los niimeros de acceso al GenBank de las secuencias de las cepas de referencia se

encuentran entre paréntesis.
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Tabla 24. Composicion en &cidos grasos de la cepa M4-3M. Resultados expresados como
porcentaje del total de acidos grasos.

CEPA ACIDOS GRASOS (%, p/p)
14:0 1ISO 14:0 15:01SO  15:0 ANTEISO 16:0 1SO
2,14 1,16 7,37 34,30 6,14
16:0 15:0 20H 17:01SO  17:0 ANTEISO
M4-3M 13,28 1,07 8,88 13,98
19:0
18:0 1SO 18:0 20:0
ANTEISO
0,91 7,70 1,21 1,26

El estudio fenotipico realizado indic6 que la cepa M4-3M presenta caracteristicas
comunes a las especies del género Marinobacter. Las especies de dicho género son bacilos
Gram negativos con metabolismo respiratorio y catalasa positivos. Crecen en un amplio
margen de concentraciones de sales (entre el 1 % y el 20%, p/v), de temperaturas (entre 4 °C
y 45 °C) y de pH (entre 6 y 9,5). La mayoria de las especies son moviles por flagelos
peritricos o por un Unico flagelo polar. Son capaces de utilizar una gran cantidad de sustratos
como Uunica fuente de carbono y energia y como Unica fuente de carbono, nitrégeno y
energia.

La observacion al microscopio electrénico de transmision de la cepa M4-3M (Figura
38) revelo, que al igual que muchas de las especies del género Marinobacter, presentaba un
Unico flagelo polar.

Figura 38. Microfotografia de la cepa M4-3M
mostrando su Unico flagelo polar (16.000X).
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En la Tabla 25 se muestran las caracteristicas fenotipicas de la cepa M4-3M vy las
especies fenotipicas y filogenéticamente mas relacionadas.

Tabla 25. Caracteristicas que distinguen la cepa M4-3M de otras especies relacionadas.
1, cepa M4-3M"; 2, Marinobacter segnicrescens SS011B1-4"; 3, Marinobacter adhaerens
HP15"; 4, Marinobacter sediminum R65"; 5, Marinobacter flavimaris SW-145"; 6,
Marinobacter algicola DG893"; 7, Marinobacter salsuginis SD-14B"; 8, Marinobacter
hydrocarbonoclasticus MBIC1303"; Simbolos: +, positivo; -, negativo. ND, no determinado;

D, dudoso.
CARACTERISTICA

1 2% 3¥ 4¥% 5¥% 6% ¥ 8

Morfologia Bacilo bC;cci?c; Bacilo  Bacilo Bacilo Bacilo B%C'I Bacilo
Tamafio (um) 05x19  07x2 OiTgx 03x2 ngx Oflx 1x2 Oflx
Movilidad + + + + + + + +
Pigmentaci6n Crema frr:::?ﬁ;) rcnfrrp;; Crema Crema Crema Cr:m Blanco
Flagelos Polar Polar Polar ND Polar Polar ~ Polar  Polar
Crecimiento a

Concentraciones de sales

% (p/v)

Rango 3-20 1-20 0,5-20 0,5-18 2-20 3-20 1-20 1-20

Optimo 5 4-8 10 10 75 3-6 5 75

Temperatura (°C)

Rango 32-561 15-45 5-45 4-42 5-41 15-51 15-45 32-45

Optimo 32 30-37 34-38 37 32 25-30  30-37 32

Valores de pH

Rango 7-9 5-9 6-9 6-9 6-8 7-9 6-9 7-10

Optimo 7 7,5-8 7,5-8 7 7 75 758 7
Hidrdlisis de

Almidon - - - - - + - -

Gelatia + + - - - - +

Tween 20 + - ND - + - + +

Tween 80 + + ND + - - + -

Tirosina + - - - - - - -

Produccién de pigmento + } } ) ) ) } }

de la tirosina
Reduccién aerobia del nitrato + + - + - - + +
Reduccién aerobia del nitrito - - - - - - + -
Respiracion sobre nitratos + D - ND D + + -
Respiracién sobre nitritos - D - ND D - + -
Ornitina descarboxilasa - ND - + ND - + -
Crecimiento en*

Acetato + + - = - - +

Citrato + + - - + -

D-fructosa + + - - + -

D-galactosa + - - - - + - -

D-glucosa + + - + - - +

Glicerol + - - + - + + -

Lactosa + - - - - + - -

L-alanina + - + - + + -
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Tabla 25. Continuacion

CARACTERISTICA

1 2% 3¥ 4% 5¥% 6¥% T¥ 8
L-histidina + - - - - - - -
Succinato + - - - + + - +
Produccion de &cidos de
amigdalina - - - - - - - -
D-fructosa + - - - + - + -
D-glucosa + - - - - + + -
Contenido en G+C (moles %) 56,92 59,5 56,9 56,9 57 54 55,9 53
Contendio en 4cidos grasos® (%,
p/p)
15:0 ANTEISO 34,30 ND ND ND ND ND ND ND
16:0 13,98 ND ND ND ND ND ND ND
17:0 ANTEISO 13,28 2,12 ND 21,78 24,8 25,5 22,9 23,59

*, como Unica fuente de carbono y energia o carbono, nitrégeno y energia

# la quinona mayoritaria es la ubiquinona Q9.

Todas las cepas fueron negativas para la hidrolisis de la urea y la produccion de acidos a partir de D-manitol, D-melibiosa, D-
sorbitol, L-arabinosa, L-ramnosa, mio-inositol y sacarosa.

¥, Datos tomados de los autores: Guo y col., 2007; Kaeppel y col., 2011; Romanenko y col., 2005; Yoon y col., 2004; Green y
col., 2006; Achtman y Wagner, 2008; Gauthier y col., 1992.

La cepa M4-3M se diferencia especialmente de las especies relacionadas
filogenéticamente, por sus temperaturas de crecimiento y por una variable actividad
hidrolitica sobre proteinas, lipidos y otros compuestos. Ademas también parece ser
nutricionalmente mas versatil que el resto y muy sensible a los antimicrobianos.

111.2.3.1.3 Identificacidon taxondmica de la cepa M1-120

La secuencia del gen del ARNr 16S (1305 pb) de la cepa M1-120 se comparé con las
secuencias de las cepas tipo de las especies del género Pseudoalteromonas, mediante los tres
algoritmos Neighbour Joining, Maxima Parsimonia y Maximum Likelihood confirmandose
la pertenencia de dicha cepa al género Pseudoalteromonas. En la Figura 39 se muestra el
arbol filogenético basado en el algoritmo Neighbour Joining. Esta cepa mostré una similitud
del 97,9 % con la especie Pseudoalteromonas carrageenovora ATCC 43555,
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17

26

25

22

33

45

63

£|:Pseudonlteromonas maricaloris KMM 6367 (AF144036)

78

Pseudoalteromonas piscicida 1AM129327 (AF297959)

Pseudoalteromonas flavipulchra NCIMB 20337 (AF297958)

51

100

Pseudoaiteromonas peptidolytica F12-50-A17 (AF007286)

Pseudoaiteromonas rubra ATCC 295707 (X82147)
—— Pseudoaiteromonas tunicataD27(Z25522)

88 - Pseudoaiteromonas ulvae UL127(AF172987)

Pseudoalteromonas luteoviolacea NCIMB 18937 (X82144)
,—Pseudonlteromonas spongiae UST010723-0067 (AY769918)

35 L Pseudoaiteromonas ruthenica KMM 3007 (AF316891)

Pseudoalteromonas phenoiica 0-BC30T (AF332880)

Pseudoalteromonas byunsanensis FR11997D0Q011289)
i Pseudoaiteromonas aurantia ATCC 330467 (X82135)

57

14

39

100‘— Pseudoaiteromonas citrea NCIMB 18897 (X82137)
Pseudoaiteromonas arctica A 37-1-27 (DQ787199)
Pseudoalteromonas distincta ATCC 7005187 (AF043742)

13

43

{Pseudoalteromonas elyakovii KMM 1627 (AF082562)
10 Pseudoaiteromonas paragorgicoia KMM 35487 (AY040229)
Pseudoaiteromonas agarivorans KMIM 2557 (A)417594)

15

13

42

Pseudoalteromonas espejiana NCIMB 21277 (X82143)
{Pseudoalteromonas atlantica 1AM 129277 (X82134)
36 Pseudoaiteromonas tetraodonis 1AM 141607 (AF214730)
_|:Pseudoa/teromonasissachenkoni."KMrvl 35497 (AF316144)

35

19

22

M1-120
Pseudoaiteromonas carrageenovora ATCC 126627 (X82136)
Pseudoaiteromonas undina NCIMB 21287 (X82140)

ﬁ‘: Pseudoaiteromonas antarctica CECT 46647 (X98336)
Pseudoalteromonas transiucida KMM 5207 (AY040230)

29

Pseudoaiteromonas marina Mano4™ (AY563031)

Pseudoaiteromonas aliena KMM 35627 (AY387858)
,—Pseudoa/teromonas nigrifaciens NCIMB 8614™ (X82146)

28 |—Pseudoa/teromonas haloplanktis ATCC 143937 (X67024)

ﬁ': Pseudoaiteromonas donghaensis HI51T (F1754319)
Pseudoaiteromonas lipolytica LMEB 397 (F)404721)

57

{ Pseudoaiteromonas prydzensis MB8-11T (U85855)
72 Pseudoalteromonas marinigiutinosa KMM 36357 (21507251)

Pseudoaiteromonas denitrificans X82138ATCC 433377

Algicola bacteriolytica ATCC 7006797 (D89929)

Figura 39. Arbol filogenético basado en la secuencia del gen del ARNr 16S obtenido mediante el método
Maximum Likelihood. Se utiliz6 como “outgroup” la secuencia de la cepa tipo de Algicola bacteriolytica ATCC
700679". Los nimeros de acceso al GenBank de las secuencias de las cepas de referencia se encuentran entre

paréntesis.
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Los estudios genotipicos realizados indicaron que el valor medio en G+C era de 37,9
moles % para la cepa M1-120, proximo a 39,5 moles % de Pseudoalteromonas
carrageenovora.

Respecto al andlisis quimiotaxonémico los acidos grasos predominantes fueron 16:0
(29,85 %, p/p) y 12:0 30H (8,26 %, p/p). En la Tabla 26 se especifica el contenido total en
acidos grasos de la cepa M1-120 con un contenido superior al 1 %, p/p.

Tabla 26. Composicion en &cidos grasos de la cepa M1-120. Resultados expresados como
porcentaje del total de acidos grasos.

CEPA ACIDOS GRASOS
12:0 12:0 30H 14:0 16:0
3,49 8,26 1,59 29,85
M1-120
17:1 8¢ 17:0 18:1 o7¢ 18:0
1,38 1,00 5,76 2,86

La cepa M1-120, al igual que el resto de especies del género Pseudoalteromonas, es
un bacilo Gram negativo con un metabolismo respiratorio; crece en un rango de temperaturas
de entre 4 °C y 37°C. Es movil y catalasa positivo. Hidroliza la gelatina, el DNA y el Tween
80.

La cepa M1-120 presenta un Unico flagelo polar observable al microscopio
electronico de transmision (Figura 40).
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Figura 40. Microfotografia de la cepa M1-120
mostrando su Unico flagelo polar (16.000X).

Las principales diferencias entre la cepa M1-120 y la especie Pseudomonas
carrageenovora, con la que se relaciona filogenéticamente, se describen en la Tabla 27.

Tabla 27. Caracteristicas diferenciales entre la cepa M1-120 y Pseudomonas
carrageenovora ATCC 43555

Tamafio (um) 0,9-1,0x2,1-2,3 0,7-0,8 x1,9-2,5

Morfologia Bacilo Cocobacilo
Crecimiento en sales (%, p/v) 1-15 1-7,5
Crecimiento en pH 6-10 6-9
Crecimiento en*
Acetato -
D-galactosa -
Glicerol -
L-Lactosa -
Citrato -
L-alanina + -
Sensibilidad a
Eritromicina (15ug) - D
Contenido en G+C (moles %) 37,9 39,5

*, sustratos utilizados como Unica fuente de carbono y energia o0 como Unica fuente de carbono, energia y nitrégeno.
D, dudoso.
? datos obtenidos de Kagawa-Matsuhita y colaboradores (1992) y Gauthier y colaboradores (1995).

+ 4+ 4+ o+ o+
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La cepa M1-120 se diferencia especialmente por su capacidad para crecer a
concentraciones salinas mas elevadas y por su escasa versatilidad nutricional, ya que utiliza
pocos sustratos como Unica fuente de carbono y energia, y la produccion de acidos a partir de
diferentes carbohidratos es bastante escasa. Por el contrario la actividad hidrolitica es amplia
aunque no destaca sobre el resto de especies del género Pseudoalteromonas; finalmente es
sensible a la mayoria de los antimicrobianos.

111.2.3.2. Caracterizacion taxonémica de las cepas de arqueas

Las 49 cepas pertenecientes al Dominio Archaea, aisladas del Humedal de Ajauque
y Rambla Salada, fueron identificadas inicialmente en base a la secuencia parcial del gen del
ARNr 16S. En la Tabla 28 se muestran las distintas asignaciones taxonémicas.

Entre las 49 cepas aisladas, se identificaron 19 especies incluidas en 12 géneros.
Haloferax y Natrinema fueron los géneros mas representados con un 20,4 % del total cada
uno, seguido de los géneros Halostagnicola (12,2 %), Haloarcula (8,2 %), Halorubrum (8,2
%), Haloterrigena (8,2 %), Halococcus (6,1 %), Haladaptatus (4,1 %), Halomicrobium (4,1
%), Natrialba (4,1 %), Halogeometricum (2,1 %) y Halorhabdus (2,1 %).

El analisis de las secuencias parciales del gen del ARNr 16S mediante el algoritmo
Maxima Parsimonia confirm6 la pertenencia de todas las cepas a la familia
Halobacteriaceae (Figura 41). Los resultados de las pruebas fenotipicas y el porcentaje de
identidad en las secuencias del ARNr 16S de cada una de las cepas puede consultarse en los
anexos VIl y VIII respectivamente.

A continuacion, se procedid a la secuenciacion completa del gen del ARNr 16S de
cinco de las cepas por considerarlas candidatas a constituir nuevos taxa ya que su porcentaje
de identidad con las secuencias de las bases de datos era inferior al 97 %. Concretamente nos
referimos a las cepas M2-2D, M4-6a, M4-6b, M3-1c y M2-7b que de acuerdo con los
resultados mostrados en la Tabla 28 se habrian asignado en un principio a los géneros
Halorhabdus, Haladaptatus, Halomicrobium, Natrinema, respectivamente. El analisis
filogenético reveld que la cepa M2-2D podria constituir un nuevo género ya que solo
presentd un 92,35 % de identidad con la especie Halomarina oriensis JMC 16495" y por
tanto fue con esta cepa con la que se continud el estudio taxondmico. El resto de cepas
presentaron unos porcentajes de identidad superiores al 98,4 %; concretamente, las cepas
M4-6a y M4-6b presentaron un porcentaje del 98,7 % y 98,4 % con Haladaptatus
paucihalophilus DX253" , la cepa M3-1c un 98,5 % con Halomicrobium mukohataei arg-2"
y la cepa M2-7b un 98,9 % con Natrinema pallidum CIP 106292" y se continuara en un
futuro préximo con su estudio.
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Tabla 28. Asignacién taxondmica de las cepas de arqueas aisladas del Humedal de
Ajauque y Rambla Salada en base a la secuencia parcial del gen del ARNr 16S.

PHYLUM CLASE ORDEN FAMILA

GENERO

Haladaptatus

@*

Haloarcula

©

Halococcus

®3)

Haloferax

(10)

Halogeometricum

5 0 @ Ol

g < 2@ @ Halomicrobium

P = [ &

8 2 g = 2)

S 8 3] g Halorhabdus

g 2 5 g ()

o [+ -_—

3 T < - Halorubrum
T T (4)

Halostagnicola

6

Haloterrigena

Q)

Natrialba

@

Natrinema

(10)

ESPECIE

Haladaptatus paucihalophilus DX253" (2)

Haloarcula argentinensis arg-1" (2)
Haloarcula quadrata 801030/17 (2)

Halococcus hamelinensis 100A6" (3)

Haloferax mediterranei R-4" (6)
Haloferax mucosum PA12" (2)

Haloferax prahovense TL6' (2)

Halogeometricum borinquense PR3 (1)
Halomicrobium mukohataei arg-2" (2)
Halorhabdus tiamatea SARL4B" (1)

Halorubrum aidingense 31-hong" (4)
Halostagnicola kamekurae 194-10" (3)
Halostagnicola larsenii XH-48" (3)
Haloterrigena jeotgali A29" (2)
Haloterrigena thermotolerans PR5' (2)
Natrialba aegyptia 40" (2)

Natrinema altunense AJ2T (3)
Natrinema gari HIS40-3 (1)
Natrinema pallidum CIP 1062927 (6)

*, los nUmeros entre paréntesis indican el nimero de aislados de cada taxén.

La caracterizacion taxondmica de las cepas se llevdO a cabo siguiendo las
recomendaciones del Comité Internacional de Taxonomia para la descripcién de nuevas
especies del orden Halobacteriales (Oreny col., 1997b).
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1-18
2-9a
2-1d
4-1c
4-1b
4-4a
2-7c
2-1c
2-8
2-7b
Halfobacterivum noricense AT T(AJSS48827)
Haloterrigena turkimenica JMC 91017 (ABO04878)
3-7b
s3] 3-Sb
5 2-9b
1-23
Hafovivax asiaticus JCM 146247 (AMO39978)
Natronobacterium bangense JMC 106357 (¥ 14028)
55 Natronolimnobius basrfivensis JCM 122537 (AB125106)
Natrialba asiatica JCM 95767 (D14123)
5] 1-7
386 3-1a
Halobiforma halfoferrestris DSM 130787 (AF333760)
Natronococcus occwitus IMC 885397 (Z28378)
2-2b
1-9
2-11d
M2-11a
rMa-Bc
M1-13
Halostagnicola farsenii JCM 134637 (AMI117571)

Halfopiger xanaduensis JCM 140337 (AM268114)
— M3-1c

gol—mz-1d
— Halomicrobium mukohatasi JCM 9738T (EF645691)

59— Hajorhabdus wtahensis DSM 129407 {CP001687)
Ii Hafosimpliex carfsbadense JMC 112227 (ABO72815)
M2-4d

M2-4a
99 M2-7Ta
M2-4c
Halfoarcula valliismortis DShM 37567 (D50851)

Halatkalicoccus Hbetensis JCM 118907 (AF435112)
2-2D

Halomaring orfensis JMC 164957 (AB519798)
Natronormonas mooiapensis CECT 75267 (AY498645)
M3-8d

M3-2d

M3-8c

Hafococcus morrfruae JCh 88767 (EF645691)
Halobacterivum salinarum NCIMIB 786T (AJ496185)
Hafobacterivm saccharovorum DSk 11377 (X82167)
M1-17

asg| M1-19

M1-10

M1-20

99|

Halfoguadratum walishyi JCh 127057 (AM180088)

Natronobacterium gregoryi JCh 88607 (D87970.1)
Halfobacuwivim gomorrense JCMM 9908T (L37444)

Ma-Ba
g M4-Bb
Haladaptatus pavcifalopfiivs JCM 138977 (DQ244974)
L Halosarcina pafiida JCM 14848T (AB477980.1)

g M2-4b
=le) Halogeometricwm boringuense JCh 107067 (DQS853414)

Halopianus natans JChM 140817 (DQ417339)
3-8a

M3-8b

Haioferax voicaniiNCIMB 20127 (K00421)

Ma-4d

Ma-4c

M3-4a

M3-2a

Ma-4b

M3-2b

M2-2a

Ma-1a

Methanospirifium hungatel AT CC 278907 (AY 196633)

Figura 41. Arbol filogenético basado en la secuencia parcial del gen del ARNr 16S obtenido mediante el
método Méxima Parsimonia. Se utilizo como “outgroup” la secuencia de la cepa tipo de Methanospirillum
hungatei JF-1". Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 50 %. Los niimeros de acceso al GenBank se

muestran entre paréntesis.
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111.2.3.2.1. Identificacion taxonémica de la cepa M2-2D

Como ya se ha indicado, la secuencia del gen del ARNr 16S de la cepa M2-2D (1470
pb) mostré un porcentaje de identidad del 92,35 % con Halomarina oriensis JMC 16495,
Los porcentajes de identidad con otras especies relacionadas filogenéticamente fueron 91,98
% con Natronomonas moolapensis, 91,69 % con Natronomonas pharaonis, 91,1 % con
Halorhabdus utahensis y 91,03 % con Halobacteium noricense. Dicha secuencia fue
analizada mediante los algoritmos Neighbour Joining, Méaxima Parsimonia y Maximum
Likelihood, confirmando la pertenencia de la cepa M2-2D a la familia Halobacteriaceae. En
la Figura 42 se muestra el arbol basado en el algoritmo Maximun Likelihood y en el anexo
IX pueden consultarse los arboles resultados de aplicar los otros dos algoritmos.

] — M2-2D7
I Halomarina oriensis JMC 164957 (AB519798)

{ Halorientalis regularis TNN28T(GQ282621)
Halorhabdus utahensis DSM 129407 (CP001687)

Halobacterium noricense A1T(AJ548827)

58

100

52

—— Natronomonas pharaonis DSM 2160T(CR936257)
T S Natronomonas moolapensis CECT 75267 (AY498645)
Methanospirillum hungatei ATCC 278907 (AY196683)

Figura 42. Arbol filogenético basado en la secuencia del gen del ARNr 16S obtenido mediante el método
Maximum Likelihood. Se utilizé como “outgroup” la secuencia de la cepa tipo de Methanospirillum hungatei
ATCC 27890". Los niimeros de acceso al GenBank/EMBL/DDBJ se muestran entre paréntesis. Se indican los
valores de “bootstrap” superiores al 50 %.

Las cepas de la familia Halobacteriaceae crecen a partir del 15 % (p/v) de sal y de
un valor de pH de 6. Necesitan una concentracion minima del 0,5 % (p/v) de magnesio para
crecer. La mayoria reducen el nitrato de forma aerobia y ninguna de ellas crece con citrato
como Unica fuente de carbono y energia ni DL-alanina como Unica fuente de carbono,
nitrégeno y energia. Son resistentes a sulfamida, eritromicina, ampicilina, tetraciclina y
cloranfenicol.

Del anélisis fenotipico realizado se desprende que la cepa M2-2D presentaba
numerosas diferencias fenotipicas con las especies de la familia Halobacteriaceae,
mostrando mayor semejanza con Halomarina oriensis, Natronomonas moolapensis,
Natronomonas pharaonis, Halorhabdus utahensis, Halobacterium noricense y Halorientalis
regularis.

La comparacion fenotipica de esta cepa y de las especies mas relacionadas se
muestra en la Tabla 29. En el pie de tabla, se indican las caracteristicas comunes a todas
ellas.
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Tabla 29. Caracteristicas que distinguen la cepa M2-2D de las especies mas
relacionadas.

1, cepa 2-2D; 2, Halomarina oriensis JMC 16495"; 3, Natronomonas moolapensis CECT
7526"; 4, Natronomonas pharaonis DSM 21620"; 5, Halorhabdus utahensis DSM 12940";
6, Halobacterium noricense DSM 15987"; 7, Halorientalis regularis JMC 16425".

Simbolos: +, positivo; -, negativo. ND: no determinado; P, pleomorfo; C, coco; B, bacilo.
CARACTERISTICA

1 2¥% 3L 4F 5% 62 7
Morfologia P C P P P P B
Pigmentacion Rosa Roja Roja Roja Roja Roja Roja
Crecimietno a
Concentraciones de magnesio (%6,
piv)
Rango 0,5-30 0,5-31 1-30 0,5-30 0,5-20 0,5-30 0,5-10
Optimo 10 5 75 5 3 5 3
pH
Rango 6-9 7-9 6-8 7-10 6-9 6-8 6-9
Optimo 75 8 8 8 7 7 7
Concentraciones de sales (%, p/v)
Rango 15-30 10-30 15-30 10-30 15-30 15-30 20-30
Optimo 25 25 25 20 25 25 25
Temperatura (°C)
Rango 25-51 25-41 25-42 25-43 25-51 32-41 25-41
Optimo 37 37 40 40 41 37 37
Hidrdlisis de
Almidon + - ND - - - +
Gelatina + + ND ND - - -
Produccién de indol - - ND - - ND
Reduccion aerobia de nitratos + + + + + - +
Crecimiento anaerobio en
L-arginina - - ND - - + -
Nitrato - - ND - + + -
Crecimiento en*
L-arabinosa - + - - - + +
Cistina - - ND - - -
D-fructosa + + - - + + -
D-lactosa + + - + - - +
DL-glicerol + + + + - +
D-glucosa + + + + + - +
D-lactosa - + - - - + -
D-manitol - + - - - + +
L-serina - - - - - - +
D-trealosa - + ND - - + +
L-valina - - - - - - +
D-xilosa + + - + + - -
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Tabla 29. Continuacion

CARACTERISTICA

[N
N
#

3% 4F 5¢ 6. 7

Produccion de &cidos a partir de
L-arabinosa -
D-fructosa -
D-galactosa +
DL-glicerol -
D-glucosa +
D-lactosa -
D-trealosa -
D-xilosa -

Suceptibilidad a
Acido nalidixico (30ug) - - ND - - - -
Bacitracina (10Ul) - + - + + - +
Ciprofloxacina (5ug) - - ND - ND ND -
Penicilina G (10U1) - - ND - - ND -
Rifampicina (5ug) + + + + - ND +
Trimetropim (1,25ug) +
Sulfametoxazol (23,75u9)

*, como Unica fuente de carbono y energia o Unica fuente de carbono, nitrédgeno y energia.

Todas las cepas incluidas en esta tabla son resistentes a ampicilina (10 pg), cefalotina (30 pg), cloranfenicol (30 ug),

eritromicina (15 pg), estreptomicina (10 pg) y tetraciclina (30 pg).

Ninguna de estas cepas utiliza alanina como Unica fuente de carbono, nitrégeno y energia, ni citrato como Unica fuente

de carbono y energia.

Datos de ¥, Inoue y col. (aceptada); £, Burn y col. (2010); ¥, Soliman y Tryper (1983); f, Waino y col. (2000); .,

Gruber y col. (2004); ¢; Cui y col. (aceptada).

+ o+ + + o+ 4+ o+ o+

- - ND - ND ND -

La cepa M2-2D se distingue de las especies mas relacionadas en un alto nimero de pruebas
fenotipicas, tanto morfolégicas como bioguimicas, nutricionaes y de sensibilidad a agentes
antimicrobianos, destacando por la pigmentacion rosa de sus colonias y la capacidad para
crecer a la temperatura de 51 °C. Ademas, hidroliza el almidon, no presenta la enzima
ADNasa, y produce acidos de la D-glucosa y de la D-galactosa. Por otra parte, es sensible
Unicamente a la rifampicina de entre todos los antimicrobianos ensayados.
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111.2.4. DISCUSION

La identificacion de las cepas encontradas en el Humedal de Ajaugue y Rambla
Salada constituye una importante fuente de informacion acerca de este habitat inexplorado
desde el punto de vista microbioldgico. Dentro de las comunidades microbianas, los
procariotas heterétrofos (Dortch y Packard, 1989; Marie y col., 1999) llevan a cabo
funciones de importancia fundamental ya que controlan los flujos de nutrientes en el sistema
a través de la mineralizacion de la materia organica (Fuhrman y Azam, 1982; Azam y col.,
1983; Schut y col., 1997) y la produccion secundaria de carbono (Azamy col., 1983). Por lo
tanto, la identificacion y estudio de los aislados confiere informacion sobre los procesos
metabdlicos que llevan a cabo y que son necesarios para el entendimiento de los ecosistemas
asi como para el conocimiento de patrones biogeograficos (Staley y Gosink, 1999). Ademas,
al analizar un habitat inexplorado desde el punto de vista microbiolégico es posible encontrar
nuevas especies no descritas hasta el momento y con potencial aplicacion industrial.

El conocimiento de la diversidad procariota esta intimamente relacionada con la
taxonomia procariota (Oren, 2004), de manera que el estudio y descripcién de la diversidad
implica un conocimiento previo de las especies procariotas y, por consiguiente, una
definicion clara de especie. La taxonomia se basa en tres elementos clave: identificacion,
clasificacion y nomenclatura. Los tres elementos son campos dinamicos, y cada elemento
depende del que le precede. Mientras que la nomenclatura se rige por el Cdédigo
Bacterioldgico (Lapage y col., 1992), la clasificacion y la identifiacion de los procariotas son
areas gque no estan formalmente reguladas y en las que se han producido numerosos cambios
en los Gltimos 50 afios (Tindall, y col., 2010). Incluso hoy dia, a pesar de la informacion de
que disponemos acerca de la diversidad, la fisiologia y la genémica de los microorganismos
procariotas, todavia no existe una definicion clara de especie procariota.

Desde los primeros dias de la Microbiologia como ciencia, existen dificultades para
establecer un sistema de clasificacion satisfactorio de los procariotas. Aln siendo la especie,
de forma jerarquica, la base de la taxonomia, su concepto aln carece de una base tebrica, y
todas son definiciones pragmaticas tales como, por ejemplo, la definicién dada por Cowell y
colaboradores (1995) “una especie consiste en un conjunto de cepas que muestran un alto
grado de similitud fenotipica comparado con otros grupos de cepas relacionadas®. Ward
(1998) propuso establecer un concepto “natural” basado en la evolucion de las especies. Asi
pues, la definicion de especie es tremendamente subjetiva ya que no somos capaces de
determinar y definir conceptos como “gran parecido”, “caracteristicas esenciales”
“caracteristicas distintivas”. Cuantos y qué caracteres debe tener una especie es, por ahora,
una cuestion de criterio personal, que carece de directrices claras.

De las definiciones de especie procariota dadas por algunos autores (Dykhuizen y
Green, 1991, Istock y col., 1996; Payls y col., 1997, Stackebrant 2000; Rosell6-Mora y
Amann, 2001), se deduce un concepto filo-fenotipico; se trata pues de “una categoria que
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circunscribe a (preferiblemente) un grupo coherente de individuos aislados mostrando un
alto grado de similaridad en (muchas) caracteristicas independientes, analizadas bajo
condiciones estandarizadas (Tindall y col., 2010). El actual concepto de especie esta basado
en las recomendaciones publicadas en 1987 por el Comité de Expertos (Wayne y col.,
1987), posteriormente confirmados y extendidos por el Comité especial para la reevaluacion
de la definicion de especie en bacteriologia (Stackebrandt y col, 2002) y mas recientemente
por Tindall y colaboradores (2010), los cuales han descrito los métodos que deben ser
considerados para la correcta caracterizacion procariota.

Teniendo en cuenta que la caracterizacion de una cepa es un elemento clave para la
sistematica procariota, tanto las metodologias mas recientes como las que se consideran
"tradicionales™ siguen siendo elementos clave para determinar si un cepa pertenece a un
taxon conocido o0 constituye uno nuevo, en este ultimo caso, la cepa o conjunto de cepas
debe caracterizarse o mas completamente posible (Tindall y col, 2010). Para ello esta
ampliamente aceptado que una descripcion taxondmica adecuada de los procariotas, en
particular de la especie, sélo puede lograrse cuando se lleva a cabo un estudio polifasico en
la que se tengan en cuentas las caracteristicas fenotipicas, filogenéticas, genémicas y
quimiotaxonémicas. El término taxonomia polifasica fue concebido por Colwell (1968) y
revisado por Vandamme y col., 1996). Si bien alin no existe un consenso sobre el nimero de
caracteristicas distintivas que son necesarias para describir a una nueva especie, la
coherencia entre estas caracteristicas es necesaria para la clasificacion correcta de los
procariotas; de forma individual, muchos de los caracteres son insuficientes para delimitar
las especies, pero en su conjunto proporcionan una informacién descriptiva que nos permite
reconocerlas (Vandamme y col., (1996).

La caracterizacion fenotipica constituye una de las lineas esenciales en taxonomia
polifasica (Vandamme y col., 1996), ya que aunque no representa toda la informacidn
potencial del genoma de los microorganismos (Logan, 1994; Rossell6-Mora y Amann, 2001)
es esencial para establecer una concordancia con los datos genéticos y filogenéticos
(Stackebrandt y Goebel, 1994; Stackebrandt y col., 2002).

Por otro lado, el contenido en G+C puede resultar Gtil como informacion orientativa;
una discrepancia elevada entre dos cepas podria ser indicativa de diferencias taxonémicas
entre las mismas (Goodfellow y col., 1997). No obstante, en los casos en los que los valores
son semejantes, deberia considerarse como un dato mas en la confirmacion de la relacién
taxonémica, ya que no se puede descartar la existencia de grupos diferentes con similar
contenido en guanina y citosina. La informacién que aporta este analisis no indica la
semejanza de genomas, sino la proporcion en determinados nucleétidos (Rosell6-Mora y
Amann, 2001).
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Por su parte, el andlisis quimiotaxonémico resulta interesante como dato
complementario para una caracterizacion taxondmica (Arahal, 2007) y de especial interés en
el caso de la caracterizacion de las especies de arqueas (Oreny col., 1997D).

En este trabajo, el estudio polifasico realizado en las cepas M3-97, M1-16-X, M4-
3M y M1-120 revelan que pudieran constituir nuevos taxa, todas ellos incluidos dentro de la
clase Gammaproteobacteria, donde se incluye el mayor nimero de especies de bacterias
halofilas (Tabla 1).

Las cepas M3-97 y M1-16-X constituyen nuevas especies del género Halomonas
(Dobson y Franzmann 1996), Halomonas lipolytica y Halomonas proteolytica. Este es el
género tipo de la familia Halomonadaceae (Franzmann y col., 1988), incluido en el orden
Oceanospirillales (Garrity y col., 2005), el que contiene mayor nimero de especies hal6filas
dentro de las proteobacterias. Otros géneros dentro de esta famila que inluyes bacterias
hal6filas moderadas son Aidingimonas (Wang y col., 2009d), Carnimonas (Garriga y col.,
1998), Chromohalobacter (Ventosa y col., 1989), Cobetia (Arahal y col., 2002a), Kushneria
(Sanchez-Porro y col., 2009b), Modicisalibacter (Ben Ali Gam y col., 2007), y Salinicola
(Anan’ina y col., 2007). Los miembros de esta familia han sido aislados de muy habitats,
tales como aguas marinas, lagos salinos y/o alcalinos, salinas solares, aguas residuales,
suelos salinos, alimentos, plantas y también, recientemente, de muestras biolégicas (Kim 'y
col., 2010). Este hecho, puede ser el motivo por el cual se trate de un grupo de especies con
gran heterogeneidad fenotipica.

La cepa M4-3M es una nueva especie del género Marinobacter (Marinobacter
halophilus) que se incluye en la familia Alteromonodaceae (Ivanova y Mikhailov, 2001;
Ivanova y col., 2004), en el orden Alteromonadales (Bowman and McMeeking 2005), otro
de los grupos importantes que contienen microorganismos hal6filos moderados. EI género
Marinobacter (Gauthier y col., 1992) es el que mas mayor nimero de especies incluye
dentro de esta familia; concretamente 27 especies se han aislado de sitios muy diversos,
como agua de mar, suelo y lagos hipersalinos, aguas residuales, cultivos de dinoflagelados,
sedimentos marinos, etc. Dentro de esta familia, se incluyen otros géneros con representantes
haléfilos como son Melitea (Urios y col., 2008), Microbulbifer (Gonzélez y col., 1997),
Marinobacterium (Gonzalez y col., 1997), Marinimicrobium (Lim y col., 2006), Haliea
(Urios y col., 2008), Glaciecola (Bowman y col., 1998), Bowmanella (Jean y col., 2006),
Alteromonas (Baumann y col., 1972), Aliagarivorans (Jean y col., 2009), Agarivorans
(Kurahashi y Yokota 2004), Aestuariibacter (Yi y col., 2004), Salinimonas (Jeon y col.,
2005), Saccharophagus (Ekborg y col., 2005). Solamente en el género Alishewanella (Vogel
y col., 2000) no se ha descrito hasta el momento ninguna especie hal6fila.

La cepa M1-120 constituye una nueva especie del género Pseudoalteromonas
(Pseudoalteromonas salina) perteneciente a la familia Pseudoalteromonadaceae (Ivanova y
col., 2004) que también se clasifica dentro del orden Alteromonadales. Esta familia incluye a
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los géneros Algicola (Ivanova y col., 2004), Pseudoalteromonas (Gauthier y col., 1995),
Psychrosphaera (Park y col., 2010), de los cuales, sélo el género Pseudoalteromonas tiene
representantes haldfilos. Los miembros de esta familia han sido aislados predominantemente
de agua de mar, lagos y sedimentos salinos.

En lo que se refiere a las arqueas, la cepa M2-2D es un miembro de la familia
Halobacteriaceae dentro del orden Halobacteriales, también llamadas haloarqueas. Las
arqueas se incluyen en dos phyla llamados Eryarchaeota y Crenarchaeota. Todas las
arqueas haldfilas que se han podido cultivar hasta el momento pertenecen al phylum
Euryarchaeota pero los estudios de ecologia molecular también han puesto de manifiesto
gue existen Crenarchaeota en los medios hipersalinos. La familia Halobacteriaceae incluye
33 géneros (de la Haba y col., 2011; Dworkin y col., 2007a; Garrity y col., 2005a; Oren,
2002) pero la cepa M2-2D no guarda suficiente relacion con ninguno de ellos por lo que sera
descrita como especie tipo dentro de un nuevo género con el nombre de Saliniarchaeom
ramblicolum

111.2.4.1. Cepa M3-97

Teniendo en cuenta que la cepa M3-97 sélo esta relacionada filogenéticamente con
Halomonas cerina con un porcentaje de identidad del 97,23 % y que ademas difiere de una
forma significativa en sus caracteristicas fenotipicas y en su contenido en G+C del ADN,
consideramos que puede constituir un nuevo taxa, por lo que proponemos la cepa M3-977
como la cepa tipo de la nueva especie Halomonas lipolytica dentro del género Halomonas.

Descripcion de Halomonas lipolytica sp. nov.

Halomonas lipolytica (li.po.ly'ti.ca. Gr. n. lipos grasa; Gr. adj. lytikos disolvente;
M.L. adj. lipolytica que disuelve la grasa).

Las células son bacilos Gram negativos con un tamafio de 1,2-1,4 x 3,2-3,5 um,
moviles mediante flagelos peritricos. Catalasa positivo y oxidasa negativo, con metabolismo
respiratorio con oxigeno, nitrato y nitrito como aceptor final de electrones. Reduce el nitrato
en aerobiosis. En medio sélido forma colonias convexas de color crema y mucosas. Los
rangos de concentraciones salinas, de temperatura y pH en los que puede crecer son los
siguientes: entre el 3 % vy el 25 % (p/v) de sales, entre 21 y 41 °C y entre los valores 5y 10
de pH, siendo el crecimiento éptimo a 5 % (p/v) de sales, 32 °C y pH 7. Crece en agar
MacConkey y Agar Cetrimida. Hidroliza el Tween 20 y el Tween 80 pero no la caseina, el
DNA, la gelatina, ni la tirosina. No produce sulfhidrico. Presenta las enzimas lecitinasa y
fosfatasa pero no produce amilasa, hemolisina, ornitina descarboxilasa ni ureasa. No produce
acidos de ninguno de los sustratos ensayados (amigdalina, L-arabinosa, D-glucosa, D-
manitol, D-melibiosa, mio-inositol, L-ramnosa, sacarosa y D-sorbitol). Utiliza como Unica
fuente de carbono y energia: acetato, citrato, D-celobiosa, D-fructosa, D-galactosa, etanol,
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mio-inositol, L-ramnosa, succinato y D-trealosa; emplea como Unica fuente de carbono,
nitrogeno y energia: L-alanina, L-histidina, L-serina, L-valina. No utiliza los siguientes
sustratos como Unica fuente de carbono y energia: L-arabinosa, adonitol, almiddn, caprilato,
D-gluconato, DL-lactato, D-manitol, D-manosa, D-rafinosa, esculina, glicerol, lactosa,
propionato, salicina y sorbitol. No emplea L-metionina ni L-fenilalanina, como Unica fuente
de carbono, nitrégeno y energia. Es sensible a acido nalidixico (30 pg), amoxicilina (25 pg),
ampicilina (10 pg), cefalotina (30 pg), gentamicina (10 pg), polimixina B (300 UI),
rifampicina (5 ug), sulfamida (300 ug), tetraciclina (30 pg) y tobramicina (10 pg), y
resistente a eritromicina (15 pg) y penicilina G (10 pg). Presenta un contenido de G+C de
66,9 moles %. Sus &cidos grasos predominantes son Cl18:1w7¢c (45,01%, p/p) y C16:0
(25,93%, p/p). Su principal ubiquinona es la ubiquinona 9 (92 %, p/p).

La cepa tipo M3-97" fue aislada de una muestra de agua salina de la finca de la
Salina, un area perteneciente al Humedal de Ajauque y Rambla Salada (Murcia, Espafia).

111.2.4.2. Cepa M1-16-X

Considerando que la cepa M1-16-X sélo esta relacionada filogenéticamente con
Halomonas fontilapidosi y Halomonas alkaliphila con un porcentaje de identidad del 96,94
% y 96,88 %, respectivamente y que ademas difiere de una forma significativa en sus
caracteristicas fenotipicas y en su contenido en G+C del ADN, proponemos a la cepa M1-16-
X" como la cepa tipo de la nueva especie Halomonas proteolytica dentro del género
Halomonas.

Descripcion de Halomonas proteolytica sp. nov.

Pseudomonas proteolytica (pro.te.o.ly’ti.ca. N.L. fem. adj. proteolytica proteolitica).

Las células son bacilos Gram negativos de tamafio comprendido entre 2,4-2,5 x 1,2-
1,3 um, moviles mediante flagelos peritricos. En medio solido forma colonias convexas,
mucosas, circulares, de color crema. Crece en un rango de soluciones de sales comprendido
entre el 1y el 30 % (p/v) con un Gptimo de crecimiento a 5 % (p/v). Crece en un rango de
temperatura que oscila entre 22 y 41 °C y pH entre 5 y 10, con éptimo crecimiento a 32 °C y
a pH 7. Catalasa positivo y Oxidasa negativo. Con metabolismo respiratorio con oxigeno y
nitrato como Gltimo aceptor de electrones. No respira sobre nitrito ni sobre fumarato. Reduce
anaerdbicamente el nitrato. Crece en agar Cetrimida pero no en agar MacConkey. Es capaz
de hidrolizar la gelatina y el Tween 20, pero no el almiddn, la caseina, el ADN, la tirosina ni
el Tween 80. No produce fosfatasa, hemolisina, lecitinasa, ornitina descarboxilasa ni ureasa.
No produce sulfhidrico. Produce &cidos de D-glucosa y mio-inositol pero no de amigdalina,
L-arabinosa, D-manitol, D-melibiosa, sacarosa, D-sorbitol y L-ramnosa. Utiliza como Unica
fuente de carbono y energia acetato, almidén, caprilato, D-celobiosa, citrato, D-galactosa,
glicerol, D-gluconato, D-glucosa, mio-inositol, propionato, L-ramnosa, sorbitol, succinato y
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D-trealosa. Como Unica fuente de carbono, nitrégeno y energia emplea L-alanina, L-histidina
y L-serina. No utiliza adonitol, D-fructosa, D-manitol, D-manosa, L-lactosa, etanol, D-
rafinosa, D-salicilina, esculina ni lactosa, como Unica fuente de carbono y energia. No
emplea L-arabinosa, L-metionina, L-valina ni L-fenilalanina como unica fuente de carbono,
nitrégeno y energia. Es sensible a amoxicilina (25 pg), ampicilina (10 pg), cefalotina (30
ug), gentamicina (10 pg), acido nalidixico (30 pg), penicilina G (10 pg), rifampicina (5 pg),
sulfamida (300 pg) y tetraciclina (30 pg), y resistente a eritromicina (15 pg). Presenta un
contenido en G+C de 56,2 moles %. Sus acidos grasos predominantes son Cl18:1w7c¢
(58,02%, p/p) y C16:0 (24,19%, p/p). Su principal ubiquinona es la ubiquinona 9 (97 %,
p/p).

La cepa tipo M1-16-X" fue aislada de una muestra de agua de una surgencia salina
en el Humedal de Ajauque y Rambla Salada (Murcia, Espafia).

111.2.4.3. Cepa M4-3M

La cepa M4-3M present6 en la secuencia del gen de su ARNr 16S un porcentaje de
identidad del 97,9% con Marinobacter segnicrescens, con quién, sin embargo, mantiene
considerables diferencias fenotipicas. Por tanto creemos que podemos hallarnos ante una
nueva especie del género Marinobacter, para la cual, proponemos el nombre de
Marinobacter halophilus.

Descripcion de Marinobacter halophilus sp. nov.

Marinobacter halophilus (ha.lo.phi’lus. Gr. n. halos sal; Gr. adj. philos amigo; N.L. masc.
adj. halophilus amigo de la sal).

Las células son bacilos Gram negativos con un tamafio de 0,5 x 1,9 um, moviles
mediante un unico flagelo polar. En medio sélido forma colonias convexas de color crema
Catalasa positivo y oxidasa negativo. Reduce el nitrato en condiciones de aerobiosis.
Presenta metabolismo respiratorio con nitrato y oxigeno pero no nitrito como ultimo aceptor
de electrones. Crece entre 3% Yy 20 % (p/v) de sales y en un rango de 7 a 9 de pH y
temperatura entre 32 y 51°C. EI crecimiento 6ptimo se observa a 5 % (p/v) de sales, 32 °C y
pH 7. Crece en agar MacConkey y agar Cetrimida. Hidroliza la esculina, la gelatina, el
Tween 20, el Tween 80 y la tirosina y produce pigmento de la tirosina. No hidroliza el
almidon. No produce las enzimas lecitinasa, ornitina descarboxilasa ni ureasa. Crece en
todos los compuestos ensayados como Unica fuente de carbono y energia o fuente de
carbono, nitrégeno y energia (acetato, citrato, D-fructosa, D-galactosa, D-glucosa, glicerol,
lactosa, L-alanina, L-histidina y succinato). Produce &acidos a partir de D-fructosa y D-
glucosa pero no a partir de amigdalina, D-manitol, D-melibiosa, D-sorbitol, L-arabinosa, L-
ramnosa, mio-inositol ni sacarosa. Es sensible a acido nalidixico (30 pg), polimixina B (300
Ul) vy sulfamida (300 ug), y resistente a amoxicilina (25 pg), ampicilina (10 pg), cefalotina
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(30 ug), eritromicina (15 pg), gentamicina (10 pg), penicilina G (10 pg), rifampicina (5 pg)
y tetraciclina (30 pg). El contenido en G+C es de 56,2 moles %. Sus &cidos grasos
predominantes son grasos 15:0 ANTEISO (34,30 %, p/p), 17:0 ANTEISO (13,98 %, p/p) y
16:0 (13,28 %, p/p). Su principal ubiquinona es la ubiquinona 9 (93 %, p/p).

La cepa tipo M4-3M" fue aislada de una muestra de agua salina de la finca de la
Salina, un area perteneciente al Humedal de Ajauque y Rambla Salada (Murcia, Espafia).

111.2.4.4. Cepa M1-120

La cepa M1-120 present6 en la secuencia del gen de su ARNr 16S un porcentaje de
identidad del 97,9% con Pseudoalteromonas carrageenovora, con quién, sin embargo,
mantiene considerables diferencias fenotipicas. Por tanto creemos que podemos hallarnos
ante una nueva especie del género Pseudoalteromonas, para la cual, proponemos el nombre
de Pseudoalteromonas salina.

Descripcion de Pseudoalteromonas salina sp. nov.

Pseudoalteromonas salina (sa.li'na. L. fem. adj. salina salado, salina).

Las células son bacilos Gram negativos con un tamafio de 0,9-1,0 x 2,1-2,3 pm,
maviles mediante un unico flagelo polar. En medio sélido forma colonias convexas de color
blanco-crema. Catalasa positivo y oxidasa negativo. Presenta metabolismo respiratorio con
oxigeno como ultimo aceptor de electrones. Crece entre el 1% y 15 % (p/v) de sales, en un
rango de pH de 6 a 10 y de temperatura entre 22 y 37°C. El crecimiento Optimo de la cepa se
observa a 5 % (p/v) de sales, 32 °C y pH 7. Crece en agar MacConkey. Produce la enzima
fosfatasa y ureasa pero no hemolisina. Hidroliza la caseina, la esculina, el Tween 20 vy el
Tween 80 pero no el almidon ni la tirosina. Crece sobre D-fructosa, L-lactosa, D-glucosa y
succinato como Unica fuente de carbono y energia, y sobre L-alanina como Unica fuente de
carbono, nitrégeno y energia. Es sensible a polimixina B (300 Ul), amoxicilina (25 pg),
tetraciclina (30 pg), tobramicina (10 pg), gentamicina (10 pg), ampicilina (10 pg),
rifampicina (5 pg) y cefalotina (30 pg), y resistente a la sulfamida (300 pg), eritromicina (15
1Q), acido nalidixico (30 pug) y penicilina G (10 pg). El contenido en G+C es de 37,9 moles
%. Sus acidos grasos predominantes son 16:0 (29,85 %, p/p) y 12:0 30H (8,26 %, p/p).

La cepa tipo M1-120" fue aislada de una muestra de agua salina de la finca de la
Salina, un area perteneciente al Humedal de Ajauque y Rambla Salada (Murcia, Espafa).

111.2.4.5. Cepa M2-2D

En base a las diferencias tanto fenotipicas como filogenéticas de la cepa M2-2D
respecto a los géneros y especies validamente descritos de la familia Halobacteriaceae,
consideramos que esta cepa debe ser reconocida como tipo de una nueva especie, dentro de
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un nuevo género para los cuales proponemos los nombre Saliniarchaeom y Saliniarchaeom
ramblicolum

Descripcion de Saliniarchaeom gen. nov.
Saliniarchaeom

Las células son pleomorficas. Catalasa positivo. En medio solido forma colonias
circulares, convexas, mucosas y son pigmentadas de rosa. Metabolismo respiratorio.
Produce &cidos de la glucosa. Presenta una alta versatilidad nutricional. Hal6filo extremo.
Requiere Na*y Mg?*. La especie tipo es Saliniarchaeom ramblicolum.

Descripcion de Saliniarchaeom ramblicolum sp. nov.

ramblicolum [ram.bli.co’la. Espafiol sb. fem. rambla del Arabe sh. ramla lit. terreno
arenoso; L. suff. [in]cola habitante de; N.L. sb. fem. nom. ramblicola habitante de una
rambla.

Ademas de las caracteristicas ya descritas para el nuevo género, la especie es
oxidasa negativo. En medio solido forma colonias circulares y convexas de color rosa y
mucosas. Crece entre un 15 % y 30 % (p/v) de sales con un crecimiento éptimo al 25 %
(p/v). Requiere un minimo de magnesio del 0,5 % (p/v) para su crecimiento siendo el
optimo a 10 % (p/v). Crece en un rango de temperatura entre 25-51 °C y de pH entre 6 y 9
con un oOptimo de crecimiento a 37 °C y a pH 7,5. Su metabolismo es respiratorio con
oxigeno y nitrato como ultimo aceptor de electrones. Reduce el nitrato en aerobiosis.
Hidroliza el almidon y la gelatina pero no el Tween 80. Indol negativo. Produce fosfatasa
pero no ADNasa. No crece en anaerobiosis con L-arginina ni nitrato. Produce acidos de D-
galactosa y D-glucosa, pero no de L-arabinosa, D-fructosa, DL-glicerol, D-lactosa, D-
trealosa ni D-xilosa. Utiliza D-fructosa, D-galactosa, DL-glicerol, D-glucosa y D-xilosa
como Unica fuente de carbono y energia. Es sensible a la rifampicina (5 pg) y resistente al
acido nalidixico (30 ug), bacitracina (10 Ul), ciprofloxacina (5 pg), penicilina G (10 UI),
Trimetropin-Sulfametoxazol (1,25 pg + 23,75 ug), ampicilina (10 ug), cefalotina (30 ug),
cloranfenicol (30 pg), eritromicina (15 pg), estreptomicina (10 ug) v tetraciclina (30 ug).

La cepa tipo M2-2D" fue aislada de una muestra de suelo salino de la Finca de la
Salina, un area perteneciente al Humedal de Ajauque y Rambla Salada (Murcia, Espafa).
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111.3.1. RESUMEN

Conocer la diversidad microbiana se considera parte primordial del estudio de los
ecosistemas. EI Humedal de Ajauque y Rambla Salada, un paraje inexplorado desde el punto
de vista microbiol6gico, estd considerado Espacio Protegido de la comunidad Murciana
(BORM 10/9/1998), de ahi el gran interés que suscita este estudio.

El analisis de la composicion microbiana para cada época y zona de muestreo se llevo
a cabo mediante la métrica de distancia euclidiana cuadrada. La matriz de datos se elabor6
con la asignacion taxonémica a nivel de género dada por el programa EzTaxon Server 2.1
utilizando la secuencia parcial de la region hipervariable V1-V3 del gen del ARNr 16S con
un porcentaje de identidad de al menos el 95 %. El estudio global se realizd mediante el
calculo del parametro estadistico Chi-Cuadrado con el programa Statgraphics Centurion
version 16.1.11.

Analizada la composicion microbiana, se hizo un estudio de diversidad utilizando el
programa informatico DOTUR el cual calcul6 los indices de diversidad y estimadores de
riqgueza mediante el analisis de la secuencia parcial del gen del ARNr 16S a un nivel de
distancia genética del 3 %.

Este estudio nos permitié poner de manifiesto la alta diversidad procariota existente en
el Humedal de Ajauque y Rambla Salada, diversidad que no se ve afectada por la época de
muestro.
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111.3.2. MATERIAL Y METODOS
111.3.2.1. Composicion de las comunidades

El andlisis de las comunidades se llevo a cabo para las cuatro épocas de muestreo y
los cuatro habitats seleccionados en el Humdal de Ajauque y Rambla Salada (véase el
Capitulo 1).

Mediante la identificacion taxondémica, obtenida de la secuencia parcial del gen del
ARNr 16S (véase el Capitulo 2), se construy6 una matriz de datos con el nimero total de
cepas de cada género en funcion de las dos agrupaciones mencionadas (épocas y zonas de
muestreo).

Esta matriz se import6 al programa Statgraphics Centurion versiéon 16.1.11 y se hizo
un andlisis de agrupacion empleando la métrica de distancia euclidiana cuadrada para
obtener el dendrograma correspondiente mediante el analisis UPGMA (Hair y col., 1992). El
rango de valores de la distancia euclidiana toma valores desde cero a infinito, por tanto,
cuanto mas préximo a cero, mas parecidas son las variables, en nuestro caso, las distintas
épocas y zonas de muestreo (Herrera, 2000).

A continuacién se realizé el test de hip6tesis Chi-cuadrado (#°) para ambas
agrupaciones, el cual da como resultado un valor numérico cuyo p-valor debe ser comparado
con el nivel de significancia a = 0,05. Si el valor calculado es menor se podra concluir que
existe una asociacion estadisticamente significativa entre las cepas aisladas, es decir, los
distintos géneros identificados estan representados en las dos agrupaciones realizadas.

La férmula de Chi-cuadrado es:

_(0-E)?
E

2/2

donde O y E representan las frecuencias observadas y las esperadas respectivamente.

111.3.2.2. Andlisis de la diversidad

La evaluaciéon y comparacion de la diversidad procariota se llevé a cabo mediante la
agrupacion de los microorganismos en Unidades Taxondémicas Operativas (OTUs, del inglés
Operational Taxonomic Units), las cuales se obtuvieron utilizando las secuencias parciales
del gen del ARNr 16S de cada microorganismo y estableciendo un nivel de distancia del 3
%.
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El anélisis de la diversidad se hizo para las dos agrupaciones mencionadas utilizando
el programa informatico DOTUR (Schloss y Handelsman, 2005). Para ello, tras el
alineamiento de las secuencias mediante el método CLUSTALX (Thompson y col., 1994), se
construy6 una matriz de distancias corregida empleando el método de Jukes-Cantor con el
programa dnadist del paquete de programas PHYLIP (Felsenstein, 2002). Dicha matriz fue
entonces importada al programa DOTUR que nos permitié obtener la agrupacion de las
secuencias en OTUs, la estimacion de la riqueza en especies (Chaol y ACE) los indices de
diversidad de Shannon-Weaver (H’) y el reciproco de Simpson (1/D), asi como las curvas de
acumulacion de especies y de rarefaccion. Para los estudios de rarefaccion, el nimero de
remuestreos fue de 1.000.

111.3.2.2.1. Estimacion del nimero de OTUs

El método aplicado para la agrupacion de secuencias en OTUs fue el algoritmo de
distancia maxima o “furthest neighbour” a un nivel de distancia del 3%.

111.3.2.2.2. indices de diversidad

La diversidad de una comunidad depende de la riqueza (nimero de especies) y de la
abundancia relativa de éstas (equitatividad o evenness, Begon y col., 1986). Los estimadores
no paramétricos ponderan de diferente manera a las especies abundantes en relacion con las
especies menos abundantes. La medida mas simple de diversidad que toma en cuenta tanto la
abundancia como la riqueza de especies es el indice de diversidad de Simpson (D) (Simpson,
1949), el cual se calcula a partir de la proporcién de individuos de cada especie i que
contribuyen al total de la muestra. Este indice esta basado en la probabilidad de que si se
toman dos individuos, estos sean de la misma especie (Brown y Bowman, 2001); valores
cercanos a 1 indican que s6lo unas pocas especies predominan en la muestra. La ecuacion
para su célculo es:

Yoy ni(n; — 1)

D=
N(N —-1)

donde S es el numero de especies, N es el total de especies presentes y n es el nimero de
ejemplares por especie.

Otro indice de diversidad muy utilizado es el denominado indice de Shannon-
Weaver (H") (Shannon y Weaver, 1949), el cual calcula la probabilidad de predecir la
especie de un individuo tomado al azar de la comunidad. Su valor mas bajo es 0 y se
corresponde con comunidades con una sola especie; valores altos indican que las
comunidades estan representadas por muchas especies, cada una con pocos individuos
(Brown y Bowman, 2001). Este indice se calcula como:
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S
H' = —sz' logs p;

i=1

donde S es el nimero de especies (la riqueza de especies), pi la proporcién de individuos de
la especie i respecto al total de individuos; es decir, la abundancia relativa de la especie i,
medida como la razén del namero de individuos de la especie i (ni) sobre el nimero de todos
los individuos de todas las especies (N).

111.3.2.2.3. Estimadores de riqueza

Se utilizaron los estimadores Chaol y ACE para evaluar la riqueza total de especies
(Chao, 1984; Chao y col., 1993). Ambos consideran la proporcion de especies observadas en
relacion a aquellas que han sido observadas solo una vez. Como se ha mencionado antes, en
una comunidad muy diversa, la probabilidad de que las especies sean observadas mas de una
vez sera baja ya que la mayoria de las especies estaran representadas por un solo individuo.
Chao 1 estima el namero de especies presentes en una comunidad basandose en aquellas que
son menos abundantes (Chao y Lee, 1992; Smith y Van Belle, 1984), por lo tanto, toma los
datos de las especies que estan representadas por un solo individuo en la muestra (singletons)
y las que estan representadas por dos individuos (doubletons); este estimador es
particularmente Util para muestras que tengan bajo nimero de especies, (Hughes y col.,
2001). En cambio, ACE (Chao y Lee, 1992) incorpora también datos de todas las especies
con menos de 10 individuos.

La formula para calcular cada uno de estos estimadores es:

-Chaol:

SChaol:Sobs + (n 12/2n2)

donde Schaoz €5 la riqueza total de especies, Sqps €5 €l nimero de especies observadas, n; es el
namero de especies observadas una vez y n, es el nimero de especies observadas dos veces.

-ACE (Abundance Coverage Estimator):

Sace=Sabund T (Srare/ Cace) + (F1/Cace)
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Material y métodos

donde Sace es la riqueza total de especies, Saung €S €l NUmero de especies abundantes (>10),
Srre €8 el numero de especies poco abundantes (<10), Cace €s la cobertura de la muestray F;
el namero de especies con un individuo en la muestra.

El concepto de cobertura muestreal fue introducido por Good en 1953 (Good, 1953)
para corregir el sesgo producido en la estimacién de la riqueza, ya que cuando se cuantifica
la riqueza observada en la muestra como el nimero total de especies presentes en ella, se
obtiene siempre un limite inferior para la riqueza. La cobertura muestreal es por tanto la
proporcion que representa la abundancia total de las especies presentes en una muestra, con
relacion a la abundancia total de la comunidad

111.3.2.2.4. Curvas de acumulacion de especies y curvas de rarefaccion

Se utilizé la curva de acumulacién de especies para visualizar graficamente el total
de la diversidad de la comunidad procariota, mediante la representacion del nimero de
OTUs observados en funcion del nimero de secuencias obtenidas.

Mediante las curvas de rarefaccion se represent6 la expectativa estadistica para las
correspondientes curvas de acumulacion.

En ambas representaciones, a medida que la curva va alcanzando la asintota mejor es
la calidad del muestreo y se podra conocer el valor real del nimero de OTUs de la
comunidad y, por tanto, se considerara que el muestreo realizado representa fielmente la
comunidad existente (Figura 43).

100 |

75

Curva de acumulacién

Curva de rarefaccion
50

Numero de OTUs observados

25
25 50 25 100 125

Numero de secuencias muestreadas

Figura 43. Curvas de acumulacion de especies y de rarefaccion.
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En la Tabla 30 se muestra un resumen de la agrupacion de secuencias, indices de
diversidad, estimadores de riqueza y curvas utilizadas en el analisis de la diversidad.

Tabla 30. Parametros utilizados en el andlisis de la diversidad.

INDICES REFERENCIAS

OTUs Staley, 1997

Indice de diversidad de Shannon (H") Shannon y Weaver, 1949
Reciproco del indice de diversidad de Simpson (1/D)  Simpson, 1949

Estimadores de riqueza (Sace, Schao1) Chao, 1984; Chao y Lee, 1992
Curvas de rarefaccion Sanders, 1968; Hurlbert, 1971
Curvas de acumulacién de especies Colwell y Coddington, 1994
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111.3.3. RESULTADOS
111.3.3.1. Composicion de la comunidad microbiana

111.3.3.1.1. Composicion de la comunidad bacteriana

En la Tabla 31 se muestra el niUmero de cepas bacterianas identificadas en cada
género en funcion de cada época de muestreo y de las cuatro zonas estudiadas. EI nGmero de
cepas identificadas fue mayor en junio de 2006 y en la zona de la finca de la Salina con 127
y 232 aislados respectivamente (véase la Tabla 31).

Se utiliz6 como criterio para la asignacion a un determinado género el porcentaje de
identidad superior o igual al 95% de la region hipervariable V1 a V3 de la secuencia del gen
del ARNr 16S.

El género Halomonas constituye el grupo mas abundante, seguido de Bacillus,
Marinobacter y Staphylococcus. Analizando cada uno de estos géneros, se observo que la
representacion de Bacillus y Halomonas fue similar en las distintas épocas de muestreo, no
asi en el estudio por zonas en el que el namero de cepas fue mayor en la finca de la Salina
seguida de la surgencia, humedal de Derramadores y trasvase Tajo-Segura; esto mismo
ocurrio con las especies identificadas de Marinobacter.
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Tabla 31. Numero de cepas identificadas en cada género seguin la época de muestreo y
la zona estudiada.

0 0 0 1 1 0 0 0
0 1 0 0 1 0 0 0
0 0 2 0 2 0 0 0
14 15 10 7 30 11 4 1
0 0 1 0 1 0 0 0
0 3 0 2 2 2 1 0
0 0 6 0 6 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0 1
32 43 36 40 78 29 23 21
0 1 6 3 3 5 2 0
1 1 1 0 2 0 1 0
0 0 2 0 0 0 0 2
0 1 0 0 1 0 0 0
1 | 18 | 9 | 20 | 28 | 8 | 7 | 5
Marinococcus o 2 | o | 1 | 1 o | 2 | o
[Microbulbifer 0o | 1 | o | o | 1 0o | 0o | o0
INesiotobacter o | 1 | o | o | o | o | o | 1
|Oceanobacilus ¢~ o | 2 | o | o | 3 0o | o0
‘Pallronia o | o | 1 | 0o 0 0 0 | 1
Patoea o o | o | 2 | 1 1 | o | o
Paracoccus o0 o0 | 0o | 1 1 0 0 | 0
Planococcus o o | 1 | 4 | 4 [ o | o | 1
|Pseudoalteromonas 2 | o | o | 2 | 4 | o | 0o | o0
Pseudomonas o | o | 1 | 1 | 1 | o | o | 1
Riemerela o | o | 1 o | o | 1 | 0o | o0
/salinicla. o 1 | o | o | o 1 | o | o
/salinmonas o | o | o | 3 | o o | o | 3
Isalinivibrio 4 8 | 1 | o | 6 2 | 0o | 5
|Swaminathania o | o | 1 | o | 1 0o | 0o | o0
IStaphylococcus 5 3 | 18 | 2 | 15 11 | 2 | 0
lvibie o | 3 | o | 2 | 4 [ o | o | 1
\Virgibacilus o | 7 | o | 0 | 4 | 2 | 1 | 0
Yersipa o 0o | o | & | 3 2 | 1 | o0
'Cepas no identificadas 14 | 18 | 22 | 8 | 31 | 9 | 10 | 12
TotAL 74 | 127 | 122 | 105 | 232 | 8 | s | s5 |

F-06: febrero 2006; J-06: junio 2006; N-07: noviembre 2007; F-07: febrero 2007; FS: finca La Salina;
S: surgencia; HD: humedal de Derramadores; TT-S: trasvase Tajo-Segura.

El analisis mediante distancia euclidiana cuadrada (Figrua 44) revel6 que en febrero
de 2006 la comunidad bacteriana presentaba mayores diferencias en cuanto a diversidad, con
una distancia de 135 con respecto al resto. En este mes no se aislé ninguna cepa
perteneciente al género Idiomarina y un Unico aislado fue identificado como Marinobacter
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sp. A una distancia de 120 se agruparon los muestreos realizados en junio de 2006 y
noviembre de 2007 en los cuales no se identificO ningun aislado de los géneros
Acinetobacter, Pantoea, Paracoccus, Pseudoalteromonas, Salinimonas y Yersinia y por el
contrario, s6lo en ambas épocas se aislaron cepas pertenecientes a los géneros Kushneria y
Salinivibrio.

Con respecto a las zonas muestreadas, la finca de la Salina mostré mayor diversidad
formando un Unico grupo a una distancia euclidianana cuadrada de 85 (Figura 44). A su vez,
a una distancia de 35 se agruparon las zonas de la surgencia y humedal de Derramadores. En
el primer caso, la finca de la Salina fue la Unica zona en la que se aislaron los géneros
Acinetobacter, Achromobacter, Bartonella, Luteimonas, Kushneria, Microbulbifer, Pantoea,
Paracoccus, Swaminathania,  Aurantimonas, Brevundimonas, Planococcus vy
Pseudoalteromonas. Ademas las cepas identificadas como Bacillus, Halomonas,
Marinobacter y Staphylococcus se aislaron en una proporcion muy superior al resto de las
zonas. En el caso de la surgencia y humedal de Derramadores, se observo que s6lo en estas
zonas se aislaron cepas pertenecientes a los géneros, Oceanobacillus, Riemerella y
Salinicola; mientras que en la zona del trasvase Tajo-Segura se identificaron especies de
Cronobacter, Labrencia, Nesiotobacter, Palleronia, Labrencia y Salinimonas que no estaban
presentes en el resto de zonas (Tabla 31 ).

Sin embargo, las diferencias mencionadas resultaron no ser significativas cuando se
llevé a cabo el estudio estadistico global mediante el pardmetro chi-cuadrado (y?). Este
indicd que existia una representacion significativa de los géneros con la época y zona
muestreada ya que en ambos casos el p-valor fue menor de 0,05 con un nivel de confianza
del 95,0 % (Tabla 32).

Tabla 32. Andlisis estadistico de la composicidén de la comunidad bacteriana.

GRUPO DE ESTUDIO

Chi-Cuadrado (x°) Valor-P
EPOCA DE MUESTREO 209,944* 0,0000
ZONAS DE MUESTREO 164,462* 0,0001

* 99 grados de libertad.
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DISTANCIA EUCLIDIANA CUADRADA

Figura 44. Composicion de la comunidad bacteriana en el Humedal de Ajaugue y Rambla Salada (Murcia)
en funcién del afio y de la zona de muestreo (A). Andlisis de cluster de la comunidad bacteriana a nivel de
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género en funcién de las dos agrupaciones (B).

111.3.3.1.2. Composicion de la comunidad de arqueas

En la Tabla 33 se muestra el nimero de cepas identificadas en cada género en
funcion de la época y de la zona muestreada. Como puede observarse el nimero fue mayor
en junio de 2006 (17 cepas) y menor en noviembre de 2007 (10 cepas). La finca de la Salina

fue el habitat con mayor nimero de representantes (29 cepas).

Los géneros mas abundantes fueron Haloferax y Natrinema con 10 aislados cada

uno de ellos y Halostagnicola con 6 cepas.
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Por otro lado, los géneros Haladaptatus, Halogeometricum, Halomicrobium vy
Halorhabdus estaban representados unicamente en uno de los afios muestreados y en una
zona de muestreo. La distribucion de cepas fue homogénea en las distintas épocas del afio;
en cambio, cuando hicimos el estudio por zonas de muestreo, observamos que las cepas de
arqueas fueron aisladas de la finca de la Salina y de la surgencia principalmente.

Tabla 33. Numero de cepas identificadas de cada género seguin la época de muestreo y
la zona estudiada.

GENERO EPOCA DE MUESTREO ZONAS DE MUESTREO
F-06 J-06 N-07 F-07 FS S HD TT-S
Haladaptatus 0 0 2 0 0 0 2 0
Haloarcula 0 4 0 0 8 1 0 0
Halococcus 0 0 0 8 1 2 0 0
Haloferax 0 1 4 5 8 2 0 0
Halogeometricum 0 1 0 0 1 0 0 0
Halomicrobium 0 0 0 2 2 0 0 0
Halorhabdus 0 1 0 0 1 0 0 0
Halorubrum. 4 0 0 0 3 1 0 0
Halostagnicola 2 3 1 0 2 0 4 0
Haloterrigena 8 1 0 0 1 1 0 2
Natrialba 1 0 0 1 2 0 0 0
Natrinema 1 6 3 0 5 4 0 1
TOTAL 11 17 10 11 29 11 6 3

F-06: febrero 2006; J-06: junio 2006; N-07: noviembre 2007; F-07: febrero 2007; FS: Finca La Salina;S: Surgencia; HD:
Humedal de Derramadores; TT-S: Trasvase Tajo-Segura.

Mediante el analisis de distancia euclidiana cuadrada se obtuvieron dos grandes
grupos respecto a la época de muestreo. El primero incluia a las épocas de febrero y junio de
2006 y noviembre de 2007; el segundo grupo, correspondiente a febrero de 2007, se separd
del resto a una distancia de 25. EI muestreo de febrero de 2007 se diferencié en que sélo en
esa época se aislaron cepas de Halococcus y Halomicrobium y no se aislé ninguna cepa
perteneciente al género Halostagnicola (Figura 45). A una distancia de 15 se formd un
subgrupo con los muestreos de junio de 2006 y noviembre de 2007 los cuales se
diferenciaron de febrero de 2006 por no haber aislado ninguna cepa de los géneros
Halomicrobium, Halococcus, Halorubrum ni Natrialba.

Con respecto a las zonas muestreadas, el dendrograma, obtenido por la métrica de
distancia euclidiana cuadrada mostr6d dos grupos a una distancia de 25 y un subgrupo con
una distancia de 15. La finca de la Salina fue el habitat que presenté mayores diferencias ya
gue en esta zona se cuantificaron mas aislados (29 cepas) de los cuales las cepas
identificadas como Halogeometricum spp., Halorhabdus spp., Halomicrobium spp. y
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Natrialba spp. solo estuvieron representados en este habitat. Con respecto al subgrupo
formado por la surgencia y humedal de Derramadores, en ambas zonas el nimero de aislados
fue superior al del trasvase Tajo-Segura. (Figura 45).

Al igual que ocurrié en la comunidad bacteriana, el analisis global del estudio de la
composicion de la comunidad de arqueas del Humedal de Ajauque y Rambla Salada
mediante el estadistico Chi-Cuadrado (°) resulté en un p-valor inferior a 0,05 con un nivel
de confianza del 95 % en ambas agrupaciones lo que indicd nuevamente que estas
diferencias obtenidas no eran significativas (Tabla 34).

Tabla 34. Analisis estadistico de la composicién de la comunidad de arqueas.

GRUPO DE ESTUDIO
EPOCA DE MUESTREO
ZONAS DE MUESTREO

*, 22 grados de libertad; **, 33 grados de libertad
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Figura 45. Composicion de la comunidad de arqueas en el Humedal de Ajauque yRambla Salada (Murcia)
en funcion de las épocas del afio y las zonas muestreadas (A). Andlisis de los cluster de la comunidad de
arqgueas a nivel de género en funcién de las dos agrupaciones (B).
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111.3.3.2. Diversidad microbiana

111.3.3.2.1. Diversidad bacteriana

El estudio de la diversidad se llevo a cabo mediante el calculo de los indices de
diversidad y estimadores de riqueza con el programa informatico DOTUR, asi como con la
representacion de las curvas de acumulacion de especies y de rarefaccion.

De las 428 cepas bacterianas aisladas, se obtuvo la secuencia parcial del gen del
ARNr 16S de 366 aislados, los cuales se agruparon en 139 OTUs a un nivel de distancia del
3 %. De acuerdo al método de agrupamiento de distancia maxima, la mayoria de las cepas
identificadas, un total de 44 OTUs, se aislaron en junio de 2006; teniendo en cuenta las
zonas de muestreo, el mayor nimero de secuencias se obtuvo de la Finca de la Salina (83
OTUs) (Tabla 35).

Tabla 35. Distribucion de OTUs y estimaciones de riqueza de especies bacterianas.

OTUs* H* 1/D* ACE* Chao 1*

TOTAL DE SECUENCIAS 139 450 67 23584 24124

EPOCA DE MUESTREO
FEBRERO 2006 29 3,06 20 69,53 59,60
JUNIO 2006 44 3,43 26 75,69 69,67
NOVIEMBRE 2007 36 3,54 51 37,11 36,50
FEBRERO 2007 37 3,31 27 55,82 54,00
ZONA DE MUESTREO
FINCA LA SALINA 83 4,80 52 152,78 128,05
SURGENCIA 44 3,62 51 75,12 69,00
HUMEDAD DE DERRAMADORES 24 3,05 32 34,50 31,33
TRASVASE TAJO-SEGURA 31 3,17 25 80,93 66,00

*, Datos obtenidos a nivel de distancia del 3 %.
H’, indice de diversidad de Shannon; 1/D, reciproco del indice de diversidad de Simpson; ACE, estimador de riqueza ACE;
Chao 1, estimador de riqueza Chao 1.

En febrero de 2006, los indices de diversidad (H= 3,06 y 1/D= 20) y el nimero de
OTUs (29) fueron mas bajos con respecto al resto de épocas muestreadas. Por el contrario, la
mayor diversdiad se obtuvo en noviembre de 2007 (H'= 3,54 y 1/D=51).

Teniendo en cuenta las zonas de muestreo, se consider6 de mayor diversidad
bacteriana la zona de la Finca de la Salina en la cual los indices de diversidad fueron H=
4,80y 1/D=52y los estimadores de riqueza Chao 1= 128,05 y ACE= 152,78.
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La relacion entre el nimero de OTUs observados y el total de las secuencias
analizadas mediante la curva de acumulacion de especies se representa en la Figura 46. En
dicha figura, se incluyen también las curvas de rarefaccion y la representacion grafica de los
estimadores de riqueza Chao 1 y ACE. La calidad del muestro Ilevado a cabo se observo
mediante la curva de rarefaccion, la cual tiende a la asintota y esto indic6 que el nimero total
de secuencias muestreadas pertenecientes al Humedal de Ajaque y Rambla Salada,
representan una estimacion inicial de la diversidad de bacterias cultivables que habitan en
esta zona y por tanto, aunque se siguiese muestreando, el valor real del nimero de OTUs no
variaria considerablemente.
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Figura 46. Curvas de acumulacion de especies y de rarefaccion de las secuencias del gen del ARNr 16S de
las cepas bacterianas aisladas del Humedal de Ajauque y Rambla Salada. La riqueza en OTUs estimada se
representa mediante las curvas de los estimadores Chal y ACE.

Por otro lado, la calidad del muestreo se puede observar en la Figura 47 (Ay B) en la
que se muestra el analisis de rarefaccion, también a un nivel de distancia genética del 3 %,
para las distintas épocas de muestreo (A) y las distintas zonas estudiadas (B).

La curva obtenida del analisis de rarefaccion en el mes de febrero de 2006, aun
tendiendo a la asintota, sugiere un bajo nimero de secuencias muestreadas y por tanto la
necesidad de realizar nuevos aislamientos para conocer la diversidad real de este habitat.
Estas observaciones se relacionan con los indices mas bajos de Shannon y Simpson (3,06 y
20 respectivamente) con respecto a los valores de riqueza obtenidos en las otras épocas de
muestreo.
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Figura 47. Curvas de rarefaccion de las secuencias del gen del ARNr 16S de cepas bacterianas en funcion
de las épocas de muestreo (A) y de los habitats estudiados (B).

111.3.3.2.2. Diversidad de arqueas

El estudio de la diversidad de las especies de arqueas existentes en el Humedal de
Ajauque y Rambla Salada se llevé a cabo mediante al analisis de la secuencia parcial del gen
del ARNr 16S de las 49 cepas aisladas.

En la Figura 48 se muestra la curva de acumulacién de especies y de rarefaccién
como representacion de la calidad del muestreo llevado a cabo, mediante la relacién del
namero de OTUs observados y el total de las secuencias analizadas con un porcentaje de
similitud del 97 %. Se representa también la estimacion de riqueza en OTUs mediante los
estimadores Chao 1 y ACE. La tendencia a la asintota de la curva de rarefaccién indic6 que
el niumero total de cepas aisladas fue suficiente para poder estimar la diversidad de arqueas
cultivables en el Humedal de Ajauque y Rambla Salada.
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Figura 48. Curvas de acumulacion de especies y de rarefaccion de las secuencias del gen del ARNr 16S de
cepas de arqueas aisladas del Humedal de Ajauque y Rambla Salada. La riqueza en OTUs estimada se
representa mediante las curvas de los estimadores Chal y ACE.

A un nivel de distancia del 3 % las cepas se agruparon en 14 OTUs, los cuales
provenian principalmente de las muestras de junio de 2006 (17 aislados agrupados con 8
OTUs) y de la zona de la Finca de la Salina (29 aislados agrupados con 11 OTUs) (Tabla
36).

Los menores indices de diversidad (H'= 1,42 y 1/D= 5) se obtuvieron en el mes de
febrero de 2006 (5 OTUs).

Teniendo en cuenta los habitat estudiados, se considera de mayor diversidad
bacteriana la zona de la Finca de la Salina (11 OTUs) en donde los correspondientes indices
fueron H'= 2,12 y 1/D= 8,50 y los estimadores de riqueza Chao 1= 15,34 y ACE= 12,50.
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Tabla 36. Distribucion de OTUs y estimaciones de riqueza de especies de arqueas.

OTUs*

TOTAL DE SECUENCIAS 14
EPOCA DE MUESTREO

FEBRERO 2006 5

JUNIO 2006 8

NOVIEMBRE 2007 5

FEBRERO 2007 5
ZONA DE MUESTREO

FINCA LA SALINA 11

SURGENCIA 6

HUMEDAD DE DERRAMADORES 1

TRASVASE TAJO-SEGURA 1

*Datos obtenidos a nivel de distancia del 3 %.

H’, indice de diversidad de Shannon; 1/D, reciproco del indice de diversidad de Simpson;

Chao 1, estimador de riqueza Chao 1.
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9,56 6,5
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111.3.4. DISCUSION

El interés por conocer los microorganismos presentes en los ambientes salinos se hace
indiscutible si pensamos que nos permitird comprender la evolucion de la vida en la Tierra,
ya que se piensa que en este tipo de ambientes extremos comenzé la vida (Zafrilla y col.,
2010); ademas, conocer la poblacion microbiana en habitats salinos terrestres nos ayudara a
conocer las propiedades de estos ecosistemas (Gendrin y col., 2005; Langevin y col., 2005),
asi como encontrar nuevas aplicaciones biotecnolégicas de los microorganismos hal6filos
(Oren, 2002; DasSarma y col., 2010).

La poblacion microbiana de los habitas salinos estd compuesta fundamentalmente por
miembros de los dominios Bacteria y Archaea (Burns y col., 2004; Maturrano y col., 2006;
Hedi y col., 2009), sin embargo la diversidad microbiana del Humedal de Ajauque y Rambla
Salada no habia sido nunca analizada previamente a este trabajo.

En nuestro estudio se aislaron 428 cepas bacterianas y 49 cepas de arqueas. De las 366
secuencias de bacterias analizadas se identificaron miembros de 6 clases y 4 phyla. La
mayoria de nuestros aislados pertenecian al phylum Proteobacteria (75 %) y dentro de este,
a la clase Gammaproteobacteria (42 %), y al phylum Firmicutes (17 %), con el predominio
de la clase Bacilli (17 %). En el caso de las cepas de arqueas, todas ellas pertenecian a la
familia Halobacteriaceae. Nuestros resultados son similares a los de otros trabajos en los
que se confirma que en los ambientes salinos predominan las especies cultivables del phylum
Proteobacteria (Nemergut y col., 2011) y de la familia Halobacteriaceae (Moschetti y col.,
2006; Oh y col., 2010). Los medios utilizados en este estudio para el aislamiento y recuento
de bacterias y arqueas asi como las condiciones de incubacion pueden haber influido
notablemente en la seleccidn de cepas, de manera que en las distintas épocas del afio y zonas
de muestreo se han aislado bacterias y arqueas con identidades taxondémicas muy préximas
(Rodriguez-Valera, 2002). Si tenemos en cuenta que s6lo somos capaces de cultivar del 1-10
% de la microbiota existente en la naturaleza (Oren y Papke, 2010), este porcentaje se
corresponde principalmente con los phyla Proteobacteria y Firmicutes, dejando atrds mas de
una veintena de phyla con la consiguiente pérdida de informacion muy valiosa como son los
patrones biogeogréaficos, procesos metabolicos, y un largo etcétera.

Esta situacion, estd cobrando cada vez mayor interés entre los microbiélogos. Por el
momento, s6lo se ha podido aislar los microorganimos de forma axénica, y por consiguiente
estudiar y explotar una infima parte de los microorganismos que existen en la naturaleza.
Esta informacion comenz6 a vislumbrarse cuando a finales de los afios 80 y principios de los
90 se publicaron una serie de articulos que demostraron que la naturaleza estaba repleta de
procariotas que desconociamos. Los autores de estos trabajos, (Amann y col., 1990; 1995;
Giovannoni y col., 1990; Green y Keller, 2006; Leadbetter, 2003; Olsen y Bakken, 1987;
Pace, 1986) habian aplicado dos de las técnicas que mas han influido en el desarrollo de la
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ciencia moderna, la PCR y la secuenciacion del ADN, para identificar directamente los
organismos, que estaban presentes en una determinada muestra, a través de la secuencia de
su gen ribosomico 16S. Desde entonces, no solo sabemos que la naturaleza esté repleta de
procariotas, y posiblemente de pequefios eucariotas que ain no hemos descubierto ni hemos
logrado cultivar, sino que también sospechamos que éstos podrian ser incluso mas
abundantes en el medio ambiente que las cepas que ahora cultivamos y tener una actividad
importante en su ecologia. Ademas se conoce que el 90% de la diversidad procariota se
encuentra en el subsuelo de la corteza terrestre y sélo el 10% se alberga en la biosfera
superficial (aguas, sedimentos, aires y suelo superficial) (Rosell6-Mora y Lépez-Lopez,
2008).

Como ya hemos expuesto con anterioridad, las bacterias haléfilas moderadas que se
han aislado hasta el momento pertenecen principalmente a las Gammaproteobacterias y a los
Firmicutes . Nuestros resultados estan relacionados con la bibliografia existente ya que de
nuestro estudio se deduce que el 35 % de las cepas aisladas se corresponden con especies del
género Halomonas y el 11 % con especies de Bacillus. Estos datos son muy importantes si
tenemos en cuenta que los estudios de diversidad en ambientes salinos en nuestro pais son
escasos (Ventosa y col., 1998), destacando los estudios realizados desde los afios ochenta por
Rodriguez-Valera en las salinas de Santa Pola (Alicante) (Rodriguez-Valera y col., 1981,
1985, 1991; Martinez-Murcia y col., 1995; Benlloch y col., 2002) y mas recientemente en la
zona mediterranea (Danovaro y col., 2010; Coll y col., 2010).

Por otro lado, se puede observar como los taxa mas abundantes (Halomonas,
Bacillus y Marinobacter) tienen patrones de distribucién similares, lo cual estéa relacionado
con los resultados obtenidos por Nemergut y colaboradores (2011). En cambio, el resto de
especies parecen tener patrones biogeograficos distintos pudiendo estar controlados por
variables ambientales (Horner-Devine y col.,, 2004). Se considera ademas que las
interacciones bidticas son también responsables de la composicién de las comunidades
microbianas mediante interacciones competitivas o nichos de especializacién (Horner-
Devine y col., 2007).

El estudio estadistico llevado a cabo sobre el total de las cepas bacterianas aisladas e
identificadas a nivel de género utilizando como criterio el porcentaje del 95 % de identidad
del gen del ARNr 16S, mostrd que existia una relacién entre los géneros seleccionados y las
épocas del afio y zonas muestreadas. Esto puede ser debido al alto porcentaje de cepas
identificadas como especies de Halomonas , Bacillus y Marinobacter, los cuales se
caracterizan por su alta versatilidad metabdlica lo que les confiere un elevado grado de
ubicuidad (Ventosa, A., 2008).

Similares resultados se produjeron en el estudio de la comunidad de arqueas. En este
caso, la totalidad de las cepas aisladas se identificaron como miembros de la familia
Halobacteriaceae. Las arqueas haldfilas de esta la familia son los microorganismos hal6filos
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por excelencia, representados en distintos ambientes salinos como el Mar Muerto, lagos
hipersalino de Magadi y Kenia y cristalizadores salinos (Bodaker y col., 2009; Grant y col.,
1999; Baati y col., 2008; Oh y col., 2010, Ozcan y col., 2007). Aungue las arqueas han
estado tradicionalmente asociadas a ambientes extremos como lagos (Mutlu, 2008), hoy dia
se conoce que dichas especies habitan también otros ambientes salinos no extremos
(Ventosa, 2006; Elshahed y col., 2004).

En cuanto al analisis global de la diversidad bacteriana, tanto los indices de
diversidad de Shannon y el reciproco de Simpson asi como los estimadores de riqueza ACE
y Chao 1 en las distintas épocas y zonas muestreadas fueron bastante elevados, lo que nos
indica una alta diversidad bacteriana en el Humedal de Ajauque y Rambla Salada (Shannnon
y Weaver, 1949; Simpson, 1949 y Chao y Lee, 1992). Ademas, si tenemos en cuenta el total
de secuencias (366), el indice de Shannon con un valor de 4,5 se aproxima a 5, el cual se
considera de gran diversidad (Shannon y Weaver, 1949).

Por otro lado, los indices de diversidad y estimadores de riqueza calculados para el
estudio de la diversidad de arqueas son notablemente inferiores con respecto a la comunidad
bacteriana, no obstante, si tenemos en cuenta el total cepas de arqueas, el indice de Shannon
con un valor de 2,35 nos indican que la diversidad es elevada y dada la tendencia a la
asintota de la curva de rarefaccion, se considera que dicha diversidad esta bien representada
por las cepas aisladas (Sanders, 1968; Hurlbert, 1971).

Son muchos los habitats salinos estudiados que muestran una elevada diversidad
procariota (Moschetti y col., 2006; Baati y col., 2008; Hedi y col., 2009; Oren, 2008); sin
embargo, pocos son los trabajos recogidos en los que se calculen estos indices y estimadores
de riqueza que reflejen un verdadero estudio de la diversidad (Galand y col., 2009; Tamames
y col., 2010; Auguet y col., 2009; Lozupone y col., 2007). Existen diferentes métodos
todavia bastante complejos para analizar el genoma completo de los microorganismos
aislados que en un futuro proporcionaran informacion acerca de la “biogreogaria funcional”
(Green y col., 2008), pero hasta ese momento, estos indices nos ayudan a conocer los
patrones de distribucion microbianas.
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Capitulo 4: Busqueda de sustancias antimicrobianas

111.4.1. RESUMEN

Esta parte del estudio se realiz6 en colaboracion con los departamentos de
Microbiologia, Quimica y Screening de la Fundacién MEDINA (Fundacion Centro de
Excelencia en Investigacion de Medicamentos Innovadores en Andalucia).

Las resistencias, a veces multiples, a los antimicrobianos asi como el no
descrubrimiento de nuevos productos en los Gltimos afios a partir de los microorganismos
productores de antibiéticos clasicos, ha impulsado la basqueda de antimicrobianos en otros
microorganismos. En este trabajo hemos realizado este estudio en nuestras cepas haléfilas.

Las 428 cepas bacterianas aisladas en el Humedal de Ajauque y Rambla Salada
fueron cultivadas en cuatro medios de cultivo diferentes y los metabolitos producidos se
recogieron mediante un proceso de extraccion con acetona y posterior concentracion. Los
extractos fueron enfrentados a cultivos de Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumanii,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans y Aspergillus fumigatus mediante ensayo en
medio liquido. Aquellos extractos que presentaron un porcentaje de inhibicion de la
actividad microbiana superior al 60% fueron confirmados mediante repeticion del ensayo en
medio liquido y en medio s6lido.

Se encontraron un total de 20 extractos bacterianos con actividad frente a
Staphylococcus aureus y 5 frente a Aspergillus fumigatus. Estos resultados confirman el
interés biotecnoldgico de las bacterias haléfilas y la necesidad de seguir investigando en este
campo teniendo en cuenta que son pocos los estudios que hasta estos dias se han realizado en
ambientes salinos.
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111.4.2. MATERIAL Y METODOS

111.4.2.1. Registro de cepas

Las 428 cepas bacterianas a ensayar fueron
registradas en la base de datos CTS (del inglés
Culture Tracking System) (Figura 49) en la que se
incluyeron los datos referentes al lugar de
procedencia, la fecha de recogida, el tipo de
muestra (suelo, agua o sedimento), el nombre de
referencia, su asignacion taxondémica y algunas
observaciones adicionales de interés.

........

Figurr—; 49, Forma&o del programgCTS.

111.4.2.2. Seleccién de los medios de cultivo y condiciones de incubacién

Cada cepa fue cultivada en cuatro medios
distintos con objeto de aumentar las posibilidades
de encontrar moléculas activas frente a bacterias,
hongos filamentosos y/o levaduras (Tabla 37). El
medio M1 correspondiente al medio MY al 5 % de
sales (Moraine y Rogovin, 1966; Quesada y col.,
1993) se empled con todas las cepas. Los otros
medios de cultivo empleados se obtuvieron de la
bibliografia consultada en el Diccionario de
Productos Naturales (CRC Press Taylos and
Francis Group) (Figura 50). La composicion de
todos los medios de cultivo utilizados en este
capitulo se detalla en el anexo X.
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Tabla 37. Medios de cultivo utilizados en la busqueda de sustancias antimicrobianas.

GENERO M2 M3 M4 REFERENCIAS*
. Zheng y col., 2007; Landy y col.,
Bacillus GSSm LM IM 1948; Akpa y col., 2001.
. . Guyomarc’h, 2000; Dias y Weimer,
Brevibacterium NB TSB NM 1998: Ogata y col., 1971.
Bitzer y col., 2006; Hoagland, 1933;
Halomonas ANRS GINR ASG-Fe Van-Thuoc y col., 2010.
. . Argandofia y col., 2001; Yoshikawa y
0,
Idiomarina MM 5% (pv)  MB HM col., 1997; Ventosa y col., 1998.
. Rontani y col., 1997; Hickford y col.,
0,
Marinobacter ASW HS MMS5 % (p/v) 2004: Argandofia y col., 2001,
. . Quévrain y col., 2009; Ventosa Yy
0,
Microbulbifer MB HM MM 5% (p/v) col., 1998; Argandofia y col., 2001.
Dias y Weimer, 1998; Feher y col.,
Pseudoalteromonas TSB MB Zobell 2011; Isnansetyo y Kamei, 2003.
- Nys y col., 2001; medios M2 y M3:
Salinimonas Mm cl Bl Al-Zereini y col., 2010.
P Nys y col., 2001; medios M2 y M3:
Salinivibrio Mm C1 B1 Al-Zereini y col., 2010.
Foulds y Shemin, 1969; Dias y
Serratia PN TSB MM5 % (p/v)  Weimer, 1998; Argandofia y col.,
2001.
Argandofia y col., 2001; Nascimento
Staphylococcus MM5% (p/v) BHI m. 2X-YT m. y col., 2004; Crupper y Landolo,
1996.
i Nys y col., 2001; medios M2 y M3:
Vibrio Mm cl B1 Al-Zereini y col., 2010.
- Pelludat y col., 1998; Strauch y col.,
Yersinia NBD M9 m. LB 2001; Mokracka y col., 2004.
. 0 Quévrain y col., 2009; Ventosa Yy
Otros generos MB HM MM 5% (p/v) col., 1998; Argandofia y col., 2001.
Cepas no o Argandofia y col., 2001; Ventosa Yy
identificadas MM 5% (plv) ~ HM MB col., 1998; Quévrain y col., 2009.

AnRS, Medio Antranilico; BHI, Infusion cerebro-corazén; GINR, Medio Glutamato; GSSm, Medio GSS; HS, medio
hipersalino; JM, Medio Jacques; LB, Caldo Luria-Bertani; LM, Medio Landy; MB, Caldo Marino; Mm, medio minimo con
glucosa; MM5%, medio minimo; NB, Caldo nutritivo NBD, caldo nutritivo deficiente en hierro; PN, Caldo Penassay; TSB,
Caldo tripticasa soja.

*, el orden de las citas bibliograficas se corresponde para cada género con los medios M2, M3 y M4, respectivamente.

Las cepas a ensayar se sembraron en placas con medio MY 5% (p/v) durante 5 dias a
32 °C para comprobar que no existiese ningln tipo de contaminacidn, tras lo cual, dichas
placas se utilizaron para obtener el indculo correspondiente. Cada indculo se preparo
mediante la siembra de una colonia aislada en un tubo con 10 ml de medio MY al 5 % (p/v)
que se incubd a 32 °C, en agitacion a 200 rpm, con un 70 % de humedad relativa durante 48
horas en la estufa Kihner ISF-4-V. Estos inéculos se utilizaron para la posterior siembra en
viales con 16 ml del medio de cultivo, los cuales se incubaron durante 5 dias, a 32 °C, en
agitacién a 200 rpm y una humedad relativa del 70 %.
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111.4.2.3. Cultivo de las cepas

Se establecieron distintos grupos de cultivo en funcion de la asignacion taxonémica
de cada cepa. A continuacion se prepararon los viales en gradillas de 24 unidades y a su vez
en grupos de 4, de forma que cada gradilla contenia 6 cepas (Figura 51).

Figura 51. Posiciones de los viales con los medios de cultivo para cada cepa.

Se transfirieron 0,5 ml de cada inéculo a 4 viales con distintos medios de cultivo en
las condiciones mencionadas anteriormente. Con objeto de confirmar que no se habia
producido ninguna contaminacion durante el proceso, se sembro paralelamente 1 ml de cada
inéculo en medio MY sdlido al 5 % (p/v) y se incubaron en las mismas condiciones. Se
utilizd6 como control negativo los medios de cultivo sin inocular e incubados en iguales
condiciones.

111.4.2.4. Preparacion de los extractos

Una vez finalizado el cultivo se procedié a la preparacion de cada uno de los
extractos. Para ello en primer lugar se procedio a lisar las células bacterianas con acetona
para que liberasen al exterior su contenido intracelular de metabolitos. Tras concentrar el
volumen de cada vial por evaporacion en atmésfera de nitrégeno, se utilizo la resina SP207ss
en fase reversa para captar las sales del medio del cultivo utilizado, eliminandolas
posteriormente mediante un doble proceso de lavado y centrifugacion. Finalmente los
extractos fueron concentrados nuevamente por evaporacién en atmaosfera de nitrégeno.

111.4.2.5. Ensayo de la actividad antimicrobiana

111.4.2.5.1. Medios de cultivo

Se emplearon medios de cultivo comerciales suministrados por diferentes
proveedores. En la Tabla 38 se incluyen los medios de cultivo y las condiciones de
incubacion utilizados para cada microorganismo frente al que se ensayé la actividad
antimicrobiana. Dichos medios se esterilizaron a 121°C durante 30 minutos, con excepcion
del medio RPMI modificado que se esterilizé por filtracion mediante el sistema Millipore
ExpressTM Plus®.
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Los microorganismos utilizados en el ensayo pertenen a la coleccion de cepas de la
Fundacién MEDINA.

Tabla 38. Medios de cultivo empleados y condiciones de incubacion.

CEPA MEDIO SOLIDO MEDIO LIQUIDO* INCUBACION
Acinetobacter baumanii LB Agar LB Broth 20h, 37°C
Aspergillus fumigatus PD Agar Fezggém]%dgiocggg A:r(p ) 30h, 37°C
Candida albicans SD Agar RPMI modificado 20h, 37°C
Pseudomonas aeruginosa LB Agar LB Broth 20h, 37°C
Staphylococcus aureus M1 M2 20h, 37°C
Staphylococcus aureus LB Agar LB Broth 20h, 37°C

meticilina resistente
*, M1: LB Agar con cloranfenicol; M2: LB Broth con cloranfenicol ; PD Agar: Potato Dextrose Agar; RPMI:
Roswell Park Memorial Institute; SD Agar: Sabouraud Dextrose Agar.

111.4.2.5.2. Preparacion de las disoluciones de antimicrobianos

Los antimicrobianos utilizados como controles se muestran en la Tabla 39; todos
ellos fueron suministrados por Sigma®.

Tabla 39. Antimicrobianos utilizados como controles en los ensayos de determinacion
de la actividad antimicrobiana.

CEPA CONTROL POSITIVO CONTROL NEGATIVO

Acinetobacter baumanii Rifampicina Anfotericina B

Asperaillus fumioatus Anfotericina B, Itraconazol )
perg g y Caspofungina

Candida albicans Anfotericina B Penicilina G
Pseudomonas aureginosa Ciprofloxacina Anfotericina B
Staphylococcus aureus Penicilina G Anfotericina B

Staphylococcus aureus meticilina

! Imipenen Anfotericina B
resistente

Los disolventes y las concentraciones utilizadas en la preparacion de los
antimicrobianos se muestran en la Tabla 40.
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Tabla 40. Preparacion de los antimicrobianos.

CONCENTRACION DEL
ENSAYO (ua/ml)

Aspergillus sp. 4 - 0,5*

ANTIMICROBIANO DISOLVENTE

Anfotericina B DMSO puro
Bacterias y levadura 0,625 - 0,078
Caspofungina DMSO 20 % (p/v) 1x10°-0,48
Ciprofloxacina Agua estéril 1.57-0.19
Imipenen Agua estéril 16-2
Itraconazol DMSO 20 % (p/v) 1x10°-0,48
Penicilina G Agua estéril 0,03-39x10°
Rifampicina DMSO20% (p/v)  2,5-0,3

*, en el caso del ensayo en medio s6lido, las cocentraciones utilizadas de Anfotericina B en Aspergillus
fumigatus fueron desde 1 x 10% a 0,48 ug/ml mediante diluciones al medio (1/2) .

111.4.2.5.3. Determinacion de la actividad antimicrobiana
A) Preparacion del cultivo de los microorganismos de ensayo

En funcion del microorganismo a ensayar, el inéculo utilizado se preparé a partir de
un cultivo de 24 horas o directamente de una colonia.

Aspergillus fumigatus

Este hongo filamentoso se conserva habitualmente aislado en el medio PDAgar. A
partir de este cultivo se prepard una suspension de esporas afiadiendo 30 ml de Tween 80
salino estéril; las esporas fueron transferidas a un tubo con 50 ml de la misma solucion;
dichas esporas se contaron seguidamente en una cadmara de Neubauer® ajustando su
concentracion a 2,4 x 10* esporas/ml.

Para medir la actividad antifungica de los compuestos se utiliz6 el colorante
resazurina (Martin y col., 2007; Taneja y col., 2007). Dicho colorante es azul no fluorescente
y cuando las células viables lo reducen a resorufina, adquiere un color rosa altamente
fluorescente (Figura 52).
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Reacciones
REDOX

Célulaviables

Nt 0 Of\éo Na* "0 A0 A0
4o e (/\/( (y

S PP

Resazurina Resorufina
(emite fluorescenciaa 590 nm)

Figura 52. Reduccion de la resazurina.

Staphylococcus aureus y Candida albicans

En el caso de Staphylococcus aureus el inoculo se prepar6 directamente
resuspendiendo las colonias en medio LB hasta alcanzar una DOgg de 0,3. A esta suspension
se le afiadio6 cloranfenicol a una concentracion final de 34 pug/ml y a continuacion se preparé
una dilucion 1:100. En el caso de Candida albicans la preparacion del inéculo se hizo
suspendiendo sus colonias en el medio RPMI modificado a una DOggo de 0,25 y posterior
dilucion 1:10 en el mismo medio (Roemer y col., 2003; Bills y col., 2009; Vicente y col.,
2009). De esta manera los indculos de partida tenian una concentracion de 6,25 x 10°
UFC/ml y 1 x 10" UFC/ml respectivamente, de acuerdo con las curvas de regresion
establecidas previamente.

Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumanii

Los in6culos se prepararon suspendiendo varias colonias en 10 ml de medio LB que
se incub6 a 37 °C en agitacion a 200 rpm durante 18 horas. En el caso de Pseudomonas
aeruginosa se preparé una dilucién 1:100 para que la concentracion final fuese de 5x10°
UFC/ml de acuerdo con los valores establecidos en ensayos previos para los que a una DOgg
= 0,35 le corresponde una concentracién de 1 x 10 UFC/ml. Para Acinetobacter baumanii
se prepar6 una dilucién para una DOg;, de 0,3 de manera que el indculo tuviese una
concentracion final de 5 x 10° UFC/ml.

B) Ensayo para determinar la actividad antimicrobiana

Los ensayos se realizaron en medio liquido empleando placas Microtiter® de 96
pocillos (Costar 3370, Corning, NY, USA). En primer lugar se dispensaron 10 pl de extracto
de los microorganismos objeto de estudio en las posiciones A2-H11 mediante el sistema
automatico Tecan Aquarius. Un ejemplo de la distribucion de las muestras en la placa se
incluye en la Figura 53.
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A continuacidn se afiadieron con la ayuda de una pipeta multicanal, 100 pl de medio
de cultivo en las posiciones A1-D1 que corresponderian con un valor de 100% de inhibicion
(“blancos™); 100 ul de indculo en las posiciones E1-H1 que corresponderian con un valor de
100% de crecimiento (“totales”); 10 pl de control positivo a distintas concentraciones de
antimicrobiano que inhibe el crecimiento (posiciones A12-D12) y 10 pl de control negativo
también a distintas concentraciones de antimicrobiano que no inhibe el crecimiento
(posiciones E12-H12). Seguidamente con un dispositivo Multridop Combi (Thermo®) se
distribuyeron 90 ul de inéculo en las posiciones A2-H12 (muestras y controles positivos y
negativos).
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Figura 53. Distribucion de las muestras y los controles en las placas de ensayo; ¢: blancos;
«: totales; : control positivo; «: control negativo. En el resto de los pocillos se dispensan los extractos.

En el caso de Aspergillus fumigatus las placas se incubaron estaticamente segun las
condiciones indicadas en la Tabla 38. El crecimiento se midi6 por fluorescencia con el lector
de placas multipocillos Victor 1TM (PerkinElmer®) utilizando los filtros de emision y
excitacion de 615 nm y 590 nm respectivamente. Se tuvo en cuenta los posibles falsos
negativos debido al sobrecrecimiento; en estos casos no se recibié sefial fluorescente ya que
el crecimiento fue tan alto que la resazurina se agoté y el medio quedoé transparente.

En los casos restantes (Staphylococcus aureus, Candida albicans, Pseudomonas
aeruginosa y Acinetobacter baumanii) se hizo una lectura de absorbancia a 600-612 nm
correspondiente al tiempo cero, en un espectrofotometro Tecan Ultraevolution.
Seguidamente, las placas se incubaron estaticamente durante 18-20 horas segln las
condiciones indicadas en la Tabla 38. Una vez transcurrido este tiempo y antes de realizar la
lectura a tiempo final, se agitaron todas las placas en un Micromix (AB-gene 0661, Thermo
Fisher Scientific) con el fin de disolver los posibles precipitados que se pudieran haber
formado.
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C) Calculo del porcentaje de inhibicion

La actividad antimicrobiana se estimé mediante el programa Genedata Screener®.
En el caso de Aspergillus fumigatus la formula empleada para calcular el porcentaje de
inhibicién de los diferentes extractos a través de la reduccidon del colorante resazurina fue:

% Inhibicién = 100 - % de reduccién

Siendo el calculo del porcentaje de reduccion:

II:MUESTRA' IFBLANCO X 100

% reduccion de resazurina
II:TOTALES' IF BLANCO

IFmuesTrRa S€ corresponde con la medida de fluorescencia (615 nm y 590 nm de
emision y excitacion respectivamente) del microorganismo incubado en presencia de los
extractos; IFgianco S€ corresponde con la medida de fluorescencia, a las mismas longitudes
de onda, del medio de cultivo incubado en presencia de DMSO vy IFtoraLes S€ corresponde
con la medida de fluorescencia del microorganismo incubado en ausencia de los extractos.
Sélo se consideraron activos los valores de inhibiciones superiores o iguales al 60 % en valor
absoluto (Figura 54).
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Figura 54. Lectura del célculo del porcentaje de inhibicién en Aspergillus fumigatus.
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En los casos restantes (Staphylococcus aureus, Candida albicans, Pseudomonas
aeruginosa y Acinetobacter baumanii), la férmula empleada para calcular el porcentaje de
inhibicién de los diferentes extractos fue la siguiente:

% Inhibicién = 1 - (TFMuesTro'TOMuesTro)‘(TFBIGncos'TOBIoncos) x 100

(TFTotoIes'TOToToIes ) '(TFBloncos'ToBloncos)

TOmuestra ¥ TFmuestra S€ corresponden con la absorbancia a 612 nm del
microorganismo sin incubar e incubado en presencia de los extractos, respectivamente;
TOgiancos Y TF Biancos S€ COrresponden con la absorbancia, a igual longitud de onda, del medio
de cultivo sin incubar e incubado en presencia del DMSO; ¥ TOvouies ¥ TF Totales S€
corresponden con la absorbancia del microorganismo sin incubar e incubado en ausencia de
los extractos. Como en el caso anterior sélo se consideraron los activos valores de inhibicién
mayor o igual al 60 % (Figura 55).
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Figura 55. Lectura del calculo del porcentaje de inhibicion en Staphylococcus aureus, Candida albicans,
Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumanii.

111.4.2.5.4. Confirmacion de los extractos con actividad antimicrobiana

Los extractos que presentaron un porcentaje de inhibicion de la actividad
antimicrobiana superior o igual al 60% frente a las bacterias y los hongos ensayados fueron
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confirmados mediante repeticion del ensayo en medio liquido a doble concentracion, y en
medio solido.

La precision del examen se confirmé mediante el factor corregido Z el cual viene
dado por los parametros de la media y desviacién estandar. Un valor préximo a la unidad se
considera que se ha relizado un ensayo exacto (Zhang JH, 1999).

A) Determinacion de la actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus en
medio liquido

El ensayo se llevd a cabo utilizando las cepas Staphylococcus aureus Yy
Staphylococcus aureus meticilina resistente. La técnica usada para la determinacion de la
actividad antimicrobiana en el caso de Staphylococcus aureus fue similar al protocolo
descrito anteriormente (véase el apartado 111.4.2.5.3.A). En el caso de Staphylococcus aureus
meticilina resistente se siguié el mismo protocolo, utilizando en este caso como control
positivo cuatro concentraciones del antimicrobiano Imipenen, desde 16 pg/ml hasta 2 pg/ml
mediante diluciones al medio.

En ambos casos el ensayo se hizo utilizando 10 pl y 5 pl de cada extracto para
conocer la curva que representa la pérdida de la actividad antimicrobiana y establecer asi
cual es el volumen necesario para obtener el mayor porcentaje de inhibicion.

B) Determinacion de la actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus en
medio solido

Se prepararon los in6culos de Staphylococcus aureus y Staphylococcus aureus
meticilina resistente en medio LB con cloranfenicol y medio BHI, respectivamente,
incubando durante 18 horas.

En el caso de Staphylococcus aureus, al medio LB agar atemperado se le afiadio un
0,1 % (v/v) de in6culo (a una DOgyp de 0,3), 0,2 % (p/v) de glucosa y 15ug/ml de
cloranfenicol, y se repartio en placas OMNY TRAY de 48 pocillos. El in6culo de 18 horas de
Staphylococcus aureus meticilina resistente se ajustd a una DOgg de 0,2 y se afiadieron 3,3
% (v/v) de éste al medio BHI agar atemperado, antes de su reparto en placa.

A continuacion ambas placas se inocularon con 10 pl de extracto en cada pocillo,
junto con los antimicrobianos correspondientes utilizados como controles, y se dejaron
incubar durante 24 horas a 37°C. Para la lectura de los halos de inhibicidn se anotd tanto el
didmetro del halo como la transparencia o turbidez del mismo ya que ambos datos son
criterios a tener en cuenta a la hora de seleccionar las posibles cepas productoras de
sustancias antimicrobianas. En la Figura 56 se pueden observar dichos halos.
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Figura 56. Halos de inhibicién del crecimiento de Staphylococcus aureus.

C) Determinacion de la actividad antimicrobiana frente a Aspergillus fumigatus en
medio liquido

Este ensayo se hizo siguiendo el mismo protocolo descrito en el apartado 111.4.2.5.3.
A, empleando volimenes de 10 ply 5 pl.

D) Determinacion de la actividad antimicrobiana frente a Aspergillus fumigatus en
medio solido.

Para este estudio se utilizaron placas OMNY TRAY con 48 pocillos preparadas con el
medio nitrégeno base-glucosa (YNB-G) agar, al cual se le afiadi6 una suspension de esporas
de Aspergillus fumigatus a una concentracién de 7,5 x 10° esporas/ml. A cada pocillo se le
afiadieron 10 ul de extracto. Los controles se realizaron afiadiendo el mismo volumen de los
antimicrobianos anfotericina B, itraconazol y caspofungina mediante diluciones al medio,
desde una concentracioén inicial de 1 mg/ml hasta 0,48 ul/ml, utilizando DMSO al 20 %

(V/v).
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111.4.3. RESULTADOS

De las 428 cepas bacterianas ensayadas, el 8,2 % (35 cepas) presentaron intensidades de
antibiosis comprendidas entre el 60 % y 100 %; el resto present6 actividad antimicrobiana
inferior al 60 % o dieron lugar a resultados dudosos por lo que fueron considerados no
interesantes desde el punto de vista industrial.

De las 35 cepas con actividad antimicrobiana, 25 presentaron actividad frente a
Staphylococcus aureus, mientras que 10 cepas fueron biolégicamente activas frente a
Aspergillus fumigatus, no detectdndose actividad antimicrobiana frente a Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans ni Acinetobacter braumanii.

En la Tabla 41 se muestran las cepas bacterianas ensayadas junto con su identificacion
taxondmica a nivel de género y el nimero de éstas que mostraron un porcentaje de inhibicion
superior o igual al 60% en el estudio realizado frente a Staphylococcus aureus y Aspergillus
fumigatus, empleando el sistema automatico Tecan Aquarius.

Los géneros que presentaron actividad antimicrobiana superior al 60 % fueron
Halomonas (13 cepas), Bacillus (7 cepas), Salinivibrio (3 cepas), Vibrio (3 cepas),
Oceanobacillus (2 cepas), Yersinia (2 cepas), Marinobacter (1 cepa), Nesiotobacter (1 cepa),
y Pantoea (1 cepa), y dos aislados no identificados filogenéticamente.

Con actividad antibacteriana, el género Bacillus incluia a las especies Bacillus
endophyticus (1 cepa), Bacillus vallismortis (1 cepa), Bacillus subtilis subsespecie
inaquosorum (1 cepa) y Bacillus simplex (3 cepas). Respecto al género Halomonas, se
identificaron las especies Halomonas caseinilytica (2 cepas), Halomonas hydrothermalis (2
cepas), Halomonas gomseomensis (1 cepa), Halomonas pacifica (1 cepa) y Halomonas
ventosae (3 cepas). De los géneros Oceanobacillus y Salinivibrio solamente se identificaron
las especies Oceanobacillus manasiensis (2 cepas) y Salinivibrio proteolyticus (3 cepas) y
del género Vibrio se identificaron las especies Vibrio azureus, Vibrio owensii y Vibrio
rumoiensis con una cepa cada una. Por Ultimo se identific6 una sola cepa como
Nesiotobacter exalbescens.
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Tabla 41. Cepas bacterianas cuyos extractos mostraron actividad antimicrobiana.

Acinetobacter sp.
Achromobacter sp.
Aurantimonas spp.
Bacillus spp.
Bartonella sp.
Brevibacterium spp.
Brevundimonas spp.
Cronobacter sp.
Halomonas spp.
Idiomarina spp.
Kushneria spp.
Labrencia spp.
Luteimonas sp.
Marinobacter spp.
Marinococcus spp.
Microbulbifer sp.
Nesiotobacter sp.
Oceanaobacillus spp.
Palleronia sp.
Pantoea spp.
Paracoccus sp.
Planococcus spp.

Pseudoalteromonas spp.

Pseudomonas spp.
Riemerella sp.
Salinicola sp.
Salinimonas spp.
Salinivibrio spp.
Swaminathania sp.
Staphylococcus spp.
Vibrio spp.
Virgibacillus spp.
Yersinia spp.

Cepas no identificadas
TOTAL

NUMERO DE CEPAS
1

1
2
46
1
5
6
1
151
10
3
2

S
o =

WERPPNDOORPNEWERE P ®

N =
o N U5 P

62
428

ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA*
0

P OO WOOWOODODOODODOOONRPFPOOODOOOOWwoOOoOOoOoOo oo

N
(63}

*Porcentaje de actividad antimicrobiana superior o igual al 60 %,

ACTIVIDAD
ANTIFUNGICA*
0

P NOOOOOO0OO0ODO0ODO0OO0ODO0OO0OPFrRPO0O00DO0OO0OPFPRPOOOO  RMoOoo oo oo

[
o

Con respecto a la actividad antifungica, los aislados pertenecian a las especies Bacillus
vallismortis (1 cepa), Halomonas caseinilytica (1 cepa), Halomonas hydrothermalis (1 cepa),
Halomonas ventosae (2 cepas), Yersinia intermedia (2 cepas), Marinobacter flavimaris (1
cepa) y Pantoea stewartii subespecie stewartii (1 cepa).

En todos los casos, la identificacién se hizo mediante el andlisis con el programa
EzTaxon Server 2.1 de la secuencia parcial del gen del ARNr 16S hallAndose un porcentaje
de identidad superior al 97 % (véase el Capitulo 2).
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111.4.3.1. Actividad antibacteriana

Los extractos que dieron un porcentaje de actividad antimicrobiana superior o igual
al 60 %, se confirmaron manualmente mediante la repeticion del ensayo en medio liquido y
en medio sélido como se describe en el apartado 111.4.2.5.4. Los resultados se encuentran
recogidos en la Tabla 42; en dicha tabla se han resaltado con fondo gris aquellos extractos
que dieron lugar a porcentajes de inhibicion del 100 % al utilizar 10 pl y que mantuvieron
practicamente dicho porcentaje al utilizar 5 pl del mismo. Con fondo verde se resaltan los
extractos que mostraron porcentajes de inhibicidn superiores al 60 % al utilizar 10 pl.

En la Tabla 42 se puede observar como 7 cepas (sombreadas en gris) mostraron
porcentajes de inhibicion del 100 % en medio liquido de Staphylococcus aureus y estos se
mantuvieron cuando se utiliz6 la concentracion de extracto a la mitad. Otras 13 cepas
(sombreadas en verde) resultaron también interesantes por el alto porcentaje de inhibicion al
que dieron lugar cuando se utilizarén 10 pl de extracto. Ademas 8 de ellas también dieron
lugar a halos de inhibicion en medio sélido del mismo microorganismo.

Seis de estas cepas se habian identificado como especies del género Bacillus (M1-
185, M1-113, M2-16, M3-82, M3-31 y M4-54), seis Halomonas spp. (M1-126, M1-111,
M1-14-X, M2-15, M2-66-M y M3-41), tres Salinivibrio spp. (M2-78, M2-28 y M2-2-X), dos
Oceanobacillus spp. (M3-111y M3-109), dos Vibrio spp. (M2-164 y M4-26) mientras que la
cepa M3-4X no pudo ser identificada.

Las cepas M3-82, M3-111, M3-31 y M4-54 presentaron también actividad frente a
Staphylococcus aureus meticilica resistente, lo que podria indicar que producen compuestos
no relacionados con los antibidticos betalactamicos.
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Tabla 42. Actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus y Staphylococcus
aureus meticilina resistente de los extractos seleccionados.

CEPA ASIGNACION Staphylococcus aureus CEPA Staphylococcus aureus MR
TAXONOMICA —— = v ENSAYOEN  poorrg
MEDIO EN AGAR IR EN AGAR
LIQUIDO LIQUIDO
10 pl 5ul 10 pl 0pup 5wl 10 pl
M1-126 Halomonas sp. 96" 52 = M1-126 13 0 -
M1-125 Halomonas sp. 54 52 - M1-125 19 10 -
M1-185 Bacillus sp. 100 100 75C° | M1-185 48 38 70C
M1-111 Halomonas sp. @0 7o - M1-111 36 0 -
M1-113 Bacillus sp. g 34 - | M1-113 47 7 =
M1-14-X Halomonas sp. 100 71 - M1-14-X 38 9 -
M2-15 Halomonas sp. 97 59 = M2-15 23 19 -
M2-164 Vibrio sp. 80 54 - M2-164 0 -
M2-146 Nesiotobacter sp. =~ 24 11 = M2-146 0 =
M2-78 Salinivibrio sp. #00 57 - M2-78 4 .
M2-16 Bacillus sp. 100 9 65C | M2-16 71 7 50C
M2-66-M Halomonas sp. 98 62 = M2-66-M 34 0 -
M2-28 Salinivibrio sp. o4 47 = M2-28 4 0 -
M2-2-X Salinivibrio sp. 6 49 = M2-2-X 8 0 2
M3-82 Bacillus sp. 100 85C M3-82 42 42 140T
M3-111 Spceanobacillus 100 9 150C | M3-111 ) 42 120T
M3-109 Spc.eanobacillus 100 100 50C | M3-109 8 17 135T
M3-41 Halomonas sp. 99 70 = M3-41 36 1 -
M3-31 Bacillus sp. 100 150C | M3-31 47 41 120T
M3-4X Cepa no 100 99 = M3-4X 41 32 2
identificada
M4-2 Halomonas sp. 52 35 = M4-2 8 0 -
M4-26 Vibrio sp. B 30 60C | M4-26 6 4 -
M4-54 Bacillus sp. 100 oo 150C  M4-54 64 52 120T
Controles Controles
Penicilina G 99 97 98C Imipenen 87 86 85C
Anfotericina 2 0 - Anfotericina 2 0 -
B B

Staphylococcus aureus MR, Staphylococcus aureus meticilina resistente,
@ porcentaje de inhibicién del crecimiento segtin medida de DOggonm; %, halo de inhibicién en milimetros; C, halo de inhibicion
claro; T, halo de inhibicion turbio.
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En relacion con la procedencia de los extractos ensayados y su actividad, las cepas
del género Bacillus M1-185, M3-31 y M3-54 y Oceanobacillus M3-111 dieron lugar a
extractos activos en dos de los medios empleados para su cultivo, los medios GSS y JM,
mientras que el resto de las cepas sélo dieron lugar a extractos activos cuando se les cultivo
en uno de los medios. Dichos medios fueron MY al 5 % (p/v) para las seis cepas del género
Halomonas (M1-126, M1-111, M1-14-X, M2-15, M2-66-M y M3-41), Mm para los tres
cepas de Salinivibrio (M2-78, M2-28 y M2-2-X) y las dos cepas de Vibrio (M2-164 y M4-
26) y el medio GSS para el resto.

El factor de correccion Z del ensayo fue de 0,87 + 0,1 y 0,88 £+ 0,2 con las cepas
Staphylococcus aureus y Staphylococcus aureus meticilina resistente, respectivamente, o
gue muestra la rigurosidad del ensayo, puesto que su valor se aproxima a uno (Zhang JH,
1999).

111.4.3.2. Actividad antifiingica

El ensayo de actividad antiflngica se repiti6 de nuevo en medio liquido y en medio
solido en aquellas cepas que mostraron un porcentaje de actividad superior al 60 % de
acuerdo a como se describe en el apartado 111.4.2.5.4.

En la Tabla 43 se muestran las cepas cuyos extractos presentaron un porcentaje de
inhibicion superior o igual al 60 % de Aspergillus fumigatus en medio liquido. En medio
s6lido ninguna cepa inhibi6 el crecimiento de este microorganismo.

Las cepas M4-107, M4-76 y M2-59 alcanzaron porcentajes de inhibicidén proximos
al 100 % con 10 pl de extracto y este porcentaje no disminuyd significativamente cuando se
utilizaron 5 pl del mismo. Estos aislados se identificaron como Yersinia intermedia y
Marinobacter flavimaris de acuerdo con el analisis de la secuencia parcial de su gen ARNr
16S (véase el Capitulo 2). Las cepas M2-10 y M1-115-1 mostraron altos porcentajes de
inhibicion s6lo cuando se utilizaron 10l de extracto.
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Tabla 43. Actividad antifangica frente a Aspergillus fumigatus.

Aspergillus fumigatus

CEPA ASIGNACION ENSAYO EN MEDIO
TAXONOMICA LIQUIDO?

10 pl 5 pl
M4-107 Yersinia sp. ] o
M4-76 Yersinia sp. 97 84
M2-59 Marinobacter sp. % 89
M2-10 Halomonas sp. )] 60
M1-115-1 Halomonas sp. . 58
M4-104 Pantoea sp. 36 19
M2-93 Bacillus sp. 35 18
M1-2x Cepa no identificada 292 0
Control
Anfotericina B 1 0

& porcentaje de inhibicién del crecimiento segiin medida de fluorescencia a 615 nm y 590 nm de emision y

excitacion respectivamente.

Se han resaltado con fondo gris aquellos extractos que dieron lugar a porcentajes de inhibicién proximos al 100 %
al utilizar 10 pl y que mantuvieron altos porcentajes de inhibicion al utilizar 5 pl del mismo. Con fondo verde se
resaltan los extractos que mostraron porcentajes de inhibicién superiores al 60 % al utilizar 10 pl.

Entre las bacterias analizadas, sélo la cepa M4-107 identificada como Yersinia
presentd actividad en tres de los cuatro medios de cultivo utilizados (LB, M9y MY al 5 %,
p/v) (véase el apartado 111.4.2.2). La cepa M2-93 de Bacillus dio lugar a extractos activos
cuando se utilizaron los medios GSS y LM. El resto so6lo fueron activos cuando se cultivaron
en uno de los cuatro medios utilizados, que fueron ASG-Fe para las dos cepas identificadas
como especies de Halomonas (M2-10 y M1-115-X), M9 para la cepa M4-76 identificada
como una especie de Yersinia, HS para la cepa M2-59 identificada como una especie de
Marinobacter, LB para la cepa M4-104 identificada como una especie de Pantoea y MaB
para la cepa no identificada filogenéticamente M1-2X (véase la Tabla 37).

La fiabilidad del ensayo estuvo representada mediante un factor de correccion Z de
0,92 £0,2.
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111.4.4. DISCUSION

Los antibi6ticos mas ampliamente utilizados en clinica son metabolitos producidos
por bacterias o sus derivados obtenidos de especies facilmente cultivables del phylum
Actinobacteria, de Pseudomonas y Bacilli. Sin embargo, los metabolitos bacterianos no se
estan incluyendo en los programas de busqueda de antibidticos debido a las altas frecuencias
de redescubrimiento y a la baja probabilidad de hallazgo de nuevas moléculas.

Respecto al potencial de las aproximaciones de la metagendmica y de la
recombinacién genética en la investigacion de antibiGticos, pensamos que las
aproximaciones basadas en el cultivo de microorganismos siguen siendo esenciales en el
descubrimiento de antibidticos ya que, por el momento, s6lo en unos pocos casos se han
podido extraer del medio ambiente los “clusters” de genes de metabolitos secundarios de
microorganismos desconocidos, clonar grandes insertos en genotecas y expresarlos
heterélogamente usando técnicas de biologia molecular (Brady, 2007; Craig y col., 2009;
King y col., 2009). Sin embargo las células vivas aisladas en un cultivo puro pueden
manipularse fisiolégica y genéticamente y puede aumentarse la escala de produccién. Asi
pues, a corto plazo, las investigaciones basadas en el cultivo siguen siendo cruciales en el
descubrimiento y produccién de antibiéticos (Nichols, 2007; Alain y Querellou, 2009;
Zengler, 2009).

En estos momentos es urgente el hallazgo de nuevos antimicrobianos que sean capaces
de combatir enfermedades infecciosas emergentes, remergentes y aquellas que son
producidas por cepas resistentes a los compuestos gque actualmente existen en el mercado.
Por ello consideramos que la busqueda de nuevos productos a partir de microorganismos no
explorados hasta el momento puede ser una alternativa véalida.

En nuestro trabajo, hemos aislado 428 cepas bacterianas del Humedal de Ajauque y
Rambla Salada, que han sido estudiadas entre otros fines con el proposito de hallar posibles
nuevas moléculas con actividad antimicrobiana. Debido a que la expresion de determinadas
rutas biosintéticas dependen de las condiciones de ensayo utilizadas, las cepas se cultivaron
en cuatro medios de cultivo distintos, variando las condiciones nutricionales y aumentando
asi la probabilidad de obtener un resultado positivo (Bode y col., 2002; Bills y col., 2004);
esto nos permitird, ademas, conocer mejor clales son las condiciones mas favorables para la
produccion de la molécula antibiética.

Los resultados de este trabajo muestran que alrededor de 8,2 % de las cepas ensayadas
producen extractos activos frente a bacterias u hongos. Como se recoge en otros trabajos de
Mendoza (1997), Cérdenas (1998), Pérez (1998) y Coya (1999), la actividad antibacteriana
de nuestras cepas resulté mayor que la actividad antifungica; concretamente el 5,8 % de los
aislados fueron activos frente a Staphylococcus aureus y 2,3 % frente a Aspergillus
fumigatus.
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Los aislados con actividades antimicrobianas fueron identificados como especies de
los géneros Bacillus, Halomonas, Marinobacter, Oceanobacillus Vibrio y Yersinia, lo que
muestra una gran diversidad microbiana con potencial actividad antibacteriana y antifungica.
Se trata de bacterias haldfilas o halotolerantes que, al igual que otros microorganismos
extremofilos, han sido consideradas como un grupo de organismos con un enorme potencial
biotecnolégico (Mellado y Ventosa, 2003; Ventosa, 2004; 2006; 2008; Castillo y col., 2001)
debido a sus caracteristicas metabdlicas que facilitan su explotacion comercial como son su
caracter eurihalino, su facil cultivo y manipulacion en el laboratorio, y su falta de
patogenicidad.

Un resultado interesante ha sido que cinco de las bacterias ensayadas presentaron un
porcentaje de inhibicién superior al 60 % frente a Aspergillus fumigatus. Este hongo
filamentoso causa importantes enfermedades en individuos inmunodeprimidos (Kradin y
col., 2008; McCormick y col., 2010) y ademas, es responsable de diversas enfermedades en
plantas y arboles y de frecuentes contaminaciones de alimentos ricos en almidén como el
pany la patata (Wilson, 1971).

En el estudio realizado por Ortega-Morales y colaboradores (2009), la actividad
antifingica detectada en bacterias marinas fue mayor en medios cuya composicion era
principalmente de sales marinas lo cual puede deberse a que sean mejores condiciones para
la sintesis de moléculas bioactivas. Ademas numerosos investigadores han puesto de
manifiesto que las bacterias marinas modulan la sintesis de metabolitos extracelulares en
funcion de parametros como la temperatura, composicion del medio, salinidad y el tiempo de
incubacion (Yakimov y col., 1997; Alexeeva y col., 2003). En nuestro trabajo, en las cepas
ensayadas hemos detectado actividad frente a Aspergillus fumigatus al emplear medios con
distinto contenido en sales como fueron los medos LB, M9, MY al 5 % (p/v), MaB, Hs,
ASG-Fe, GSSy LM.

Destaca el hecho de que 20 de los microorganismos estudiados produzcan extractos
que inhiben en mas del 60 % el crecimiento de Staphylococcus aureus y cuatro de ellos
ademas inhiban la cepa meticilina resistente ya que se trata de uno de los principales agentes
etiologicos de infecciones tanto nosocomiales como comunitarias que ha adquirido una
elevada resistencia a diferentes antibi6ticos (De Lencastre y col., 2007). Las infecciones
producidas por Staphylococcus aureus son muy frecuentes en pacientes pediatricos y sus
opciones de tratamiento son muy limitadas (Isnansetyo y Kamei 2003, Depardieu y col.,
2007). Las cepas meticilina resistente presentan una alta resistencia cruzada a practicamente
todos los antibidticos B-lactamicos y constituyen mas del 50% de todos los aislados clinicos
(Styers y col., 2006).

Ahmed y colaboradores (2008) observaron que las especies del género Bacillus eran
Unicamente activas frente a bacterias Gram positivas. En nuestro trabajo, la mayoria de las
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cepas con actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y Staphylococcus aureus
meticilina resistentes pertenecian al género Bacillus, hecho que también se recoge en
diversos trabajos realizados con bacterias marinas (Holmstrom y Kjelleberg 1999;).

Las bacterias Gram positivas representan una fuente potencial de sustancias
antibidticas como se puede constatar en ésta y otras investigaciones (Nair y Simidu, 1987;
Cérdenas, 1998; Pérez, 1998; Lugioyo y col., 2003; Ledn y col., 2010).

Por otro lado, de las 428 cepas ensayadas, ningun extracto presento actividad frente a
las bacterias Gram negativas Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumanii; estos
mismos resultados se recogen en diversos estudios sobre microorganismos marinos en donde
la actividad encontrada fue mayor frente a patogenos Gram positivos (Rosenfeld y ZoBell
1947, Saadoun y col., 1999 y Basilio y col., 2003).

Resumiendo, las especies de Bacillus y Halomonas fueron principalmente las que
dieron lugar a mayor nimero de extractos con actividad antimicrobiana. Respecto al primer
caso, resultados similares se recogen en diferentes trabajos (Baam y col., 1966; Cardenas
(1998); Pérez (1998) y Coya (1999). De hecho, el género Bacillus constituye uno de los
grupos de microorganismos de alto potencial biomédico (Fenical y Jensen, 1993).

Respecto al género Halomonas, no hay referencias bibliogréaficas que indiquen la
presencia de sustancias activas en dicho género, lo cual indica que nos hallamos frente a los
primeros aislados con interés en este importante campo.

Nuestros resultados relativos a la actividad antifingica resultan de enorme interés
puesto que los trabajos relacionados con el halofilismo, estan en su mayoria relacionados con
la deteccion de bacterias productoras de sustancias antibacterianas (Dopazo y col., 1988;
Fabregas y col., 1991; Lodeiros y col., 1991). Sin embargo, pocos estudios se han realizado
para la deteccion de nuevas bacterias con actividad antifungica (Fabregas y col., 1991; Pérez,
1998).

199



V. CONCLUSIONES




Conclusiones

Como hemos descrito en los objetivos de esta memoria, la presente tesis doctoral se
ha realizado para describir la diversidad procariota de una importante region de la provincia
de Murcia, el Humedal de Ajauque y Rambla Salada, donde nunca se habia realizando antes
un estudio de tipo microbiol6gico. Partiendo de esta premisa, este estudio tiene su
complemento indispensable en otro trabajo de investigacion, la tesis doctoral de la licenciada
Nahid Oueriaghli, cuya defensa se hara en breve.

De la presente tesis doctoral hemos extraido las conclusiones que enumeramos a
continuacion pero como prélogo a las mismas hemos de exponer que el resultado mas
importante que se desprende de la comparacion de ambos trabajos de tesis doctoral es que la
microbiota que logramos cultivar a partir de las muestras tomadas en Rambla Salada es
sustancialmente diferente de la que se detecta por técnicas moleculares, donde los grupos
predominantes parecen ser las especies pertenecientes a los Bacteroidetes, Acidobacteria,
Actinobacteria, Chloroflexi, Cyanobacteria, Planctomycetes (N.O. comunicacion personal).
Nuestros resultados estan en consonancia con los obtenidos por otros autores en otros
habitats salinos pero nunca hasta la fecha se habian hecho ambos tipos de estudios de forma
simultanea; es decir estudiando las mismas muestras por técnicas clasicas y técnicas
moleculares, en un amplio estudio que incluyera muestreos locales y estacionales de un
habitat salino donde coexisten suelos, aguas y sedimentos de distinta salinidad. Por todo ello
consideramos que nuestro estudio es innovador y sus resultados significativos para el area
del halofilismo.

Conclusiones

1. En las distintas estaciones de muestreo que hemos analizado en el Humedal de
Ajauque y Rambla Salada se obtienen elevados recuentos de bacterias totales
empleando medios ricos en nutrientes con concentraciones de sales comprendidas
entre el 0,5y el 20% (p/v) de sales. El recuento de arqueas halo6filas y su posterior
aislamiento solo es posible si se emplea una concentracion de sales del 30% (p/v) y
una temperatura de incubacién préxima a los 40 °C.

2. Los resultados de los recuentos apenas si son afectados por la época del muestreo y
el lugar concreto de la toma de muestra por lo que en general podemos concluir que
en todas las zonas analizadas de Rambla Salada existe una abundante poblacién de
procariotas meséfilos, heterétrofos y aerobios, que incluyen tanto bacterias como
arqueas.

3. El aislamiento de cepas utilizando como Unico criterio la seleccién de colonias lo
mas diversas posible ha permitido obtener una amplia coleccion de procariotas (477
cepas) con una gran diversidad de especies tanto bacterianas como de arqueas. Asi
entre ellas, y de acuerdo con la secuencia parcial del gen del ARNr 16S, hemos
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10.

encontrado al menos representantes de 120 especies conocidas, incluidas en 45
géneros, 21 familias, 15 ordenes, 7 clases y 5 phyla.

La coleccion de bacterias analizadas en este estudio (428 cepas) incluye cepas
halotolerantes, hal6filas débiles y moderadas pero ninguna cepa haléfila extrema,
destacando la ausencia de los taxa que alojan a estas Gltimas (Salinibacter, Salicola).
El grupo mas abundante fue el de las bacterias hal6filas moderadas que
representaron el 60 % de las cepas bacterianas aisladas.

Todas las arqueas aisladas en este trabajo (49 cepas) eran microorganismos haléfilos
extremos.

La mayoria de las bacterias aisladas en Rambla Salada pertenecen al phylum
Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, y al phylum Firmicutes, clase Bacilli,
destacando las especies del género Halomonas, dentro de la familia
Halomonadaceae que supusieron mas del 30% de los aislados. Por ello podemos
afirmar que Halomonas es la bacteria cultivable que con mas frecuencia se aisla en
Rambla Salada en las condiciones empleadas en este trabajo.

Respecto a la arqueas s6lo hemos podido cultivar representantes del phylum
Euryarchaeota, y todos ellos fueron miembros de la familia Halobacteriaceae.

En el Humedal de Ajauque y Rambla Salada hemos descubierto hasta el momento
cinco nuevas especies de procariotas, cuatro bacterias para las cuales proponemos
los nombres de Halomonas lipolytica, Halomonas proteolytica, Marinobacter
halophilus y Pseudoalteronomonas salina y una arquea que constituiria una nuevo
género y especie con el nombre de Saliniarcheum ramblicola.

El andlisis de la riqueza y abundancia de especies del Humedal de Ajauque y
Rambla Salada realizado mediante el programa DOTUR pone de manifiesto la
elevada diversidad de este ambiente. Asi mismo hemos podido comprobar que el
namero de aislados que se han analizado en este trabajo representan perfectamente
tal diversidad.

Entre las cepas bacterianas aisladas del Humedal de Ajauque y Rambla Salada
existe un numero significativo (20 cepas con actividad antibidtica y 5 cepas con
actividad antifungica) de posibles productoras de nuevas sustancias con actividad
antimicrobiana entre los que destacan los identificados como especies de Halomonas
y Bacillus. Por ello concluimos que la bisqueda de nuevos productos bioactivos
entre los procariotas que habitan ambientes inexplorados en este sentido, como lo
son los habitats hipersalinos, puede tener un gran interés cientifico e industrial.
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Anexo |

COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO UTILIZADO EN LA SELECCION DE

CEPAS

Medio MY modificado
(Moraine y Rogovin, 1966; Quesada y col., 1993)

Glucosa (Panreac®) 1,09
Extracto de levadura (Difco®) 0,39
Proteosa-peptona (Difco®) 0549
Extracto de malta (Panreac®) 0,39
Solucién de sales al 30 % c.s.p. 100 mi

Sales de Subow al 30% (p/v)
(Rodriguez-Valera y col., 1981)

NaCl (Panreac®) 234,09
MgCl, x 6H,0 (Merck®) 4169
MgSO, x 7H,0 (Merck®) 59,8 g
CaCl, x 2H,0 (Merck®) 1,19
KCI (Merck®) 6,09
NaHCO; (Merck®) 029
NaBr (Merck®) 0,79
FeCl3z x 6H,0 (solucién al 0,5 % (p/v) 0,65 ml

Agua destilada c.s.p 1.000 mi



Anexo 11

COMPOSCION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO, SOLUCIONES Y REACTIVOS
UTILIZADOS PARA LA CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LAS CEPAS

Agar Mac Conkey (ADSA®)
(McConkey, 1908)

Extracto de peptona 20,09
Lactosa 10,09
Sales biliares 25¢
NaCl 5009
Agar 1509
Rojo neutro 0,059
Cristal violeta 0,001 g
Solucion de sales al 5,0 % (p/v) c.s.p 1.000 ml
Medio de Norris y col. (1981)
Peptona (Panreac®) 5049
Extracto de levadura (Panreac®) 3049
Agar (Panreac®) 15,09
MnSQ, x H,O (Merck®) 0,005 g
Solucion de sales al 5,0 % (p/v) c.s.p 1.000 ml

Medio para la prueba de hemolisis

Sangre bovina (Oxoid®) 50 ml
Agar (Panreac®) 29
Medio MY al 3 % (p/v) c.s.p. 100 ml

Preparacion: al medio MY al 3 % (p/v) con agar
esterilizado y enfriado a 50 °C se le afiadié un 5 %
(v/v) de sangre bovina y se reparti6 en placas

Medio para la prueba de hidrolisis

de la tirosina
Tirosina (Sigma®) 059
Agar (Panreac®) 29
Medio MY al 5 % (p/v) c.s.p. 100 ml

Medio para la produccion de

lecitinasa
Emulsién de yema de huevo estéril 10 mi
Agar (Panreac®) 2g
Medio MY al 5 % (p/v) c.s.p. 90 ml

Preparacion: se prepar6 la emulsion recogiendo la
yema de huevo sobre 250 ml de solucién de sales al
5 % (p/v) y se le afiadid al medio MY estéril para
repartir en placas

Agar Cetrimida (Difco®)

Peptona 2009
MgCl, x 6H,0 149
K,SO, 10,0¢g
Cetrimida 0,39
Agar 13,649
Solucion de sales al 5,0 % p/v) c.s.p 1.000 ml

Agar DNAsa (ADSA®)

Triptona 20,09
ADN 2,09
NaCl 5009
Agar 13,649
Solucion de sales al 5,0 % (p/v) c.s.p 1.000 ml
Medio para la prueba de hidrélisis de la
esculina
Esculina (Avocado®) 019
Citrato férrico (Panreac®) 0,059
Agar (Panreac®) 29
Medio MY al 5 % (p/v) c.s.p. 100 ml

Medio para la prueba de hidrélisis de
tween 20 y tween 80

Tween 20 o Tween 80 1ml
Agar (Panreac®) 29
Medio MY al 5 % (p/v) c.s.p. 100 ml

Preparacion: se esterilizo el tween mediante calor seco y
se afiadié al medio MY al 5 % (p/v) estéril previo a
repartirlo en placas

Medio para la produccidn de fosfatasa

Solucidn acuosa de difosfato de fenolftaleina 0,01 ml
al 1 % (p/v)

Agar (Panreac®) 29
Medio MY al 5 % (p/v) c.s.p. 100 ml

Preparacion: La solucién acuosa se filtro y se afiadi6 al
medio MY estéril. Se repartié después en placas



Medio para la hidrdlisis de la caseina

Lecha desnatada 500 ml
Agar (Panreac®) 10¢g
Medio MY al 5 % (p/v) c.s.p. 500 ml

Preparacion: se esterilizo el medio MY preparado a
doble concentracién. Una vez enfriado, se afiadio el
mismo volumen de leche desnatada y se repartié en
placas

Medio de cultivo para la reduccion

de nitratos
Extracto de levadura (Difco®) 10,09
Proteosa-peptona n°3 (Difco®) 5049
Glucosa (Panreac®) 1049
Nitrato potasico ( Panreac®). 1049
Solucion de sales al 5 % (p/v) c.s.p 1.000 ml

Reactivos para la deteccién de
nitritos en el medio
(Skerman, 1967)
Reactivo A: solucién al 0,8 % (p/v), de é&cido
sulfanilico en &cido acético 5N
Reactivo B: solucién al 05 % (p/v), de
a-naftilamina en acido acético 5 N

Medio de Koser
Koser (1923)
NaCl (Panreac®) 7509
KCI (Merck®) 2049
MgSO,x 7H,0 (Merck®) 0,2¢g
KNOj; (Merck®) 1,09
(NH4),HPO, (Panreac®) 1,09
KH,PO, (Panreac®) 0,549
Agua destilada c.s.p 1.000 ml
Medio M1
Extracto de levadura (Panreac®) 5¢g
Solucion de sales al 25 % (p/v) c.s.p. 1.000 ml

Anexo Il

Medio de cultivo para produccion de
&cidos de la glucosa
(Ventosa y col., 1982)

Extracto de levadura (Difco®) 10,09
Proteosa-peptona (Difco®) 5049
Rojo fenol (solucion acuosa al 0,04 %, p/v) 20 ml
Glucosa (Panreac®) 01g
Solucion de sales al 5 % (p/v) c.s.p 1.000 ml
Medio de cultivo para la respiracién sobre
nitratos
(Stanier y col., 1966)

Glicerol (Panreac®) 1049
Extracto de levadura (Difco®) 0,39
Proteosa-peptona n°3 (Difco®) 0549
Nitrato potasico (Merck®) 1g
Rojo fenol (solucion acuosa al 0,04 %, p/v) 20 ml
Solucion de sales al 5 % (p/v) c.s.p 1.000 ml

Solucién de lugol
(Cowan y Steel, 1993)
I, (Panreac®) 3,09
Agua destilada c.s.p 1.000 ml
Preparacion: Se mezclaron todos los reactivos. La mezcla
se dejo reposar durante 24 horas y se filtro.

Medio Casamino modificado
(Tindall, 1992)

Casaminoacidos (Sigmaﬁg 059
Glutamato sédico (Difco™) 0,1g
KCI (Merck®) 02g
NazCsHsO (CO0); (Merck®) 0,39
MgSO,x 7H,0 (Merck®) 2,09
NaCl (Panreac®) 20 g
Extracto de levadura (Panreac®) 0,59
MnCl, x 4H,0 0,036 g
FeCl, x 4H,0 3,6 mg

Agua destilada c.s.p 1.000 ml
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Medio Casamino

(Tindall y Collins, 1986)
Casaminoécidos (Sigma®)
NazC3HsO (CO0)3 x 2H,0 (Merck®)
Glutamato sédico (Difco®)
MgSO,x 7H,0 (Merck®)
KCI (Merck®)
NaCl (Panreac®)
Agua destilada c.s.p

Medio de cultivo parael
requerimiento de magnesio
(Oren, 1977b)
Extracto de Levadura (Panreac®)
Glucosa (Panreac®)
NaCl (Panreac®)
Na,SO, (Panreac®)
KCI (Merck®)
CaCl, (Panreac®)
NaBr (Panreac®)
NaHCO; (Panreac®)
MgCl; x 6 H,0O(Panreac®)
Agua destilada c.s.p

159
0,39
0,25¢g
0,25¢
0,29
259
1.000 ml

59
209
195 ¢
359

59

0,83¢g
0,58¢
0,17g

1.000 ml

Preparacion: Se mezclaron todos los componentes y
afiadiendo MgCIl, x 6 H,O en concentraciones

crecientes

Medio para la fermentacion de la
glucosa
(Cowan y Steel, 1982)
Medio de Clark-Lubbs c.s.p.
Glucosa
Solucion de sales al 25 % (p/v) s.s.p.

Solucién de rojo de metilo
(Barritt, 1936)
Rojo de metilo (Merck®)
Etanol (Probus®)
Agua destilada c.s.p

Reactivo de Kovacs
(Kovacs, 1928)
p-dimetilaminobenzaldehido
HCI concentrado (Panreac®)
Alcohol amilico (Panreac®)

100 ml
059
100 ml

0,49
400 ml
1.00 Oml

59
75 ml
25 ml

Preparacion: Se disolvi6 el aldehido en alcohol por
calentamiento suave en bafio Maria, se dejo enfriar y

se afiadio el acido clorhidrico

Medio para la produccion de gelatinasa
(Kovacs, 1928)
Triptona (Panreac®)
Agar (Panreac®)
Medio M1 al 25 % (p/v) c.s.p.

Medio para la produccion de gelatinasa
(Frazier, 1926; Sneath y Collins, 1974)

Gelatina (Panreac®)
Agar (Panreac®)
Medio M1 al 25 % (p/v) c.s.p.

Medio para la produccion de acidos

Solucidn acuosa de rojo fenol (0,04 %, p/v)
Medio M1 al 25 % (p/v) c.s.p.

Reactivo de Frazier

(Frazier, 1926)
Cloruro de mercurio (Sigma®)
HCI concentrado (Panreac®)
Agua destilada c.s.p

01g

100 ml

20 mi
100 ml

12,09
16 mi
80 ml

Preparacion: Se mezclé el cloruro de mercurio con el agua
y a continuacion se afiadié el cido clorhidrico agitandose

hasta completa disolucion.



COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES UTILIZADAS

EN EL ESTUDIO GENOTIPICO Y FILOGENETICO

Solucion 1 (extraccion de ADN)
(Martin-Platero y col., 2007)
Sacarosa (10 %, p/v)
Tris-HCI 1 M (pH 8)
Agua bidestilada c.s.p

Soluciodn 3 (extraccion de ADN)
(Martin-Platero y col., 2007)
Acetato sddico 3 M (pH5)

SSC 0,1X
Citrato sédico (Sigma®)
NaCl (Sigma®)
Agua bidestilada c.s.p

Medio para seleccion de colonias con
plasmido

Solucién de X-Gal (80 mg/ml de
dimetilformamida)(Sigma®)
Ampicilina 1.000x) (Sigma®)
Medio LB

54

1,25 ml

50 ml

60 ml

049
0,08¢g
100 ml

500 pl
800 pl
500 pl
500 ml

Solucién 2 (extraccion de ADN)
(Martin-Platero y col., 2007)
Tris-HCI 1M (pH8)
EDTA 0,5m
NaCl5 M
SDS 10 % (p/v)
Agua bidestilada c.s.p

Medio minimo
(Argandofia y col., 2001)
Extracto de levadura (Difco®)
Proteosa-peptona n°3 (Difco®)
Solucidn de sales al 5 % (p/v)
Agua bidestilada c.s.p

TBE 10X
Trizma Base (Sigma®)
Acido bérico (Sigma®)

EDTA (Sigma®) 0,5 M, pH 8
Agua bidestilada c.s.p

Medio LB solido
Triptona (Panreac®)
Extracto de levadura (Panreac®)
NaCl (Panreac®)
Agar (Panreac®)
Agua bidestilada c.s.p

5ml
10 mi
20 pl
1ml
50 ml

049
0,29
16,6 ml
100 ml

54 ¢
27,59

20 ml
500 ml
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RESULTADOS DE LAS PRUEBAS FENOTIPICAS REALIZADaS EN LAS
BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

Tabla 1. Caracteristicas morfologicas y coloniales

Gram: Tincién de Gram

Morf: Morfologia

Pig: Pigmentacion de las colonias. C: crema; A: amarillo;

Muc: Mucosidad de las colonias. 0: no mucosas; 1: mucosas; 2: muy mucosas

CEPAS UTILIZADAS COMO DE REFERENCIA

R1, Brevundimonas mediterrranea R18, Halomonas ventosae

R2, Halomonas alimentaria
R3, Halomonas almeriensis
R4, Halomonas anticariensis
R5, Halomonas campaniensis
R6, Halomonas campisalis

R7, Halomonas cerina

R8, Halomonas denitrificans
R9, Halomonas desiderata
R10, Halomonas eurihalina
R11, Halomonas fontilapidosi
R12, Halomonas gudaonensis
R13, Halomonas koreensis
R14, Halomonas nitroreducens
R15, Halomonas organivorans
R16, Halomonas shengliensis
R17, Halomonas subglaciescola

R19, Idiomarina fortilapidosi

R20, Idiomarina ramblicola

R21, Kushneria marisflavi

R22, Marinobacter algicola

R23, Marinobacter guineae

R24, Marinobacter hydrocarbonoclastic
R25, Marinobacter lipolyticus

R26, Palleronia marismirons

R27, Pseudoalteromonas carragenovere
R28, Pseudomonas halophila

R29, Salinicola marasensis

R30, Salinivibrio costicola

R31, Salipiger mucescens

R32, Vibrio aerogenes

R33, Vibrio furniissi

R34, Yersinia massiliensis
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Tabla 1. Caracteristicas morfologicas y coloniales

CEPA Gram Morf Pig  Muc  Mov CEPA Gram Morf Pig  Muc  Mov CEPA Gram Morf  Pig  Muc Mov
M2-87-1 - B C 2 + M2-41 - B C 2 D M4-1 - B C 2 +
M1-100 - B C 2 - M2-42 - B C 2 + M4-101 - B C 2 +
M1-103 - B C 2 + M2-43 - B C 2 + M4-102 - B C 2 +
M1-103-X - B C 2 + M2-5 - B C 2 + M4-104 - B C 2 +
M1-107 - B C 2 + M2-56 - B C 2 - M4-107 - B C 2 +
M1-110 - B C 2 - M2-57 - B C 2 + M4-11 - B C 2 +
M1-111 - B C 2 - M2-58 - B C 2 + M4-12 - B C 2 -
M1-112 - B C 2 - M2-59 - B C 2 + M4-13 - B Cc 2 +
M1-114 - B C 2 - M2-6 - B C 2 - M4-15 - B C 2 -
M1-115-1 - B C 2 + M2-61 - B C 2 - M4-16 - B Cc 2 +
M1-115-11 - B C 2 + M2-62 - B C 2 + M4-17 - B C 2 +
M1-116 - B C 2 + M2-63 - B C 2 + M4-19 - B C 2 -
M1-117 - B C 2 - M2-66-B - B Cc 2 + M4-2 - B C 2 -
M1-118 - B C 2 + M2-66-M - B C 2 + M4-20 - B C 2 +
M1-120 - B C 2 - M2-69 - B Cc 2 D M4-22 - B C 2 +
M1-122 - B C 2 + M2-7 - B C 2 + M4-23 - B o 2 +
M1-124 - B C 2 + M2-71 - B C 2 + M4-24 - B o 2 -
M1-125 - B C 2 - M2-72 - B C 2 + M4-26 - B o 2 +
M1-126 - B C 2 + M2-76 - B C 2 + M4-28 - B o 2 +
M1-127 - B C 2 - M2-77 - B C 2 + M4-29 - B o 2 +
M1-130 - B C 2 - M2-78 - B C 2 + M4-3 - B o 2 +
M1-131 - B C 2 + M2-79 - B C 2 - M4-30 - B o 2 +
M1-135 - B C 2 + M2-81 - B C 2 D M4-31 - B o 2 -
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Tabla 1. Continuacion

CEPA Gram Morf Pig  Muc  Mov CEPA Gram Morf Pig  Muc  Mov CEPA Gram Morf  Pig  Muc Mov
M1-137 - B C 2 - M2-82 - B C 2 - M4-33 - B C 2 +
M1-138 - B C 2 - M2-83 - B C 2 + M4-35 - B C 2 +
M1-141 - B C 2 + M2-85 - B C 2 - M4-36 - B C 2 +
M1-142 - B C 2 + M2-87-11 - B C 2 + M4-37 - B C 2 +
M1-144 - B C 2 + M2-88 - B C 2 + M4-38 - B C 2 -
M1-145 - B C 2 + M2-89 - B C 2 + M4-39 - B C 2 -
M1-14-X - B C 2 - M2-9 - B C 2 + M4-3B - B C 2 +
M1-16-X - B C 2 - M2-X - B C 2 - M4-3M - B C 2 +
M1-180 - B C 2 + M2-XX - B C 2 + M4-4 - B C 2 -
M1-187-1 - B C 2 + M2-XXX - B C 2 - M4-40 - B C 2 -
M1-187-11 - B C 2 - M2-3X - B C 2 + M4-43 - B Cc 2 +
M1-190 - B C 2 + M3-1 - B C 2 + M4-44 - B C 2 +
M1-191-1 - B C 2 + M3-100 - B C 2 + M4-45 - B C 2 -
M1-191-11 - B C 2 + M3-110 - B C 2 + M4-46 - B C 2 -
M1-192 - B C 2 + M3-112 - B C 2 + M4-47 - B C 2 -
M1-193-1 - B C 2 + M3-12 - B C 2 + M4-48 - B o 2 -
M1-193-11 - B C 2 + M3-120 - B C 2 + M4-49 - B o 2 +
M1-194 - B C 2 - M3-121 - B Cc 2 + M4-5 - B o 2 -
M1-196 - B C 2 + M3-125 - B C 2 + M4-50 - B o 2 -
M1-198 - B C 2 - M3-127 - B C 2 + M4-51 - B o 2 -
M1-199 - B C 2 - M3-128 - B C 2 + M4-52 - B o 2 +
M1-200 - B C 2 - M3-129 - B C 2 + M4-53 - B o 2 +
M1-201 - B C 2 - M3-13 - B C 2 + M4-55 - B o 2 -
M1-202 - B C 2 + M3-130 - B C 2 + M4-56 - B o 2 -
M1-21-X - B C 2 - M3-131 - B C 2 + M4-57 - B o 2 -
M1-5-X - B C 2 - M3-15 - B C 2 + M4-58 - B o 2 -
M1-X - B C 2 + M3-18 - B C 2 + M4-59 - B o 2 -
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Tabla 1. Continuacion

CEPA Gram Morf Pig  Muc  Mov CEPA Gram Morf Pig  Muc  Mov CEPA Gram Morf  Pig  Muc Mov
M1-XX - B C 2 + M3-2 - B C 2 + M4-5a - B C 2 -
M2-10 - B C 2 + M3-22 - B C 2 + M4-6 - B C 2 -
M2-11 - B C 2 + M3-23 - B C 2 + M4-60 - B C 2 -
M2-12 - B C 2 + M3-24 - B C 2 + M4-62 - B C 2 -
M2-13 - B C 2 + M3-25 - B C 2 + M4-63 - B C 2 -
M2-139 - B C 2 + M3-26 - B C 2 + M4-64 - B C 2 -
M2-14 - B C 2 - M3-27 - B C 2 + M4-65 - B C 2 -
M2-140-11 - B C 2 + M3-28 - B C 2 + M4-66 - B C 2 -
M2-146 - B C 2 - M3-3 - B C 2 + M4-67 - B C 2 +
M2-147 - B C 2 + M3-32 - B C 2 + M4-68 - B C 2 +
M2-148 - B C 2 - M3-33 - B Cc 2 + M4-69 - B C 2 +
M2-149 - B C 2 + M3-34 - B Cc 2 + M4-7 - B C 2 +
M2-15 - B C 2 - M3-35 - B C 2 + M4-70 - B C 2 +
M2-150 - B C 2 M3-36 - B Cc 2 - M4-71 - B C 2 +
M2-151 - B C 2 M3-37 - B C 2 + M4-72 - B o 2 +
M2-153 - B C 2 - M3-38 - B Cc 2 + M4-73 - B C 2 +
M2-154 - B C 2 - M3-39 - B C 2 + M4-74 - B o 2 +
M2-155 - B C 2 + M3-4 - B C 2 - M4-76 - B o 2 +
M2-156 - B C 2 + M3-40 - B C 2 + M4-79 - B o 2 +
M2-157 - B C 2 + M3-41 - B C 2 + M4-80 - B o 2 +
M2-158 - B C 2 + M3-42 - B C 2 + M4-81 - B o 2 +
M2-160 - B C 2 - M3-43 - B C 2 - M4-82 - B o 2 +
M2-162 - B C 2 - M3-44 - B C 2 + M4-83 - B o 2 +
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Tabla 1. Continuacion

CEPA Gram Morf Pig  Muc  Mov CEPA Gram Morf Pig  Muc  Mov CEPA Gram Morf  Pig  Muc Mov
M2-163 - B C 2 + M3-45 - B C 2 + M4-84 - B C 2 +
M2-164 - B C 2 + M3-46 - B C 2 + M4-85 - B C 2 +
M2-165 - B C 2 + M3-47 - B C 2 + M4-86 - B C 2 +
M2-166 - B C 2 - M3-48 - B C 2 + M4-87 - B C 2 +
M2-167 - B C 2 - M3-50 - B C 2 + M4-91 - B C 2 +
M2-168 - B C 2 + M3-52 - B C 2 + M4-92 - B C 2 +
M2-169 - B Cc 2 - M3-55 - B C 2 + M4-93 - B C 2 +
M2-17 - B C 2 M3-56 - B C 2 + R1 - B C 1 ND
M2-171 - B C 2 M3-57 - B C 2 + R2 - B C 1 -
M2-173 - B C 2 - M3-59 - B C 2 - R3 - B C 2 -
M2-174 - B C 2 - M3-6 - B C 2 + R4 - B Cc 1 +
M2-175 - B C 2 + M3-60 - B Cc 2 + R5 - B C 1 +
M2-176 - B C 2 + M3-61 - B Cc 2 + R6 - B C 1 +
M2-177 - B C 2 - M3-62 - B Cc 2 + R7 - B C 2 -
M2-178 - B C 2 + M3-63 - B Cc 2 + R8 - B C 1 +
M2-18 - B C 2 + M3-64 - B Cc 2 + R9 - B o 1 +
M2-180 - B C 2 D M3-7 - B Cc 2 + R10 - B o 2 -
M2-182 - B C 2 - M3-70 - B Cc 2 + R11 - B o 2 +
M2-183 - B C 2 + M3-73 - B Cc 2 - R12 - B o 1 +
M2-183-X - B C 2 + M3-74 - B C 2 + R13 - B o 1 +
M2-19 - B C 2 + M3-78 - B C 2 + R14 - B o 2 -
M2-204 - B C 2 + M3-79 - B C 2 + R15 - B o 1 +
M2-21 - B C 2 + M3-8 - B C 2 + R16 - B o 1 +
M2-22 - B C 2 - M3-80 - B C 2 + R17 - B o 2 +
M2-23 - B C 2 + M3-81 - B C 2 + R18 - B o 2 +
M2-25 - B C 2 - M3-84 - B C 2 + R19 - B o 1 +
M2-26 - B C 2 + M3-85 - B C 2 + R20 - B o 1 +
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Tabla 1. Continuacion

CEPA Gram Morf Pig  Muc  Mov CEPA Gram Morf Pig  Muc  Mov CEPA Gram Morf  Pig  Muc Mov
M2-27 - B C 2 - M3-86 - B C 2 + R21 - B A 1 +
M2-28 - B C 2 + M3-87 - B C 2 + R22 - B C 1 +
M2-29 - B C 2 + M3-88 - B C 2 + R23 - B C 1 +
M2-2-X - B C 2 + M3-89 - B C 2 + R24 - B C 1 -
M2-30 - B C 2 - M3-9 - B C 2 - R25 - B C 1 +
M2-31 - B C 2 - M3-90 - B C 2 + R26 - B C 1 -
M2-32 - B C 2 - M3-91 - B C 2 + R27 - B C 1 +
M2-33 - B C 2 - M3-93 - B C 2 + R28 - B C 1 +
M2-34 - B C 2 + M3-94 - B C 2 + R29 - b c 1 +
M2-35 - B C 2 + M3-95 - B C 2 + R30 - B C 1 +
M2-36 - B C 2 D M3-97 - B C 2 + R31 - B C 1 +
M2-37 - B Cc 2 D M3-XX - B C 2 + R32 - B C 1 +
M2-38 - B Cc 2 D M4-88 - B Cc 2 + R33 - B Cc 1 +
M2-4 - B C 2 + M4-89 - B Cc 2 + R34 - B Cc 1 +
M3-49 - B Cc 2 + M4-9 - B C 2 +

M3-5 - B C 2 + M4-90 - B C 2 +

11
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Tabla 2. Caracteristicas fisiolgicas
Crecimiento distintas concentraciones de sal (%, p/v)
Crecimiento a distintas temperaturas (°C)

Crecimiento a distintos valores de pH
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Tabla 2. Caracteristicas fisiolgicas

T(°C
22 32 37 45 55

pH

sales (%)
1 3 5 75 10 15 20 30

+

10

5

CEPA

M2-87-1

+

+

M1-100
M1-103

+

+

M1-103-X
M1-107
M1-110
M1-111

+

+

+

+

M1-112
M1-114

+

+

+

+

M1-115-1

+

M1-115-11
M1-116
M1-117
M1-118
M1-120
M1-122
M1-124
M1-125
M1-126
M1-127
M1-130
M1-131
M1-135
M1-137
M1-138
M1-141
M1-142
M1-144
M1-145

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

M1-14-X
M1-16-X
M1-180

+

+

+

+

+

M1-187-1

+

M1-187-11
M1-190

+

+

+

M1-191-1

+

M1-191-11
M1-192

+

M1-193-1

+

+

M1-193-11

13
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Tabla 2. Caracteristicas fisiol6gicas

T(°C)
22 32 37 45 55

pH

sales (%)
1 3 5 75 10 15 20 30

10

CEPA

M1-194
M1-196
M1-198
M1-199
M1-200
M1-201
M1-202

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

M1-21-X
M1-5-X

M1-X

M1-XX

M2-10

+

+

+

M2-11

+

+

M2-12

+

+

M2-13

+

M2-139
M2-14

+

+

+

M2-140-11
M2-146
M2-147
M2-148
M2-149

M2-15

+

+

+

+

+

+

M2-150
M2-151
M2-153
M2-154
M2-155
M2-156
M2-157
M2-158
M2-160
M2-162
M2-163
M2-164
M2-165
M2-166
M2-167
M2-168
M2-169

M2-17

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

M2-171

+

M2-173
M2-174

+
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Tabla 2. Caracteristicas fisiol6gicas

T(°C)
22 32 37 45 55

pH

sales (%)
1 3 5 75 10 15 20 30

10

CEPA

M2-175
M2-176
M2-177
M2-178

M2-18

+

+

+

+

+

+

M2-180
M2-182
M2-183

+

+

+

M2-183-X
M2-19

+

+

M2-204
M2-21

+

+

+

M2-22

+

+

M2-23

+

+

M2-25

+

M2-26

+

+

M2-27

+

+

M2-28

+

M2-29

+

M2-2-X

M2-30

M2-31

M2-32

M2-33

+

M2-34

+

M2-35

M2-36

+

M2-37

+

M2-38
M2-4

+

M2-41

+

M2-42

+

+

M2-43
M2-5

+

M2-56

+

+

M2-57

+

M2-58

+

M2-59
M2-6

+

M2-61

+

M2-62
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Tabla 2. Caracteristicas fisiol6gicas

T(°C)
22 32 37 45 55

pH

sales (%)
1 3 5 75 10 15 20 30

10

5

CEPA
M2-63

+

+

+

M2-66-B
M2-66-M
M2-69
M2-7

+

+

+

M2-71

+

M2-72

+

+

M2-76

+

+

M2-77

+

+

M2-78

+

M2-79

M2-81

M2-82

+

M2-83

M2-85

+

M2-87-11

M2-88

M2-89
M2-9

M2-X

M2-XX
M2-3

M2-4X
M3-1

+

+

M3-100
M3-110
M3-112
M3-12

+

+

+

+

+

+

M3-120
M3-121
M3-125
M3-127
M3-128
M3-129

M3-13

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

M3-130
M3-131
M3-15

+

+

+

+

+

+

M3-18
M3-2

+

M3-22
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Tabla 2. Caracteristicas fisiol6gicas

T(°C)
22 32 37 45 55

pH

sales (%)
1 3 5 75 10 15 20 30

10

5

CEPA
M3-23

+

+

+

+

M3-24

+

+

M3-25

+

+

M3-26

+

+

M3-27

+

M3-28
M3-3

+

M3-32

+

M3-33

+

M3-34

+

M3-35

+

M3-36

+

M3-37

+

M3-38

+

M3-39
M3-4

+

+

M3-40

+

M3-41

+

+

M3-42

+

+

M3-43

+

M3-44

M3-45

+

M3-46

+

M3-47

M3-48

+

M3-49
M3-5

+

M3-50

+

M3-52

+

M3-55

+

M3-56

+

M3-57

+

+

M3-59
M3-6

+

M3-60

+

M3-61

+

M3-62

+

M3-63

+

M3-64
M3-7

+

+

M3-70
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Tabla 2. Caracteristicas fisiol6gicas

T(°C)
22 32 37 45 55

pH

sales (%)
1 3 5 75 10 15 20 30

+

10

5

CEPA
M3-73

+

+

+

M3-74

+

+

M3-78

+

+

M3-79
M3-8

+

M3-80

+

M3-81

+

M3-84

+

M3-85

+

M3-86

+

M3-87

+

M3-88

M3-89
M3-9

+

M3-90

+

M3-91

+

M3-93

+

M3-94

+

M3-95

+

M3-97

M3-XX

M3-3X
M4-1

+ D D D D

+ D D

+

M4-101
M4-102
M4-104
M4-107

M4-11

+

+

+

+

+

+

+

M4-12

+

M4-13

+

M4-15

+

M4-16

+

+

M4-17

+

+

M4-19
M4-2

+

M4-20

+

M4-22

+

M4-23

+

M4-24

+

M4-26

+

M4-28

+

M4-29
M4-3

+

M4-30

+

M4-31
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Tabla 2. Caracteristicas fisiol6gicas

T(°C
22 32 37 45 55

pH

sales (%)
1 3 5 75 10 15 20 30

+

10

5

CEPA
M4-33

+

M4-35

+

M4-36

+

M4-37

+

M4-38

+

M4-39

+

M4-3B

+

M4-3M

M4-4

+

+

M4-40

+

+

M4-43

+

M4-44

+

+

M4-45

+

+

M4-46

+

+

M4-47

+

+

M4-48

+

+

M4-49
M4-5

+

M4-50

+

M4-51

+

M4-52

+

M4-53

+

M4-55

+

M4-56

+

M4-57

+

M4-58

+

M4-59

+

M4-5a
M4-6

+

M4-60

+

M4-62

+

M4-63

+

M4-64

+

M4-65

+

M4-66

+

M4-67

+

M4-68

+

M4-69
M4-7

+

M4-70
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Tabla 2. Caracteristicas fisiol6gicas

T(°C
22 32 37 45 55

pH

sales (%)
1 3 5 75 10 15 20 30

10

5

CEPA
M4-71

DD + + D D D
D D D D D
+

+

+

M4-72

+

M4-73

+ D D D

D D
+

M4-74

+

M4-76

+

+

M4-79

+

M4-80

M4-81

+

M4-82

+

M4-83

+

M4-84

+

M4-85

+

M4-86

M4-87

+

M4-88

+

M4-89
M4-9

M4-90

+

M4-91

+

M4-92

+

M4-93
R1

R2

R3

R4

RS

R6

R7

R8

R9

R10
R11
R12
R13
R14
R15
R16
R17
R18
R19
R20
R21
R22
R23
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Tabla 2. Caracteristicas fisiol6gicas

T(°C)
22 32 37 45 55

pH

sales (%)
1 3 5 75 10 15 20 30

10

5

CEPA
R24
R25
R26
R27
R28
R29
R30
R31
R32
R33
R34

21



Anexo 111

Tabla 3. Pruebas bioquimicas (1).
Cat: catalasa

Ox: oxidasa

NR: presecia de nitrato reductasa

nr: presencia de nitrito reductasa
Esp: produccion de esporas

CA: crecimiento en anaerobiosis
O/F: oxido-fermentacion

Resp. NO;: respiracion sobre nitrato
Prod. gas: produccion de gas por
respiracion sobre nitrato

McC: crecimiento en agar McConkey
Alm: hidrolisis del almidén

Lec: produccion de lecitinasa

Fosf: produccion de fosfatasa

Esc: hidrolisis de la esculina

DNA: produccion de DNAsa
TW?20 y 80: hidrdlisis del Tween20y 80
AS: hemolisis

Cas: hidrolisis de la caseina

Tir: hidrdlisis de la tirosina

P.Tir: pigmento de la tirosina

Cet: crecimiento en agar cetrimida



Tabla 3. Pruebas bioquimicas (1).

Anexo 111

CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp.NO3z Prod.gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TWwW80 AS Cas Tir P.Tir Cet
M2-87-1 + - - - - + - - - + - + + - - + - + - + - +
M1-100 + - + - - + - + - + + - + + - + - - - + + -
M1-103 + + + - + - - - - + - + + + + + + + - + - +
M1-103-X + + + + - + - + + + - - + + + + - + - + + +
M1-107 + + + - + - - - - + - + + + + + - + - +
M1-110 + + - - - - - + - - - + + + + + - - + -
M1-111 + + + - - - - - - - - - + + + - - + + + - -
M1-112 + - + - - - - + - + + + - + - + - + - + + -
M1-114 + - + - - D - - - + - - + + + + + - - - - -
M1-115-1 + - + - - - - - - + - - + + - + - - + -
M1-115-11 + + - - + + - + + + - - - + - - - - - - + -
M1-116 + - + - - - - + - + + + - + + + - - - + + +
M1-117 + + + + - + + + + + - - + + + + - - - + + -
M1-118 + + - - + + - + + + - - - + - - - - - - + -
M1-120 + - - - - D - + - + - + - - + + + + - + + -
M1-122 + - + - - - - + - + - - + + - + - + + + + +
M1-124 + + + + - D + + - + - - + + + + - - + + + +
M1-125 + - + - - - - - - + - - + + + - - + - + - +
M1-126 + + + + - D + + + - - - + + + - + + + - + -
M1-127 + + + - - D - + - - - + - + + + + - + - + +
M1-130 + - + - - + - + - - - + + + - - - + + - +
M1-131 + + + - - + - + - - - + - + - - - + - +
M1-135 + + - - - - + - - + + + + + - + - + - + - -
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Tabla 3. Continuacion

CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp.NO3z Prod.gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TWwW80 AS Cas Tir P.Tir Cet
M1-137 + + + - - - - - - - + - + + + + - + - + + -
M1-138 - - + - - - - + - + - - + + + - - - - + + +
M1-141 + + + - + - - - - + - + + + + + + + - + - +
M1-142 + + - - + - + - - + + + + - + - + - + + -
M1-144 + + + - + D - - - + + + + + + - + + + - +
M1-145 + + + - - + - - - + - - + + + + + + + + + +
M1-14-X + - + - - - - - - + - - + + + - - + - + - +
M1-16-X + - + - - - - - - + - - + + + - - + - + - +
M1-180 + + - - + + - + + + - - - + - - - - - - + -
M1-187-1 + + + - - - - - - + + + + + + + + - + + + +
M1-187-11 + + + - - - + + - + - - + + + - - - + - - +
M1-190 + + + - - - + - - - - + + + + - - + + + +
M1-191-1 + + - - + + - + + + - - - + - - - - - - + -
M1-191-11 + + + + - - - + - + - - - - + + - + - - - +
M1-192 + - - - - + + - + - - + + + + - + + -
M1-193-1 + - + - - - - - - - + + + + - - - + - +
M1-193-11 + + + + - - - - - - - - + - + + + . - _ + )
M1-194 + + - - - + + - + - - + + + - - - + - - +
M1-196 + + - - - - - - + - - - + + + - + - + + +
M1-198 + - + - - + - + + + - - + + + + - + + - - +
M1-199 + - + - - + + + - + + + + + + + - - + + + +
M1-200 + - - - - + + + - + + + + + + + - - + + + +
M1-201 + - + - - - - + - + - - + + - + + - - - - +
M1-202 - - + - - - + - - + - + + - + + - + - - - -




Tabla 3. Continuacion

Anexo 111

CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp.NO3z Prod.gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TWwW80 AS Cas Tir P.Tir Cet
M1-21-X - - + - - - + - + - - + + + - - - - + + +
M1-5-X + - - - - D + - + - + - - + + + + - + + -
M1-X - - + - - - - - + - + + - + + - + - - - -
M1-XX + + - - + + + + - - - + - - - - - - + -
M2-10 + + + - - - + + - - + - + + - - + - - +
M2-11 + + + - D + - + - - + - + + - - + - - +
M2-12 + + + - - - - + - - + - + + - - + - - +
M2-13 + + - - - + + + + - + + + + + + - - +
M2-139 + + + - - - - - - + + + + - + + + +
M2-14 + + + - - + - - - - + + + + + - - - - + +
M2-140-11 + + + - - - + + - - - + + + + - + + + + +
M2-146 + + + - - - - - - + - + + - + - - - - - +
M2-147 + + + - - - - - + - - + + + + - + - - - +
M2-148 + + - - - + - - + - - + - + - + + + - - +
M2-149 + + + - D - - + - - + - + + - + + - - -
M2-15 + + + - D + + + - + + + + + - - - + + +
M2-150 + + + - - - - - + - + + + + + - - - + + +
M2-151 + + + - - + - - + - + + + - + - + - - - +
M2-153 + + + - - - + - - - + + + + + - - - - + +
M2-154 + + + + - - + + - - - + + + + - + - - - +
M2-155 + + + - - + - - - - + + + - + + + - - - +
M2-156 + + + - - - - - + - + + + + + + + - - + +
M2-157 + + + + - + + + - - - + + - + + - - + + +
M2-158 + - + - - - - + - - + + + - + + - + + +

N
(6]
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Tabla 3. Continuacion

CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp.NO3z Prod.gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TWwW80 AS Cas Tir P.Tir Cet
M2-160 + + + + - - - - - - + - + + + + - - - + + +
M2-162 + - + - - D - + - - + + + - - + - + - +
M2-163 + + + - - - - - - + + - + + + + + - - +
M2-164 + + + - - - - - - - - + + + + - + + - - - -
M2-165 + + - - - - + - - - + + + + + + + + - - +
M2-166 + - + + - - - - - + - - + + + + - + + - - +
M2-167 + - + - - - - - - + - - + + + - - + - - - +
M2-168 + + + + - D - + + + - - + - - + - - - - - +
M2-169 + + + - - D - - - + - - + + + + - - + + - +
M2-17 + + + + - - - + + + - + + - - + + + + + - +
M2-171 + + + - - D - - - + - + + + + + + - + + - +
M2-173 + + + - - + + - - + - - + + + + - - + - - +
M2-174 + + + - - D + - - + - - + + + + - - - + + +
M2-175 + + + - - D + - - - - + - - + + + - - - - +
M2-176 + + + - - - + - - + + - + + + - - - - + + +
M2-177 + - + - - - - - - - - - - - - - - R + - _ +
M2-178 + - + - - - + - - + + - + + + - - - - + + +
M2-18 + + + + + - - - - + - + + - - + + + + + - +
M2-180 - - + - - D - + - - - + + + + + - + + - - +
M2-182 + - + - - - - + + + + + + + + + + + + + + +
M2-183 + + + + + - - + - - - + + + + + - - - + - -
M2-183-X + - + - - - - + - + - + + + + + - - - - + +
M2-19 + + + - - + - - - - - + + + - + + - - - - +
M2-204 + + + - - - - - - - - + + + + - - + + - +
M2-21 + + - - - + + + - - + + + + - - + + - +




Tabla 3. Continuacion

Anexo 111

CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp.NO3z Prod.gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TWwW80 AS Cas Tir P.Tir Cet
M2-22 + - + - - + + + - + - + + + + - - + - - +
M2-23 + - + - - - - - - + - - + - + + - + - - +
M2-25 + - + - - D - + - + - - + + - + - - - - +
M2-26 + + + - - - - + - + - - + + + - - - +
M2-27 + - + - - + + + - + - - + + + - + + +
M2-28 + + + + - + - + - + - - + + - + - - - - +
M2-29 + + + - - + - + + + - - + + + + + + + + +
M2-2-X + + - - + + - + + + - - - + - - - - - + -
M2-30 + + + + - + - + + + + + + + - + + + + + +
M2-31 + + + + - - - - - - + - + + + + - - + + +
M2-32 + + + + - - - - - - + - + + + + - - + + +
M2-33 + + + + - D - + + + - - + - + + - + - - +
M2-34 + + + - - - - + + + - + + + + + - + - - +
M2-35 + + + + - + - + + + - - + + + + + + + + +
M2-36 - + + - - D - + - - - - + + - + - - - - +
M2-37 + + + - - + - + - + - - + + + + - - + + +
M2-38 - + + - - + - + - + - - + + + + - - + + +
M2-4 + + + + - D - + + + - - + + + + + - - - +
M2-41 + + + - - + + + - + - - + + + + - - + + +
M2-42 + - - - - - - - - + - - - - + + - - - - +
M2-43 + + + - - - - + - + - - + + + + + + + - +
M2-5 + + + + - D - + + + - + + + + + - + + +
M2-56 + - + - - D + - - + - - + - + + + - - -
M2-57 + - + - - - - - - + - - + - + + - - + - +
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Tabla 3. Continuacion

CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp.NO3z Prod.gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TWwW80 AS Cas Tir P.Tir Cet
M2-58 + - + + - D - - - + - + + - - + + + + + - +
M2-59 + + + - - - - + - + + + + + + - - + - + +
M2-6 + + + + - - - + + + - - + + - + - + + +
M2-62 + + + - - + - + + + - - + - - - - - - + - +
M2-63 + + + - - - + + - - - + + + + + - - - - + +
M2-66-B + + + + - - - - - + - + + - - + + + + + - +
M2-66-M + + + + + - - - - + - + + - - + + + + + - +
M2-69 + + + - - + - + - + - - + + + + - - - + + +
M2-7 + + + - - - - - - - - + + + + + - - + - + +
M2-71 + + + + - + - + - - + - + + + + - - + - - +
M2-72 + + + - - - - + + - - - + + + + - + + + + +
M2-76 + + + - - + + + - + + + + + + + + + + - - +
M2-77 + + - - - + - - - - - - + - + + - - - - - +
M2-78 + + + - - + - + - + - + - + + + - - + + + +
M2-79 + - - - - D + + - + - + + + - - - - + - - +
M2-81 - + - - - - - + - - - - + + + + - + - - +
M2-82 + - + - - + + + - + + + + + + + - + + + +
M2-83 + + + - - - - - - + - - + + - + - + + + - +
M2-85 + - + - - - - - - + - + + + + + - - - - - +
M2-87-11 + + + - + - - - - + - + + + + + + - + - +
M2-88 + + + - - + - + + + - - - - + - - + + + +
M2-89 + + + - - + - + + + - - - - + - - + + + + +
M2-9 + + + - - + - - - + - + + + + - - - + - +
M2-X + - - - - - - - - + - + - + + - + - + - +
M2-XX + + + + - - - - - + - - + - + + - - + - - +
M2-XXX + - - - D + + + + - + + + + + - + + + + +
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Tabla 3. Continuacion

CEPA

Cat

Ox

NR

nr

Esp CA O/F Resp.NO;

Prod. gas

McC Alm Lec

Fosf

Esc

DNA Tw20 Tw80

AS Cas

Tir

P.Tir

Cet

M2-4X
M3-1
M3-100
M3-110
M3-112
M3-12
M3-120
M3-121
M3-125
M3-127
M3-128
M3-129
M3-13
M3-130
M3-131
M3-15
M3-18
M3-2
M3-22
M3-23
M3-24
M3-25
M3-26

+ + + + + 4+ + + + + + + 4+ 4+ + + + + + + + 4+ o+

+

+

+

+ 4+ + + + + 4+ 4+ + + o+ o+

+ + + + o+ o+

+

+

+ + 4+ + o+ + o+ o+ o+ 4

+ + o+ o+

+

+

+

+ + 4+ o+ 4+

+

+ + 4+ + 4+ + o+ + o+ + o+

+

+ + 4+ + + + + o+

+ + 4+ + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

+ + + + + 4+ + 4+ o+ +F o+ + o+ o+ o+ o+ o+ + o+ o+

+ + o+

+ + 4+ + + + 4+ o+

+

+

+

+
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Tabla 3. Continuacion

CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp.NO3z Prod.gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TWwW80 AS Cas Tir P.Tir Cet
M3-27 + + - + + - + + + + - - - - - -
M3-28 + + - + + + + - + + - - - - - -
M3-3 + - + - - - - - + + + - - - + + -
M3-32 + - - - + - - - - + + + + - + - - +
M3-33 + + + - - - - - + - + + + + + - - +
M3-34 + - + - + - - - + + + - + + - + - - +
M3-35 + + + - - + - - + + - + + + - - + + +
M3-36 + + + - + - - + - - - + + - - + - - -
M3-37 + + + + - + - - + - - + - - + - - +
M3-38 + - - - - - + - + + + + - + + - -

M3-39 + + + - - - - + + + - + + - + - - - -
M3-4 + - + + + + - - - + + + + - + + - - -
M3-40 + + + - - - - + + + + + - - - - - -
M3-41 + + + - + - - + - + + - + - - - - - -
M3-42 + + + - - - - - + + + - + + - + - + -
M3-43 + + + + - + - + - + + + - - + - + -
M3-44 + + - - - - - + + + + + - - + + - -
M3-45 + + + - + - - + - + - + + + - - + - -
M3-46 + + + - + + + + - + - + + + + - + - -
M3-47 + + + + + - - - + - - - + + - + + +

M3-48 + + + - + - - - - + - + + + - + - -

M3-49 + + + - - + + - - + - + + - + + + + +
M3-5 + + + + - - - - - + - + + + - - - + -
M3-50 + + + - - + - + + + + + + - + + - - -
M3-52 + + + - + - + - + + + + - - + + +

M3-55 + + + - + + + + + + + + + - + - -



Tabla 3. Continuacion

Anexo 111

CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp.NOz Prod.

gas

McC Alm Lec

Fosf

Esc

DNA Tw20 Tw80

AS Cas

Tir

P.Tir

Cet

- - - - + -

M3-56
M3-57
M3-59
M3-6

M3-60
M3-61
M3-62
M3-63
M3-64
M3-7

M3-70
M3-73
M3-74
M3-78
M3-79
M3-8

M3-80
M3-81
M3-84
M3-85
M3-86
M3-87
M3-88
M3-89

+ + + + + + + o+ o+
+ + + + + + + + + + + + + o+
+
+
.
.
.

+ + + + + 4+ + + + + + + + 4+ + + + + + + + o+ + o+
+

+
+ + + + + o+ + 4+ o+
+ + + + o+
'
'
'
+ + o+ o+ o+

+ + o+ o+

+

+

+

+ o+ o+

+ + + + + 4+ o+

+ + + + + 4+ + + + + o+ + o+ o+ + o+ + + + + o+

+ + 4+

o+ o+ o+

+

+ + + + + + + + o+

+

+

+

+ + 4+

+ + + + + + + + o+ + o+ + o+ 4+ o+ 4+ o+ + o+

+

+ + 4+ + + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+

+

+ + + o+

+

+ + + o+

+

+ + + o+

+

+ + o+
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Tabla 3. Continuacion

CEPA
M3-9

Cet

P.Tir

Tir

AS Cas

DNA Tw20 Tw80

McC Alm Lec Fosf Esc

Prod. gas

Esp CA O/F Resp.NO;

Ox NR nr

Cat

M3-90

M3-91

M3-93

M3-94

M3-95

M3-97

M3-XX

M3-4X
M4-1

+

M4-101

M4-102
M4-104
M4-107

M4-11

+

M4-12

M4-13

M4-15

M4-16

M4-17

M4-19
M4-2

M4-20

M4-22

M4-23

M4-24
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Tabla 3. Continuacion

CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp.NO; Prod.gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TwW20 Tw80 AS Cas Tir P.Tir Cet
M4-26 + - + - - + + - + - + + + + + - + + + - +
M4-28 - - + - - + + - + + + + + + - - + + + + +
M4-29 - + + - - + + + + - + + + + + - + + + + +
M4-3 + + - - + + - - + + + + + - + + + + + - +
M4-30 - + - + + - + + - - - + - - - + - - - -
M4-31 - + - - - - - - - - + - - - - - - + - - -
M4-33 - + + - - - - - - + - - - + - - - - - + - +
M4-35 + + + - - + - + + + - + + + + - - - - - - +
M4-36 - + + - - + - - - + - + + + - - + - - - - +
M4-37 + - + - + + + + + + - + + + + + - + + + + +
M4-38 + + + - + + + + + + - + + + + - - - - + - +
M4-39 + + + - - - - - - + - - + + + - - - - - - +
M4-3B + - + - - + + - + - + + + + - + + +
M4-3M + - + - - + - + - + + + + - + + +
M4-4 + - + - - + + - - + - + + + - - + + + + - +
M4-40 + + - - - + - - + - + + - + - - - - + - +
M4-43 - + + - - - + + + + - + + - + + - - - + - +
M4-44 + - + - - + + + - + - + + + + + - + + + + +
M4-45 + + + - - - - + + + - + + + + + - - + + + +
M4-46 + + + - + - - + + + + + + + + + - - + + - +
M4-47 + + + - - + - + + + - + + - - - - - - + + +
M4-48 + + + - - - - + + + - + + - - - - - - + + +
M4-49 + + + - - - - + + + - + + + - - - - + + + +

w
w
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Tabla 3. Continuacion

CEPA
M4-5

Cet

P.Tir

Tir

AS Cas

DNA Tw20 Tw80

McC Alm Lec Fosf Esc

Prod. gas

Esp CA O/F Resp.NO;

Ox NR nr

Cat

M4-50

M4-51

M4-52

M4-53

M4-55

M4-56

M4-57

M4-58

M4-59

M4-5a
M4-6

M4-60

M4-62

M4-63

M4-64

M4-65

M4-66

M4-67

M4-68

M4-69
M4-7

M4-70

M4-71

M4-72

M4-73
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Tabla 3. Continuacion

CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp.NO3z Prod.gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TwW20 TWwW80 AS Cas Tir P.Tir Cet
M4-74 + + + + - + - - - - - + + - + + - - - - - -
M4-76 + - + - - - + + - - + + + - - + - - - - -
M4-79 + - + - - - - + + + - + + + - + + + + - -
M4-80 + + - - + - + + - - + + - - + + - - - - -
M4-81 + - - - + - + + - - + + + - + + + - - -
M4-82 + - - - - + - + + + - - + - - + + + - - +
M4-83 + - + - - - - - - + - + + - - + + + - - - +
M4-84 + + + - - - - + + + + + - + + + + - - - -
M4-85 + + + + - - - + + + + + - + + + - - - - +
M4-86 + + - - - + - + + + - + + - + + + + - + - +
M4-87 + + + - - - - + + + - + + - + + - + + + - +
M4-88 + + + - - - - - - + - + + - - + - - - + - -
M4-89 + - - - - + - - - - + + - - + - + - -
M4-9 + + + - - - - - + - + + + + + + + - +
M4-90 + + - - - - - + + + - + + - - + - - + + - +
M4-91 + - + - - - - + + - - - + - + + - - + - -
M4-92 + - - - - - + + + - + + - - + - - - - +
M4-93 + + - - - - + + + + - + - - + + - + - - +
R1 + - - - - - + - - ND ND ND ND + - - - - + ND ND ND
R2 + + + + - - + + - - D - + - - - - - - +
R3 + - - - - - - - - - - + - - - - - - - - -
R4 + + + - - - - - - - - - + - + + - - - - - -
R5 + + + + - - - + + + - - + - + + + - - - - -
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Tabla 3. Continuacion

CEPA
R6

Cet

P.Tir

Tir

AS Cas

DNA Tw20 Tw80

McC Alm Lec Fosf Esc

Prod. gas

Esp CA O/F Resp.NO;

Ox NR nr

Cat

R7

R8

R9

R10
R11
R12
R13
R14
R15
R16
R17
R18
R19
R20
R21
R22
R23
R24
R25
R26
R27
R28
R29
R30
R31

ND ND ND

ND

ND

ND



Anexo 111

Tabla 3. Continuacion

CEPA Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp.NO3z Prod.gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TwW20 TWwW80 AS Cas Tir P.Tir Cet
R32 - - + - - + + ND ND ND + ND ND ND + + + ND  + - - ND
R33 - + + - - + + ND ND ND - ND ND ND - + + ND + - - ND
R34 + - ND ND - - ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
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Anexo 111

Tabla 4. Pruebas bioquimicas (11). Utilizacidn de diferentes sustratos como Unica fuente de
carbono y energia o como Unica fuente de carbono, nitrégeno y energia
Glu: D-glucosa

Gal: D-galactosa
Fruc: D-fructosa
Lac: lactosa
Suc: succinato
Ac: acetato

Cit: citrato

Glic: glicerol
His: L-histidina

Alan: DL-alanina



Tabla 4. Pruebas bioquimicas (11). Utilizacion de diferentes sustratos como Unica fuente de carbono y energia o como Unica fuente de carbono,
nitrégeno y energia

Anexo 111

CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan
M2-87-1 + - + + + + - + - M3-32 + - + - + + + + + +
M1-100 + + + + + + + + + M3-33 + + + + + + + - + +
M1-103 + + + + + + + + + + M3-34 + - - - + + + + + +
M1-103-X + - - + + + + + + - M3-35 + - + - + + + - + +
M1-107 + + + + + + + + + + M3-36 + + + + + + + + + +
M1-110 + + + + + + + + + + M3-37 + + + + + + + + + +
M1-111 + + + + + + + + + + M3-38 + + + + + + + + + +
M1-112 + + - - + + + + + - M3-39 + + + + + + + + + +
M1-114 + + + + + + - + + + M3-4 + + + + + + - - - +
M1-115-1 + + + + + + + + + M3-40 + + + + + + + + + +
M1-115-11 + + + - - + + + + + M3-41 + + + + + + + + + +
M1-116 + + + + + + + + + + M3-42 + + + + + + + + + +
M1-117 + + + - + + + + - + M3-43 + + + + + + + + + +
M1-118 + + + - - + + + + + M3-44 + + + + + + + + + +
M1-120 + + + - + - - - + - M3-45 - - + - + + + + + +
M1-122 + + + + + + + + - + M3-46 + + + + + + + + + +
M1-124 + + + + + + + + - + M3-47 + + + + + + + + + +
M1-125 + + + + + + + + + + M3-48 + + + + + + + + + +
M1-126 + + + + + + + + - + M3-49 + + + + + + + + + +
M1-127 + + + + + + + + + + M3-5 + - - - + + + + - +
M1-130 + + + + + + + + + + M3-50 + + + + + + + + + +
M1-131 + + + + + + + + - + M3-52 + + + + + + + + + +

w
©
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Tabla 4. Continuacion

Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan
M3-55

Glu

CEPA

M1-135
M1-137
M1-138
M1-141
M1-142
M1-144
M1-145

+

M3-56

M3-57

+

M3-59
M3-6

+

M3-60

+

M3-61

+

M3-62

+

M1-14-X
M1-16-X
M1-180

M3-63

M3-64
M3-7

+

+

M1-187-1

M3-70

+

M1-187-11
M1-190

M3-73

+

M3-74

+

M1-191-1

M3-78

+

M1-191-11
M1-192

M3-79
M3-8

+

+

M1-193-1

M3-80

+

M1-193-11
M1-194
M1-196
M1-198
M1-199
M1-200
M1-201
M1-202

M3-81

+

M3-84

+

M3-85

+

M3-86

+

M3-87

+

M3-88

M3-89
M3-9

+

M1-21-X
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Tabla 4. Continuacion

CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit  Glic His Alan CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan
M1-5-X + + + - + - - - - M3-90 + + + + + + + + + -
M1-X + + + + + + + + M3-91 + + + + + + + + + -
M1-XX + + + - - + + + + M3-93 + - + + + + + + - +
M2-10 + + - - + - - + - + M3-94 + - + + + + + + - +
M2-11 + - - - + + + - - - M3-95 + + + + + + + + + +
M2-12 + + + + + + + + + + M3-97 + + + + + + + + + +
M2-13 + + + + - + + + - - M3-XX + + + + + + + + + +
M2-139 + + + + + + + + + - M3-4X + + + + + + + + + +
M2-14 + + + + + + + + - + M4-1 + - + - + + + + + +
M2-140-11 + + + + + + + + + - M4-101 + - - - + - - - - +
M2-146 + + - - - - - + + - M4-102 + + + + + + + + + +
M2-147 + + + + + + - - - - M4-104 + + + + + + + + + +
M2-148 + + + + + + + + + + M4-107 + + + + + + + + + +
M2-149 + + + + + - - - - - M4-11 + + - - + + + + + +
M2-15 + + + + + + + - - + M4-12 + + - - - - - + - +
M2-150 + + + + + - - - - - M4-13 - - - - + + + + + +
M2-151 + + + + + - - - - - M4-15 + + - + - + + + - +
M2-153 + + + + + + + + - - M4-16 + + + - + + + - + +
M2-154 + + + + + + - + - + M4-17 + + + + + + + + + +
M2-155 + + + + + + + + - + M4-19 + + - - - + + - + +
M2-156 + - + + + + - + - + M4-2 + - + - + + + + + +
M2-157 + + + + + + + + - + M4-20 + + + + + + + + + +
M2-158 + + + + + + + + + + M4-22 + + + + + + + + + +

o
H
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Tabla 4. Continuacion

CEPA Glu Gal Frac Lac Suc  Ac Cit _ Glic__His Alan CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan
M2-160 + - - - - - - + - - M4-23 + + + + + + + + + +
M2-162 + + + + + - - - - - M4-24 + + + + + + + + + +
M2-163 + - + + + + + + - + M4-26 + + + + + + + + + +
M2-164 + + + + + + - - - - M4-28 + + + + + + + + + +
M2-165 + + + + + + + + + + M4-29 + + - + + + + + + +
M2-166 + + + + + - - - - - M4-3 + - + - + + + + + +
M2-167 + + + + + - - - - - M4-30 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
M2-168 + + + + + + + + + + M4-31 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
M2-169 + + + + + + + + + + M4-33 + + + - + + + + + +
M2-17 + + + + + + + + + + M4-35 + + + + + + + + + +
M2-171 + + + + + + + + + + M4-36 + + + + + + + + + +
M2-173 + + - + + + + - - - M4-37 + + + + + + + - - +
M2-174 + + + + + + + + + + M4-38 + + + + + + + + - +
M2-175 + + + + + + + + + M4-39 + + + + + + + + + +
M2-176 + + + + + + + + + + M4-3B ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
M2-177 + + + - - - ND - + + M4-3M ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
M2-178 + + + + + + + + + + M4-4 + ND + - + + + + + +
M2-18 + + + + + + + + + + M4-40 + + - + + + + + + +
M2-180 + - + - + + + + + + M4-43 + + + + + + + + + +
M2-182 + + + + + - + + + + M4-44 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
M2-183 + + + + - + + + - + M4-45 + + + + + + + + + +
M2-183-X + + + + + + + + - + M4-46 + + + - + + - + - +
M2-19 + + - + + - + + - + M4-47 + + + + + + - + + +
M2-204 + + + + + + + + + + M4-48 + + + + + + + + - +
M2-21 + - + + + + - + + + M4-49 + + + + + + + + + +
M2-22 + - + + + + + + + + M4-5 + - - - + + - + - +
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Tabla 4. Continuacion

CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan
M2-23 + + + + + + + + + + M4-50 + + + + + + + + + +
M2-25 + + + + + + + + + + M4-51 + + + - + + + + - +
M2-26 + + + + + + + + + + M4-52 + + + + - + + + + +
M2-27 + + + + + + + + + + M4-53 + + + + + + + - +
M2-28 + - + + + + + + + + M4-55 + - + - + + + + + +
M2-29 + + + - + + + + + + M4-56 + + - - - - + + - -
M2-2-X + + + - - + + + + + M4-57 + + + + + + + + + +
M2-30 + + + + + - - + - + M4-58 + + + + + + + + + +
M2-31 + - - - - - - + - - M4-59 + + + - + + + + + +
M2-32 + - - - - - - + - - M4-5a + - + - + + - + - +
M2-33 + + - + + - + + + - M4-6 - - - - - + - - - -
M2-34 + + - - + + + - - + M4-60 + + + + + + + + + +
M2-35 + + - + + + + + - + M4-62 + + + + + + + - +
M2-36 - - - - - + - + - + M4-63 + + + + + + + + +
M2-37 + + + + + + + + + + M4-64 + - + + + + + + + -
M2-38 + + + + + + + + M4-65 - - - - - - - - - -
M2-4 + + + + + + - + M4-66 + + + + + + + + 9 -
M2-41 + - + - + + + - + + M4-67 - - - - - - - - - -
M2-42 + - + - + - + + - - M4-68 + + + + + + + + + +
M2-43 + - - + + - - + - + M4-69 + - - - - + + - -
M2-5 + + + + + + + + + + M4-7 - - - - - + + - +
M2-56 + + + + + + + + + + M4-70 + + - - - - + + - -
M2-57 + + + + + + + + + + M4-71 + + + + + + + + + +

43



Anexo 111

Tabla 4. Continuacion

CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan
M2-58 + + + + + + + + + + M4-72 + + + + + + + + + +
M2-59 + + + + + + + + + + M4-73 + + - - - + + + - +
M2-6 + + + + + + - + - - M4-74 + + + + + + + + +
M2-61 + + + + + + + - - + M4-76 + + - + + + + + +
M2-62 + - - + + - + + - - M4-79 + + - + + + + + - +
M2-63 + + + + + + + + + + M4-80 + - - - + + + + - -
M2-66-B + + + + + + + + + + M4-81 + + - + - - + + - -
M2-66-M + + + + + + + + + + M4-82 + + - + - - + + - +
M2-69 + - + - + + + + + + M4-83 + + + + - - + + + +
M2-7 + + + + + + + - - + M4-84 + + + + + + + +
M2-71 + + + + + + + + + + M4-85 + + - + + + - -
M2-72 + + + + + + + + - M4-86 + + - + - - + + + +
M2-76 + + + + + + + + - + M4-87 + + + + + + + + + +
M2-77 + + - + - - - - - - M4-88 + + + + + - + + - +
M2-78 - - - - + + - - - - M4-89 + + - + - + + + - +
M2-79 + + - + + + - + - - M4-9 + - + - + - + + - +
M2-81 + + - + + + + - - - M4-90 + + + + + + + + - +
M2-82 + + - + + + + M4-91 + + + + + + + + +
M2-83 + + + + + + + + + M4-92 + + - - - + + - +
M2-85 + + - + + + + - + - M4-93 + + + - + + + + - +
M2-87-11 + + + + + + + + + + R1 + - + + - - - - - +
M2-88 + + - + - + - + - + R2 + 9 - + - + + + + +
M2-89 + + - + - + - + - + R3 - - - - - - - - - +
M2-9 - - - - + + + + - + R4 + - + - - + + + + +
M2-X + + - + + + + - + - R5 + - + - + + + + + +
M2-XX + - - + + + + + - + R6 + - + - + + + + - +
M2-XXX + + - - - - - + - R7 + - - - + + + 9 - -
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Tabla 4. Continuacion

CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan
R8

M2-4X
M3-1

R9

R10
R11
R12
R13
R14
R15
R16
R17
R18
R19
R20
R21
R22
R23
R24
R25
R26
R27
R28
R29
R30

+

M3-100
M3-110
M3-112

+

+

M3-12

+

M3-120
M3-121

+

+

M3-125

+

M3-127

+

M3-128

+

M3-129
M3-13

+

M3-130
M3-131
M3-15

+

M3-18
M3-2

M3-22

M3-23

M3-24

M3-25

M3-26
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Tabla 4. Continuacion

CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan
M3-27 + + + + + + + + + + R31 - - - - - - - - - -
M3-28 + - + + + + + + + - R32 + + - - - - + - - +
M3-3 + - - + - - - - - + R33 + + - - - - + - - +



Tabla 5. Pruebas bioquimicas (111). Galerias API
ONPG: ortho-Nitrophenyl-B-galactoside
ADH: arginina dehidrolasa

LCD: lactate descarboxilasa

ODC: ornitina descarboxilasa

Cit: utilizacion del citrato

H,S: produccion de sulfidrico

Ure: produccion de ureasa

TDA: triptofano desaminasa

Ind: indol

VP: Voges-Proskawer

Gel: produccion de gelatinasa
Produccion de &cidos de:

Glu: glucosa

Man: anitol

Ino: inositol

Sor: sorbitol

Rha: ramnosa

Mec: melobiosa

Amy: amigdalina

Ara: arabinosa

Anexo 111
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Tabla 5. Pruebas bioquimicas (I111). Galerias API

CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H,S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara

M2-87-1 - - - - - - -
M1-100 - - - - + - -
M1-103 - - - - - - -
M1-103-X - - - - - - -
M1-107 - - - - - - -
M1-110 - + - + - - -
M1-111 - - - - - - -
M1-112 - - - - - - -
M1-114 - + - + + - +
M1-115-1 - - - - - - -
M1-115-11 - - - - - - -
M1-116 - - - - + - -
M1-117 - - - - - - -
M1-118 - - - - - - -
M1-120
M1-122 - - - - - - -
M1-124 - - - - - - -
M1-125 - + - - + - -
M1-126 - - - - - - -
M1-127 - - - - - - -
M1-130 - - - - - - -
M1-131 - - - - - - -
M1-135 - - - - - - -
M1-137 - - - - - - -
M1-138 - - - - + - -
M1-141 - - - - - - -

+ 4+ + + + + + 4+ o+ o+ + + + o+
1 1
+ +
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
' '

+

]

]

'

'
+

]

]
+

]

]

]
+

]

]

]

]

]
+

]

+ + + 4+ o+ + o+ + + 4+ o+
1
1
1
+
'
'
'
'
'
+
'
'

.
'
'
+
1
1
1
+ + + 4+ o+
1
1
+
'
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Tabla 5. Continuacion

CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H,S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara

M1-142 - - - - - - -
M1-144 - - - - - - -
M1-145 - - - - - - -
M1-14-X - + - - + - -
M1-16-X - + - - + - .
M1-180 - - - - - - -
M1-187-1 - - - - - - -
M1-187-11 - - - - + - - - - - -
M1-190 - - - - - - -
M1-191-1 - - - - - - -
M1-191-11 - - - - - - -
M1-192 - + - - - - -
M1-193-1 - - - - - - -
M1-193-11 - - - - - - -
M1-194 - - - - + - - - - - - + - - - + - + + +
M1-196 - - - - - - - + - - - - - - - - - + + -
M1-198 - + - - - - - - - - - + - - - + - - - +
M1-199 - - - - - - - + - - + + - - - - - - - -
M1-200 - - - - D - - + - - - + - - - - - - + -
M1-201 - - - - - - - + - - + - - - - - + - - -
M1-202 - - - - - - - - - + - - - - - - - - - -
M1-21-X - - - - + - - + - - + - - - - + - - - +
M1-5-X + - - - - + - - + - - - + - - - - - + -
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Tabla 5. Continuacion

CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H,S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara

M1-X - - - - - - -
M1-XX - - - - - - -
M2-10 - - - - - - -
M2-11 - - - - - - -
M2-12 - - - - - - -
M2-13 - - - - - - -
M2-139 - - - + - - -
M2-14 - - - - - - -
M2-140-11 - - - + - - -
M2-146 - - - - - - -
M2-147 - + - - + - -
M2-148 - - - - - - +
M2-149 - - - - - - -
M2-15 - - - - - - -
M2-150 - - - - - - -
M2-151 - - - - - - -
M2-153 - - - - - - -
M2-154 - - - - - - -
M2-155 - - - - - - +
M2-156 - - - - - - -
M2-157 - - - - - - -
M2-158 - - - - - - -
M2-160 - - - - - - -
M2-162 - + - - - - - - - - + - - - - + - i - -
M2-163 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - -
M2-164 - - - - - - - - - - + - - ; ; ; ; ; ; -

[
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[

1

1
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Tabla 5. Continuacion

CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H,S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara

M2-165 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - -
M2-166 - - - - - - +
M2-167 - - - - - - -
M2-168 - - - - - - -
M2-169 - + - - - - -
M2-17 - - - - - - -
M2-171 - - - - - - +
M2-173 - - - - - - -
M2-174 - - - - - - -
M2-175 - - - - - - -
M2-176 - - - - - - -
M2-177 - - - - - - +
M2-178 - - - - - - -
M2-18 - - - - - - -
M2-180 - - - - - - -

+
'
1
1
1
1
1
1
1
'
'
+

+ + + + + + o+ + o+ + o+
. .
1 1
1 1
' +
+ 1
+ 1
1 1
+ +
1 1
' +
1 1
1 1

]
+

]
+

]

]

]

]

]

]

]

]

]

M2-182 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - -
M2-183 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - -
M2-183-X - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

M2-19 - - - - - - -
M2-204 - - - - - - -
M2-21 - + - - - - -
M2-22 - - - - - - -
M2-23 - - - - - - -

+ + o+ o+ o+
'
+
+
+
+
'
+
.
+
'
'
'
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Tabla 5. Continuacion

CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H,S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara

M2-25 - - - - + - -
M2-26 - - - - - - -
M2-27 - + - - - - -
M2-28 - - - + - - -
M2-29 - - - - - - -
M2-2-X - - - - - - -
M2-30 - - - - - - -
M2-31 - - - - - - -
M2-32 - - - - - - -
M2-33 - - - - - - -
M2-34 - - - - - - -
M2-35 - - + + - - -
M2-36 - - - - - - -
M2-37 - - - + + - -
M2-38 - - - - - - -
M2-4 - - - - - - -
M2-41 - - - - - - -
M2-42 - - - - - - -
M2-43 - - - - - - -
M2-5 - - - - - - -
M2-56 - - - - - - +
M2-57 - - - - - - -
M2-58 - - - - - - -
M2-59 - - - - - - +
M2-6 - - - - - - -
M2-61 - - - - + - -

+ + 4+ o+ o+ o+
+ + 4+
1
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.
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Tabla 5. Continuacion

CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H,S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara

M2-62 - - - - - - -
M2-63 - - - - - - -
M2-66-B - - - - - - -
M2-66-M - - - - - - -
M2-69 - - - - - - -
M2-7 - - - - + - -
M2-71 - - - - - - -
M2-72 - - - + - - -
M2-76 - + - - - - -
M2-77 - - - - - - -
M2-78 - - - - - - -
M2-79 - + - - - - -
M2-81 - - - - - - -
M2-82 - - + + - - -
M2-83 - - - - - - -
M2-85 - - - - - - -
M2-87-11 - - - - - - -
M2-88 - - - - - - -
M2-89 - - - - - - -
M2-9 - + - - + - -
M2-X - - - - - - -
M2-XX - - - - - - -
M2-XXX - - + + - - -

+ + + + + + + 4+ o+ + o+ + o+ + o+ + o+ + + + + o+
:
+
+
+
+
.
+
:
+
:
'
'
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Tabla 5. Continuacion

CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H,S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara

M2-4X - - - - - - - + - - - + - - - - - - - -
M3-1 - - - - - - -
M3-100 - - - - - - +
M3-110 - - - - - - -
M3-112 - - - - - - -
M3-12 - - - - - - -
M3-120 - - - - + - -
M3-121 - - - - - - -
M3-125 - - - - +
M3-127 - - - - + ; ;
M3-128 - - - - +

M3-129 - - - - - - -
M3-13 - - - - - - +
M3-130 - - - - - - -
M3-131 - - - - - - -
M3-15 - - - - + - -
M3-18 - - - - - - -
M3-2 - - - - - - -
M3-22 - - - - - - -
M3-23 - - - - - - -
M3-24 - - - - - - -
M3-25 - + - - + - -
M3-26 - - - - + - -
M3-27 - - - - + - -
M3-28 - - - - - - -
M3-3 - - - - + - -

+
1
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1
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'
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Tabla 5. Continuacion

CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H,S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara

M3-32 - - - - - - -
M3-33 - - - - - - -
M3-34 - - - - - - -
M3-35 - - - - - - -
M3-36 - - - - - - -
M3-37 - - - - - - -
M3-38 - - - - - - -
M3-39 - - - - - - -
M3-4 - - - - +
M3-40 - - - - + - -
M3-41 - - - - +

M3-42 - - - - - - -
M3-43 - - - - - - -
M3-44 - + - + + - +
M3-45 - - - - + - -
M3-46 - - - - - - -
M3-47 - - - - - - -
M3-48 - - - - + - -
M3-49 - - - - - - -
M3-5 - - - - - - -
M3-50 - + - - - - -
M3-52 - + - - + - -
M3-55 - - - - + - -

.
1
+ + + + + + + + + + + + + 4+ + + U O +
1
1
1
1
1
1
1
1
1

+ + + + + + + 4+ o+ + o+ + o+ + o+ + o+ + + + + o+
' :
+ 1
+
+
+
'

'
'
+
'
+
'
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Tabla 5. Continuacion

CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H,S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara

M3-56 - - - - + - - + - + + - - - - - - - - -
M3-57 - - - - - - -
M3-59 - - - - + - -
M3-6 - - - - - - -
M3-60 - - - - + - -
M3-61 - - - - - - -
M3-62 - - - -
M3-63 - - - +
M3-64 - - - -
M3-7 - - - - - - -
M3-70 - - - -
M3-73 - - - -
M3-74 -

M3-78 -

M3-79 - - - -
M3-8 - - - - - - -
M3-80 - - - - - - -
M3-81 - - - - + - -
M3-84 - - - - - - -
M3-85 - - - - - - -
M3-86 - - - - + - -
M3-87 - - - - - - -
M3-88 - - - - + - +
M3-89 - - - - - - -
M3-9 - - - - - - -
M3-90 - - - - + - -

.
'
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Tabla 5. Continuacion

CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H,S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara
M3-91 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - -
M3-93 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - -
M3-94 - - - - + - + + - - + - - - - - - - - -
M3-95 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - -
M3-97 - - - - + - - + - - + - - - - - - - - -
M3-XX - - - - - - - + - + + + - - - + - - - -
M3-3X - - - - - - - + - + + + - - - + - - - -
M4-1 - - - - + - - + - + + + + - + - + + + +
M4-101 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - -
M4-102 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - -
M4-104 - - - - - - - + - + + + + - + - + - + +
M4-107 - + + - + - - - - - + - + + + - + + + +
M4-11 - - - - - - - + - - + + + - + - + + + +
M4-12 - - - - - - - + - - + - + - + - + - + +
M4-13 - - - - - - - + - - + + + - + - + - + +
M4-15 - + - - - - - + - - + + + - + - + - + +
M4-16 - + + + - - - + - - + - + - - - - - - -
M4-17 - - - - - - - + - - + - + - + - + - + +
M4-19 - - + - + - - + - - + + + - + - + - + +
M4-2 - - - - - - - + - + + + + + - + + + +
M4-20 - - - - - - - + - - + + - + - + - + +
M4-22 - - - - - - - + - - + - + - + - + - + +
M4-23 - + + - + - - + - + + - - - - + - - - -
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Tabla 5. Continuacion

CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H,S Ure TDA Ind VP Gel Glu  Man Sor  Rha Sac Mec Amy Ara
M4-24 - + + - + - - + - + + - - - + - - - -
M4-26 - + + - + - - + - + + + + + - + + + +
M4-28 - + + - + - - + - + + + + + - + + + +
M4-29 - - + - + - - + - + + + + + - + + + +
M4-3 - - - - - - - + - - + + - + - + + + +
M4-30 - + + - + - - + - - + + + + - + + + +
M4-31 - - + - - - - + - - + - + + - + + + +
M4-33 - - - - - - - + - - + - + + - + - + -
M4-35 - - - - - - - + - - - + - - - - - - -
M4-36 - - - - + - - + - - - - + - - - - + -
M4-37 - - - - - - - + - + - + - + - + - - -
M4-38 - - - - - - - + - + - - - - - - - - -
M4-39 - - - - - - - + - + + - - - - - - - -
M4-3B - - - - - - - + - + + + - - - - - - -
M4-3M - - - - - - - + - + + + - - - - - - -
M4-4 - - - - - - - + + - + + + + - + + + +
M4-40 - - - - - - - + - - - - - - - - - - -
M4-43 - - - - - - - + - - - - - - - - - - -
M4-44 - - - - - - - + - + + + - - - - - - -
M4-45 - - - - - - - + - - - - - - - - - - -
M4-46 - - - - - - - + - - - - - - - - - - -
M4-47 - - - - - - - + - - - - - - - - - - -
M4-48 - - - - - - - + - - - - - - - - - - -
M4-49 - - - - - - - + - - + - - - - - - - -
M4-5 - - - - - - - + - + + + + - + + + +
M4-50 - - - - - - - + - + - - - - - - - -
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Tabla 5. Continuacion

CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H,S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara

M4-51 - - - - - - - + - + - - - - - - - - - -
M4-52 - - - - - - - + - - - - + - + - + - + -
M4-53 - - - - - - - + - - - - - - - - - - - -
M4-55 - + + - - - -
M4-56 - - - - - - -
M4-57 - + + - + - -
M4-58 - - - - - - -
M4-59 - - - - - - -
M4-5a - - - - - - -
M4-6 - - - - + - -
M4-60 - - - - + - -
M4-62 - - - - - - -
M4-63 - + + - + - -
M4-64 - - - - - - -

1
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+
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M4-65 + - - - - - - - - + - - - - - - - - -
M4-66 - - - - + - - - - - - - - - - - - - -
M4-67 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

M4-68 - - - - - - -
M4-69 - - - - - - -
M4-7 - - - - - - -
M4-70 - - - - - - +
M4-71 - - + - - - - - - -
M4-72 - - - - - - - + - + + - - - - - - - - -
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Tabla 5. Continuacion

CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H,S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara

M4-73 - - - - - - -
M4-74 -

+
1
1
1
1
1
1
1
1
1
'
'
'

1

1

1

1
+
+
+

+ - - -
M4-76 - + - - - - + + + + +
M4-79 - + - - - - - - - - - - - - - - - - -

M4-80 - - - - + - -
M4-81 - - - - - - -
M4-82 - - - - - - -
M4-83 - - - - - - -
M4-84 - - + - - - -
M4-85 - - - - - - -
M4-86 - - + - - - -
M4-87 - - - - - - -
M4-88 - - - - - - -
M4-89 - - + - - - -
M4-9 - - - - - - -
M4-90 - - - - - - -
M4-91 + - - - + - -
M4-92 - - - - - - -
M4-93 - - + - + - -
R1 + ND ND ND ND ND - ND ND ND ND  + - - - - - - - -
R2 - ND ND - - - - D D D D D - - D
R3 - ND
R4 - ND
R5 D ND
R6 - ND - -
R7 - ND D D

+ + + + + + + + + + +

'

'

'

'

'

' '

+ + + +
' '

+ 1

' '

' '

' '

.
'
'
+

+ + + + + + + 4+ o+ 4+
1

+ o+ o+ o+ o+
1
+
+
'
+ + + o+ o+ o+

W)
+

ND - - - - - - - - - - - -
ND - - - - - - - - - - - -

O

+ + o+ 4+ o+ o+
+
O +



Anexo 111

M4-73

M4-74

M4-76

M4-79

M4-80

M4-81
R8

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

R9

R10
R11
R12
R13
R14
R15
R16
R17
R18
R19
R20
R21
R22
R23
R24
R25
R26
R27

ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND

ND

ND
ND
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Tabla 5. Continuacion

CEPA ONPG ADH LCD ODC Cit H,S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Sor Rha Sac  Mec Amy Ara
R28 - ND D D - + - ND - - - - - - - - - - D
R29 - + + - + D + ND ND ND - - - - - - - ND
R30 D ND D D - - D ND - ND + + + D + . - D
R31 - ND D D - + + ND - - - - - - - - - - D
R32 - - - D + ND + - + + + - - + - ND ND
R33 - - - + D ND - - - + + - + + + ND ND
R34 - + + + - - + + + + - + + + - + - - -




Tabla 6. Sensibilidad a agentes antimicrobianos
CN: Gentamicina (10uQ)
TOB: Tobramicina (10ug)
AML: Amoxicilina (25u9)
AMP: Ampicilina (10uQ)

P: Penicilina G (10UI)

KF: Cefalotina (30u0)
TE:Tetraciclina (30 Ul)

E: Eritromicina (15u0)

PB: Polimixina B (300UI)
NA: Acido nalidixico (30ug)
RD: Rifampicina (5u0)

S: Sulfamida (300UI)

Anexo 111
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Tabla 6. Sensibilidad a agentes antimicrobianos

RD

KF

NA AMP

E

AML TE TOB CN S

PB

CEPA

M2-87-1

M1-100
M1-103

+

M1-103-X
M1-107
M1-110
M1-111
M1-112
M1-114

+

M1-115-1

+

M1-115-11
M1-116
M1-117
M1-118
M1-120
M1-122
M1-124
M1-125
M1-126
M1-127
M1-130
M1-131
M1-135
M1-137
M1-138
M1-141
M1-142
M1-144
M1-145

M1-14-X
M1-16-X
M1-180

+

M1-187-1

+

M1-187-11
M1-190

+

M1-191-1

+

M1-191-11
M1-192
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Tabla 6. Continuacion

CEPA

RD

KF

NA AMP

AML TE TOB CN S E

PB

+

M1-193-1

+

M1-193-11
M1-194
M1-196
M1-198
M1-199
M1-200
M1-201
M1-202

M1-21-X
M1-5-X

M1-X

M1-XX
M2-10

M2-11

M2-12

M2-13

M2-139
M2-14

+

M2-140-11
M2-146
M2-147
M2-148
M2-149

M2-15

M2-150
M2-151
M2-153
M2-154
M2-155
M2-156
M2-157
M2-158
M2-160
M2-162
M2-163
M2-164
M2-165
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Tabla 6. Continuacion

CEPA

M2-166
M2-167
M2-168
M2-169

M2-17

RD

KF

NA AMP

AML TE TOB CN S E

PB

M2-171
M2-173
M2-174
M2-175
M2-176
M2-177
M2-178

M2-18

M2-180
M2-182
M2-183

+

M2-183-X
M2-19

M2-204
M2-21

M2-22

M2-23

M2-25

M2-26

M2-27

M2-28

M2-29

M2-2-X

M2-30

M2-31

M2-32

M2-33

M2-34

M2-35

M2-36

M2-37

M2-38
M2-4
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Tabla 6. Continuacion

CEPA
M2-41

RD

KF

NA AMP

AML TE TOB CN S E

PB

M2-42

M2-43
M2-5

M2-56

M2-57

M2-58

M2-59
M2-6

M2-61

M2-62

M2-63

M2-66-B
M2-66-M
M2-69
M2-7

M2-71

M2-72

M2-76

M2-77

M2-78

M2-79

M2-81

M2-82

M2-83

M2-85

M2-87-11

M2-88

M2-89
M2-9

M2-X

M2-XX
M2-XXX
M2-4X
M3-1

M3-100
M3-110
M3-112

67
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Tabla 6. Continuacion

CEPA
M3-12

RD

KF

NA AMP

AML TE TOB CN S E

PB

M3-120
M3-121
M3-125
M3-127
M3-128
M3-129

M3-13

M3-130
M3-131

M3-15

M3-18
M3-2

M3-22

M3-23

M3-24

M3-25

M3-26

M3-27

M3-28
M3-3

M3-32

M3-33

M3-34

M3-35

M3-36

M3-37

M3-38

M3-39
M3-4

M3-40

M3-41

M3-42

M3-43

M3-44

M3-45

M3-46

M3-47
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Tabla 6. Continuacion

CEPA
M3-48

RD

KF

NA AMP

AML TE TOB CN S E

PB

M3-49
M3-5

M3-50

M3-52

M3-55

M3-56

M3-57

M3-59
M3-6

M3-60

M3-61

M3-62

M3-63

M3-64
M3-7

M3-70

M3-73

M3-74

M3-78

M3-79
M3-8

M3-80

M3-81

M3-84

M3-85

M3-86

M3-87

M3-88

M3-89
M3-9

M3-90

M3-91

M3-93

M3-94

M3-95

M3-97

M3-XX
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Tabla 6. Continuacion

CEPA
M3-4X
M4-1

RD

KF

NA AMP

AML TE TOB CN S E

PB

M4-101
M4-102
M4-104
M4-107

M4-11

M4-12

M4-13

M4-15

M4-16

M4-17

M4-19
M4-2

M4-20

M4-22

M4-23

M4-24

M4-26

M4-28

M4-29
M4-3

M4-30

M4-31

M4-33

M4-35

M4-36

M4-37

M4-38

M4-39

M4-3B

M4-3M

M4-4

M4-40

M4-43

M4-44

M4-45

M4-46
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Tabla 6. Continuacion

CEPA
M4-47

RD

KF

NA AMP

AML TE TOB CN S E

PB

M4-48

M4-49
M4-5

M4-50

M4-51

M4-52

M4-53

M4-55

M4-56

M4-57

M4-58

M4-59

M4-5a
M4-6

M4-60

M4-62

M4-63

M4-64

M4-65

M4-66

M4-67

M4-68

M4-69
M4-7

M4-70

M4-71

M4-72

M4-73

M4-74

M4-76

M4-79

M4-80

M4-81

M4-82

M4-83

M4-84

M4-85
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Tabla 6. Continuacion

CEPA
M4-86

RD

KF

NA AMP

AML TE TOB CN S E

PB

M4-87

M4-88

M4-89
M4-9

M4-90

M4-91

M4-92

M4-93
R1

ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

ND

R2

R3

R4

R5

R6

R7

R8

R9

R10
R11
R12
R13
R14
R15
R16
R17
R18
R19
R20
R21
R22
R23
R24
R25
R26
R27
R28




Tabla 6. Continuacion

Anexo 111

CEPA PBE AML TE TOB CN S E NA AMP KF P RD
R29 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
R30 D D + + D D + D D
R31 - + + + + + - + + +
R32 - - + - - - + - +
R33 + + + + + + + + +
R34 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
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RESULTADOS DE LAS PRUEBAS FENOTIPICAS REALIZADOS EN LAS
BACTERIAS AISLADAS GRAM POSITIVAS

Tabla 7. Caracteristicas morfologicas y coloniales

Gram: Tincién de Gram

Morf: Morfologia

Pig: Pigmentacion de las colonias. C: crema; A: amarillo;

Muc: Mucosidad de las colonias. 0: no mucosas; 1: mucosas; 2: muy mucosas

CEPAS UTILIZADAS COMO DE REFERENCIA

R35 Bacillus atrophaeus
R36 Bacillus badius

R37 Bacillus licheniformes

R38 Bacillus megaterium

R39 Bacillus micoydes

R40 Bacillus mojavensis

R41 Bacillus pumilus

R42 Bacillus subtilis

R43 Bacillus thuringiensis

R44 Bacillus vallismortis

R45 Bacillus velezensis

R46 Brevibacterium marinum
R47 Marinococcus halotolerans
R48 Oceanobacillus profundus
R49 Planococcus mariticolumbae
R50 Staphylococcus fleoretii
R51 Staphylococcus nepalensis

R52 Staphylococcus pasteuri
R53 Virgibacillus halophilus
R54 Virgibacillus salarius
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Tabla 7. Caracteristicas morfologicas y coloniales

CEPA GRAM Morf Pig Muc Mov CEPA GRAM Morf Pig Muc Mov
M1-101 + C C 1 + M3-14 + B C 0 -
M1-102 + Cc Cc 1 + M3-17 + B C 0 -
M1-104 + Cc Cc 1 - M3-19 + B C 1 +
M1-106 + Cc Cc 1 + M3-20 + B C 0 -
M1-108 + B Cc 0 - M3-21 + Cc C 1 +
M1-109 + B Cc 1 - M3-29 + Cc C 1 +
M1-113 + B C 0 + M3-31 + B C 0 -
M1-123 + B C 0 + M3-51 + B C 1 +
M1-123-X + B C 0 + M3-53 + B C 1 +
M1-128 + B Cc 0 + M3-54 + B C 0 +
M1-133-1 + B C 0 + M3-58 + B C 0 +
M1-133-11 + B C 1 + M3-65 + B C 0 -
M1-134 + B C 0 - M3-66 + B C 0 +
M1-136 + B C 0 + M3-67 + B C 0 +
M1-143 + B C 0 - M3-68 + C C 1 +
M1-159 + Cc C 1 + M3-69 + C C 1 +
M1-184 + B C 1 + M3-70-X + C C 1 +
M1-185 + B C 0 + M3-72 + C C 1 +
M1-186 + B C 0 + M3-75 + B Cc 1 +
M1-188 + B C 0 + M3-76 + C Cc 1 +
M1-195 + B C 0 - M3-77 + C Cc 1 +
M1-94 + B C 1 - M3-82 + B Cc 0 +
M1-97 + B C 0 + M3-83 1 B Cc 1 +
M2-1 + B C 0 + M3-92 1 C Cc 1 +
M2-140-1 + B C 0 - M3-96 1 C C 1 +
M2-159 + C C 1 + M3-X 1 B Cc 1 +
M2-16 + B C 0 - M3-XXX 1 B C 1 +
M2-179 + C A 1 - M4-10 1 Cc Cc 1 +
M2-181 + C C 1 + M4-100 1 B Cc 0 +
M2-2 + B C 1 - M4-103 1 B C 1 +
M2-24 + C A 1 - M4-105 1 C C 1 +
M2-3 + B C 0 - M4-106 1 C Cc 1 +
M2-39 + B C 1 9 M4-14 1 C A 1 -
M2-40 + B Cc 0 M4-18 1 B C 1 -
M2-44 + B C 1 - M4-21 1 C C 1 +
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Tabla 7. Cotinuacion

GRAM Morf Pig Muc Mov

CEPA
M4-32

GRAM Morf Pig Muc Mov

CEPA
M2-45

1
1
1
1
1
1
1

M4-34

M2-46

M4-42

M2-47

M4-54

M2-49

M4-61

M2-50

M4-75

M2-52

M4-77
M4-8

M2-53

M2-55

1
1
1
1

M4-94

M2-64

M4-95

M2-65

M4-98

M2-67

M4-99
R35
R36
R37
R38
R39
R40
R41
R42
R43
R44
R45
R46
R47
R48
R49
R50
R51
R52
R53
R54

ND
ND

M2-68

M2-70

M2-74

M2-86

M2-90

M2-91

M2-93

M3-10

M3-101
M3-102
M3-103
M3-104
M3-105
M3-106
M3-107
M3-108
M3-109

M3-11

M3-111

M3-122
M3-123
M3-126
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Tabla 8. Caracteristicas fisiolgicas
Crecimiento distintas concentraciones de sal (%, p/v)
Crecimiento a distintas temperaturas (°C)

Crecimiento a distintos valores de pH
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Tabla 8. Caracteristicas fisiol6gicas

T(°C)

22 32 37

pH

5 6 7 8

Sales (%)
3 5 750 10 15 20 30

55

45

10

9

1

CEPA

M1-101
M1-102
M1-104
M1-106
M1-108
M1-109
M1-113
M1-123

+

+

+

+

+

M1-123-X
M1-128

+

+

M1-133-1

+

+

M1-133-11
M1-134
M1-136
M1-143
M1-159
M1-184
M1-185
M1-186
M1-188
M1-195

M1-94

+

+

+

+

+

+

+

+

M1-97
M2-1

+ o+

M2-140-1
M2-159

M2-16

+

+

M2-179
M2-181

M2-2

+

+

M2-24
M2-3

+

+

M2-39

+

+

M2-40

+

M2-44

+

M2-45

+

+

M2-46




Anexo 111

Tabla 8. Continuacion

T(0)

22 32 37

pH

5 6 7 8

Sales (%)
3 5 750 10 15 20 30

55

45

10

9

1

CEPA
M2-47

+

+

M2-49

M2-50

+

+

M2-52

+

+

M2-53

+

+

M2-55

+

+

M2-64

+

+

M2-65

M2-67

+

+

M2-68

M2-70

M2-74

+

+

M2-86

+

M2-90

+

+

M2-91

M2-93

+

+

M3-10

M3-101

M3-102
M3-103
M3-104
M3-105
M3-106
M3-107
M3-108
M3-109

M3-11

+

+

M3-111

M3-122
M3-123
M3-126

M3-14

+

+

+

M3-17

+

+

M3-19

+

+

M3-20

+

M3-21

+

+

M3-29
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Tabla 8. Continuacion

T(°C)

22 32 37

pH

Sales (%)
3 5 750 10 15 20 30

+

55

45

10

9

5 6 7 8

1
+

CEPA
M3-31

+

+

M3-51

+

+

M3-53

+

+

M3-54

+

+

M3-58

+

+

M3-65

+

+

M3-66

+

+

M3-67

+

+

M3-68

+

+

M3-69

M3-70-X
M3-72

+

+

+

+

M3-75

M3-76

+

+

M3-77

+

+

M3-82

+

+

M3-83

+

+

M3-92

+

+

M3-96

M3-X

+ +

M3-XXX
M4-10

+

+

M4-100
M4-103
M4-105
M4-106

M4-14

+

+

+

M4-18

+

+

M4-21

+

+

M4-32

+

+

M4-34

+

+

M4-42

+

M4-54

+

M4-61

+

M4-75

+

M4-77
M4-8
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Tabla 8. Continuacion

T(0)

22 32 37

pH

5 6 7 8

Sales (%)
3 5 750 10 15 20 30

+

55

45

9 10

1
+

CEPA
M4-94

+

+

M4-95

+

+

M4-98

+

M4-99
R35
R36
R37
R38
R39
R40
R41
R42
R43
R44
R45
R46
R47
R48
R49
R50
R51
R52
R53
R54

81
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Tabla 9. Pruebas bioquimicas (1).
Cat: catalasa

Ox: oxidasa

NR: presecia de nitrato reductasa

nr: presencia de nitrito reductasa
Esp: produccion de esporas

CA: crecimiento en anaerobiosis
O/F: oxido-fermentacion

Resp. NO;: respiracion sobre nitrato
Prod. gas: produccion de gas por
respiracion sobre nitrato

McC: crecimiento en agar McConkey
Alm: hidrolisis del almidén

Lec: produccion de lecitinasa

Fosf: produccion de fosfatasa

Esc: hidrolisis de la esculina
DNA:produccion de DNAsa

TW?20 y 80: hidrdlisis del Tween20y 80
AS: hemolisis

Cas: hidrolisis de la caseina

Tir: hidrdlisis de la tirosina

P.Tir: pigmento de la tirosina

Cet: crecimiento en agar cetrimida



Tabla 9. Pruebas bioquimicas (1).

Anexo 111

Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp.NO; Prod.

gas

McC Alm Lec

Fosf

Esc

DNA TW20 TWw80 AS Cas

Tir

P.Tir

Cet

CEPA
M1-101
M1-102
M1-104
M1-106
M1-108
M1-109
M1-113
M1-123
M1-123-X
M1-128
M1-133-1
M1-133-11
M1-134
M1-136
M1-143
M1-159
M1-184
M1-185
M1-186
M1-188
M1-195
M1-94
M1-97
M2-1
M2-140-1
M2-159
M2-16
M2-179

+ + + +
.
+
+ + 4+ +

.

+ 4+
.
.

+
'

+ 4+ 4+ 4+ + + + o+
+
'
+
.
.
.

+ 4+ + + + + + +
'
'

.
+ 4+ + + + o+
'

+ 4+ +
:
:
:
:

1
1
1
+
+
1

.
Vo o+ o+ o+ o+
'

:
+ 1
: :

+ 4+ + 0+ o+

' +

.

+ + +
'

+ + +

+ 4+ + + + + A+ A+
+

+ + +
+

+ +

+

+ + + +

+ + + + + + + +

+ + +

+

+ 4+ + + + +

+ 4+ + F F A+ o+ o+

+

+

e T T R SR T T T T T e T

+ 4+ + + +

+

+ + + 0+ + o+

+ + +

+ +

+ + +

+ + +

+ 4+ F F A+

+

+

+ + + + 4+

+ 4+ + + +

+

+
+

+ + + + + +

+ + 4+ +
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Tabla 9. Continuacion

Cet

P.Tir

DNA TW20 TWw80 AS Cas Tir

Fosf Esc

McC Alm Lec

Prod. gas

Esp CA O/F Resp.NOg

Ox NR nr

Cat

M2-181
M2-2

M2-24
M2-3

M2-39

M2-40

M2-44

M2-45

M2-46

M2-47

M2-49

M2-50

M2-52

M2-53

M2-55

M2-64

M2-65

M2-67

M2-68

M2-70

M2-74

M2-86

M2-90

M2-91

M2-93

M3-10

M3-101

M3-102
M3-103
M3-104
M3-105



Tabla 9. Continuacion

Anexo 111

Cat

Ox

NR

nr

Esp CA O/F Resp.NOg

Prod.

gas

McC Alm Lec

Fosf

Esc

DNA TW20 TW80 AS Cas

Tir

P.Tir

Cet

M3-106
M3-107
M3-108
M3-109
M3-11
M3-111
M3-122
M3-123
M3-126
M3-14
M3-17
M3-19
M3-20
M3-21
M3-29
M3-31
M3-51
M3-53
M3-54
M3-58
M3-65
M3-66
M3-67
M3-68
M3-69
M3-70-X
M3-72
M3-75
M3-76
M3-77

+ 4+ 4+ + A+ +

+ + 4+ + 4+ + + + o+

o+ o+ + +

+ +

+ + + + + + + +

+

+ 4+ + + + + +

+ + + + A+ A+ o+ +

+ + +

+ +

+ +

+ + +

+
+
+

+ 4+ 4+ 0+ o+

+ +

+

+

+ 4+ + A+ o+ 4

+ 4+ + + + 4+ 4+ +

+ + +

+

+ 4+ + + + ++ 0+ o+

T S T T S S e S S S S

+

+ +

T Tk T T S S S A T T T T T T T T R T

+

T T T T S S S e A T T T T T T T i

+ + +

+ + + + + +

+

+ + + + +

+ +

+

+ + + + + +

+ +

+ +
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Tabla 9. Continuacion

Cet

P.Tir

DNA TW20 TWw80 AS Cas Tir

Fosf Esc

McC Alm Lec

Prod. gas

Esp CA O/F Resp.NOg

Ox NR nr

Cat

M3-82

M3-83

M3-92

M3-96

M3-X

M3-XXX
M4-10

M4-100
M4-103
M4-105
M4-106

M4-14

M4-18

M4-21

M4-32

M4-34

M4-42

M4-54

M4-61

M4-75

M4-77
M4-8

M4-94

M4-95

M4-98

M4-99
R35
R36
R37
R38
R39




Tabla 9. Continuacion

Anexo 111

Cat Ox NR nr Esp CA O/F Resp.NO; Prod.gas McC Alm Lec Fosf Esc DNA TW20 TW80 AS Cas Tir P.Tir Cet
R40 + + - - + - + + - - - - D - + + - + + - + D
R41 + + + - + - + + - - + - D + - - - + + - - D
R42 + + + - + - + + - - + - D + + + - + + - - D
R43 + - + - + - + + - - + + D - + + + + + - - D
R44 + + + - + - + + - - + - D - + + + + + - - D
R45 + - + - - - - ND ND ND - D - - - - - ND + - - D
R46 + - + - - - ND ND ND ND + ND ND ND ND ND ND ND + ND ND ND
R47 - + + - + - ND ND ND ND - + - + - - + - -
R48 + - ND ND - - ND ND ND ND - - - - - - - + + - - -
R49 - - + - - + - - - + - - - + - - - + - - - +
R50 + - + - - + ND - - + - + - + - + + + - ND ND -
R51 + - + - - + ND ND ND ND ND ND ND - - - - + + - - -
R52 + + + - + - ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
R53 + + + - + - ND ND ND ND - - - + - + + - + ND ND ND
R54 + + + - + - + + - - + - D - + + - + + - - D
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Tabla 10. Pruebas bioquimicas (I1). Utilizacién de diferentes sustratos como Unica fuente
de carbono y energia o como Unica fuente de carbono, nitrégeno y energia.
Glu: D-glucosa

Gal: D-galactosa
Fruc: D-fructosa
Lac: lactosa
Suc: succinato
Ac: acetato

Cit: citrato

Glic: glicerol
His: L-histidina

Alan: DL-alanina
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Tabla 10. Pruebas bioquimicas (I1). Utilizacién de diferentes sustratos como Unica fuente de carbono y energia o como Unica fuente de carbono,
nitrégeno y energia.

Glu Gal Frac Lac  Suc  Ac Cit Glic His Alan CEPA Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan
CEPA + + + + + + + M3-123 + + + + + + + + - +
M1-101 + + + + + + + M3-126 + + + + + + + + + +
M1-102 + + + - + + + + + + M3-14 + + + + + + + + + +
M1-104 + + + - + + + - + M3-17 + + + + + + + + + +
M1-106 + + + - - + - - + M3-19 + + + + + + + + + +
M1-108 + + - - + + + + + + M3-20 + + + + + + + + + +
M1-109 + + + + + + + + + + M3-21 + + + + + + + + + +
M1-113 + + + - - + - - + + M3-29 + + + + + + + + + +
M1-123 + + + - + + + - + M3-31 + + + + + + + + + +
M1-123-X + + + + + + + + + M3-51 + + + - - + + - - -
M1-128 + + - - + + + + + + M3-53 + + + + + + + + + +
M1-133-1 + + - - + + + + + + M3-54 + + + - + + + + +
M1-133-11 + + + + + + + + + + M3-58 + - - - + + + + +
M1-134 + + + + + + + + + + M3-65 + + - - - + + + + +
M1-136 + + - + + + + + + + M3-66 + + + - + + - + + +
M1-143 + + + + + + + + + + M3-67 + + + + - + + + + +
M1-159 + + + + - - - - - - M3-68 + + + + + + + + + +
M1-184 + + + - + + + + + + M3-69 + + + + + + + + + +
M1-185 + + + + + + + + + + M3-70-X + + + + + + + + + +
M1-186 + + + + + + + + - + M3-72 + + + + + + + + + +
M1-188 + + + + + + + + + + M3-75 + + + + + + + + + +
M1-195 + + + + + + + + + + M3-76 + + + + + + + + + +

[}
©
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Tabla 10. Continuacién

Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan

CEPA

M3-77

Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan

Glu

M1-94

M3-82

M1-97
M2-1

M3-83

M3-92

M2-140-1
M2-159

M2-16

M3-96

M3-X

+

M3-XXX
M4-10

M2-179
M2-181

M2-2

M4-100
M4-103
M4-105
M4-106
M4-14

M2-24
M2-3

+

+

M2-39

M2-40

+

M4-18

M2-44

+

M4-21

M2-45

+

M4-32

M2-46

+

M4-34

M2-47

+

M4-42

M2-49

+

M4-54

M2-50

+

M4-61

M2-52

+

M4-75

M2-53

+

M4-77
M4-8

M2-55

M2-64

+

M4-94

M2-65
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Tabla 10. Continuacién

Glu Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan

CEPA
M4-95

Gal Frac Lac Suc Ac Cit Glic His Alan

Glu

+

M2-67

+

M4-98

M2-68

+

M4-99
R35
R36
R37
R38
R39
R40
R41
R42
R43
R44
R45
R46
R47
R48
R49
R50
R51
R52
R53
R54

M2-70

M2-74

M2-86

M2-90

M2-91

M2-93

M3-10

M3-101
M3-102
M3-103
M3-104
M3-105
M3-106
M3-107
M3-108
M3-109

M3-11

ND ND

ND

M3-111

M3-122

91



Anexo 111

Tabla 11. Pruebas bioquimicas (I11). Galerias API
ONPG: ortho-Nitrophenyl-p-galactoside
ADH: arginina dehidrolasa

LCD: lactate descarboxilasa

ODC: ornitina descarboxilasa

Cit: utilizacion del citrato

H,S: produccion de sulfidrico

Ure: produccion de ureasa

TDA: triptofano desaminasa

Ind: indol

VP: Voges-Proskawer

Gel: produccion de gelatinasa

Produccion de &cidos de:

Glu: glucosa

Man: anitol

Ino: inositol

Sor: sorbitol

Rha: ramnosa

Mec: melobiosa

Amy: amigdalina

Ara: arabinosa
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Tabla 11. Pruebas bioquimicas (I11). Galerias API

ONPG ADH LCD ODC Cit H,S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara

CEPA - - - - - - + + - - - - - - - - - - - -
M1-101 - - - - - - -
M1-102 - - - - - - -
M1-104 - - - - - - -
M1-106 - - - - - - -
M1-108 - - - - - - -
M1-109 - - - - - - - - . + + - - - - - - - - -
M1-113 - - - - - - -
M1-123 - - - - - - -
M1-123-X - + - - + - - - - - + - - - - - - - - -
M1-128 - - - - - - -
M1-133-I - - - - - - -
M1-133-11 - - - - - - -
M1-134 - - - - - - -
M1-136 - - - - - - -
M1-143 - + - - + - +
M1-159 - + - + - - - - -
M1-184 - + - - - - +
M1-185 - - - - - - -
M1-186 - - - - + - -
M1-188 - - - - + - -
M1-195 - - - - - - -
M1-94 - - - - - - -

+ o+ o+ o+ o+
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

+
+

1

1
+

1

1

1

1
+

]

]

]

+

1

1

1
+

1

1

1
+

1

]

]

]

+ o+ 4+ o+ o+ o+

+ + 4+ o+ 4+ o+

+ + 4+ o+
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Tabla 11. Continuacién

ONPG ADH LCD ODC Cit H,S  Ure

TDA

M1-97 - - - - - - -
M2-1 - - - - - - -
M2-140-1 - - - - - - +
M2-159 - - - - - - -
M2-16 - - - - - - -
M2-179 - - - - - - -
M2-181 - - - - - - -
M2-2 - - - - + - -
M2-24 - - - - - - -
M2-3 - - - - - - -
M2-39 - + - - - - -
M2-40 - - - - - - -
M2-44 - + - - + - +
M2-45 - - - - - - -
M2-46 - + - - + - -
M2-47 - + - - - - -
M2-49 - - - - - - -
M2-50 - - - - + - +
M2-52 - - - - - - -
M2-53 - + - - - - -
M2-55 - - - - - - -
M2-64 - - - - - - -
M2-65 - - - - - - -

M2-67 - - - - - - -

+ + + + + + + 4+ o+ + o+ + o+ + o+ + o+ + + + + o+
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Tabla 11. Continuacién

ONPG ADH LCD ODC Cit H,S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara

M2-68 - - - - - - - + - - + - - - - - - - - -
M2-70 - + - - - - -
M2-74 - - - - - - -
M2-86 - - - - - - -
M2-90 - - - - + - -
M2-91 - - - - - - -
M2-93 - - - - - - -
M3-10 - - - - - - -
M3-101 - - - - - - -
M3-102 - - - - - - +
M3-103 - - - - - - -
M3-104 - - - - - - -
M3-105 - - - - - - -
M3-106 - - - - - - -
M3-107 - - - - + - -
M3-108 - - - - - - -
M3-109 - - - - - - -
M3-11 - - - - - - -
M3-111 - - - - + - -
M3-122 - - - - + - -
M3-123 - - - - + - +
M3-126 - - - - - - -
M3-14 - - - - - - -

[
[
[
+
[
[
[
[
+
1
+
[
[

+ + 4+ + + + + o+
1
1
1
1
1
1
1
1
1

+ + 4+ + + + + + + + o+ o+ + + + o+ 4+ o+ + o+
1
+ + 4+ + 4+ + + + o+ o+ 4+

+ + 4+ o+ o+ o+
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Tabla 11. Continuacién

ONPG ADH LCD ODC

Cit

TDA

M3-17 - - - -
M3-19 - - - -
M3-20 - - - -
M3-21 - - - -
M3-29 - - - -
M3-31 - + - -
M3-51 - - - -
M3-53 - - - -
M3-54 - - - -
M3-58 - - - -
M3-65 - - - -
M3-66 - - - -
M3-67 - - - -
M3-68 - - - -
M3-69 - - - -
M3-70-X - - - -
M3-72 - - - -
M3-75 - - - -
M3-76 - - - -
M3-77 - - - -
M3-82 - - - -
M3-83 - - - -
M3-92 - - - -
M3-96 - - - -

+

+ + + + + + + 4+ o+ + o+ + o+ + o+ + o+ + + + + o+

+ 4+ o+ 4+ +

+ + 4+ + + + + + + o+ o+ 4+

+ + + + + 4+ o+ + o+ + o+ + o+ + 4+ o+ o+ + o+




Tabla 11. Continuacién

Anexo 111

ONPG ADH LCD ODC

Cit

H,S

Ure

TDA

M3-X - -
M3-XXX - -

M4-10 - +

M4-100 - -
M4-103 - -
M4-105 - -
M4-106 - -
M4-14 - -
M4-18 - -
M4-21 - -
M4-32 - -
M4-34 - -
M4-42 - -
M4-54 - -
M4-61 - -
M4-75 - -
M4-77 - -
M4-8 - -
M4-94 - -
M4-95 - -

M4-98 - +

M4-99 + -
R35 - -

+

+

+ + 4+ + + + + + o+ + o+ + + o+

+ + 4+ + + + o+ o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ + o+ 4+

+ + 4+

+ + + o+ o+

+ + 4+ + + o+ o+

Amy Ara
+ +
+ +
+ -
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ -
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Tabla 11. Continuacién

ONPG ADH LCD ODC Cit H,S Ure TDA Ind VP Gel Glu Man Ino Sor Rha Sac Mec Amy Ara
R36 + + - - - - - - - - + + + + + - + - + +
R37 + - - - - - - - - - + + + - - - - - - -
R38 - - - - - - - - - - + + - - - - + - - -
R39 + - - - + - - - - + + + + + + - + - + +
R40 + - - - - - - - - - + + + - + - + - + +
R41 + - - - + - - - - + + + + + + - + - + +
R42 - + - - + - - - - + + + - - - - + - - -
R43 + - - - + - - - - + + + + - - + - - +
R44 + + - - + - - - - + + + + - + + + +
R45 + ND ND ND ND ND + ND ND ND ND - - ND ND ND - ND ND ND
R46 ND - - ND - - - - - - + + - - - - - - -
R47 + ND ND ND ND ND - ND ND ND - - - - - - -
R48 ND - ND ND ND - - ND - - + - - - - - - - - -
R49 - - - - + - - ND ND ND - - - - - - + + - +
R50 + - - - + + - + ND ND + + - - + - +
R51 - - - - ND ND - ND ND - - - + - - - -
R52 + - - - - - + - - - + + + - + + - - - +
R53 - - - - + - - - - - - - - - - - - +
R54 - - - - + - - - - - - - - - - - - +




Tabla 12. Sensibilidad a agentes antimicrobianos
CN: Gentamicina (10uQ)
TOB: Tobramicina (10ug)
AML: Amoxicilina (25u9)
AMP: Ampicilina (10uQ)

P: Penicilina G (10UI)

KF: Cefalotina (30u0)

TE: Tetraciclina (30 Ul)

E: Eritromicina (15u0)

PB: Polimixina B (300UI)
NA: Acido nalidixico (30ug)
RD: Rifampicina (5u0)

S: Sulfamida (300UI)

Anexo 111
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Tabla 12. Sensibilidad a agentes antimicrobianos

RD

KF

NA AMP

AML TE TOB CN S E

PB

CEPA

M1-101
M1-102
M1-104
M1-106
M1-108
M1-109
M1-113
M1-123

M1-123-X
M1-128

M1-133-1

M1-133-11
M1-134
M1-136
M1-143
M1-159
M1-184
M1-185
M1-186
M1-188
M1-195

M1-94

M1-97
M2-1

M2-140-1
M2-159

M2-16

M2-179
M2-181

M2-2

M2-24
M2-3

M2-39

M2-40

M2-44

M2-45

M2-46

M2-47

M2-49
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Tabla 12. Continuacién

CEPA
M2-50

KF P RD

NA AMP

AML TE TOB CN S E

PB

M2-52

M2-53

M2-55

M2-64

M2-65

M2-67

M2-68

M2-70

M2-74

M2-86

M2-90

M2-91

M2-93

M3-10

M3-101

M3-102
M3-103
M3-104
M3-105
M3-106
M3-107
M3-108
M3-109

M3-11

M3-111

M3-122
M3-123
M3-126

M3-14

M3-17

M3-19

M3-20

M3-21

M3-29

M3-31

M3-51

M3-53
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Tabla 12. Continuacién

CEPA
M3-54

KF P RD

NA AMP

E

AML TE TOB CN S

PB

M3-58

M3-65

M3-66

M3-67

M3-68

M3-69

M3-70-X
M3-72

M3-75

M3-76

M3-77

M3-82

M3-83

M3-92

M3-96

M3-X

M3-XXX
M4-10

M4-100
M4-103
M4-105
M4-106

M4-14

M4-18

M4-21

M4-32

M4-34

M4-42

M4-54

M4-61

M4-75

M4-77
M4-8

M4-94

M4-95

M4-98

M4-99
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Tabla 12. Continuacién

CEPA
R35
R36
R37
R38
R39
R40
R41
R42
R43
R44
R45
R46
R47
R48
R49
R50
R51
R52
R53
R54

KF P RD

NA AMP

E

AML TE TOB CN S

PB

ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND

ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND

ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND

ND
ND

ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

ND
ND
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Anexo IV

Tabla 1. Asignacion taxonémica de las cepas bacterianas mediante la comparacion de
la secuencia parcial del gen del ARNr 16s mediante el programa EzTazon server 2.1.

CEPA ASIGNACION TAXONOMICA (%) CEPA ASIGNACION TAXONOMICA (%)
M1-100 Halomonas elongata ATCC 33173" 98,05 | M1-145 Halomopas campisalis ATCC 99,18
700597
M1-101 Staphylococcus warneri ATCC 27836" 99,50 | M1-14-X  Halomonas caseinilytica AJ261" 98,10
M1-102 StaphyTlococcus pasteuri ATCC 99,30 | M1-16-X  Halomonas caseinilytica AJ261" 98,10
51129
M1-103 Halomonas ventosae Al12 7 99,49 | M2-163 Marinobacter flavimaris SW- 97,69
1457
M1-103-X Halomonas ventosae Al127 99,49 | M1-185  Bacillus subtilis subsp. 98,00
inaquosorum BGSC 3A28 "
M1-104 Staphylococcus warneri ATCC 278367 97,83 | M1-186 BaciIIuTs tequilensis NRRL B- 99,18
41771
M1-107 Halomonas elongata ATCC 331737 98,20 | M1-187-1 Halomonas lutea YIM91125 " 97,85
M1-108 Bacillus tequilensis NRRL B-41771" 99,20 | M1-187-11 Halomonas lutea YIM91125 " 97,85
M1-110 Halomonas hydrothermalis Slthf2 T 98,03 | M1-188  Bacillus vallismortis DSM 99,50
110317
M1-111 Halomonas hydrothermalis Slthf2 T 99,32 | M1-190 Halomonas campaniensis 5AG T 97,35
M1-112 Marinobacter flavimaris SW-145 " 98,27 | M1-191-1 Halomonas subterranea ZG16" 99,65
M1-113 Bacillus endophyticus 2DT " 99,18 | M1-192 Halomonas subterranea ZG16 T 99,65
M1-114 Halomonas neptunia Eplumel " 98,68 | M1-193-1 Salinivibrio proteolyticus AF- 97,82
20047
M1-115-1 Halomonas hydrothermalis Slthf2 T 99,33 | M1-194 Halomonas lutea YIM91125 T 98,22
M1-116 Halomonas zhanjiangensis JSM 99,17 | M1-195  Bacillus tequilensis NRRL B- 99,37
0781697 417717
M1-117 Halomonas ventosae Al127 99,83 | M1-196 Halomonas lutea YIM91125 T 97,61
M1-118 Halomonas ventosae Al127 99,17 | M1-21-X SaliniTvibrio proteolyticus AF- 98,44
2004
M1-120 Pseudoalteromonas undina NCIMB 97,41 | M1-5-X Pseudoalteromonas undina 98,41
21287 NCIMB 21287
M1-122 Halomonas subterranea ZG16 99,83 | M1-97 BaciIIuTs vallismortis DSM 99,34
11031
M1-123-X Bacillus vallismortis DSM 110317 99,50 | M2-10 Halomonas ventosae Al12 T 99,49
M1-124 Halomonas caseinilytica AJ261 T 98,00 | M2-11 MariTnobacter salsuginis SD- 98,66
14B
M1-125 Halomonas caseinilytica AJ261 T 98,10 | M2-12 Marlnobacter flavimaris SW- 97,33
145
M1-126 Halomonas ventosae Al12 T 98,73 | M2-13 Halomonas ventosae Al12 T 99,83
M1-127 Halomonas ventosae Al12 T 99,83 | M2-139 MariTnobacter salsuginis SD- 98,35
14B
M1-130 Halomonas hydrothermalis Slthf2 T 98,81 | M2-14 Marinobacter pelagius HS225" 98,66
M1-131 Halomonas salina F8-117 98,51 | M2-140-1  Bacillus butanolivorans K9 T 98,34
M1-134 Bacillus tequilensis NRRL B-41771V 99,20 | M2-146 Nesioto?acter exalbescens 99,66
LA33B
M1-135 Halomonas caseinilytica AJ261 7 97,71 | M2-148 SaliniTvibrio proteolyticus AF- 97,98
2004
M1-136 Bacillus tequilensis NRRL B-417717 99,20 | M2-15 Halomonas ventosae Al12 T 99,32




Tabla 1. Continuacion

Apéndice IV

CEPA ASIGNACION TAXONOMICA (%) CEPA ASIGNACION TAXONOMICA (%)
M1-138 Salinivibrio proteolyticus AF-2004 ' 98,92 | M2-150  Marinobacter segnicrescens 97,88
$S011B1-4T
M1-141 Halomonas ventosae Al12 7 98,99 | M2-151 Marinobacter flavimaris SW- 97,69
1457
M1-142 Kushneria indalinina CG2.1" 98,35 | M2-153 Halomonas ventosae Al127 99,83
M1-144 Halomonas elongata ATCC 33173V~ 99,34 | M2-154  Marinobacter flavimaris SW- 97,36
1457
M2-155 Marinobacter segnicrescens 99,13 | M2-31 Halomonas gomseomensis M12" 98,83
SS011B14 T
M2-156 Halomonas ventosae Al127 99,33 | M2-32 HalomTonas hydrothermalis 98,12
Slthf2
M2-157 Salinivibrio proteolyticus AF-2004 T 97,13 | M2-33 Halomonas ventosae Al12 7 99,49
M2-158 Halomonas salina F8-117 99,34 | M2-35 Halomonas shengliensis 98,33
SL014B-85"
M2-16 Bacillus vallismortis DSM 110317 99,33 | M2-36 Marinobacter flavimaris SW- 97,16
1457
M2-160 Halomonas ventosae Al127 99,16 | M2-37 HalomTonas hydrothermalis 99,31
Slthf2
M2-162 Halomonas elongata ATCC 331737 99,67 | M2-38 HalomTonas hydrothermalis 98,97
Slthf2
M2-164 Vibrio azureus LC2-005" 98,53 | M2-39  Virgibacillus olivae E308 " 99,33
M2-165 Marinobacter flavimaris SW-145" 97,53 | M2-4 Halomonas ventosae Al12 7 99,49
M2-166 Halomonas taeanensis BH539 T 99,15 | M2-40 Bacillus simplex NBRC 157207 99,33
M2-167 Salinicola halophilus CG 4.17 98,45 | M2-42 Halomonas subterranea ZG16 " 99,48
M2-168 Halomonas ventosae Al12 7 99,50 | M2-43 HalomTonas hydrothermalis 98,63
Slthf2
M2-169 Halomonas salina F8-117 99,17 | M2-46 Bacillus oceanisediminis H2T 98,83
M2-17 Halomonas gudaonensis SL014B-69 T 98,50 | M2-47 BaciIIuTs vallismortis DSM 99,33
11031
M2-173 Halomonas salina F8-117 98,78 | M2-49 BaciIIuTs tequilensis NRRL B- 99,19
41771
M2-176 Marinobacter flavimaris SW-145" 98,08 | M2-5 Halomonas ventosae Al12 7 99,32
M2-177 Vibrio azureus LC2-005" 98,53 | M2-50 Virgibacillus salarius SA-Vb1T 99,33
M2-18 Marinobacter algicola DG893 T 98,00 | M2-52 Virgibacillus salarius SA-Vb1 T 99,33
M2-181 Staphylococcus hominis subsp. 99,18 | M2-57 Halomonas zhanjiangensis JSM 99,50
novobiosepticus GTC 12287 078169 "
M2-182 Luteimonas terricola Bz92r 98,23 | M2-58 IT-|anmonas pacifica DSM 4742 99,66
M2-183 Halomonas taeanensis BH539 T 99,99 | M2-59 Marlnobacter flavimaris SW- 97,00
145
M2-183-X Halomonas taeanensis BH539 T 97,99 | M2-6 Halomonas ventosae Al12 T 99,32
M2-19 Marinobacter flavimaris SW-145" 97,66 | M2-61 HalomoTnas campisalis ATCC 99,19
700597
M2-21 Salinivibrio costicola subsp. 98,83 | M2-62 Halomonas sulfidaeris ATCC 98,98
alcaliphilus DSM 16359 " BAA-8037
M2-22 Salinivibrio proteolyticus AF-20047 97,89 | M2-63 Halomonas subterranea ZG16T 97,89
M2-23 Kushneria indalinina CG2.17 98,50 | M2-64 Brevibacterium frigoritolerans 99,50

DSM 88017
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Tabla 1. Continuacion

CEPA ASIGNACION TAXONOMICA (%) CEPA ASIGNACION TAXONOMICA (%)
M2-25 Halomonas zhanjiangensis JSM 98,50 | M2-65 Bacillus tequilensis NRRL B- 99,19
078169 417717
M2-26 Halomonas hydrothermalis Slthf2 T 98,97 | M2-66-M Halomonas pacifica DSM 4742 99,50
T
M2-27 Halomonas saccharevitans AJ275 " 99,82 | M2-69 HalomTonas hydrothermalis 99,31
Slthf2
M2-28 Salinivibrio proteolyticus AF-2004T 98,50 | M2-7 Marinobacter segnicrescens 97,87
SS011B1-47
M2-29 Halomonas ventosae Al127 99,15 | M2-71 Halomonas campisalis ATCC 97,82
7005977
M2-2-X Salinivibrio proteolyticus AF-2004T 98,13 | M2-72 Marinobacter salsuginis SD- 97,16
14B7
M2-30 Halomonas ventosae Al127 99,49 | M2-76 HalomTonas hydrothermalis 97,61
Slthf2
M2-77 Salinivibrio proteolyticus AF-2004 T 99,83 | M3-27 Halomonas ventosae Al127 99,23
M2-78 Salinivibrio proteolyticus AF-2004 T 98,66 | M3-29 Staphylococcus epidermidis 98,21
ATCC 14990 "
M2-79 Salinivibrio costicola subsp. 97,70 | M3-31 Bacillus simplex NBRC 157207 98,70
alcaliphilus DSM 16359 "
M2-81 Idiomarina seosinensis CL-SP19 " 99,33 | M3-51 RiemerTeIIa anatipestifer ATCC 98,02
11845
M2-82 Vibrio owensii DY05 " 97,93 | M3-53 SwamiTnathania salitolerans 99,29
PA51
M2-83 Halomonas salina F8-11" 98,33 | M3-54  Bacillus safensis FO-036b ' 98,56
M2-85 Microbulbifer donghaiensis CN85 " 97,11 | M3-65 Bacillus safensis FO-036b 98,48
M2-87-1 Achromobacter spanius LMG 5911T" 99,33 | M3-66 Bacillus safensis FO-036b " 97,25
M2-88 Halomonas koreensis $520" 99,82 | M3-68 Planococcus rifietoensis M8 T 97,83
M2-89 Halomonas ventosae Al12" 99,83 | M3-69 Staphylococcus warneri ATCC 98,50
27836
M2-9 Marinobacter flavimaris SW-145" 97,33 | M3-92 Staphylococcus hominis subsp. 97,83
hominis DSM 203287
M2-90 Bacillus anthracis ATCC 145787 98,08 | M4-100  Bacillus muralis LMG 202387 99,34
M2-91 Brevibacterium frigoritolerans DSM 98,53 | M4-105  Staphylococcus capitis subsp. 98,36
88017 capitis ATCC 278407
M2-93 Bacillus vallismortis DSM 110317 93,75 | M4-106  Staphylococcus capitis subsp. 99,18
capitis ATCC 278407
M3-1 Aurantimonas altamirensis S21B7 98,01 | M4-18 Acinetgbacter baumannii DSM 99,38
30007
M3-100 Halomonas subterranea ZG16" 99,48 | M4-32 Bacillus endophyticus 2DTT 97,87
M3-102 StaphyTlococcus pasteuri ATCC 98,87 | M4-34 Planococcus rifietoensis M8" 99,17
51129
M3-108 StaphyTlococcus pasteuri ATCC 98,31 | M4-54 Bacillus simplex NBRC 15720" 99,39
51129
M3-110 Halomonas hydrothermalis Slthf2" 97,63 | M4-75 Bacillus simplex NBRC 15720" 98,35
M3-111 Oceanobacillus manasiensis YD3-56" 98,49 | M4-95 Bacillus safensis FO-036b" 98,73
M3-112 Halomonas fontilapidosi 5CR" 99,65 | M1-106 StaphyTIococcus warneri ATCC 99,16
27836
M3-12 Halomonas halmophila ATCC 197177 97,83 | M1-109 Oceanobacillus manasiensis 98,66

YD3-56"




Tabla 1. Continuacion

Apéndice IV

CEPA ASIGNACION TAXONOMICA (%) CEPA ASIGNACION TAXONOMICA (%)
M3-13 Kushneria indalinina CG2.1" 99,21 | M1-123 Bacillus vallismortis DSM 99,50
110317
M3-14 Bacillus butanolivorans K9 97,37 | M1-128  Bacillus tequilensis NRRL B- 99,60
417717
M3-15 PseudTomonas xanthomarina KMM 97,57 | M1-133-1 Bacillus safensis FO-036b " 99,83
1447
M3-18 Bartonella vinsonii subsp. arupensis 97,32 | M1-143  Bacillus muralis LMG 202387 99,01
OK94-5137
M3-2 Marinobacter flavimaris SW-145" 99,19 | M1-159  Staphylococcus saprophyticus 98,69
subsp. saprophyticus ATCC
153057
M3-22 Halgmonas sulfidaeris ATCC BAA- 98,68 | M2-1 Bacillus safensis FO-036b " 99,82
803
M3-23 Halomonas ventosae Al12 7 99,83 | M2-159  Staphylococcus saprophyticus 98,69
subsp. saprophyticus ATCC
153057
M3-24 Halomonas lutea YIM91125 T 97,69 | M2-179 Maringcoccus luteus YIM 99,82
91094
M3-25 Marinobacter segnicrescens SS011B1- 99,43 | M2-2 Brevibacterium frigoritolerans 99,16
47 DSM 8801 T
M3-26 Idiomarina loihiensis L2TR " 97,74 | M2-24 Marinococcus luteus YIM 99,82
910947
M1-123 Bacillus vallismortis DSM 11031 T 99,50 | M3-35 Brevundimonas bacteroides 99,66
LMG15096
M1-128 Bacillus tequilensis NRRL B-417717 99,60 | M3-36 Halomonas sulfidaeris ATCC 97,27
BAA-8037
M1-133-1 Bacillus safensis FO-036b " 99,83 | M3-37 Marinobacter pelagius HS225" 99,95
M3-38 Halomonas hydrothermalis 97,77
Slthf2 7
M1-143 Bacillus muralis LMG 202387 99,01 | M3-39 Halomonas subterranea ZG16 " 99,65
M1-159 Staphylococcus saprophyticus subsp. 98,69 | M3-4 Halomonas koreensis SS20 7 99,94
saprophyticus ATCC 153057
M2-179 Marinococcus luteus YIM 91094 T 99,82 | M3-40 Idiomarina zobellii KMM 2317 98,16
M2-2 Brevil?acterium frigoritolerans DSM 99,16 | M3-41 Halomonas gomseomensis M12" 97,66
8801
M2-24 Marinococcus luteus YIM 91094 T 99,82 | M3-42 Marlnobacter flavimaris SW- 97,33
145
M2-3 Bacillus safensis FO-036b T 99,82 | M3-43 Halomonas dagingensis DQD2- 98,43
30
M2-44 Virgibacillus salarius SA-Vb1 T 99,00 | M3-44 Idiomarina loihiensis L2-TR T 99,49
M2-53 Bacillus anthracis ATCC 145787 99,82 | M3-42 Marlnobacter flavimaris SW- 97,33
145
M2-55 Bacillus anthracis ATCC 145787 99,82 | M3-45 Halomgnas saccharevitans 98,71
AJ275
M2-67 Virgibacillus salarius SA-Vb1 " 98,83 | M3-46 Halomonas koreensis S520 99,82
M2-68 Bacillus simplex NBRC 15720 " 98,83 | M3-47 Halomonas almeriensis M8 T 97,32
M2-70 Virgibacillus salarius SA-Vb1 T 99,00 | M3-45 Halomgnas saccharevitans 98,71
AJ275
M2-74 Staphylococcus saprophyticus subsp. 99,51 | M3-46 Halomonas koreensis $520 T 99,82
saprophyticus ATCC 15305 "
M2-86 Virgibacillus olivae E308 98,82 | M3-47 Halomonas almeriensis M8 T 97,32
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Anexo IV

Tabla 1. Continuacion

CEPA ASIGNACION TAXONOMICA (%) CEPA ASIGNACION TAXONOMICA (%)
M3-10 Staphylococcus epidermidis ATCC 99,09 | M3-48 Idiomarina seosinensis CL- 98,92
14990 " SP19”
M3-101 Staphylococcus pasteuri ATCC 98,98 | M3-49 Idiomarina zobellii KMM 2317 98,16
51129"
M3-104 Staphylococcus pasteuri ATCC 98,98 | M3-5 Marinobacter flavimaris SW- 97,83
511297 1457
M3-105 Staphylococcus pasteuri ATCC 98,98 | M3-50 Salinivibrio costicola DSM 97,33
511297 16359 "
M3-106 Staphylococcus warneri ATCC 27836" 98,85 | M3-52 Halomonas koreensis $S20 97,57
M3-107 Staphylococcus pasteuri ATCC 98,98 | M3-55 Halomonas hydrothermalis 97,94
51129" Sithf2
M3-109 Oceanobacillus manasiensis YD3-56 ' 99,01 | M3-56 Halomopas zhanjiangensis JSM 97,53
078169
M3-11 Staphylococcus pasteuri ATCC 99,00 | M3-57 Halomonas hydrothermalis 98,28
51129" Sithf2
M3-17 Bacillus safensis FO-036b " 99,68 | M3-58 Bacillus safensis FO-036b " 99,78
M3-20 Bacillus endophyticus 2DT " 99,66 | M3-59 Aurantimonas coralicida WP1T 99,16
M3-21 StaphyTlococcus pasteuri ATCC 98,97 | M3-6 Halomonas fontilapidosi SCRT 99,66
51129
M3-28 Halomonas saccharevitans AJ275 " 99,83 | M3-60 Halomonas ventosae Al127 99,81
M3-3 Halomonas koreensis $S20 99,96 | M3-61 Marinobacter segnicrescens 97,02
SS011B1-4 "
M3-32 Halomonas variabilis DSM 3051 " 97,69 | M3-62 Halomonas fontilapidosi 5SCR™ 98,31
M3-33 Marinobacter salsuginis SD-14B " 98,71 | M3-63 Idiomarina loihiensis L2-TRT 99,70
M3-34 Marinobacter salsuginis SD-14B™ 98,32 | M3-67  Bacillus safensis FO-036b ' 98,61
M3-7 Marinobacter gudaonensis 98,50 | M4-11 Halomonas ventosae Al127 99,83
SL014B61AT
M3-70-X ?taphylococcus pasteuri ATCC 51129 98,96 | M4-12 Halomonas ventosae Al127 99,50
M3-72 ?taphylococcus pasteuri ATCC 51129 98,96 | M4-13 HalomTonas hydrothermalis 99,49
Slthf2
M3-73 Brevundimonas mediterranea 99,33 | M4-14 Marinococcus luteus YIM 99,82
V4.B0O.10" 910947
M3-74 Halomonas dagingensis DQD2-30 T 98,62 | M4-15 Halomonas ventosae Al12 T 99,66
M3-76 Staphylococcus warneri ATCC 278367 99,16 | M4-16 Pantoea eucrina LMG 27817 98,17
M3-77 Staphylococcus pasteuri ATCC 98,98 | M4-17 Pseudoalteromonas 97,37
511297 byunsanensis FR1199 "
M3-78 Brevundimonas vesicularis LMG 99,08 | M4-19 Halomonas elongata ATCC 97,51
2350" 331737
M3-79 Brevundimonas aurantiaca DSM 98,15 | M4-2 Halomonas hydrothermalis 99,49
47317 Sithf2 "
M3-8 Halomonas saccharevitans AJ275 " 98,45 | M4-20 Pseudoalteromonas 97,53
byunsanensis FR1199 T
M3-81 TBrevundimonas vesicularis LMG 2350 99,98 | M4-21 Planococcus rifietoensis M8 T 99,67
M3-82 Bacillus simplex NBRC 15720 " 98,66 | M4-22 Halomonas ventosae Al12 T 99,67
M3-84 Brevundimonas vesicularis LMG 98,16 | M4-23 Halomonas cerina SP4 T 99,69
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Apéndice IV

Tabla 1. Continuacion

CEPA ASIGNACION TAXONOMICA (%) CEPA ASIGNACION TAXONOMICA (%)
M3-85 Halomonas saccharevitans AJ275 " 98,86 | M4-24 Yersinia intermedia 97,52
ATCC29909 "
M3-86 Cronobacter dublinensis subsp. 98,42 | M4-26 Vibrio rumoiensis S-17 98,02
dublinensis DES187
M3-87 Halomonas koreensis $S20 99,82 | M4-28 Vibrio rumoiensis S-17 97,20
M3-88 Labrenzia aggregata IAM 12614 " 99,00 | M4-29 Halomonas boliviensis LC1 T 98,35
M3-89 Palleronia marisminoris B33 " 97,12 | M4-3 Halomonas hydrothermalis 99,49
Sithf2
M3-9 Halomonas caseinilytica AJ261 " 98,33 | M4-30 Halomgnas elongata ATCC 99,50
33173
M3-90 Halgmonas sulfidaeris ATCC BAA- 97,96 | M4-31 Halomonas koreensis SS20 97,39
803
M3-91 Labrenzia marina mano18 " 97,25 | M4-33 Halomonas koreensis SS20 98,79
M3-93 Halomonas dagiaonensis YCSA28 T 97,16 | M4-35 Halomonas cerina SP4 " 97,19
M3-94 Halomonas koreensis $S20 99,79 | M4-36 Halomgnas elongata ATCC 99,32
33173
M3-95 Halomonas dagiaonensis YCSA28 T 99,60 | M4-37 YersiniTa intermedia ATCC 99,05
29909
M3-96 StaphyTIococcus pasteuri ATCC 98,96 | M4-38 Halomonas ventosae Al12 7 99,17
51129
M3-97 Halomonas caseinilytica AJ261 7 97,33 | M4-39 Idiomarina homiensis PO-M2" 97,37
M4-1 Halomonas hydrothermalis Slthf2 T 99,32 | M4-3M Marinobacter segnicrescens 97,33
SS011B1-4 "
M4-10 Planococcus rifietoensis M8 T 98,68 | M4-4 HalomTonas hydrothermalis 99,49
Slthf2
M4-101 Yersinia intermedia ATCC 29909 " 97,36 | M4-40 Marinobacter flavimaris SW- 98,85
1457
M4-102 Halomonas boliviensis LC1 " 98,68 | M4-42 ParaCO(T:cus marcusii DSM 99,01
11574
M4-104 Pantoea stewartii subsp. stewartii 99,39 | M4-43 Marinobacter flavimaris SW- 97,05
LMG 27157 1457
M4-107 Yersinia intermedia ATCC 29909 97,36 | M4-44 YersiniTa intermedia ATCC 97,53
29909
M4-45 Marinobacter salsuginis SD-14B " 98,19 | M4-70 Halomonas fontilapidosi SCRT 99,83
M4-46 Marinobacter flavimaris SW-145T 98,68 | M4-71 Halomonas fontilapidosi 5CR T 99,17
M4-47 Marinobacter flavimaris SW-145" 99,17 | M4-72 Halomonas salina F8-117 99,01
M4-48 Marinobacter flavimaris SW-145T 98,35 | M4-73 Halomonas salina F8-11T 99,67
M4-49 Marinobacter salsuginis SD-14B " 98,02 | M4-74 Halomonas fontilapidosi 5SCRT 97,18
M4-5 Marinobacter flavimaris SW-145T 98,02 | M4-76 YersiniTa intermedia ATCC 97,69
29909
M4-50 Marinobacter pelagius HS225 T 98,68 | M4-77 Bacillus oceanisediminis H2 T 98,94
M4-51 Marinobacter flavimaris SW-145 " 98,84 | M4-79 Halomonas fontilapidosi 5SCRT 99,50
M4-53 Halomonas ventosae Al12 T 99,50 | M4-80 Maqnobacter flavimaris SW- 99,50
145
M4-55 PseudonTwonas vancouverensis ATCC 97,87 | M4-82 Halomonas gomseomensis M12" 99,67
700688
M4-56 Marinobacter santoriniensis NKSG1™ 97,27 | M4-83 Marinobacter algicola DG893 T 08,35
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Anexo IV

Tabla 1. Continuacion

CEPA ASIGNACION TAXONOMICA (%) CEPA ASIGNACION TAXONOMICA (%)
M4-58 Halomonas elongata ATCC 33173 T 99,34 | M4-84 Marinobacter segnicrescens 98,88
SS011B1-4 T
M4-59 Halomonas alimentaria YKJ-16 " 99,33 | M4-85 Marinobacter flavimaris SW- 98,52
1457
M4-5a Marinobacter flavimaris SW-145" 98,02 | M4-86 Idiomarina ramblicola R22 " 99,50
M4-6 Marinobacter pelagius HS225 " 99,50 | M4-87 Halomonas caseinilytica AJ261" 99,34
M4-60 Marinobacter salsuginis SD-14B 98,84 | M4-88 Halorponas xinjiangensis TRM 98,84
0175
M4-61 Planococcus rifietoensis M8 99,01 | M4-89 Halomgnas elongata ATCC 100,0
33173
M4-62 Halomonas fontilapidosi 5CR 99,33 | M4-9 Marlnobacter flavimaris SW- 98,02
145
M4-63 Halomonas gomseomensis M12 " 99,50 | M4-90 Halomonas subterranea ZG16 " 99,01
M4-64 Halomonas salifodinae BC7 " 99,33 | M4-92 Idionarina abyssalis KMM 98,52
227
M4-65 Salinimonas chungwhensis 99,18 | M4-93 Halomonas arcis AJ282 " 98,45
BH030046"
M4-66 Halomonas elongata ATCC 331737 98,50 | M4-94 Brevibacterium frigoritolerans 99,50
DSM 8801 "
M4-67 Salinimonas chungwhensis 99,34 | M4-98 Bacillus simplex NBRC 157207 99,67
BH030046"
M4-68 Salinimonas chungwhensis 99,34 | M4-99 Brevibacterium frigoritolerans 99,50
BH030046" DSM 8801 "
M4-69 Halomonas salina F8-117 99,83
M4-7 Halomonas fontilapidosi 5CR 99,83




Anexo V
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Figura 1. Arbol filogenético obtenido a partir de la secuencia parcial
del gen del ARNTr 16S de las cepas Gram negativas

mediante el método Maxima Parsimonia. Se indican los valores de
“bootstrap” para 1.000 répiclas. Los nimeros de

acceso al GenBank se muestran entre paréntesis.
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Anexo V

Figura 2. Arbol filogenético obtenido a partir de la secuencia parcial
del gen del ARNTr 16S de las cepas Gram positivas

mediante el método Méxima Parsimonia. Se indican los valores de
“bootstrap” para 1.000 réplicas. Los nUmeros de

acceso al GenBank se muestran entre paréntesis.



Anexo VI
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Figura 1. Arbol filogenético obtenido a partir de la secuencia completa del gen del
ARNTr 16S mediante el método Neighbour Joining. Se indican los valores de

“bootstrap” para 1.000 réplicas. Los niimeros de acceso al GenBank se muestran entre
paréntesis.
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Figura 2. Arbol filogenético obtenido a partir de la secuencia completa del gen del ARNr 16S mediante el
método Maxima Parsimonia. Se indican los valores de “bootstrap” para 1.000 réplicas. Los niimeros de
acceso al GenBank se muestran entre paréntesis.



Anexo VI
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Figura 3. Arbol filogenético obtenido a partir de la secuencia completa del gen del ARNr 16S mediante el
método Neighbour Joining. Se indican los valores de “bootstrap” para 1.000 réplicas. Los nimeros de

acceso al GenBank se muestran entre paréntesis.
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Figura 4. Arbol filogenético obtenido a partir de la secuencia completa del gen del ARNr 16S obtenido
mediante el método Maxma Parsimonia. Se indican los valores de “bootstrap” para 1.000 réplicas. Los
nameros de acceso al GenBank se muestran entre paréntesis.



Anexo VI

16 M4-3M

74| w1, flavimaris SW-145T (AY517632)

38] L w1, adhaerens HP15T(AY241552)
74

——— M. salsuginis SD-14BT (EF028328)
M. algicola DG893T (ABCP01000031)
M. sediminum R65T (A)609270)
M. maritimus CK477 (A)704395)
M. psychrophiius 200417 (DQ060402)
M. goseongensis En6T (EF660754)
M. guineae M3BT (AM503093)
33 M. lipolyticus SM19T (AY147906)
M. gudaonensis SLO14B61AT(D0Q414419)
M. dagiaonensis YCSA40T (F1984869)

72

21

43 M. salicampiISL-40T (EF486354

M. segnicrescens $5011B1-4 (EF157832)
M.bryozoorum 50-11T(A)609271)

M. lacisalsi FP2.57 (EU047505)

M. zhanjiangensis JSM 0781207 (F)425903)

100
M. lutaoensis JCM 111797 (AF288157)

M. hydrocarbonoclasticus MBIC1303T(AB019148)
M. szutsaonensis NTU-1047 (EU164778)

M. peiagius HS225" (DQ458821)

M. oulmenensis Set74" (F1897726)

11
11

M. santoriniensis NKSG1T (EU496088)
97-M. koreensis DD-M3T (DQ325514)

I:M. mobilis CN46T (EU293412)
51 M. zhejiangensis CN747 (EU293413)

M. daepoensis SW-156T (AY517633)
M. litoralis SW-45T7 (AF479689)

97 :w vinifirmus FB1T(DQ235263)
50 M. excellens KMM 38097 (AY180101)

—
0.02

Aiteromonas macleodii DSM 60627 (Y18228)

Figura 5. Arbol filogenético obtenido a partir de

la secuencia completa del gen del ARNr 16S mediante el

método Neighbour Joining. Se indican los valores de “bootstrap” para 1.000 réplicas. Los nimeros de

acceso al GenBank se muestran entre paréntesis.
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Figura6. Arbol filogenético obtenido a partir de la secuencia completa del gen del ARNr 16S mediante el
método Maxima Parsimonia. Se indican los valores de “bootstrap” para 1.000 réplicas. Los nimeros de
acceso al GenBank se muestran entre paréntesis.



Anexo VI

P. elyakovii KMM 1627 (AF082562)

P. paragorgicoia KMM 3548T(AY040229)
P. distincta ATCC 700518 (AF043742)
P.arctica A37-1-27 (DQ787199)
P.agarivorans KMIM 2557 (A)417594)

P. atlantica 1AM 129277 (X82134)

43
21

54
Fep P.espejiana NCIMB 21277 (X82143)
vk M1-120

P.carrageenovora ATCC12662T (X82136)
P.tetraodonis 1AM 141607 (AF214730)
P.issachenkonii KMM 35497 (AF316144)
— P.undina NCIMB 21287 (X82140)

74| P. nigrifaciens NCIMB 86147 (X82146)
29|18 LP. haloplanktis ATCC 143937 (X67024)
18 P.marina Mano4™ (AY563031)
P. transiucida KMM 5207 (AY040230)

37
67 60 P.antarctica CECT 46647 (X98336)

— P. aliena KMM 35627 (AY387858)
93 P.donghaensisHI51T (F1754319)
24 —|—— P.lipolytica LMEB 397 (F1404721)
74 P. marinigiutinosa KMM 36357 (A)507251)
i P. prydzensis MB8-11T (U85855)
P. citrea NCIMB 18897 (X82137)

10
1 100 1p. qurantia ATCC 330467 (X82135)

P.spongiae UST010723-006" (AY769918)

83
P.ruthenica KMM 300" (AF316891)
44 P. phenolica O-BC30T (AF332880)
# i P.juteoviolacea NCIMB 18937 (X82144)
== P.rubra ATCC 295707 (X82147)
P. peptidolytica F12-50-A1T {AF007286)

P. flavipuichra NCIMB 20337 (AF297958)
P. piscicida 1AM12932T (AF297959)

P. maricaloris KMM 636 (AF144036)
P. byunsanensis FR1199"DQ011289)

P. tunicata D27 (Z25522)
100 P. ulvae UL12T{AF172987)

P. denitrificans X82138ATCC 433377
Algicola bacteriolytica ATCC 7006797 (D89929)

88

0.005

Figura 7. Arbol filogenético obtenido a partir de la secuencia completa del gen del ARNr 16S mediante el
método Neighbour Joining. Se indican los valores de “bootstrap” para 1.000 réplicas. Los nimeros de

acceso al GenBank se muestran entre paréentesis.

119



Anexo VI

iEP. transiucida KMM 5207 (AY040230)
23 P. antarctica CECT 46647 (X98336)
12 - P.marina Mano4™ (AY563031)

14 P.nigrifaciens NCIMB 86147 {X82146)
{ P. haloplanktis ATCC 143937 (X67024)

P.undina NCIMB 21287 (X82140)

— P. tetraodonis 1AM 141607 (AF214730)

1 27 L p_issachenkoniiKMM 35497 (AF316144)

55 I—P . atlantica 1AM 129277 (X82134)
l—P, espejiana NCIMB 21277 (X82143)

13 P. paragorgicoia KMM 3548T(AY040229)

61 —————— P. elyakovii KMM 1627 (AF082562)

p. arctica A37-1-27 (DQ787199)
1 _‘: P.agarivorans KMM 2557 (A)417594)
&8 4 p. distincta ATCC 700518 (AF043742)
—— M1-120
ol p carrageenovora ATCC 126627 (X82136)

P.aliena KMM 35627 (AY387858)

56 ii:Alg‘icoin bacteriolytica ATCC700679" (D89929)
38 P. denitrificans X82138ATCC 433377

P.tunicata D27(Z25522)
2 { P.ulvae UL12T(AF172987)
P. citrea NCIMB 18897 (X82137)
499!:1—". aurantia ATCC 330467 (X82135)
P. byunsanensis FR1199"DQ011289)
P. phenolica O-BC30T (AF332880)

58

18
83 o — P.spongiae UST010723-006T (AY769918)

A0 L p. ruthenica KMM 3007 (AF316891)
41 P.luteoviolacea NCIMB 18937 (X82144)

P.rubra ATCC295707 (X82147)

P. peptidolytica F12-50-A1T (AF007286)

p. fiavipulchra NCIMB 20337 (AF297958)

&1 P. piscicida 1AM12932T (AF297959)
?E P. maricaloris KMM 636" (AF144036)

—— P.donghaensisH)51T (F1754319)

aalp iipoiytica LMEB 397 (F1404721)

54

59

77

P.mariniglutinosa KMIM 36357 (A)507251)
P. prydzensis MB8-11T (U85855)

Figura 8. Arbol filogenético obtenido a partir de la secuencia completa del gen del ARNr 16S mediante el
método Maxima Parsimonia. Se indican los valores de “bootstrap” para 1.000 réplicas. Los niimeros de
acceso al GenBank se muestran entre paréntesis



Anexo VII

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS FENOTIPICAS REALIZADOS EN LAS CEPAS

DE ARQUEAS

Tabla 1. Caracteristicas morfologicas y coloniales

Gram: Tincion de Gram

Morf: Morfologia

Pig: Pigmentacion de las colonias. C: crema; A: amarillo;

Muc: Mucosidad de las colonias. 0: no mucosas; 1: mucosas; 2: muy mucosas

CEPAS UTILIZADAS COMO DE REFERENCIA

R1, Haladaptatus paucihalophilus
R2, Haloarcula argentinensis

R3, Haloarcula quadrata

R4, Halococcus hamelinensis

R5, Haloferax mediterranei

R6, Haloferax mucosum

R7, Haloferax prahovense

R8, Halogeometricum boringquense
R9, Halomicrobium mukohataei
R10, Halorhabdus tiamatea

R11, Halorubrum aidingense

R12, Halostagnicola kamekurae
R13, Halostagnicola larsenii

R14, Haloterrigena jeotgali

R15, Haloterrigena thermotolerans
R16, Natrialba aegyptiaca

R17, Natrinema altunense

R18, Natrinema gari

R19, Natrinema pallidum
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Tabla 1. Caracteristicas morfologicas y coloniales

CEPA Gram Morf Muc Pig  Mov CEPA Gram Morf Muc Pig  Mov
1-7 - CB 1 R + 3-8a - CB 2 R +
1-9 - B 1 R + 3-8b - CB 2 R +

1-10 - B 1 R + 3-8¢ - CB 1 R +
1-13 - CB 1 R + 3-8d - CB 1 R +
1-17 - B 1 R + 3-9b - CB 1 R +
1-18 - B 1 R + 3-2b - B 2 R +
1-19 - CB 1 R + 3-2d - B 1 R +
1-20 - B 1 R + 4-1a - CB 1 R +
1-23 - CB 1 R + 4-4b - CB 1 R +
2-1C - CB 1 R + 4-4a - CB 1 R +
2-1D - CB 1 Rj + 4-4d - CB 2 R +
2-2A - 1 R + 4-4¢ - CB 2 R +
2-2B - 2 Rj + 4-1b - CB 1 R +
2-2D - CB 2 R + 4-1c - CB 1 R +
2-4A - CB 1 R + 4-6¢ - CB 1 R +
2-4B - CB 1 R + 4-6a - B 2 R +
2-4C - CB 2 R + 4-6b - B 1 R +
2-4D - CB 1 R + R1 - B ND Rj +
2-7TA - P 1 R + R2 - C ND R +
2-71B - CB 2 R + R3 - B ND R +
2-7C - CcB 1 R + R4 - P ND Rj -
2-8 - CcB 1 R + R5 - B ND Rk -
2-9A - CcB 1 Rj + R6 - P ND Rj +
2-9B - CcB 1 R + R7 - B ND R +
2-11A - CcB 1 R + R8 - B ND Rj -
2-11D - CcB 1 R + R9 - P ND Rj -
3-1a - CcB 1 R + R10 - B ND Rj +
3-1c - CcB 1 R + R11 - Cc ND R -
3-1d - CcB 2 R + R12 - B ND R -
3-2a - CcB 1 R + R13 - P ND R +
3-4a - CcB 1 R + R14 - B ND Rj +
3-7b - CcB 1 R + R15 - Cc ND Rk -
R16 - B ND Rj -

R17 - P ND R +

R18 - B ND Rj -

R19 - C ND Rj -




Anexo VII

Tabla 2. Caracteristicas fisioldgicas (1)

Crecimiento a distintas concentraciones de sal (%, p/v)
Crecimiento a distintas concentraciones de magnesio (%, p/v)
Tabla 3. Caracteristicas fisiologicas (l1)

Crecimiento a distintas temperaturas (°C)

Crecimiento a distintos valores de pH
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Tabla 2. Caracteristicas fisioldgicas (I)

Magnesio (%, p/v)

Sales (%, p/v)
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Tabla 2. Continuacion

CEPA
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Tabla 3. Caracteristicas fisioldgicas (I1)
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Tabla 3. Continuacion
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Tabla 4. Pruebas bioquimicas (1)

Cat: catalasa

Ox: oxidasa

NR: presecia de nitrato reductasa

nr: presencia de nitrito reductasa

DNA: produccién de DNAsa

Gel: produccion de gelatinasa

Alm: hidrolisis del almidén

TWB8O0: hidrolisis del Tween 8-

Ind: indol

RM: rojo de metilo

VP: Voges-Proskawer

Resp. NO;: respiracion sobre nitrato

Prod. gas: produccion de gas por respiracion sobre nitrato
Arg: crecimiento anaerobio sobre L-arginina

KNO3: crecimiento anaerobio sobre KNO;



Tabla 4. Pruebas bioquimicas (1)

Anexo VII
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Tabla 4. Continuacion
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+ + o+ o+

+ + 4+ + + + + + + + + + + + o+ o+ o+

+ + o+ o+

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + 4+ + + + 4+ o+

+

+ + 4+ + o+ + o+ + o+ o+ o+ o+ +

+ + + o+ o+

+ + 4+ o+ o+ + o+ o+ o+ +

+ + 4+ o+ o+ o+ o+

+

+ 4+ + + + + o+

+ + + + + 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
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Tabla 4. Continuacion

CEPA

KNO;

Arg

Prod. gas

NR nr DNA Gel Alm TW80 Ind RM VP Resp. NO3

Cat

Ox

M4-6b

M4-6¢
R1

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

R2

R3

R4

R5

R6

R7

R8

R9

R10
R11
R12
R13
R14
R15
R16
R17
R18
R19
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Anexo VII

Tabla 5. Pruebas bioquimicas (11). Utilizacién de distintos sustratos como Unica
fuente de carbono, y energia o como fuente de carbono, nitrogenoy energia
Cit: utilizacion del citrato

Glu: D-glucosa

Gal: D-galactosa

Lac: lactosa

Fruc: D-fructosa

Glic: DL-glicerol

Man: D-manitol

Trea: D-trehalosa

Xil: D-xilosa

Ara: L-arabinosa

Sor: D-sorbitol

Ser: L-serina

Alan: DL-alanina

Cist: L-cisteina

Val:L-valina



Anexo VII

Tabla 5. Pruebas bioquimicas (11). Utilizacién de distintos sustratos como Unica fuente
de carbono, y energia o como fuente de carbono, nitrégeno y energia

CEPA Cit Glu Gal Lac Fruc Glic Man Trea Sor Xil Arab Ser Alan Val Cis

M17 -+
M19 -
M1-10 ND
M1-13 -
M1-17 -
M1-18 -
M1-19 -
M1-20 -
M1-23 ND
M2-

11a

M2-

11d

M2-lc  + o+ o+ -

M2-1d - + - -
M2-2a -
M2-2b  ND ND ND -
M2-2d -
M2-4a -
M2-4b -
M2-4c -
M2-4d -
M2-7a -
M2-7b  ND
M2-7c  +
M2-8 -
M2-9a +
M2-9b  +
M3-la +
M3-1c -
M3-1d -
M3-2a ND
M3-2b
M3-2d
M3-4a ND
M3-7b -
M3-8a +
M3-8b -
M3-8c +

- + + - - - + + - - - -
- + - - - - + + - - - -

- - - + - +
- + - + -
- - + - - -

+ + + + + + o+ o+
+ + N+ + o+ o+

.

+ o+ o+ o+ '

1

1

+ o+ o+
1

=2
O
-+
pd
O
pd
O
pd
O
e
O

ND

+

1

1
+
+

1

1

1
+

1
+

1

1

1

ND

+
+

1
+
+

1

1

1
+
+
+

1

1

1

+
+
1 1
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + +
' '
' '
+ 1
+ + + + + + + + + +
' + + + +
'
'
'
'

+ + 4+ o+ o+ o+ o+

1
+
+
]
1
+
]

1
+ + 4+ + 4+ o+ + o+ o+ o+ o+ o+

+
'
+ + 4+ o+ 4+ o+ o+

+ + 4+ o+ o+

+ ND ND ND ND - ND ND ND ND ND ND

+ + 4+ o+ o+ + + o+ o+

1
+
1

+

1

1

1

1

1
1
Z
W)
+ + 4+ o+

+ + + + + + + + + 4+ + + o+ o+
'
1
1
1
1
+
+
+
+

.
+ + + + + o+ o+
'

1
1
+
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Tabla 5. Continuacion

CEPA Cit Glu Gal Lac Fruc Glic Man Trea Sor Xil Arab Ser Alan Val Cis
M3-8d - + + + + - - + + + + + + + +
M3-9b  + + - - + - - - - + + - - - -
M4-1a - + + + - + + + D - + D D
M4-1b - + - - + + - - + + + + + + +
M4-1c - + + - + + - - + + + - + - -
M4-4a - + - - + + - - + + - + + + -
M4-4b - + - - - + - + - + - - - - -
M4-4c - + + + + + - - - + + + - - -
M4-4d - + + + + + - - - + + - - - -
M4-6a - + - - + + - - - + + + - - -
M4-6b - + - - + - - - + + + - - - -
M4-6¢ - + + - + - - - + + + + + + +
R1 - - - - + - - - + + + + + + +
R2 - + + - + - - - - + + - - - -
R3 - - - - + + - - - + + - - - -
R4 + - - + + + - - + + + + + +
R5 - + - - + + - - - + + - - -
R6 - - - - - + - - - + + - - - -
R7 - + + - + + - - - + + - - - -
R8 + + + - + - - - - + + - - - -
R9 - + + - + + - - - + + + - - -
R10 - - - + + + - - + + + + + + +
R11 + + + + + - - - - + + + - - -
R12 - + + - + + + + + + + + + + +
R13 D + - - - + - - - + + + +
R14 - + + - + + - - + + + + -
R15 - + + - + + - - - + + + - - -
R16 - + - - + + + + + + + + + + -
R17 - + + - + + - - - + + - - - -
R18 + + + - + - - - + + + + - + -
R19 - - - - + - - - - + + + - - -




Anexo VII

Tabla 6. Pruebas bioquimicas (111). Produccién de &cidos

Glu: D-glucosa
Gal: D-galactosa
Lac: lactosa
Fruc: D-fructosa
Glic: DL-glicerol
Man: D-manitol
Trea: D-frehalosa
Xil: D-xilosa

Ara: L-arabinosa

Sac: sacarosa
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Tabla 6. Pruebas bioquimicas (111). Produccién de &cidos

CEPA Glu Gal Lac Fruc Gli Man Trea Xil Ara Sac

M1-7 - + + + + -
M1-9
M1-10
M1-13
M1-17
M1-18
M1-19
M1-20
M1-23
M2-11a
M2-11d
M2-1c
M2-1d
M2-2a
M2-2b
M2-2d
M2-4a
M2-4b
M2-4c
M2-4d
M2-7a
M2-7b
M2-7c
M2-8
M2-9a
M2-9b
M3-1la
M3-1c
M3-1d
M3-2a
M3-2b
M3-2d
M3-4a
M3-7b
M3-8a
M3-8b
M3-8c
M3-8d

- + +

.
L .

+ + + 4+ o+ + o+ o+ o+
1 1
1 1
1
+ + + o+ 4+

+ + + + + + + o+ o+ o+

1
+

..

C

o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
1

+ + + + o+ + o+ + o+ 4+

+
+
+

+
]

+
+ + o+
1

1
1
1
1
+

+ + 4+ + + + + o+ o+ o+ o+

+ + 4+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+
+ + 4+ o+ o+ o+ o+ o+
+ + 4+ o+ o+ o+ o+ o+
+ + 4+ + 4+ o+ o+ o+

+
]
]

+ + + + + + + 4+ + + + + + + + + + + + + o+

+ + o+ o+
+

+ + + + + + + o+ o+ o+ o+
1

Z
W)

ND ND ND ND ND ND ND ND -

+ + + + o+
'
+ o+ o+ o+
+ o+ o+ o+
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Tabla 6. Continuacién

Glu Gal Lac Fruc Gli Man Trea Xil Ara Sac

CEPA
M3-9b

D

M4-1a

M4-1b

+

M4-1c

+

M4-4a

M4-4b

+

M4-4c

M4-4d

+

M4-6a

M4-6b

+

M4-6¢
R1

R2

R3

R4

R5

R6

R7

R8

R9

R10
R11
R12
R13
R14
R15
R16
R17
R18
R19
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Anexo VII

Tabla 7. Sensibilidad a agentes antimicrobianos
AMP: Ampicilina (10ug)

SXT: Trimetropin (1,25ug) + Sulfametoxazol (23,7519)
S: Estreptomicina (10ug)

CIP: Ciprofloxacino (5ug)

B: Bacitracina (10UI)

TE: Tetraciclina (30 ug)

C: Cloranfenicol (30ug)

RD: Rifampicina (5ug)

NA: Acido nalidixico (30pg)

P: Penicilina G (10UI)

E: Eritromicina (15ug)

RF: Cefalotina (30ug)



Anexo VII

Tabla 7. Sensibilidad a agentes antimicrobianos

CEPA AMP SXT S CIP TE C RD NA P E RF

B
M1-7 - + - - +
M1-9 - + - - + - - - - - - -
M1-10 - - - - +
M1-13 - + - - +
M1-17 - + - - +
M1-18 ND ND ND - ND ND ND
M1-19 - + - - + - -
M1-20 - - - - - - -
M1-23 - ND ND - + ND ND ND ND - - -
M2-11a - - - - - - - - - - - -
M2-11d -
M2-1c -

+
+ - - +

M2-1d - + - - + - - - - - - -

M2-2a - + - - + - - - - - - -

M2-2b - + - - + - - - - - -

M2-2d -
M2-4a -
M2-4b -
M2-4c -
M2-4d -
M2-7a -
M2-7b -
M2-7¢c -
M2-8 -
M2-9a -
M2-9b -
M3-1a -
M3-1c -
M3-1d -
M3-2a -
M3-2b -
M3-2d -
M3-4a - - - +
M3-7b - + - -
M3-8a - + - -
M3-8b - + - -
M3-8¢c - - - - - - - + - - - -
M3-8d - - - - + - - - - - - -

.
T T T T T T
1 1 1
1 1 1
'
'
'
'
'

+ + 4+ + 4+ + + + + o+ + + o+
:
:

'
]
+

+ o+
v
v
+ + 4+ + 4+ + o+ + + o+ o+
1
1
1
1
1
1
1
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Tabla 7. Continuacion

CEPA

AMP

SXT

M3-9b
M4-1a
M4-1b
M4-1c
M4-4a
M4-4b
M4-4c
M4-4d
M4-6a
M4-6b
M4-6¢
R1

R2

R3

R4

R5

R6

R7

R8

R9
R10
R11
R12
R13
R14
R15
R16
R17
R18
R19

+

+ + + + + 4+ 4+ o+ + o+ o+

+ + + |m

+ o+ 4+

+ + 4+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+

+




Anexo VIII

Tabla 1. Asignacion taxondmica de las cepas de arqueas mediante la comparacion de la
secuencia parcial del gen del ARNr 16s mediante el programa EzTazon server 2.1.

CEPA ASIGNACION TAXONOMICA (%) CEPA  ASIGNACION TAXONOMICA (%)

M1-10 Halorubrum aidingense 31-hong’ 100 |M2-9b  Haloterrigena thermotolerans PR5" 99.3
M1-13 Halostagnicola larsenii XH-48" 98.1 [M3-la  Natrialba aegyptia 40" 99.2
M1-17 Halorubrum aidingense 31-hong’ 99.8 [ M3-1c Halomicrobium mukohataei arg-2" 96.6
M1-18 Natrinema pallidum CIP 1062927 98.7 | M3-1d Halomicrobium mukohataei arg-2" 97.7
M1-19 Halorubrum aidingense 31-hong’ 100 |M3-2a  Haloferax mediterranei R-4" 98.7
M1-20 Halorubrum aidingense 31-hong’ 100 |M3-2b  Haloferax mucosum PA12" 98.3
M1-23 Haloterrigena jeotgali A29" 99.3 [M3-2d  Halococcus hamelinensis 100A6" 98.6
M1-7  Natrialba aegyptia 40" 98.8 |M3-4a  Haloferax mediterranei R-4" 98.6
M1-9 Halostagnicola kamekurae 194-10" 98.3 |M3-7b  Haloterrigena thermotolerans PR5' 98.6
ﬂi Halostagnicola larsenii XH-48" 97.8 |M3-8a  Haloferax prahovense TL6" 99.5
ﬂzd Halostagnicola kamekurae 194-10" 97.7 | M3-8b Haloferax prahovense TL6" 99.1
M2-1c Natrinema pallidum CIP 1062927 97.5 | M3-8c Halococcus hamelinensis 100A6" 99.2
M2-1d Natrinema altunense AJ2" 98 M3-8d  Halococcus hamelinensis 100A6" 98.4
M2-2a Haloferax mediterranei R-4" 98.3 | M3-9b Haloterrigena jeotgali A29" 99.1
M2-2b Halostagnicola kamekurae 194-10" 99 M4-1a Haloferax mucosum PA12" 97.9
M2-2d Halorhabdus tiamatea SARL4B” 89.4 |M4-1b  Natrinema gari HIS40-3" 98.6
M2-4a Halogeometricum borinquense PR3"  99.2 | M4-1c Natrinema pallidum CIP 1062927 99.3
M2-4b Haloarcula argentinensis arg-1" 98.4 | M4-4a Natrinema pallidum CIP 1062927 98.7
M2-4c Haloarcula quadrata 801030/1" 99.1 | M4-4b Haloferax mediterranei R-4" 98
M2-4d Haloarcula quadrata 801030/1" 98.3 | M4-4c Haloferax mediterranei R-4" 98.8
M2-7a Haloarcula argentinensis arg-1" 98 M4-4d  Haloferax mediterranei R-4" 98.4
M2-7b Natrinema pallidum CIP 1062927 96.3 |M4-6a  Haladaptatus paucihalophilus DX253" 93.3
M2-7c Natrinema altunense AJ2" 98.6 |M4-6b  Haladaptatus paucihalophilus DX253" 94.1
M2-8  Natrinema pallidum CIP 1062927 98.1 | M4-6¢ Halostagnicola larsenii XH-48" 98.3
M2-9a Natrinema altunense AJ2" 98.5
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Anexo IX

99— Halorhabdus utahensis DSM 129407(CP001687)
33 L Halorientalis regularis TNN287 (G0282621)

Halomarina oriensis KeC-117 AB519798)
66 2-2D
——Natronomonas moolapensis 8.8.117 (AY498645)

100——Natronomonas pharaonis DSM 21607 (CR936257)

Halobacterium noricense A1T(A)548827)

Methanospirillum hungatei ATCCV278907 (AY196683)

—
0.02

Figura 1. Arbol filogenético obtenido a partir de la secuencia completa del gen del ARNr 16S mediante el
método Neighbour Joining. Se indican los valores de “bootstrap” para 1.000 réplicas. Los niimeros de
acceso al GenBank se muestran entre paréntesis.

93 —— Halorhabdus utahensis DSM 129407(CP001687)

51 —————— Halorientalis requiaris TNN287(GQ282621)

29 Halomarina oriensis KeC-117 AB519798)

7 Natronomonas moolapensis 8.8.117 (AY498645)

93 L——— Natronomonas pharaonis DSM 21607 (CR936257)

2-2D

Halobacterium noricense A17(A)548827)

Methanospirillum hungatei ATCC V278907 (AY196683)

Figura 2. Arbol filogenético obtenido a partir de la secuencia completa del gen del ARNr 16S mediante el
método Maxima Parsimonia. Se indican los valores de “bootstrap” para 1.000 réplicas. Los nUmeros de
acceso al GenBank se muestran entre paréntesis.



Anexo X

MEDIOS DE CULTIVO PARA EL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

ANRS
(Bitzer y col., 2006)
Triptona (Difco®)
Extracto de levadura (Difco®)
Glicina (Sigma®)
Acido Antranilico (Sigma®)
Solucidn artificial seawater

GINR

(Van-Thouoc y col., 2010)
Glucosa (Panreac®)
NaCl (Panreac®)
NH,CI (Difco®)
MgSO,x 7H,0 (Merck®)
K;HPO, (Difco®)
FeSO, x 7TH20 (Merck®)
Glutamato monosédico (Sigma®)
Agua destilada c.s.p

ASG-Fe
(Homman y col., 2009)

NH,CI (Difco®)
Casaminoacidos (Sigma®)
MgSO,x 7H,0 (Merck®)
Glicerolfosfato sddico (Merck®)
CaCl,x 2H,0 (Merck®)
NaCl (Panreac®)
KCI (Merck®)
Glicerol (Panreac®)
Agua destilada c.s.p

Landy medium
(Landy y col., 1948; Akpa y col., 2001)
Glucosa (Panreac®)
L-Treonina (Sigma®)
MgSO, (Merck®)
KCI (Merck®)
KH,PO, (DIfC0®)
Fe,SO; (Merck®)
MnSO, (Merck®)
CuSO, (Merck®)
Solucion de sales al 5% c.s.p.
Agua destilada c.s.p

109

59

0,59
0,59
1.000ml

20g

459

4g
6,949
3,549
0,019
20g
1.000ml

1.000ml

20g

59

0,59
0,59

1g
0,0012g
0,0014g
0,00169
166,6ml
1.000ml

Solucion artificial seawater
(Bitzer y col., 2006)
NaCl (Panreac®)
MgCl,x 6H,0 (Merck®)
KCI (Merck®)
CaCl, (Merck®)
KBr (Merck®)
KH,PO, (Difco®)
NH,CI (Difco®)
NaHCO; (Sigma®)
Holdang solution (Sigma®)
Seawater (Sigma®)
Agua destilada c.s.p

GSS medium
(Zheng y col., 2007)

Almiddn soluble (Difco®)
Glucosa (Panreac®)
Harina de soja (Difco®)
Extracto de carne (Difco®)
Extracto de levadura (Difco®)
NaCl (Panreac®)
K,HPO, (Difco®)
CaCO; (Merck®)
Agua destilada c.s.p

Afadir antes de inocular

Buffer HEPES 1,0M (pH7,4)
NaHCO; x 1,0M (filtrado)
sol. stock de vitaminas (mg/200ml)
Biotina
Niacina
Tiamina
Acido p-aminobenzoico
Acido calcico pantotenico
Piridoxina hidrocloride
Cianocobalamina
Riboflavina
Acido folico
Agua bidestilada esteril

ASW

(Rontani y col., 1997)
Extracto de levadura (Difco®)
Bacto peptona (Difco®)
NaCl (Panreac®)
Fe(S0O,); (Sigma®)
K,;HPO, (leC0®)
NaHCO; (Merck®)
6,10,14-Trimetilpentodecan-2-one
Agua destilada c.s.p

18,169
11,49
0,669
1,479
0,099

0,39
0,389
0,299

Iml
10ml
1.000ml

1g

2,59
0,19
0,49

0,025g

0,29
100ml

3mM
1.000ml
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Jacques medium
(Akpa y col., 2001)
Sucrosa (Sigma®)
Peptona (Sigma®)
Extracto de levadura (Difco®)
KH,PO, (Difco®)
MgSO, (Merck®)
Solucidn de elementros traza
Solucidn de sales al 5% c.s.p.
Agua destilada c.s.p

HS

Hickford y col., 2004
NaCl (Panreac®)
MgSO.x7H,0 (Merck®)
NH,CI (Difco®)
K;HPO, (Difco®)
CaCl,x 2H,0 (Merck®)
Succinato sodico (Sigma®)
Agua destilada c.s.p

2X-YT
(Crupper, S. y Landolo, J., 1996)
Triptona (Difco®)
Extracto de levadura (Difco®)
NaCl (Panreac®)
Agua destilada c.s.p

M9 modificado
(Strauch y col., 2001)
M9 medium
Glucosa (Panreac®)
Mitomycina C
Agua destilada c.s.p

NM

(Ogatay col., 1971)
Peptona (Sigma®@2
Glucosa (Panreac™)
K;HPO, (Difco®)
MgSO, x 7H,0 (Merck®)
NaCl (Panreac®)
Agua destilada c.s.p

209

30g

79

1,99
0,45¢
9ml
166,6ml
1.000ml

1.000ml

169
10g

1.000ml

10
1.000ug/
1.000ml

15g

10g

39

0,29
509
1.000ml

Solucion de elementos traza
(Akpay col., 2001)

CuS0;, (Merck®)

FeCl; (Merck®)

NaMnO, (Sigma®)

KI (Panreac®)

ZnS0, (Sigma®)

H3BO; (Panreac®)

MnSO, (Merck®)

Agua destilada c.s.p

MM
(Argandofia y col., 2001)
Extracto de levadura (Difco®)
Proteosa-peptona n°3 (Difco®)
Solucidn de sales al 5% c.s.p.
Agua destilada c.s.p

NBD
(Pelludat y col., 1998=
Nutrient Broth (Difco®)
a-a 'bipiridil (Sigma®)
NaCl (Panreac®)
Agua destilada c.s.p

M9
(Mokracka y col., 2004)
K,HPO, (Difco®)
NaCl (Panreac®)
NH,CI (Difco®)
CaCl, (Merck®)
MgSO, x 7H,0 (Merck®)
Casaminoacidos (Sigma®)
Acido succinico (Sigma®)
Agua destilada c.s.p

Mm
(Nys y col., 2001)

L-Asparragina (Sigma®)
K;HPO, (Difco®)
MgSO,x 7H,0 (Merck®)
FeSO4x 7H20 (Merck®)
Glucosa (Panreac®)
NaCl (Panreac®)
Agua destilada c.s.p

0,001g
0,005g
0,004g
0,002g
0,014g
0,01g
0,00369
1.000ml

0,49
0,29
16,6ml
100ml

89
200pl
59
1.000ml

0,39
509

1g
0,0015¢g
0,0249

0,59
0,59
0,29
0,01g
10g

50g
1.000ml



C1 modificado
(Al-Zereini y col., 2010)

Extracto de levadura (Difco®)
Triptona (Difco®)
NaCl (Panreac®)
Solucidn artificial seawater
Tropic marine (Sigma®)
Agua destilada c.s.p

B1
(Al-Zereini y col., 2010)

Extracto de maiz (Difco®)
A-Z amino (Sigma®)
Extracto de carne (Difco®)
Extracto de soja (Difco®)
Extracto de levadura (Difco®)
Seaweed exgtract (Sigma®)
Solucion artificial seawater
Agua destilada c.s.p

Zobell 2216E
(Isnansetyo, A., y Kamei, Y., 2003)
Peptona (Sigma®)
Extracto de levadura (Difco®)
FePO, (Sigma®)
Seawater (Sigma®)

HM
(Ventosa y col., 1998)

Extracto de Levadura
Peptona
Glucosa
KCI (Merck®)
MgSO, 7H,0 (Panreac®)
CaCl, x 2H,0 (Merck®)
BrNa (Sigma®)
NaCl (Panreac®)
NaHCO3. (Panreac®)
FeCl x H,0 (Panreac®)
Agua destilada c.s.p

BHI

Extracto de cerebro de ternera
(Panreac®)

Extracto de corazon de buey
(Panreac®)

Triptosa (Panreac®)

NaCl (Panreac®)

Na,HPO, (Panreac®)

Agua destilada c.s.p

0,59
0,5¢9

1g

50ml
16,79
1.000ml

0,59
0,259
3,89
0,19
0,259
0,259
33,3ml
100ml

59

0,19
1.000ml

0,19
0,059
0,019
0,029
0,01g

3,6mg
2,3mg
1,789
0,6mg
0,01g
1.000ml

12,509

59

10g

59
2,509
1.000ml

Solucion artificial seawater
(Bitzer y col., 2006)
NaCl (Panreac®)
MgCl, x 6H,0 (Merck®)
KCI (Merck®)
CaCl, (Merck®)
KBr (Merck®)
KH,PO, (Difco®)
NH,CI (Difco®)
NaHCO; (Sigma®)
Holdang solution (Sigma®)
Seawater (Sigma®)
Agua destilada c.s.p

Penassay Broth

(Foulds, J., y Shemin, D., 1969)
Gelatina Peptona (Difco®)
Extracto de levadura (Difco®)
Extracto de carne (Difco®)
Dextrosa (Panreac®)
NaCl (Panreac®)
Fosfato potasico dibasico (Sigma®)
Fosfato potasico monobasico Sigma®)
Agua destilada c.s.p

Nutrient Broth

Peptona (Sigma®)

Extracto de carne (Difco®)
Extracto de levadua (Difco®)
NaCl (Panreac®)

Agua destilada c.s.p

Marine Broth

Peptona (Sigma®)

Extracto de levadua (Difco®)
Citrato Férrico (Sigma®)
NaCl (Panreac®)
MgCl, (Merck®g
MgSO, (Merck™)
CaCl, (Merck®)

KCI (Merck®)
NaHCO; (Panreac®)
KBr (Sigma®)
SrCI2 (Sigma®)
H3BO; (Sigma®)
Na,SiO; (Sigma®)
Fluoruro Sédico
NH;NO; (Sigma®)

Na,HPO, (Panreac®)

Agua destilada c.s.p

Anexo X

18,169
11,49
0,669
1,479
0,099

0,39
0,389
0,299

Iml
10ml
1.000ml

59

1,59
1,59

19

509
3,689
1,329
1.000ml

1.000ml

59

1g
0,19
19,45
5,09
3,249
1,89
0,559
0,169
0,08g
34,0mgg
22mg
4mg
2,49
1,6mg

8mg

1.000ml
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http://es.wikipedia.org/wiki/Sodio
http://es.wikipedia.org/wiki/Sodio
http://es.wikipedia.org/wiki/Sodio
http://es.wikipedia.org/wiki/Sodio
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Boro
http://es.wikipedia.org/wiki/Boro

Anexo X

TSB

Bacto triptona
Bacto soja

Glucosa

Cloruro sodico
Na,HPO,

Agua destilada c.s.p

M1

LB Agar (Difco®)
Cloranfenicol (Sigma®)

RPMI modificado
(Moore, 1966)
RPMI c.s.p.
Glucosa 50%
HEPES 1M
Resazurina
Extracto de nitrgeno base

Sabouraud Dextrose Agar (Difco®)

Digerido pancreatico de caseina
Digerido péptico de tejido animal
Dextrosa

Agua destilada c.s.p

YNB-G

Medio completo
Extracto de nitrogeno base
Glucosa
Agua bidestilada c.s.p
Agar

179

2,59
1.000ml

15 g/ml

1000ml
36ml
4ML
0,002%
6,79

59

59

409
1.000ml

679
10¢g
1.000ml
1% (p/v)

Preparacion: se filtr6 el medio completo y se
afiadieron 100 ml de éste a 900 ml de agar estéril

LB modificado

Triptona (Panreac®)

Extracto de levadura (Panreac®)
NaCl (Panreac®)

Agar (Panreac®)

Agua bidestilada c.s.p

Potato Dextrose Agar (Difco®)

Almidon de patata
Dextrosa

Agar

Agua destilada c.s.p

M2

LB Broth (Difco®)
Cloranfenicol (Sigma®)

LB Broth
Triptona (Panreac®)
Extracto de levadura (Panreac®)
NaCl (Panreac®)
Agua bidestilada c.s.p

Solucién de tween 80 salino
Tween 80

NaCl
Agua destilada c.s.p

109

59

350

20g
1.000ml

4g

20g

15¢g
1.000ml

34g/ml

0,59

100ml

0,25¢

89
1.000ml
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