UNIVERSIDAD DE GRANADA

FACULTAD DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA

MICROORGANISMOS HALOFILOS EN AMBIENTES
SALINOS DE ANDALUCIA:
ESTUDIO TAXONOMICO NUMERICO Y MOLECULAR.

M2 Azahara Pérez Davo

Tesis Doctoral
Granada, 2014



Editor: Editorial de la Universidad de Granada
Autor: M2 Azahara Pérez Davo

D.L.: GR 1917-2014

ISBN: 978-84-9083-091-8






MICROORGANISMOS HALOFILOS EN AMBIENTES SALINOS DE ANDALUCIA:
ESTUDIO TAXONOMICO NUMERICO Y MOLECULAR.

Memoria que presenta la Licenciada en Farmacia Diia. Azahara Pérez Davé para
optar al grado de Doctor por la Universidad de Granada.

Fdo.: Diia. M2 Azahara Pérez Davo

VeB?2 LOS DIRECTORES DEL TRABAJO:

Dra. Mercedes Monteoliva Sanchez Dra. Margarita Aguilera Gomez
Catedratica del Dpto. de Microbiologia Profesor titular del Dpto. de Microbiologia

Universidad de Granada Universidad de Granada






La doctoranda M2 Azahara Pérez Davoé y las directoras de la tesis Mercedes
Monteoliva Sanchez y Margarita Aguilera Gdmez garantizamos, al firmar esta tesis
doctoral, que el trabajo ha sido realizado por el doctorando bajo la direccién de los
directores de la tesis y hasta donde nuestro conocimiento alcanza, en la realizacién del
trabajo, se han respetado los derechos de otros autores a ser citados, cuando se han

utilizado sus resultados o publicaciones.

Granada, 28 de Marzo del 2014

Director/es de la Tesis

Fdo.: Mercedes Monteoliva Fdo.: Margarita Aguilera
Sanchez Gomez
Doctorando

Fdo.: M2 Azahara Pérez Davo






La presente tesis Doctoral se llevé a cabo gracias al disfrute de un contrato
de investigacion homologado en cofinanciacion con el proyecto de investigacion Ref.
CGL2008-00447/BOS “Ambientes Salinos de Andalucia: Seleccién y estudio de
arqueas y haldfilas con potencial aplicacién tecnoldgica”. Dicho proyecto ha sido
seleccionado dentro del Programa 6.B del Plan Propio de la Universidad de Granada
del 2009 desarrollé dentro del marco del proyecto de investigacion “Obtencion de
compuestos.

Parte de los resultados presentes en esta memoria se han sido presentados en

congresos nacionales e internacionales o estan pendientes de publicacidn:

PUBLICACIONES

Pérez-Davo, A., Aguilera, M., Ramos-Cormenzana, A. y Monteoliva-Sanchez M (2014)
In Press. “Alkalibacillus almallahensis sp. nov., a halophilic bacterium isolated
from an inland solar saltern”. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology (1JS/2013/059121).

Pérez-Davo, A., Monteoliva-Sanchez, M., Jiménez-Valverde, A. y Aguilera M. (2014)
In review. “Predominance of culturable archaeal and bacterial populations from

three Andalusian saline environments”. Microbes and environments.

CONGRESOS NACIONALES

Pérez-Davo, A., Aguilera M., Ramos-Cormenzana A. y Monteoliva-Sanchez M. (2012)
“Diversidad de procariotas haldfilas cultivables de La Malaha (Granada)”. En XVI
Reunion de Taxonomia, Filogenia y Biodiversidad, Granada, 10-12 Mayo.

Pérez-Davo A., Aguilera M., Ramos-Cormenzana A. y Monteoliva-Sanchez M. (2011)
“Estudio taxondmico numérico de bacterias y arqueas aisladas en dos salinas
andaluzas de interior”. En Congreso Nacional de Microbiologia (SEM), Salamanca,
11-14 Julio.

Aguilera M., Jiménez-Pranteda, M.L., Jiménez-Valverde, A., Pérez-Davo, A., Ramos-
Cormenzana, A. y Monteoliva-Sanchez, M. (2011) “Determinacion de la

diversidad de Arqueas y Bacterias haldfilas en ambientes atalasohalinos vy



talasohalinos de Andalucia mediante FISH y TTGE”. En Congreso Nacional de
Microbiologia (SEM), Salamanca, 11-14 Julio.

Pérez-Davé A., Aguilera M., Gonzdlez-Paredes A., Ramos-Cormenzana A. y
Monteoliva-Sanchez M. (2010) “Preliminary taxonomic study of halophilic
archaea from the saline of Molentargius, Cagliari (Italy)”. En XlIll Meeting on

Microbial Taxonomy, Phylogeny and Diversity, Sevilla, 13-15 de Mayo.

CONGRESOS INTERNACIONALES

Pérez-Davo, A., Vitale, R., Simona, L. ; Aguilera-Gémez, M. ; Monteoliva-Sanchez and
M. and Corcelli A. (2013). " Membrane lipids of two novel extremely halophilic
archeal microorganisms, belonging to the genus Halobellus.”. In 5th Congress of
European Microbiologists (FEMS), Leipzig (Germany), 21-25 July.

Pérez-Davo, A., Aguilera M., and Monteoliva-Sanchez M(2013). "Extremly Halophilic
Microorganisms isolated from Andalusian Salines in Spain.”. In 5th Congress of
European Microbiologists (FEMS), Leipzig (Germany), 21-25 July.

Aguilera M., Jiménez-Valverde, A., Jiménez-Pranteda, M.L., Jiménez-Valverde, A.,
Pérez-Davo, A., Ramos-Cormenzana, A. and Monteoliva-Sanchez, M. (2011)
“Microbial variablity inter-domains of Andalusian salty lakes “. In 4th Congress of

European Microbiologists (FEMS), Geneva, Switzerland, Julio

Vi



RESUMEN:

En el desarrollo de la presente tesis doctoral se han utilizado una
combinacién de técnicas de cultivo microbiolégico, métodos de biologia molecular y
tecnologias de alta resolucion para el andlisis de lipidos, con el objetivo de conocer la
biodiversidad procariota haldfila de tres ambientes salinos de Andalucia poco
caracterizados hasta el momento, sobre todo a nivel de arqueas, como han sido: las
salinas de interior de Fuente de Piedra en Mdlaga y de La Malahd en Granada, las
cuales son de tipo atalasosalina; y las talasosalinas de Santa M2 de Jesus en Bahia de
Cadiz. La alta salinidad de estos tres ambientes los hace propicios para hallar
microorganismos extremofilos, los cuales son el eje del trabajo. La importancia
creciente dada a este grupo de microorganismos, es debido a la capacidad de
adaptarse a un medio extremo, los cuales van desde el desarrollo de mecanismos
para excluir o desviar el factor que les dificulta la supervivencia hasta coexistir o
incluso a depender de él. Estas condiciones le otorgan una serie de caracteres que

pueden ser de alta aplicabilidad biotecnoldgica.

Mediante estudios polifasicos se han evaluado y caracterizado las cepas
asiladas obtenidas de los tres ambientes salinos, generando una descripcién y una
bateria de pruebas nutricionales, de cultivo, morfolégicas, bioquimicas, fisiolégicas y
de susceptibilidad a agentes antimicrobianos, con las que se pudo realizar un analisis
taxondmico numérico (Logan, et al., 2009, Oren, et al., 1997). Tras la seleccién
mediante criterios de salinidad principalmente de las cepas de cada uno de los
ambientes andaluces, se elaboraron dendogramas a partir de estudios de taxonomia
numeérica utilizando el coeficiente de agrupamiento simple “SM” y la técnica de
agrupamiento “UPGMA” (Prado, et al., 1991). Este estudio generd dos dendogramas
por ambiente correspondientes a arqueas y bacterias, donde de las agrupaciones se
crearon en funcion de sus espectros de salinidad y caracteres fenotipicos. Realizada

esta clasificacion previa, se selecciond un grupo de arqueas y bacterias con
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caracteristicas fenotipicas destacables de cada fenén para comenzar el analisis
molecular y filogenético. Los resultados de las secuencias parciales del gen RNAr 16S
nos permitid conocer la asignacion a taxa de arqueas y bacterias haldfilas extremas
cultivables que se encuentran en los tres ambientes andaluces estudiados, y asi,
establecer datos comparativos. El grupo de arqueas se localiza dentro de la familia
Halobacteriaceae siendo descritas especies en los siguientes géneros en Fuente de
Piedra: Halorubrum sp, Halobellus sp, Haloterrigena sp, Haloferax sp.,
Halogeometricum sp., Haloarcula sp., Halobacterium sp., Halovivax sp. y Natrinema
sp. En La Malaha se describieron diferentes especies dentro de 5 géneros:
Halorubrum sp., Haloterrigena sp., Haloarcula sp., Halobacterium sp., Natrinema sp.
Y en el caso de Bahia de Cadiz fueron descritas especies diferentes de siete géneros:
Halorubrum sp., Haloterrigena sp., Natrinema sp., Haloarcula sp., Haloferax sp.,
Halomicrobium sp., Halorhabdus sp. Por otro lado, la variabilidad bacteriana fue
mayor en cuanto a phylum encontrados. En el humedal de Malaga, Proteobacteria
(dentro de la clase a-Proteobacteria) y Firmicutes abarcan las especies cultivables
recogidas. Por su parte nueve géneros de la atalasosalina de Granada pertenecientes
a los filos Proteobacteria (en concreto la clase a-Proteobacteria), Bacteroidetes,
Firmicutes. Y seis géneros de la salina marina gaditana pertenecientes a los filos
Proteobacteria (clase a-Proteobacteria) y Firmicutes (Pérez-Davo, et al., 2014, In

review).

En cuanto a los anadlisis quimiotaxondmicos, realizados a algunos de las mas
representativas arqueas objeto de estudio, se buscd la descripcidon detallada del
perfil lipidico para una mejor clasificacién e identificacion de microorganismos.
Mediante técnicas de alta resolucién como HPTLC y MALDI-Tof (Angelini, et al., 2010,
Lopalco, et al., 2013), se detectd una nueva estructura de sulfolipido (bis-
sulfatodiglycosildiether) no descrita previamente. Esta estructura puede relacionarse
con aquellos lipidos descritos previamente en el perfil de las especies pertenecientes

al género Halobellus como lipido no identificado.
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Asimismo, en base a los datos de taxonomia molecular de |la secuenciacion
completa del gen 16S DNAr junto con los datos fenotipicos, de contenido de puentes
de guanina-citosina, quimiotaxonémicos, etc. se detalldé un grupo de
microorganismos con altas probabilidades de describir nuevas especies dentro de
géneros ya descritos anteriormente. No obstante, para ser definidas como nuevas
especies fue necesario completar los estudios de hibridacion DNA-DNA (Ziemke, et
al.,, 1998). Para lo cual se sometieron a una asociacion DNA-DNA con el material
genético de aquellas especies, validamente descritas y depositadas en colecciones
de cultivo, con las que presentaban mayor similitud a nivel de la secuencia del gen

rRNA 16S.

Tras los diferentes andlisis de taxonomia numérica, molecular y de
guimiotaxonomia, se describieron nuevas especies de arqueas o de bacterias
haldfilas. Por un lado, una nueva especie bacteriana del género de Alkalibacillus. Esta
cepa denominada como S1LMS8T fue aislada a partir de sedimentos de la explotacién
salinera de Granada y recibe el nombre de Alkalibacillus almallahensis (Pérez-Davo,
et al.,, 2014, In Press.). Asi como, se describié una nueva especie de arqueas
representada por dos cepas procedentes de la laguna del parque natural de natural
Fuente de Piedra, S2FP14" y A1FP7. La especie pertenece al género de Halobellus, y
recibe el nombre de Halobellus ramosii en honor a la contribucidn realizada en el

campo de la microbiologia por el profesor Alberto Ramos-Cormenzana.



SUMMARY:

This Doctoral Thesis has used a combination of microbiological culture
techniques, methods of molecular biology and high resolution technologies for
archaeal lipid analysis, which leaded towards an improvement in the knowledge of
the halophilic biodiversity of the three Andalusian saline environments. The
environments, which have been studied, are the natural lake of Fuente de Piedra in
Malaga and the inside saline of La Malahd in Granada, which are both
athalassohaline type, and the thalassohaline saline Santa Maria de Jesus, in Bahia de
Cadiz. The highest salinity of these three environments increases the probability to
find extremophile microorganisms, which constitute the core of this work. In a
relative short time, this group of microorganisms is increasing their importance, due
to the ability to adapt to a border live environments. They have developed some
different mechanisms as exclude or divert the factor that makes them difficult to
coexist. They are able to survive in presence of these factors or even depend on
them. These conditions could give a series of characters that provide the
microorganisms with highly applicable in biotechnology.

The isolated strains from the three saline environments were evaluated and
characterized by polyphasic studies. Numerical taxonomic analysis generated a
description trough whole test (nutritionals, culture, morphological, biochemical,
physiological and susceptibility to antimicrobial agents) (Logan, et al., 2009, Oren, et
al,, 1997). The next step, after the selection of strains of each dendrograms’
Andalusian environments by salinity criteria, was the numerical taxonomy analysis of
the environments using the single clustering coefficient “SM” and the clustering
algorithm “UPGMA” (Prado, et al., 1991). This study generated two clustering
dendrograms for each environment, one for archaea and the other for bacteria,
where their microorganisms were grouped into clusters according to their range of
salinity and phenotypic characters. Once this preliminary classification was

performed, we selected a group of archaea and bacteria with significant phenotypic



characteristics in order to begin a molecular and phylogenetic analysis. The results of
the partial sequence of the 16S rRNA gene allowed us to know the type of cultivable
extreme halophilic archaea and bacteria, which were found in the three studied
Andalusian ecosystems, and we were able to establish some comparative data. The
group of archaea is located within the family Halobacteriaceae being described
species in the following genera for Fuente de Piedra: Halorubrum sp, Halobellus sp,
Haloterrigena sp., Haloferax sp., Halogeometricum sp., Haloarcula sp.,
Halobacterium sp, Halovivax sp. and Natrinema sp. In La Malahd were described
species from five genera: Halorubrum sp, Haloterrigena sp, Haloarcula sp,
Halobacterium sp.and Natrinema sp. While in Bahia de Cadiz were species from
archaeal seven genera: Halorubrum sp, Haloterrigena sp, Natrinema sp, Haloarcula
sp, Haloferax sp, Halomicrobium sp. and Halorhabdus sp. On the other hand, the
bacterial variability was greater than archaea regarding global found phyla. In the
wetland of Malaga, the collected species were belonging to Proteobacteria phylum
(within the class a-Proteobacteria) and Firmicutes. Nine genera were found in La
Malaha (Granada) which were belonging the Proteobacteria phyla (specifically the
class a- Proteobacteria), Bacteroidetes and Firmicutes. In addition, there were six
genera in marine saline of Cadiz edges belonging to Proteobacteria (a-Proteobacteria
class) and Firmicutes (Pérez-Davg, et al., 2014, In review).

Following, the chemotaxonomic analyses were made to most
representative archaea of this study. We performed a detailed description of the
lipid profile for better classification and identification of microorganisms. For this
reason, we used some high-resolution techniques like HPTLC and MALDI-Tof
(Angelini, et al., 2010, Lopalco, et al., 2013), which allow to find a new structure of
sulfolipid (bis- sulfatodiglycosildiether), which had not been described previously.
This structure could be an unidentified lipid that was described in the profile of the
species belonging to the genus Halobellus.

Furthermore, the results of complete sequencing of the gene of 16S rRNA,
values of G+C content, chemotaxomic data and others allow us to describe a group

of microorganisms with high probability of being new species within known genera.
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However, the studies of DNA -DNA hybridization were necessary to define them as
new species (Ziemke, et al., 1998). The genetic material of those species were
subjected to DNA -DNA association with species, which present the greater similarity
at the level of 16S rRNA gene sequence with described and deposited
microorganisms in culture collections.

Taking in account the different numerical taxonomy analysis, classical and
molecular, and chemotaxonomy data were described new species of halophilic
archaea and/or bacteria. On one hand, a new bacterial species of the genus of
Alkalibacillus. This strain, which was named S1LM8T, was isolated from sediments of
the human saline from Granada and called Alkalibacillus almallahensis (Pérez-Davo,
et al., 2014, In Press.). And the other hand, a new species of archaea represented by
two strains from natural reserve lake Fuente de Piedra, A1FP7 and S2FP14". The
species belongs to the genus Halobellus and called Halobellus ramosii to honor the
contribution made in the field of microbiology by Professor Alberto Ramos-
Cormenzana. Several strains from the study will be tested to elucidate their final

assighment to taxa.
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INTRODUCCION

1. TAXONOMIA Y FILOGENIA

La taxonomia microbiana puede definirse como el estudio cientifico de la
diversidad de microorganismos con el objetivo de caracterizarlos y colocarlos de
modo ordenado. Comprende la clasificacidn, identificacién y nomenclatura de los
organismos, incluyendo actividades implicadas en la construccién de sistemas
clasificatorios que agrupan los seres vivos de acuerdo con criterios preestablecidos
(Ramos-Cormenzana, 1979). La clasificacion trata de ordenar las unidades
taxondmicas (taxa) en grupo sobre la base de sus similitudes fenotipicas o relaciones
filogenéticas. Esta clasificacion se define como sistematica, cuando se genera una
agrupacion de organismos vivos para facilitar su conocimiento y sus relaciones. La
base de la taxonomia es el taxdn o taxa, el cual debe contener la mayor informacién
posible. El establecimiento de un taxén determinado, debe implicar la existencia de
unos caracteres afines en las especies agrupadas en aquel taxon en el que puede
existir un rasgo fundamental. Y deben establecerse unas afinidades, porque de otro
modo podria darse el caso que quedara excluida un microorganismo que careciese
del rasgo fundamental, aunque todos los demas rasgos si fueran afines con el taxén.
La identificacion es el proceso por el cual los organismos con determinadas y
desconocidas afinidades taxondmicas se sitlan dentro de un grupo preexistente. Y
finalmente, nomenclatura, es dar nombre a las unidades taxondmicas de acuerdo

con las reglas del cddigo internacional (Lapage, et al., 1992, Zhi, et al., 2012).

Frecuentemente se confunde clasificacidon con identificacién, sin embargo
es necesario describir y caracterizar primero la unidad taxondmica basica
(clasificacion) antes que un aislamiento pueda ser identificado como perteneciente a
ese taxon. Un aislamiento que no pueda ser identificado como un miembro de un
taxdén conocido, tiene que ser descrito y clasificado como una nueva especie o
género (Ludwig & Klenk, 2001). Por consiguiente la clasificacion precede a la

identificacion. Hay dos tipos principales de clasificacidon: una basada en las relaciones
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fenotipicas (no evolutiva) y otra filogenética (evolutiva). La formacidn de grupos de
organismos sobre la base de sus propiedades filogenéticas, suele ser una guia
genealdgica segura.

En la actualidad, la clasificacion microbiana estd basada en el manual
sistematico de Bergey (Garrity & Holt, 2001, Tindall, et al., 2010), aceptado
mundialmente. Continuamente se publican cambios, que la comunidad cientifica
acepta como correctos y en consecuencia, se convierten en cambios aplicables. Las
clasificaciones microbianas se basan en una serie de caracteres morfoldgicos,
fisiolégicos, antigénicos, ecolégicos y genéticos. Por supuesto debe basarse en
caracteres no adaptacionales y a ser posible filogenéticos, es decir, los miembros
deben ir relacionados de acuerdo con la procedencia de un ancestro comdun,
pudiendo considerarse como mayor inconveniente el que se desconozcan las vias de
descendencia genética en la mayor parte de los casos, cuestion que se resuelve
actualmente con las relaciones filogenéticas establecidas con la secuenciacion del
RNA ribosémico 16S. Exactamente, la filogenia se ocupa del estudio de las relaciones
evolutivas entre diferentes grupos de organismos, utilizando matrices de
informacion de moléculas de DNA obtenida de la pequefia subunidad ribosomal y de
pruebas morfoldgicas. Actualmente, la clasificacién procariota se desarrolla
mediante la utilizacién de métodos gendmicos rapidos, siendo la informacion
recabada la que desarrolla los sistemas filogenéticos, estableciendo relaciones entre
los microorganismos y mejorando el conocimiento de la bioquimica, genética,

fisiologia y evolucién de los microorganismos (Zhi, et al., 2012).
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1.1. RANGO TAXONOMICO

En la clasificacion de los microorganismos se utilizan varios niveles o rangos.
Todos los organismos estan situados en un dominio y las sucesivas categorias del
reino, division, clase, orden, familia, género y especie, que son sucesivamente

inferiores.

La especie es la base de la organizacidon del grupo en la sistematica
microbiana. El concepto de especie es mds controvertido que en organismos
superiores. Una especie bacteriana puede ser considerada como un grupo de cepas
que comparten muchas caracteristicas y difieren considerablemente de otras cepas.
En realidad, el concepto no puede ser mas universal, a pesar de las muchas criticas.
Actualmente se discuten las fronteras que delimitan esta unidad taxondmica,
estudiando la validez de las fronteras demarcadas por el comité de taxonomia
bacteriana de 1987, debido a que en la mayoria de los casos, se trataba de un
concepto demasiado conservador y subestima la diversidad real. Por ello existen una

serie de conceptos universales, los cuales son:

= Concepto evolutivo de la especie: es el concepto con menos carga tedrica, y se

basa en la definicién de especie como una linea de desarrollo, donde se puede
reconocer una trayectoria evolutiva.

= Concepto fenotipico de especie: es el concepto mds pragmatico, el cual concibe

la especie como una unidad basada en el grado de semejanza entre los
organismos que lo conforman.

= Concepto filogenético de especie: se basa en el reconocimiento de grupos

monofiléticos que se pueden definir por un nimero determinado de caracteres

en principio unidos y exclusivos del taxon.

Una cepa esta formada por los descendientes de un aislamiento en cultivo
puro y usualmente proviene de una sucesién de cultivos derivados desde una simple

colonia inicial. Una especie consta de la cepa tipo y de todas las demds cepas, que
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son suficientemente similares a ésta para incluirlas dentro de la especie. Esta cepa
tipo, la cual sera la cepa de referencia que portara el nombre de la especie, posee un
papel muy importante en la clasificacion. El nivel de homologia del DNA es una de las
bases mas importantes en la definicion de especie (Garrity & Holt, 2001). Cuando
una cepa tipo no se encuentre disponible o existe una incapacidad para ubicarla en
un taxon, la especie deberia ser considerada como “incertae sedis” (expresion
procedente del latin para definir una posicion taxondmica incierta) y esta

denominacién debe considerarse provisional (Kiss, et al., 2010).

Por la gran importancia que tiene que la cepa tipo sea seleccionada
adecuadamente, no es extraifio que se produzcan cambios en la cepa tipo inicial. Un
ejemplo es el caso de Halorubrum trapanicum, que inicialmente venia representada
por una cepa tipo denominada NRC34021, pero que con el tiempo se vio que la cepa
denominada NCIMB13488, era mas afin con la descripcion original de la especie

(Grant, et al., 1998).

Una especie puede dividirse en dos o mas subespecies basandose en una
menor pero consistente variacion filogenética dentro de la especie, o en
agrupamiento de cepas determinado genéticamente dentro de la especie. Los
niveles mas bajos a la subespecie se utilizan en algunos grupos de bacterias, tales
como: biotipos, serotipos y fagotipos. Indican grupos de cepas que pueden
distinguirse por algun caracter especial, como marcaje antigénico, reacciones a
bacteriéfagos, etc., aunque esta categoria no se establece de forma oficial en Ila
nomenclatura, es muy util para designar a algunos grupos. Todas las especies son
asignadas a un género siguiendo el sistema binomial de nomenclatura de Linneo;
todos los microorganismos se adscriben a un género y una especie. Los géneros en
bacterias son grupos bien definidos que estan claramente separados de otro género

(Grant & Larsen, 1989, Rossello-Mora & Amann, 2001).

La taxonomia da lugar al establecimiento de una jerarquia (Figura 1) dentro

de la diversidad de los organismos cuyos conceptos bdsicos son:
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Filo o
Dvisidn

Ancestro comin
Fig. 1. Esquema de categorias taxondmica o taxa.

* Especie: Se trata del pilar fundamental del esquema taxondmico, asi como
la unidad basica para entender la biodiversidad microbiana, que encierra
un grupo de aislados individuales (o cepas) procedente de un mismo filo,
gendmicamente coherente, que comparten también un alto grado de

similitud en muchas funciones independientes (Rossello-Mora, 2012).

* Género: Escaldn taxondmico superior que engloba a especies relacionadas.
El nombre del género debe estar acompafiado al de la especie cuando se

refiera el nombre de un microorganismo (Tindall, et al., 2010).

e Familia: En la clasificacion bioldgica, nivel intermedio de la jerarquia
taxondmica. Este contiene varios géneros, cada uno con una o mas
especies. Es el taxdon superior que se emplea de manera rutinaria en

estudios taxondmicos de procariotas.

¢ Filo o division: Términos equivalentes para un mismo rango taxondmico.

Dentro de este rango, destacar que, en ocasiones, varios filos pueden
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agruparse en superfilos, y los individuos de un filo puede organizarse en

subfilos (y éstos a su vez en infrafilos).

¢ Reino: es cada una de las grandes subdivisiones en que se distribuyen los
seres vivos, atendiendo a sus caracteres comunes. Se trata del segundo
nivel de clasificacion por debajo del dominio. Donde el sistema de los tres

dominios (Arquea, Bacteria y Eukarya) es ampliamente aceptado.

* Dominio: Es el nivel mds elevado de clasificacion bioldgica. Segun la
propuesta de Carl Woese, los tres dominios de los seres vivos son

Bacteria, Arquea y Eukarya (Woese, et al., 1990).

La taxonomia bacteriana moderna estd basada en las relaciones
filogenéticas, establecidas a través de similitudes entre la secuencia de RNA
ribosomal 16S (Woese, 1987), aunque por si sola no permite una identificacion
certera de los taxones. Algunos autores utilizan el término de taxonomia polifasica
para englobar la combinacién de métodos fenotipicos y genotipicos (Colwell, 1970,

Vandamme, 1996).

1.2. TAXONOMIA NUMERICA

La taxonomia numérica (también llamada taxometria), es la evaluacion
numérica de la afinidad o semejanza entre las unidades taxonémicas operacionales
(OTU); asi como la ordenacion de estas unidades en taxa, bajo la base de sus
similitudes. Comenzd a desarrollarse a finales de los afios 50 como parte de un
analisis multivariable y en paralelo con el desarrollo de las ciencias de computacién.
Una amplia descripcién de los métodos de taxonomia numérica fue realizada por
Sneath y Sokal (Sneath & Sokal, 1973). La taxonomia numérica se relaciona

principalmente con las relaciones fendticas. Para revelar la estructura taxondmica se
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realiza un andlisis de agrupacidn, el resultado es un dendograma (o mas
precisamente un fenograma, porque expresa relaciones fenotipicas). La idea de
taxonomia numérica surge por la necesidad de darle igual valor a los caracteres,
aunque realmente, no todos los caracteres son homodlogos. EI método de
agrupamiento mas comun es UPGMA (“Unweighted Pair Group Mean Average” o
acoplamiento promedio binario contrapesado), el cual se realiza con algoritmos

informaticos especificos.

La taxonomia numérica es Util cuando se trabaja con un numero de
microorganismos elevado, y se quiere conocer la relacién existente con respecto a
otros microorganismos perfectamente conocidos y pertenecientes a cultivos tipo de

diferentes asignaciones taxondmicas.

1.3. TAXONOMIA MOLECULAR

Las técnicas genéticas han evolucionado exponencialmente, ya que trabajan
sobre un material resistente, invariable, de facil manipulacién y en el que reside toda
la informacién codificada para el desarrollo de un ser vivo. Cada dia es mayor el
numero de secuencias completas y su consecuente analisis funcional. Esto ha hecho
que el entendimiento de la clasificacion y la evolucién de los microorganismos vayan
incrementdndose, y en consecuencia, dadndose la oportunidad de evaluar las

relaciones taxondmicas hasta ahora establecidas (zhi, et al., 2012).

1.3.1. Composicion de bases del DNA

El analisis de los acidos nucleicos se ha integrado en determinaciones de
taxonomia clasica. La composicion de Guanina mas Citosina (porcentaje de G+C) es

un parametro muy util para comparar la proporcion de bases del DNA entre los
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distintos grupos de microorganismos. En los procariotas pueden encontrarse
proporciones de G+C entre el 20% y 80%, siendo una de sus propiedades mas
importantes. Este margen es mucho mayor que en los eucariotas, lo cual pone de
manifiesto la enorme diversidad evolutiva de este grupo particular de seres vivos,

sugiriendo asimismo, su antigliedad en la escala evolutiva.

No obstante, es importante mantener presente que dos microorganismos
con porcentajes de G+C similares no necesariamente deben de estar relacionados,
ya que es posible tener secuencias gendmicas diferentes pero una misma
composicion global de bases de DNA. Asi, las diferencias sustanciales en la
composicién de las bases del DNA de dos organismos tampoco son el reflejo de un
numero elevado de diferencias individuales en las respectivas secuencias de bases
de sus DNA. Teniendo presente los dos anteriores aspectos, podemos afirmar que si
dos microorganismos tienen una gran semejanza en la composicién de bases de DNA
solo podra tomarse como indicador firme de afinidad genética y evolutiva, cuando
ademas de compartir un gran nimero de propiedades fenotipicas, se acompafie de
una casi idéntica composicion de bases del DNA. Lo cual aportaria una base firme

para apoyar la semejanza genética y evolutiva.

Se han descrito varios métodos para la determinacion del porcentaje de
G+C:
- Desnaturalizacién térmica (Gerhardt & et al., 1981, Marmur & Doty, 1962).
- Centrifugacion en gradiente de densidad (Mandel, et al., 1968).
- Cromatografia de alta precisién (HPLC) (Mesbah, et al., 1989)

1.3.2. Hibridacion de acidos nucleicos

La hibridacion genédmica permite esclarecer las relaciones a nivel de especie
o incluso por debajo de esta categoria. La secuencia gendmica de DNA es critica, ya

que si dos microorganismos tienen muchos genes idénticos o parecidos, muchas de
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sus secuencias de DNA seran similares. El comité de taxonomia bacteriana
(“Committee on Reconciliation of Approaches to Bacterial Systematics”) ha
establecido los criterios para definir la relacién de DNA a nivel de especies, en
valores iguales o superiores al 70% en técnicas de hibridacion DNA-DNA o en la
diferencia menor a 52C en los resultados de temperatura de desnaturalizaciéon en
homo y heteroduplex (Tindall, et al., 2010, Wayne, et al., 1987). La hibridacion
gendmica es Util para el estudio taxondmico de microorganismos estrechamente
relacionados, pero no es util para determinar relaciones en rangos taxondmicos
superiores. Ademads la hibridacién DNA-DNA no revela la historia filogenética de un

organismo. Para ello es necesario conocer la secuencia molecular especifica general.

Asi pues, mediante la aplicacion de esta técnica se determina el nivel de
similitud a nivel de especie entre dos cepas bacterianas, de ahi su gran importancia

dentro de las técnicas de identificacion bacteriana (Stackebrandt & Goebel, 1994).

1.3.3. Crondmetros evolutivos

Las distancias evolutivas entre dos organismos pueden determinarse por las
diferencias en las secuencias de aminodcidos o nucledtidos de macromoléculas
homologas a ellos. Esto se debe a que el nUmero de diferencias en la secuencia de
una macromolécula es proporcional al nUmero de mutaciones estables fijados en el
DNA que codifica esa molécula en ambos organismos. La evolucién se produce a
medida que esas mutaciones queden fijadas en las diferentes poblaciones, siendo la
biodiversidad el resultado final, de forma que la secuencia de macromoléculas puede
ser cambiada en numerosas vias sin alterar su fusién. Esto ha conducido al concepto
de “hora evolutiva” y al uso de las secuencias moleculares como crondmetros
(Zuckerka & Pauling, 1965). La evolucidn ocurre al nivel de genotipo y fenotipo. Los
cambios en la secuencia de DNA ocurren mds o menos de forma continua sobre una
escala de tiempo evolutiva y se mantienen constantes a lo largo del tiempo. Sin

embargo, destacar que los cronédmetros evolutivos no siempre son muy precisos. La
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mayoria de estos cambios son pérdidas o selecciones neutras y por lo tanto no
alteran el fenotipo (Kimura, 1979, Nei, et al., 2010), donde los cambios a nivel

fenotipico son relativamente raros y esporadicos.

El RNA ribosdmico (RNAr) se ha convertido en una excelente molécula para
discernir las relaciones filogenéticas entre los seres vivos. Se trata de moléculas
antiguas, funcionalmente constantes, distribuidas universalmente y relativamente
bien conservadas a través de un largo trayecto filogenético. Considerando el elevado
numero de secuencias genéticas diferentes, en moléculas de gran tamafio como el
RNAr, la semejanza entre dos especies indica siempre algun tipo de relacion
filogenética. El analisis comparativo de secuencias permite determinar la genealogia
y, en ultima instancia, construir el arbol filogenético que muestra la verdadera

posicion evolutiva de los organismos.

Los genes de RNAr bacteriano de gran tamafio son el 16S y el 23S
(aproximadamente 1500 y 2900 nucledtidos, respectivamente), las cuales contienen
varias regiones con secuencias muy bien conservadas (Figura 2). Estas regiones son
utiles para conseguir el alineamiento de secuencias adecuado, pero al mismo tiempo
presenta la suficiente variabilidad en otras regiones, mostrando la posicion evolutiva
mas probable existente entre los organismos, por lo que sirve como excelentes
crondmetros filogenéticos. Dado que la molécula 16S rRNA es mds manejable
experimentalmente, es la molécula de eleccién en procariotas para desarrollar la

filogenia.
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Fig.2. Estructura primaria y secundaria del RNA ribosémico 16S. Se encuentran
sefializadas las regiones variables de la secuencia (V1-V9).

1.3.4. Catalogos de oligonucledtidos

Hasta hace unos afios atrds no fue posible determinar la secuencia

completa de RNAr. Los primeros catdlogos de secuenciacidon correspondian a cortas

secuencias de oligonucledtidos de 20 o mas pares de bases, producidos por digestion

de RNAr 16S con ribonucleasa Tl (que actua en los residuos de G) (Fox, et al., 1977).
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Una coleccion de estos fragmentos constituia los catadlogos de oligonucleétidos de
RNA ribosdmico (RNAr). Permitiendo la agrupacion filogenética y la identificacion a
distintos niveles taxondmicos, incluyendo a los superiores, por comparacién entre

estos catdlogos (Fox, et al., 1977, Fox, et al., 1980, Wu, et al., 2011).

Los datos de los catdlogos de oligonucledtidos se analizaban en términos de
coeficiente de asociacién binaria, también llamados valores de SAB (Fox, et al.,
1977), siendo utiles para definir la mayoria de los filo o filos bacterianos, pero no
resuelven el orden de las ramificaciones entre ellos o sus divisiones. El andlisis de
secuencias completas de RNAr 16S ha remplazado a los catdlogos de
oligonucledtidos, incrementando el valor del RNAr como cronémetro molecular

(Dighe, et al., 2004).

1.3.5. Método de secuenciacion

El RNAr puede analizarse secuenciando directamente sobre extractos
crudos de células utilizando la transcriptasa inversa y el método de la secuenciacion
de los didesoxinucledtidos (Sanger, et al.,, 1977). Actualmente es mas utilizada la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que amplifica los genes del RNAr como
moldes de la PCR, con cebadores obtenidos sintéticamente, complementarios de la
secuencia conservada en el RNAr. La PCR es un método altamente sensible y
requiere de la utilizacién de dos oligonucleédtidos (cebadores) complementarios para

el flanqueo de las regiones de DNA que se quieren amplificar.

La secuencia de 16S RNAr es polinucleotidica de aproximadamente 1500
bases y funciona como parte de la subunidad pequefa del ribosoma de procariotas.
La secuencia que se extrae proporciona informacién evolutiva (el equivalente en
eucariotas es el RNAr 18S). La secuencia signatura son oligonucledtidos cortos de

secuencia definida en los RNAr 16S ¢ 18S, caracteristicos de organismos concretos o
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de grupos de organismos relacionados filogenéticamente (Anand, et al., 1994,

Shivanand & Mugeraya, 2011).

1.3.6. Arboles filogenéticos

Un método para la construccién de arboles filogenéticos desde las
secuencias de RNAr es el método basado en una matriz de distancias (Tajima &
Takezaki, 1994). Para ello, se alinean dos secuencias de RNAr y se calcula una
distancia evolutiva (ED) registrando en un ordenador el nimero de posiciones en la
secuencia en la que ambas difieren. Se introduce un factor de correccion estadistico,
para compensar la posibilidad de que a través de los diferentes cambios que pueden
haberse producido, se obtenga de nuevo la secuencia original. La matriz de
distancias evolutivas generada a partir de la comparacién de secuencias se analiza
posteriormente mediante un programa informatico disefiado para producir arboles
filogenéticos a partir de la medida de ED. Este programa examina todas las
posibilidades de ramificacion para el conjunto de distancias comparadas. La ED que
separa dos organismos es directamente proporcional a la longitud total de las ramas
que los separan. Se pueden obtener distintos tipos de formatos de arboles
filogenéticos dependiendo del algoritmo y del nimero de organismos a analizar. Los
arboles en forma de abanico son los mas utiles para examinar un bajo nimero de
grupos taxondmicos. Cuando se trabaja con grandes grupos de organismos se
utilizan los dendogramas, que producen darboles muy ramificados con mas

dicotomias (Takahashi & Nei, 2000, Woese, 1987).

1.3.7. Secuencia senal

Las secuencias sefial son oligonucledtidos cortos caracteristicos de un
determinado grupo o grupos de organismos. Se han identificado secuencias sefial de

oligonucledtidos que definen cada uno de los tres Dominios primarios (Woese,
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1987). También se han detectado otras secuencias sefial que definen los taxones
principales dentro de cada dominio (Benlloch, et al., 1996, Vardhan, et al., 2011). Las
secuencias sefal se encuentra generalmente en regiones definidas de la molécula de
rRNA 16S, y se detecta por el alineamiento de dos secuencias. Son muy utiles para

situar microorganismos desconocidos en el grupo filogenético que les corresponde.
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1.4. DOMINIOS TAXONOMICOS

Bacteria Archaea Eukarya

Bacteria
Verde Myxomycota
Spirochaetes Filamentosa Entamoebae Animales
Gram
positiva

Methanosarcina
Methanobacterium

) Halofilos
Proteobacteria

Methanococcus

Cyanobacteria Ciliophora

Planctomyces Thermoproteus

Flagelados
Pyrodicticum

Bacteroides

Tricomonadas
Cytophaga

Microsporidias
Thermotoga

Diplomonadas
Aquifex

Fig. 3. Arbol de la vida basado en la secuenciacién del gen 16s rRNA y distribucién de
alguno de los microorganismos. (Madigan, et al., 2003)

Basandonos en la pequefia subunidad de 16S RNAr, en base a la cual se
crean los arboles filogenéticos de la vida, se observa un arbol con los 3 dominios

diferenciados (Figura 3) con un ancestro comun en el centro (Barton, et al., 2007,

Madigan, et al., 2003).

Tabla 1. Rasgos seleccionados de los tres dominios de la vida.

Tipos de enlaces lipidicos Ester Eter Ester
Estructura fosfatidico de los . . .
lividos Glicerol-3- Glicerol-1- Glicerol-3-
P fosfato fosfato fosfato
i . Semejante a L
Metabolismo Bacteriano . Eucaridtico
Bacterias
. N . Semejante a L
Ntcleo de Transcripcion Bacteriano ) . Eucariotico
Eucariotas
.. . Semejante a e
Factores de elongacion Bacteriano ) . Eucaridtico
Eucariotas
Ntcleo No No Si
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Organulos No No Si
Metanogénesis No Si No

Patogenos Si No Si

La tabla representa las caracteristicas generales que se dan en la mayoria de
los organismos de cada dominio.

Pero la relacién existente entre los tres dominios de la vida no solo se
manifiesta a nivel filogenético, sino que los rasgos generales a nivel fenotipico
respaldan la relacién de los dominios y la posible existencia de un ancestro comun

(Tabla 1).

1.4.1. Bacterias

Hasta el momento se han descrito 30 filos, algunos de las cuales se
muestran en la Figura 3. Como pincelada general de este dominio, cabe destacar
que los organulos del dominio Eukarya se originaron a partir de las bacterias y su
capacidad endosimbionte (Guy & Ettema, 2011). Las mitocondrias surgieron de un
grupo importante denominado Proteobacteria, y concretamente de Agrobacterium,
Rhizobium 'y Rikettsias. Mientras que los cloroplastos procedian del filo

Cyanobacteria, ya que este lleva acabo la fotosintesis oxigénica (Brock, 1969).

Centrandonos en las bacterias haldfilas cultivables, cuyas capacidad de
crecimiento y desarrollo en concentraciones salinas varia entre 15-180 g/l y se
desarrollan por lo general metabolismos de desnitrificacion o de fermentacién
(Oren, 2011b), debemos de destacar su presencia en distintos filos: Firmicutes,
Proteobacteria (Gammproteobacteria), Cyanobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes
y Bacteroidetes (Oren, 2008b). Destacando como representantes mayoritarios los
dos primeros. La mayoria son organismos de vida libre, pero también existen
posibles patégenos del hombre y de otros animales, endosimbiontes de distintos

organismos y formas que viven intimamente asociadas a las plantas que habitan los
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suelos salinos (Salicornia) (Gontia, et al., 2011). En los medios acuaticos se han
aislado, de forma fundamental, especies pertenecientes a los filos: Cyanobacteria,
Proteobacteria y Bacteroidetes, asi como miembros de la clase Clostridia en sus
sedimentos. Asi, Salinobacter ruber, especie perteneciente a Bacteroidetes, define la
composicion de practicamente todos los lagos salados. Dentro de estos filos existen
grupos taxonémicos que incluyen un elevado nimero especies haléfilas, como es el
caso de la familia Halomonadaceae, la cual estd constituida unas 70 especies, o del
orden Halanaerobiales. Por el contrario también existen especies que constituyen
casos aislados dentro de un orden u otro taxdon de menor rango. Merece la pena
sefialar que algunos de estos taxones fueron creados exclusivamente para alojar
bacterias haldfilas y que otros, sin embargo, encierran tanto especies haléfilas como

no haldfilas (Oren, 2011a).

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 filo Cyanobacteria y
anoxifotobacterias de las clases Gammaproteobacteria y Alfaproteobacteria. Las
bacterias quimiotrofas halofilas abarcan Proteobacterias (clases
Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria y Epsilonproteobacteria) con una gran

diversidad de tipos morfoldgicos, fisioldgicos y metabdlicos.

En resumen, los filos Proteobacteria y Firmicutes son los que abarcan
mayor numero de bacterias haléfilas. Por su parte Proteobacteria presenta 33
géneros haldfilos, localizados en la clase de a-proteobacteria. Mientras, Firmicutes
abarca 25 géneros haldfilos en la clase Bacillis, y 10 géneros en Clostridia

(www.bacterio.cict.fr) (Parte, 2013).
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1.4.2. Arqueas

Las arqueas componen uno de los tres dominios de la vida existentes desde
hace varios billones de afios, que desde 1970 fueron formalmente propuestas como
un dominio propio (Woese, et al., 1990). En base a los analisis filogenéticos se
proponen varios divisiones: Crenarchaeota, Euryarchaeota, Nanoarchaeota,

Korarchaeota, Aigarchaeota y Thaumarchaeota (Figura 4).

Bacteria

Euryarchaeota

L Nanoarchaeota

—— Thaumarchaeota

Archaea

L Aigarchaeota

TACK

—— Crenarchaeota

L Korarchaeota

Eukaryota

Fig.4. Posible nuevo arbol de la vida.

Cuando nos referimos a arqueas, inmediatamente se las relaciona con
estudios evolutivos que las proponen como probable origen de la vida. Woese
(Woese, et al., 1990) propuso la existencia de una rama ancestral comidn que
compartia el dominio Arquea y Eukarya. Sin embargo, esto ha sido muy discutido en
estudios que definian estas relaciones a nivel de genes o bien de orgdnulos
citoplasmaticos compartidos. Diferentes corrientes de pensamiento de la época

(donde una corriente defendia que tanto Arquea como Eukarya, proceden de un
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ancestro comun; mientras que en otra corriente, se partia de la idea de que las
arqueas fusionaron uno o varios componentes bacterianos, generando a las
eukaryas (Guy & Ettema, 2011)), compartian la idea de la existencia de un ancestro
comun con el que poseen semejanzas y divergencias, tanto el dominio de Arquea
como el de Eukarya. En resumen y de acuerdo con los ultimos filos de arqueas
descubiertos, la filogenia de arquea esta relacionada con la eucariota de diversos
modos dependiendo de los diferentes arboles filogenéticos gendémicos. Cruzando
estos datos se obtiene un resultado que descarta el arbol de los tres dominios,
dando respaldo tanto a la hipdtesis del eocito como a la simbiogénesis pre-
eucariota, y se deduce la presencia de dos superfilo de arqueas, uno que agrupa a
Euryarchaeota con Nanoarchaeota, y otro que agrupa a los demas filos con

Eukaryota bajo el acrénimo TACK (Figura 4) (Guy & Ettema, 2011).

Morfolégicamente podemos caracterizar a las arqueas por un didmetro
comprendido entre 0.1 y 15 um, mientras que algunos agregados o filamentos
celulares llegan a tener una longitud de hasta 200 um. Presentan diversas formas:
esférica, cilindrica, espiral, lobular, triangular, rectangular, irregular, pleomorfica,
etc. Algunas de ellas poseen flagelos y en consecuencia presentan movilidad.
Siguiendo el “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology” (Garrity & Holt, 2001),
las arqueas se agrupan principalmente en: metanogénicas (procariotas que
producen metano), haléfilas extremas (con requerimientos de al menos 10% de
cloruro de sodio necesario para su crecimiento), terméfilos y psicréfilos (viven a

temperaturas muy altas o muy bajas).

Si nos centramos en las arqueas haldfilas extremas, grupo con el que se
realiza parte de la presente memoria, podemos decir que la palabra haldfila es
derivada de dos palabras griegas, “halos” y “phylus” que significan respectivamente;
“sal” y “relacionado con”. En base a esto podemos caracterizarlas principalmente
por ser microorganismos extremofilos y que requieren para sobrevivir elevadas

concentraciones de sal. Crecen en habitats salinos, a lo largo del borde de los
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océanos y en ciertas aguas continentales, aguas y suelos salinos con marcado
caracter alcalino, asi como en los estanques de evaporacién donde se obtiene la sal.
Los miembros de la familia Halobacteriaceae se caracterizan por ser quimiotrofos, es
decir necesitan de aminoacidos y carbohidratos para crecer, asi como una
concentracién de sales entre 3.5 - 4.5 M de NaCl, siendo este su intervalo éptimo.
Ademas destacar su pigmentacidn roja caracteristica debida principalmente a los
pigmentos carotenoides que presentan (Grant, et al., 2001). Al igual que los
microorganismos termoacidofilos, mantienen fuertes gradientes de ciertos iones a
través de la membrana celular, y utilizan esos gradientes para transportar ciertas
sustancias hacia dentro y fuera de la célula. Seglin Larsen (Larsen, 1962), los
requerimientos de NaCl son altamente especificos y no sustituibles por otras sales.
Las arqueas haldfilas extremas, permiten la entrada a su citoplasma de elevadisimas
concentraciones de iones inorganicos, aunque no en las mismas proporciones que
en el medio extracelular. Intracelularmente predomina el potasio, mientras que en el
medio extracelular suele hacerlo el sodio, lo que implica que todas y cada una de sus
funciones celulares estan adaptadas a funcionar en presencia de una elevada fuerza
idnica (Rodriguez-Valera, 1989). Finalmente, destacar la presencia de caracteristicas
propias tales como: presencia de lipidos polares con uniones éter y cadenas
isopropanilicas (Corcelli & Lobasso, 2006) y la carencia de una tipica pared celular de

mureina (Kandler, 1994, Poxton, 1993).

Dentro del dominio Arquea, donde el nimero de filo es sorprendentemente
pequeiio en comparacion con 12 filo del dominio de las bacterias tal y como recoge
en “Bergey’s Manual of Systematic bacteriology” (Garrity & Holt, 2001). El filo
Euryarchaeota contiene las cominmente denominadas haloarqueas y siendo por
excelencia considerada la familia Halobacteriaceae como la representante de las
haldfilas extremas. Esta es la Unica familia dentro de la Halobacteriales, y el Unico
orden en Halobacteria. Las especies que actualmente componen los 42 géneros
(Haladaptatus, Halalkalicoccus, Halarchaeum, Haloarchaeobius, Haloarcula,

Halobacterium, Halobaculum, Halobellus, Halobiforma, Halococcus, Haloferax,
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Halogeometricum, Halogranum, Halolamina ,Halomarina, = Halomicrobium,
Halonotius, Halopelagius, Halopenitus, Halopiger, Haloplanus, Haloquadratum,
Halorhabdus, Halorientalis, Halorubru, Halosarcina, Halosimplex, Halostagnicola,
Haloterrigena, Halovenus, Halovivax, Natrialba, Natrinema, Natronoarchaeum,
Natronobacterium, Natronococcus, Natronolimnobius, Natronomonas,
Natronorubrum y Salarchaeum), crecen dptimamente a 150g/l de sal, y no es
posible su existencia sin esta. La mayor parte de ellas se lisan por debajo de 100g/I

(www.bacterio.cict.fr) (Parte, 2013). Dentro del filo Euryarchaeota hay un nimero

de especies haldfilas capaces de crecer en concentraciones proximas a la saturacion,
las cuales son definidas como metandgenas. Dentro de la clase Methanomicrobia
se encuentran aquellas arqueas que también son definidas como haléfilas y que
incluyen especies extremas y moderadas pertenecientes a los géneros
Methanohalobium, Methanosalsum y Methnaohalophilus, incluidas en la familia
Methanosarcinaceae, dentro del orden Methanosarciales. Estas arqueas son
anaerobias estrictas y productoras de metano. Ademas, la especie Methanocalculus
halotolerans, perteneciente al orden Methanomicrobiales, ha sido descrita como una
arquea metandgena halotolerante y no ha sido asignada a ninguna familia por lo que
hasta el momento, se considera “incertae sedis” dentro de este orden (Andrei, et al.,
2012). Thermaerobacter marianensis, es otro ejemplo de bacteria marina que

también recibe el término “incertae sedis”(Han, et al., 2010).

También existe presencia de haléfilos en el filo Nanoarchaeota. Mediante
estudios metagendmicos en ambientes hipersalinos, se ha puesto de manifiesto la
posible existencia de una clase Nanohaloarchaea, con la propuesta de dos nuevos
candidatos a géneros Nanosalinarium vy Nanosalina, los cuales aparecen
ampliamente distribuidos por diferentes ecosistemas del mundo (Andrei, et al.,,

2012, Narasingarao, et al., 2012).
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2. AMBIENTES EXTREMOS

Para que un microorganismo se considere viable en un determinado
ambiente, éste debe ser capaz de crecer y mantener su metabolismo. No obstante,
existen una serie de factores de tipo fisico, geoquimico y bioldgico que pueden
provocar limitaciones en la vida microbiana. Dentro de estos factores limitantes
para la vida, tanto por exceso como por defecto, nos encontramos con: el valor de
actividad del agua (aw), la energia, los nutrientes y trazas de elementos, y los factores
ambientales (pH, salinidad, temperatura, presidon atmosférica, radiaciones...)

(Harrison, et al., 2013).

Durante los ultimos cuarenta afios, las investigaciones han puesto de
manifiesto la existencia de vida en ambientes alejados de las condiciones que
consideramos “éptimas”. Estos limites fisico-quimicos que definen a un ambiente
como habitable, vienen referido a las condiciones necesarias para la vida humana.
Un ejemplo claro de este tipo de microorganismos capaces de sobrevivir a
condiciones “limite” son los haléfilos, ya que son capaces de soportar e incluso
necesitar concentraciones de sal 10 veces mayores a las del agua del mar. En general
la definicion de ambiente extremo se ha planteado desde dos perspectivas (Brock,
1969, Rothschild & Mancinelli, 2001). No es apropiado definir ambiente extremos
desde un punto de vista antropocéntrico, considerando ambiente extremo a todo
aquel ambiente que sea hostil al hombre. Mas apropiado es definirlo
taxonémicamente como aquellos ambientes en los cuales la diversidad de especies
es baja y algunos grupos taxondmicos estan ausentes. La baja diversidad taxondmica
es un factor en comun en todos los ambientes extremos. Usualmente se pueden
encontrar gradientes donde la diversidad disminuye cuando las condiciones llegan a
ser mas extremas (Ma, et al., 2010, Rodriguez-Valera, 1988). De manera que el
término, ambiente extremo, es complicado de definir, ya que para un determinado
grupo de organismos este tipo de habitat puede ser el ideal, siendo para otros letal.

Probablemente no se encuentre una definicién totalmente consensuada.
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En lineas generales, los microorganismos extremofilos son procariotas, y en
funcién a las condiciones “extremas” en las que son capaces de crecer y

desarrollarse, pueden definirse microorganismos del tipo:

- Anhidrobidtico o xerdéfilo: Viven en ausencia de agua o son capaces de resistir

la desecacién viviendo con muy poca cantidad. Ejemplo: Geodermatophilus

siccatus (Montero-Calasanz, et al., 2013)

Aciddfilo: Se desarrollan en ambientes de alta acidez, (pH dptimo de
crecimiento proximo a 3), como es el caso de Acidithiobacillus ferrooxidans
los organismos de la cuenca del Rio Tinto, en Huelva (Gonzélez-Toril, et al.,

2009).

Alcaléfilo: Se desarrollan en ambientes muy alcalinos, cuyo pH éptimo de
crecimiento estd préximo a 9 o incluso superior a este. Un ejemplo es
Anditalea andensis, bacteria cuyo intervalo de pH para desarrollarse se

encuentra entre el 7.5 al 9.2 (Shi, et al., 2012).

Baréfilo o Piezéfilo: Se desarrollan en ambientes con presidn muy alta, como

son lechos ocednicos profundos de hasta once mil metros de profundidad,

como Thermosipho japonicus (Takai & Horikoshi, 2000).

Haldfilo: Se desarrollan en ambientes hipersalinos, como es el caso de

Halorubrum tebenquichense (Lizama, et al., 2002).

Criptoendolitos: Organismo de suelos profundos. Viven a muchos metros bajo
el suelo, incluso en el interior de rocas; Bacillus infernus fue aislado a 2700

metros bajo la superficie del suelo (Boone, et al., 1995).

Metalotolerantes: Organismos que habitan con altas concentraciones de
metal en su entorno (cobre, cadmio, arsénico, zinc). Por ejemplo Ralstonia

metallidurans (Goris, et al., 2001).

Psicrofilos o Psicrotolerantes: Se desarrollan en ambientes de temperatura
muy fria, (fosas abisales, glaciares) como Polaromonas vacuolata (Irgens, et

al., 1996).
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- Radidfilo: Soportan gran cantidad de radiacién, como la bacteria Deinococcus

sahariense (Bouraoui, et al., 2012).

Termdfilo: Se desarrollan en ambientes a temperaturas superiores a 45 °C,
algunos de ellos, los hiperterméfilos, poseen su temperatura déptima de
crecimiento por encima de los 80 2C., como Pyrococcus furiosus, aislado de
chimeneas hidrotermales submarinas de Porto di Levante (Vulcano, Italia) y
que crece en un intervalo de temperatura de 70 2C a 103 °C (Fiala & Stetter,

1986).

Poliextremdfilos: Combinan la capacidad de crecer bajo varias condiciones
extremas, como es el caso de Halorhodospira halochloris, quien necesita de
un pH de 8.5 y una temperatura de 45 oC para desarrollarse (Bowers, et al.,
2009). En la actualidad estan siendo muy atractivos por las posibilidades de

aplicacién biotecnoldgica.

Los ambientes extremos, son de especial interés para microbidlogos, debido
a las condiciones que presentan con un bajo grado de biodiversidad, pero dénde
densidad de la comunidad microbiana es bastante elevada en torno a 107-10%
células/mL. Esto es el resultado de la falta de depredadores y el alto nivel de
nutrientes. Sin mencionar la alta especializacidon de los microorganismos adaptados.
En estas condiciones los microorganismos con estructuras mds simples pueden
crecer en condiciones extremas antes que organismos mas complejos, lo cual explica

el predominio de los microorganismos en estos ambientes.

Existen cuatro vias por las cuales un microorganismo puede adaptarse a un
medio extremo: desarrollar un mecanismo para excluir un factor, desarrollarlo para
desviar el factor, vivir con él o depender de él. Esta ultima via supone una
adaptacion, ya que el organismo llega a depender de un factor que para otros
organismos es letal. Los organismos llamados extremdéfilos, no solo toleran sino que

prefieren y requieren condiciones extremas para su desarrollo. Cada organismo
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tiene sus condiciones ambientales dptimas, maximas y minimas para la vida. Cuando
el rango de crecimiento natural de un organismo se da en un ambiente que difiere
de las condiciones preferidas por la mayoria, el organismo llega a ser extreméfilo. La
mayoria de ellos estdn confinados en ambientes extremos, porque su proceso de
adaptacion va usualmente acompafiado por la pérdida de la capacidad para crecer

en condiciones normales.

A través de la historia de la evolucién de la tierra, las condiciones
predominantes han cambiado, de modo que lo que ahora consideramos como
extremo podria haber sido lo normal en épocas pasadas, y los organismos que
evolucionaron podrian prosperar utilizando habitats de condiciones primitivas que
permanecen en el planeta. Se ha postulado que un grupo de extremdfilos, las
arqueas (Woese, 1987), corresponderian a este tipo. Todas las arqueas habitan en
ambientes que pueden ser considerados como extremos, en unos u otros aspectos.
Pero no solo los extremofilos estan siendo usados para definir el inicio de la vida en
la tierra, sino también la vida extraterrestre (Squyres & Knoll, 2005). El concepto de
vida en planetas diferentes a la tierra, como pudiera ser Marte, esta siendo cada vez
mas perfilado, ya que en el planeta tierra disponemos de prototipos extrapolables. El
estrés oxidativo, altas dosis de radiacion, la temperatura baja y la presién son
condiciones que se encuentran en la superficie de Marte. Asi pues, los
microorganismos extremofilos abrieron la ventana a posibilidades para considerar el
desarrollo de la vida en el universo, y como consecuencia en Marte (Fendrihan, et
al., 2012). Resultados notificados recientemente en ambientes extremos indican la
posibilidad de presencia de microorganismos en micronichos mediante la propiedad
de atraer la humedad del aire y disolver lentamente las sales presentes en depdsitos.
La recopilacion de los datos producidos por las misiones en curso: Mars Global
Surveyor, Mars Odyssey, Mars Express y Mars Exploration Rover Opportunity;
muestran una vision completamente diferente a la ofrecida por la misién Viking

(Gémez, et al., 2012). El descubrimiento de acumulaciones importantes de sulfatos,
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y la existencia de minerales de hierro en las rocas de origen sedimentario han

permitido tomar modelos terrestres especificos para poder extrapolar conclusiones.

Rio Tinto (sudoeste Espafa, Faja Piritica Ibérica) es un ambiente acido
extremo, producto de la actividad quimiolitotréfica de microorganismos que
prosperan en los enormes depdsitos de pirita. La alta concentracién de hierro férrico
y sulfatos, productos del metabolismo de la pirita, genera una coleccidon de
minerales, los cuales han sido detectados en diferentes regiones de Marte.
Actualmente en Espaina se estan haciendo numerosos estudios en Rio Tinto, ya que
este podria asemejar su ambiente al que en un pasado se hubiera podido desarrollar

en Marte (Gomez, et al., 2012).

2.1. AMBIENTES HIPERSALINOS

Los ambientes hipersalinos son zonas inhdspitas para una gran variedad de
microorganismos, lo cual provoca que aquellos que son capaces de desarrollarse en
tales condiciones generen grandes comunidades. Estos factores hacen que la mayor
parte de las agrupaciones de microorganismos haléfilos desarrollen diversos colores
por produccidon de carotenoides u otro tipo de pigmentos, provocando que las
salinas, cristalizadores, lagos salado o cualquier zona con concentraciones salinas
cercanas a la saturacidn posean unos colores caracteristicos: rojos, rosas,

anaranjados, etc. (Figura 5).

Los ambientes hipersalinos estan distribuidos ampliamente por todo el
globo terraqueo, bien en forma de sistemas acudticos, como pueden ser los lagos

salados, o bien en suelos salinos (De la Haba, et al., 2011, Oren, 2011a).

Hablando en términos de concentraciones salinas, generalmente referida al

NaCl, se definen como ambientes salinos extremos aquellos cuya concentracién de
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Fig.5. Lago Retba (Senegal), lago Rosa se encuentra al norte de la peninsula
senegalesa de Cabo Verde. al noreste del pais africano.

sales es superior al 3’5% (p/v). No obstante, el limite requerido para la aplicacion del
término hipersalino varia segun los autores y normalmente se aplica desde el 3 al
12% de salinidad (Por, 1980, Post, et al., 1983). No obstante, cabe destacar que el
término salino también se refiere a concentraciones de sales menores que las

descritas anteriormente.

T Wil £ S 4
Fig.6. Explotaciones humanas. Salineras de Maras, situadas en la cordillera
Andina, en el Valle Sagrada de los Incas.
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Los ambientes salinos acuaticos presentan mas del 0'3% de salinidad
(Dedeckker, 1983), y muchos de ellos se originan por la precipitacién y disolucién de
sales ocurridas tras la evaporacién del agua, de forma natural. Los ambientes
acuaticos hipersalinos pueden dividirse en dos grandes grupos en funcién de quien
los surta:

v'  Los ambientes talasohalinos son aquellos que se alimentan por agua

procedente del mar, donde la composicién idnica de sus salinas refleja la
similitud con el mar. Un ejemplo de ambiente salino acuatico es el Gran
Lago Salado (Zafrilla, et al., 2010). Cuando el agua del mar se evapora en las
salinas solares naturales o en las creadas por el hombre (Figura 6), existe
una progresiva precipitaciéon de CaCOsy Ca2SO4 hasta obtener saturacién de
NaCl, que se traduce concentraciones salinas de 300g/L y costras de sal
(Halitas). Fisicoquimicamente se describe una predominancia de aniones del
tipo de CI y el SO+, mientras que los cationes mayoritarios son el Na* y el
Mg2* (Pipkin, et al., 1977). El pH de las salinas de este grupo rondan los
valores de 7 a 8 (Oren, 2011b). Las salinas solares costeras hechas por el
hombre son construidas para la produccién de sal por medio de la
evaporacion de agua marina. Estas constan de una serie de pozas en las
cuales la salinidad, que se encuentra intimamente relacionado con la
influencia de la temperatura, se va incrementando gradualmente hasta
obtener halitas en los ultimos cristalizadores. La salinidad de cada
cristalizador se mantiene constante, de manera que presentan micro-
ecosistemas en base al gradiente salino, desde concentraciones salinas del

agua del mar (35g/l) hasta la saturacion (>300g/l) (Javor, 1989, Oren, 2002).

v’ Otras aguas hipersalinas atalasohalinas o atalasosalinas derivan de

la dilucién de sales de origen continental, y se caracterizan por tener una gran
variacién idnica diferente al agua de mar, como es el caso del Salar de Atacama

(Demergasso, et al., 2004). La concentracion idnica (concentracion salina del
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orden de 347g/l) estd mayoritariamente representada por iones divalentes de
Magnesio (préoximos a 2 M) y de Calcio (0.47M), en lugar de Sodio
(1.54M)(Oren, 2011b). Los aniones principales son el Cl" y el Br, habiendo una
minima cantidad de sulfatos. El incremento de la concentracién salina, se
encuentra relacionado con las temperaturas y la pluviosidad, y es la diferencia
principal entre ambientes talasohalinos y atalasohalinos. En cuanto a la
densidad de las comunidades microbianas tienen grandes fluctuaciones
estacionales, ya que las intensas lluvias del inviernos causan una dilucién de
dichas lagunas o salinas de interior, haciendo que la comunidades haléfilas
extremas se vean mermadas en densidad durante estos periodos de tiempo
(Oren, 2011b). El pH de este tipos de salinas es muy variable ya que nos
encontramos con valores de 6, como en el caso del Mar Muerto, o de 9.7-10 en
el Lago Mono de California (Oren, 2011b). En este tipo de salina de interior,
también se ha visto la obra del hombre, aprovechando los manantiales y aguas
subterraneas salinas para crear explotaciones salineras, como es el caso de La

Malaha, en Granada (Pérez-Davo, et al., 2014, In review).

La escasa diversidad en cuanto a especies que integran estos habitats es
significativa, probablemente por la practica ausencia de eucariotas. En este sentido
la microbiota de estos ambientes suele estar en mayor densidad, localizandose entre
107 y 108 UFC/mL. (Oren, 2011b). Segun estudios realizados en salinas de estanques
multiples (Oren, 2011a), por encima del 15% (p/v) de sales totales los
microorganismos hallados son haldfilos o estdn especialmente adaptadas a
ambientes hipersalinos; a partir del 25% (p/v) de concentracién salina crecen
especialmente los cocos Gram-positivos y eubacterias fototrofas; asimismo, y hasta
un 30% de sales, la presencia de Dunaliella, un alga haldfila, en estas salinas es
notable, disminuyendo drasticamente a partir de ese valor junto a la microbiota
citada. A partir de dicha salinidad, los microorganismos aislados son haldfilos
extremos, resultando de forma paralela, un descenso en cuanto a diversidad de

géneros y especies. Este descenso puede venir acentuado, por la particularidad de
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algunas arqueas haldfilas de la familia de las Halobacteriaceae capaces de excretar
halocinas, que actuan inhibiendo el crecimiento de otros miembros de la misma

familia (Oren, 2011b).

Los suelos salinos (Figura 7) son otro tipo de ambientes hipersalinos poco
estudiados a pesar de su amplia distribucién. Estos se definen como aquellos que
contienen principalmente sales neutras de cloruros y sulfatos de sodio en cantidades
excesivas que interfieren en el desarrollo de organismos vivos. De esta manera se
pueden considerar como suelo salino aquellos que presentan mas del 0'2% de sales
solubles (Kaurichev, 1980), este tipo de ambientes esta ampliamente distribuido a
nivel mundial, aunque es mas frecuente en regiones aridas, como por ejemplo el
desierto de Atacama, Chile (Lizama, et al., 2001). Las altas temperaturas, frecuentes
en estos ambientes, aumentan la velocidad de evaporacién del agua, formando
costras de sal encima de la superficie del suelo o cristales de sal los cuales pueden
encontrarse en las capas superiores mezclados con los constituyentes minerales del
suelo. En estos superficies hay una alta concentracion de sales solubles neutras, que
interfieren con la actividad microbiana y con la fertilidad del suelo (Sarig, et al.,

1993) y también con el crecimiento de la mayoria de las plantas.

Fig.7. Parque Nacional Etosha, Namibia (Africa).

58



INTRODUCCION

Los suelos salinos se describen en base a factores tales como pH,
conductividad eléctrica, clase y calidad de cationes presentes, entre otros (Cervantes
& Olivares, 1976, Oren, 2011b). Se localizan principalmente en zonas de clima arido
o semiarido. En condiciones humedas, las sales solubles originalmente presentes en
los materiales del suelo, son llevadas a las capas inferiores, hacia el agua subterranea
y finalmente transportada a los océanos. En consecuencia los suelos salinos no
existen en zonas humedas, exceptuando aquellos casos en los que el suelo ha estado
expuesto al agua del mar en los deltas de los rios u otras tierras bajas cercanas al
mar. En las regiones aridas, las sales solubles no pueden ser transportadas muy lejos.
Esto ocurre no solamente porque hay menos precipitacion adecuada para lavar y
transportar las sales, sino también a consecuencia de la elevada evaporacién
caracteristica del clima arido, que tiende a concentrar las sales en los suelos y aguas

superficiales.

El drenaje restringido es un factor que generalmente contribuye a la
salinizacién de los suelos y que frecuentemente puede llevar consigo la presencia de
una capa freatica poco profunda o con una permeabilidad del suelo. La capa freatica
poco profunda puede guardar casi siempre estrecha relacion con la topografia del
terreno. Bajo condiciones de pocas precipitaciones y elevada evaporacién, asi como
el ascenso del agua subterranea, se da origen a la formacion de suelos hipersalinos

(Allison, 1994, Yadav, et al., 2012).

2.2. HALOFILISMO

A lo largo de los ultimos afos muchos autores han intentado clasificar a los
microorganismos que se encuentran en ambientes hipersalinos. Globalmente, y en
funcién de la salinidad, podemos diferenciar entre microorganismos tolerantes a la
sal o dependientes de ella. Con el término haldfilo, definimos aquellos

microorganismos que no sdélo toleran las concentraciones salinas sino que ademas
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son necesarias para su desarrollo 6ptimo (Oren, 2008b). En funcion de los
requerimientos del microorganismo (Delgado-Garcia, et al., 2012, Kushner &

Kamekura, 1988) estos se agrupan en:

=  Haldfilos extremos: muestran crecimiento en medios con 3’5 -5 M de

NaCl. En este grupo se incluyen a la mayoria de las arqueas haldfilas
extremas y haloarqueas.

= Haldfilas moderadas: crecen éptimamente en medios con 0.5 - 3.5 M.

En esta categoria se incluyen a la mayoria de las bacterias haldfilas.

=  Haldfilas débiles: se desarrollan en medios con 0.3 - 0.5M de CINa,
también llamadas bacterias marinas.

= Halotolerantes: crecen en medios hasta con un valor de 0.3M de CINa.
No obstante, algunos de ellos pueden tolerar altas concentraciones de

sal.

Los microorganismos haléfilos han sido encontrados en distintos
ecosistemas hipersalinos repartidos por distintas dreas geograficas del mundo. Como
hemos citado anteriormente, la composicion de estos ambientes puede variar
significativamente. A pesar de esto, lo Unico que no difiere es la concentracién de
CINa, ya que es la sal predominante. Estos microorganismos pueden encontrarse
también en ambientes de bajas o altas temperaturas, alcaldfilos o aciddfilos, etc.
Generando un grupo particular, denominado poliextreméfilos (Harrison, et al.,
2013). También hay que destacar que el margen de salinidad y el éptimo en el cual
es capaz de crecer un microorganismo depende de las condiciones y la composicién
del cultivo, y estd depende a su vez de variables tales como la temperatura y/o la
fuente de energia utilizada (Oren, 2008b, Vreeland & Martin, 1980). Determinadas
bacterias haldfilas moderadas, tales como Salinivibrio costicola y Halomonas
halophila por ejemplo varian sus requerimientos salinos segun la composicion del

medio de cultivo y/o la temperatura de crecimiento (Forsyth & Kushner, 1970).
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Desde el punto de vista ecolégico, los microorganismos haléfilos no solo se
encuentran ampliamente distribuidos en habitats naturales anteriormente
comentado, tales como salinas solares, lagos hipersalinos, suelos salinos, agua de
mar, fuentes termales altamente mineralizadas; sino también en monumentos
arqueoldgicos, obras de arte, en pinturas de cuevas prehistdricas, provocando el
deterioro en templos griegos, monumentos romanos, castillos medievales, etc. Estos
microorganismos no solo los localizamos en el medio ambiente, sino también en los
alimentos que ingerimos, como salsas de pescado (Namwong, et al.,, 2011), en

organos de plantas y animales (Oren, 2011b).

En estos medios hipersalinos los dos grupos predominantes son: los
haldfilos extremos y los moderados, debido a una mayor competencia por parte de
estos microorganismos entre si. Existen dos estrategias diferentes por parte de los
microorganismos haldfilos extremos y moderados: los primeros se encuentran mejor
adaptados para crecer a concentraciones saturadas de sal, en medios en los que,
puesto que no tienen competencia por parte de otros grupos microbianos, pueden
crecer lentamente, mientras que las bacterias haléfilas moderadas predominan en
medios con salinidad comprendida entre el 10 y el 20%. No obstante, existe un
espectro salino en el que ambos grupos fisiolégicos son capaces de crecer

(Rodriguez-Valera, 1988).

Taxonédmicamente constituyen un grupo bastante heterogéneo, ya que
hallamos representantes de los tres dominios de la vida: Arquea, Bacteria y Eukarya,
y donde encontramos miembros capaces de crecer a concentraciones superiores a la
saturacion. Estos microorganismos pueden definirse tanto como aerdbicos como
anaerdbicos, heterdétrofos, fototroficos, quimioautétrofos o capaces de transforma
un gran variedad de substratos. Incluso se deberia de subrayar la importancia
creciente de los virus de microorganismos haldfilos como parte significativa de los

ecosistemas salinos (Roine & Oksanen, 2011).
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Estos microorganismos deben de desarrollar una serie de mecanismos para
protegerse a la exposicion a altas salinidades. Uno de estos mecanismos es la
acumulacion de solutos compatibles en citoplasma, los cuales actuan a modo de
estabilizadores de varias de sus estructuras haciendo posible que resistan no solo a
la elevada salinidad, sino también a altas temperaturas y pH extremos. Estos solutos
compatibles suponen una gran variedad de ventajas en un medio donde la
concentracion de nutrientes es escasa. La lista de solutos identificados es bastante
larga, en donde algunos de ellos son producidos por practicamente todos los
componentes de los tres dominios de la vida, mientras otros son de exclusiva
produccion por determinados grupos de haldfilos. Sin embargo, la obtencion de
estos productos es altamente costosa, por lo que el microorganismo ha optimizado
su metabolismo de modo que el gasto por la supervivencia en ambientes
hipersalinos sea el minimo posible. Aqui radica principalmente las diferencias de
metabolismo entre los distintos procariotas, es decir, deben de realizar un balance
entre la energia capaz de producir la célula y la necesaria para producir solutos
compatibles (Eichler, 2001, Oren, 2008a). Otras adaptaciones estan basadas en la
acumulacion de iones inorganicos en su citoplasma, tales como el Na*, ClI"y K*, lo
cual permite mantener el equilibrio cuando el medio posee una saturacion de CINa,
previniendo el choque osmatico (Kunte, et al., 2002). Por otro lado se han observado
adaptaciones a nivel de aminoacidos, que se encuentren mayoritarios en sus
proteinas y enzimas. Esta adaptacién a nivel molecular, estando elevados sus
aminoacidos acidos y en bajas cantidades los hidrofébicos, permiten mantener su
actividad en concentraciones salinas elevadas, a pH alcalinos y a altas temperaturas

(Delgado-Garcia, et al., 2012).
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2.3. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE ZONAS
HIPERSALINAS

Los ecosistemas hipersalinos muestran una gran variabilidad en las
concentraciones de sales totales, composicidn iénica y pH. En el Gran Lago Salado, la
concentracion de ClI'y Na* es del 10’5% y 18’2% respectivamente. En el Mar Muerto
el ién CI" es el dominante con un 22’5%, con concentraciones equivalentes de Na*,
Mg?* y Ca®* cercanos al 4%, 4'4% y 1'3% respectivamente. La ausencia de bajas
concentraciones de Mg?* y Ca?* se atribuye principalmente a pH elevados en estos
ecosistemas hipersalinos. Los sulfatos, los cuales son importantes aceptores de
electrones y estan involucrados en la mineralizacién de la materia organica, estan
presentes en bajas concentraciones en aguas hipersalinas (aproximadamente 0'05%
en el Mar Muerto y 0’'37% en el Gran Lago Salado), probablemente debido a su

precipitacion (Ollivier, et al., 1994).

Los suelos hipersalinos se caracterizan por presentar un bajo contenido de
materia organica (Del Moral, et al., 1988). Se ha sugerido que la concentracién de
sales no es el Unico factor que determina las caracteristicas del suelo salino, sino
también el contenido de materia orgdnica. El tipo y densidad de vegetacién afecta al
contenido de materia orgdnica en suelos salinos. En la rizosfera de plantas
halofiticas, comunes en estos ambientes, se encuentra una gran cantidad de materia
orgénica (Quesada, et al., 1982). Por lo tanto la presencia de microorganismos en
suelos salinos puede estar afectada por el contenido de materia organica. De esta
forma cada ambiente estd definido por unas caracteristicas propias que lo hacen
diferente, y en consecuencia, la biodiversidad de la zona es también diversa,

permitiendo la pluralidad de vida al resto de ambientes salinos.
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3.SALINAS ANDALUZAS

3.1. FUENTE DE PIEDRA, MALAGA

La Reserva Natural de la Laguna de Fuente de Piedra se localiza al noroeste
de la provincia de Malaga (cuyas coordenadas son 372 06' 49" N; 42 46 27" O) en el
término municipal de Fuente de Piedra (Figura 8). Se encuentra situada en la
denominada Hoya del Navazo, a 410 m de altitud. La cubeta, de morfologia
elipsoidal algo arrifionada y con su eje mayor en direccidn noreste-suroeste,
presenta en su interior tierras emergidas, diques y espigones, en su mayoria

artificiales.

Se describe como una extensa y somera depresidn, de orillas tendidas y

fondo plano, y en la que se ha llegado a registrar una profundidad maxima

Fig.8. Cuenca endorrehica de Fuente de Piedra.

64



INTRODUCCION

aproximada de metro y medio, en condiciones de excepcional nivel de inundacién.
Esta laguna constituye el desagiie natural de una cuenca endorreica de 15.350
hectareas, siendo este endorreismo una de las principales caracteristicas del
humedal. A esto a de sumarse su extrema salinidad procedente de la disolucién de
las sales procedentes del sustrato, ya que su origen se relaciona con fenémenos
karsticos en materiales yesiferos y salinos del Trias, nombre que recibe una de las
distintas capas del suelos procedentes del periodo Tridsico. Asi mismo, es primordial
su caracter estacional, lo que hace que el nivel de agua, y con ello las comunidades
vegetales y animales que presenta la laguna, dependa de las precipitaciones y del

resto de condiciones climaticas que se registren en cada afo.

Su dindamica hidroldgica estd asociada a la pluviometria y al funcionamiento
superficial, por los arroyos principales de Santillan y Charcén, y por los flujos
ascendentes de acuiferos subterrdneos de esta cuenca endorreica. El alto contenido
en sales y el diferente grado de mineralizacién de sus aguas a lo largo de su ciclo de
inundacién estan intimamente relacionados con dicha dindmica, de modo que la
salinidad evoluciona siguiendo un patréon de concentracidn por evaporacion tipico de

las lagunas endorreicas.

La salinidad de las aguas presenta un amplio rango de variacién, en funcién
de los mencionados niveles de inundaciéon que se hayan registrado. En su fase de
recarga otofial las aguas de Fuente de Piedra se pueden considerar una salmuera
que termina en la formacidn de una caracteristica costra blanquecina formada por
las sales precipitadas por evaporacion. La laguna presenta aguas clorurado sddicas,
predominando las composiciones Cl-(SOs)/Na-(Mg)-(Ca) que, en determinados
periodos, pueden llegar a ser Cl/Na-(Mg)-(Ca). Las aguas superficiales de esta laguna,
en las que el pH no suele ser inferior a 8, presentan una moderada alcalinidad. En los
estudios mas recientes, y en condiciones de bajos niveles de inundacién del
humedal, se han registrado contenidos elevados de amonio, fésforo total y

nitrogeno total, si bien las mayores concentraciones de nitrégeno y fésforo son
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proporcionados por arroyos afluentes, como es el caso del arroyo Charcén

(Consejeria de Medio Ambiente, 2013, Piedra, 2013).

En la laguna de Fuente de Piedra podemos encontrar distintas estructuras
procedentes de su antigua utilizacion como salinas industriales. Por ello, el vaso
palustre se encuentra circundado por un canal perimetral y su interior existen restos
de diques que se utilizaban para canalizar el agua y favorecer la cristalizacién de la
sal. Estas zonas en la actualidad son utilizadas por las distintas comunidades bidticas
para su asentamiento. Destacar al Flamenco Rosa (Phoenicopterus ruber), que

encuentra un anidamiento estacional en Fuente de Piedra.

3.2. LA MALAHA, GRANADA

La Malahd es una localidad de Granada con el nombre de ortografia mas
cambiante en su dilatada historia. Escrito indistintamente como Mal3, La Mal3, La
Malaha o La Malah3, segun el mapa que se mire o la carretera por la que se entre al
municipio. El nombre de la localidad granadina procede del término arabe al-
Mallaha, que significa "alqueria de la sal", aunque las salinas son explotadas desde la
época del imperio romano y posteriormente por los godos, quienes comenzaron a
usarlas por los beneficios de sus aguas termales, extendiendo su fama como

balneario durante s. XIX en toda Europa (Figura 9).

Esta localidad posee un lago salino, el cual se encuentra localizado en la
comarca del Temple, antes denominada Quempe 372 6' 15" N; 32 43' 14" 0),
circundado por la vega del Genil, la meseta de las Albufiuelas y las Sierras Hacho de
Loja, Tejeda y Almijara, cuyas cotas maximas superan los 1.000 m. El Quempe esta
en el extremo suroeste de la gran depresion de Granada, una cuenca
intramontafosa, que mide 60 km de longitud (este-oeste) y 40 km de anchura

(norte-sur).
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Fig.9. Salina de La Malaha.

A 780 m sobre el nivel del mar y formando una depresion rodeada por una
serie de elevaciones constituidas por depdsitos de yesos (margas yesiferas), que
constituyen el cerro minero de Montevives, se sitla la explotacion humana de la
salina de La Malaha. La salinera aprovecha los recursos naturales que proporcionan
tres manantiales salobres, dos de ellos subterraneos y un tercero que aflora en la
superficie cerca del rio, pertenecientes a la cuenca del Guadalquivir. Estos forman
una balsa en la que el agua esta practicamente estancada, donde el valor medio de
conductividad es de 183 mS/cm y desprende cierto olor a gas sulfhidrico. A través
del uso de norias en el pasado, y de un motor en la actualidad, las aguas salobres
que alimentan los arroyos y acuiferos de la zona son elevadas hasta los calentadores.
Alli se acumula el agua durante los meses de invierno y por decantacién los
sedimentos se depositan en el fondo, quedando el agua limpia para extraer a partir
de ella las sales. Una vez limpia el agua, es trasvasada desde los calentadores hasta
los evaporadores o esteros, y alli se calienta por la intensa radiaciéon solar,
precipitando en el fondo de los estanques cristales cubicos de sal que se amontonan
y recogen con la ayuda de un dumper o auto-volquete. Las condiciones geograficas
de la zona, permiten la explotacidén de estas aguas, ya que utilizan la energia solar,

como ocurre en las salinas maritimas. Y ello es posible porque Granada esta situada
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en una latitud relativamente baja, haciendo que la estacidon estival sea
sensiblemente cdlida, pudiendo establecer temperaturas medias de Julio entre los
26°C y los 28.52C, alcanzando temperaturas extremas que pueden rebasar los 452C

(Malah3, 2013, Ruiz Jiménez, 2010, S.L., 2013).

3.3. SALINAS DE SANTA MARIA DE JESUS, CHICLANA,
BAHIA DE CADIZ

Las salinas de Santa M2 de Jesus (Figura 10), con coordenadas 362 26' 21"N;
62 9' 60 " O, se definen como talasosalinas, debido a que el agua que alimenta a
estas salinas de la Bahia de Cadiz proceden del Océano Atlantico. Enclavado en el
Parque Natural Bahia de Cadiz, el Centro de Recursos Ambientales Salinas de
Chiclana cuenta con una superficie de aproximadamente 30 hectareas que encierran

numerosos recursos naturales y culturales con un enorme potencial interpretativo y

educativo. El centro cuenta con una “salina tradicional” litoral rehabilitada, que

Fig.10. Salinas de Santa M2 de Jesus.
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vuelve a recuperar parte de su fisonomia original junto a sus distintos componentes
para la regulacién del régimen hidrico y la extraccién de la sal de manera artesanal.
La actividad de extraer sal del agua del mar es sencillo, y comienza cuando en las
salinas el agua salada de mar se conduce por una red de canales o acueductos hasta
unas plataformas horizontales construidas en el propio terreno. Tales areas de
evaporizacion del agua marina se denominan granjas, y en ellas el agua se reparte en
parcelas rectangulares, llamadas cristalizadores. La profundidad de los
cristalizadores suelen oscilar entre los 15 y los 20 centimetros. La evaporacion del
agua va concentrando la salmuera, por regla general, desde un gradiente de
salinidad bajo, que corresponde a la salinidad del agua marina, hasta que la sal
precipita en forma de cristales dejandola lista para su posterior recoleccidn y secado,

la cual se seca por efecto del sol y del aire.

La Salina de Santa Maria de Jesus cuenta, ademads, con dos esteros que
reinen unas condiciones Optimas para el cultivo de peces, un tradicional
aprovechamiento acuicola de los esteros de las salinas. La obtencidn de los alevines
se realiza mediante la apertura de las compuertas que permiten a los cafios captar
agua del océano gracias a la subida de la marea (Chiclana, 2013, Junta de Andalucia,

2013).
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4. ARCHAEAL LIPIDS

In all domains of life, isoprenoids are key molecules exhibiting a variety of
functions in the cell membrane. Isoprenocids are included in: steroids (e.g.
cholesterol), protecting pigments (e.g. carotenoids), light-responsive co-factors (e.g.
retinal), respiratory electron carriers (e.g. quinones), and membrane lipids (Matsumi,

etal., 2011).

The biochemistry of Archaea is different from other domains. These
peculiars biochemical features do that they can be used as useful markers for
taxonomy, mainly the presence of ether lipids seems to be confined to the most
ancient microorganisms such as Archaea. Thus, It’s easiest and quickest to analysis
of core lipids fraction for discriminating between Archaea and Bacteria, also they are
giving information about genus or order level of this Archaea. Archaeal lipids are
generally composed of a core lipid (archaeol or caldarchaeol) and phosphodiester

bonded polar head groups or glycosides that are linked to one of the core lipids.

4.1. STUDY OF ARCHAEAL CORE LIPIDS

Archaeal membrane lipids are unique, because they contain a saturated
isoprenoids chains of different lengths of 15, 20, 25 or 40 carbons atoms with bond
of ether (-CH20R) to the carbons at the positions 2 and 3 of a molecule of glycerol

(Gambacorta, et al., 1995).

In the beginning, archaeal ether lipids were designated with systematic
names, to be refer in the laboratory. Thus, Nishihara proposed a nomenclature for
these structures. The core lipids obtained after hydrolysis (diether) are called
archaeol, whereas structures created since two diether (tetraether) are called

caldarchaeol and nonitolcaldarchaeol (Nishihara, et al., 1987). Nonitolcaldarchaeol is
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a derivated of caldarchaeol, where a nonitol is replaced by one of the glycerols

(Figures 11 and 12).
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Fig. 11. Chemical formulas of lipids.

The diether core lipid of archaeas is the most abundant polar lipids. This
structure is called archaeol (Figure 11). This is building, via an ether linkage, a two
phyntanyl chain (two isoprenoid chain of 20 atom of carbon, Cx-C20) and glycerol
molecule. This diethers structure is present in all types of archaea and they are
characterized by the S configuration of the molecule, which is the mirror image of
the sn-glycerol-3-phosphate isomer with R configuration owned bacteria (Corcelli,
2009). Archaea’s phospholipids are Eukarya and Bacteria’s counterparts, which
consist of ester bond, which is in the position 1 and 2 of the molecule of glycerol and

they aren’t aliphatic components.

Archaeol gives the hydrophobic pattern of the complex lipids. Its structure is
formed by two C-20 isoprenoid alcohols and glycerol molecule likened via ether

bond. Thus, the 2, 3-di-O-phyntanyl-sn-glycerol (DE C0-C20) can be considered the
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universal core lipids in this kingdom. The archaeol is dextrorotatory opposite to that
of naturally occurring diacylglycerol in position 2 and 3 (Kates, 1972). The archaeol
can suffer some variations, to create some different kinds of archaeol (Figure 11),
between which can find unsaturated archaeol, structure C2o-C2s diether or C25-Czs, an
archaeal macrocyclic ring 36 with atoms, caused by the condensation of one
molecule of glycerol, or in hydroxylation Ca alkyl chain originating arqueoles

hydroxylated (Gambacorta, et al., 1995).

Two series of tetraether-based lipids (Figure 12), which are called
caldarchaeol and nonitolcaldarchaeol, don’t have counterpart at level of ester lipids.
They are exclusive of archaea and are bipolar amphipatic molecules characterized by

the presence of two polar head, or analogues, linked by two diether.

Structure of
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Fig.12. Tetraether-based lipids.

72



INTRODUCCION

The basic structure of caldarchaeol, glyceril-dialkyl-glycerol tetraether
(GDGT), are dextrorotatory, with the bonds in position 2 and 3 of the glycerol and
with localization of —OH groups of the two opposed glycerols are in the trans
configuration. These first were originated by dimerization of two diether molecules,
at the level of the isoprenoid Cxo tails, giving rise to a macrocyclic lipid. And the other
family of the tetraether is nonitolcaldarchaeol, glycerol-diakyl-nonitol tetraethers
(GDNT), which shows a same structural and sterochemical to caldarchaeol but with a
nonitol in C-2, which has a chiral center of the glycerol moiety of archaeal lipids.
These other were created with a more complex polyol with nine carbon atoms
replaces one of the glycerols. In which family, these structures can generate to some
cyclopentane rings at the isopranoidic level (Gambacorta, et al., 1995, Gambacorta,

et al., 1994).

Archaeabacterial lipids are divided in: polar lipids (ether lipids) and neutral
lipids (neutral squalenes and the other isoprenoids), which are represented for 80-

95% and 5-20%, respectively.

4.2. POLAR LIPIDS

The polar lipids are constitutive of a non-polar part, this can be archaeol and
its derivates; and polar head groups, such as an organic phosphate and a/some sugar
residue/s. Polar structure offers some advantages because of the polar heads which

can determinate the genus-specific. However, this determination is complex.

4.2.1. Phospholipids

They derivative of archaeol, and the main phospholipids in extreme

halophiles, thus the only found phenotype, is analogue isoprenoid of
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monomethylate phosphoglycerophosphate (PGP-Me) (Kates, 1993). The minority
phospholipids have been found as diether analogues of phosphatidylglycerol (PG) in
this group, where the proportion between both depend on the conditions of growing
(Oren, 2006), phosphatidylglycerosulfate (PGS) and phosphatidic acid (PA).
Moreover, whereas PGS is typical of most halophilic species, PG and PA appear to be
the only polar lipids which occur in both methanogens and halophiles. (Gambacorta,

et al., 1994, Kates, 1993).

There are other type of phospholipids and phosphoglycolipids in the purple
membrane from Halobacterium salinarum, which have bacteriorodhopsin. This is an
analogue of cardiolipin. All phospholipids describe latterly, they are analogue
phospholipids to Bacteria and Eurkarya. In addition, analogues phospholipid ether of
ethanolamine, choline, serine, glycerol and inositol have been found, but not the
ester analogues phospholipid of the monomethyl and dimethyl ethanolamine. These
phospholipids may originate both from the archaeol as the caldarqueol (Corcelli,
2000, Koga & Morii, 2005). The presence of aminophospholipids and
aminophosphoglucolipids is common among methanogens, however this type of
lipid is absent in the halophilic and in the genus Thermoplasma (Gambacorta, et al.,

1995).

4.2.2. Glycolipids

They have been found in archaeals membranes a great variety, overall in
halophilic archaea. The glycolipids from methanogens differed in the nature of the
sugar residue, interglycosidic linkage and the lack of a sulfate group. Usually, they
are as glucose derivatived of diethers, while mannose and galactose have been

found in a few species (Koga, et al., 1993).

A variety of glycolipids has been also determined on membranes archaeal,

especially halophilic archaea. The mono, di, tri or tetraglycosyl derivatives are mainly
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in methanogens and neutrophilic halophiles, whereas the diether-based glycolipids
are generally identified in alkaliphilic halophiles and thermophiles (Gambacorta, et
al., 1995, Gambacorta, et al., 1994, Sprott, 1992). Saccharidic residues are composed

of glucose, mannose or galactose, all with pyranose configuration (Kates, 1993).

Some glycolipids described are:

¢ S-DGD-1: (mannosyl-6-sulfate-(1-2)-glucosyldiphintanylglyce rol) is majority
in the genus Haloferax (Kushwaha, et al., 1982). This type of lipids appears
minority in the genus Halobaculum, and in the species Halococcus
saccharovorum (Lanzotti, et al., 1988, Oren, et al., 1996). The desulfated
product (DGD-1) is presented as minority glycolipid in Haloferax (Oren, 2006).

¢ S-DGD-3: (mannosyl-2-sulfate-(1-4)-diphintanylglycerolglyco syl) is in
different species of Halorubrum, such as H. sodomense and H. Lacusprofundi
(Trincone, et al., 1990).

¢ TGD-2 (mannosyl-glucosyl-glucosyl-difitanilglicerol) is the most major
archaeol triglicosil in Haloarcula species(Evans, et al., 1980). It is a diglycosyl
archaeol of unknown structure (GD-2) but with mannose and glucose. This is a
minor component in the species of this genus (Oren, 2006).

¢ S-TGD-1 (galactosyl-(3)-sulfate-(1-6)-mannosyl (1-2)-glucosyl-
diphintanylglycerol) is present in the Halobacterium genus (Kates, 1978), and is
in the purple membrane(Corcelli, 2000). The desulfated form of triglycosyl
appears as the minority glycolipid Halobacterium salinarum and a tetraglycosyl

diphitanylglycerol (GDMA) (Smallbone & Kates, 1981).

Glycolipids, which are identified in methanogenic, are derivated mono or
diglycosilated of archaeol. Glycosidic residues are glucose and/or galactose with

conformation pyranose or furanose(Gambacorta, et al., 1994).
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4.2.3. Phosphoglycolipids

This type of lipids is often in the polar lipids created with caldarchaeol or
nonitolcaldarchaeol, because these components can be in both parts. And the lack of
symmetry in the molecule is one of the lipid features, whose structures are based in
tetraeter (Gambacorta, et al., 1994, Sprott, 1992). In fact, when the tetraether is
functional, one of the polar residues is glycosylated and the other of them is
phosphorylated (Gambacorta, et al., 1995). These lipids are the majority component
of membranes from Crenarchaeota kingdom, except in the Sulfolobales order which
is the only order where there is nonitolcaldarqueol. The myo-inosytol is the only
phospho- component detected in all cases. The sugars, which are in their structures,
are glucose and /or galactose in lipid caldarchaeol; and glucose or glucose-sulphate
in the case of derivatives nonitolcaldarqueol (Gambacorta, et al., 1994). Moreover,

the membrane of halophilic archaeal also contains analogs of cardiolpins. In

Hz{?—O’\/l\/\.)\/\/L/\/l\

CH,
H(IZ—OH
H

I 2
—OH

c
O
c=T

o
i‘::Hz ’\/l\/\/\‘\/\/k/\/!\
H?_O’\)\/\/L/\)\/\/‘\

H.C—0O

Fig. 13. The structure of archaeal cardiolipin or
bisphosphatidylglycerol.
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particular, both cardiolipins and glycosates cardiolipins have been found in halophilic
archaeal (Corcelli, 2009, Corcelli, et al., 2000, Corcelli, et al., 2004, Sprott, et al.,
2003). The archaeal (i.e. ether lipid) cardiolipin or bisphosphatidylglycerol (BPG) of
halophilic archaea (Figure 13) is a dimeric phospholipid containing four identical
branched Cyo lipid chains as it is synthesized at expense of phosphatidylglycerol
based on the 2,3-di-O-phytanyl-sn-glycerol diether lipid core (PG Czo, C20) (Lobasso,
et al., 2003, Lopalco, et al., 2004).

4.2.4. Neutral squalenes and other isoprenoids

Neutral lipids account for 5-20% of the membrane lipids. Quinones,
components of the neutral lipids fraction, play an important role in electro transport,
oxidative phosphorilation and active transport. Two major structural groups of
isopreid  quinones appear in  Archaea, the naphtoquinones and

benzothiophenquinones:

* Naphtoquinones are menaquinones (MK) o thermoplasmaquinones (TPQ)
and their variations in the length chain or the degree of saturation of the isoprenoid
chain.

¢ Benzothiophenquinones are identified by sulfur-containing quinones and
were isolates for the first time in the members of the Sulfolobales. They are of three
types: the CQ type (6-polyprenyl-5-methyl-thiobenzo-[b]-thiophene-4,7-quinone,
caldarielaquinone), the SQ type (6-polyprenyl-5-methylbenzo-[b]-thiophene-4,7-
quinone, sulfolobusquinone) and the SSQ type(2-polyprenyl-benzo-[1,2-b; 4,5-b’]-

dithiophene-4,8-quinone, tricyclic quinone)(Gambacorta, et al., 1994).

Menaquinones of the order Halobacteriales are mainly two, with 8
isoprenoids units, MK-8 with their hydrogenated form, MK-8(H2). The proportion of
these depends on the conditions of grown. And the minority menaquinones are MK-

7 y MK-7 (H2) (Tindall, 1990, Tindall, et al., 1991). Lack of homogeneity in the
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archaea is observed in their respiratory isoprenoid quinine composition, although
some general features can be outlined. Thus, halophiles have all of the described
menaquinones, while methanogens contain neither menaquinones norubiquinones,
in general lines. Thermophiles archaea possess mainly quinines with fully saturated
side chain and can be divided in two groups on the basis of the quinines with fully
saturated side chains and can be divided in two groups on the basis of the quinone
composition. The genera Thermoproteus and Archaeoglobus possess menaquinones
with Thermoplasma have menaquinones and thermoplamaquinones. Members of
the GNDT-type are considered taxonomic markers for this order (Gambacorta, et al.,

1994).

All archaea present archaeol in their membrane lipids, albeit in the trace
form, which suggests that it is the major lipid universal. Thus, this represents 100%
of the lipid composition in halophilic, and the main lipids in coccoid forms of
methanogenic and thermophilic Euryarchaeota kingdom, with the exception of
Thermoplasma. However, complexes lipid, which is derivated in archaeol structure,
are minority in thermophilic of the kingdom of Crenarchaeota, and are at different
proportions in methanogens. Within archaeol variants include macrocyclic forms as
essential lipid majority of the genus Methanococcus, and Methanosarcina and
Methanosaeta species contain hydroxiarchaeoles as nuclear lipid. The caldarchaeol
is present in methanogens, with some exceptions, constitutes the major lipid in the
total lipids present in the thermophilic of the kingdom of Crenarchaeota. The
nonitolcaldarqueol and its cyclic form has only been detected in the Order

Sulfolobales(Gambacorta, et al., 1995, Sprott, 1992).
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5. APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DE
MICROORGANISMOS EXTREMOFILOS

Las aplicaciones de los microorganismos extremoéfilos en procesos
industriales abren una nueva puerta en la biotecnologia, pudiendo ser utiles en:
industria bioenergética, industria alimentaria, en recuperacion medioambiental,
industria farmacéutica. En comparacion a la gran cantidad de estudios de grupos de
extremdfilos, como pueden ser los terméfilos o los alcaldfilos, los haldfilos han sido
escasamente estudiados a nivel del amplio potencial biotecnolégico que pueden
desarrollar. Aunque si que se ha centrado su estudio en puntos fisioldgicos,
bioquimicos y genéticos que son los que en la actualidad mds se estan explotando en

el estudio multidisciplinar.

En la industria bioenergética el interés por estos microorganismos radica en
la capacidad de producir biogas de forma limpia y econédmica. Las arqueas haldfilas
metandgenas son una parte vital del tratamiento de aguas residuales, realizando la
digestién anaerdbica de los residuos y produciendo biogas. Estos microorganismos
han sido muy bien descritos en ambientes alcalinos e hipersalinos (Boone, et al.,

1989).

También las arqueas haldfilas productoras de bacteriorrodopsina tienen
importancia basandose en el ciclo catalitico de la proteina y las funciones
moleculares de foto-eléctrica, fotocromaticos y transporte de protones, lo que hace
de esta proteina una molécula estratégica con potenciales aplicaciones en
biotecnologia. Tales aplicaciones incluyen peliculas de proteinas, utilizadas en los
implantes de retina artificial, moduladores de luz, memorias Odpticas
tridimensionales, sensores fotocromicos de color, fotocromaticas y papeles
electrocrémicos y de tinta, camuflaje bioldgico y detectores de fotos (Saeedi, et al.,

2012).
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Las arqueas aciddfilas son también prometedoras en mineria para la
extraccion de metales tales como oro, cobalto y cobre (biomining). Sin embargo,
tienen el inconveniente de generar residuos acidos que provocan la contaminacién
generalizada del medio ambiente, por lo que hoy dia siguen siendo estudiados para
salvar este inconveniente frente a la gran cantidad de beneficios que presentan

(Johnson, 1998).

Las arqueas extremdfilas, en particular las resistentes a las altas
temperaturas o a los extremos de acidez y alcalinidad, son una importante fuente de
enzimas que puede funcionar bajo estas duras condiciones. La principal razén de
seleccionar las enzimas a partir de microorganismos extremdfilos es la elevada
estabilidad que poseen y la disminucion del riesgo de contaminacion. En la
obtencion de enzimas podriamos extendernos mucho, pero Unicamente
destacaremos la obtencién de las DNA polimerasas termoestables, como la DNA
polimerasa Pfu obtenida de Pyrococcus furiosus y la DNA Polimerasa Th de Thermus
aquaticus, las cuales han revolucionado la biologia molecular, al permitir el uso de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) como método simple, rapido y eficiente
para la amplificaciéon especifica de secuencias de DNA. Sin embargo, se ha
demostrado que modificaciones producidas por las enzimas psicréfilas que permiten
una flexibilidad conformacional a bajas temperaturas, es opuesta a aquellas que
confieren termoestabilidad a proteinas de termdfilos (Canganella & Wiegel, 2011,
Russell, 2000). Por otro lado destacar que Madern (Madern, et al., 2000), describe la
capacidad que tienen ciertas enzimas haldfilas de crear una cubierta protectora en
ambientes de baja actividad de agua para asi desarrollar una actividad catalitica,

propiedad que podria ser interesante en diversas aplicaciones.

En la industria alimentaria, los microorganismos haléfilos han tenido un
interés muy elevado desde el inicio, ya que eran los causantes de la biodegradacion
de distintos alimentos, como los alimentos en salazén, en donde las pérdidas

econdmicas han sido impresionantes. Afortunadamente su estudio ha ampliado las
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posibilidades de condimentacidn de los alimentos, ya que a partir de estos surgié la
salsa de Tai, muy utilizada en el continente asidtico (Thongthai & Suntinanalert,
1991); asi como la salsa fermentada de higado de calamar obtenida de la bacteria

haléfila moderada Tetregenococcus muruaticus (Juste, et al., 2012).

A otro nivel, dentro de la industria alimentaria, distintos microorganismos
son productores de amilasas, galactosidasas y pululanasas, como son diferentes
especies de Pyrococcus, que realizan su funcidon a mas de 100 °C, lo que permite la
elaboracion de alimentos a altas temperaturas, tales como leche baja en lactosa y
suero de leche. Pero estas enzimas no solo podrian ser aplicadas en la industria
alimentaria, sino que desarrollan papeles importantes en la fabricacion de
detergentes o en la creacidén de papel y pasta. Los exopolisacaridos de estas arqueas
poseen un alto poder viscosizantes o espesante, con la importante ventaja de ser
estable a elevadas concentraciones de sal, a diferencia de otros polisacaridos que
poseen elevado valor comercial como el Xantano (Oren, 2010, Pfiffner, et al., 1986,

Vijayendra & Shamala, 2013).

Dentro de las aplicaciones a nivel medioambiental podemos destacar que
su alto interés radica en la capacidad de los haléfilos en biodegradar substratos
téxicos, asi como en el tratamiento de residuos (Ramos-Cormenzana, 1991). En
ciertas arqueas haldfilas se ha comprobado su capacidad degradadora de alcanos e
hidrocarburos aromaticos(Bertrand, et al.,, 1990), compuestos toxicos
organofosforados (Defrank & Cheng, 1991), compuestos aromaticos nitro derivados

(Oren, et al., 1991), seguido de un largo etcétera .

Dentro de la industria farmacéutica la busqueda de nuevas sustancias
antimicrobianas ha dado como resultado una nueva clase de antibidticos
potencialmente Utiles que se derivan de este grupo de organismos. No obstante no
se centra Unicamente en la busqueda de sustancias antibidticas sino que se amplia el

campo, ya que los metabolitos microbianos secundarios pueden ser aplicados como
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tratamiento de enfermedades no causadas por microorganismos (Pettit, 2011). En
concreto existe un interés especial por los organismos haléfilos y halotolerantes,
debido a la alta diversidad y a los mecanismos que han desarrollado para adaptarse
al medios hipersalinos, lo que genera una posible produccién de metabolitos
primarios y secundarios de alto interés (Blunt, et al., 2013, Faulkner, 2002). De modo
que el descubrimiento de nuevas sustancias de valor terapéutico depende de la
recuperaciéon de estos organismos del medio ambiente y de su cultivo, de ahi que en
la actualidad bastantes lineas de investigacion se centren en el conocimiento de la

poblacidn de extremofilos.

Los solutos compatibles son compuestos altamente solubles, de bajo peso
molecular que hacen que las haldfilas puedan sobrevivir en medios de altas
salinidades. Estos microorganismos son capaces de, o tomar los solutos del medio en
el que habitan, o bien sintetizarlos. Los solutos compatibles incluyen aminoacidos,
hidratos de carbono o sus derivados, azlcares y polioles. Ademas de sus efectos
estabilizadores, que ofrecen una multitud de aplicaciones biotecnolégicas
fisioldgicos que van desde estabilizadores de biomoléculas, agentes de estrés de
proteccion a los agentes terapéuticos y principios activos de cosméticos, pero sobre
todo las de preparados enzimdticos y medicamentos de relativa dificultad para la

conservacion (Galinski & Lippert, 1991, Shivanand & Mugeraya, 2011).

Destacar que la produccion tipica de pigmento de las haléfilas, como B-
carotenos, poseen poder preventivo de cancer y son fuentes de vitamina A, la cual es
muy util para evitar la ceguera nocturna. Los carotenoides rojos-anaranjados,
destacan por su capacidad protectora frente a los procesos de fotooxidacién, de ahi
que puedan ser usados como agentes cosméticos en las cremas solares tanto
protectoras como las que favorecen la pigmentacion(Oren, 2010). Para el
diagnéstico de cancer se ha comprobado su utilidad, ya que el cancer de colon o de
recto, generan unos anticuerpos frente a una proteina de 84Kda, aislada de

Halobacterium halobium. Pero gracias a la capacidad de modificar la respuesta
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biolégica inmune, las sustancias antimicrobianas que producen estos
microorganismos tienen una accion directa sobre el mecanismo carcinogénico
(Benmahrez, et al., 1991). O como es el caso del “berkelic acid”, obtenido de un
extremdfilo que habita en una mina de cobre a cielo abierto abandonada, la cual
presenta aguas dcidas junto con metales. Esta biomolécula ha demostrado actividad

selectiva contra el cancer de ovario (Wilson & Brimble, 2010).

Ademas, uno de los problemas, que desgraciadamente en la actualidad en
el mundo occidental esta creciendo de forma exponencial, es la obesidad, es decir,
el desequilibrio entre la energia que se ingiere y la que se consume. El tratamiento
de la obesidad es muy importante, ya que de este derivan muchas enfermedades
crénicas, considerando también la obesidad como una enfermedad crénica. La
Spirulina es un ejemplo de alga microscépica haldfila, que ha sido utilizado contra la
obesidad, ya que tiene la capacidad de ser un adelgazante a la par que aditivo
nutricional (Becker, et al., 1986, Sironval, 1993). Sin embargo no es el Unico
microorganismo con aplicacién en este campo, en general, la presencia de arqueas
como parte de la microbiota natural del colon puede influir en fermentacién de los
alimentos ingeridos, y de forma indirecta en la obesidad. Sin embargo, actualmente
no esta claro si la presencia de arqueas influencia el balance energético. Por lo tanto,
se necesitan mas estudios para investigar si Archaea jugar un papel en obesidad

(Fernandes, et al., 2013).

Los liposomas son vesiculas constituidas por bicapas fosfolipidicas
concéntricas, alternadas con compartimentos acuosos que poseen una arquitectura
molecular que les permiten captar una variedad de agentes activos. Cuando para la
elaboracion de estos liposomas utilizamos los lipidos de las membranas de las
arqueas, se obtiene un nuevo tipo de liposoma denominado arqueosoma. Estos se
forman de manera espontanea, cuando los lipidos de las arqueas se ponen en
contacto con una solucidn acuosa, generando, en consecuencia, un medio de

transporte del principio activo al lugar de actuacién. La preparacion de arqueosomas
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a partir de lipidos de arqueas haldéfilas extremas constituye una de las lineas de
investigacion desarrolladas por nuestro grupo de investigacion (BIO-190). Debido a
las dptimas caracteristicas de estabilidad que presentan ante diferentes situaciones
de estrés. Nuestros ultimos resultados han mostrado que mediante esta forma
farmacéutica, un hidro-glucocorticoide de potencia moderada (dipropionato
betametasona), con accion antiinflamatoria e inmunosupresora, mejora su eficacia
en la aplicacion topica sobre la piel enferma (Gonzélez-Paredes, et al., 2011). Por
otro lado, también se vehiculizaron antioxidantes de origen natural con
extraordinarios resultados (Gonzalez-Paredes, et al., 2010). La amplia variedad de
lipidos que encontramos en los microorganismos haléfilos conduce a que se
contintden buscando nuevas especies y en consecuencia nuevas posibles lipidos, ya
que los lipidos de membrana de las arqueas haldéfilas extremas poseen una clara
diferencia en su composicién en relacién a las bacterias, y derivan de diéteres y

tetraéteres difitanilglicerol, arqueoles (Corcelli & Lobasso, 2006).

En la actualidad se investiga sobre nueva lineas de aplicacion de
microorganismos haldfilos, como pudiera ser para uso como probidticos,
nutracéticos, tratamiento del acné, etc... (Baquero & Nombela, 2012, Murillo &

Raoult, 2013, Oren, 2010).

Solo el tiempo y numerosos estudios que se realizan podran determinar si
son activos en estas lineas y en otras muchas que estan por determinar. La
biotecnologia de extremdfilos estd en sus comienzos, pero se desarrolla
rapidamente, por lo que en breve las aplicaciones se verdn exponencialmente

aumentadas.
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Los ambientes hipersalinos suponen una fuente de amplia biodiversidad
microbiana e interés por sus consecuentes rutas metabdlicas, caracteristicas
fisioldgicas, comportamientos moleculares y mecanismos de adaptacion a
condiciones consideradas como extremas, que pueden conducir a procesos Yy
productos biotecnoldgicos de creciente interés (Taylor, et al., 2012). Esto se
confirma con la gran cantidad de especies que cada afio son descritas y que, en su
mayoria, pasan de ser especies no cultivables a poder ser cultivadas. Este hecho
refleja la necesidad de obtener nuevos aislamientos y estudiar ecosistemas que
anteriormente fueron considerados hostiles para la vida y donde actualmente

encontramos vida gracias a nuevas metodologias.

El presente trabajo se ha centrado en el aislamiento y estudio taxondmico
de cepas con posible interés biotecnolégico en los siguientes ambientes hipersalinos

localizados en Andalucia:

- La laguna salada de Fuente de Piedra, humedal salino localizado en
el interior de la provincia de Malaga, reutilizado en la actualidad
como parque natural (ZEPA, zona de especial proteccion para
aves) donde numerosas especies de aves, destacando el flamenco
rosa, lo usan como parada en sus periodos migratorios.

- Las salinas de interior de La Malah3, situado en la comarca del
Quempe (interior de la provincia granadina), utilizadas desde el
tiempo de los romanos como salineras y a las que actualmente
sigue dandose el mismo uso por una sociedad limitada,
aprovechando la orografia de la zona.

- Y por ultimo, las salinas solares de Santa Maria de Jesus, salinas
marinas de la Bahia de Cadiz en Chiclana, actualmente
reutilizadas como centro educativo. En ellas se desarrolla la
misma actividad que siglos atras, la obtencién de sal a partir de

una serie de cristalizadores surtidos con agua del mar.
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Estos tres ecosistemas reunen caracteristicas para ser definidos como
ambientes extremos: alta salinidad, variaciones de temperatura y sequedad vy
presencia de fuentes de agua (mar, surgencias subterrdneas y/o superficiales); y
permiten el desarrollo y crecimiento de una biota extremdfila. Ademas, siguen

siendo ambientes con recursos a explorar a nivel de descripcién microbiana.

El grupo de investigacion BIO-190 “Microorganismos haldfilos vy
biorremediacion ambiental” de la Universidad de Granada ha desarrollado a lo largo
de su historia multiples proyectos asociados al estudio y aplicacion de
microorganismos haldfilos extremos y moderados. Entre sus ultimos estudios se
encuentra el proyecto CGL2008-00447 “Seleccién y estudio de arqueas haléfilas con
potencial aplicacion tecnoldgica”, financiado por el Ministerio de Ciencia e
Innovacién, proyecto centrado en contribuir a la descripcidon de ambientes salinos
andaluces y a la descripcién de posibles nuevas especies con un importante

potencial, y en el que se encuadra la presente tesis doctoral,

De forma especifica, los objetivos concretos planteados para el desarrollo

del presente trabajo son:

. Describir microbiolégicamente los ambientes seleccionados bajo

las condiciones estacionales en las que se desarrollé el muestreo.
Il Aislar y seleccionar microorganismos haldfilos de los ecosistemas
salinos localizados en Andalucia basandose en técnicas cldsicas de

cultivo.

IIl. Realizar un estudio fenotipico de las cepas microbianas

seleccionadas.
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VL.

Crear agrupaciones de cepas microbianas por la utilizacién de la
taxonomia numérica y seleccionar representantes de éstas, para su

posterior estudio por medio de técnicas moleculares.

Identificar y clasificar mediante métodos moleculares los
aislamientos de haldéfilos en grupos taxondmicos conocidos para
definir la microbiota de las salinas andaluzas en el momento del

muestreo.

Analizar el perfil lipidico de nuevas arqueas mediante tecnologias

de alta resolucion (HTPLC, MALDI-Tof y la combinacién de ambas).

Describir nuevos taxa de arqueas y/o bacteria haléfilas en base a sus caracteristicas

polifasicas: taxondmicas y filogenéticas.
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1. MUESTREO Y AISLAMIENTO

1.1. ZONAS DE MUESTREO

Las dreas de muestreo seleccionadas en Andalucia (Figura 14) para la
busqueda de arqueas y bacterias haléfilas extremas y moderadas, estaban en la zona
oriental de la comunidad: La salina de Fuente de Piedra (Malaga) y La Malaha
(Granada), ambas salinas de interior o atalasohalinas; y en la zona occidental, la

talasohalina de Santa Maria de Jesus, Chiclana, en la Bahia de Cadiz.

EXTREMADURA

Fig. 14. Mapa geografico de Andalucia con las localizaciones de las zonas de muestreo.

Dentro de cada una de estas zonas, se recogieron muestras en diferentes

puntos y estas fueron tanto de agua, como de sedimento.

- Las muestras de la salina de Fuente de piedra (Malaga) fueron recogidas el 14

octubre de 2009, en concreto se coleccionaron cinco muestras diferentes, de
las de cuales dos de ellas fueron de agua (A1FP y A2FP) con sus

correspondientes muestras de sedimentos (S1FP y S2FP). Mientras que del
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tercer punto de recogida, Unicamente se pudo recoger agua (A3FP) (Figura

15).

ZONA DE
MUESTREO

Fig. 15. llustracién de la laguna de Fuente de Piedra.

La salina localizada en La Malahd (Granada), fue muestreada el 6 de
noviembre de 2009, de la cual se recogieron muestras en tres puntos
diferentes dentro de la zona indicada (Figura 16). El primer punto escogido,
fue un cristalizador coloreado de rojo debido a la presencia de haléfilos
extremos, de donde se recogié una muestra de agua (A1LM) procedente del
primer cristalizador con una temperatura de 15 °C y una muestra de
sedimento de este mismo cristalizador (S1LM). El segundo punto, fue un
cristalizador donde la evaporacidon de agua permite que los margenes del
cristalizador estuvieran constituidos por halitas (cristales de sal): A2LM fue la
muestra de agua de este segundo cristalizador con una temperatura de 14 2C
y su respectivo sedimento S2LM. Por ultimo S3LM, que representa la ultima
muestra recogida, procedente de tierra contigua a la salina, la cual

presentaba costras de sal.
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ALLM/SILM - e=A2LM/S2LM

4

Fig.16. Cristalizadores de la atalasosalina de La Malaha (Granada).

- El 16 de noviembre del 2009, se recogieron muestras en las salinas de Santa
Maria_de Jesus (Chiclana, Bahia de Cadiz). Estas fueron tomadas de
diferentes puntos (Figura 17), el primero (A1BC y S1BC) de un cristalizador

que presentaba una coloracion rosidcea, donde el agua poseia una

Compuerta

Vuelta de Fuera
i
Centro de Visitantes

______

\
\ Casa Salinera

\

\

Inicio de senderos

In\k\.io de senderos

T Entrada a las Salinas

Fig.16. Esquema de la salinas de Santa M2 de Jesus, Chiclana, Bahia de Cadiz.

95



temperatura de 172C y mas del 15% de salinidad. El segundo punto (A2BC y
S2BC) fue de la entrada de agua a los cristalizadores, zona denominada
“Vueltas del Periquillo”, aqui la temperatura era de 20 2C y un 13 % de
salinidad. El canal exterior del cristalizador representa el tercer punto (A3BCy
S3BC) con una coloracién violacea, 18 2C y un 11 % de salinidad presente en
el agua. Finalmente, el cuarto punto (A4BC y S4BC) se recogid de otro
cristalizador con coloracién blanquecina con una temperatura de 19 2Cy el 14

% de salinidad.

Para la recoleccién de las muestras se usaron “Falcon” estériles de 10 mL, con
tapon de rosca. Las diferentes muestras, fueron procesadas en el mismo dia, sin
superar un maximo de 8 horas entre la toma de muestras y su procesamiento a
temperatura ambiente. Todas ellas se trabajaron por triplicado, asigndandoles un

cédigo, para que exista un trazabilidad al final del trabajo.

1.2. MEDIO Y CONDICIONES DE CULTIVO

Para el aislamiento de cepas haldfilas se utilizé el medio de cultivo HM
(Tabla 2) (Ventosa, et al., 1982b) con un rango de concentraciones de CINa del 0O, 5,

10, 15, 20y 25% (p/Vv).

Tabla 2. Composicion del medio HM.

Sales Cantidades
Glucosa 09¢g
Extracto de levadura 45¢g
Proteasa de peptona 45¢g

Agar tipo Europeo 18 g (al 20%)

H20 destilada c.p.s. 900mL




MATERIALES Y METODOS

Tabla 3. Stock de sales 30 % (Subov.).

Sales Cantidades
NaHCO3 0.36¢g

NaBr 1.26g
CaCL2-2H20 1.98¢g

KCl 10.81¢g
MgCl2-6H,0 75.60 g
MgS04-7H,0 108 g

NaCl 421.20¢g
FeCl3-6H20 [0.5% (p/V)] XVII (gotas)
H,0 destilada c.p.s. 1800 mL

Cada uno de los medios se ajusta a un pH de 7.3 a 25 2C, para lo cual
afadimos solucién de NaOH 5 M. Para la preparacién de los medios a distintas
salinidades, parte del volumen que compone el medio de cultivo lo constituye un
stock de sales de Subov al 30 % (Tabla 3) (Rodriguez-Valera, et al., 1981, Subov,

1931), con cuya suplementacion al medio, conseguimos la salinidad deseada.

Junto con el medio HM a distintas concentraciones de sal, también se utilizd
el medio OS (Tabla 4) (Oesterhelt & Stoeckenius, 1974). Este medio se utiliza para el

aislamiento de arqueas haldfilas, como Halobacterium salinarium.

Todos estos medios se esterilizan por medio de autoclave a 112 2C/ 30 min
con una sobrepresién atmosférica de 0.5 ATM. Posteriormente se reparten en placas

Petri estériles y se conservan a 4 2C hasta su uso.
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Tabla 4. Composicion del medio OS.

Componentes Cantidades
NacCl 250¢g
MgS04-7H-0 20g
Citrato trisddico-2H20 3g

KCl 2g
Proteasa de peptona 10g

Agar tipo Europeo (20%) 20g
Solucién de metales traza* 100 pL

H20 destilada c.s.p. 1000 mL

* Solucion de metales traza.

Sales Cantidades
ZnS04-7H20 6.6¢g
MnSO4-H20 17¢

Fe(NH4)SO+6H,0  3.9g

CuSO04-5H,0 07¢g
ZnS04-7H20 6.6
H20 destilada c.s.p 1000 ml

*El pH del medio ajustado a 7.3 a 25 °C.

1.3. TECNICA DE AISLAMIENTO A PARTIR DE LAS
MUESTRAS

Para realizar el aislamiento de los microorganismos haléfilos a partir de las
distintas muestras, se inocularon 100 pL de la muestra recogida, asi como de sus
respectivas diluciones (de 10! a 10%), sobre los distintos medios de cultivo

seleccionados, realizando una extension homogénea de la alicuota sembrada
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mediante el uso de asas de Digralsky. Las placas inoculadas, se introdujeron en
bolsas de plastico, y se cerraron, para evitar la desecacion del medio. Se incubaron
en una estufa a 37 2C durante aproximadamente 4 semanas, siendo examinadas a

término de cada semana.

1.4. SELECCION DE CEPAS

Finalizadas las cuatro semanas de incubacién, cada cepa microbiana
considerada como distinta se le asignd un cddigo, en el que se tiene presente el
medio del que procede, asi como de la concentracion de sales del mismo; a la par
que se caracterizaba en color y proporcién de cepa en la placa y se procedid a

resiembras en el mismo tipo de medio de origen.

De manera que partimos de un total de 426 cepas, las cuales fueron
reducidas a solo aquellas que fuesen principalmente haldfilas extremas, siendo las
halotolerantes de amplio intervalo salino de crecimiento excluidas. Asi pues, para el
presente estudio quedaron 268 cepas de los tres ambientes salinos andaluces

(Tablas 5,6y 7):

- Fuente de Piedra cuenta con 92 cepas aisladas.
- La Malaha con 76.
- Bahia de Céadiz con 100.

Tabla 5. Cepas seleccionadas procedentes de la Laguna de Fuente de
Piedra (Malaga).

LUGAR DE MEDIO DE
CEPAS COLORACION
PROCEDENCIA CULTIVO
A1FP-1 AFP1 oS Roja
A1FP-2 AFP1 () Roja-teja
A1FP-3 AFP1 (0N Rosa
A1FP-4 AFP1 25% HM Roja
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Tabla 5. Cepas seleccionadas procedentes de la Laguna de Fuente de

Piedra (Malaga).

CEPAS LUGAR DE MEDIO DE COLORACION
PROCEDENCIA CULTIVO
A1FP-5 AFP1 25% HM Roja
A1FP-6 AFP1 25% HM Rosa
A1FP-7 AFP1 15% HM Blanca-rosa
A1FP-8 AFP1 15% HM Roja
A1FP-9 AFP1 15% HM Roja
A1FP-11 AFP1 10% HM Blanca
A1FP-12 AFP1 10% HM Amarilla
A1FP-14 AFP1 0os Roja
A1FP-15 AFP1 0os Roja
A1FP-16 AFP1 25% HM Roja
A1FP-17 AFP1 25% HM Roja
A1FP-18 AFP1 20% HM Roja
A1FP-19 AFP1 20% HM Roja
A1FP-20 AFP1 15% HM Blanca-rosa
A1FP-21 AFP1 15% HM Roja
A1FP-22 AFP1 15% HM Roja
A2FP-1 AFP2 (0N Rojo
A2FP-2 AFP2 (0N Rojo
A2FP-3 AFP2 (0N Amarilla
A2FP-4 AFP2 (0N Rojo
A2FP-5 AFP2 25% HM Rojo
A2FP-6 AFP2 25% HM Rojo
A2FP-7 AFP2 25% HM Rojo
A2FP-10 AFP2 20% HM Rojo
A2FP-11 AFP2 20% HM Rojo
A2FP-15 AFP2 10% HM Marrén
A2FP-16 AFP2 10% HM Marrén
A2FP-17 AFP2 10% HM Amarilla
A2FP-19 AFP2 (0N Crudo
A2FP-20 AFP2 (0N Rojo
A2FP-21 AFP2 25% HM Rosa
A2FP-22 AFP2 25% HM Rojo
A2FP2122T AFP2 25% HM Incolora
A2FP-23 AFP2 20% HM Incolora-rojo
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Tabla 5. Cepas seleccionadas procedentes de la Laguna de Fuente de

Piedra (Malaga).

CEPAS LUGAR DE MEDIO DE COLORACION
PROCEDENCIA CULTIVO

A2FP-24 AFP2 20% HM Rosa
A2FP-26 AFP2 15% HM Rojo
A3FP-1 AFP3 (0N Rosa
A3FP-2 AFP3 0os Rojo
A3FP-3 AFP3 25% HM Rojo
A3FP-4 AFP3 25% HM Rojo
A3FP-5 AFP3 25% HM Rojo
A3FP-6 AFP3 25% HM Rosa
A3FP-8 AFP3 20% HM Rosa
A3FP-10 AFP3 15% HM Rojo
A3FP-13 AFP3 10% HM Incolora-rojo
A3FP-16 AFP3 oS Rojo
A3FP-17 AFP3 oS Rojo
A3FP-18 AFP3 25% HM Rojo
A3FP-19 AFP3 25% HM Rojo
A3FP-20 AFP3 20% HM Rojo
A3FP-21 AFP3 20% HM Rojo
A3FP-22 AFP3 15% HM Rojo
A3FP-23 AFP3 15% HM Naranja pastel
S1FP-2 SFP1 (0N Rojo
S1FP-3 SFP1 (0N Rojo
S1FP-4 SFP1 (0N Rojo
S1FP-5 SFP1 25% HM Burdeos
S1FP-6 SFP1 25% HM Rojo
S1FP-7 SFP1 25% HM Rojo
S1FP-8 SFP1 20% HM Rojo
S1FP-9 SFP1 20% HM Rojo
S1FP-10 SFP1 20% HM Rojo
S1FP-11 SFP1 25% HM Incolora-rojo
S1FP-12 SFP1 15% HM Rojo
S1FP-13 SFP1 15% HM Rosa
S1FP-17 SFP1 10% HM Amarilla
S2FP-1 SFP2 (0N Rosa
S2FP-2 SFP2 oS Rojo
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Tabla 5. Cepas seleccionadas procedentes de la Laguna de Fuente de
Piedra (Malaga).

CEPAS LUGAR DE MEDIO DE COLORACION
PROCEDENCIA CULTIVO
S2FP-3 SFP2 oS Rojo
S2FP-4 SFP2 (0N Rojo
S2FP-5 SFP2 25% HM Berenjena
S2FP-6 SFP2 25% HM Rojo
S2FP-7 SFP2 25% HM Berenjena
S2FP-8 SFP2 25% HM Rosa
S2FP-9 SFP2 25% HM Teja
S2FP-10 SFP2 25% HM Rosa
S2FP-12 SFP2 25% HM Rojo marrén
S2FP-13 SFP2 20% HM Blanca-rosa
S2FP-14 SFP2 20% HM Rosa
S2FP-15 SFP2 20% HM Blanca
S2FP-16 SFP2 20% HM Rojo
S2FP-20 SFP2 15% HM Burdeos
S2FP-21 SFP2 15% HM Chocolate
S2FP-22 SFP2 15% HM Rojo
S2FP-23 SFP2 15% HM Rojo
S2FP-24 SFP2 15% HM Rojo
S2FP-25 SFP2 15% HM Rojo
S2FP-27 SFP2 15% HM Rojo-rosa

*AFP, Agua Fuente de Piedra; SFP, Sedimento Fuente de Piedra

Tabla 6. Cepas seleccionadas procedentes de la salina dela Malaha (Granada).

LUGAR DE MEDIO DE

CEPAS COLORACION
AISLAMIENTO CULTIVO

AlLM-1 1AC 0s Morada
AlLM-2 1AC (0N Rojo
AlLM-4 1AC 0s Amarilla
A1LM-7 1AC (O Rosa-morada
AlLM-8 1AC 25% HM Rojo
AlLM-9 1AC 25% HM Rojo
AlLM-10 1AC 25% HM Blanca
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Tabla 6. Cepas seleccionadas procedentes de la salina dela Malaha (Granada).

CEPAS tUGAR DE MEDIO DE COLORACION
AISLAMIENTO CULTIVO

AlLM-11 1AC 25% HM Rosa
AlLM-12 1AC 25% HM Berenjena
AlLM-14 1AC 20% HM Naranja
Al1LM-15 1AC 20% HM Blanca
AlLM-18 1AC 20% HM Yema
AlLM-21 1AC 20% HM Rojo
Al1LM-22 1AC 15% HM Crema
AlLM-23 1AC 15% HM Naranja pastel
AlLM-24 1AC 15% HM Marrén
Al1LM-25 1AC 15% HM Naranja
AlLM-26 1AC 15% HM Rojo
AlLM-28 1AC 15% HM Rosa
Al1LM-30 1AC 10% HM Naranja
A2LM-1 2AC (ON) Rosa
A2LM-2 2AC (ON) Rosa-naranja
A2LM-3 2AC (0N Crema
A2LM-4 2AC 25% HM Rosa
A2LM-5 2AC 25% HM Rojo
A2LM-6 2AC 25% HM Rojo
A2LM-8 2AC 20% HM Rojo
A2LM-9 2AC 20% HM Rojo
A2LM-10 2AC 20% HM Marrén
A2LM-12 2AC 20% HM Blanco-marrdn
A2LM-16 2AC 15% HM Rosa
A2LM-19 2AC 15% HM Amarillo
A2LM-23 2AC 15% HM Naranja
S1LM-2 1SC (ON) Transparente-crudo
S1LM-3 1SC (ON) Crema
SiLmM-4 1SC (ON) Naranja
S1LM-5 1SC (ON) Amarillo
S1LM-6 1SC 0os Rojo
S1LM-8 1SC 25% HM Ocre-verde
S1LM-11 1SC 25% HM Rosa
S1LM-12 1SC 25% HM Rojo
S1LM-13 1SC 25% HM Rojo

103



Tabla 6. Cepas seleccionadas procedentes de la salina dela Malaha (Granada).

CEPAS tUGAR DE MEDIO DE COLORACION
AISLAMIENTO CULTIVO

S1LM-14 1SC 25% HM Rosa
S1LM-15 1SC 20% HM Naranja
S1LM-16 1SC 20% HM Crema
S1LM-17 1SC 20% HM Rojo
S1LM-18 1SC 20% HM Rosa
S1LM-19 1SC 20% HM Naranja
S1LM-20 1SC 20% HM Rojo
S1LM-21 1SC 20% HM Crema
S1LM-22 1SC 20% HM Marrén-claro
S1LM-30 1SC 10% HM Rosa
S1LM-32 1SC 10% HM Naranja
S2LM-1 2sC (0N Rojo
S2LM-2 2sC (0N Rojo
S2LM-3 2sC oS Crema
S2LM-4 2SC (O Rosa brillante
S2LM-5 2sC oS Rojo
S2LM-6 2sC 25% HM Crema
S2LM-7 2sC 25% HM Rosa
S2LM-8 2sC 25% HM Crema
S2LM-9 2sC 25% HM Naranja
S2LM-12 2sC 20% HM Blanca
S2LM-15 2sC 15% HM Rosa
S2LM-18 2SC 15% HM Marrén-claro
S2LM-19 2sC 15% HM Rojo
S2LM-21 2SC 10% HM Blanca
S3LM-2 SPH (0N Rosa
S3LM-5 SPH 25% HM Crudo
S3LM-6 SPH 25% HM Rojo
S3LM-7 SPH 20% HM Marrén
S3LM-8 SPH 20% HM Crema
S3LM-10 SPH 20% HM Marrén
S3LM-12 SPH 20% HM Rojo
S3LM-13 SPH 15% HM Marron
S3LM-15 SPH 15% HM Salmon
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*AC, Agua de cristalizador; SC, suelo cristalizador;
SPH, suelo préximo con halita.
Tabla 7. Cepas seleccionadas procedentes de las salinas de Santa Maria de

Jesus, (Chiclana, Cadiz).
CEPAS tUGAR DE MEDIO DE COLORACION
AISLAMIENTO CULTIVO
A1BC-2 AC-A oS Rojo
A1BC-3 AC-A (O Blanca-crema
A1BC-4 AC-A 25% HM Crema
A1BC-5 AC-A 25% HM Ocre
A1BC-6 AC-A 25% HM Roja
A1BC-8 AC-A 20% HM Ocre
A1BC-11 AC-A 15% HM Marrén
A1BC-16 AC-A 10% HM Ocre
A2BC-1 AVP (0N Rosa
A2BC-2 AVP oS Ocre
A2BC-3 AVP oS Crema
A2BC-4 AVP 25% HM Marrén-amarilla
A2BC-5 AVP 25% HM Rojo
A2BC-6 AVP 25% HM Rosa palo
A2BC-7 AVP 25% HM Rojo-naranja
A2BC-8 AVP 25% HM Rosa
A2BC-9 AVP 25% HM Rojo
A2BC-10 AVP 20% HM Ocre
A2BC-11 AVP 20% HM Rojo
A2BC-14 AVP 20% HM Marrén
A2BC-15 AVP 15% HM Amarilla
A2BC-17 AVP 15% HM Marrén
A2BC-18 AVP 15% HM Crema
A2BC-19 AVP 15% HM Crema
A2BC-21 AVP 10% HM Amarilla
A3BC-1 AC-B 0os Rojo
A3BC-2 AC-B (0N Rojo-rosa
A3BC-3 AC-B (0N Blanca
A3BC-4 AC-B (O Incolora
A3BC-5 AC-B 25% HM Rosa-rojo
A3BC-6 AC-B 25% HM Crema
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Tabla 7. Cepas seleccionadas procedentes de las salinas de Santa Maria de
Jesus, (Chiclana, Cadiz).

CEPAS tUGAR DE MEDIO DE COLORACION
AISLAMIENTO CULTIVO
A3BC-7 AC-B 25% HM Rojo
A3BC-8 AC-B 25% HM Rojo
A3BC-9 AC-B 20% HM Rosa-rojo
A3BC-10 AC-B 20% HM Rosa-rojo
A3BC-11 AC-B 20% HM Rojo
A3BC-12 AC-B 20% HM Blanca
A3BC-16 AC-B 15% HM Rosa
A3BC-19 AC-B 10% HM Marrén
A4BC-1 AC-C oS Roja
A4BC-2 AC-C 25% HM Rosa
A4BC-3 AC-C 25% HM Rosa
A4BC-4 AC-C 25% HM Roja
A4BC-5 AC-C 25% HM Roja
A4BC-6 AC-C 25% HM Roja
A4BC-7 AC-C 20% HM Roja
A4BC-8 AC-C 20% HM Roja
A4BC-9 AC-C 20% HM Roja
A4BC-10 AC-C 15% HM Roja
A4BC-11 AC-C 15% HM Ocre
A4BC-14 AC-C 15% HM Blanca
A4BC-16 AC-C 10% HM Naranja
S1BC-1 SC-A (O Roja
S1BC-2 SC-A (O Roja
S1BC-4 SC-A 25% HM Roja
S1BC-5 SC-A 25% HM Roja
S1BC-6 SC-A 25% HM Naranja-roja
S1BC-7 SC-A 20% HM Roja
S1BC-8 SC-A 20% HM Crema
S1BC-10 SC-A 15% HM Roja
S1BC-11 SC-A 15% HM Roja
S1BC-12 SC-A 15% HM Roja
S2BC-2 SVP (O Rosa
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Tabla 7. Cepas seleccionadas procedentes de las salinas de Santa Maria de
Jesus, (Chiclana, Cadiz).

CEPAS tUGAR DE MEDIO DE COLORACION
AISLAMIENTO CULTIVO
S2BC-4 SVP oS Rojo
S2BC-5 SVP 25% HM Rosa
S2BC-6 SVP 25% HM Roja
S2BC-7 SVP 25% HM Roja
S2BC-8 SVP 25% HM Crema
S2BC-9 SVP 20% HM Crudo
S2BC-10 SVP 20% HM Naranja
S2BC-12 SVP 20% HM Marrén
S2BC-13 SVP 20% HM Marrén
S2BC-15 SVP 20% HM Roja
S2BC-19 SVP 15% HM Roja
S2BC-20 SVP 15% HM Marrén
S2BC-22 SVP 15% HM Naranja
S2BC-23 SVP 15% HM Roja
S2BC-24 SVP 10% HM Marrén
S2BC-27 SVP 10% HM Naranja
S2BC-28 SVP 10% HM Rosa
S3BC-2 SC-B (O Rojo
S3BC-3 SC-B oS Rojo
S3BC-4 SC-B (O Rosa
S3BC-5 SC-B 25% HM Rosa
S3BC-6 SC-B 25% HM Rojo
S3BC-7 SC-B 25% HM Rojo
S3BC-8 SC-B 20% HM Crema
S3BC-9 SC-B 20% HM Marrén
S3BC-10 SC-B 20% HM Rojo
S3BC-11 SC-B 20% HM Rosa
S3BC-18 SC-B 10% HM Marrén
S4BC-1 SC-C (O Rojo
S4BC-2 SC-C oS Rojo
S4BC-3 SC-C (O Rosa
S4BC-4 SC-C 25% HM Rojo
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Tabla 7. Cepas seleccionadas procedentes de las salinas de Santa Maria de
Jesus, (Chiclana, Cadiz).

LUGAR DE MEDIO DE
CEPAS COLORACION
AISLAMIENTO CULTIVO

S4BC-5 SC-C 25% HM Rojo
S4BC-6 SC-C 25% HM Rosa
S4BC-8 SC-C 20% HM Incolora-rojo
S4BC-9 SC-C 15% HM Crudo
S4BC-12 SC-C 15% HM Rosa

*AC, agua cristalizador; AVP, agua Vuelta del Periquillo; SC, sedimento
cristalizador; SVP, sedimento Vuelta del Periquillo. (réplicas: A, B, C)
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2. TAXONOMIA POLIFASICA

En la taxonomia polifasica se aunan criterios fenotipicos y moleculares de
los organismos. Su uso permite que la identificacion sea mas completa y precisa, ya
que se dispone de mayor informacion acerca del microorganismo objeto de estudio
y de las relaciones que se establecen con otros microorganismos, permitiendo la
clasificacion segin un conjunto de criterios mas amplio y, por tanto, con menor

posibilidad de error.

2.1. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LAS CEPAS
SELECCIONADAS

Para la caracterizacién de las cepas se realizaron pruebas de identificacién:
morfoldgicas y de cultivo, fisioldgicas, bioquimicas, nutricionales y de susceptibilidad
a agentes antimicrobianos, tal y como se determina para la descripcidn de

microorganismos (Oren, 2012, Oren, et al., 2009, Oren, et al., 1997).

Como medio base se utilizé el medio HM a 20 % 6 10 % p/v de sales totales
(Rodriguez-Valera, et al., 1981), segun fuese determinado inicialmente como el
Optimo para las cepas seleccionadas. El pH se ajusté a 7.3 con NaOH 5 N y la
temperatura de incubaciéon fue 37 °C. Todas las pruebas para la caracterizacién

fenotipica fueron realizadas por duplicado.
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2.1.1. Pruebas morfoldgicas y de cultivo

Morfologia colonial

Se observd el aspecto de cada una de las colonias de los microorganismos
aislados: borde, forma, tamafio y coloracidn de la colonia. La observacion se realizé a
partir de las cepas que se sembraron en placas de los medio HM o OS sélido, tras 10

dias de incubacién a 37 °C.

Estudio microscopico (dptico y de trasmision electrdnica)

Estudio al microscopio dptico

a) Tincién de Gram

Se realizd la tincién de Gram para poder observar la morfologia del
microorganismo y clasificar a los mismos en base a su comportamiento tintorial,

distinguiendo Gram positivos y Gram negativos.

La tincidn se realizé segun la modificacién de Hucker (Hucker, 1927) usando
cristal violeta y safranina y de Dussault (Dussault, 1955), en la cual se utiliza una
solucién de acido acético al 2% para la fijacidon y posterior eliminacion de la sal. Se

utilizaron cultivos jovenes en medio HM.

Para realizar la tincion de Gram es necesaria la utilizacién de los siguientes

colorantes:

CRISTAL DE VIOLETA
- Cristal de violeta 1g

- Alcohol etilico 5mL
- Agua destilada 95 mL

LUGOL
- Yodo metdlico 1lg
- Yoduro potasico 2g
- Agua destilada 300 mL
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SAFRANINA
- Safranina lg
- Agua destilada 100 mL

b) Test KOH
Aunque en si no es una técnica
basada en la observacion al microscopio, se
introdujo para confirmar la tincién de

Gram (Figura 17).

Para realizar dicho test (Cerny,

1976), se procede de la forma siguiente:

Fig.17. Test KOH positivo.

- Preparar una solucion acuosa de
hidréxido potasico al 3 % (p/v).

- Colocar una o dos gotas de la solucién sobre una placa de vidrio o sobre un
portaobjeto limpio.

- Tomar una o varias colonias, dependiendo del tamafio, de un cultivo
relativamente joven.

- Suspender dicha masa bacteriana sobre la gota de la solucidn alcalina y
observar en pocos segundos la presencia o no de viscosidad haciendo
movimientos circulares con el asa de Platino, con la que se tomd la colonia, y
levantandola un par de centimetros lentamente.

Los microorganismos Gram-negativos tornan la suspensién viscosa, de
forma que se generara un filamento de aspecto mucoso al retirar el asa, lo cual es
debido a que el KOH es capaz de romper la pared celular de los Gram negativos,
liberando en consecuencia el DNA, quien genera la viscosidad. Por el contrario, si la
gota permanece liquida, y no se forma ese hilo viscoso, serd una bacteria Gram-

positiva.
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c) Movilidad
Se observo la movilidad de cada cepa por el método de gota pendiente,
utilizando para ello cultivos con un minimo de 72 horas en su medio de origen: HM o

OS liquido.

Microscopia transmision electrdnica

La microscopia electrénica de trasmision (TEM) se utilizé para examinar la
morfologia de las cepas de nueva descripcidn. Las muestras se prepararon a partir de
un cultivo joven crecido en el medio establecido como éptimo. Se inoculd 1 mL en

matraces de 500 mL con 200 mL de medio, incubandose durante 5 dias a 37 °C.

Tincidn negativa

Esta técnica fue realizada en el Laboratorio de Preparacion de Muestras
Bioldgicas del Servicio de Microscopia Electrénica del Centro de Instrumentacion
Cientifica (del Centro de Investigaciones Biomédicas, CIBM) de la Universidad de
Granada. Se utilizé el acetato de uranilo al 1% p/v, colorante que actta a pH acido,

con la muestra de medio de cultivo filtrada y resuspendida en solucién salina al 2 M.

Debido a la complejidad para tefiir las arqueas seleccionadas, se decidié
realizar pequefias modificaciones en el protocolo estandar. Por ello, en el caso de las
muestras procedentes de arqueas, la gota de cultivo joven fue depositada sobre la
rejilla, de modo inverso a las muestras de bacterias. Ambas fueron preparadas como
soporte con una pelicula de Formvar 1595-E (Serva), donde la manipulacién fue
delicada por la facilidad de desprender el flagelo del cuerpo celular. Pasados 5
minutos para la adhesidn de las particulas, se retira el exceso y se procedio a realizar
dos lavados en agua bidestilada de un minuto cada uno. Para generar el contraste en
la imagen se afiade el colorante Acetato de uranilo al 1% p/v durante 1minuto. Las
observaciones de se realizaron en un microscopio electrénico de transmision (CARL.

ZEISS LEO 906E) a 80 Kw.
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2.1.2. Pruebas fisiologicas

Crecimiento en medio liguido

Se determiné en tubos de ensayo con 10 mL de medio HM. El tiempo de
incubacion fue de 72-96 h., sin agitacion. Los tipos de crecimiento observados se

clasificaron como: homogéneo, velo superficial o precipitado en el fondo.

Crecimiento a diferentes temperaturas

Se estudio el crecimiento a diferentes temperaturas: 4 2C, 22 2C, 35 2Cy 50
oC. Las cepas se sembraron en placas con medio HM, por siembra en gota. Los
resultados se determinaron después de 2 semanas de incubacién, considerando

positivo el desarrollo de las placas.

Crecimiento a diferentes pH

El rango de pH, en el cual el microorganismo es capaz de crecer, se
determind en placas por siembra en gota utilizando el medio HM con el porcentaje
de sales dptimo para el crecimiento de cada cepa. Los distintos pH utilizados fueron:
4,5.5,7,8.5y 10. Para mantener el pH constante durante el tiempo de incubacién se
afiade tampodn NH4Cl/KH2PO4, debido a que pH extremos y concentraciones salinas
elevadas no se podria garantizar un valor de pH constante sin ayuda de tampones
(Sorokin, 2005). La lectura se realiza a las 2 semanas, considerando la prueba

positiva cuando existia desarrollo colonial.

Crecimiento a diferentes concentraciones de sal

Se estudio el crecimiento del microorganismo a: 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15,
17.5, 20, 22.5, 25 y 30 % p/v de concentracién salina de Subov. Para ello se preparé
el medio HM sdlido a las diferentes concentraciones de sal, se inocularon cepas
seleccionadas en los medios preparados y se incubaron en estufa a 37 2C. El
desarrollo de colonias se considerd el test como positivo. La lectura se realizo a los

15 dias y aunque en elevadas concentraciones se comenzaron a generar pequefios
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cristales de sal. Sin embargo, fue posible la observacién del crecimiento por turbidez

(Rodriguez-Valera, et al., 1983).

Crecimiento en ausencia de magnesio

Se investigd la capacidad de las cepas para crecer en ausencia de Magnesio
en el medio de cultivo. Para lo cual como sustituto de la fuente de sulfatos se le
afiadié Na2SOs (Rodriguez-Valera, et al., 1983) al medio HM, en el porcentaje de
salinidad 6ptimo para cada cepa. La siembra se realiza por el método en gota, el cual
se realiza a partir de un inéculo en solucidn salina al 2 M y a 0.5 de la escala de Mc
Farland. Se depositdé una gota de 100 pL en el medio de cultivo sélido, dejdndose

evaporar antes de incubar las placas.

Crecimiento en anaerobiosis en presencia de arginina

Se determind la facultad de crecer en un ambiente anaerdbico producido
por la arginina. Para ello la prueba se desarrollé en tubos de medio liquido rellenos
casi completamente con el medio apropiado y suplementado con arginina (Tabla 8).

Una vez inoculado se aiadio parafina liquida estéril.

Tabla 8. Medio HM suplementado.

Arginina 5g
Tampoén:
NH4Cl 0.5¢g
KH2POs 0.05g
* C.S.P. 1000 ml

Es recomendado afiadir un buffer para prevenir los cambios drdsticos de pH
que pueden producirse .Los tubos son incubados en oscuridad y tras 7 a 10 dias se

observara la turbidez del medio comparandolo con un tubo crecido sin la arginina.
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2.1.3. Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas se realizaran a partir de un cultivo joven, del cual
se realiza un indculo al 0.5 en la escala Mac Farland, exceptuando las pruebas de

catalasa y oxidasa, para los cuales se parten directamente de una colonia aislada.

Determinacion de presencia o ausencia de enzimas

Catalasa

Casi todos los microorganismos aerobios, microaerdfilos y anaerobios
facultativos poseen la enzima responsable de la hidrdlisis del H202 de 10 voliumenes
desdoblandola en H20 y O2. Para la deteccidén de la catalasa, se partié de masa
colonial procedente de un cultivo sélido joven, la cual se depositdé en un

portaobjetos. La generacion de burbujas dio como positiva esta prueba.

Oxidasa

Se determind la presencia o ausencia de la enzima del Citocromo C en la
cadena transportadora de electrones. La prueba se realizé de acuerdo a lo descrito
por Kovacs (Kovacs, 1956). Se depositd una gota de reactivo de oxidasa (solucion
acuosa de tetrametil-p-fenilendlamLna al 1 %) sobre un papel filtro, en el que se
habia realizado una extensién de un cultivo joven. La reaccién se considerd positiva

cuando aparecio un color purpura intenso antes de los 10 segundos.

Pruebas de hidrdlisis

Mediante esta prueba se pone de manifiesto la presencia de determinadas

enzimas que actuan hidrolizando los diferentes sustratos que se adicionan al medio:

a) Hidrdlisis del almiddn: De acuerdo a Cowan y Steel al medio HM se

le agregd almiddn soluble al 1 % (Cowan & Steel, 1982). Se sembraron 4

microorganismos por placa, incubandose durante 15 dias. La lectura se
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realizé agregando lugol sobre el medio, de modo que la formacién de un

halo incoloro alrededor del crecimiento indico la hidrélisis del almidon.

b) Hidrdlisis de la gelatina: Se utiliz6 el método de Frazier modificado

(Frazier, 1926). Para ello se agregd gelatina al 1% al medio sélido de

eleccion (Sneath & Collins,

c) 1974). Durante 2 semanas se incubaron las placas inoculadas con 4
cepas por placa a 37 2C. La lectura se realiz6 agregando sobre el cultivo
reactivo de Frazier (Tabla 9), la formacion de un halo transparente dio la

prueba como positiva.

Tabla 9. Reactivo de Frazier.

Cloruro mercurico 12g
HCI concentrado 16 mL
Agua destilada 80 mL

d) Hidrdlisis del tween: Esta prueba se determiné agregando al medio

basal sélido Tween80 esterilizado por separado a una concentraciéon del 1
% (Sierra, 1957). La incubacién a 37 oC se realiz6 durante 15 dias. La
acciéon de la esterasa se muestra por la presencia de halos opacos
alrededor del crecimiento debido a la precipitacién de la sal calcica del

acido oleico liberado.

e) Hidrdlisis de la caseina: Se utiliz6 el método modificado de Hasting

(Ventosa, 1980). Para ello se esteriliza el medio skin milk doblemente
concentrado (Difco ™ Ref. 232100) y medio HM a la concentracidn salina
demandada para cada cepa. Previa disminucion de la temperatura a 55 2C

aproximadamente, se mezclaron asépticamente ambos medios y se
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distribuyeron en placas de Petri estériles. Se inocularon ocho cepas de
microorganismos por placa mediante el método de la gota, para lo cual se
deposité en el medio sélido 50 pL de cultivo joven. Tras 15 dias de
incubacion a 37 2C, se realizé la lectura. La producciéon o no de halos de
aclaramiento alrededor del microorganismo ensayado, determind la
presencia o ausencia de proteasas que actuan sobre la caseina presente

en el medio, generando polipéptidos y/o aminoacidos.

B-galactosidasa, ONPG

Para determinar la presencia de la B-galactosidasa, enzima presente en
microorganismos fermentadores de lactosa, se utilizaron los discos de ONPG (O-
nitrofenil-B-D-galactopiranosa, Fluka 49940). La lactosa puede ser fermentada de
manera rapida (18 - 24 horas), lenta, o puede no ser fermentada. Los
microorganismos que la fermentan rapidamente poseen 2 enzimas: B-galactosidasa
permeasa, la cual estd localizada en la membrana celular y estd involucrada en el
transporte de la lactosa, y la B-D-galactosidasa, que es intracelular y estd involucrada
en la hidrélisis de la lactosa en dos azucares: galactosa y glucosa. Los
microorganismos fermentadores lentos de lactosa, son deficientes en B-
galactosidasa permeasa pero no en B-D-galactosidasa, y los microorganismos no
fermentadores no poseen ninguna de las 2 enzimas. Los discos contienen O.N.P.G.
(orto-nitrofenilgalactopiranosido), el cual posee la propiedad de penetrar
rapidamente al interior de la célula bacteriana, sin la necesidad de utilizar la B-
galactosidasa permeasa, y alli es metabolizado por la B-D-galactosidasa, liberandose
o-nitro-fenol, compuesto de color amarillo .Esta prueba no diferencia entre una u

otra B-galactosidasa (Becker & Evans, 1969, Sanbrook, et al., 1989).

Para la realizacién de la prueba, se prepararon pequeiios botes con tapdn
de rosca con solucidn salina 2 M, donde se deposita una colonia aislada procedente
de los medios sélidos hasta obtener una turbidez de 1 en la escala Mac Farland. En

condiciones de esterilidad, se introduce un disco de ONPG vy se incuba a 37 oC
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durante 24-48 horas, de manera que la aparicidon de una coloracién amarilla da como

positiva esta prueba.

Produccion de indol

Mediante esta prueba se detecta la liberacion de indol en un cultivo
bacteriano. Dicha liberacion se debe a la degradacién del aminoacido triptéfano por
el enzima triptofanasa en un medio con el porcentaje salino adecuado, 1 % de
extracto de levadura y 1 % de Triptona (OXOID L42) (Rodriguez-Valera, et al., 1981).
Para el desarrollo de esta prueba el microorganismo se cultivd durante 7 dias en
medio HM y para realizar la lectura fue necesario afiadir 0.5 mL de reactivo de
Kovacs (Tabla 10) por tubo (Cowan, 1974). La aparicién de un anillo rojo en la

superficie del medio indicé la presencia de indol.

Tabla 10. Composicion del reactivo de Kovacs.

Alcohol amilico o isoamilico 25 mL
P-dimetilamino-benzaldehido* 10g

HCI (concentrado) 75 mL

* C.S.P. 1000 mL

**E| aldehido se disuelve en el alcohol calentado
suavemente al bafio Maria, posteriormente se enfria y tras

enfriar se le afiade el acido

Reduccion de nitrato a nitrito y produccion de N,

Se estudié la reduccion de nitratos a nitritos y/o a gas, es decir, la presencia
0 ausencia de las enzimas nitrato reductasa y nitrito reductasa. Para ello se utilizo el

medio HM con la concentracidn salina establecida, mas 0.1 % de KNOs. El medio se
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distribuye en tubos de hemodlisis y se esteriliza en autoclave a 112 °C durante 30

minutos. Tras ser inoculados, se incuban a 37 C durante 2 semanas.

Para la lectura se afiade 0.5 mL de los reactivos A y B (Tabla 11)
respectivamente a cada tubo. Tras dejar un par de minutos los tubos a temperatura
ambiente se puede observar la aparicién de color rojo escarlata que indica la
presencia de nitritos en el medio, por tanto, la presencia en el medio de nitritos,
debido a la reduccion de los nitratos por accién de la nitrato reductasa. En los casos
donde no aparecidé color, se adiciona al medio, trazas de granalla de Zinc para
detectar la existencia o no de nitratos. De forma que una nueva ausencia de color
indica que todo el nitrato ha sido reducido inicialmente a N2 que se libera a la
atmosfera (este microorganismo posee tanto nitrato como nitrito reductasa). Por el
contrario, la aparicion de color rojo indica la existencia de nitratos en el medio y en

consecuencia la ausencia de ambas enzimas.

Tabla 11. Composicidn de los reactivos A y B (Bachmann & Weaver, 1951).

Reactivo A 0.5 % p/v de a-naftilamina

Acido acético 5 N

Reactivo B 0.8 % p/v de acido sulfanilico
Acido acético 5 N

*Se facilita la disolucién de ambos reactivos por calentamiento leve.

Produccion de acidos a partir de diferentes sustratos: azucares

y alcoholes

Se utilizé caldo HM suplementado con 1 % del sustrato de prueba. Los tubos
deben contener 10 mL de medio y se inocularon e incubaron durante una semana.
Para la lectura debe agregarse una gota de una solucién de rojo fenol (0.04 % fenol
en H20O destilada) y la presencia de acidos derivados de la fermentacién de los

diferentes sustratos (Tabla 12) se indica por la coloracién amarilla del medio, ya que
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el pH disminuye al fermentar los diferentes sustratos ensayados (Rodriguez-Valera,

et al., 1983).

Tabla 12. Sustratos utilizados en la produccion de acidos por fermentacion.

D(+) Glucosa Lactosa D(+)Xilosa

D (-) Fructosa D (+) Galactosa Maltosa
Azucares

L (+)Arabinosa D (+) Celobiosa Almiddn

D (+) Manosa D (+) Rafinosa L (+) Ramnosa
Alcohol Manitol Glicerol Sorbitol

2.1.4. Susceptibilidad a antibioticos

Clasificacidon previa de microorganismos

Ciertos agentes antimicrobianos nos pueden ser de ayuda para realizar una
primera clasificacion de los microorganismos, en arqueas o bacterias, por la
sensibilidad a los mismos. Estos agentes antibidticos deben ser adicionados a medio
liquido para obtener una concentracion de 10 g/mL. Los antimicrobianos utilizados

son:

¢ Penicilina G: la mayoria de arqueas son resistentes, ya que inhibe
la formacion de la pared celular impidiendo a distintos niveles la

sintesis del péptidoglicano (Purdy, et al., 2004)

¢ Bacitracina: inhibe el crecimiento de arqueas y bacterias Gram
positivas, debido a su accién sobre la pseudomureina y otros
polimeros de la pared celular, afectando asi mismo, a los lipidos
isoprenoides diester (Bardavid, et al., 2007, Kandler, 1994, Mescher, et
al., 1976).

120



MATERIALES Y METODOS

¢ Anisomicina: inhibe el crecimiento de las arqueas, ya que actua a
nivel de la transduccidn de proteinas arqueales (Bardavid, et al., 2007,

Irihimovitch & Eichler, 2003).

En el desarrollo de esta prueba, para cada cepa microbiana se utilizo el
medio de cultivo donde se habia aislado y a dicho medio se le adiciond el antibidtico
(Al ser un péptido no puede ser autoclavado, por lo que se debe afadir antes de
repartir el medio, cuando éste no supere una temperatura de 55 9C). las
concentraciones a las que se realiza este estudio fue de 10 g/L (Bardavid, et al.,
2007). La disolucion del antibidtico se realiza en agua destilada, excepto la
anisomicina, que posee una mayor solubilidad en etanol.

En el caso de la penicilina G y la bacitracina se trabaja con medios sélidos,
considerando resistente el microorganismo cuando es capaz de desarrollar colonias
en el medio. Mientras que con la Anisomicina se trabaja en medio liquido, por lo que
la resistencia viene medida por la absorbancia recogida en un espectrofotémetro

(Cintra 10e, UV-Visible Spectrometer) a una longitud de onda de 600 nm.

Estudio de la susceptibilidad a antibidticos por difusidon en agar

Se siguio la metodologia de Kirby-Bauer (Bauer, et al., 1966), la cual emplea
el medio base HM vy la técnica de difusion de los discos impregnados con antibidtico.
Este método se basa en la medida de la inhibicidn del crecimiento de un
microorganismo en la superficie de una placa de agar. El método estandarizo al
maximo cada uno de los factores que influyen en el didmetro del halo de inhibicién,
tales como densidad del inéculo, pH del medio, difusién del antimicrobiano y
concentracion del disco. Se trabaja con discos de 6mm de didmetro OXOID®, siendo

ensayados los siguientes antibidticos (Oren, et al., 1997):

- Penicilinas A: Ampicilina (10 pg/mL)
- Penicilinas G: Penicilina G (10 U)
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- Macrdélidos (MLS): Eritromicina (15 pg/mL)

- Rifampicinas: Rifampicina (30 pg/mL)

- Fenicoles: Cloranfenicol (30 pg/mL)

- Aminoglucésidos: Neomicina (10 pg/mL)

- Quinolonas: Norfloxacina (10 pg/mL),
Ciprofloxacina (5 pg/mL)

- Aminocumarina: Novobiocina (30 pg/mL)

- Polipéptidos: Bacitracina (10 U)

La metodologia seguida fue la siguiente:

- Preparacién del inéculo: Se incuba el microorganismo problema en medio

liguido en la salinidad en la que se habia aislado, durante 72 horas
aproximadamente. A partir de estos medios liquidos se crearon indculos, en
soluciones salinas al 2 M con una carga microbiana equivalente a una turbidez

del 0.5 en la escala Mc Farland.

- Siembra del inéculo: Se siembra el inoculo sobre la superficie de una placa

de agar del medio MH en una concentracion de sal idénea. Se deposita 300 uL
del indéculo en la placa y extendemos con un escobillén estéril (Colwell, et al.,

1979).

- Aplicacion de los discos: Los discos fueron colocados con pinzas flameadas

con alcohol sobre la superficie de la placa, previamente inoculada con el caldo
de cultivo, procurando no tocar con las pinzas la placa y efectuando una ligera
presion sobre el disco. Se dejaron las placas aproximadamente 15 minutos a 4

oC para la pre-difusion del antibidtico. Se utilizé la “regla del 15-15-15”, en la

cual se establece que el inoculo debe de ser usado antes de 15 minutos
después de su preparacion; debe de ponerse el disco de antibidtico antes de
que trascurran 15 minutos de la siembra del inoculo y debe de meterse en la

estufa después de los 15 minutos de la pre-difusidn del antibidtico a 4 °C.
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- Incubacidén de las placas: Las placas se protegen cerradas, para evitar la

excesiva desecacion del medio y la posible precipitacion de sales, y se incuban a

37 °C durante 7 dias.

- Interpretacién: Se mide el halo de inhibicidn con una regla incluyendo el
diametro del disco. El microorganismo es resistente, intermedio o sensible al
antibidtico, seglun la comparativa de las tablas de referencia facilitadas por el
servicio técnico de BioMeriux y el valor del halo de inhibicion (CMI) de la cepa
en estudio. En la tabla 13 se muestran los valores de los didmetros y su relacion

con respecto al comportamiento del microorganismo.

Tabla 13. Valores en mm de los diametros de los

antibiéticos (CMI).

ANTIBIOTICO RESISTENTE SENSIBLE
Ampicilina 10 pg </=11 >/=14
Bacitracina 10 U - >13
Cloranfenicol 30 pg </=17 >/=17
Ciprofloxina 5 pg </=19 >[=22
Eritromina 15 pg </=18 >/=21
Neomicina 10 pg </=15 >/=17
Norfloxacina 10 pg </=19 >/=22
Noboviocina 30 ug </=12 >/=16
Penicilina 10 U </=27 >/=30
Rifampicina 30 pg </=18 >[=22
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2.1.5. Pruebas nutricionales

Con este conjunto de pruebas, se pone de manifiesto la versatilidad
metabdlica de los microorganismos para utilizar diferentes tipos de sustratos como

Unica fuente de carbono y energia.

Utilizacion de carbohidratos, alcoholes y acidos como Unica

fuente de carbono nitrégeno y energia

Para los estudios nutricionales se utiliz6 una modificacién del medio minimo
(Oren, et al., 2009, Rodriguez-Valera, et al., 1981), cuya composicién es: 20 % o 10 %
p/v de sales totales mas 0.5 g/L de NH4Cl, 0.05 g/L de KH2POs, los cuales actuaran a
modo de tampdn. El pH debe ser ajustado a 7.3 con NaOH 5N. Antes de ser
esterilizado el medio debe filtrarse y luego se agregan los sustratos a la
concentracion adecuada. Los sustratos deben agregarse a la concentracion de 0.2
g/L los carbohidratos y 0.1 g/L los alcoholes y dcidos organicos. La esterilizacién del

medio con los sustratos se realizé en autoclave a 112 °C durante 30 minutos.

= Carbohidratos ensayados: D (+) glucosa, lactosa, D (+) xilosa, D (+)

galactosa, maltosa y L (+) arabinosa.

= Alcoholes ensayados: glicerol, manitoly sorbitol.

= Acidos organicos ensayados: succinato, malato, piruvato y citrato.

Utilizacion de aminoacidos como unica fuente de carbono

nitrégeno y energia

Se sigue la misma metodologia indicada para las pruebas nutricionales
anteriores, pero se utiliza un medio base (Tabla 14) desprovisto de fuentes

inorganicas nitrogenadas (Ventosa, et al., 1982a) con la siguiente composicion:
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Tabla 14. Composicion del medio basal de sales.

Sales Cantidades
NaCl 200 g

KCl 2g

MgS04* 7 H20 0.2¢g

KH7PO4 05¢g

Agua destilada c.s.p. 1000 mL

Se debe ajustar el pH del medio a 7.3 con NaOH 5 N o HCI 1 N, antes de

esterilizar el medio en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Los aminoacidos se

agregan por filtracidn con un filtro cuyo didmetro de poro sea 0.22 uL al medio basal

de sales estéril a una concentraciéon de 0.1 %.

Aminodcidos ensayados: L-lisina, L-alanina, L-aspartato y L-glicina.

En ambas pruebas de utilizacion de sustratos como unica fuente de carbono

y energia los tubos se sembraron a partir de un inéculo de un cultivo en el medio HM

de 96 horas de crecimiento depositado en la solucién de sales sin sustrato. Para la

lectura se debe contar con un medio control cuya base sea sin sustrato inoculado al

mismo tiempo que los tubos de la prueba. Los tubos positivos se determinaron por

turbidez transcurridos de 7 a 10 dias de incubacién a 37 °C.
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2.2. TAXONOMIA NUMERICA

Los resultados obtenidos en las pruebas taxondmicas se codificaron como
positivos o negativos asignandoles respectivamente el valor de 1 é 0, mientras que
para resultados variables se les dio el valor 9. Para el analisis numérico se
seleccionaron una media de 69 pruebas siendo eliminadas las que presentaban
resultados idénticos para las cepas estudiadas, lo que indica caracteres no
discriminatorios (Sneath & Sokal, 1973). La bateria de pruebas seleccionadas para
realizar el andlisis numérico fueron: determinacion de morfologia, comportamiento
a la tincién de Gram, movilidad, deteccién de presencia de enzimas, rangos de
crecimiento a diferentes valores de temperatura, pHs y porcentajes de salinidad,
presencia de magnesio, tipo de crecimiento desarrollado en el medio éptimo,
capacidad de produccién de dacido y utilizacion como Unica fuente de carbono
diferentes tipos de sustratos y comportamiento ante la presencia de diferentes
antibidticos. El coeficiente de correlacion utilizado fue el “simple matching” que
elaboraron Sokal y Michener (Ssm), el cual incluye tanto las concordancias positivas
como las negativas (Sokal y Michener, 1958), debiendo compararse microorganismo

con microorganismo.

Una comparacién entre los OTUs (“Operational Taxonomic Unit”) Ay B

podriamos expresarla como sigue:

Resultados OTU A
+ -
Resultados OTU B + a b
- c d
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En este caso a y b indican concordancia (a concordancias positivas y d

concordancias negativas), mientras que b y c sefialarian la discrepancia.

a+d
Ssm =

at+b+c+d

Procesamiento de los datos

Los datos se analizaron empleando, el coeficiente de agrupamiento simple

Ssm (Sokal & Michener, 1958) como hemos indicado anteriormente.

El andlisis numérico se realiza por medio del programa TAXAN (The
Numerical Taxonomy Program-Release) 2.0, desarrollado por el instituto de
Biotecnologia de Maryland, EEUU. Se define como un programa de clasificaciéon
taxondmica basado en caracteristicas similares. El programa nos permite obtener
una matriz de distancia o semejanza. La agrupacion se realiza utilizando la técnica de
agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair Group Mean Average) (Sneath & Sokal,
1973). Las cepas, con similitudes en sus caracteristicas, son agrupadas en entidades

conocidas como fenones.
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2.3. ESTUDIO GENOTIiPICO. TAXONOMIA MOLECULAR

Las técnicas de biologia molecular resultan hoy dia de gran ayuda en la
clasificacion de los microorganismos, ya que los resultados son objetivos, se pueden
medir y, ademas, es posible comparar microorganismos muy diferentes o casi
idénticos. La aplicacion de éstas técnicas, basadas en la informacion de los genomas
bacterianos y la obtencién de sus resultados, es una herramienta muy util para la

identificacion de microorganismos.

2.3.1. Extraccion de DNA cromosomico

KIT de extraccion de DNA “DNeasy” de Quiagen®

Este método de extraccion de DNA fue aplicado a una seleccidn de cepas,
que tras su eleccion en los dendogramas desarrollados con el TAXAN 2.0 (Sneath &
Sokal, 1973) por la posicion que ocupaban y las caracteristicas morfoldgicas y de
cultivo, fisiolégicas, bioquimicas y nutricionales, son considerados los mas
interesantes para la obtencién de su secuencia parcial. Para la extraccién y
purificacion del DNA microbiano se siguid el protocolo modificado del Kit DNeasy®

adaptado y modificado para bacterias de Quiagen®. Para cada cepa:

1. Serealiza un cultivo en medio liquido idéneo.

2. Se obtiene un precipitado de células del medio liquido donde ha crecido,
para lo cual se centrifuga a 4.800 rpm (Centrifuga BECKMAN GS-15R, rotor
$4180) durante 40 minutos.

3. Al pellet se resuspende en 200 pL de Buffer de lisis enzimatica (Tabla 15).

4. Seincuba durante 1 hora a 37 2C con agitacion.

5. Se afiaden 25 plL de proteinasa K y 200 pL del Buffer AL (sin etanol) y se
mezcla con el vortex. (No afiadir la proteinasa K directamente al Buffer AL).

6. Se afiaden 200 pL de etanol (96 - 100 %) a la muestra, y se mezcla bien por

medio del vortex. Es importante que se mezcle bien, quedando una mezcla
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homogénea. Puede formarse un precipitado blanco después de la adiccion

del etanol, este precipitado no interfiere en el buen funcionamiento del kit.

7. Se pipetean la mezcla anterior en una columna y se centrifuga a 26000 x g

(8000 rpm) durante 1 min. Descartar el filtrado y el tubo colector.

8. Se coloca la columna de filtracion en un nuevo tubo colector. Se afiade 500
puL de Buffer AW1. Centrifugar durante 1 min a >6000 x g (8000 rpm).

Descartar el filtrado y el tubo colector nuevamente.
9. Colocar la columna de filtracién en un nuevo tubo colector.

v" Afadir 500 pL Buffer AW?2, y centrifugar durante 2 min a 20000 x
g (14000 rpm).

v"Quitar el sobrenadante y centrifugar nuevamente a 14000 rpm

durante 1 min. Descartar el filtrado y el tubo colector.
10. El Buffer AE se incuba a 37 2C durante 5min.

v" Una vez que esté caliente, se afiade 200 pL y se centrifuga durante

1 min a 26000 x g 8000 rpm.

v" Afadir nuevamente 100 pL de Buffer AE a la columna de filtracion.

Y centrifugar durante 1 min a 26000 x g (8000rpm).

11. Y por ultimo se carga en un gel de agarosa al 0.8 % para comprobar la

cantidad y calidad del DNA extraido. Conservar a 4 2C
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Tabla 15. Buffer de lisis enzimatica.

Composicion Concentracion
Tris.Cl, pH 8.0 200 pL/mL
Sodium EDTA 400 pL/mL
Triton® X-100 200 pL/mL

Lisoenzima* 10 mg/mL
Agua milliQ c.s.p. 50 mL

*Afadir inmediatamente.
**Conservar a 4 °C.

Método de Marmur modificado (1961)

Con este método se trata de obtener la maxima cantidad de DNA de la

mayor pureza, para ello se realiza lo siguiente:

1. Se parte de un cultivo de 250 mL de medio liquido (HM al porcentaje de
sales del que necesite la cepa, crecida a 37 2Cy con agitacion). Se centrifuga
en frascos de 250 mL (Sorvall) previamente autoclavados, para obtener un

sedimento de células a 9000 rpm/ 20 min en una centrifuga refrigerada

Sorvall (5-10 2C) con un rotor JA-14.

2. En un Falcon se introduce la masa recogida del cultivo en su fase

exponencial.

a) ARQUEAS: Afadimos 20 mL de agua milliQ estéril, a continuacion

se agita, de manera que las paredes celulares se lisen y se libere

el DNA.

b) BACTERIAS: Para conseguir la lisis de la pared celular se afiade 20

pL de lisoenzima e incubamos a 37 2C durante 2 horas.

3. Se afade SDS al 25 %, para facilitar que se lisen las membranas y para

conseguir una concentracion final de

15 min.

2.5%. Se incubar a 60 °C durante 10-
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Se enfria en hielo durante un par de minutos.
Se afiade CINa 5M hasta conseguir una concentracion del 1 M.
Se afiade cloroformo/isoamilico 24:1, 1 volumen. De esta forma se consigue
eliminar las impurezas.
Se agita enérgicamente y se centrifuga a 7000 rpm, en una centrifuga
Beckman GS-6R, durante 15 min. Una vez finalizada la centrifugacion se
distingue en el Falcon 2 fases, de las cuales se recoge la superior. El
sobrenadante se transvasa a otro Falcon.
Para poder obtener el precipitado de DNA, es necesario:

0 Adicionar 0.1 volumen de Acetato sédico 3 M.

0 Agitar por volteo.

0 Agregar 0.56 voliumenes de isopropanol, lentamente y voltear con

suavidad.
0 Se obtiene una hebra de DNA, que se recoge con una pipeta
Pasteur de vidrio y se vierte en un microtubo de 2 mL.

Se resuspende el DNA en 1 mL de SSC 1 (citrato sodico).
Afadir 50 uL RNAsa y 50 pL de concentracién 10mg/mL de Proteinasa K.
Se incuba a 60 °C durante 30 min.
Se afade 1 volumen de Cloroformo/Alcohol isoamilico/Fenol en la
proporcion 24:1:1.
Se centrifuga a 7000 rpm durante 15 min.
Recoger la fase superior y precipitar el DNA con 0.1 volumen de Acetato
sédico 3 M a pH 5.2 y 0.56 volumenes de isopropanol (si buscamos calidad
de DNA frente a concentracion) o 1 volumen de etanol 96 2C overnight (si
por el contrario se prefiere concentracion a calidad).
Recoger el DNA con una pipeta Pasteur de vidrio, eliminando el exceso de
liquido.
Se deseca hasta que los disolventes se evaporan.
Y por ultimo, se afnade 0.5 mL de agua milliQ estéril. Para favorecer la

disolucion. Se conserva a 4 °C.
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2.3.2. Determinacion cualitativa y cuantitativa del DNA

Electroforesis en gel de agarosa

Una vez extraido y purificado el DNA de cada cepa seleccionada, a las cuales
se les quiere hacer una secuenciacién del fragmento 16S DNAr, se debe verificar la
pureza y cantidad de DNA extraido. Para lo cual hay que realizar una electroforesis
en gel de agarosa al 0.8 %, para poder verificar que no hay presencia de RNA y de
proteinas, mientras que el de 1.5 % se utiliza para el fragmento de 16S RNA (gen

filogenético) procedente de la PCR.

Los pasos para realizar la electroforesis comienzan con la preparacién del
gel de agarosa al 0.8 %. Una vez introducido el gel de agarosa en la cubeta de
electroforesis con 1 xTAE, se carga el pocillo del gel con 2 pl DNA junto con 2.5 ul del
tampdn de carga. Esta cubeta de electroforesis la conectaremos a la fuente de
alimentacion a 100 V. durante 30 min. De modo que el gel correra del polo negativo
al positivo debido a las cargas del DNA. Una vez que el gel ha corrido, se somete al

ultravioleta donde observaremos si la purificacién de DNA ha sido correcta.

Determinacion por biofotometro

La cuantificacion y determinaciéon de la pureza del DNA gendmico
microbiano se calculé por medio de un Eppendorf Biophotometro plus, el cual
realiza una Espectroscopia de absorcidn. Por medio de la espectroscopia de
absorcidn, se compara con un blanco (agua milliQ estéril), una dilucién de DNA en
una cubeta de plastico. Se determind la concentracién de DNA en nuestra muestra
expresandola en pg/mL. La dilucidén con la que se trabaja estd constituida con 45 plL
de agua milliQ estéril y 5 pL de la muestra de DNA. Dado que una unidad de
densidad dptica a 260 nm equivale a 50 pg/mL de DNA, la concentracién final de

DNA vendra definida de acuerdo a la siguiente férmula:



MATERIALES Y METODOS

Volumen mezcla mL

ABSys0 X 50 X = p.g/uL
Volumen muestra mL

El biofotdmetro realiza medidas a D.O. de 230, 260 y 280 nm, de dichas
medidas se destaca la fraccién 260/280, la cual es un indice cualitativo de la pureza
de acido nucleico, es decir, la ausencia de proteinas, compuestos quimicos, etc. El

DNA puede considerarse como altamente puro a partir de valores de 1.8.

2.3.3. Determinacion del contenido de bases guanina y
citosina de DNA. Método de la temperatura de fusion

(Tm)

Se determiné la cantidad de guanina y citosinas que hay en el DNA

gendmico por el método Marmur y Doty (Marmur & Doty, 1962). Esta técnica es
muy importante para datos taxondmicos, ya que permite conocer la temperatura de
desnaturalizacién del DNA (Tm) de un microrganismo para poder, posteriormente,

realizar una hibridacion DNA-DNA.

La desnaturalizacidén térmica, se basa en la temperatura de fusidon del DNA,
es decir, la temperatura a la cual los triples puentes de hidrégeno que mantienen
unida las dos cadenas se fragmentan. Se considera los enlaces de GC y no los de AT,
va que los primeros al ser un triple enlace requiere de mayor energia, en este caso
temperatura, que los dobles enlaces de AT, para ser rotos. La separacion de las
cadenas va acompafada de un marcado incremento en la absorbancia a 260 nm, el
maximo de absorcién del DNA, y esto puede medirse con facilidad en
espectrofotdmetro. Cuando una muestra de DNA se va calentando gradualmente, la
absorbancia se incrementa a medida que se va rompiendo los puentes de hidrégeno,

alcanzando un tope a aquella temperatura en la cual todo el DNA ha pasado a ser
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monocatenario. El punto medio de subida, la temperatura de fusién (Tm), es una
medida del contenido en G+C. Con lo cual, a mayor contenido en G+C, mayor
cantidad de calor que hay que aplicar a un DNA de doble hélice para
desnaturalizarlo. La separacién de las cadenas viene acompafiada de un incremento
marcado de la D.O. a una longitud de onda de 260 nm. La pendiente de la curva en la
transicion térmica esta directamente relacionada con la homogeneidad de contenido
G+C de la poblacidn de moléculas de DNA. A mayor contenido de G+C, mayor Tm. Se
debe de destacar, que ninguna preparacién de DNA presenta una homogeneidad
molecular absoluta, es decir, el contenido de G+C es siempre un valor medio y

representa el valor maximo de una curva de distribucidon normal.

Para el analisis espectrofotométrico se utilizé el equipo Spectrophotometer
Lambda 3B, Recorder R 100 A-Perkin-Elmer, USA; asi como las cubetas de cuarzo
(Hellma 115F-QS) de 0.5 mL de volumen y con tapdn hermético para evitar la

evaporacion de la muestra.

Del DNA, que debia de estar cuantificado, se tomd un volumen en puL, que
disuelto en un volumen de 500 mL de SSC 1 de un valor de absorbancia de 1.000 a
1.200 aproximadamente. Para ajustar el cero de espectrofotometro se utiliza un
blanco que serd SSC 1. La variacién de temperatura se establece en 1 2C/min,
tomando valores de absorbancia a 25 2C, 50 2C y a partir de 80 2C hasta los 100 2C,
minuto a minuto. La temperatura de partida de 80 2C se determina por pruebas
iniciales en las cuales no se demostraba cambio significativo anterior a este valor. La
velocidad con la que se registran los cambios de absorbancia se establece 5

mm/minuto (SPD).

Se incluyd una cepa de referencia (Escherichia coli), para asegurar que los

pardmetros externos y el funcionamiento del espectrofotémetro era el 6ptimo.
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Andlisis de la curva de determinacion del G+C vy

tratamiento de datos

La curva debe cumplir una serie de requisitos de forma que se asegure que
el proceso de desnaturalizacidn se llevé a cabo correctamente. A modo de ejemplo
mostramos la curva de desnaturalizacion de Escherichia coli (Figura 18), cepa de la

cual se tienen valores establecidos.

Para calcular el porcentaje de G+C en cada cepa seleccionada de nuestro
estudio, se determind la temperatura de fusion (Tm) en cada curva obtenida. El Tm
es la temperatura donde el 50% de las moléculas de DNA se encuentran
desnaturalizadas y se corresponde con el punto medio de la curva. Una vez

calculadas las temperaturas de fusion, se calculd el porcentaje G+C con la siguiente

expresion: Tm = 69.3 + 0.4 [G+C (mol %)]
D.O. relativa
T2
1,2
1,15
Tm
1,1
1,05
1 Tm=90.52C
1 %G+C =51.7 mol %
-

0,95

838 o005 93

Temperatura (2C)

Fig.18. Curva de desnaturalizaciéon del DNA de Escherichia coli.
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2.3.4. Analisis filogenético

Obtencion del fragmento del gen del rRNA 16S

La secuenciacion del DNA nos permite conocer la secuencia de los
nucleétidos de un gen (Sanger, et al., 1977). Mediante la técnica para determinar la
secuencia del gen del 16S rRNA, se comparan diferentes secuencias con el objetivo
de establecer relaciones entre las secuencias del gen del 16S rRNA comparadas. El
gen del 16S rRNA es una molécula evolutiva muy conservada, es una diana universal
para la identificacion de microorganismos. Su estructura y funcién han permanecido
constantes, pero tiene suficiente variabilidad para diferenciar no sélo los organismos

mas alejados sino también los mas proximos.

Amplificacidn y purificacion del fragmento de 16S rDNA

El DNA que se utiliza para la secuenciacién del gen del 16S rRNA, debe tener
un alto grado de pureza, para evitar cualquier tipo de error durante el proceso. Una
vez obtenido y purificado el DNA de las cepas en estudio se realizé la amplificacién
del fragmento del gen del 16S rRNA por PCR (Polimerization Chain Reaction),
utilizando los oligonucledtidos especificos o cebadores especificos del gen del 16S
rRNA de eubacterias (Saiki, et al., 1988) y en arqueas (Kharroub, et al., 2011)
sintetizados por Sigma. Las secuencias de los oligonucleétidos utilizados para la

amplificacién se muestran en la tabla 16.

Tabla 16. Secuencias de oligonucleétidos usados en el presente trabajo.

Nombre Secuencia (5’ -3’) Tipo Dom. Orientacion
16F27 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG | Amplif. Bact. Forward
1525R AAGGAGGTGATCCAGCC Amplif. Bact. Reverse

F357 CTCCTACGGGAGGCAGCA Seq. Bact. Forward
R519 GWATTACCGCGGCKGCTG Seq. Bact. Reverse
F915 GGGCCCGCACAAGCGGTGG Seq. Bact. Forward
D30 ATTCCGGTTGATCCTGC Amplif. Arquea Forward
D56 GYTACCTTGTTACGACTT / Seq. Arquea Reverse

* Dom.: Dominio; Amplif.: Amplificacién; Seq.: secuenciacidn; Bact.: Bacteria
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La técnica de amplificacidn consiste en la incubacién del DNA con un exceso
de los dos oligonucledtidos y con los cuatro nucledsidos trifosfato, en presencia de la

DNA polimerasa. El volumen final de la mezcla de sustratos (Tabla 17) serd 25 L.

Tabla 17. Mezcla de sustratos necesaria para la PCR.

Mastermix (HotStarTaq®, QIAGEN®, cat.203443) 12.5 uL
ClhMg
Tampdn
dNTPs
AmpliTaq
Oligonucledtido F diluido al 1:20 2 uL
Oligonucledtido R diluido al 1:20 2 uL
DNA * L
Agua milliQ estéril c.s.p. 25 uL

* Afladiremos los Pl necesarios en funcién de la concentracién y

pureza obtenidas para que la concentracién final de DNA sea de

50-500 ng.

Las muestras se introdujeron en el termociclador (GeneAmp PCR System
2700, Applied Biosystems) y se programaron los tiempos en los que se aplican las
temperaturas, que varian en funcidn de la procedencia del material genético,
arqueas y bacterias. Asi pues, cuando trabajamos con arqueas las condiciones de la
reaccion para la amplificacion del gen del 16S rRNA fueron las siguientes: una
desnaturalizacidn previa (95 2C - 15 min) seguida de 30 ciclos constituidos por otra
desnaturalizacién (95 2C — 45 s), alineamiento (55 2C — 60 s), y una extension (72 2C -
2 min), para finalizar los ciclos con una extension final (72 2C — 7 min). En el caso de
las bacterias, las condiciones de esta reaccion cambia: comienzan también con una
desnaturalizacidn previa (95 2C - 15 min) seguida de 25 ciclos constituidos por otra
desnaturalizacién (95 2C — 60 s), alineamiento (55 2C — 60 s), y una extension (72 2C -
90 s), para finalizar los ciclos con una extensidn final (72 2C - 2 min) (Kumar, et al.,,
2004). Este proceso se realiza en un dispositivo de regulacion automatica de
temperatura, de modo que en cada ciclo aumenta la abundancia de dobles cadenas

de DNA unidas por los cebadores oligonucledtidos. Se produce un crecimiento
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exponencial de la concentracién de fragmentos que se amplifican, existiendo un

numero de copias del gen de 2 x n" s,

Los productos de PCR se cargaron en un gel de 1.5 % p/v de agarosa con 5
Ml de muestra, junto con una cantidad de marcador fija. De esta manera se
determind la presencia del producto de PCR, su pureza y la cantidad aproximada del
producto segun la intensidad de las bandas que se comparan con el marcador. El

producto de PCR que nos interesa es del orden de 1500 pares de bases.

El producto resultante de la PCR debe ser purificado mediante la utilizacién
de Amicon® Ultra 0.5 mL de Millipore, para lo cual se seguirdn las instrucciones que

recomienda el fabricante:

- Afiadir 100 mL de agua miliQ al producto de la PCR y afiadirlo a la

columna.

- Centrifugar 10 minutos a 10700 rpm (el producto PCR se ha quedado

retenido en el filtro).
- Cambiar el filtro a otro eppendorf invirtiendo su posicidn.

- Centrifugar durante 2 minutos a 2860 rpm, tras lo cual el DNA quedara

purificado.

Secuenciacion del fragmento de PCR purificado

La preparacién de las muestras para secuenciar requiere la maxima pureza
del DNA, no estando con otros oligonucledtidos ni con EDTA u otras sales que
puedan interferir en el desarrollo de la PCR previa a la secuenciacién. Se debe de
elaborar un volumen final de cada muestra de 12 pL. La cantidad de oligonucledtidos
cebadores (Forward o reverse dependiendo de la parte de secuencia buscada) (Tabla
16) es de 6 a 12 picomoles y la concentracidon de DNA puro de 30-90 ng. Y mediante

agua milliQ estéril se alcanzara el volumen final de 12 uL.
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Los 16S DNA purificados fueron secuenciados en el Servicio de
Secuenciacion del Instituto Lépez-Neyra (CSIC, Granada) utilizando un secuenciador
de DNA modelo Strech Applied Byosistems, siguiendo el protocolo recomendado
para la secuenciacién ciclica por Polimerasa AmpliTag" FS y terminadores
(didexionucleotidos) marcados con colorante fluorescentes (kit ABI PRIMS™ BigDye
terminator Cycle Sequency Ready Reaction de Perkin Elmer), de acuerdo al método
de Sanger (Sanger, et al., 1977). Las secuencias fueron analizadas por el programa

Chromas Lite 2.1.

2.3.5. Clonacion

Cepas bacterianas y plasmido

La cepa bacteriana y el plasmido usados en el estudio genético del gen del
16S rDNA, fueron las siguientes:
- E. coli XL1 blue ampicilina (Bullock, et al., 1987).

- pGEMT (Promega), usado para la clonacién de productos de PCR.

Las cepas Escherichia coli fueron crecidas a 37 2C en medio LB liquido. Con
adiccion de antibidtico, o bien ampicilina (5 pg/ml) o tetraciclina (10 ug/ml), para
asegurar el crecimiento exclusivo de E. coli. Para la obtenciéon de medio sélido se

afiade 1.5 % de Bacto-agar (Difco).

Transformacion bacteriana

Sometiendo a electroporacién a las cepas de E. coli segin el método de
Dower (Dower, et al., 1988) conseguimos introducir el gen deseado en el plasmido
de esta bacteria. Para ello, las células crecieron en medio liquido (Tabla 18) hasta
alcanzar una densidad éptica de 0.6 - 0.8 a una longitud de onda de 600 nm. Se
recogieron estas células por centrifugacién a 4000 Xg durante 15 min a 4 oC, para a
continuacion realizar varios lavados con agua bidestilada esterilizada a 4 2C: 1

volumen, 0.5 voliumenes dos veces y 0.02 volumenes y finalmente, el sedimento se
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resuspendié en 0.002 volumenes de glicerol al 10 % esterilizado por filtracion y a 4
oC. Mantener la temperatura es determinante para que el proceso de competencia
bacteriano sea satisfactorio.

La electroporacion se realizé con 1 pg de DNA diluido en agua bidestilado
ausente de sales, para lo cual es necesario filtro de 0.42 um (Millipore). En la cubeta
de electroporacién preenfriadas se mezclan 40 uL de células competentes con 1 g
de DNA. Se someten a un pulso de 2500 mV/cm durante 5 mseg, se le afiade medio
SOC (Tabla 18). Se incuba a 37 2C durante una hora y posteriormente se siembran en
LB-agar con el antibidtico de eleccion (en este caso ampicilina). Se incuban durante
12 - 16 h a 37 2C. La seleccidn de clones recombinantes se realiza de acuerdo al gen
que porta el vector y también mediante seleccidon de colonias blancas o azules con
vectores como pGEMT, que contiene el gen de la B-galactosidasa capaz de
metabolizar el X-Gal (2 %, que esta en el medio de cultivo junto al inductor IPTG, 10
mM). Se verifico la presencia del plasmido recombinante extrayéndolo mediante el

sistema miniprep de Gibco- BRL.

Tabla 18. Medio SOC.

2% Bacto triptona
0.5% Extracto de levadura
10mM Nacl

10mM  KCl

Afadir extemporaneamente para 1 L:
-2 mM MG* (1M MgClz, 1M MgS0a)
-2 mM glucosa

Tras la extraccién de DNA y amplificacion genética por PCR, explica en el
apartado anterior, se desarrolla la clonacién y secuenciacion. En el vector pGEMT
(promega) se clonan los fragmentos de PCR que una vez purificados 16S rDNA. La
secuenciacion se realizd por el método de Sanger (Sanger, et al., 1977), utilizando el

“DNA sequencing kit” de Perkin Elmer y la enzima AmpliTag DNA polimerasa en los
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servicios de secuenciacidon del Instituto Lépez-Neyra (CSIC-Granada), y los cebadores

utilizados fueron SP6y T7.

2.4. ANALISIS FILOGENETICO BASADO EN LAS
SECUENCIAS DEL GEN DEL 16S rDNA

Las secuencias parciales y en un paso posterior, las secuencias totales del
gen del rRNA16S, se analizaron en la base de datos NBCI (National Center for
Biotechnology Information), donde el alineamiento global mediante BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) relaciona las secuencias del gen del 16S rRNA de un
microorganismo problema con las secuencias del gen RNArl6S ya depositadas e

identificadas (Altschul, et al., 1990, Altschul, et al., 1997).

Los arboles filogenéticos se obtuvieron a partir de las matrices de distancia
de la secuencia de DNA. Para ello se alinean dos o mas secuencias de DNAr y se
calcula una distancia evolutiva (Ep) registrando en el ordenador el nimero de
posiciones en la secuencia que ambos difieren, se introduce un factor de correccién
estadistico para compensar la posibilidad de que, a través de los diferentes cambios
que puedan haberse producido, se obtenga de nuevo la secuencia inicial. La matriz
de las distancias evolutivas, generada a partir de la comparacién de secuencia, se
analiza posteriormente por medio de un programa informatico, el Mega 6, disefiado
para generar arboles filogenéticos a partir de las medidas de Ep. Lo cual equivale a
examinar todas las posibilidades de ramificaciones para el conjunto de distancias
comparadas y asi disponer de las longitudes de las ramificaciones para ajustar los
datos de la mejor manera. La Ep que separa dos organismos es directamente
proporcional a la longitud total de las ramas que lo separan (Khatun, et al., 2012,

Kumar, et al., 2004, Tamura, et al., 2013).

141



142

La reconstruccion filogenética se realizé con el método de Maximum
Parsimony (Jukes & Cantor, 1969), cuando partimos de secuencias parciales, ya que
este método tiene en cuenta el gasto evolutivo menor que tiene que darse para
generar un darbol, asi como las mutaciones que puedan haberse producido. Mientras
que los arboles creados por Neighbour-Joining son aquellos realizados con
secuencias totales. El arbol creado es el mas simple, ya que la comparacién de las
secuencias (2 a 2) fenética genera una matriz de similitud por medio de un algoritmo
que genera la similitud en base a la distancia. Las distancias entre las distintas cepas
vienen en base al modelo Jukes-Cantor con un Bootstrapt de 1000, lo cual significa
que el programa da un porcentaje en las ramas en base al resultado de los 1000

arboles diferentes generados.
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2.5. HIBRIDACION DNA-DNA

La afiliaciéon filogenética de un organismo nos aclara datos como el
parentesco de éste con otros organismos ya secuenciados, asi como la naturaleza
monofilética de los taxones que se analizan. Sin embargo, la informacién que
contiene este gen es limitada y se encuentra en el umbral de resolucion en la
circunscripciéon de una especie procariota. Podemos encontrar variaciones
sorprendentes en la secuencia de microorganismos pertenecientes a la misma
especie, asi como especies claramente distintas con secuencias de 16S rRNA

similares y que se encuentran como frontera de una especie bacteriana.

En los ultimos estudios centrados en el desarrollo de nuevos métodos
basados en todo el genoma (Gevers, et al., 2005, Tindall, et al., 2010), se refleja que
actualmente el método definitivo de identificacion de una especie es la hibridacién
DNA-DNA. Las demas técnicas moleculares que, también utilizan todo el genoma,
aportan informacion que confirman los datos obtenidos con la reasociacién DNA-
DNA entre dos cepas, pero son demasiado nuevas para que hayan sido aceptadas
universalmente e incluidas en el proceso de clasificacién y delimitacién de una
especie. Las numerosas especies que actualmente estan siendo descritas utilizan la
hibridacion DNA-DNA como parametro llave a la hora de definir a una nueva especie,
aungue la técnica de secuenciacién masiva parcial estd comenzando a abrirse paso

(Lucena, et al., 2012).

La hibridacion DNA-DNA es una medida indirecta de la semejanza de
secuencias entre genomas (Ziemke, et al.,, 1998). En este método se trabaja con
secuencias que al ser comparadas en datos de bases, como el BLAST, se observa que
la secuencia objeto de estudio comparte una similitud igual o superior al 97 % con
secuencias de cepas validadas. Para que dos DNA muestren un minimo grado de
hibridacién es necesario que ambas secuencias compartan al menos un 80 % de

identidad. Por tanto, entre 0 % y 100 % de similitud se distribuyen genomas que
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comparten entre el 80 % y el 100 % de identidad en las secuencias. De forma
empirica se ha observado, que una especie procariota agrupa organismos con una
similitud interna superior al 70 % de RBR o inferior a 5 2C de ATm. Sin embargo, es
muy importante tener en cuenta que estos limites numéricos no son absolutos, y
que pueden oscilar entre el 50 % y el 80 % (+/-9 2C ATm y+/-3 2C ATm) (Rossello-
Mora, 1999, Tindall, et al., 2010).

Marcaje del DNA

Se utiliza el método enzimatico de Nick Translation Kit (Roche cat.
10976776001). El objetivo es realizar un doble marcaje con digoxigenina (Roche cat.

11093088910) y con biotina-16-dUTP (Roche cat. 11093070910).

La mezcla de nucleétidos se estructuré de acuerdo a la siguiente
proporcion:
-3 vol. de dATP.
-3 vol. de dGTP.
-3 vol. de dCTP.
-2 vol. de dTTP.
- 1 vol. de digUTP:
= 0.75 vol. de digoxigenina.

= 0.25 vol. de biotina.

El marcaje se realiza en tubos de 1.5 mL para microcentrifuga, siendo el

volumen final de la reaccién de 10 pL. De manera que se agrega a cada muestra:

*0.7 g de DNA para marcar (cuantificado a 0.3 pg/mL).

*5 UL de la mezcla de nucleétidos.

*1 YL de tampdn.

*1 L de enzima (mezcla enzimética contenida en el Nick Trasnslation Kit).

*Agua bidestilada c.s.p. 10 L.

144



MATERIALES Y METODOS

La reaccion se incuba a 15 2C durante 90 minutos para que se produzca el

marcaje del DNA.

Precipitacion del DNA

Para precipitar el DNA marcado se agrego a la reaccion anterior:

-390 L de agua bidestilada.
- 45 UL de acetato de sodio 3 M pH 5.2.

- 890 ML de etanol absoluto y puro a -20°C.

Se conserva durante 1 hora a -80 °C, o toda la noche a -20 °C. Para
concentrar el DNA se centrifuga a 13000 rpm durante 30 minutos. A continuacién, se
elimina cualquier resto de etanol de la muestra por evaporacién a temperatura

ambiente y se resuspende en 100 PL de agua desionizada.

Comprobacidon del marcaje

La comprobaciéon del marcaje se realiza en microplacas de estreptavidina
(Streptavidin-Coated Microtiter plates, (Roche cat. 11645692001). A cada pocillo se

agregaron:

- 200 pL de tampon fosfato 0.14 My 0.2 % SDS pH 6.8.
-5 gL de albumina al 4 % p/v.
-1 pL de DNA marcado y previamente desnaturalizado (15 minutos a 100

oC, y trasladado a agua-hielo inmediatamente para evitar la renaturalizacién).

Se incuba a temperatura ambiente y con agitaciéon constante durante 1

hora.
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Deteccion del marcaje

Transcurrida la hora de incubacidn, se elimina el volumen de los pocillos de
la microplaca y se lava tres veces con tampdn 1. En la ultima repeticion, los pocillos
han de secarse muy bien, dejandolos volteados durante unos segundos sobre un
papel de filtro. Se adiciona 200 L por pocillo de solucidn de deteccidn. Se vuelve a

incubar durante 1 hora a temperatura ambiente y agitacion constante.

Solucion de deteccion*. Viabilidad de 1 semana
5 UL de Tampdn 1
0.5 % p/v de albimina

1 pL de Anti-Digoxigenin-AP, fragments (Roche, cat 11093274910)

Tampoén 1 (0.15M NaCl y 0.1M de Ac. maleico) pH 7.5

Autoclavar y guardar a 4 C

NacCl 43¢
Ac. Maleico 5.8¢g
NaOH 4.015¢g

Agua desionizada c.s.p. 500 mL

*Es una soluciéon extemporanea, por lo que debe prepararse la cantidad
necesaria en cada ensayo.

Revelado

Después de eliminar la solucién de los pocillos, se lavaron tres veces con
tampdn 1, y se secaron del modo anteriormente descrito. Se agregan 250 UL de
solucién de revelado y se procede a la lectura de la absorbancia a 405 nm en un
lector de ELISA. Inmediatamente se incuba la microplaca a 37 2C durante 30
minutos, transcurrido este tiempo se vuelve a leer la densidad Optica, asi como
pasadas 1, 2 y 3 horas. Aproximadamente a las 3 horas de incubacion, se obtienen

los valores éptimos de lectura.
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Para el revelado se utiliza una solucién extemporanea, que se prepara en el
momento de ser utilizada. Se debe calcular la cantidad que se necesita, de acuerdo

al nimero de pocillos, preparando 250 L por pocillo.

Solucién de revelado.
5 mL de Tampdn 2
5 mL de agua desionizada
3.5 pL de MgCl2 3M (0.1mg/mL)
10 mg de p-nitrofenil fosfato (Sigma, cat. 9389)

Tampon 2: pH 9.6. Guardar un maximo de 15 dias a 42C.
Na2COs 0.795¢g
NaHCOs 1.465¢g
Agua desionizada c.p.s. 500mL
Hibridacién
Se realiza en tubos para PCR de 0.3 mL donde se adiciona:
- 15 pg de DNA (purificado y cuantificado a una concentracién
aproximada de 0.3 pg/mL).
-5 UL de DNA marcado (se pueden utilizar entre 4 y 12 pL de DNA).

-Agua bidestilada suficiente para completar 72 mL de muestra.

Las muestras se desnaturalizan durante 15 minutos a 100 eC, transcurridos
los cuales se depositan en un bafo de agua-hielo para impedir la renaturalizacion
durante 15 minutos. Se agregan 28 ML de tampdn fosfato 1 M. Para evitar la
evaporacion, las muestras se sellan con unas gotas de aceite mineral (Sigma cat. M-
3516). Se dejan hibridar durante 16 horas, a una temperatura de 30 2C menor que la

Tm de la cepa a hibridar.

Las muestras hibridadas se transfieren a tubos de 1.5 mL para
microcentrifuga, eliminando previamente el aceite mineral. Para ello se extrae

cuidadosamente la muestra con micropipeta y se desliza sobre un trozo de parafilm,
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para eliminar los posibles restos de aceite. Se recoge y se mide con micropipeta el

volumen de la muestra, y depositdndose en un microtubo limpio.

Equilibrado de la hidroxiapatita

Se prepara la cantidad necesaria de hidroxiapatita (Hidroxyapatite, Bio-Rad
Cat 130-0520) para una concentracién de 1 g/10 mL de tampdn fosfato 0.14 M. Para
ello, se homogeniza y se reparte en alicuotas de 1 mL en tubos de 1.5 mL para
microcentrifuga. Se centrifugan durante 2 minutos a 13000 rpm, se descarta el
sobrenadante y se agrega 1 mL de tampdn fosfato 0.14 M. Se agita mediante el
vortex y se centrifuga de nuevo manteniendo las condiciones anteriores,

nuevamente se descarta el sobrenadante y este proceso se repitié dos veces mas.

Finalmente la hidroxiapatita se resuspendié en 1 mL de tampén fosfato 0.14
M y se repartié en alicuotas de 500 pL (en tubos de 1.5 mL). Cada alicuota se
centrifugd en condiciones similares descartando el sobrenadante. Es recomendable
equilibrar la cantidad de hidroxiapatita necesaria en el momento en que vaya a ser

utilizado.

Purificacion de las cadenas

La separacién de las cadenas simples y cadenas dobles de DNA se realiza
utilizando como soporte la hidroxiapatita. Ya que los acidos nucleicos se unen a la
hidroxiapatita por interaccién de los grupos fosfato, de las bases del polinucledtido y
los residuos de calcio en la resina. Los acidos nucleicos pueden ser eluidos en
tampon fosfato a temperaturas elevadas (60 2C). Las cadenas dobles de &cidos
nucleicos se unen mas fuerte a la hidroxiapatita que las cadenas simples y por tanto,
son eluidas a concentraciones de fosfato mas altas. Normalmente, las cadenas
simples de DNA eluyen a concentraciones de fosfato sédico (pH 6.8) ente 0.14 M y
0.16 M y el DNA de doble cadena es liberado a concentraciones de fosfato

superiores a 0.4 M.
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Cadenas simples

Al volumen de la muestra hibridada incluida en tampdn fosfato 0.28 M se
agrega una cantidad igual de agua bidestilada, para obtener una concentracién de
tampdn fosfato de 0.14 M. De cada muestra se toman dos alicuotas de 50 ML y se
depositan en dos tubos de 1.5 mL con hidroxiapatita equilibrada. Los 50 pL de
muestra se mezclan cuidadosamente con la hidroxiapatita y se incuban durante 15
minutos a una temperatura 35 2C menor que la Tm (a esta temperatura se producen
las reasociaciones especificas de las cadenas dobles), de esta manera el DNA se une
a la hidroxiapatita. Transcurrido este tiempo se centrifugan durante 1 minuto a

13000 rpm los tubos con la muestra y la hidroxiapatita.

Los 50 uL de sobrenadante que contiene las cadenas simples se recuperan
y reservan en microtubos limpios, La hidroxiapatita se vuelven a lavar dos veces con
tampon fosfato 0.14 M y 0.2 % p/v SDS, primero con 450 UL y luego con 500 (L. En

ambos casos se repitid el mismo procedimiento:

-Agitar suavemente para mezclar el tampdn con la hidroxiapatita.

-Incubar 5 minutos a una temperatura 35 2C menor que la Tm (Temperatura de
fusion).

-Centrifugar 1 minuto a 13000 rpm.

-Recoger el sobrenadante con cuidado de no coger hidroxiapatita.

-Lavar con 500 pL de tampdn fosfato 0.14 My 0.2 % p/v SDS

-Incubar durante 5 minutos a una temperatura 35 2C menor que Tm.

-Recuperar el sobrenadante, que contiene las cadenas simples.

De este modo se obtienen dos microtubos con un volumen final de 1000 L
(50 pL + 450 pL + 500 L) de tampdn fosfato 0.14 My 0.2 % p/v SDS, con las cadenas
libres no hibridadas. Mientras que en los microtubos con la hidroxiapatita quedan

adheridas las cadenas dobles hibridadas.
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Cadenas dobles

Para liberar las dobles cadenas fijadas en la hidroxiapatita, se lava con 200
UL de tampdn fosfato 0.4 M. La muestra se agita mediante el vortex y se centrifuga 1
minuto a 13000 rpm. El sobrenadante se recupera en un nuevo microtubo. Este
procedimiento se repite dos veces, de manera que al final se obtienen dos tubos con
400 pL de tampdédn 0.4 M respectivamente, que contiene las cadenas dobles

hibridadas.

Las cadenas dobles y la muestra patrén se desnaturalizan 10 minutos a 100
oC y se traspasan inmediatamente a agua-hielo durante 15 minutos para evitar la re-

naturalizacion de las cadenas dobles.

Preparacidon de la curva patron de DNA

La curva patrén se prepara con 4 IL de DNA marcado en 800 UL de tampdn
fosfato 0.14 M y 0.2 % p/v SDS. A partir de ahi, se realizan 7 diluciones seriadas
tomando cada vez 400 YL de muestra y se deposita en otro tubo con 400 pL de

tampodn fosfato 0.14 My 0.2 % p/v SDS.

Lectura de ELISA

Se utiliza un lector de ELISA (Microplate Reader de Behring El 311). La lectura
se realiza a una longitud de onda de 405 nm. Las muestras se colocan por duplicado
en los pocillos, 200 UL de cadena simple y 200 UL de cadena doble. Se distribuyen
varios blancos en distintas posiciones de la placa, que contienen 200 UL de tampdn
fosfato 0.14 My 0.2 % p/v SDS. Ademas, a cada pocillo de la microplaca se agrega 5
KL de una solucidn de albdmina al 4 % p/v (quedando, ésta al 1 % p/v). La solucidn
de albumina se utiliza como bloqueante.

Se mantiene dos horas en agitacién fuerte y constante a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo y siguiendo el mismo procedimiento empleado

para el marcaje, se procede al revelado y deteccién de la microplaca.
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El DNA marcado se une durante las dos horas de incubacién a la
estreptavidina de la placa de ELISA, por el receptor especifico de biotina que lleva en
un extremo después de haberlo marcado. En el otro extremo, el DNA tiene
digoxigenina, que se une especificamente a la antidigoxigenina que se anade en el

proceso de revelado y deteccidn (Figura 19).

P-NPP

DIGOXIGENINA ANTIDIGOXINA

P-NPP*

Fig.19. Marcaje del DNA.

Determinacion de la concentracion de DNA marcado utilizado

como patrdén

Para obtener la recta patron del DNA marcado, que nos permitird saber la
concentracién en pg de las cadenas simples y dobles de cada muestra, es necesario
determinar los pg de DNA de la muestra patrén. EIl DNA marcado, que estd a una
concentraciéon de 0.5 pg/mL, se resuspende en 100 pL de agua bidestilada, por lo
tanto, por cada mL habra 5x103 pg/mL de DNA marcado. De esta dilucién, se toman
4 ULy se vuelven a diluir en 800 UL de tampon fosfato 0.14 M + 0.2 % p/v SDS para la
preparacién de la muestra patrén. De esta manera tenemos 0.02 g (20 ng) de DNA
marcado en 800 pL de tampdn. La primera dilucion de la muestra patrén que
contiene el DNA marcado, tiene una concentracion de 0.025 ng/mL. Finalmente, de
ésta dilucion, se toman 200 L para depositarlos en los pocillos de la microplaca, por
lo que la concentracidn real serd de 5 ng/mL, que expresado en pg corresponderia a
5000 pg. A partir de esta muestra se van diluyendo a la mitad, obteniéndose los

demas valores (5000 pg, 2500 pg, 1250 pg, 625 pg, 313 pg, 156 pg).
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Calculo de la concentracion de DNA

hibridado
Los valores de densidad éptica obtenidos
en la microplaca (Figura 20) se convierten en

concentracion de DNA expresada en pg. Para esto,

se realiza una recta patrén de regresion con los
valores del patron que contiene soélo el DNA

marcado. Con los valores de la recta se determina

la concentracién de DNA para cada muestra.

Fig. 20. Placa de
estreptadivina tras dos
horas de incubacién.

Tratamiento de los datos de hibridacion

Los datos de las reasociaciones homodlogas y heterdlogas obtenidas a 405
nm en el lector de ELISA se procesan simultaneamente. El calculo del porcentaje de
las cadenas apareadas o grado de reasociacion “BR” (Binding Ratio), se expresa
como el porcentaje del DNA marcado liberado con 0.4 M de tampdn fosfato
(cadenas dobles), comparado con el total de DNA marcado liberado (suma de

cadenas simples y cadenas dobles).

DNA total de cadenas dobles

BR= 100x
DN A total cadenas dobles + DNA total cadenas simples

La tasa de unidn relativa de DNA heterdlogo (RBR) se expresé como el

porcentaje de los heterdlogos, relativo al 100 % BR que se debe al homdlogo.

BR heterdlogo

RBR= 100x
BR homodlogo

152



MATERIALES Y METODOS

Los resultados de la proporcion de DNA marcado-DNA no marcado que

hibrida, se expresaron teniendo en cuenta las siguientes referencias y nombres:

>

Los valores de cada muestra se obtuvieron por duplicado, calculando la
desviacion estandar (o) de la unidn relativa, valor que nos indica si la

técnica se ha realizado correctamente.

Los valores de D.O. a 405 nm, son los valores de la X que por aplicacion
en la ecuacién correspondiente en cada caso, nos dara un valor de Y que

corresponde con los valores de DNA en picogramos.

Los pg totales se calculan en el caso de las cadenas simples
multiplicando el valor de Y por 5, lo consideramos el valor A, y en el caso
de las cadenas dobles Y por 2, éste serd el valor B. A partir de los cuales,

calcularemos la union relativa o B.R.=100x (B / A + B)

Posteriormente, calculamos el Porcentaje de Unién Relativa o R.B.R.
tomando como valor de referencia el valor de B.R. mas alto serda B. Ref.:

R.B.R.= 100 x (B.R. / B. Ref).

Finalmente, se aplicé la desviacidn estdndar a todos los datos obtenidos,

de acuerdo a la siguiente férmula:
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3.CHEMOTAXONOMIC ANALYSIS

As a general recommendation, the chemical characteristics have been
studying for the description of novel taxa by different authors. The lipid pattern vary
qualitatively and quantitatively, according to the conditions in which the
microorganism has shown growth (Lobasso, et al., 2003). However, the lipid profile
can be used taxonomically to distinguish between the different phenotypic sub-
groups of archaea and to delineate them from all other microorganisms, i.e, they

are useful markers for their taxonomy (Gambacorta, et al., 1995).

3.1. INITIAL TREATMENT

Before beginning with extraction of archaeal lipids, It is necessary a pre-
treatment of microorganism, which has been grown in its optimal medium and

optimal conditions until being saturated.

1) Centrifuge in Beckman AVANTI™ JM-25 with rotor JA-14, during 15
minutes to 8000 rpm.

2) The pellet has to be re-suspend in CINa 4 M in a volume of 100 mL
approx. Thus, the microorganisms were cleaned of the medium.

3) Centrifuge 30 minutes to 10000 rpm.

4) The precipitated is re-suspended in 2 mL of CINa 4 M. This will be

conservated to 4 °C.
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3.2. EXTRACTION OF LIPIDS

Total lipids were extracted by the Bligh and Dyer methods, as modified for

extreme halophiles, as it is observed in the figure 21 (Bligh & Dyer, 1959, Kates,

1986):

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

All material, which is used to extraction, should be cleaned with sulfocromic
mixure. This product damages all organic components. After overnight, the
tubes should clean with water very well and they should be dry before using

in extraction.

The archaeal pellet was mixed with distillate water. It’s distributed 1.6 mL in

glass tube from Pyrex ®*.

Add 4 mL of CH3OH (This serves to dissolve the membrane and precipitate

proteins) in each tube and softly shake for 15 minutes.

Add 2 mL of CHCIs (This serves to dissolve the lipids in the liquid phase) in

each tube and shake for 15 minutes.

Centrifuge with a Thermo Electron Corporation PK 121, at 3500 rpm for 15

minutes.

There are a supernatant and a pellet in each tube.
a. The supernatant (SN) is preserved to work after.

b. The pellet is adding 1.6 mL distillate water. It is begging to point 3.

Join SN1 and SN2. Add 2 mL CHCIs and 2 mL KCI 0.2 M, this facilitates

separation of the phases, by each supernatant. And manually shake.
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1'6ml m.o.+1120
4m|I CH30H

) i
—1smin o | pmicnias |A3Min
shaking shaking

10—

3500rpm /15 min
SN1 +SN2
SN2

MONOPHASE
H20/CH30H/CHCI3
0'8/2/1

2500rpm /15 min

Itis found some water, adding benzene
And it is transferred to a new tube.

1'6ml m.o+l120
Aml CH3OH
15min shaking
2ml CHCI3
15min shaking

]

A

by N2 flow.

The dry lipid is obtained

2500rprm/ 5 min
Pick up lower phase
2500rpm / 5min

Fliminate upper phase.

) Pellet
Keep at -20?

?ml CHCI3
2ml KCl 0.2M
Slow shaking

BIPHASE

H20/CH30H/CHCI3
0'9/1/1

CONCENTRACION FINAL 10 pl/ml

Fig. 21. Extraction of lipids by method of Bligh & Dyer.
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8) Centrifuge at 2500 rpm for 5 minutes to obtain a diphase
(H20/CH30H/CHCIs = 0.9/1/1), where the upper part of the biphase is water

and methanol (colorless) and the lower is chloroform phase (yellow).

9) Lipids were dissolved in chloroform phase while proteins were arranged in
the interphase. For this reason:
a. To collect the chloroform phase and kept.
b. While the upper phase is added 2 mL of CHCls, shaking and
centrifuged at 2500 rpm for 15 minutes.

c. To collect the lower phase again and join it to the one we kept.

10) Centrifuge at 3900 rpm for 15 minutes and eliminate the upper phase with

glass Pasteur’s pipette.

11) The chloroform phase was transferred to another test tube and adds
benzene to confirm the absence of water. Since the combination of water
and benzene makes the solution becomes cloudy, in which case the

previous step was repeated.

12) In this step, there is only lipids dissolved in chloroform. These tubes, with
part of the lipid solution and chloroform, were placed in a block heater at

37 °C and submitted a flow of N2. Add more solution to obtain a dry lipid.

13)Dry lipid extract** is diluted in CHCIs to give a final concentration of 10

pl/mL. It was retained at 20 2C until tested by TLC, MALDI and NMR.

* All material must be cleaned with CHCIs before using in this technique.

**Ppreviously weighted on a precision balance microtubules that have been
used in obtaining the lipid extract. Again, as with the lipid extract obtained, weigh
these microtubes. If the weight value remains constant after repeated weighing, this
indicates that it is free of chloroform. So it is having longer otherwise exposed to N2

gas until it is completely dry.
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3.3. TLC (THIN-LAYER CHROMATOGRAPHY)

Total lipid extracts were analyzed by TLC (Merck 10 x 20 cm x 0.5 mm thick
layer). The first step is to clean with CH3OH:CHCls al 1:1 the chromatography camera.
While the reactives are evaporated, plate is marked with the lines to depositing the
lipids extract to 1cm of the bottom of the plate, the end line of the way to 1.5 cm top

of the thin-layer and well, which wide is 0.5 cm (Figure 22).

SILICAGEL60 20X10
A
1.5cm
Y
A
7.5cm
Well Deposite line
3.5cm /O.Scm Lo l
<—l | | | N I_GJ[ | > | | | | | [
¢1ch| I M 1 1 1 1 1

Fig. 22. The marks of silica-gel plate.

The steps that we must follow to use the plate for HPTLC are:
1) Plates for thin-layer chromatography were washed twice with CH3OH:CHCl3
(20 mL) in the chromatography camera with hermetic seal.
2) They will be active at 180 2C during 2 hours minimum.
3) While the plate is activating, the chromatography camera takes saturation
CH30H:CHCl3: CH3COOH 90 %, 65:4:35 by volume.
4) Load some samples into each gap and introduce in the chromatography

camera with hermetic seal during 15-20 minutes approximately.
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5) The next step was drying well the thin-layer. The lipids, are detecting by 3
different methods. The detection of lipids depends on the type of used

stain:

For all lipids: There are two option to show all lipids:

- Spraying 5 % sulphuric acid in water, followed by charring at 180 2C for
5 minutes. For this way, it’s possible observing permanently the lipids
bands.

- Silicagel plate was introduced in the camera with lodine dust. This
iodine produces vapor, which makes that all lipids are visible for a
moment. This method is ideal for isolation and purification of individual
lipids.

Phospholipds: Silicagel plate is spraying with molybdenum blue (Sigma) with
sulphuric acid (4.2 N) and allowed to dry until blue marks appear
phospholipids.

Sulfoglycolipds: Silicagel plate is spraying with 2 % azure A in sulfuric acid 1 mM and
It is bathed in 40 mM H»SOs bath: MeOH (3:1) and in constant motion
overnight. This bath is bleach, so we need to change the bath until the

bands were observed.

3.4. ISOLATION AND PURIFICATION OF LIPIDS FROM
THE TOTAL EXTRACT

The lipids components are separated by preparative TLC in silicagel 60 (20 x
20 cm x 0.5 mm thick layer) (Figure 23) in the chromatography camera which takes
saturation CHsOH:CHCl3:CH3COOH 90%, 65:4:35 by volume. They were visualized by
staining with iodine vapor. Thus, these lipids were eluted and recovered from the

scraped silica as previously described.
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2.4.1. Extraction of lipids of the Silicagel

For an equivalent amount of silica about 1mL:

1.
2.
3.

Add 2 mL H20:CH3OH:CHCIz (0.8:2:1) and apply 2 min in vortex.

Spin at 3500 rpm during 5 min.

Recover of supernatant and repeating this operation with the pellet in 5
times.

Add at 2.6 mL CHClz and 2.6 mLKCL0.2M to SN 1,2,3,4,and 5

Spin at 3900 rpm during 15 min. This operation will be repeat to obtain
inferior phase very cleaning.

For last, spin at 3500 rpm during 5 min and flipping the liquid in a new

tube to avoid the superior phase droop too.

1.5cm ¢ e 1

SILICAGEL60 20X20

13.5cm

WELL

Deposite line

5cm

Fig. 23. The marks of silica-gel plate to extraction of lipids of the Silica-gel.
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3.5. MALDI-Tof/MS

Matrix-Assisted  Laser  Desorption/lonisation  Time-of-Flight  Mass
Spectrometry is used to applicate to identification, typification and diversity studies
(Figure 24). In the present work is used to analyze the lipids profile, and
consequently, as biomarkers for characterization of microorganism. The isolation
and purify individual lipids present in archaeal membranes, are using in a mass

spectrometer Bruker Microfles (Angelini, et al., 2010).

Sample of lipid
with 9-AA.

Fig.24. Photograph of MALDI-Tof target (Top). Dimensions of target are approximately
53 x 41 mm. And MALDI-Tof machine (right).

Thus, the MALDI-TOF analyzes archaea phospholipids in the membranes of
extreme halophilic microorganisms, through a series of absorption peaks

corresponding to molecular ions of different types of polar lipids.

In particular, this method utilizes a pulsed nitrogen laser, emitting at 337

nm, the extraction voltage was 20 KV and gated matrix suppression was applied to
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prevent detector saturation. Six hundred single laser shots were aged for each mass
spectrum. In the analysis of lipids in solution, the spectrum was obtained by moving
the laser within the spot. The laser fluence was kept at about 80 % of maximum
value to have a good signal-to-noise ratio. At variance in the analysis of lipids in
intact membranes, it was not necessary to move the laser during the acquisition of
the spectrum, thanks to the thickness of the pellet (see below). It was necessary to
keep the laser fluence at 100 % for good desorption and ionization of the sample in
the pellet; at lower laser intensity, it was not possible to have good signals. All
spectra were acquired in negative ion mode using the delayed pulsed extraction.
Spectral mass resolutions and signal to noise ratios were determined by the software
for the instrument, “Flex Analysis 3.0” (Bruker Daltonics). When indicated, spectra
were acquired with a Bruker Autofl ex mass spectrometer (Bruker Daltonics) in
reflector mode; the laser fluence was kept about 10 % above threshold to optimize
the signal to noise ratio (Angelini, et al., 2010). It’s necessary, an external calibration

to performing before each measurement.

3.5.1. Preparation of lipids samples in solution for
MALDI-Tof/MS

Samples were prepared as in section 2.4.2 (for a total lipids) and 2.4.5 (for
selected band) have been described. Briefly, the total lipids (10 mg/mL) and
individual lipids component (1-2 mg/mL) were diluted in 45 pul of
isopropanol/acetonitrile (60:40) in a proportion 1:9. Following, 0.3 pl of this dilution
was mixed with 0.3 pl of 9-aminoacridine (9-AA). Then 0.3 pl of the last mixture was
spotted on the MALDI-Tof target (Micro Scout Plate, MSP 96 ground steel target)
(Figure 24). Next step was begging the analysis in the MALDI-Tof machine (Angelini,
et al,, 2010).
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3.5.2. Coupling of HPTLC with MALDI-Tof/MS

The procedure was carried out, according to Fuchs et al.(Fuchs, et al.,
2007), with minor modifications, cutting the HPTLC plates in smaller pieces (about
4x8 cm in size) containing the lipids which want be study specifically. Thus, these
pieces, which corresponded to a single lane of HPTLC (figure 25), were then fixed
onto the MALDI target with double-sided adhesive tape. Three small droplets of
saturated matrix (9-AA) solution (in total 1.5 pl) were then deposited onto each
point, obtaining a continuous deposition along the HPTLC lane. Then the matrix
deposition points were numbered and each of them was assigned to HPTLC band
areas of interest by comparing the retention factors resulting from staining by lipid
charring and/or primuline. Then all the matrix deposition points were directly
analyzed with MALDI-TOF/MS. Although for each TLC band a certain number of mass
spectra were acquired, only the most representative spectra are shown (Angelini, et

al., 2012).

Fig.25. HPTLC in aluminum
plate.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. MUESTREO Y AISLAMIENTO

1.1. PROCEDENCIA Y RECUENTO DE
MICROORGANISMOS TOTALES

Los tres ambientes salinos elegidos en Andalucia, son salinas poco
estudiadas en la bibliografia de haldéfilos extremos y moderados. Dos de los tres
ambientes sujetos a este estudio, son ambientes atalasosalinos: Fuente de Piedra
(Malaga) y La Malaha (Granada); mientras que Santa M2 de Jesus (Chiclana, Cadiz) se
define como un ambiente talasohalino. Las muestras fueron recogidas en otofio,
aprovechando el bajo nivel del agua que habia en sus estanques, fruto de un verano
muy caluroso y un inicio de otofio poco lluvioso. Estas condiciones meteoroldgicas
favorecieron que la concentracion de sal en la laguna de Fuente de Piedra y en los
cristalizadores de La Malahd y de Santa M2 de Jesus, fueran bastantes elevadas y en

consecuencia la presencia de microorganismos haldfilos extremos mas probable.

. Las muestras de la salina de Fuente de piedra (Malaga) fueron

recogidas el 14 octubre de 2009. En concreto se coleccionaron muestras de cinco
zonas diferentes, de las de cuales, dos muestras eran de agua (A1FP y A2FP) con
sus correspondientes muestras de sedimentos (S1FP y S2FP). Mientras que del
tercer punto de recogida Unicamente se almacend agua (A3FP). Esta salina de
interior se encontrd bastante marcada por la estacién seca que le precedia, ya
que la laguna presentaba un volumen de agua muy reducido, lo cual permitia la
observacion de un desierto de suelo salino (Figura 26). Esta situacidn, hacia muy
propicia la busqueda de microorganismos haldfilos extremos, el cual era el punto
de partida de este proyecto. Segun los datos proporcionados por el Parque
Natural de la Laguna de Fuente de Piedra, el muestreo se realizd con unos
valores medios de Oxigeno del 7.65 mg/L, la conductividad era 67 S/m, el valor

del pH era del 8.9, la temperatura de 19.2 2Cy la salinidad superaba el 44.7 %.
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Fig. 26. Zonas de muestreo de Fuente de Piedra.

. La salina localizada en La Malaha (Granada), fue muestreada el 6
de noviembre de 2009, de la cual se recogieron muestras en tres puntos
diferentes: A1LM procedente del agua del primer cristalizador con una

temperatura de 15 2C; S1LM, sedimento con agua del mismo cristalizados que el

Fig. 27. Zonas de muestreo de La Malaha.
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anterior; A2LM procede del agua de un segundo cristalizador con una
temperatura de 14 °C y su respectivo sedimento con agua S2LM (Figura 27);
estos dos primeros cristalizadores ya presentaban coloraciéon rosacea en sus
aguas, lo que hizo plantearse la elevada posibilidad de identificar arqueas
haldfilas. Y por ultimo S3LM, representa la muestra recogida de tierra contigua a
la salina, la cual presentaba costras de sal en su superficie, probablemente
debido a las filtraciones de agua salina procedentes del rio que abastece a ésta.
La Malah3, al igual que la anterior, es una salina de interior cuya fuente de agua
procede de manantiales internos que por filtracion acceden a ellas. Esta situacion
provoca que en estaciones secas el porcentaje de salinidad se vea bastante
incrementado en comparacién con salinas de exterior, cercanas al mar. En el
momento del muestreo la salinidad se encontraba en un valor préoximo al 30 % y

el pH de 8.1.

. El 16 de noviembre del 2009, se recogieron muestras en las salinas

de Santa Maria de Jesus (Chiclana, Bahia de Cadiz) (Figura 28). En este caso se

recogieron de 4 puntos diferentes, el primero punto de muestreo (A1BC y S1BC)
procede de un cristalizador que presentaba inicialmente coloracién rosacea,
donde el agua poseia una temperatura de 17 9C, con mas del 15 % de salinidad.
El segundo punto (A2BC y S2BC) fue la entrada de agua a los cristalizadores,
conocida como la Vuelta del Periquillo, aqui la temperatura era de 20 2Cy con un
13 % de salinidad. El canal exterior del cristalizador representa el tercer punto
(A3BC y S3BC) con una coloracion violacea, con 18 2C y un 11 % de salinidad
presente en el agua. Y finalmente, el punto cuarto (A4BC y S4BC) se recogio de
otro cristalizador con coloracion blanquecina con una temperatura de 19 Cy el
14 % de salinidad. La salina de Santa M2 de JesUs, se encuentra a escasos metros
de la costa, esta situacidn provoca que sus cristalizadores sean continuamente
surtidos por agua del mar, de manera, que el contraste entre afios con mayor o
menor recogida pluvial no sea tan marcado como en las salinas de interior. Los

valores generales que describen este ambiente salino el otofio del 2009, se
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resumen en una temperatura media de 18.3 2C, un pH de 7.5 y un porcentaje de

salinidad entorno al 15 %.

Fig. 28. Zonas de muestreo de Santa Maria de Jesus (Bahia de Cadiz).

Los recuentos se realizaron a cada muestra tras las tres primeras semanas
de incubacidon, y sus resultados se expresaron como unidades formadoras de
colonias por mL (UFC/mL), y se recogen en las tablas 17, 19 y 21. Siendo los medios

utilizados para el recuento, los ya descritos en el apartado 1.2. de Materiales y

Fig. 29. Muestra de colores y morfologias coloniales procedentes de los tres ambientes
salinos.
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Métodos. Se trabaja con muestras preparadas en diluciones seriadas (0, 10, 107,
103y 10*) de una muestra recogida desde un mismo punto y ambiente salino. Tanto
las muestras acopiadas como sus respectivas diluciones (de la 10 a la  10%) se
sembraron en medios HM en el intervalo de salinidad del 10 al 25 % y en medio OS,
e incubandose a una temperaturas de 372C. El uso de un mismo medio de cultivo,
HM con diferentes concentraciones de sales (Subov); unido al uso del medio OS, mas
especifico para Halobacterium sp., permite el crecimiento y aislamiento de
diferentes bacterias y arqueas de todos aquellos microorganismos que interaccionan
y coexisten en estos medios ambientes. Transcurrida la primera semana de
incubacion, se comenzé a realizar recuentos del nimero de colonias que crecian en
los distintos medios durante las tres primeras semanas. El valor de las Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) mostradas en las tabas 19, 21 y 23, proceden de
aquellas diluciones donde el nimero de colonias que se cuentan, se localizan en las
placas de cultivo cuyas diluciones presentaron un intervalo de 30 a 300 colonias.
Transcurridas las semanas de incubacion se comenzd la seleccion de
microorganismos, a la par que se caracterizaba el color (Figura 29) y proporcién de

las cepas con la misma morfologia colonial en la placa (Tablas 20, 22 y 24).

Tabla 19. Recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL) en Fuente de
Piedra (Malaga).
A1FP | A2FP

[C] 12SEM 22SEM 32 SEM I 12 SEM 22 SEM 32 SEM

10* 27 2.710*  2.710! | 1103 1103 1.1 103
15* **NC  8610°  1.310° | **NC  5.410° 7.5 10*
20* **NC 1710  2.310* | **NC  5.510% 910*
25%  **NC 2410  2.610* | *%NC 7.5 103 1.3 10*
0S* **NC  4.9102 1.8 10* | *%NC 80 1.6 10*
A3FP | S1FP
[C] 12SEM 22SEM 32 SEM | 12SEM 22 SEM 32 SEM
10* 1.3 1.210*  1.310 | 6 102 6 102 6.3 102
15*  1010* 110 2.1 10* | **NC  2.610° 3108
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Tabla 19. Recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL) en Fuente de
Piedra (Malaga).

20*
25*
(01

[cl
10*
15*
20*
25*
0s

*(%p/v en medio HM)

**NC 8110  1.310° | **NC  2.810°
**NC 5810 9.2 10° | **NC 810°
*ENC  **NC 210° | **NC 310°
S2FP |
aSEM 22SEM 32 SEM |
26 2.710* 2.8 10* |
30 1.210° 2.6 10° |
2 210° 2 10° |
**NC  4.410° 7.9 10° |
**NC 1110 1.8 10°

**NC. No crecimiento

310°
1.7 10°
310*

Tabla 20. Descripcion de las cepas aisladas y seleccionadas de Fuente de Piedra (Malaga).

Microorganismo

Presencia de

Microorg. (Medio-Punto Color de la la colonia
aislado Muestreo-Placa- colonia seleccionada
Dilucion-Numeracion) (% UFC)

Al1FP1 0S-A1FPO9-A-0-1 Roja 50 %
A1FP2 0OS-A1FP0O9-A-(-1)2 Roja teja 50 %
A1FP3 0OS-A1FPO9-B-(-3)-3 Rosa 100 %
A1FP4 25-A1FPO9-A-(-1)-4 Roja vino 20%
A1FP5 25-A1FP0O9-A-(-1)-5 Roja intenso transparente 39%
A1FP6 25-A1FPO9-A-(-4)-6 Rosa brillante 100 %
A1FP7 15-A1FPO9-C-0-7 Rosa clara 20%
A1FP8 15-A1FPO9-C-0-8 Roja transparente 1%
A1FP9 15-A1FP0O9-C-(-1)-9 Roja transparente 40 %
A1FP10 10-A1FP0O9-B-0-10 Amarilla 50 %
Al1FP11 10-A1FP0O9-B-0-11 Blanco 50 %
A1FP12 10-A1FPQ9-A-0-12 Amarillo transparente 25%
A1FP13 10-A1FP0O9-C-(-1)-13 Marrén transparente 100 %
A1FP14 OS-A1FP0O9-A-(-1)-14 Rojo anaranjada 26%
A1FP15 0S-A1FP0O9-B-(-1)-15 Rojo transparente 37%
A1FP16 25-A1FP0O9-A-(-1)-16 Roja oscura 16.5%
A1FP17 25-A1FP0O9-A-(-1)-17 Rojo brillante 44 %
A1FP18 20-A1FP0O9-A-0-18 Rosa pastel 15%
A1FP19 20-A1FP0O9-A-0-19 Rojo brillante 30 %
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Tabla 20. Descripcion de las cepas aisladas y seleccionadas de Fuente de Piedra (Malaga).

Microorganismo

Presencia de

Microorg. (Medio-Punto Color de la la colonia
aislado Muestreo-Placa- colonia seleccionada
Dilucion-Numeracion) (% UFC)
A1FP20 15-A1FP0O9-C-(-1)-20 Rojo claro transparente 81%
A1FP21 15-A1FP09-B-(-2)-21 Rojo claro transparente 19%
A1FP22 15-A1FP0O9-C-(-3)-22 Rojo intenso claro 20%
A1FP23 10-A1FP0O9-B-(-1)-23 Amarilla clara 50 %
A1FP24 10-A1FP0O9-B-(-4)-24 Naranja 33%
A2FP1 0S-A2FP0O9-A-0-1 Roja anaranjada 60 %
A2FP2 0S-A2FP0O9-A-0-2 Roja transparente 125%
A2FP3 0S-A2FP0O9-A-(-1)-3 Amarilla clara 90 %
A2FP4 0S-A2FP0O9-A-0-4 Roja 3%
A2FP5 25-A2FP0O9-C-(-1)-5 Roja 0.33%
A2FP6 25-A2FP0O9-C-(-1)-6 Roja anaranjada 50 %
A2FP7 25-A2FP09-B-(-2)-7 Roja vino 57 %
A2FP8 25-A2FP0O9-B-(-2)-8 Rojo 35%
A2FP9 20-A2FP0O9-B-(-2)-9 Rojo transparente 2.2%
A2FP10 20-A2FP0O9--B(-2)-10 Rojo transparente 13.3%
A2FP11 20-A2FP0O9-B-(-2)-11 Rojo vino 50 %
A2FP12 15-A2FPQ9-A-(-2)-12 Marrén con degradacion 1%
A2FP13 15-A2FP09-A-(-2)-13 Amarilla oscura 2%
A2FP14 15-A2FPB-(-2)-14 Marrén clara 23%
A2FP15 10-A2FP0O9-A-0-15 Marrén chocolate 1%
A2FP16 10-A2FP0O9-B-0-16 Marrén en anillas 1%
A2FP17 10-A2FPQ9-B-0-17 Amarilla transparente 6.4%
A2FP18 10-A2FPO9-B-(-1)-18 Salmén 5%
A2FP19 0S-A2FP0O9-A-0-19 Crema transparente 3%
A2FP20 0S-A2FP09-C-0-20 Rosa intenso 70 %
A2FP21 25-A2FP0O9-A-(-1)-21 Rosa clara 0.33%
A2FP22 25-A2FP0O9-A-(-1)-22 Roja sangre 80 %
A2FP23 20-A2FP0O9-A-(-1)-23 Rosa intenso transparente 2.7%
A2FP24 20-A2FPO9-B-(-1)-24 Rosa intenso 70 %
A2FP25 15-A2FPQ9-A-0-25 Marrén con degradacion 7.4%
A2FP26 15-A2FP09-A-(-2)-26 Roja transparente 714 %
A2FP27 10-A2FP0O9-C-(-1)-27 Amarillo brillante 5%
A2FP28 10-A2FP0O9-C-(-1)-28 Blanca 512 %
A3FP1 0S-A3FP09-B-(-1)-1 Rosa 100 %
A3FP2 0S-A3FP09-C-(-1)-2 Roja transparente 100 %
A3FP3 25-A3FP0O9-A-(-1)-3 Roja claro transparente 1%
A3FP4 25-A3FP09-B-(-2)-4 Roja vino 43 %
A3FP5 25-A3FP0O9-B-(-2)-5 Roja 33%
A3FP6 25-A3FP0O9-B-(-2)-6 Rosa transparente 6.25 %
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Tabla 20. Descripcion de las cepas aisladas y seleccionadas de Fuente de Piedra (Malaga).

Microorganismo

Presencia de

Microorg. (Medio-Punto Color de la la colonia
aislado Muestreo-Placa- colonia seleccionada
Dilucion-Numeracion) (% UFC)
A3FP7 20-A3FP0O9-A-0-7 Blanca 2%
A3FP8 20-A3FP0O9-A-(-1)-8 Rosa 1%
A3FP9 15-A3FP09-B-0-9 Blanca 1%
A3FP10 15-A3FP09-B-0-10 Rojo claro 1%
A3FP11 15-A3FP0O9-C-0-11 Marrén ocre 1%
A3FP12 15-A3FP0O9-C-(-1)-12 Blanca 2.2%
A3FP13 10-A3FP09-A-(-1)-13 Roja transparente 75 %
A3FP14 10-A3FP0O9-A-0-14 Blanca transparente 1%
A3FP15 10-A3FP09-C-(-1)-15 Naranja 1%
A3FP16 0S-A3FP0O9-A-(-1)-16 Roja 100 %
A3FP17 OS-A3FP09-B-(-1)-17 Roja anaranjada 100 %
A3FP18 25-A3FP0O9-A-(-1)-18 Roja claro 1.3%
A3FP19 25-A3FP0O9-B-(-2)-19 Roja tinta 241 %
A3FP20 20-A3FP0O9-A-(-1)-20 Roja burdeos 16.3%
A3FP21 20-A3FP0O9-B-(-1)-21 Rojo fresa 153 %
A3FP22 15-A3FP09-A-(-1)-22 Rojo pastel 14%
A3FP23 15-A3FP0O9-C-(-1)-23 Naranja claro 22%
A3FP24 10-A3FP09-B-(-1)-24 Salmédn transparente 1.3%
A3FP25 10-A3FP0O9-C-(-3)-25 Salmén opaco 40 %
S1FP1 0S-S1FPO9-A-(-1)-1 Blanca 100 %
S1FP2 0S-S1FP0O9-C-(-1)-2 Roja transparente 50 %
S1FP3 0S-S1FPO9-C-(-3)-3 Roja vino 50 %
S1FP4 0S-S1FPO9-C-(-3)-4 Roja sangre 50 %
S1FP5 25-S1FP0O9-A-(-3)-5 Burdeos 15%
S1FP6 25-S1FPQO9-A-(-3)-6 Roja transparente 65 %
S1FP7 25-S1FPQ9-A-(-3)-7 Roja transparente 20%
S1FP8 20-S1FP0O9-B-(-3)-8 Roja vino 33%
S1FP9 20-S1FP0O9-B-(-3)-9 Roja oscura 33%
S1FP10 20-S1FP0O9-B-(-3)-10 Rosa 33%
S1FP11 15-S1FP0O9-A-(-2)-11 Roja anaranjada 40 %
S1FP12 15-S1FPO9-C-(-2)-12 Roja 50 %
S1FP13 15-S1FP0O9-C-(-3)-13 Roja transparente 20.3 %
S1FP14 15-S1FPO9-A-(-4)-14 Teja 17 %
S1FP15 10-S1FPO9-A-(-1)-15 Transparente 98 %
S1FP16 10-S1FPO9-A-(-1)-16 Marrdn clara 1.33%
S1FP17 10-S1FPO9-B-(-1)-17 Amarilla transparente 20%
S1FP18 10-S1FPO9-C-(-1)-18 Marrén oscuro 333%
S1FP19 10-S1FPO9-B-(-4)-19 Salmoén 100 %
S2FP1 0S-S2FP0O9-A-(-1)-1 Rosa 100 %
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Tabla 20. Descripcion de las cepas aisladas y seleccionadas de Fuente de Piedra (Malaga).

Microorganismo

Presencia de

Microorg. (Medio-Punto Color de la la colonia
aislado Muestreo-Placa- colonia seleccionada
Dilucion-Numeracion) (% UFC)
S2FP2 0S-S2FP0O9-A-(-2)-2 Roja intenso 100 %
S2FP3 0S-S2FP09-B-(-2)-3 Roja 27.27%
S2FP4 0S-S2FP09-C-(-2)-4 Roja pélido 3.3%
S2FP5 25-S2FP09-B-(-2)-5 Berenjena 10%
S2FP6 25-S2FP0Q9-B-(-2)-6 Roja vino 10%
S2FP7 25-S2FP09-B-(-2)-7 Berenjena intenso 5%
S2FP8 25-S2FP09-B-(-2)-8 Roja transparente 35%
S2FP9 25-S2FP09-B-(-2)-9 Teja 10 %
S2FP10 25-S2FP09-B-(-2)-10 Rosa claro 30 %
S2FP11 25-S2FP09-C-(-2)-11 Rosa transparente 1%
S2FP12 25-S2FP0O9-A-(-3)-12 Roja 8.2%
S2FP13 20-S2FP0O9-B-(-1)-13 Rosa claro 1.7%
S2FP14 20-S2FP09-B-(-1)-14 Rosa anaranjada 50 %
S2FP15 20-S2FP09-B-(-1)-15 Blanca 5%
S2FP16 20-S2FP09-B-(-1)-16 Roja intenso 30%
S2FP17 20-S2FP0O9-C-(-1)-17 Ocre verde 0.7%
S2FP18 20-S2FP0O9-C-(-1)-18 Naranja 0.3%
S2FP19 20-S2FP09-C-(-2)-19 Naranja 100 %
S2FP20 15-S2FP0O9-C-(-1)-20 Roja burdeos 10%
S2FP21 15-S2FP09-C-(-1)-21 Marrdén oscura 4%
S2FP22 15-S2FP0O9-A-(-2)-22 Roja sangre 10 %
S2FP23 15-S2FP0O9-B-(-2)-23 Roja intenso 16 %
S2FP24 15-S2FP09-B-(-2)-24 Roja clara 18 %
S2FP25 15-S2FP09-C-(-2)-25 Roja claro 25%
S2FP26 15-S2FP09-A-(-3)-26 Marrén clara 4%
S2FP27 15-S2FP09-B-(-3)-27 Roja brillante 20%
S2FP28 15-S2FP09-B-(-4)-28 Amarilla clara 03%
S2FP29 10-S2FP09-B-(-2)-29 Salmdn 9%
S2FP30 10-S2FP09-B-(-2)-30 Rosa clara 18 %
S2FP31 10-S2FP09-B-(-2)-31 Berenjena 5.4%
S2FP32 10-S2FP09-B-(-3)-32 Marrén clara 28.6 %
S2FP33 10-S2FP09-C-(-3)-33 Marrén clara 20 %

175



Tabla 21. Recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL) en La Malaha (Granada).

A1LM | A2LM
[cl 12 SEM 22 SEM 32 SEM | 12 SEM 22 SEM 32 SEM
10* 1.7 102 2102 210 | 7 102 7.4 102 7.5 102
15%  5.110? 7102 7.3 10? | 8 102 9.9 102 110°
20+ 9.6 10 3.5 102 4.2 102 2.2 102 1.210° 3103
25* **NC 8.7 10 3.6 102 4.510! 2.4 10° 3103
0s 1.9 10? 3.110? 1.110° 3.110? 310° 3103

S1LM S2LM

[C] 12 SEM 22 SEM 33 SEM 12 SEM 22 SEM 32 SEM
10* 1.2 10° 1.2 10° 1.3 10° 6.7 10? 2.110° 2.210°

15% 7.7 10° 8.210° 8.310° 8.7 10° 9.110° 1.110*

20* 1.7 10° 2.110° 2210° I 1.110* 1.8 10* 2.8 10

25%* 1.810° 2910° 2.810° I 1.510* 2.6 10 310%

0s 7.4 10° 8.9 10° 1.7 108 I 210% 2.7 10 1.210°
S3LM

[cl 12 SEM 22 SEM 32 SEM

10* 1.310° 1.6 10° 1.6 10°

15* 6.5 10° 8.5 10° 1.7 10*

20* 210* 310* 310%

25%* **NC 8.5 10* 9.4 10*

(01 **NC 310* 310%

*(%p/v en medio HM) **NC. No crecimiento

Tabla 22. Descripcion de las cepas aisladas y seleccionadas de La Malaha (Granada).

Microorganismo Presencia de
Microorg. (Medio-Punto Color de la la colonia
aislado Muestreo-Placa- colonia seleccionada
Dilucion-Numeracion) (% UFC)
AlLM1 0S-A1LMO9-A-0-1 Rosa -morada 333%
AlLM2 0S-A1LMO9-A-0-2 Rojo anaranjada 44.4 %
AlLM3 0S-A1LMO9-B-0-3 Crema 10 %
AlLM4 0OS-A1LMO9-B-0-4 Amarillo claro 10%
AlLM5 0S-A1LMO9-B-0-5 Crema oscura 10%
Al1LM6 0S-A1LMO9-C-0-6 Rojo anaranjado 70 %
AlLM7 0S-A1LMO9-B-(-1)-7 Rosa morado 50 %
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Tabla 22. Descripcion de las cepas aisladas y seleccionadas de La Malaha (Granada).

Microorganismo Presencia de

Microorg. (Medio-Punto Color de la la colonia
aislado Muestreo-Placa- colonia seleccionada
Dilucion-Numeracion) (% UFC)
Al1LMS8 25-A1LMO9-A-0-8 Rojo transparente 38.5%
Al1LM9 25-A1LMO9-B-0-9 Rojo anaranjado 47.7 %
A1LM10 25-A1LMO09-B-0-10 Blanca 9.5%
AlLM11 25-A1LMO09-C-0-11 Rosa claro 143 %
Al1LM12 25-A1LMO09-B-(-1)-12 Rosa fuerte 0.3%
Al1LM13 25-A1LMO09-C-(-1)-13 Rojo sangre 1.3%
AlLM14 20-A1LMO9-A-0-14 Naranja 31%
A1LM15 20-A1LMO09-A-0-15 Blanca 1.5%
AlLM16 20-A1LMO9-A-0-16 Salmén 123 %
AlLM17 20-A1LMO0O9-B-0-17 Roja anaranjada 44 %
A1LM18 20-A1LMO09-C-0-18 Naranja 5.9%
A1LM19 20-A1LMO0O9-C-0-19 Rojo burdeos 59%
A1LM20 20-A1LMO9-A-(-1)-20 Rojo intensa transparente 176 %
AlLM21 20-A1LMO9-B-(-1)-21 Rojo claro 35%
AlLM22 15-A1LM0O9-A-0-22 Marrén 28.2%
AlLM23 15-A1LMO9-A-0-23 Naranja 2.6%
AlLM24 15-A1LMO9-B-0-24 Marrdn oscura 25%
A1LM25 15-A1LMO9-C-0-25 Naranja brillante 1%
A1LM26 15-A1LMO9-B-(-1)-26 Rojo brillante 43.4%
Al1LM27 15-A1LMOQ9-B-(-4)-27 Blanca transparente 72.7 %
Al1LM28 15-A1LMO9-A-0-28 Rosa claro 13%
A1LM29 10-A1LMO9-A-0-29 Naranja 5.8%
A1LM30 10-A1LMO9-A-0-30 Naranja 5.8%
AlLM31 10-A1LMO9-B-0-31 Naranja claro 20 %
Al1LM32 10-A1LMO9-C-0-32 Rosa oscura 29%
A1LM33 10-A1LMO9-C-0-33 Amarillo claro 29%
Al1LM34 10-A1LMO9-B-(-1)-34 Blanco 99 %
A2LM1 0S-A2LM09-A-0-1 Rosa claro 25%
A2LM2 0S-A2LMO9-B-0-2 Naranja 50 %
A2LM3 0S-A2LMO09-A-(-2)-3 Crema 100 %
A2LM4 25-A2LMO9-A-0-4 Rosa 50 %
A2LM5 25-A2LMO09-C-(-1)-5 Rojo claro 72.7 %
A2LM6 25-A2LMO09-C-(-1)-6 Rojo intenso 18.2%
A2LM7 25-A2LMO09-C-(-2)-7 Crema 25%
A2LM8 20-A2LMO09-A-0-8 Rojo claro 50 %
A2LM9 20-A2LMO9-A-(-)-9 Rojo anaranjado 25%
A2LM10 20-A2LMO0O9-A-0-10 Marrén anaranjado 1%
A2LM11 20-A2LMO09-B-0-11 Salmoén 4%
A2LM12 20-A2LMO09-B-0-12 Marrén claro 6 %

177



Tabla 22. Descripcion de las cepas aisladas y seleccionadas de La Malaha (Granada).

Microorganismo

Presencia de

Microorg. (Medio-Punto Color de la la colonia
aislado Muestreo-Placa- colonia seleccionada
Dilucion-Numeracion) (% UFC)
A2LM13 20-A2LMO09-A-(-1)-13 Rojo intenso 76.7 %
A2LM14 20-A2LMO09-B-(-1)-14 Rojo opaco 41%
A2LM15 15-A2LM09-B-0-15 Marrén anaranjado 6.1%
A2LM16 15-A2LMO9-C-(-1)-16 Rosa claro 11.1%
A2LM17 15-A2LMO9-C-(-1)-17 Marrén 22.2%
A2LM18 15-A2LM09-C-(-2)-18 Amarillo claro intenso 100 %
A2LM19 15-A2LMO9-C-(-3)-19 Amarillo claro 100 %
A2LM20 10-A2LM0O9-C-0-20 Marrén 26.8%
A2LM21  10-A2LMO9-A-(-2)-21 Marrén 100 %
A2LM22 10-A2LMO9-B-(-2)-22 Marrén 50 %
A2LM23 10-A2LMQ9-B-(-2)-23 Marrdén anaranjado 50 %
SiLmi 0S-S1LMO9-A-0-1 Marrdn transparente 7%
S1LmM2 0S-S1LMQO9-A-0-2 Marrdn transparente 50 %
SiLM3 0S-S1LM09-B-0-3 Crema 16 %
SiLm4 0S-S1LMO09-A-(-2)-4 Naranja 03%
S1LM5 0S-S1LMO09-A-(-2)-5 Amarillo anaranjado 0.6%
Si1LM6 0S-S1LMO09-A-(-2)-6 Rojo intenso 9%
S1LM7 0S-S1LMQ09-A-(-3)-7 Rojo anaranjado brillante 1.8%
S1LM8 25-S1LMO9-C-0-8 Ocre verde 10%
S1LM9 25-S1LMO09-A-(-1)-9 Amarillo claro 1%
S1LM10 25-S1LM09-A-(-2)-10 Amarillo anaranjado 03%
SiLM11 25-S1LMO9-A-(-2)-11 Rosa 30 %
S1LM12 25-S1LM09-B-(-2)-12 Rojo sangre 159%
SiLM13 25-S1LM09-C-(-2)-13 Rojo anaranjado 1.6%
SiLM14 25-S1LMO9-C-(-3)-14 Rosa 7.14 %
S1LM15  20-S1LMO09-A-(-2)-15 Naranja 48%
SiLM16 20-S1LMO9-A-(-2)-16 Crema 8.7%
S1LM17 20-S1LMO9-A-(-2)-17 Rojo 46.6 %
S1LM18 20-S1LMO9-A-(-2)-18 Rosa claro 0.93%
S1LM19 20-S1LMO9-A-(-2)-19 Naranja 29%
S1LM20 20-S1LM09-B-(-2)-20 Rojo sangre 8.76 %
SiLm21 20-S1LM09-B-(-2)-21 Crema transparente 84.1%
S1LM22 20-S1LMO9-A-(-3)-22 Marrén 8.76 %
SiLm23 15-S1LMO9-B-(-1)-23 Marrén 20%
SiLMm24 15-S1LM09-C-(-2)-24 Naranja opaca 30%
S1LM25 15-S1LM0O9-C-(-2)-25 Crema 5%
S1LM26 15-S1LMO9-A-(-2)-26 Naranja brillante 1%
S1LM27 15-S1LM0O9-A-(-2)-27 Rosa claro 3%
S1LM28 15-S1LMO9-B-(-2)-28 Marrén oscuro 1%
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 22. Descripcion de las cepas aisladas y seleccionadas de La Malaha (Granada).

Microorganismo

Presencia de

Microorg. (Medio-Punto Color de la la colonia
aislado Muestreo-Placa- colonia seleccionada
Dilucion-Numeracion) (% UFC)
S1LM29 10-S1LMO9-B-(-2)-29 Naranja 45 %
S1LM30 10-S1LMO9-B-(-2)-30 Rosa claro 5%
S1Lm31 10-S1LMO9-B-(-2)-31 Marrén 30%
S1LM32 10-S1LMO9-A-(-3)-32 Naranja oscura 1.2%
S1LmM33 10-S1LMO9-B-(-3)-33 Marrén 31%
S1LM34 10-S1LMO9-C-(-3)-34 Rosa intenso 1.7%
S1LmM35 10-S1LMO9-B-(-4)-35 Naranja brillante 0.8%
S2Lm1 0S-S2LMO09-A-(-1)-1 Rojo naranja 21%
S2LM2 0S-S2LM09-B-(-1)-2 Rojo brillante 25%
S2LM3 0S-S2LM09-B-(-1)-3 Crema 50 %
S2LM4 0S-S2LM09-A-(-2)-4 Rosa brillante 1%
S2LM5 0S-S2LM09-A-(-2)-5 Rojo brillante intenso 1%
S2LM6 25-S2LM09-B-(-1)-6 Crema 50 %
S2LM7 25-S2LMO09-A-(-2)-7 Rosa claro transparente 75 %
S2LmMs8 25-S2LM09-B-(-2)-8 Crema 30%
S2LM9 25-S2LM0Q9-B-(-2)-9 Naranja brillante 20%
S2LM10 25-S2LM09-C-(-2)-10 Rojo oscuro intenso 40 %
S2LM11 20-S2LMO9-C-(-1)-11 Blanca 0.3%
S2LM12 20-S2LM09-A-(-2)-12 Blanco 43 %
S2LM13 20-S2LM09-B-(-2)-13 Rojo anaranjada 30%
S2LM14 20-S2LM09-A-(-4)-14 Rojo anaranjada 50 %
S2LM15 15-S2LM0O9-A-(-1)-15 Rosa anaranjada 8.9%
S2LM16 15-S2LM09-C-(-1)-16 Rosa oscura 1.6%
S2LM17 15-S2LM09-B-(-2)-17 Rojo brillante 60.7 %
S2LM18 15-S2LM0O9-C-(-3)-18 Marrén 45.4 %
S2LM19 15-S2LM0O9-C-(-3)-19 Rojo 54.5%
S2LM20 15-S2LM09-A-(-4)-20 Blanca 99 %
S2LM21 10-S2LM0O9-C-0-21 Amarilla oscura 17.6 %
S2LM22 10-S2LM0O9-A-(-1)-22 Marrdn clara 16.7 %
S2LmM23 10-S2LMO9-B-(-1)-23 Blanca 6.2 %
S2LM24 10-S2LMO9-C-(-1)-24 Amarillo oscuro 26%
S2LM25 10-S2LMO09-C-(-2)-25 Amarillo oscuro 11.1%
S3LM1 0S-S3LMO09-A-(-1)-1 Blanca 100 %
S3LM2 0S-S3LMO09-C-(-1)-2 Rosa brillante 100 %
S3LM3 25-S3LM09-A-(-1)-3 Crema transparente 100 %
S3LM4 25-S3LMO09-C-(-1)-4 Marrén 333%
S3LM5 25-S3LM09-C-(-1)-5 Marrén claro 66.6 %
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Tabla 22. Descripcion de las cepas aisladas y seleccionadas de La Malaha (Granada).

Microorganismo

Presencia de

Microorg. (Medio-Punto Color de la la colonia
aislado Muestreo-Placa- colonia seleccionada
Dilucion-Numeracion) (% UFC)
S3LM6 25-S3LM09-A-(-2)-6 Rojo 100 %
S3LM7 20-S3LMO09-A-(-1)-7 Marrdén transparente 03%
S3LM8 20-S3LM09-B-(-1)-8 Crema 03%
S3LM9 20-S3LM09-B-(-1)-9 Crema 0.7%
S3LM10 20-S3LM09-B-(-1)-10 Marrén anaranjada 03%
S3LM11  20-S3LMO9-B-(-2)-11 Blanca 99 %
S3LM12 20-S3LMQ09-B-(-2)-12 Roja 0.96 %
S3LM13 15-S3LMO9-A-(-1)-13 Marrén claro 1.3%
S3LM14 15-S3LMO9-A-(-1)-14 Crema 1%
S3LM15  15-S3LMO09-A-(-1)-15 Salmén 0.3%
S3LM16 10-S3LMO9-A-(-1)-16 Crema 83%
S3LM17 10-S3LMO9-A-(-1)-17 Marrén 25%
S3LM18 10-S3LM09-B-(-1)-18 Salmén anaranjada 9.1%
S3LM19  10-S3LMO9-B-(-1)-19 Naranja 36.4%
S3LM20 10-S3LM09-C-(-1)-20 Blanca 122 %
S3LM21 10-S3LM09-C-(-1)-21 Amarilla 20.8%

Tabla 23. Recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL) en Santa M2 de Jesus
(Chiclana, Cadiz).

A1BC
[C] 12sEM  22SEM 32 SEM
10* 1.7 10° 1.710° 1.610°
15%  1.210° 1.210° 1.310°
20* 93102  9.810° 110*
25%* 19103 1.910° 2.410°
0s **NC 13100 1.910°

A3BC
[c] 12SEM  22SEM 32 SEM
10* 110 110* 110*
15*  1.410° 23103 3103
20  1.5103 17100 1.910°
25%  5.810? 1.610° 2.510°
0s **NC 6.110° 1910
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A2BC
12 SEM 22 SEM
1.7 10° 21108
1.510° 1.6 10°
7.5 10? 1.910°
50 10" 1.7 10?
**NC 20
A4BC
12 SEM 22 SEM
5.510? 6 102
20 20
**NC 1.7 103

32 SEM
2.2 108
1.6 10°
1.910°
3.110%
1.5 103

32 SEM
610%
1.7 103
1.510%
310%
1.5 10?



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 23. Recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL) en Santa M2 de Jesus
(Chiclana, Cadiz).

[cl
10*
15*
20*
25*
os

[cl
10*
15*
20*
25*
os

S1BC
12 SEM 23SEM 32 SEM
3.510° 3.510° 3.510?
110? 110? 3.6 10°
110° 3.510° 2.7 10
**NC **NC 6.2 10
**NC **NC 3107
S3BC
12 SEM 23SEM 32 SEM
6.2 10° 6.2 10° 6.5 10°
5.5 10° 5.5 10° 5.9 10°
410° 1108 1.110°
**NC **NC 3.210°
**NC 1.410° 1.410°

*(%p/v en medio HM)

S2BC
12 SEM 22 SEM
3.210* 3.9 10
1.210* 1.310*
5103 310°
**NC 5103
**NC 2.210°
S4BC
12 SEM 22 SEM
2107 2.510?
2.510° 3.510?
**NC 7.110%

**NC. No crecimiento

32 SEM
3.9 10
2110
310°
1.110°
3.410°

32 SEM
3.510?
2.510*
1.7 10°
1.6 10°
3.510°

Tabla 24. Descripcion de las cepas aisladas y seleccionadas de Santa M2 de Jesus

(Chiclana, Cadiz).

Microorganismo

Presencia de

Microorg. (Medio-Punto Color de la la colonia
aislado Muestreo-Placa- colonia seleccionada
Dilucion-Numeracion) (% UFC)
A1BC1 0S-A1BCO9-B-0-1 Crema oscura 98.3%
A1BC2 0S-A1BCO9-A-(-1)-2 Rojo naranja 2%
A1BC3 0S-A1BCO9-A-(-1)-3 Blanco crema 8%
A1BC4 25-A1BCO9-A-0-4 Marrén claro 79 %
A1BC5 25-A1BCO9-A-0-5 Ocre 85.8 %
A1BC6 25-A1BCO9-A-0-6 Rojo 4.2 %
A1BC7 20-A1BCO9-B-(-1)-7 Amarillo claro 33%
A1BC8 20-A1BCO9-A-(-2)-8 Ocre 50 %
A1BC9 20-A1BCO9-A-(-2)-9 Marrén claro 333%
A1BC10 15-A1BC0O9-B-(-1)-10 Ocre transparente 60 %
A1BC11 15-A1BCO9-A-(-2)-11 Marrén 3.6%
A1BC12 15-A1BCO9-A-(-2)-12 Blanca 90.1%
A1BC13 15-A1BCO9-B-(-2)-13 Marrén verde 1.5%
A1BC14 10-A1BC0O9-B-(-1)-14 Ocre marrén 70 %
A1BC15 10-A1BCO9-B-(-1)-15 Beige 1.3%
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Tabla 24. Descripcion de las cepas aisladas y seleccionadas de Santa M2 de Jesus
(Chiclana, Cadiz).

Microorganismo

Presencia de

Microorg. (Medio-Punto Color de la la colonia
aislado Muestreo-Placa- colonia seleccionada
Dilucion-Numeracion) (% UFC)
A1BC16 10-A1BCO9-A-(-2)-16 Beige oscuro 0.8%
A1BC17 10-A1BCO9-A-(-2)-17 Ocre transparente 95.2 %
A1BC18 10-A1BCO9-A-(-2)-18 Marrén claro 0.8%
A2BC1 0S-A2BC0O9-A-0-1 Rosa 95 %
A2BC2 0S-A2BC0O9-A-(-1)-2 Ocre 0.8%
A2BC3 0S-A2BC0O9-A-(-1)-3 Crema 9.4 %
A2BC4 25-A2BC0O9-A-0-4 Marrén claro 3%
A2BC5 25-A2BC0O9-A-0-5 Rojo brillante intenso 6 %
A2BC6 25-A2BC0O9-A-0-6 Rosa claro 6 %
A2BC7 25-A2BCO9-A-0-7 Naranja oscuro 30.3%
A2BC8 25-A2BCO9-A-0-8 Rosa intenso 9.1%
A2BC9 25-A2BC0O9-B-0-9 Rojo 10.3%
A2BC10 20-A2BC0O9-B-0-10 Rosa claro 1.8%
A2BC11 20-A2BC0O9-B-0-11 Crema oscura 20 %
A2BC12 20-A2BC0O9-B-0-12 Rojo intenso brillante 4.7 %
A2BC13 20-A2BC0O9-B-0-13 Blanca 36.5%
A2BC14 20-A2BC0O9-B-(-2)-14 Marrén 18.2%
A2BC15 15-A2BC0O9-A-0-15 Amarillo ocre 0.5%
A2BC16 15-A2BC0O9-A-0-16 Salmoén 0.6 %
A2BC17 15-A2BC0O9-B-0-17 Marrén 0.8%
A2BC18 15-A2BC0O9-B-0-18 Amarilla clara 21.9%
A2BC19 15-A2BC0O9-B-0-19 Marrén clara 4%
A2BC20 10-A2BC0O9-A-0-20 Ocre verde 36%
A2BC21 10-A2BC09-B-0-21 Amarillo clara 54%
A2BC22 10-A2BC0O9-B-0-22 Beige 53.6 %
A2BC23 10-A2BC09-B-0-23 Crema 22%
A3BC1 0S-A3BC0O9-A-0-1 Rojo pastel brillante 70 %
A3BC2 0S-A3BC0O9-B-0-2 Rojo pastel 12.2%
A3BC3 0S-A3BC0O9-B-0-3 Blanco 433 %
A3BC4 0S-A3BC0O9-B-(-1)-4 Transparente 49.1%
A3BC5 25-A3BCO9-A-0-5 Rosa transparente 0.7%
A3BC6 25-A3BCO9-A-0-6 Crema 20%
A3BC7 25-A3BCO9-B-0-7 Rojo anaranjada 49.2 %
A3BC8 25-A3BCO9-B-(-2)-8 Rojo vino 3%
A3BC9 20-A3BC0O9-B-0-9 Rosa anaranjada 17.6 %
A3BC10 20-A3BC0O9-B-0-10 Rosa claro 27.1%
A3BC11 20-A3BC0O9-B-0-11 Rojo intenso brillante 17.6 %
A3BC12 20-A3BC0O9-B-0-12 Blanco 20%
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 24. Descripcion de las cepas aisladas y seleccionadas de Santa M2 de Jesus
(Chiclana, Cadiz).

Microorg.
aislado

Microorganismo
(Medio-Punto
Muestreo-Placa-
Dilucion-Numeracion)

Color de la
colonia

Presencia

de

la colonia
seleccionada

(% UFC)

A3BC13
A3BC14
A3BC15
A3BC16
A3BC17
A3BC18
A3BC19
A3BC20
A3BC21
A3BC22
A3BC23
A4BC1
A4BC2
A4BC3
A4BC4
A4BC5
A4BC6
A4BC7
A4BC8
A4BC9
A4BC10
A4BC11
A4BC12
A4BC13
A4BC14
A4BC15
A4BC16
A4BC17
S1BC1
S$1BC2
S1BC3
S1BC4
S1BCS
S1BC6
S1BC7
S1BC8
S1BC9
S1BC10

15-A3BC0O9-B-0-13
15-A3BC0O9-B-0-14
15-A3BCO9-A-(-1)-15
15-A3BCO9-B-(-1)-16
15-A3BCO9-A-(-2)-17
15-A3BCO9-B-(-2)-18
10-A3BCO9-B—19
10-A3BC0O9-B-0-20
10-A3BC0O9-B-0-21
10-A3BC0O9-B-0-22
10-A3BCO9-A-(-2)-23
0S-A4BCO9-1
25-A4BCO9-B-0-2
25-A4BCO9-B-0-3
25-A4BCO9-B-0-4
25-A4BCO9-B-0-5
25-A4BCO9-B-0-6
20-A4BCO9-B-(-1)-7
20-A4BCO9-B-(-1)-8
20-A4BCO9-B-(-2)-9
15-A4BC0O9-A-0-10
15-A4BCO9-A-0-11
15-A4BCO9-A-0-12
15-A4BC0O9-B-0-13
15-A4BC0O9-B-0-14
10-A4BC0O9-A-0-15
10-A4BC0O9-B-0-16
10-A4BC0O9-B-(-1)-17
05-S1BCO9-A-(-2)-1
05-S1BCO9-A-(-4)-2
25-S1BCO9-A-(-1)-3
25-S1BCO9-B-(-1)-4
25-S1BCO9-B~(-1)-5
25-S1BCO9-B-(-2)-6
20-S1BCO9-A-(-1)-7
20-S1BCO9-B-(1-)-8
20-S1BCO9-B-(1-)-9
15-S1BCO9-A-(-1)-10

Rojo brillante
Crema
Blanco

Rosa anaranjada
Roja
Crema

Marrén oscuro

Salmdn claro
Naranja

Transparente
Blanca

Roja
Rosa
Rosa intenso
Rojo sangre
Rojo burdeos
Rojo transparente
Rojo sangre intenso

Rojo brillante

Rosa oscura

Rojo brillante

Ocre
Rojo

Salmén oscuro

Blanco oscuro

Marrén claro
Naranja

Beige
Rosa oscuro
Rosa brillante
Rojo transparente
Rojo sangre
Rojo transparente
Rojo anaranjada
Rosa oscuro
Crema
Rojo brillante
Marrdn oscura

15%
1.6%
24%
6%
1.7%
0.8%
2%
0.3%
0.3%
21.7 %
21.6%
100 %
10 %
15 %
15%
20%
40 %
30 %
70 %
21.1%
20%
0.3%
60 %
217 %
4.35%
100 %
25%
90.9 %
33.9%
100 %
30 %
40 %
30%
33.9%
30 %
0.95%
59.8 %
5%
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Tabla 24. Descripcion de las cepas aisladas y seleccionadas de Santa M2 de Jesus
(Chiclana, Cadiz).

Microorganismo

Presencia de

Microorg. (Medio-Punto Color de la la colonia
aislado Muestreo-Placa- colonia seleccionada
Dilucion-Numeracion) (% UFC)
S1BC11 15-S1BCO9-A-(-1)-11 Rojo intenso 80 %
S1BC12 15-S1BCO9-B-(-1)-12 Rojo transparente 30.8%
S1BC13 10-S1BCO9-A-(-1)-13 Naranja 25%
S1BC14 10-S1BC0O9-B-(-1)-14 Marrén 100 %
S1BC15 10-S1BCO9-A-(-4)-15 Marrén claro 333%
S1BC16 10-S1BCO9-A-(-4)-16 Amarillo oscuro 333%
S1BC17 10-S1BCO9-B-(-4)-17 Amarillo claro 100 %
S2BC1 05-52BCO9-A-(-1)-1 Rojo 54.5 %
S2BC2 0S-52BCO9-A-(-1)-2 Rosa claro 20%
S2BC3 0S-S2BCO9-A-(-1)-3 Blanco 16.4%
S2BC4 0S-S2BCO9-A-(-1)-4 Rojo oscuro 9.1%
S2BC5 25-S2BCO9-A-(-1)-5 Rosa transparente 20%
S2BC6 25-S2BCO9-A-(-1)-6 Rojo claro 15%
S2BC7 25-S2BCO9-A-(-1)-7 Rojo intenso 60 %
S2BC8 25-S2BC0O9-A-(-3)-8 Crema 33%
S2BC9 20-S2BCO9-A-(-1)-9 Marron verde 3%
S2BC10 20-S2BCO9-A-(-1)-10 Naranja 1.5%
S2BC11 20-S2BCO9-A-(-1)-11 Amarillo 0.6 %
S2BC12 20-S2BCO9-A-(-1)-12 Marrén 03%
S2BC13 20-S2BC0O9-B-(-1)-13 Marrén 5%
S2BC14 20-S2BC0O9-B-(-1)-14 Amarillo 0.6%
S2BC15 20-S2BC0O9-B-(-2)-15 Rojo transparente 25%
S2BC16 20-S2BC0O9-B-(-2)-16 Rojo intenso 40 %
S2BC17 15-S2BCO9-A-(-1)-17 Marrén claro 03%
S2BC18 15-S2BC0O9-A-(-1)-18 Amarillo anaranjada 0.6%
S2BC19 15-S2BC0O9-A-(-1)-19 Rojo brillante 03%
S2BC20 15-S2BC0O9-A-(-1)-20 Marrén anaranjada 03%
S2BC21 15-S2BC0O9-A-(-1)-21 Crudo 30 %
S2BC22 10-S2BC0O9-B-(-1)-22 Marroén anaranjada 24 %
S2BC23 10-S2BC0O9-A-(-2)-23 Rojo 4.8%
S2BC24 10-S2BC0O9-A-(-1)-24 Marrén 2%
S2BC25 10-S2BC0O9-B-(-1)-25 Blanco transparente 23%
S2BC26 10-S2BC0O9-A-(-2)-26 Amarillo 29%
S2BC27 10-S2BCO9-A-(-2)-27 Naranja 20 %
S2BC28 10-S2BC0O9-A-(-3)-28 Rosa claro 50 %
S3BC1 0S-S3BCO9-A-(-1)-1 Beige 45 %
S3BC2 0S-S3BCO9-A-(-1)-2 Rosa oscuro 10%
S3BC3 0S-S3BCO9-A-(-1)-3 Rojo intenso 15%
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 24. Descripcion de las cepas aisladas y seleccionadas de Santa M2 de Jesus
(Chiclana, Cadiz).

Microorganismo

Presencia de

Microorg. (Medio-Punto Color de la la colonia
aislado Muestreo-Placa- colonia seleccionada
Dilucion-Numeracion) (% UFC)
S3BC4 0S-S3BCO9-A-(-1)-4 Rosa palo 30 %
S3BC5 25-S3BC0O9-B-0-5 Rosa claro 26%
S3BC6 25-S3BC0O9-B-(-1)-6 Rojo anaranjada 40 %
S3BC7 25-S3BC0O9-B-(-1)-7 Rojo brillante 20 %
S3BC8 20-S3BC0O9-B-(-3)-8 Crema 19.6 %
S3BC9 20-S3BC0O9-B-(-3)-9 Marrén claro 16.1 %
S3BC10 20-S3BCO9-B-(-3)-10 Rojo salmén 2.8%
S3BC11 20-S3BC0O9-B-(-3)-11 Rosa claro 28%
S3BC12 20-S3BCO9-B-(-3)-12 Beige 53.8%
S3BC13 15-S3BC0O9-B-(-4)-13 Marrén 13.8%
S3BC14 15-S3BC0O9-B-(-4)-14 Marrén claro 24.1%
S3BC15 15-S3BC0O9-B-(-4)-15 Ocre 10.3%
S3BC16 10-S3BC0O9-B-(-4)-16 Marrén 429 %
S3BC17 10-S3BCO9-B-(-4)-17 Marrén 43%
S3BC18 10-S3BCO9-B-(-4)-18 Marrén 1.4%
S4BC1 0S-54BCO9-B-(-1)-1 Rojo vino 3%
S4BC2 0S-S4BCO9-B-(-1)-2 Rojo claro 3%
S4BC3 0S-S4BC0O9-B-(-3)-3 Rosa brillante 100 %
S4BC4 25-S4BCO9-A-(-2)-4 Rojo intenso 50 %
S4BC5 25-S4BC0O9-A-(-2)-5 Rojo transparente 20%
S4BC6 25-S4BCO9-A-(-2)-6 Rosa transparente 30%
S4BC7 20-S4BCO9-B-(-2)-7 Rojo intenso 70 %
S4BC8 20-S4BCO9-B-(-2)-8 Rojo transparente 30%
S4BC9 15-S4BC0O9-A-(-1)-9 Marrén claro 03%
S4BC10 15-S4BC0O9-A-(-1)-10 Amarillo 03%
S4BC14 15-S4BC0O9-A-(-2)-11 Rojo brillante 03%
S4BC12 15-S4BCO9-A-(-2)-12 Rosa transparente 99.9 %
S4BC13 10-S4BC0O9-A-(-1)-13 Rosa 333%
S4BC14 10-S4BCO9-A-(-1)-14 Marrén 33.3%
S4BC15 10-S4BC0O9-A-(-1)-15 Naranja oscuro 33.3%
S4BC16 10-S4BC0O9-B-(-1)-16 Blanca transparente 25%

Los resultados preliminares, relativos al crecimiento de microorganismos,
obtenidos de los tres ambientes salinos tienen un elevado valor de UFC a medida

que la concentracion salina de los medios de cultivo iba incrementandose. Esta
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situacién destaca la presencia marcada de microorganismos haléfilos extremos. Sin
embargo, se ha de destacar que existen bacterias capaces de crecer en intervalos de
concentracion salina bastante amplios, localizando su éptimo a bajas salinidades
(Sabet, et al., 2009). Este hecho, explica la elevada carga microbiana en porcentajes
altos de salinidad, asi el porcentaje de microorganismo con coloraciones atipicas a
estas concentraciones. El uso del medio OS, deriva de la capacidad que tiene para
permitir un buen desarrollo de determinadas arqueas, en concreto del género
Halobacterium, con lo cual aseguramos abarcar este dominio de microorganismos. El
crecimiento en estos medios no alcanza su pico maximo, de forma generalizada,
hasta la tercera semana. Siendo llamativo en el caso de La Malaha, o de Bahia de
Cadiz, donde el crecimiento fue inexistente hasta la segunda semana, en donde las
UFC se manifiestan. Esta situacion viene explicada por las dificultades de adaptacion
a la nueva situacion, ya que proceden de un medio en el cual coexisten con muchas
especies en las que pueden darse relaciones simbidticas que facilitan la vida en estos
ambientes extremos, y donde los nutrientes, difieren en cantidad y forma de los

medios de cultivo de los aislamientos.

En cuanto a la diversidad de coloracion, en la totalidad de cepas aisladas y
seleccionadas en los tres ambientes andaluces (Figura 30), existe una mayor
presencia de aquellas cepas que desarrollan pigmentos de tonalidades rojizas y
rosadas, las cuales suelen asociarse a arqueas y bacterias haldfilas extremas,

pigmentadas, que juegan un papel importante en la adaptacion a ambientes salinos

FP LM
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T ee——
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Fig. 30. Porcentajes de la coloracion de unidades formadoras de colonias aisladas en los
ambientes de FP (Fuente de Piedra), LM (La Malahd) y BC (Bahia de Cadiz). (Colonias rojas,
rosadas, anaranjadas, amarillentas, ocres y blanquecinas).
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RESULTADOS Y DISCUSION

(Miller & Koscher, 2011), debido a que estos suponen una proteccidon ante las
radiaciones UV a las que se encuentran sometidas. Mientras que la presencia de
microorganismos con ausencia de B-carotenos, se presentan en porcentajes algo
mas elevados en La Malaha y Bahia de Cadiz. Esta ausencia de pigmentacién viene
debida a que estos ambientes presentaban una salinidad inferior en el momento de
la recogida de muestras, haciendo, consecuentemente, que el nimero de bacterias
probablemente sea mas elevado que el de arqueas. Es destacable la condicion de
que los colores rojos y rosas, en sus numerosas tonalidades, son predominantes en
el medio OS y en el HM a altas concentraciones salinas (Oren & Rodriguez-Valera,
2001), mientras que a medida que baja la concentracion de sal, aumente la gama de
colores palidos hasta abarcar el blanco, el cual deja de ser caracteristico para las
arqueas. Esta condicidn, la presencia de pigmentos carotenoides, predetermina uno
de los primeros filtros que se aplican para la seleccién de cepas que entraran en el
grueso del estudio, ya que principalmente la tesis va orientado a la busqueda de

arqueas.

1.2. SELECCION DE CEPAS

El interés cientifico por los microorganismos extreméfilos se ha
incrementado en las ultimas décadas, debido al todavia incompleto tercer dominio
de la vida, el dominio de las Arqueas. Los organismos que han evolucionado en
ambientes salinos y son capaces de superar el efecto negativo de la sal a
concentraciones saturadas, se han considerado utiles para el estudio ecoldgico y
evolutivo. Ademds, sus mecanismos de adaptacién son un aspecto bastante
interesante desde el punto de vista microbiolégico, asi como a nivel industrial, por
las rutas bioquimicas involucrados bajo condiciones extremas, lo que genera un

potencial uso en diferentes areas industriales (Elevi, et al., 2004).
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Los principales candidatos a encontrar en las salinas son los
microorganismos haldfilos. Sin embargo, dentro de esta clasificacion tan amplia, el
concepto previo en este estudio para la criba de microorganismos, fue el inmediato
interés en las arqueas, y en segundo plano, la busqueda de bacterias haldfilas
extremas. Como criterios de seleccién, se tuvo presente el espectro salino que
presentaban, asi como el color que desarrollaban en la placa. De manera que el
primer paso, fue el descarte de todas aquellas cepas de colores blancos, marrones,
ocres y con coloracién similar, ya que responderian, con elevada probabilidad, a
microorganismos del dominio de las bacterias. Se pretendia encontrar cepas que
fueran capaces de sobrevivir en dichos ambientes hostiles, sin requerimientos
especificos y sin exigencias ambientales, mas alld de la elevada salinidad. De manera,
que los microorganismos anaerobios, por ejemplo, no fueron objeto de estudio,
porque la recogida de muestras se realizdé en zonas expuestas al oxigeno.

El siguiente paso, fue el analisis del perfil de crecimiento en salinidad,
buscando aquellas cepas que presentaran un espectro tipico de haléfilas extremas y
moderadas, aunando caracteristicas fisicas atractivas, tales como morfologia
colonial, tamafio, produccidn de colonias con exopolisacdrido y el color del pigmento
que presentaran.

Para conocer los requerimientos salinos de las 426 cepas aisladas (Figura
31), se prepararon medio HM en un amplio rango de concentraciones de sales: 0,

2.5,5,7.5,10, 12.5, 15, 17.5, 20, 22.5, 25 y 30 % (p/V).
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AMBIENTES SALINOS ANDALUCES
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Fig. 31. Diagrama de seleccion de las cepas aisladas de los tres ambientes salinos, desde la recogida inicial hasta la seleccion final por
taxonomia molecular. (Paso 1: Seleccion de cepas en base su coloracion y produccion de exopolisacarido; Paso 2: seleccion por rango
de salinidad; Paso3: test fenotipicos y taxonomia numeérica; Paso 4: Secuencias parciales del 16S rRNA; Paso 5: Secuencias totales del
16S rRNA).



Las lecturas de los resultados se realizaron transcurridos 14 dias de
incubacion. Mediante los espectros (expresados en porcentaje de Subov) se pudo

determinar el grado de halofilismo de las cepas procedentes de los tres ambientes

andaluces (Tablas 25, 26 y 27).

Tabla 25. Espectro de salinidad de cepas aisladas procedentes de Fuente de Piedra.
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+

+

+
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 25. Espectro de salinidad de cepas aisladas procedentes de Fuente de Piedra.

CEPA 0 25 5 75 10 125 15 175 20 225 25 30

A2FP7 + + + + + +
A2FP10 + + + + + + +
A2FP11 + + + + + o+
A2FP12 + + + + + + +
A2FP14 + + + + + + +
A2FP15 + + + + + + + +
A2FP16 + + + + + + + + +
A2FP17 + + + + + + + + +
A2FP18 + + + + + + +
A2FP19 + + + + + + + + +
A2FP20 + + + + + + +
A2FP21 + + + + + + + + +
A2FP22 + + + + + + + + +
A2FP23 + + + + + + +
A2FP24 + + + + + +
A2FP25 + + + + + +
A2FP26 + + + + + +
A2FP27 + + + + + +

A3FP1 + + + + + + +

A3FP2 + + + + + + +

A3FP3 + + + + + +

A3FP4 + + + + + +

A3FP5 + + + + + + +

A3FP6 + + + + +

A3FP7 + + + + + + + + +

A3FP8 + + + + + + +
A3FP10 + + + + + + + + +
A3FP11 + + + + + + + + +
A3FP13 + + + + + + + +
A3FP14 + o+ + + + + + +
A3FP15 + o+ + + + +
A3FP16 + + + + + + +
A3FP17 + + + + + + +
A3FP18 + + + + + + +
A3FP19 + + + + + + +
A3FP20 + + + + + +
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Tabla 25. Espectro de salinidad de cepas aisladas procedentes de Fuente de Piedra.

CEPA 0 25 5 75 10 125 15 175 20 225 25 30

A3FP21 + + + + + + +
A3FP22 + + + + + + +
A3FP23 + + +

A3FP24 + + + + +

A3FP25 + + + + +

S1FP1 + + + + + + + + +
S1FP2 + + + + + +
S1FP3 + + + + + + +
S1FP4 + + + + + + + +
S1FP5 + + + + + + +
S1FP6 + + + + + + +
S1FP7 + + + + + +
S1FP8 + + + + + + + +
S1FP9 + + + + + +
S1FP10 + + + + + +
S1FP11 + + + + +
S1FP12 + + + + + +
S1FP13 + + + + + +
S1FP16 + + +

S1FP17 + + + + + + + +

S1FP18 + + + +

S1FP19 + o+ + +

S2FP1 + + + + + + +
S2FP2 + + + + + + +
S2FP3 + + + + + + +
S2FP4 + + + + + +
S2FP5 + + + + + +
S2FP6 + + + + + +
S2FP7 + + + + + +
S2FP8 + + + + + + +
S2FP9 + + + + + +
S2FP10 + + + + + +
S2FP12 + + + + + + +
S2FP13 + + + + + 4
S2FP14 + + + + + + +
S2FP15 + + + + + + +
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 25. Espectro de salinidad de cepas aisladas procedentes de Fuente de Piedra.

CEPA 0 25 5 75 10 125 15 175 20 225 25 30

S2FP16 + + + + + + +
S2FP17 + + + + + + + + + +
S2FP18 + + + + + + + + +
S2FP19 + + + + + + + + +
S2FP20 + + + + + + + + +
S2FP21 + + + + + + + +
S2FP22 + + + + + + +
S2FP23 + + + + + + +
S2FP24 + + + + + + +
S2FP25 + + + + +

S2FP26 + + + + + + + + + +
S2FP27 + + + + + + +
S2FP28 + + + + + +

S2FP29 + + + + +

S2FP30 + + + + + + + + +
S2FP31 + + + + + +

S2FP32 + + + + + + + +

S2FP33 + o+ + +

Tabla 26. Espectro de salinidad de cepas aisladas procedentes de La Malaha.

CEPA 0 25 5 75 10 125 15 175 20 225 25 30

AlLM1 + + + + +
A1LM2 + + + + + + +
A1LM3 + + + + + + + + +
Al1LM4 + + + + + + + + +
A1LM5 + + + + + + + + +
A1LM6 + + + + + + + + +
AlLM7 + + + + +
A1LM8 + + + + +
Al1LM9 + + + +
Al1LM10 + + + + + +
Al1LM11 + + + + + + +
AlLM12 + + + + +
Al1LM13 + + + +
AlLM14 + o+ + + + + + + + +
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Tabla 26. Espectro de salinidad de cepas aisladas procedentes de La Malaha.

CEPA 0 25 5 75 10 125 15 175 20 225 25 30

A1LM15 + + + + + + + + +

AlLM16 + + + + + + + + + +

AlLM17 + + + + + +

A1LM18 + o+ + + + + + +

AllLM21 + + + + +

A1LM22 + o+ + + + + + +

A1LM23 + o+ + + + + + + +

Al1LM24 + o+ + + + + + + +

A1LM25 + o+ + + + + + +

A1LM26 + + + + +

AlLM28 + + +

Al1LM29 + o+t + + +

A1LM30 + o+ + + + + + +

A1LM31 + o+ o+ + + + +

A1LM32 + o+ o+ + + + +

AlLM33 + + + o+ +
A2LM1 + + + + +
A2LM2 + + + + + + + +
A2LM3 + + + + +
A2LM4 + + + + + +
A2LM5 + + + + +
A2LM6 + + + + + + +
A2LM7 + + + + + + + +
A2LMS8 + + + + + +
A2LM9 + + + + +

A2LM10 + o+ o+ + + + + + + +

A2LM11 + o+ o+ + + + + +

A2LM12 + o+ o+ + + + + + +

A2LM15 + o+ o+ + + + + + + +

A2LM16 + o+ o+ + + + + + +

A2LM17 + o+ o+ + + + + + + +

A2LM18 + o+ + + + + + + +

A2LM19 + + + + + +

A2LM20 + o+ o+ + + + +

A2LM21 + o+ + + + + + +

A2LM22 + o+ + + +
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Tabla 26. Espectro de salinidad de cepas aisladas procedentes de La Malaha.

CEPA 0 25 5 75 10 125 15 175 20 225 25 30

A2LM23 o+ o+ + + + + + + +
S1LM1 + o+ o+ + + + + + + + +
S1LM2 + + + + + + + +
S1LM3 o+ o+ + + + + + + + +
S1LM4 + o+ + + + + + + + +
S1LMS5 + + + + + + + +
S1LM6 + + + + + +
S1LM7 + + + + + + + + +
S1LMS8 + + + + + + + + +

S1LM11 + + + + + + +

S1LM12 + + + + + + +

S1LM13 + + + + + + +

S1LM14 + + + + + + +

S1LM15 + o+ + + + + + + +

S1LM16 + + + + + + + +

S1LM17 + + + + + + + +

S1LM18 o+ o+ + + + + + +

S1LM19 + o+ + + + + + + +

S1LM20 + + + + + + + +

siLM21 o+ o+ o+ o+ 4+

S1LM22 + o+ o+ + + + + + + + +

S1LM23 + o+ o+ + + + + + +

s1LM24 + o+ o+ o+ 4

S1LM25 + + + + + + +

S1LM26 + 0+ o+ + + +

S1LM27 o+ o+ + + + + +

S1LM28 + o+ + + + + +

S1LM29 + 0+ o+ + + +

SI1LM30 + + + + + + + + + +

S1LM32 + + + + + + + +

S1LM33 + 0+ o+ + + +

SILM34 + + o+ o+ o+

S1LM35 + o+ o+ + + +
S2LM1 + + + + + +
S2LM2 + + + + + + +
S2LM3 + + + + + + +
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Tabla 26. Espectro de salinidad de cepas aisladas procedentes de La Malaha.

CEPA 0 25 5 75 10 125 15 175 20 225 25 30
s2LM4 + o+ o+ o+ o+
S2LM5 + + + + +
S2LM6 + + + + + + + +
S2LM7 + o+ o+ 4+
S2LM8 + + + + + +
S2LM9 + + + + +

S2LM10 + + + + +
S21LM11 o+ o+ + + + + + + +
S2LM12 + + + + +
S2LM13 + o+ o+ + + + + + + + +
S2LM15 + + + + + +
S2LM16 o+ o+ + + + + + + + +
S21LM18 + + + + + + + +
S2LM19 + + + + + + +
S2LM20 + o+ o+ + + + + + + +
S21LM21 + + + + + + +
S2LM22 o+ o+ + + + +

S2LM23 + o+ o+ + + + +

S2LM24 + o+ o+ o+ + + + +

S2LM25 o+ o+ + + + + + + +
S3LM2 + + + + + +
S3LM3 + o+ + + + + + + +
S3LM5 + + + + + + + +
S3LM6 + + + + + + +
S3LM7 + + + + + + +
S3LMS8 + o+ + + + + + +

S3LM9 o+ o+ + + + + + +

S3LM10 + + + + + + + +
S3LM12 + + + + + + +
S3LM13 + o+ + + + + + + +
S3LM14 + o+ + + + + + +

S3LM15 + o+ o+ 4+

S3LM16 + o+ o+ + + + + + +

S3LM17 + o+ + +

S3LM18 o+ o+ + + + + + + + +
S3LM19 + 0+ o+ + +
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Tabla 26. Espectro de salinidad de cepas aisladas procedentes de La Malaha.

CEPA 0 25 5 75 10 125 15 175 20 225 25 30

S3LM20 + o+ o+ + + + + + +

S3LM21 + + + + + +

Tabla 27. Espectro de salinidad de cepas aisladas procedentes de La Malaha.
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Tabla 27. Espectro de salinidad de cepas aisladas procedentes de La Malaha.

CEPA 0 25 5 75 10 125 15 175 20 225 25 30
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 27. Espectro de salinidad de cepas aisladas procedentes de La Malaha.

CEPA 0 25 5 75 10 125 15 175 20 225 25 30
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Tabla 27. Espectro de salinidad de cepas aisladas procedentes de La Malaha.

CEPA 0 25 5 75 10 125 15 175 20 225 25 30

S2BC27 + o+ + + + + + + +

S2BC28 + o+ + + + + +
S3BC1 + + + + + + + + +
S3BC2 + + + + + + + + +
S3BC3 + + + + + + + + +
S3BC4 + + + + + + +
S3BC5 + + + + + + + +
S3BC6 + + + + + + +
S3BC7 + + + + + +
S3BC8 + o+ o+ + + + + + +
S3BC9 + + + + + + +

S3BC10 + + + + +

S3BC11 + + + + + + + +

S3BC12 + + + + + + + +

S3BC13 + + + + + + +

S3BC14 + o+ o+ + + + +

S3BC15 + + o+ + + + + +

S3BC16 + + + + + + +

S3BC17 + 4+ + + + +

S3BC18 + 4+ + + + + +
S4BC1 + + + + + + +
S4BC2 + + + + + +
S4BC3 + + + + +
S4BC4 + + + + +
$4BC5 + + + +
S4BC6 + + + + + +
S4BC8 + + + + +
S4BC9 + + + + + + + + + +

S4BC10 + o+ o+ + + + + +

S4BC12 + + + + + + +

$4BC13 + + + + + +

S4BC14 + + + + + + + + + +

S4BC15 + o+ 4+ + +

S4BC16 + + + + + + +
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RESULTADOS Y DISCUSION

Observando las tres tablas anteriores, donde se muestra el perfil de
concentracion salino de microorganismos de cada ambiente estudiado, podemos
predefinir el tipo de poblacidon microbiana. En el caso de la salina malaguefiia, los
microorganismos aislados de sus aguas y sedimentos son mayoritariamente haléfilos
extremos debido a que el crecimiento se comienza a producir a partir del 3.5 M de
CINa. Esta situacién viene fundamentalmente explicada debido a la alta salinidad
encontrada en el momento del muestreo, ya que la estacién previa a la recogida se
habia caracterizado por unas escasas precipitaciones acompafiadas de elevadas
temperaturas, que provocaron que el volumen de agua de la laguna fuera
inexistente en algunas zonas de muestreo. Sin embargo, La Malaha muestra un perfil
haléfilo moderado tendiendo a extremo, debido a que en general los
microorganismos asilados de este ambiente poseen de forma individualizada un
perfil amplio capaz de adaptarse a diferentes condiciones de salinidad. Una
explicacién plausible de este perfil, a pesar de las condiciones climatoldgicas de la
estacién que precedié al muestreo, puede venir dada por su construccién como
explotacion humana salinera, con lo que la entrada de agua a sus cristalizadores se
realiza de manera regular sin que las condiciones meteoroldgicas supongan un
limitante. Bahia de Cadiz es considerada también una explotacién salinera donde el
suministro de agua a los cristalizadores procede del océano Atlantico. Esta posee
una poblacién microbiana haléfila moderada y extrema, al igual que La Malaha. Por
ello en las dos salinas (La Malah3d, atalasosalina, y Santa M2 de Jesus, talasohalina)
utilizadas a dia de hoy por el ser humano nos permiten hacer una descripcién previa
de su poblacién como microorganismos adaptados a oscilaciones frecuentes de

salinidad en base al estado de llenado o evaporizacidn de sus cristalizadores.

Tras el analisis del espectro salino en el que son capaces de crecer, unido
a caracteristicas como: la capacidad de generar EPS (exopolisacéarido), desarrollar
pigmentos (rojos, rosas, naranjas, etc.) y morfologia de la colonia. De un total de 129
cepas aisladas en Fuente de piedra se seleccionaron 91; de 197 procedentes de La

Malaha se redujeron a 76; y de 160 originarias de Bahia de Cadiz se disminuyd a 99.
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De manera que este grupo de cepas seleccionadas son aquellas a las que se le
hicieron las pruebas necesarias para desarrollar la taxonomia polifasica (Figura 31).
Solo destacar, que algunos de los microorganismos incubados a 37 2C y
crecidos en medios con un elevado porcentaje de salinidad tuvieron dificultades para
crecer y tras sucesivas resiembras no consiguieron mantenerse y se perdieron. Se
podria decir que son microorganismos que resisten condiciones extremas de sal,
pero éste, no es su hdbitat natural y probablemente ante estas condiciones extremas
pasan a una forma de latencia esperando a que estas condiciones desaparezcan y

proliferar nuevamente (Fendrihan, et al., 2012).
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RESULTADOS Y DISCUSION

2. TAXONOMIA POLIFASICA

La taxonomia polifasica trata de integrar las diferentes fuentes de
informacion, como son el fenotipo, genotipo, quimiotipo y la filogenia de los
microorganismos, en un mismo andlisis. Esto es lo que constituye la taxonomia
bacteriana moderna. Dénde se nos revela la biologia de las especies, datos de
estructura celular, rasgos bioquimicos y caracteristicas fisioldgicas (de desarrollo y/o
diferenciacion) en base al entendimiento de la evolucion y las relaciones que se

establecen entre ellos dentro del mismo género o en un mismo nicho ecoldgico.

2.1. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LAS CEPAS
SELECCIONADAS

Los resultados de las pruebas realizadas a cada una de las cepas elegidas de
los 3 ambientes salinos de Andalucia, vienen representadas en las siguientes tablas
separadas en base a la procedencia de las muestras. En ellas, se agrupan las cepas
que tienen el mismo resultado en las distintas pruebas realizadas. Los cédigos de los

resultados son: (+) resultado positivo; (-)- resultado negativo y (9) resultado variable.

2.1.1. Pruebas morfologicas y de cultivo

Pruebas morfoldgicas, tincion de Gram, test KOH y movilidad

Los resultados de las tablas 28, 29 y 30, corresponden a las pruebas de
morfologia, movilidad, oxidasa, catalasa, Gram y test KOH que presentan cada uno
de los microorganismos analizados. Las abreviaturas de las pruebas, que aparecen en
la siguiente tabla, corresponden a: bacilo: B; coco: C; y pleomérfica: P; tincidn Gram:

GR; test KOH: KOH; movilidad: MV.
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Tabla 28. Morfologia, tincion de Gram, test KOH y movilidad de los aislados de Fuente
de Piedra (Malaga).

CEPAS B C PL GR KOH MV CEPAS B C PL GR KOH MV
A1FP1 B + - A3FP8 - + - - + 9
A1FP2 -+ - - + + A3FP10 - + - + - -
A1FP3 -+ - -4 - A3FP13 + - -+ - -
A1FP4 -+ - - + + A3FP16 - + - - + -
A1FP5 B + - A3FP17 - + - - + +
A1FP6 + - - - + - A3FP18 - + - - + +
A1FP7 + - - - 4+ 4+ A3FP19 + - - - + +
A1FP8 + - -+ - + A3FP20 - - + - + +
A1FP11 -+ - -4 - A3FP21 - - o+ - + +
A1FP12 - - -4 - A3FP22 - - o+ - + -
A1FP14 - 4+ - -+ + SIFP2 - - + - + -
A1FP15 -+ - - 4+ + SIFP3 - - + - + -
A1FP16 -+ - -+ + SIFPA - - + - + -
A1FP17 - - &+ -+ + SIFP5 - - + - + -
A1FP18 - -+ - - SIFP6 - + - - + -
A1FP19 + - - - 4+ 4+ SIFP7T - + - - + -
A1FP20 + - - - + + SIFP8 - - + - + -
A1FP21 - -+ - 9 SIFP9 - + -+ - -
A1FP22 -+ - -4 - SIFPI0 - - o+ - + +
A2FP1 -+ - - + - S1IFP11 - - o+ 4 - -
A2FP2 - - - - SIFP12 - + - - - 9
A2FP3 B + - SIFP13 - + - - + +
A2FP4 B + - SIFP17 + + - 4+ - -
A2FP5 -+ - - 4+ + S2FPL - + - - + -
A2FP6 - -+ 4+ - +  S2FP2 -+ - - + -
A2FP7 -+ - -4 - S2FP3 - -+ - + -
A2FP10 - 4+ - -+ + SPA - + - o+ - -
A2FP11 - - + - 4+ + S2FPF5 - + - - + -
A2FP15 - -+ - + - S2FP6 - -+ - + +
A2FP16 e - S2FP7 - -+ - + -
A2FP17 -+ -+ 9 S2FP8 - - + - + -
A2FP19 - -+ 4+ - +  S2FP9 -+ - - + -
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 28. Morfologia, tincion de Gram, test KOH y movilidad de los aislados de Fuente
de Piedra (Malaga).

CEPAS B C PL GR KOH MV CEPAS B C PL GR KOH MV
A2FP20 -+ - - + - S2FP10 - + - - + +
A2FP21 + - - - + - S2FP12 - - + - + -
A2FP22 + - - - + - S2FP13 - + - - + -
A2FP2122T - - + - + + S2FP14 - - + - + -
A2FP23 -+ -+ - + S2FP15 + - -+ - +
A2FP24 -+ -+ - - S2FP16 - - + - + -
A2FP26 -+ - - + 9 S2FP20 + - - - + -
A3FP1 - -+ - + - S2FP21 - + - + - -
A3FP2 - -+ - + + S2FP22 - + - - + -
A3FP3 - -+ o+ - - S2FP23 - + - - + -
A3FP4 -+ - - + 9 S2FP24 - + - - + -
A3FP5 - -+ - + + S2FP25 - + - - + -
A3FP6 -+ - - + - S2FP27 - + - 4 - -

Tabla 29. Morfologia, tincion de Gram, test KOH y movilidad de los aislados de La
Malaha (Granada).

CEPAS B C PL GR KOH MV CEPAS B C PL GR KOH MV
AllLM1 -+ - - + 9 SsimM8 + - - 4 - -
A1LM2 - -+ - + + sibm11 - + - - + -
AlLM4 + - - + - - simM12 - o+ - - + -
Al1LM7 - -+ - + 9 SsiMm13 - - + - + +
A1LM8 -+ - - + +  SilM14 - + -+ - -
A1LM9 - -+ - - - S1M15 - + -+ - -
AILM10 + - - - + - SilM16 - + - - + -
AlLM11 - + - + - - S1LM17 - + -+ - -
AllM12 + - - - + +  SILM18 + + -+ - -
AlLM14 - + - + - - S1LlM19 - + - - + -
AllM15 - + - + - - SsimM20 - + - - + +
AlLM18 - + - + - 9 Ssim21 - - + - + -
AlLM21 - - + - + + siLmM22 - + - + - -
AlLM22 - + - + - - S1LM30 - + -+ - -
AlLM23 - + -+ - - S1M32 - o+ -+ - +
AlLM24 + - - - + - s2m1 -+ - - + -
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Tabla 29. Morfologia, tincion de Gram, test KOH y movilidad de los aislados de La
Malaha (Granada).

CEPAS B C PL GR KOH MV CEPAS B C PL GR KOH MV
AlLM25 - + - + - - S2LM2 - -+ - + _
AILM26 + - - - + + S2LM3 - + -+ _ +
AlLM28 - - o+ - + - S2LM5 - + - - + .
AlLM30 - + - + - + S2LM6 + - - - + +
A2LM1 -+ - - + +  S2LM7 -+ -+ - -
A2LM2 S + + S2LM8 - + -+ - -
A2LM3 - -+ - + - S2LM9 - - o+ - + .
A2LM4 -+ - - + - S2lM12 - o+ -+ - -
A2LM5 S + - S2LM15 - o+ -+ - -
A2LM6 -+ - - + - S2LM18 - + - - + +
A2LM9 - -+ o+ - - s2lm21 - -+ - + -
A2LM10 + - - - + - s3LM2 - - o+ - + B}
A2LM12 + - -+ - - S3LM5 - + - o+ . ]
A2LM16 + - - + - - S3LM6 - -+ - + -
A2LM19 + - - - + - $3LM7 - + - - + -
A2LM23 - -+ - + + S3LM8 - + - o+ B} N
S1LM2 + - - + - + S3LM10 - + - + - -
S1LM3 -+ -+ - - S3LM12 - o+ - - + +
siLm4 - -+ - + - S3LM13 - o+ -+ - -
S1LM5 -+ - - - S3LM15 - - + - + -
SILM6 - - o+ -+ o+

Tabla 30. Morfologia, tincion Gram, test KOH y movilidad de los aislados de Santa
M2 de Jesus (Chiclana, Cadiz).

CEPAS B C PL GR KOH MV CEPAS B C PL GR KOH MV
A1BC2 -+ - - + + A4BC14 - + - 4+ - +
A1BC3 -+ -+ - - A4BC16 - + - - + -
A1BC4 -+ -+ - - s1BC1 - + - - + .
A1BC5 + - - - + + SI1BC2 - - + - + -
A1BC6 -+ -+ - - S1BC4 - + - ) + }
A1BC8 -+ -+ - - SIBCG5 - - o+ - + -
A1BC11 -+ - + - - S1BC6 - -+ - + -
A1BC16 -+ - + - - S1BC7 - -+ - + 9
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 30. Morfologia, tincion Gram, test KOH y movilidad de los aislados de Santa
M2 de Jesus (Chiclana, Cadiz).

CEPAS B C PL GR KOH MV CEPAS B C PL GR KOH MV
A2BC1 -+ -+ - - SIBC8 + - - + B B
A2BC2 + - - + - + S1BC10 + - - - + -
A2BC3 -+ -+ - - S1BC11 + - - - + -
A2BC4 -+ -+ - - S1BC12 - + - - + +
A2BC5 - -+ - + - s2BC2 - - + - + B}
A2BC6 -+ -+ - - S2BC5 - - + + } 3
A2BC7 - -+ + - + S2BC6 - -+ + - -
A2BC8 - -+ o+ - - S2BC7  + - - } + 3
A2BC9 - -+ - + + S2BC8 + - - - + +
A2BC10 - + - + - - S2BC9 + - - + - -
A2BC11 + - - 4 - - S2BC10 + - - - + -
A2BC14 + - -+ - 9 S2BC12 - + - - + -
A2BC15 - + - + - 9 S2BC13  + - - + - +
A2BC17 -+ - + - + S2BC15 - - + + - -
A2BC18 - - + - + - S2BC19 + - - + B B
A2BC19 + - -+ - - S2BC20 - - + - + -
A2BC21 - - + o+ - 9 S2BC22 + - - + - -
A3BC1 + - - - + - S2BC23  + - - + - +
A3BC2 - -+ - + - S2BC27 - + - + - -
A3BC3 + - - - + + S2BC28 + - - - + -
A3BC4 + - - - + - s3BC2 - - + - + +
A3BC5 - -+ 4 - - S3BC3 + - - - + -
A3BC6 + - - - + + S3BC4 - - o+ - + -
A3BC7 -+ - - + - S3BC5 - - + + } .
A3BC8 -+ - - + - S3BC6 - + - + . 3
A3BC9 - -+ + - 9 S3BC7 - -+ + - -
A3BC10 - -+ + - - S3BC8 + - - - + +
A3BC11 - - + - + + S3BC9  + - - + B 3
A3BC12 + - - + - - S3BC10 - - + - + B
A3BC16 + - - - + + S3BC11 - - + - + -
A3BC19 + - - + - - S3BC18 + - - + - -
A4BC1 -+ - - + - s4BC1 - + - - + -
A4BC2 - -+ - + - S4BC2 - + - ; + B}
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Tabla 30. Morfologia, tincion Gram, test KOH y movilidad de los aislados de Santa
M2 de Jesus (Chiclana, Cadiz).

CEPAS B C PL GR KOH MV CEPAS B C PL GR KOH MV
A4BC3 -+ -+ - - s4BC3 - + - - + -
A4BC6 + - - - + - S4BC4 -+ - - + 9
A4BC7 + - - - + - S4BC5 - - + 4+ - -
A4BC8 -+ - - + + S4BC6 -+ - - + -
A4BC9 -+ - - + - S4BC8 - - + - + -
A4BCI0 - + - - + - S4BC9  + - -+ - -
A4BC11 - + -+ - - s4BC12 - + - - + -

2.1.2. Pruebas fisioldgicas

Crecimiento a diferentes concentraciones de sales

Se preparé medio de cultivo HM con porcentajes de sal que oscilaban entre
la ausencia de salinidad hasta el 30 % p/v, con objeto de probar la tolerancia de cada
microorganismo a las distintas concentraciones de sales. Los resultados se han
recogido en las tablas anteriores de la tabla 26 a la 28. Esta designacién ayudo a
determinar la concentracion o6ptima de salinidad de cada una de las cepas

seleccionadas para el estudio.

Crecimiento a diferentes temperaturas y a diferentes pH

Una vez clasificados los microorganismos en el medio HM con su éptima
concentracién salina de Subov, se desarrollaron las pruebas, las cuales despliegan
sus resultados en el medio cuya concentracion éptima para el crecimiento sea mds
cercana al 10 o el 20 % p/v de sales, siendo éstos los porcentajes consensuados para
la realizacién de todas las pruebas de caracterizacién fenotipica, de modo que no
existan factores que puedan variar las condiciones que nos permitan comparar los

resultados.

208



RESULTADOS Y DISCUSION

Estos microorganismos seleccionados fueron sometidos al crecimiento a
temperaturas que oscilaron entre los 4 C y los 50 2C. Los medios, también, fueron
preparados a diferentes pH para comprobar el crecimiento de cada microorganismo

en pH 4; 5.5; 7; 8.5y 10. Los resultados se muestran en la tabla 31.

Tabla 31. Crecimiento a diferentes temperaturas y pHs de las cepas procedentes de
Fuente de Piedra (Malaga), La Malaha (Granada) y Santa M2 de Jesus (Cadiz).
4 pH pH pH pH pH

CEPAS 502C 352C 22 °C oc 4 55 7 8.5 10
Al1FP1 + + + - - + + + -
A1FP2 + + + - - + + + -
A1FP3 - + + - + + + + -
A1FP4 - + + - + + + + -
A1FPS5 + + + - - + + + -
A1FP6 - + + - + + + + -
A1FP7 + + + - - + + + -
A1FP8 + + + + - + + + -
A1FP11 - + + + - + + + +
A1FP12 - + + + - - + + +
A1FP14 + + + - - + + + -
A1FP15 - + + - - + + + -
A1FP16 + + + - - + + + -
A1FP17 + + + - - + + + -
A1FP18 + + + - - + + + -
A1FP19 + + + - - + + + -
A1FP20 + + + + - + + + -
A1FP22 + + + - - - + + -
A2FP1 - + + - - + + + -
A2FP2 - + + - - + + + -
A2FP3 - + + - + + + + -
A2FP4 + + + + - + + + -
A2FP5 + + + + - - + + -
A2FP6 + + + + + + + + -
A2FP7 + + + - - - + + -
A2FP10 + + + - - + + + -
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Tabla 31. Crecimiento a diferentes temperaturas y pHs de las cepas procedentes de
Fuente de Piedra (Malaga), La Malaha (Granada) y Santa M2 de Jesus (Cadiz).

4 pH pH pH pH pH

CEPAS 502C 352C 22 C oc a 55 7 8.5 10
A2FP11 - + + + - + + + -
A2FP15 - + + + - - + + +
A2FP16 - + + + - + + + +
A2FP17 - + + + - - + + +
A2FP19 - + + - - - + + -
A2FP20 + + + - - + + + -
A2FP21 - + + + + + + + -
A2FP22 - + + - - + + + -
A2FP2122T - + + + - - + + -
A2FP23 + + + - - + + + -
A2FP24 + + + - - + + + -
A3FP1 - + + - - + + + -
A3FP2 - + + + - + + + -
A3FP3 + + + - - - + - -
A3FP4 - + + - - - + + -
A3FP5 + + + - - + + + -
A3FP6 - + - - - + + + -
A3FP10 + + - - - + + + -
A3FP13 - + + + - + + + +
A3FP16 + + + - - + + + -
A3FP17 + + + - - + + + -
A3FP18 + + + - - + + + -
A3FP19 - + + - - + + + -
A3FP20 - + + - - + + + -
A3FP21 + + + - - + + + -
A3FP22 + + - - - + + + -
S1FP2 + + + + - + + + -
S1FP3 + + + - - + + + -
S1FP4 + + + + - + + + -
S1FP5 + + + - - - + + -
S1FP6 + + + - - + + + -
S1FP7 - + + - - + + + -
S1FP8 + + + + - + + + -
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 31. Crecimiento a diferentes temperaturas y pHs de las cepas procedentes de
Fuente de Piedra (Malaga), La Malaha (Granada) y Santa M2 de Jesus (Cadiz).

4 pH pH pH pH pH

CEPAS 502C 352C 22 C oC a 55 7 8.5 10
S1FP9 - + - - - - + - -
S1FP10 - + + + - + + + -
S1FP11 - + - - - - + - -
S1FP13 + + + + - + + + -
S1FP17 - + + + - + + + +
S2FP1 + + + - - - + + -
S2FP2 + + + - - + + + -
S2FP3 + + + + - + + + -
S2FP4 + + - - - + + + -
S2FP5 + + + - - + + + -
S2FP6 - + + - - + + + -
S2FP7 + + + - - + + + -
S2FP8 - + + - - + + + -
S2FP9 + + + - - + + + -
S2FP10 - + - - - - + + -
S2FP12 + + - - - + + + -
S2FP13 + + - - - - + + -
S2FP14 + + + - - + + + -
S2FP15 - + - - - - + - -
S2FP16 - + + + - + + + -
S2FP20 + + + - + + + + -
S2FP21 - + + - - - + - -
S2FP22 + + + - - + + + -
S2FP23 - + - - - - + - -
S2FP24 + + + - - + + + -
S2FP25 + + - - - + + + -
S2FP27 + + + - + + + + -
Al1LM2 - + + - - - + + -
AlLM4 + + - - - - + + -
A1LMS8 - + + - - - + + -
A1LM9 + + + - - - + + -
A1LM10 - + + + - + + + -
AlLM11 + + - - - - + + -
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Tabla 31. Crecimiento a diferentes temperaturas y pHs de las cepas procedentes de
Fuente de Piedra (Malaga), La Malaha (Granada) y Santa M2 de Jesus (Cadiz).

4 pH pH pH pH pH

CEPAS 502C 352C 22 °C oc a 55 7 8.5 10
AlLM12 - + - - - - + + -
AlLM14 + + + + - + + + -
Al1LM15 - + + + - - + + +
AlLM21 - + + - - - + + -
AlLM22 - + + + - - + + +
AlLM23 + + + - - - + + -
AlLM24 - + + + - + + + +
AlLM25 + + + + - - + + -
A1LM26 - + + - - - + + -
AlLM28 - + + + - - + + -
A1LM30 + + + + + + + + +

A2LM1 - + + - - - + + -

A2LM2 - + + + - - + + -

A2LM3 - + - - - - + + -

A2LM4 - + + - - + + + -

A2LMS + + + + - - + + -

A2LM6 - + + + - - + + -

A2LM9 + + + - - + + + -
A2LM10 + + + + - + + + +
A2LM12 + + + + - + + + +
A2LM16 + + + + - + + + +
A2LM19 - + + - - - + + -
A2LM23 + + + + - + + + +

SiLmMm2 - + + - - + + + -

SiLm3 - + + + - + + + +

SiLM4 - + + + - + + + +

S1LM5 - + + + - + + + +

SiLMeé - + + + - + + + -

S1LM8 + + + + - - + + -
SiLM11 + + + - - - + + -
S1LM12 + + + + - + + + -
SiLM13 + + + + - + + + -
SiLM14 + + + - - + + + -
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 31. Crecimiento a diferentes temperaturas y pHs de las cepas procedentes de
Fuente de Piedra (Malaga), La Malaha (Granada) y Santa M2 de Jesus (Cadiz).

4 pH pH pH pH pH

CEPAS 502C 352C 22 °C oC a 55 7 8.5 10
S1LM15 - + + + - + + + +
S1LM16 + + + + - + + + +
SiLM17 + + + - - - + + -
S1LM18 - + + + - - + + +
siLm19 - + + + - + + + -
SiLM20 + + + - - + + + -
SiLMm21 - + + + - + + + +
S1LM22 - + + + - + + + +
S1LM30 - + + + + + + + +
S1LM32 - + + - - - + + +
s2Lm1 + + + - - + + + -
S2LmM2 - + + - - + + + +
s2LmMm3 - + + + - + + + -
S2LMS - + + - - + + + -
S2LMé6 + + + + - + + + -
s2Lm7 + + + - - + + + -
S2LM8 - + + - - + + + -
S2LM9 + + + - - + + + -
S2LM12 - + + - - - + + -
S2LM15 + + + - - + + + -
S2LM18 + + + + - + + + -
S2LM21 - + + + - + + + +
S3LM2 - + + - - + + + -
S3LMS5 + + - - - - + + -
S3LM6 - + - - - - + + -
S3LM7 + + - - - - + + -
S3LM8 - + + - - - + + -
S3LM10 + + - - - - + + -
s3LMm12 + + + + - - + + -
S3LM13 - + + + - + + + +
S3LM15 + + - + - - + + -
A1BC2 + + + + - - + + +
A1BC3 + + + + - + + + +
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Tabla 31. Crecimiento a diferentes temperaturas y pHs de las cepas procedentes de
Fuente de Piedra (Malaga), La Malaha (Granada) y Santa M2 de Jesus (Cadiz).

4 pH pH pH pH pH

CEPAS 502C 352C 22°C oc a 55 7 8.5 10
A1BC4 + + + + - + + + +
A1BC5 + + + + - + + + +
A1BC6 - + - - - + + + +
A1BC8 + + + + - + + + +
A1BC11 + + + + - + + + +
A1BC16 + + + + - + + + +
A2BC1 + + + - - + + + +
A2BC2 + + + + - + + + +
A2BC3 + + + + - + + + +
A2BC4 + + + + - - + + +
A2BC5 + + + + - - + + +
A2BC6 + + - - - - + + +
A2BC7 + + - - - - + + +
A2BC8 + + - - - - + + +
A2BC9 + + + + - + + + +
A2BC10 + + - - - + + + +
A2BC11 - + + + - + + + +
A2BC15 - + + + - + + + +
A2BC17 - + + + - + + + +
A2BC18 + + + + - + + + +
A2BC19 + + + + - + + + +
A2BC21 - + + + - + + + +
A3BC1 - + + + - + + + +
A3BC2 + + - - - - + + +
A3BC3 - + + + - + + + +
A3BC4 + + + + - + + + +
A3BC5 + + - - - - + + +
A3BC6 + + + + - + + + +
A3BC7 + + - - - + + + +
A3BC8 + + - - - - + + +
A3BC10 + + - - - - + + -
A3BC11 + + + - - - + + -
A3BC12 - + + + - - + + -
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 31. Crecimiento a diferentes temperaturas y pHs de las cepas procedentes de
Fuente de Piedra (Malaga), La Malaha (Granada) y Santa M2 de Jesus (Cadiz).

4 pH pH pH pH pH

CEPAS 502C 352C 22 °C oc a 55 7 8.5 10
A3BC16 - + + + - - + + -
A3BC19 - + + + - - + + +

A4BC1 + + + + - - + + -

A4BC2 - + - - - - + - -

A4BC3 + + + + - - + + -

A4BC6 - + + - - - + + -

A4BC7 + + - - - - + - -

A4BC8 - + - - - - + + -

A4BC9 - + - - - - + + -
A4BC10 - + - - - - + - -
A4BC11 - + + + - - + + -
A4BC14 + + + + - + + + -
A4BC16 - + + + - - + - -

S1BC1 + + + + - - + + -

S1BC2 - + + - - + + + -

S1BC4 - + - - - - + - -

S1BC5 - + - - - - + - -

S1BC6 + + + - - + + + -

S1BC7 - + - - - - + - -

S1BC8 - + + + - - + + -
S1BC10 - + + - - - + + +
S1BC11 + + + - - - + + -
S1BC12 - + - - - - + - -

S$2BC2 + + + - - - + + -

S2BC5 + + + - - - + + -

S2BC6 - + - - - + + - -

S2BC7 + + + - - - + + -

S2BC8 + + + + - + + + -

S2BC9 - + + + - + + + -
$2BC10 + + + - - - + + -
S$2BC12 - + + - - - + + -
S2BC13 - + + - - + + + -
S2BC15 + + + - - + + + -
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Tabla 31. Crecimiento a diferentes temperaturas y pHs de las cepas procedentes de
Fuente de Piedra (Malaga), La Malaha (Granada) y Santa M2 de Jesus (Cadiz).

4 pH pH pH pH pH

CEPAS 502C 352C 22 °C oc a 55 7 8.5 10
S2BC19 - + + + - + + + -
S$2BC20 + + + + - + + + -
S2BC22 - + + - - - + + -
S2BC23 - + + + - + + + -
S2BC27 - + + + - - + + -
S2BC28 - + + + - - + + +

S3BC2 + + + - - + + + -

S3BC3 - + + - - + + + -

S3BC4 + + + - - + + + -

S3BC5 + + + - - + + + -

S3BC6 + + + - - + + + -

S3BC7 + + + - - + + + +

S3BC8 + + + + - + + + +

S3BC9 + + + - - + + + -
S3BC10 + + + - - + + + -
S3BC11 + + + - - - + + +
S3BC18 - + + + - - + + +

S4BC1 + + + - - - + + +

S$4BC2 + + + - - - + + -

S4BC3 + + + - - - + + -

S4BC6 + + + - - - + + -

S4BC8 + + + - - - + + +

S4BC9 - + + + - + + + -
$4BC12 + + + - - + + + -
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RESULTADOS Y DISCUSION

Crecimiento en medio liguido, en ausencia de magnesio y en

anaerobiosis en presencia de arginina

Los resultados de las restantes pruebas de fisioldgicas se presentan en las
tablas 32, 33 y 34, donde las siguientes claves permiten conocer la correspondencia
de cada prueba. Para el tipo de crecimiento que desarrolla en medio liquido: V,
genera un velo en la superficie del medio liquido; H, el crecimiento es homogéneo; y
F, el crecimiento genera un botdn en el fondo del tubo; Mg: crecimiento en ausencia

de Magnesio y A: crecimiento en anaerobiosis en presencia de arginina.

Tabla 32. Crecimiento en medio liquido, ausencia de Magnesio y
anaerobiosis en presencia de arginina: Fuente de Piedra (Malaga).

CEPAS Mg A V H F CEPAS Mg A V H F
A1FP1 + - -+ - AP0 - - - o+ -
A1FP2 + - -+ - A3FP13 -+ -+ -
A1FP3 + - -+ - A3FPI6  + + - + -
A1FP4 + o+ -+ - A3FP17  + - - 4 -
A1FP5 + o+ -+ - A3FPI8 + + - + -
A1FP6 + - -+ - A3FP19  + - - + -
A1FP7 - - -+ - A3FP20 + - - + -
A1FPS + - -+ - A3FP21  + - - o+ -
A1FP11 + - -+ - A3FP22 o+ - - o+ -
A1FP12 + o+ -+ - S1FP2 + - -+ -
A1FP14 + o+ -+ - S1FP3 + - - -+
A1FP15 + o+ -+ - S1FP4 + - - -
A1FP16 - - -+ - S1FP5 + o+ -+ -
A1FP17 + o+ -+ - S1FP6 + - - -
A1FP18 - - -+ - S1FP7 + - - -+
A1FP19 + - -+ - S1FPS + - - -+
A1FP20 + o+ - - +  SIFP9 -+ -+ -
A1FP21 + - -+ - SIFPI0 + - - + -
A1FP22 + - -+ - SIFP11 - - - 4+ -
A2FP1 + o+ -+ - SIFP13 + - - 4+ -
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Tabla 32. Crecimiento en medio liquido, ausencia de Magnesio y
anaerobiosis en presencia de arginina: Fuente de Piedra (Malaga).

CEPAS Mg A V H F CEPAS Mg A V H F
A2FP2 + - - 4 - SIFP17  + - - + -
A2FP3 + - - 4+ - S2FP1 + - -+ -
A2FP4 + o+ - 4 - S2FP2 - - -+ -
A2FP5 + o+ - - + S2FP3 + o+ -+ -
A2FP6 + - - 4 - S2FP4 - - -+ -
A2FP7 + - - 4+ - S2FP5 + - -+ -
A2FP10 + - - 4+ - S2FP6 + - - -+
A2FP11 + o+ - 4+ - S2FP7 + - -+ -
A2FP15 + o+ - - + S2FP8 + o+ -+ -
A2FP16 + o+ -+ - S2FP9 + - - -+
A2FP17 + o+ - - + S2FP10 + + - + -
A2FP19 + o+ - 4+ - S2FP12 + - - o+ -
A2FP20 + 0+ -+ - S2FP13 - - -+ -
A2FP21 + -+ - - S2FP14 + + - + -
A2FP22 + o+ - - + S2FP15 + - -+ -

A2FP2122T + + + - - S2FP16  + - - + -
A2FP23 + - -+ - S2FP20 + - -+ -
A2FP24 - - - - S2FP21 - - -+ -
A3FP1 + - - - + S2FP22 - - -+ -
A3FP2 + - - - + S2FP23 -+ -+ -
A3FP3 + - - 4+ - S2FP24  + - - + -
A3FP4 + - - - + S2FP25 -+ - -+
A3FP5 + o+ - 4+ - S2FP27  + - - o+ -
A3FP6 + - -+ -

Tabla 33. Crecimiento en medio liquido, ausencia de Magnesio y anaerobiosis
en presencia de arginina: La Malaha (Granada).

CEPAS Mg A V. H F CEPAS Mg ANA V H F

AlLM2 + - -+ - SilM11  + + + - -
AlLM4 + + -+ - SilMi12  + + + - -
A1LMS8 + - -+ - S1Lmi3  + - - -+
A1LM9 + - -+ - Siimi4  + - -+ -
A1LM10 + + + - - SiLM15 + - -+ -
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 33. Crecimiento en medio liquido, ausencia de Magnesio y anaerobiosis
en presencia de arginina: La Malaha (Granada).

CEPAS Mg A V. H F CEPAS Mg ANA V H F

AlLM11 + - -+ - SllM1e + - -+ -
AlLM12 + - -+ - SiM17  + - - -+
AlLM14 + - + - - SiLmMi8 + - -+ -
Al1LM15 + - -+ - SilM19 + - -+ -
AlLM21 + - + - - SiLM20 + - - -+
AlLM22 + + + - - SilM21 + + + - -
AlLM23 + + -+ - SilmM22 + + -+ -
AlLM24 + + -+ - SiLM30 + - - -+
A1LM25 + - -+ - S1LM32 + + + - -
Al1LM26 + + -+ - S2LMm1 + + -+ -
Al1LM28 + + - + - S2LM2 + + -+ -
A1LM30 + + - -+ S2LM3 + + -+ -
A2LM1 + + + - - S2LMm5 + + -+ -
A2LM2 + + + - - S2LM6 + + + - -
A2LM3 + + + - - S2Lm7 + + -+ -
A2LM4 + + - -+ S2LM8 + + + - -
A2LM5 + - -+ - S2LM9 + + -+ -
A2LM6 + - -+ - S2LM12 + + -+ -
A2LM9 + - -+ - S2LM15 + - -+ -
A2LM10 + + + - - S2LM18 + + -+ -
A2LM12 + + - + - S2Lm21  + + -+ -
A2LM16 + + + - - S3LM2 + + -+ -
A2LM19 + - -+ - S3LM5 + - - -+
A2LM23 + + + - - S3LM6 + + -+ -
S1LM2 + - -+ - S3Lm7 + - -+ -
S1LM3 + - + - - S3LM8 + + -+ -
S1LM4 + + -+ - S3LM10 + + -+ -
S1LM5 + - -+ - S3LMi12 + - -+ -
S1LM6 + - -+ - S3Lmi13 - + -+ -
S1LM8 + + -+ - S3LM15 + - -+ -

219



Tabla 34. Crecimiento en medio liquido, ausencia de Magnesio y
anaerobiosis en presencia de arginina: Santa M2 de Jesus, Chiclana (Cadiz).

CEPAS Mg A V H F CEPAS Mg A V H F
A1BC2 + - - + - | AdBC14 + O+ o+ - -
A1BC3 + + - + - | AABC16 - - - - +
Al1BC4 + + - + - |S1BC1 + - -+ -
A1BCS5 + + + - - |S1BC2 + - -+ -
A1BC8 + + + - - |S1BC4 - - -+ -
A1BC11 + + 4+ - - | S1BC5 - .- +
A1BC16 + + - + - | S1BC6 + - -+ -
A2BC1 + - - + - | S1BCS8 + - -+ -
A2BC2 + + + - - |S1BC10 + o+ -+ -
A2BC3 + + + - - |S1BC11 + + -+ -
A2BC4 + - - + - |S1BC12 - + -+ -
A2BC5 + + - + - | S2BC2 + + -+ -
A2BC6 + - - + - |S2BC5 - - -+ -
A2BC7 + + - + - | S2BC6 + - -+ -
A2BC8 + + - + - | S2BC7 + + -+ -
A2BC9 + + - + - | S2BC8 + + o+ - -
A2BC10 + + - + - | S2BC9 + + -+ -
A2BC11 + + - + - |S2BC10 + - - - +
A2BC15 + + - + - | S2BC12 - 9 -  + -
A2BC17 + + - + - | S2BC13 + + -+ -
A2BC18 + + - + - | S2BC15 + + -+ -
A2BC19 + + - + - |S2BC19 + o+ - -+
A2BC21 + + - + - | S2BC20 + + -+ -
A3BC1 + + - + - | S2BC22 + + - -+
A3BC2 - + - + - | S2BC23 + - -+ -
A3BC3 + + + - - | S2BC27 + + -+ -
A3BC4 + + + - - | S2BC28 + + -+ -
A3BC5 + + + - - |S3BC2 + + -+ -
A3BC6 + + + - - |S3BC3 + + -+ -
A3BC7 + + + - - |S3BC4 + + o+ - -
A3BC8 + + + - - | S3BC5 + + -+ -
A3BC10 - + - + - | S3BC6 + + -+ -
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Tabla 34. Crecimiento en medio

liquido,

RESULTADOS Y DISCUSION

ausencia de Magnesio y

anaerobiosis en presencia de arginina: Santa M2 de Jesus, Chiclana (Cadiz).

CEPAS Mg A V H F CEPAS Mg A V H F
A3BC11 + + - + - |S3BC7 + + - - +
A3BC12 + - - + - |S3BC8 + o+ o+ - -
A3BC16 + + + - - |S3BC9 - + -+ -
A3BC19 + + - + - |S3BC10 + - -+ -
A4BC1 + -+ - - |S3BC11 + + -+ -
A4BC2 + - - + - |S3BC18 + 0+ -+ -
A4BC3 + - - - +|S4BC1 + - -+ -
A4BC6 -+ - + - |s4BC2 ¥ - -+ -
A4BC7 -+ - - +/|saBC3 - - -4
A4BC8 + - - + - |S4BC6 - -+ -
A4BC9 - - - + - | S4BC8 + - -+ -
A4BC10 + - - + - |s4BC9 o+ -+
A4BC11 + + - + - | S4BC12 + - -+ -

2.1.3. Pruebas bioquimicas

Determinacion de presencia o ausencia de enzimas

La capacidad de hidrolizar determinadas compuestos orgdnicos para poner
de manifiesto la existencia de enzimas, siendo las sustancias a hidrolizar: la caseina
(CS), Tween 80 (80), almiddn (AL) y gelatina (GEL). Y la presencia de enzimas tales
como la catalasa (CAT), la citocromooxidasa (OXl),la B-galactosidasa (ONPG), la

nitrato y nitrito reductasa (NOs y NO2) y la triptofanasa (IN) (Tablas 35, 36 y 37).

Tabla 35. Determinacion de presencia o ausencia de enzimas: Fuente de Piedra (Malaga).

CEPAS CAT OXI ONPG 80 AL GEL CS NO; NO, IN
A1FP1 + - + - - - - + + -
A1FP2 + - + - - - - + - -
A1FP3 + - - - - + - + + +
AlFP4 + - - - - - - - - -

221



Tabla 35. Determinacion de presencia o ausencia de enzimas: Fuente de Piedra (Malaga).

CEPAS CAT  OXI ONPG 80 AL GEL CS NOs NO; IN
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 35. Determinacion de presencia o ausencia de enzimas: Fuente de Piedra (Malaga).

CEPAS CAT OXI ONPG 80 AL GEL CS NO; NO, IN
A3FP2 + - + + - - - + - -
A3FP3 + - - - - - - - - -
A3FP4 - - - - + - - + + -
A3FP5 - - + - - - - - - -
A3FP6 + - - - - - - + + -
A3FP8 + - - - - - - + + -
A3FP10 + - + - - - - + - -
A3FP13 + - - - - - - + - -
A3FP16 + - - - - - - - - -
A3FP17 + - + - - - - + - -
A3FP18 - - - - - - - + + -
A3FP19 + - - - - - - + - -
A3FP20 - - - - - - - - - -
A3FP21 + - - + - - - + - -
A3FP22 + - - - - + - - - -
S1FP2 + - - - - - - + - -
S1FP3 + + - + - - - + + -
S1FP4 + + + + - - - + - -
S1FP5 + - - - - - - - - -
S1FP6 + - - - - - - + + -
S1FP7 + - - - - - - - - -
S1FP8 + - + - - - - + + -
S1FP9 - - - - - - - + - -
S1FP10 + - - - - - - + + -
S1FP11 + - - - - - - + - -
S1FP13 + - - - - - - - - -
S1FP17 + - - - - + - - - -
S2FP1 + - - + - + - - - -
S2FP2 + - - + - - - + + -
S2FP3 + - + - - - - + - -
S2FP4 + - - + - + - + + -
S2FP5 + - - - - - - - - -
S2FP6 + - - - - - - + + -
S2FP7 + - - - - - - - - -
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Tabla 35. Determinacion de presencia o ausencia de enzimas: Fuente de Piedra (Malaga).

CEPAS CAT OXI ONPG 80 AL GEL CS NO; NO, IN
S2FP8 + - - - - - - + + -
S2FP9 + - + - - - - + + -
S2FP10 + - + - - - - + + -
S2FP12 + - + - - - - - - -
S2FP13 + - - - - - - + - -
S2FP14 + - - - - - - + + -
S2FP15 + - - - - - - - - -
S2FP16 + - - - - - - + - -
S2FP20 + - + - - - - + - +
S2FP21 + - - + + - - + - -
S2FP22 + - - - - - - + - +
S2FP23 + - - - - - - + + -
S2FP24 + - + - - - - + + -
S2FP25 + + - - - - - + + +
S2FP27 + - - - - - - + - +

Tabla 36. Determinacion de presencia o ausencia de enzimas: La Malaha (Granada).

CEPAS CAT OXI ONPG 80 AL GEL CS NOs; NO IN
AlLM2 - - - + - - - - - -
AlLM4 + - - - - - - - - -
AlLMS8 - - - - - - - + - -
AlLM9 + - - - - - - + - -
AlLM10 - - - + o+ + - + + -
AlLM11 + - - - - + - + - -
AlLM12 - - - - - + - + + -
AlLM14 + - - -+ + - - - -
AlLM15 - - - + - - - + - -
AlLM21 - - - + o+ + - + - -
Al1LM22 + - - - - - - + + -
AlLM23 + - + + - - - - - -
AlLM24 + - - + o+ + - + - -
A1LM25 + + + -+ + - + + -
AlLM26 + + - + - - - + - -
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 36. Determinacion de presencia o ausencia de enzimas: La Malaha (Granada).

CEPAS CAT OXI ONPG 80 AL GEL CS NOs NO; IN
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Tabla 36. Determinacion de presencia o ausencia de enzimas: La Malaha (Granada).

CEPAS CAT OXI ONPG 80 AL GEL CS NO; NO IN
S2LM1 + - - - - + - + - -
S2LM2 + + - + - - - + - -
S2LM3 + - - + - - - + + -
S2LM5 + - - + o+ + - + - -
S2LM6 + + - + - + - + - -
S2LM7 + - - + o+ + - + + +
S2LM8 + + - + - - - + - -
S2LM9 + - - + o+ + - + - +
S2LM12 + + - + - - - + - -
S2LM15 + - - - - - - + + +
S2LM18 - - + + - + + + + -
S2LM21 + - - -+ - + + - -
S3LM2 + - - + - + - + + -
S3LMS + - - -+ - - + - -
S3LM6 + + - - - - - - - -
S3LM7 + - - -+ - - - - -
S3LM8 + - - -+ - - - - -
S3LM10 + - - - - - - - - -
S3LM12 + - - - - - - + - -
S3LM13 + - - -+ + + - - -
S3LM15 + - - -+ - - + - -
Tabla 37. Determinacion de presencia o ausencia de enzimas: Santa M2 de Jesus,

Chiclana (Cadiz).

CEPAS CAT OXI ONPG 80 ALM GEL CAS NOz: NO: IN
A1BC2 + - - - - - + - -
A1BC3 - - + - - - + - -
Al1BC4 + - + - - - + - -
A1BC5 + - - - - - + - -
A1BC6 - - - + - - + - -
A1BC8 + - - - - - + - -
Al1BC11 + - - - - - + - -
A1BC16 + - - - - - + - -
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 37. Determinacion de presencia o ausencia de enzimas: Santa M2 de Jesus,
Chiclana (Cadiz).

CEPAS CAT OXI ONPG 80 ALM GEL CAS NO; NO, IN
A2BC1 + - - - - + - + - -
A2BC2 + - - - - - - + - -
A2BC3 + - + + - - + + - -
A2BC4 + - - - - - - - - -
A2BC5 + - - - - - - + - -
A2BC6 + - - - - - - - - -
A2BC7 + - - - + + - + - -
A2BC8 + - - - - - - + - -
A2BC9 + - - - + + - - - -
A2BC10 + - - + - + - + - +
A2BC11 + - - - + + - + - -
A2BC15 + - - - - - - - + -
A2BC17 + + - + - - - + - -
A2BC18 + - - + - + - + - -
A2BC19 + - - - - - - + - -
A2BC21 + - + - - + - - - -
A3BC1 + - - + - + - - - -
A3BC2 + - - - - - - - - -
A3BC3 + - - + - + - + + -
A3BC4 + + - - - - - + - -
A3BC5 + - - - + + - + + -
A3BC6 + - - + - + - + + -
A3BC7 + - - - + + - + + -
A3BC8 + - - - - - - - - -
A3BC9 + - - - - + - + + +
A3BC10 + - - + - + + - - +
A3BC11 + - + - - - - + + -
A3BC12 + + - - - 9 - + - -
A3BC16 + + - - - - - + - -
A3BC19 + + - - - - - + + -
A4BC1 + - - + - - - - - -
A4BC2 + - - + - - - 9 9 -
A4BC3 + - - - - - - + - -
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Tabla 37. Determinacion de presencia o ausencia de enzimas: Santa M2 de Jesus,
Chiclana (Cadiz).

CEPAS CAT OXI ONPG 80 ALM GEL CAS NOs3 NO; IN

A4BC6 + - - - - 9 9 -

A4BC7

A4BC8

A4BC9
A4BC10

A4BC11

A4BC14

A4BC16

S1BC1

+ |+ |+ [+ |+ |+ + |+ |+
1
1
©
.
'
'

S1BC2

S1BC4

.
'
'

+ |+ [+ |+ |+ |+ |+
1
1

S1BCS5

S1BC6

S1BC7

S1BC8

S1BC10

S§1BC11

S§1BC12

+ o+ |+ |+ |0

$2BC2

S$2BCS5

S$2BC6

S2BC7

S2BC8

$2BC9

S$2BC10

S$2BC12

S$2BC13

S$2BC15

$2BC19

S$2BC20

S$2BC22

S$2BC23

+l+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ ]+]|+ |+

.
'
'
'
+ |+ |+ |+ |+
1
+
1
1

S$2BC27
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 37. Determinacion de presencia o ausencia de enzimas: Santa M2 de Jesus,
Chiclana (Cadiz).

CEPAS CAT OXI ONPG 80 ALM GEL CAS NO; NO, IN
S$2BC28 + - - + - - - + - -
S$3BC2 + - - - - - - + - -
S3BC3 + - - - - - - + - -
S3BC4 + - - + - - + + - -
S3BC5 + - - - + + + - - -
S3BC6 + - - - - + + + - -
S3BC7 + - - + + + - + - -
S3BC8 + - - + - + - - - -
S3BC9 + - - + - + + + - -
S3BC10 + - - - - + + + + +
S3BC11 + - - - + + - + - -
S$3BC18 + - - - - - - + + -
$4BC1 + - - + - - - - - -
$4BC2 + - - - - - - - - -
S4BC3 + - - + - + - + - -
S4BC6 + - - - - - - - - -
S4BC8 + - - - - - - - - -
S4BC9 + - - + + + - + - -
S$4BC12 + - - - - - - + - -

Produccidon de acidos a partir de diferentes sustratos

Los resultados de produccién de 4cidos, por los microorganismos problema,
a partir de diferentes sustratos, se muestran en la tabla 38, 39 y 40 y se leen de
acuerdo a la siguiente clave: glucosa (G), lactosa (L), xilosa (X), fructosa (F),
galactosa (GA), maltosa (ML), arabinosa (AR), celobiosa (C), almidon (AL), manosa

(MN), sorbitol (S), rafinosa (RF), ramnosa (RM), manitol (MT) y glicerol (GL).

Tabla 38. Produccion de acidos a partir de diferentes sustratos: Fuente de Piedra
(Malaga).
CEPAS G L X F GA ML AR C AL MN S RF RM MT GL

AIFPL - -+ - - -+ - - - oo
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Tabla 38. Produccion de
(Malaga).

acidos a partir de diferentes sustratos: Fuente de Piedra

CEPAS G L X

F

GA ML

AR

C

AL

MN

S

RF

RM MT

GL

AIFP2 - - o+ -

AIFP3 - -+ -

AIFP4 - - - -

AIFP5 - - - -
AIFP6 - - - -

AIFP7 - - - -

AIFP8 - - - -

AlFP11 -+ + 9

A1FP12 -+ 9 -

AIFP14 - - + -

AIFP15 - - - -

A1FP16 - - - -

AlFP17  + - - -

A1FP18 - - - -

AIFP19  + - + -

AIFP20 - - - -

AIFP22 - - - -

A2FP1 - - - -

A2FP2  + - - -

A2FP3 - - - -

A2FP4 - - - -

A2FP5 - - - -

A2FP6 - - - -

A2FP7 - - - -

A2FP10 - - - -

A2FP11  + - - -

A2FP15 - - - -

A2FP16 - - - -

A2FP17  + - + +

A2FP19 - - - -

A2FP20 - - - -

A2FP21 - - - -

A2FP22 - - - -
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 38. Produccion de acidos a partir de diferentes sustratos: Fuente de Piedra
(Malaga).

CEPAS G L X F GA ML AR C AL MN S RF RM MT GL

A2FP21

221 S s
] .
A2FP24 - - - - - o oo oo

L
AFP2  + - - - - oo oo oo

X S

AFPA - - - - - o oo oo

AFP5 - - - - - oo oo

AFP6 - - - - - - - oo oo

AFP1I0 - - - - - - - - oo

L R

AFP16 - - - - - - - - o oo

A3FP17  + - - - - - - - - ..o ooy

A3FP18 - - - - - o oo oo ooy

A3FP19 - - - - - o oo oo oo

ABFP20 - - + - 4+ - 4+ - - oo o4

A3FP21 + -+ -+ - 9 - - - - - - - +

A3FP22 - - - - - - ..o oo

SIFP2 - - - - - - oo

SIFP3 - - - - - - - - oo o4 ooy

SIFPA - - - - - - - oo ..oy

SIFP5 - - - - - - - - - ..o ooy

SIFP6 - - - - - - ..o oo

SIFP7 - - - - - - - - - ..oy

SIFP8 9 - - - - - . o ..o ..

SIFP9 - - - - - - oo oo oo

SIFPI0 - - 4+ - - - - - oo oo

SIFP11 - - - - - - oo oo oo

SIFP13 - - - - - - oo oo oo

SIFP17 - - - - - - - - 9 - o - . 4

S2FPL - - - - - - - o oo

S2FP2 + - - - - - - - - + - - - + -

.2
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Tabla 38. Produccion de

acidos a partir de diferentes sustratos: Fuente de Piedra

(Malaga).

CEPAS G L X F GA ML AR C AL MN S RF RM MT GL
S2FP4 - - - - - - - - - - - - - - -
S2FP5 - - - - - - - - - - - - - -
S2FP6 - - - - - - - - - - - - - - -
S2FP7 - - - - - + - - - - - - - - -
S2FP8 - - - - - - - - - - - - - -
S2FP9 - - - - - - - - - - - - - - -
S2FP10 - - - - - - - - - - - - - -
S2FP12 - - - - - - - - - - - - - - -
S2FP13 - - - - - - - - - - - - - -
S2FP14 - -+ - - - - - - - - - - - -
S2FP15 - - - - - - + - - - - - - - -
S2FP16 + -+ - - - + - - - - - - - -
S2FP20 - - - - - - - - - - - - - - +
S2FP21 R A - - - - - - - - - -
S2FP22 - - -+ - - - - - + -+ - - -

S2FP23 - - - -

S2FP24 - - - -

S2FP25 - - - -

S2FP27 - - - -

Tabla 39. Produccion de acidos a partir de diferentes sustratos: La Malaha (Granada).

CEPAS G L X F GA ML AR C AL MN S RF RM MT GL
AlLM2 - - - - - - - - - - - - - - -
AlLM4 - - - - - - - - - - - - - - -
AlLM8 - - - - - - - - - - - - - R R
AlLM9 - - - - - - - - - - - - - - R
AlLM10 - - - - - - - - - - - - - R R
AllM11T - - - - - - - - - - - - - - -
AllM12 - - - - - - - - - - - - - R R
AlLM14 + - - + + - + - - + - - - - +
AlLM15 - - - - - - - - - - - - - R R
AlLM21 + - + - - - + - - - - - - R R
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 39. Produccion de acidos a partir de diferentes sustratos: La Malaha (Granada).

CEPAS G L X F GA ML AR C AL MN S RF RM MT GL

AlLM22 - - - - - - - - - - - - - R -

AILM23 + - - - o+ - .o+

AllM24 - - - - - - - - - - - - - - -

AllM25 - - - - - - + - - - - - - - -

AlLM26 - - - - - - - - - + - - - R R

AlLmM28 - - - - - - - - - - - - - - -

AlLM30 - - - - - - - - - - - - - - -

A2LM1 - - - - - ..o oo

A2LM2 - - - - - - - - - - - - - R R

A2LM3 - - - - - oo oo oo

A2LMA - - - - - oo oo oo o

A2LM5 - - - - - oo ooy

1

1

A2LM10 - - - - - - - - - - - - - R -

A2LM12 - - - - - - - - - - - - - R -

A2LM16 - - - - - - - - - - - - - R -

A2LM19 - - - - - - - - - - - - - - -

A2LM23 - - - - - - - - - - - - - - -

SiLmM2 - - - - - - - - - - - - - - -

SILM3 - - - - - - - ..o oo oo

SILMA - - - - - - oo oo oo oo

SILM5  + - - - - - - oo ooy

SILM6 - - - - - - - - ..o

SILM8 - - - - - - - - ...y

sitmir - - - - - - - - - - - - - - R

siLmi2 - - - - - - - - - - - - - R -

sikm1i3 - - - - - - + - - - - - - - -

sikmi4 - - - - - - - - - - - - - - -

SiLmMi1s - - - - - - - - - + - - - - -

siLmi6 - - - - - - - - - - - - - - -

siLmi7 - - - - - - - - - - - - - - R

siLmi8 - - - - - - - - - - - - - R -

S1ILM19 + - + + + - + - - + -+ - - _
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Tabla 39. Produccion de acidos a partir de diferentes sustratos: La Malaha (Granada).

CEPAS G L X F GA ML AR C AL MN S RF RM MT GL

siLm20 - - - - - - - - - + - - - R R

siLm2r - - - - - - - - - - - - - - -

siLm22 - - - - - - - - - - - - - R -

siLm30 - - - - - - - - - - - - - - -

SiLm32 - - - - - - - - - - - - - - -

S2LM1 - - - - - - o ..o oo oo

S2LM2 - - - - - ..o

1.

S2LM5 - - - - - - ..o

S2LM6 - - - - - - - .o oo

S2LM7 - - - - - - .. oo oo

S2LM8 - - - - - - ..o oo

S2LM9 - - - - - ..o

s2LmM12 - - - - - - - - - - - - - - -

S2LmMm15 - + - - - - - - - - - - - - -

s2LmMi8 - - - - - - - - - - - - - R -

S2LM21  + - + + o+ + + - - - - - - + +

S3LM2 - - - - - - ..o oo

S3LM5 - - 4+ - - - - ..o oo oo

S3LM6 - - - - - - - ..o oo

S3LM7 - - - - - - - ..o oo oo

S3LM8 -+ - - - - + - - - -+ - - -

s3LM10 - - - + - - - - - - - - - - -

s3LmM12 - - - - - - - - - - - - - - -

S3lM13  + + + 4+ 9 + 4+ + + 4+ + + + + 9

S3LM15 - - - - - - - - - - - - - - -

Tabla 40. Produccion de acidos a partir de diferentes sustratos: Santa M2 de Jesus,
Chiclana (Cadiz).

CEPAS G L X F GA ML AR C AL MN S RF RM MT GL

AIBC2 - - - - - - ..oy

A1BC3 - - - - - - - - - - - - - - R

AIBCA - - - - - ..o
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 40. Produccion de acidos a partir de diferentes sustratos: Santa M2 de Jesus,
Chiclana (Cadiz).

CEPAS G L X F GA ML AR C AL MN S RF RM MT GL

A1BC5 - - - - - - - - - - - - - - -

A1BC6

'
'
'
'
'

'
+
'

'

'
+
+

- - +

A1BC8 + -+ -+ - + o+ - - - - - - -

A1BC11

A1BC16 - - - - - - - - - - - - - - R
A2BC1 - - - - - - - - - - - - - - -
A2BC2 - - - - - - - - - - - - - - R

A2BC3 - - - - - - - - - - - - - - -

A2BCA - - - - - oo

A2BC5 - - - - - - - - - - - - - - -

A2BC6 - - - - - o .ooa oo

A2BC7 - - - - - - - - - - - - - - -

A2BC8 - - - - - - - - - - - - - - -

A2BC9 - - - - - - - - - - - - - - -

A2BC10 - - - - - - - - - - - - - - -

A2BC11 + o+ 4+ - + - + o+ - - - - - - -

A2BC15 + - - - - - - - - - - - - - -

A2BC17 - - - - - - - - - - - - - - -

A2BC18 - - - - - - - - - - - - - - -

A2BC19 - - - - - - - - - - - - - - -

A2BC21 9 - - + - + - - - + - - - + +

A3BCl - - - - - ..o

A3BC2 - - - - - ..o

A3BC3 - - - - - - - - - - - - - - -

A3BCA - - - - - oo

A3BC5 - - - - - - - - - - - - - - -

A3BC6 - - - - - - - - - - - - - - -

A3BC7 - - - - - - - - - - - - - - -

A3BC8 - - - - - o .oooa o

A3BC10 - - - - - - - - - - - - - - -

A3BC1l  + - - - o+ - 4 - oo o4y

A3BC12 - - - - - - - - - - - - - - -

A3BC16 - - - - - - - - - - - - - - -
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Tabla 40. Produccion de acidos a partir de diferentes sustratos: Santa M2 de Jesus,
Chiclana (Cadiz).

CEPAS G L X F GA ML AR C AL MN S RF RM MT GL

A3BC19 - - - - - - - - - - - - - - -

A4BC1 - - 9

A4BC2 + - - - - - + - - - - - - - -

AGBC3 - - - - ..o

A4BC6 - - - - - - - - - - - - - - -
A4BC7 - -+ -+ - + - - - - - - - +

A4BC8 - -+ -+ - + - - - - - - - -

A4BC9 - - - - - - - - - - - - - - -

A4BC10 - - - - - .o

ABC11 - - - - - .o

A4BC1d - - - - ..o

A4BC16 - - - - - oL

SIBC1 - - - - - - ... oo

SIBC2 - - - - oo

SIBCA - - - - - - - ..o

SIBC5 - - - - - - ..o oL

SIBC6 - - - - - - - ...

S1IBC7  + - - - - - 9 - - o . & ..

S1BC8 - - - - - - - - - - - - - - -

siBCto + 9 + + + 9 9 + + - - - 4+ 4+ -

S1BC11 - - - - - ..ol _
SIBC12 - - - - - - ..ol ]
S2BC2 - - - - . oo _

S2BC5 - - - - - oo ool

S2BC6 - - - - - - - - - - - - - - -

S2BC7 - - - - - .- oo oo

S2BC8 - - - - - - - ..o oo

S2BC9 + - - - - - - - - - - - - - -

$2BC10 + -+ - - - + - - - - - - - -

S2BC12 + o+ 4+ - + - + - - - - - - - -

S2BC13 - - - - - - - - - - - - - - -

S2BC15 - - - - - - - - - - - - - - -

$2BC19 - - -+ - - - - - - - - - - -
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 40. Produccion de acidos a partir de diferentes sustratos: Santa M2 de Jesus,
Chiclana (Cadiz).

CEPAS G L X F GA ML AR C AL MN S RF RM MT GL
S2BC20 - - - -9 - - - - - -
S$2BC22 - -+ o+ - - - - - - - - - - -
S2BC23 - -+ o+ - - - - - - - - - - -
S$2BC27 9 - 9 - - - - - - - - - - 9 -
S2BC28 - - - - - - - - - - - - - - _
S3BC2 - - - - - - - - - - - - - - _
S3BC3 - - - - - - - - - - - - - - _
S3BC4 .- oo oo oo - -
S3BC5 + -+ o+ - - + - - - - - - - +
S3BC6 - - - - - - - - - - - - - - _
S3BC7 - - - - - - - - - - - - - - _

'
'
+
+

S3BC8 + -+ o+ - + + - - - - + - - +
S3BC9 - -+ o+ - - + - - - - - - - +
S3BC10
S3BC11
S3BC18
S4BC1 - - - - - - - - - - - - - - -
S4BC2 - - - - - - - - - - - - - - -
S4BC3 - - - - - - - - - - - - - - -
S4BC6 - - - - - - - - - - -+ - - -
S4BC8 + -+ -+ - + o+ - - -4+ - - -
S4BC9 + - - - + - - - + + - - - - +
S$4BC12

'
'
+
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'

'
'

'
+
'

'

'

'

'

'

'
+
'

'
+

'

'

'

'

'
+
©o

'

'

'

'

'

'

'

'

Es resefiable, la presencia de determinadas cepas las cuales son capaces de
producir acidos a partir de 4 6 mas sustratos diferentes, ya que marcan un perfil que
difiere del conjunto general. Dentro de este grupo de microorganismos capaces de
acidificar el medio en el que crecen por el uso de los sustratos testados en el
presente trabajo, sefialamos en Fuente de piedra a: A1FP11, A1FP12, A2FP17,
A3FP20 y A3FP21; en La Malahd a: A1LM14, A1LM23, S1LM19, S2LM21 y S3LM13; y
en Bahia de Cadiz a: A1BC8, A2BC11, A2BC21, A3BC11, A4BC7, A4BC8, S1BC10,
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S2BC12 y S3BC8. Este conjunto de cepas poseen unas caracteristicas que les hacen
destacables ante la posterior seleccion de microorganismos para el analisis

molecular.

2.1.4. Susceptibilidad a antibioticos

Los resultados de suceptibilidad a los antibidticos probados se presentan en
las tablas 41, 42 y 43. Cada antibidtico se denominé con las clave que a continuacion
se especifica: ampicilina 10 ug (AMP); bacitracina 10 U (BAC); cloranfenicol 30 pug
(CLO); ciprofloxina 5 pg (CIP); eritromina 15 pg (ERI); neomicina 10 ug (NEO);
norfloxacina 10 pg (NOR); novobiocina 30 pg (NOV); penicilina 10 U (PEN) vy
rifampicina 30 ug (RIF). Donde la clave para la lectura de las siguentes tablas sera
resistente (R), suceptible (S) e intermedio (l). Para cada antibidtico existe una
extension de didmetro en el halo de inhibicién disitnto los cuales se describen en

Materiales y Métodos.

Tabla 41. Susceptibilidad a Antibiéticos. Fuente de Piedra (Malaga).
CEPAS AMP BAC CLO CIP ERI NEO NOR NOV PEN RIF
A1FP1 S
A1FP2
A1FP3
Al1FP4
A1FP5
A1FP6
A1FP7
A1FP8
A1FP11
A1FP12
A1FP14
A1FP15
A1FP16

e
=
=
e
=
=
=

D n|D PP PDR

DD (WD L[V |V |W|P|P|P|D
nfin|mIuviuvuinmv | |T LI vl v
D[R] |RW|P|P| PPN
D (R |R|P| PP |R|R|P|P|O|DN
DD (B |I ||| |P|P| PP |R|R
D (DR |P| PP |RP|P|P| PPN
D (R |RP|P|P| PR |R|P|P|O|DN
nfin nununu nnunvun vulu unu unln
DD (R |P|nV|[DPW|R|R|P| PPN

D | " || O»n
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 41. Susceptibilidad a Antibiéticos. Fuente de Piedra (Malaga).

AMP BAC CLO CIP ERI NEO NOR NOV PEN RIF

CEPAS
A1FP17

R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
S
R
S
S
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R

A1FP18

A1FP19

A1FP20
A1FP22

A2FP1
A2FP2
A2FP3
A2FP4
A2FP5
A2FP6
A2FP7
A2FP10

A2FP11

A2FP15

A2FP16

A2FP17

A2FP19

A2FP20

A2FP21

A2FP22
A2FP2122T

A2FP23

A2FP24

A3FP1
A3FP2
A3FP3
A3FP5
A3FP6
A3FP10

A3FP13

A3FP16

A3FP17

A3FP18
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Tabla 41. Susceptibilidad a Antibiéticos. Fuente de Piedra (Malaga).

AMP BAC CLO CIP ERI NEO NOR NOV PEN RIF

CEPAS
A3FP19

R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
S
R
R
S
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R

A3FP20

A3FP21

A3FP22

S1FP2
S1FP3
S1FP4
S1FP5
S1FP6
S1FP7
S1FP8
S1FP9
S1FP10
S1FP11
S1FP13
S1FP17
S2FP1

S2FP2
S2FP3
S2FP4
S2FP5
S2FP6
S2FP7

S2FP8

S2FP9

S2FP10
S2FP12
S2FP13
S2FP14
S2FP15

S2FP16
S2FP20
S2FP21
S2FP22
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 41. Susceptibilidad a Antibiéticos. Fuente de Piedra (Malaga).

CEPAS AMP BAC CLO CIP ERI NEO NOR NOV PEN RIF

S2FP23 R S R R R R R S R |
S2FP24 R R R R R R R S R R
S2FP25 R R R R R R R S R R
S2FP27 R S R R R R R S R R

Tabla 42. Susceptibilidad a Antibiéticos. La Malaha (Granada).
CEPAS AMP BAC CLO CIP ERI NEO NOR NOV PEN RIF
AlLM2 R S R R R R S R R

AlLM4
AlLMS8
A1LM9

D | ™| »

AlLM10
AlLM11
AlLM12
AlLM14

nw| ™| DW|OV|nvw |
D | D || ™|

A1LM15
AlLM21
AlLM22

D |lwn | =

AlLM23
AlLM24
Al1LM25

w |

AlLM26
AlLM28
A1LM30

Dol un vuuunun|(duvu|luvu | DW|DVW|DPW|D|(D OV

DML |DD|InV|D|DW|P| R0

A2LM1
A2LM2
A2LM3
A2LM4

== I > v B I~ v B I v I (= o B I Vo B > v Y X 0 T B> I - o B I v}

D (™| ™| =

A2LM5
A2LM6
A2LM9

nw i un un unu | VIV |V |DD|IBD IO || BT OHOLBVOO|D|IIT| V|0V

| D || I Ln DD O] O[T OO N[NV |DD|P|D
DD || PP PP P|R|P|RR|P|NP|P|RP|RR|(P|R|P|O|P| PP
== -~ B - v B - v I B~ v B (R~ v B B v B (N V72 T - v I I~ Y I V7o T - v Y Vo T v I (> o B > v I I V0 B I~ « B >« B (> o B [ w B > o B I w I I v )
DD || P || P|PP|R|P|RR|P|NP|P|NRP|R|P|R|P|O|P| PPN
DD || P || PP P|RR|P|RR|P|NP|P|RP|RR|(P|R|P|O|P| ™™D

== 2 - = B > v I == B I Vo B BV T LV }
w unluvu|louv
D | ™ |(=D| =D
D | ™ (=D | =
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Tabla 42. Susceptibilidad a Antibiéticos. La Malaha (Granada).

CEPAS

ERI NEO NOR NOV PEN RIF

AMP BAC CLO CIP

R
R
R

A2LM10
A2LM12
A2LM16
A2LM19

A2LM23

R

SiLmM2

R
R
S
R
S
S
R
R

SiLmM3
SiLM4

S1LM5

S1LM6
S1LMs8

SiLmM11

SiLmM12
S1LM13

R
S
S

SiLmMi14

S1LM15
S1LM16

R
S
S

SiLm17

SiLM18
S1LM19

R

S1LM20

R
R
S
S
R

SiLm21
S1LM22

S1LM30

S1LM32
S2LM1

R
S
R
S
R
S

S2LM2

Ss2LM3

S2LM5

S2LM6

Ss2LmM7

S2LM8
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 42. Susceptibilidad a Antibiéticos. La Malaha (Granada).

CEPAS AMP BAC CLO CIP ERI NEO NOR NOV PEN RIF

S2LM9 S R R S R S
S2LM12
S2LM15

=
)
)

S2LM18

S2LMm21

S3LM2

S3LM5

S3LM6

" XWX || KV |uvw | OV

S3LM7

S3LM8

S3LM10

nwnfinl uuvu unvu|luwvw | B[P |V D

S3LM12

S3LM13

niun|mIvuinulnu| BBV |D|PW|(D =D
Dl || DD nN|DD|PP|R| V|0

== B V2 B - v B - = B - I V0 T I~ = B = (> v [ (> B > o B (> B v}
== I I Vo T I~ I v ) I 0 T I~ v B v ) [~ o B > o B v B B V0 I > o > © B v
D | R || PR P|D|R[(P|P|PRP D
D | R || P PP D |R[(P|P|PRP D
D | R | P | PP PP R(PD|D|I®O

nwlin uunun un | DD|PKHV DLV

D |wn ||

S3LM15

Tabla 43. Susceptibilidad a Antibiéticos. Santa M2 de Jesus (Chiclana, Cadiz).

CEPAS AMP BAC CLO CIP ERI NEO NOR NOV PEN RIF

A1BC2 S R R R R S R

A1BC3

Al1BC4

A1BCS

A1BC8

A1BC11

A1BC16

D (™| | D |R|[P™|D| R

A2BC1

A2BC2

D | R | PP | DV |DD|D|R™|™ =D

A2BC3

A2BC4

A2BC5

A2BC6

D (n | wv

A2BC7

nw n u nl n || DLV |VW|DD|(DD|D® DD
D (D™ | P[PPI P(RP|PI|P| PP D|R
D (PP | P[PPI P(RP|PI|P| PP |D|R
D (P |P| PP |P PP PD|P| PP |D|R|R
»w|i X |™|X|(P DD RP|PI|P|RP|P|Z|R
D (PP | P[PPI P(RP|PI|P|R|PD|D|R
nlfin uvuluvu uvu ||V |DW|P | P[P |D |
D (D™ | P[P |PD|P(P|P|P| PP |D|R

D (D | ™| |(=Z | =D

A2BC8
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Tabla 43. Susceptibilidad a Antibiéticos. Santa M2 de Jesus (Chiclana, Cadiz).

RIF

NEO NOR NOV PEN

ERI

BAC CLO CIp

AMP

CEPAS
A2BC9
A2BC10

R
R
S
R
S
S
R
S
S
R
|
S
R
S
R
R
R
R
S
R
S
R
R
R
R
R
R
R
R
S
S
S
R

A2BC11

A2BC15

A2BC17

A2BC18

A2BC19

A2BC21

A3BC1
A3BC2
A3BC3
A3BC4
A3BC5
A3BC6
A3BC7
A3BC8
A3BC10

A3BC11

A3BC12

A3BC16

A3BC19

A4BC1
A4BC2
A4BC3
A4BC6
A4BC7
A4BC8
A4BC9
A4BC10

A4BC11

A4BC14

A4BC16

S1BC1
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 43. Susceptibilidad a Antibiéticos. Santa M2 de Jesus (Chiclana, Cadiz).

RIF

NEO NOR NOV PEN

ERI

BAC CLO CIp

AMP

CEPAS
S1BC2
S1BC6
S1BC8
S1BC10
S1BC11
S$2BC2
S$2BC5
S2BC6
S2BC7
S2BC8
S2BC9
S2BC10
S$2BC12
S$2BC13
S$2BC15
$2BC19
$2BC20
$2BC22
$2BC23
S2BC27
S$2BC28
S3BC2
S3BC3
S3BC4
S3BC5
S3BC6
S3BC7
S3BC8
S3BC9
S3BC10
S3BC11

R
R
S
S
R
R
R
R
R
S
S
R
R
R
R
S
S
S
R
S
R
S
R
R
R
R
R
S
R
R
R
S
R

S3BC18
S4BC1

245



Tabla 43. Susceptibilidad a Antibiéticos. Santa M2 de Jesus (Chiclana, Cadiz).

CEPAS AMP BAC CLO CIP ERI _NEO NOR NOV PEN RIF
$4BC2 R S R R R R R s R R
S4BC3 R S R R R R R s R R
S4BC6 R R R R R R R R R R
S4BC8 R R R R R R R s R R
S4BC9 S S R R R R R | R S

S4BC12 R S R R R R R s R

2.1.5. Pruebas nutricionales

Utilizacion de carbohidratos, alcoholes y acidos como Unica

fuente de carbono y energia

Los resultados de la capacidad de los microorganismos aislados, para crecer

teniendo como unica fuente de carbono a un carbohidrato: glucosa (G), lactosa (L),

D+ xilosa (X), D+ galactosa (GA), maltosa (M) y L- arabinosa (AR);

a un azucar

alcohdlico: sorbitol (SO), glicerol (GLY) y D+ manitol (MN); y a un acido organico:

succinato (SU), malato (MT), Citrato (C) y piruvato (P); se muestran en las tablas 44,

45Y 46.

Tabla 44. Utilizacién de diversos sustratos como fuente tnica de Carbono y energia.

Fuente de Piedra (Malaga).

CEPAS G L X GA MT AR SO GLY MN SU MT C P
Al1FP1 + o+ - + + + - + +
A1FP2 - - - - - - + + +
A1FP3 + - - + - - + + -
A1FP4 - - - - - - + + +
A1FP5 - - - - - - + + +
A1FP6 + - - - - - + + +
A1FP7 + - -+ - - + + +
A1FP8 + o+ - - + - + - -
Al1FP11 + + + 4 + + + 9 +
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 44. Utilizacion de diversos sustratos como fuente Unica de Carbono y energia.
Fuente de Piedra (Malaga).

CEPAS G L X GA MT AR SO GLY MN SU MT C P

A1FP12 -+ o+ o+ + - + 9 + + -

A1FP14 - - - - - - - - - - - - -
A1FP15 + - - - + + - + - - - - -
A1FP16 - - - - - - + - - - - - -

A1FP17 + o+ - + + + + - + + + - +

AIFPI8 - - - - - o oo oo

AIFP19 - - - - o oo oo

A1FP20 - - - - - - - + - - + + -

AIFP22 - - - - - - o+ o ooy

A2FP1 + o+ + 4+ + + + + + - - - -

A2FP2 + o+ -+ + + + + + + + + +

A2FP3 + o+ - - + - - - - - - - -

A2FP4 - - - - - oo oo

A2FP5 - - - - - oo

A2FP6 + - - - + - - - - - - - +

A2FP7 - - - - - oo

A2FP10 - - - - - ..o oo g

A2FP11  + - - - oo oo

A2FP15 + o+ o+ + + + + + 9 9 - + -

A2FP16 + o+ o+ + + + + + + + - + +

A2FP17 + - - 9 - - - - o . . 9

A2FP19 - - - - - oo oo

A2FP20 -+ - -+ - - - o+

A2FP21 + - -+ - - + - + + + + +

A2FP22 + - -+ - - - + - + - - +

A2FP2122T

'

'

'

'

'

'
+
+
+

'

'

'
+

A2FP23

'

'

'

'

'

'

'

'

'

'

'

'
+

A2FP24

A3FP1 + o+ + o+ + + + + + + 9 + +

A3FP2 - - - - - - - - + o+ 4+ + o+

A3FP3 - - - - - oo

N

A3FP6 - - - - - oo
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Tabla 44. Utilizacion de diversos sustratos como fuente Unica de Carbono y energia.
Fuente de Piedra (Malaga).

CEPAS G L X GA MT AR SO GLY MN SU MT C P

A3FP10 - - - - - - ..o

A3FP13 + o+ o+ + + + + + + + 9 + +
A3FP16 + o+ o+ o+ + + - - + + + + +
A3FP17 + o+ - + - + + - + - - + +
A3FP18 - - - - - - - - - + - - +
A3FP19 + - - - - - - - - - - - -
A3FP20 - - - - - - - - - - + - +
A3FP21 - - - - - - - - - - - - +
A3FP22 - - - - - - - - - - - - -
S1FP2 - - - - - - + - - - - - -
S1FP3 9 - - + + 9 9 9 + 9 - + +
S1FP4 + o+ o+ 4+ + + + + + + + + +
S1FP5 + 9 - - 9 + + + + - - + +
S1FP6 - - - - - - - - - + - - -
S1FP7 - - - - - - - - - - - - -
S1FP8 - - - - - - - - - - + - +
S1FP9 - - - - - - + - - - - + -
S1FP10 - - - - - - - - - - + - -
S1FP11 - - - - - + - - - - - + +
S1FP13 + - - + + + - + - - - - +
S1FP17 + o+ o+ 9 + + + + + + - + +
S2FP1 - - - - - - - - - - + + -
S2FP2 - - - - - - - - + - - - -
S2FP3 + -+ + + + + + + - + + +
S2FP4 + - - - - - + - + + + + +
S2FPS + - - - - - + - + - + + +
S2FP6 - - - - - - - - - - - - -
S2FP7 + - - - - - - + - + - + +
S2FP8 - - -+ - - - + - - - - +
S2FP9 - - - - - - - - - - - + -
S2FP10 - - - - - - - - - + - - +
S2FP12 - - - - - + - + - - - + -
S2FP13 + o+ + o+ + + + + - + + - +
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 44. Utilizacion de diversos sustratos como fuente Unica de Carbono y energia.
Fuente de Piedra (Malaga).

CEPAS G L X GA MT AR SO GLY MN SU MT C P

S2FP14 - - - - - - - + - + - - +
S2FP15 - - - - - - - - - - - + -
S2FP16 + -+ 4 + - - + + + - + +
S2FP20 + o+ o+ + + + - + - - + + +
S2FP21 + o+ - - + - - + - - - 9 -
S2FP22 - - - - - - - - - - - - -
S2FP23 - - - - - - - - - - - - -
S2FP24 - - - - - - - + - - - - -
S2FP25 - - -+ - - - + - + - + -
S2FP27 + - - - + + - + - - - - +

Tabla 45. Utilizacion de diversos sustratos como fuente tnica de Carbono y energia.
La Malaha (Granada).

CEPAS G L X GA MT AR SO GLY MN SU MT C P

Al1LM2 + - + - + - + + - + - - -
AlLM4 - - - - - - - - - - - - -
A1LMS8 - + + - + + + + - - - - +
AlLM9  + - -+ - - - + + - - - +
AlLMIO + - - -+ - - + - - - -4
AlLM11 + - - - + - - + - - ; s
AlLM12 - - - - - + - + - - - - -
AlLM14 - - - + - - + - - - - - -
AlLM15 + - - - + - + - + + - + +
AlLM21 + - + o+ + - - + + + - - +
AlLM22 - - - -+ - 4 - o+ - + o+
AlLM23 + - - + + - + - + - - + +
AlLM24 + + + o+ + + + + + + 9 + +
AlLM25 - + - - - - - - - - - - -
AlLM26 - - - - - - - - - - - - -
AlLM28 + + + o+ + + + - + + + + +
Al1LM30 + + + 4+ + + + + + + - + o+
A2LtM1 - - - - -+ - - - - - P
A2LM2 - - - - . - - - . . o4
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Tabla 45. Utilizacion de diversos sustratos como fuente tnica de Carbono y energia.
La Malaha (Granada).

CEPAS G L X GA MT AR SO GLY MN SU MT C P

A2LM3 - - - - - - - + + - - - +
A2LM4 - - - - - - - + - - - - -
A2LM5 + + + o+ + - - - + - - + -
A2LM6 + + + o+ + - + + - - - - -
A2LM9 + + + o+ + - + + - - - - +
A2LM10 + + + + + + + + + + 9 + +
A2LM12 + + + o+ + + + + + + - + +
A2LM16 + + + 4+ + + + + + + - + o+
A2LM19 - - + - - - - + - - - - -
A2LM23  + + + 4+ + + o+ + + + 9 + o+
siLm2  + - - - + - - + - - - - +
siLm3  + + + o+ + + + - + + + + o+
SiLM4 + + + 4+ + + + + + + + + o+
S1LM5 + + + 4+ + + + + + + - + o+
S1LM6 + - - + + + - + + + - - +
SiLM8 - - - - - - - - - - - - -
sitm11 - - - - - - - - - + - - +
sim12  + + + o+ + + + + - - - - +
SiLmM13  + - + 4+ + - + + + - - - +
SiLmi14 + - - + + + - + - - - + -
S1LM15 + + + o+ + + + + + + - 9 4+
SiLmMmie + + - + + - + - + + - + +
SiLmM17 - - - - - - - - - - - - -
SiLmMm18 + + + o+ + + + + + + + + +
siLm19 - - - - - - - - + - - - -
SiLM20 - + - - - - + - - - - , -
SiLM21 + + + + + + + + + + + + +
SiLM22 + + + + + + + + + + + + +
S1LM30 + + + - + - + + - - - - -
siLm32 - - - - + - - - - - - - -
S2LM1 - - -4+ + - - + - - - - +
S2LmM2 - - + 4+ + - - - - - - - -
S2LM3 - - - - - - - + - - - - +
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 45. Utilizacion de diversos sustratos como fuente tnica de Carbono y energia.
La Malaha (Granada).

CEPAS G L X GA MT AR SO GLY MN SU MT C P

S2LM5 - + -4+ + - - + - - - - -
S2LM6 - - - - - - - + - - - - +
S2Lm7 - - + 4+ + - - + + + - - -
S2LM8 - - - - - - - + - - - - -
S2LM9 + - + 4+ + - - + + + - - +
s2LMm12 - - - - - - - + - - - - +
s2LMm15 - - - - - - - - - + - + -
s2LM18  + + + 4+ - - + + - - - + 4+
S2LM21 + + 9 + 9 + + + 9 + 9 + +
S3LM2 - - - - + - - - - - - + -
S3LM5 - - + - - - + - + + - + +
S3LM6 + - + 4+ + + - + - - - - +
S3LM7 - - - - - - + - - + - + o+
S3LM8 - - - - - - - - - - - - -
S3LM10 + + + o+ + - + 9 + + + + -
S3LmMm12 + + - - - + + - + + - + +
S3LM13 9 + + + 9 + - + + + - - +
S3LM15 + - + + + 9 + 9 - + - + -

Tabla 46. Utilizacion de diversos sustratos como fuente Unica de Carbono y
energia. Santa M2 de Jesus (Chiclana, Cadiz).

CEPAS G L X GA MT AR SO GLY MN SU MT C P

Al1BC2 + + + + + + + + + + + - +
A1BC3 + + + o+ + + + + + + + 4+ +
AlBC4 + + + + + + + + + + + + +
A1BC5 + + + o+ + + + + + + + 4+ +
A1BC8 + + + + + + + + + + + + +
A1BC11 + + + + + + + + + + 9 + +
A1BCl6 + + + + + + + 9 + + 9 + +
A2BC1 + + + + + + + + + + + 4+ +
A2BC2 + - + + + + + + + + + + +
A2BC3 + + + o+ + + + + + + + 4+ +
A2BC4 - - - - - - - - + - 9 + +
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Tabla 46. Utilizacion de diversos sustratos como fuente Unica de Carbono y
energia. Santa M2 de Jesus (Chiclana, Cadiz).

CEPAS G L X GA MT AR SO GLY MN SU MT C P

A2BC5 - - -+ - + 9 - 9 - - - -
A2BC6 + - - - - - - + + - - - -
A2BC7 + + + + + + + + + + + 4+ -
A2BC8 + + + + + - + + + + - + +
A2BC9 + + + + + + + + + - - - +
A2BC10 + + + + + + + + + + + o+ +
A2BC11 + - 9 9 + + 9 + + 9 + o+ +
A2BC15 - - - - - - - - - - - - -
A2BC17 + + + + 9 + - - 9 + - - +
A2BC18 + 9 + + + + + + + + + + +
A2BC19 + + + + + + + + + + 9 + +
A2BC21 + + 9 + 9 9 - + + + - + 9
A3BC1 + o+ 4+ + + + + + + + + + +
A3BC2 + + + o+ + + + + + + + o+ o+
A3BC3 + o+ 4+ + + 9 + - + + + + +
A3BC4 - - - - - - - + - + - - +
A3BC5 + + + + + + + + + 9 + 9 +
A3BC6 + - - - - - - + - - - - +
A3BC7 + o+ o+ + + + + + + + + - +
A3BC8 + - + o+ - + + + + + + o+ +
A3BC10 + + + + + + + + + + + o+ +
A3BC11 + + + + + 9 - + - - - + +
A3BC12 - - - - - - - + - - - - +
A3BCl16 - + - - - - + + + - + - +
A3BC19 + + + + + + + + + + - + +
A4BC1 + + + + + - 9 + + + -9 9
AdBC2 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9
A4BC3 + -+ + + - + + - + - - -
AdBC6 - - - - - - - - - - - - -
A4BC7 + - - - - - + + 9 + - - -
A4BC8 + - - + + - + + + + - - 9
AdBCO - - - 9 - - + - - - - + -
A4BC1I0 - - - - - - - - - - - - -
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 46. Utilizacion de diversos sustratos como fuente Unica de Carbono y
energia. Santa M2 de Jesus (Chiclana, Cadiz).

CEPAS G L X GA MT AR SO GLY MN SU MT C P

AdBC11 9 - 9 - 9 9 - - - 9 - + +
A4BC14 - - - - - - - + + - - - +
A4BCl6 9 9 9 + + + + - 9 9 - + +
S1BC1 + o+ o+ + + + + + + + 9 + +
siBc2 - - - - - - - + - - - - +
siBc4a - - - - - - - 9 - - - - -
S1BC5 - - - - - - - + - + - - -
S1BC6 + + + + + + + + + + 9 + o+
S1BC8 9 9 + + + + + + + + - + +
§S1BC10 9 9 9 + + - + - - - - - -
S1BC11 + + + - 9 9 + + + + + - -
Si1BC12 + - - + 9 + - + - - - - +
S2BC2 + o+ 4+ + + + + + + + + + +
§2BC5 + - - - + - 9 + + - - 9 -
S2BC6 + o+ 4+ + + + + + + + + + +
S2BC7 + 0+ o+ 9 9 + + 9 9 + - + +
S2BC8 + + 9 + + + + + + + - - -
S$2BC9 9 + + - + - - + - 9 - + +
§2BC10 9 - - + - - - - - 9 - - 9
s2BC12 - - - - 9 - - + - - - - -
s2BC13 - - - - - - - + - - - - +
S2BC15 + + 9 + + + + + + + 9 + +
§2BC19 - 9 - 9 - - - 9 9 + 9 - -
S2BC20 9 + 9 - + 9 - - - - 9 9 9
§2BC22 - 9 + - 9 - - + - 9 + 9 +
S2BC23 + + + + + + + + + + + + +
S2BC27 + + + 9 9 + + + + + - + 9
S2BC28 + + - - 9 - - - - - - - -
s3BC2 - - - - - - - + - - - + +
S3BC3 + + + o+ + + + + + + + o+ o+
S3BC4 + + + o+ + + + + 9 + + o+ o+
S3BC5 - - 4 - - + + + + + + 9 +
S3BC6 + + + + + + + + + + + o+ o+
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Tabla 46. Utilizacion de diversos sustratos como fuente Unica de Carbono y
energia. Santa M2 de Jesus (Chiclana, Cadiz).

CEPAS G L X GA MT AR SO GLY MN SU MT C P
S3BC7 + o+ o+ + + + + + + + +
S3BC8 + - - + + - - + - + +
S3BC9 9 + + + + + + + + + +
S3BC10 + + + + + + + + + 4+ +
S3BC11 + + + + + + + + + o+ +
S3BC18 + + + + + + + + - + +
S4BC1 - - - - + + + + - - -
S4BC2 + + + 4+ + + + + 9 + +
s4BC3 - - 9 9 - 9 - - 9 - +
S4BC5 - - - - - - - - - - 9
s4BC6 - - 9 + + 9 - - - - 9
s4BC8 - - - - - - - - - - -
S4BC9 - + + + + - + + - 9 -
S4BC12 + + - - - - - - - - -

Utilizacion de aminoacidos cémo Unica fuente

de carbono,

nitréogeno y energia

Los resultados de esta prueba nutricional, en la que se determina la

capacidad del microorganismo problema tiene la capacidad de utilizar como Unica

fuente de carbono y energia a un aminodcido, donde las claves de las tablas 47, 48 Y

49 corresponden: L alanina (AL), L aspartato (AS), Lisina (L) y Glicina (GL).

Tabla 47. Utilizacion de aminoacidos como fuente unica de Carbono y

energia. Fuente de Piedra (Malaga).

CEPAS AL AS L GL CEPAS AL AS GL
A1FP1 - - - - A3FP13 -  + -
A1FP2 - - - - A3FP16 - - -
A1FP3 - - - - A3PI7 - - 9
A1FP4 - - - - A3FPI8 - - -
A1FP5 - - - - A3FP19 - - -
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 47. Utilizacion de aminoacidos como fuente tnica de Carbono y
energia. Fuente de Piedra (Malaga).

CEPAS AL AS L GL CEPAS AL AS L GL
A1FP6 - - - - A3FP20 - - - -
A1FP7 - - - - A3FP21 - - - -
A1FP8 - - - - A3FP22 - - - -
A1FP11 -+ - - s1FP2 - - - -
A1FP12 - ¢+ - - S1FP3 - - - -
A1FP14 - - - - s1FP4 - - - -
A1FP15 - - - - S1FP5 - - - -
A1FP16 - - - - s1FP6 - - - -
A1FP17 - - - - s1FP7 - - - -
A1FP18 - - - - s1FP8 - - - -
A1FP19 - 9 - - S1FP9 - - - -
A1FP20 - - - - S1FP10 - - - -
A1FP22 - - - - s1FP11 - - - -
A2FP1 - - - - S1FP13 - - - -
A2FP2 - - - - s1FP17 - - - -
A2FP3 - - - - SsaP1 - - - -
A2FP4 - - - - SaP2 - - - +
A2FP5 - - - - saP3 - - - -
A2FP6 - - - + SaPA - - - -
A2FP7 - - - - SaP5 - - - -
A2FP10 - - - - S2P6 - - - -
A2FP11 - - - - sawP7 - - - -
A2FP15 - ¢ - - SaPP8 - - - -
A2FP16 -+ - - SP9 - - - -
A2FP17 9 9 - - SFPIO0 - - - -
A2FP19 - - - - saP12 - - - -
A2FP20 - - - - S2FP13 - - - -
A2FP21 - - - - SaP14 - - - -
A2FP22 - - - - S2P15 - - - -
A2FP2122T - - - - S2FP16 - - - +
A2FP23 - - - - S2PP20 - - - +
A2FP24 - -+ - sw¥P21 - - - -
A3FP1 - - - - S2PP22 - - -
A3FP2 - - - - S2PP23 - - - -
A3FP3 - - - - S2P24 - - - -
A3FP5 - - - 4+ S2FP25 - - - -
A3FP6 - -+ - S2PP27 - - - +
A3FP10 - - - -
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Tabla 48. Utilizacion de aminoacidos como fuente unica de Carbono y
energia. La Malaha (Granada).

CEPAS AL AS L GL CEPAS AL AS L GL

AlLM2 - - - - SiLMil - - - -
AlLM4 - - - - S1LM12 - - - -
A1LMS8 - - - - S1LM13 - - - -
A1LM9 - - - - SiLM14 - - - -
A1LM10 - - - - S1LM15 - - - -
AlLM11 - - - - S1LM16 - - - -
Al1LM12 - - - - S1LM17 - - - -
AlLM14 - - - - S1LM18 - - - 9
Al1LM15 - - - - S1LM19 - - - -
AlLM21 - - - - S1LM20 - + - -
AlLM22 - - - - SiLm21 - - + +
Al1LM23 - - - - S1LM22 - + - -
AlLM24 - - - - S1LM30 - - - -
A1LM25 - - - - S1LM32 - - - -
A1LM26 - - - - S2LM1 - - - -
A1LM28 - - - - S2LM2 - - - +
A1LM30 - + - - S2LM3 - - - -
A2LM1 - - - - S2LM5 - - - -
A2LM2 - - - - S2LM6 - - - -
A2LM3 - - - - S2LM7 - - - -
A2LM4 - - - - S2LM8 - - - -
A2LM5 - - - - S2LM9 - - - -
A2LM6 - + - - S2LM12 - - - -
A2LM9 - - - - S2LM15 - - - +
A2LM10 - 9 - - S2LM18 - - - -
A2LM12 + + + + S2LM21 9 + o+ o+
A2LM16 - + - - S3LM2 - - - -
A2LM19 - - - - S3LM5 - - - -
A2LM23 + + 9 + S3LM6 - - - -
S1LM2 - - - - S3LM7 - - - -
S1LM3 + - + - S3LMS8 - - - -
S1LM4 + + o+ - S3LM10 - - - -
S1LM5 - - - - S3LM12 - - - -
S1LM6 - - - - S3LM13 + - - -
S1LM8 - - - - S3LM15 - - - -
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Tabla 49. Utilizacion de aminoacidos como fuente Unica de Carbono y
energia. Santa M2 de Jesus (Chiclana, Cadiz).

CEPAS AL AS L GL CEPAS AL AS L GL
A1BC2 - - - - A4BC16 - 9 - -
A1BC3 + + + + S1BC1 - - - -
A1BC4 + + + + S1BC2 - - - -
A1BC5 + + + + SI1BC4 - - - -
A1BC8 + + + + SI1BC5 - - - -
A1BC11 + + + - S1BC6 - - - -
A1BC16 + + + + S1BC8 - + - -
A2BC1 - - - - S1BC10 - - - -
A2BC2 + + + S1BC11 - - - -
A2BC3 + + + + S1BC12 - - - -
A2BC4 - - - - S2BC2 - - - -
A2BC5 - - - - S2BC5 - - - -
A2BC6 - - - - S2BC6 - - - -
A2BC7 + + + - S2BC7 - - - -
A2BC8 + + + - S2BC8 - - - -
A2BC9 - - - - S2BC9 - - - -
A2BC10 - - - - S2BC10 - -

A2BC11 + + + + S2BC12 - -9 9
A2BC15 - 9 - - S2BC13 - - - -
A2BC17 + + - - S2BC15 - - - -
A2BC18 + + + + S2BC19 - - - -
A2BC19 + + + + S2BC20 - - - -
A2BC21 - - - - S2BC22 - - - -
A3BC1 - - - - S2BC23 - - - -
A3BC2 - - - - S2BC27 - + - -
A3BC3 - - - - S2BC28 - - - -
A3BC4 - - - - S3BC2 - - - -
A3BC5 - - - - S3BC3 - - - -
A3BC6 - - - - S3BC4 - - - -
A3BC7 - - - - S3BC5 - - - -
A3BC8 - - - - S3BC6 - - - +
A3BC10 - - - - S3BC7 + + - -
A3BC11 - - - - S3BC8 - - - -
A3BC12 - - - - S3BC9 - - - -
A3BC16 - - - - S3BC10 - - - -
A3BC19 - + - - S3BC11 - - - -
A4BC1 - - - - S3BC18 9 9 - -
A4BC2 9 9 9 9 S4BC1 - - - -
A4BC3 - - - - S4BC2 - - - -
A4BC6 - - - - S4BC3 - - - -
A4BC7 - - - - S4BC5 - - - -
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Tabla 49. Utilizacion de aminoacidos como fuente Unica de Carbono y
energia. Santa M2 de Jesus (Chiclana, Cadiz).

CEPAS AL AS L GL CEPAS AL AS L GL
A4BC8 - - - - S4BCé6 - - - -
A4BC9 - - - - S4BC8 - - - -
A4BC10 - - - - $4BC9 + + - -
A4BC11 - + - - S4BC12 - - - -
A4BC14 - - - -

Los microorganismos procedentes de Bahia de Cadiz poseen una mayor
capacidad para desarrollar ante la presencia de aminoacidos como fuente Unica de
carbono, nitrégeno y energia. En concreto, aquellos microorganismos procedentes
de muestras de agua, y mas especificamente de los dos primeros puntos de

muestreo de la atalasosalina de Santa Maria de Jesus, manifiestan dicha habilidad.
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RESULTADOS Y DISCUSION

2.2. TAXONOMIA NUMERICA

La taxonomia numeérica, es una técnica cldsica cuya finalidad es la
clasificacion de los organismos basandose en la semejanza del mayor numero
posible de caracteres, a los que se le atribuye un mismo peso o valor. El resultado es
un dendograma producto de la similitud entre los cardcteres estudiados. La unidad
de medida es el porcentaje de semejanza o desemejanza analizada con un algoritmo
que genera matrices, produciendo una agrupacion de los microorganismos en
funcién de sus analogias, tras el analisis de los datos. Los resultados se expresan en
fenogramas, de los cuales no se puede deducir ningun tipo de relaciones evolutivas

ni filogenéticas, las relaciones son de similitud de caracteres.

Estos caracteres son pruebas morfolégicas, de cultivo, fisioldgicas,
bioquimicas, nutricionales y de susceptibilidad ante diferentes antibidticos descritos
a continuaciéon. Donde los resultados obtenidos para éste estudio taxondmico,
basado en el “Manual de Sistematica de Bergey” (Garrity & Holt, 2001), que estd
aceptado mundialmente y que se ha compendiado en diferentes publicaciones

(Ludwig & Klenk, 2001). A término se procesaran mediante el TAXAN 2.0.

Los datos obtenidos en las distintas pruebas fueron analizados empleando
uno de los coeficientes mas comunes en taxonomia numérica de bacterias por
utilizar las concordancias negativas como es el coeficiente de agrupamiento “Simple
Matching” (Sokal & Michener, 1958). Para el analisis de agrupacién se utilizd la
técnica de agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using arithmetic
Averages) (Sneath & Sokal, 1973).

Una vez realizados las pruebas para definir fenotipicamente cada cepa y
previamente determinado su dominio filogenético (arquea o bacteria) mediante los
resultados de susceptibilidad frente a diferentes tipos y concentraciones de
antibidticos, confirmandose mediante la realizacidon de una reaccién en cadena de la

polimerasa con oligonucleétidos de arqueas o bacterias a partir del DNA de cada
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microorganismo. En funcion de los resultados de la respuesta a la anisomicina,
penicilina y bacitracina, y la posterior visualizacidon del producto de PCR en geles de
agarosa al 0.8 %, se verifico el dominio al que pertenecia cada colonia estudiada.
Tras la criba previa, Fuente de Piedra se redujo a 85 cepas procariotas, La Malahd a
70 y Bahia de Cadiz a 87 (Figura 31); y los resultados obtenidos por la clasificacién en
bacterias y arqueas de los ambientes, dio una proporcién de composicion relativa de
cada ambiente de 1:4 (Bacteria: Arquea) en Fuente de Piedra, 1:1.35 en La Malaha y
1:2.5 en Bahia de Cadiz. Estas proporciones pueden ser debidas a los pardmetros de
salinidad y pH. Ya que en lineas generales los ambientes con altos valores de
salinidad suelen componer su microbiota mayoritariamente por arqueas y los
valores de pH basico refuerzan la presencia de bacterias (Pérez-Davo, et al., 2014, In
review).

Una vez determinado el dominio al que pertenecian, se procesaron los
datos de arqueas y bacterias de forma independiente por medio del programa
informatico TAXAN 2.0. Este programa generd la matriz de semejanza. Aplicando un
70 % de semejanza a las 68 arqueas procedentes de Fuente de Piedra generaron un
dendograma con 6 fenones (Figura 32); y a las 17 bacterias con un 70 % de
semejanza, se obtuvieron 2 fenones (Figura 33). Las 40 arqueas aisladas de La
Malahg, se le aplicéd un 74 % de semejanza creando 5 fenones (Figura 35), y a las 30
bacterias con un 73 % de semejanza generd 5 fenones (Figura 36). Y tanto a las 62
arqueas como a las 25 bacterias de Bahia de Cadiz se les aplicd un 73 % de
semejanza, lo cual generd 7 fenones en el grupo de arqueas (Figura 38) y 5 fenones
en las bacterias (Figura 39). En la descripcion de los fenones de cada dendograma
que se desarrollan en los siguientes parrafos, siempre se va a referir a caracteristicas
que cumplen la mayoria de las cepas que constituyen el fenén, no teniendo porque

ser una caracteristica fenotipica general del fenén analizado.

En la figura 32, se muestra el dendograma de arqueas procedentes de
Fuente de Piedra, el cual esta compuesto por 6 fenones donde cada uno de ellos

abarca un total de 22 cepas el A, 19 cepas el B, 10 el C, 4 el D y 3 cepas los fenones E
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RESULTADOS Y DISCUSION

y F. El estudio detallado de estos fenones y su comparacién por taxonomia numérica,
donde el porcentaje de semejanza se establecid en un 70 %, esto nos permitid
observar que entre los distintos fenones del dendograma de las arqueas de Fuente
de Piedra encontrdbamos caracteristicas comunes. Estas cepas son extremdfilas, ya
que poseen un espectro comun que se extiende desde el 2.57 M hasta 5.14 M. No
obstante existen cepas dentro de este grupo capaces de crecer a concentraciones
mas bajas de salinidad al intervalo anterior de 2.57 M a 5.14 M (Eichler, 2001). El pH
en el que se desarrollan estas cepas, encuentra unos margenes mds amplios cuando
se tratan de arqueas, ya que en su mayoria oscila entre 5.5 y 8.5 de pH. No obstante
dentro de la totalidad de las cepas pertenecientes al fenéon A, B y C, nos
encontramos con algunas capaces de crecer a pH d4cidos por debajo de 5 de pH,
acidotolerantes y hasta pH elevados de 10, alcalinotolerantes, en los fenones B y C.
Practicamente todos los microorganismos eran Gram-negativos, catalasa positiva y
oxidasa negativa. La prueba de la movilidad no fue tan homogénea y encontramos
microorganismos que son negativos para esta prueba. Los fenones A, B, Dy F
presentan ausencia de hidrolisis al almidén, siendo igualmente negativa para el
tween 80 el Fenén B y D. Los fenones D, E y F presentan una crecimiento
homogéneo y produccidn de acido a partir de la glucosa. Los microorganismos que
se agruparon en seis fenones cuyos resultados para las pruebas de la produccién de
acido a partir de distintos sustratos fue negativa para fructosa, galactosa, maltosa,
almidén, manosa y sorbitol. La resistencia y sensibilidad a los antibidticos es
especifica no sélo para cada fendn sino para cada microorganismo, en general la
resistencia a cloranfenicol, eritromicina y neomicina la presentan todas las arqueas

de Fuente de Piedra.
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Fig. 32. Dendograma de arqueas aisladas de la salina de Fuente de Piedra (Malaga).
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La agrupacion de las cepas de bacterias de Fuente de Piedra ha generado el

dendograma de la figura 33, el cual se generd a un 70 % de similitud.

Poseen un intervalo mas amplio de salinidad requerida para su crecimiento,
desde el 1.3 M al 5.14 M. En éste, solo se generan dos fenones donde el A engloba a
3 cepas y el B a 12. Las bacterias localizadas en estas salinas se caracterizan por ser
en su gran mayoria cocos, catalasa positiva, oxidasa negativa, indol negativo e
incapaces de crecer a pH 4. La ausencia de enzimas capaces de hidrolizar el almidén
y la produccién de acido a partir de glucosa y manitol define a los dos fenones que
generan este dendograma. La resistencia a antibidticos comunes que presenta es a

la neomicina y norfloxacina.

Fig. 33. Dendograma de bacterias aisladas de la salina de Fuente de Piedra (Malaga).
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Realizando un estudio detallado a partir de los fenones que generan cada
dendograma de Fuente de Piedra, el medio y la salinidad de donde se aislaron las
cepas que componen la microbiota recogida para este ambiente, se especificaron la
figura 34. En las graficas observamos como el dendograma de las arqueas, parte de
microorganismos recogidos en general de medios con una salinidad elevada, ya que
el criterio primario de esta tesis esta dirigido principalmente a la seleccidn,
aislamiento y descripcion de microorganismos haléfilos extremos. Los fenones A, Ey
F se caracterizan por estar representados mayoritariamente por cepas procedentes
del medio OS o HM a altas salinidades, mayores del 15 %. Sin embargo, B y C,
describen a cepas haldfilas moderadas; quedando en consecuencia el fenén D,
definido por un grupo homogéneo de cepas que han sido recogidas de un amplio
abanico de salinidades. En el caso de la grafica B de la figura 34, que describe el
dendograma de bacterias, hay una agrupacién total de microorganismos que
provienen del medio HM al 10 % en el fenén A; dejando el fendn B, descrito por un

reparto homogéneo en base a las diferentes salinidades donde fueron aislados.
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Fig. 34. Medio de crecimiento de las cepas que componen el dendograma de
arqueas (A) y bacterias (B) de Fuente de Piedra (Malaga).
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Por otro lado, en el ambiente salino de La Malah3, el estudio detallado de
los dendogramas creados por taxonomia numérica a un porcentaje de similitud del
74 %, en el caso de las arqueas, y del 72 % en las bacterias nos permitid encontrar
caracteristicas comunes dentro de los fenones que se generaron. En el dendograma
de arqueas presentado en la figura 35, el numero de cepas se limitaron a 5 fenones,
donde el fendén A abarcaba 19 cepas, elBa 7, el Cy el D a 3 cepas cada uno y 5 cepas
el fendén E. Mientras la figura 36, dendograma de bacterias procedentes de la salina
granadina, presenta una composicién de 5 fenones. Donde A posee 5 cepas; el fendn
B, 7; el fendn C, 4; el fendn D, 3 y el fendn E, 9 microorganismos. En el caso de las
arqueas, son capaces de crecer en un intervalo de salinidad del 2.57 M a 5.14 M, y

en las bacterias, el intervalo minimo comun va de 2.57 M a 3.4 M (Eichler, 2001).

Las arqueas (Figura 35) poseen en comun la capacidad de crecer en
presencia de norfloxacina y ausencia de magnesio, asi como, la incapacidad de
producir acido en presencia de celobiosa y almidén. En el dendograma creado por el
TAXAN 2.0, se generan 5 fenones, de los cuales se puede destacar que el Fenén C
estan compuesto mayoritariamente por microorganismos cocoides, capaces de
resistir temperaturas de hasta 50 2C incapaces de hidrolizar el almiddn, el tween 80
o la caseina. Por otro lado, en el Fenén D difiere en el rango de temperaturas en el
cual puede crecer, ya que es capaz de tolerar temperaturas de 4 2C e incapaz de
desarrollarse a 50 2C. Sin embargo, comparten la capacidad de crecer cuando
poseen como Unica fuente de carbono y energia al citrato, succinato o sorbitol. A su
vez el Fendn C posee caracteristicas semejantes con el fenén E, como es la presencia
de la nitrato y nitrito reductasa, o como la producciéon de acido a partir de la
galactosa maltosa y sorbitol. Estos tres fenones, caracterizados por carecer de
movilidad, junto con el fenén B se definen como triptéfano desaminasa negativa y

catalasa positivas.
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Fig. 35. Dendograma de arqueas aisladas de la salina de La Malaha (Granada).
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En el caso de las bacterias (Figura 36) el dendograma se ha generado a una
similitud del 72 % en el que se han generado 5 fenones, todos comparten la
resistencia a la ciprofloxacina y la capacidad de crecer en ausencia de magnesio. Las
bacterias del fenén A son capaces de crecer en condiciones de pH 5 hasta 8.5, asi
como en ausencia de magnesio. Pueden utilizar como Unica fuente de carbono vy
energia el glicerol y el piruvato. De forma especifica este fendn posee la nitrito
reductasa, mientras que la nitrato reductasa la tienen los componentes tanto del
Fenodn A, B, Cy E. Por su parte el fendn B estd compuesto por cocos, catalasa positiva
y capaz de crecer a 50 2C. El fendn C esta compuesto por Gram negativos, catalasa
positiva, y con ausencia de enzimas ONPG y proteoliticas. Por su parte el fenén D lo
componen bacterias Gram positivas, catalasas positivas, capaces de crecer a 4 2Cy
con ausencia de enzimas para la hidrdlisis de la caseina. Y por ultimo destacar, la
capacidad del fendn D para crecer a 4 2C y a pH 10, donde con la Unica presencia,
como fuente de carbono y energia, de la glucosa, lactosa, xilosa, maltosa o sorbitol

son capaces de desarrollarse.
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Fig. 36. Dendograma de bacterias aisladas de la salina de La Malaha (Granada).
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En lineas generales la grafica de arqueas (Figura 37-A) muestra una clara
tendencia de los microorganismos seleccionados a altas concentraciones salinas.
Siendo destacable el porcentaje global de arqueas que proceden del medio OS,
tipicamente usado para el género Halobacterium. En la figura 37-B, la grafica de
barras muestra que la poblacidn bacteriana posee una clara procedencia de altas
salinidades en cuatro de los 5 fenones que componen el dendograma,
concretamente en torno al 20 % de salinidad, apareciendo una disminucion del
porcentaje de microorganismos presentes en salinidades inferiores. El fenén D
difiere mas del resto, ya que estd caracterizado por una homogeneidad de

porcentajes salinos de procedencia.
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Fig. 37. Medio de crecimiento de las cepas que componen el dendograma de arqueas
(A) y bacterias (B) de La Malaha (Granada).
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El dendograma, al 73 % de similitud, generado a partir de las arqueas
analizadas de Bahia de Cadiz (Figura 39), contiene siete fenones (con 22 cepas en el
A; 3 cepas en los fenones B, Cy G respectivamente; 8 cepasen el D; 14 enel G; y 4
cepas en el F) que comparten caracteristicas tales como un intervalo minimo de
salinidad del 3 M al 4.3 M, catalasa positiva, ausencia de la enzima ONPG y la
capacidad de crecer en presencia de norfloxacina. El fenén A, B, D, E y G se
caracterizan por crecer en ausencia de magnesio. Comparten ademas la capacidad
de crecer con una Unica fuente de energia y carbono, siendo para el fenén A la
glucosa; el B: glucosa, lactosa, xilosa, galactosa, maltosa, sorbitol, glicerol, manitol,
succinato, citrato y aminoacidos como la L-alanina y L-aspartico; en el fenén C:
arabinosa, sorbitol, glicerol, succinato, malto y piruvato; y en el D: xilosa, galactosa,
maltosa, arabinosa, sorbitol, glicerol, manitol, succinato, citrato y piruvato. Destacar
que las arqueas que componen el fendn Ay B son capaces de crecer a 50 2C, donde
el fenén B destaca a su vez por la capacidad de desarrollarse a pH del orden de 10y
en anaerobiosis, la ausencia de la triptéfano desaminasa y la nitrito reductasa, y la
presencia de nitrato reductasa. El fendn C por su parte es capaz de fermentar la
xilosa y la fructosa generando 4acidos. Las arqueas que componen el fenén D crecen a
4 9C, al contrario que las del fendn F las cuales poseen la enzima capaz de hidrolizar

la gelatina.
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“A“AA

Fig. 38. Dendograma de arqueas aisladas de la salina de Santa M2 de Jesus (Chiclana,
Bahia de Cadiz).
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Por otro lado, al 74 % de similitud (Figura 39), se crea un dendograma de
bacterias con 4 fenones: 7 cepas en el A; 3 cepas en el B; 6 cepas en el C; y 4 cepas
en el D. Todas las bacterias crecen dentro de un rango del 3M al 3.8M, existiendo
dentro de este grupo mayores o menores exigencias salinas. El fenéon A, es el mds
homogéneo en cuanto caracteristicas bioquimicas y nutricionales. Se definen como
bacterias capaces de crecer en anaerobiosis creada a partir de L-arginina, del mismo
modo que las que componen el fenén C y D, al igual que el fenén B, resisten

temperaturas de 50 9C, y de 4 2C. A nivel de pH pueden desarrollarse en presencia

—

Fig. 39. Dendograma de bacterias aisladas de la salina de Santa M2 de Jesus (Chiclana,
Bahia de Cadiz).
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de un valor igual a 10 y poseen la nitrato reductasa. Pueden utilizar como Unica
fuente de carbono y energia la glucosa, xilosa, galactosa, maltosa, arabinosa,
sorbitol, manitol, succinato, citrato, piruvato y los cuatro aminoacidos estudiados: L-
lisina, L-arginina, L-aspartico y glicina. El fendn B se especifica como bacilos, Gram

negativo capaces de crecer a en ausencia de magnesio en su medio.

Estas ultimas graficas (Figura 40), de las salinas de Bahia de Cadiz, muestran
una poblacién de arqueas haldfilas moderadas, a excepcién del fendén B que estd
compuesto exclusivamente por arqueas procedentes del medio HM al 25 % Subov,
por lo que pueden ser englobadas en un principio como haldfilas extremas.
Curiosamente en el fenograma de bacterias, el fendon B también se halla compuesto

exclusivamente por bacterias que se seleccionaron del medio 25 % (Subov).
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Fig. 40. Medio de crecimiento de las cepas que componen el dendograma de arqueas
(A) y bacterias (B) de Santa M2 de Jesus (Chiclana, Bahia de Cadiz).
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Continuando con la grafica de arqueas, observamos como a excepcién del
fendn G, donde sus cepas proceden de salinidades bajas (10 % - 15 %), los 5 fenones
restantes poseen un procedencia homogénea. La bacterias poseen cepas
procedentes de una uniforme salinidad, a excepcidon del fenén B de procedencia
exclusiva del 25 % seguido de un destacable alto porcentaje de bacterias del fenén C

obtenidas de medios de cultivo OS.

Las gréficas de medios de crecimiento de las cepas de los distintos
ambientes salinos de las figuras 35, 38 y 41, ponen de manifiesto como el programa
TAXAN 2.0 realiza una buena agrupacion, a pesar de poseer ciertos sesgos cuando se
quiere agrupar a los microorganismos por diferencias y semejanzas fenotipicas. Esto
queda reflejado en la buena agrupacidon de los microorganismos en base a la
capacidad de desarrollo en diferentes porcentajes de salinidad, aun siendo ésta una
minima representacion fenotipica de los 69 caracteres totales estudiados (Mesbah &

Wiegel, 2012).

2.2.1. Seleccion de microorganismos representantes de

cada fendon

Para seleccionar las cepas, a las que se les realizara un estudio taxonémico
molecular, se valoran caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y de cultivo atractivas
e interesantes, tales como la capacidad de crecer a elevadas salinidades. Asi como,
se seleccionan cepas de cada uno de los fenones, de manera que siempre haya algun
representante con la secuencia de nucleétidos de la secuencia del gen del 16S rRNA

analizada:
+* Laguna de Fuente de Piedra:

> Arqueas. Fenén A: A1FP1, A1FP5, A2FP3, A2FP2122T, A3FP2, S1FP4,
S2FP 6, S2FP8 y S2FP20; fenén B: A1FP7, A1FP17, A1FP19, A2FP11,
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A2FP21, A3FP1, A3FP10, S1FP8, S2FP3, S2FP16 y S2FP25; fenén C:
A1FP20, A2FP6, A3FP21, A3FP22 y S1FP10; fendn D: S1FP2, A3FP5 y
S2FP14; y algunas cepas no incluidas en fenones: S2FP2, S2FP22 vy
S2FP27.

» Bacterias. Fenén A: A1FP11 y A1FP12; fenén B: A1FP22, A2FP19 y

S2FP15; y una cepa no incluida en fenones: A2FP15.

¢ Salinas de La Malaha:

> Arqueas. Fenén A: A1LM2, A1LM9, A1LM12, A1LM21, A2LMS5,
S1LM11, S1LM20, S2LM2, S2LM9, S3LM2 y S3LM6; fendn B: S1LM13;
fendn D: S1LM16; y algunas cepas no incluidas en fenones: S1ILM19 y

S2LM21.

> Bacterias. Fenén A: A1LM10, S2LM6 y S2LM18; fendén B: S3LM15;
fendén C: A1LM26, A2LM1 y A2LM10; fendn D: A1LM14, A1LM25 y
S1LMS8; fendén E: A1LM24, A1LM28, A1LM30, A2LM19, A2LM23,
S1LM4, S1LM21 y S1LM30; y una cepa no incluida en ningln fendn:
S3LM13.

+» Salina de Santa M2 de Jesus, Bahia de Cadiz:

> Arqueas. Fenén A: A1BC2, A2BC9, A2BC10, A3BC2, A3BC7, S1BC11,
S3BC10 y S3BC11; fendn D: S2BC27; fendn E: A2BC5, A4BC2,
A4BC7, S4BC3, S4BC8 y S4BC12; fendn G: S2BC20; y cepas no
incluidas en ningin fenén: A3BC11, A4BC16 y S1BC10.

> Bacterias. Fenén A: A1BC3, A1BC5 y A2BC18; fendén C: A3BC4,
A3BC6, A3BC16 y S2BC8; fenén D: A4BC6 y S2BC28 y cepas no
incluidas en ningun fendn: A2BC21, S3BC8 y S4BC9.

275



2.3. TAXONOMIA MOLECULAR

El analisis previo de taxonomia numérica, clasificd a los microorganismos
en funcién de la homologia de sus caracteres y atributos fenotipicos, dandole el

mismo valor a cada uno de ellos, de acuerdo con el coeficiente utilizado y descrito.

Actualmente, con el fin de identificar, clasificar, y nombrar a los
microorganismos seleccionados, aplicamos técnicas de biologia molecular. Estas
técnicas estan basadas en el analisis de DNA, un material resistente e invariable,
permitiendo un analisis mas fiable y preciso. Ademas, aportan un conocimiento de
las relaciones filogenéticas que existen entre los microorganismos objeto de estudio

pertenecientes a un ecosistema determinado.

2.3.1. Extraccion de DNA cromosdmico, cuantificacion y

purificacion del DNA

Las cepas seleccionadas como representantes de cada fendn se sometieron
al proceso de extraccién, purificacién y cuantificacién de su DNA mediante las
técnicas explicadas en material y métodos.

La determinacion de la pureza y calidad del DNA se realizé por dos métodos
dependiendo del tipo de extraccidon que se realice. De manera, que si el DNA de la
cepa es extraido con el kit de extraccién de DNA “DNeasy” de QuiaGen®, por medio
de electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % (p/v), descrito en el apartado 2.2 de
materiales y métodos, es suficiente para estimar la calidad necesaria para las
siguientes pruebas. Ya que, este DNA serd usado para la obtencién de la secuencia
del 16S rRNA mediante amplificacién por PCR. Sin embargo, cuando el DNA es
extraido por el método de Marmur, el producto final serd usado para la
determinacién del contenido de G+C y la hibridacién DNA-DNA, procedimientos para

los cuales es muy importante conocer la pureza y la concentracién de DNA. La
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medida de la concentracién de DNA se realiza mediante un espectrofotémetro,
Eppendorf Biophotometro plus, recogiendo los valores de absorcidén en longitudes
de onda de 260 y 280 nm. Los resultados obtenidos son los expresados en la tabla

50.

Determinacion del contenido de bases Guanina y Citosina de

DNA. Método de la temperatura de fusion (Tm)

Considerando que el grado de pureza obtenida era adecuada, se calculd el
contenido en guanina-citosina (G+C mol %) y la temperatura media de fusion (Tm 2C)
como se explica en el apartado correspondiente de material y métodos. Los
resultados de las cepas seleccionadas, por ser candidatos a nuevas especies, se
muestran en la tabla 50.

La temperatura de fusién del DNA, temperatura a la que se desnaturaliza la
molécula, estd directamente relacionada con el contenido en G+C. Variaciones
importantes de este valor, aparecen cuando los microorganismos son de distintos
géneros. Cada especie bacteriana tiene un contenido de G+C medio caracteristico.
Las diferencias sustanciales en la composicién de bases del DNA de dos
microorganismos son reflejo de un nimero elevado de diferencias individuales en las
respectivas secuencias de las bases de su DNA. Dos organismos con gran semejanza
en la composicion de bases de su DNA, puede tomarse como base inicial, que indica
su semejanza genética y evolutiva, confirmandose uUnicamente mediante la
hibridacion DNA-DNA. Destacar que aquellos microorganismos que presentan
valores elevados de G+C % mol, es debido a un mayor nimero de triples enlaces
(guanina-citosina) que proporcionan una mayor estabilidad al DNA, lo cual es un
mecanismo de adaptacion que presentan para sobrevivir en condiciones adversas,

como pueden ser las elevadas temperaturas (Rothschild & Mancinelli, 2001).
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Tabla 50. Concentracion, pureza, valor medio de temperatura de fusion y
valor tedrico de G+C (% mol) de las cepas seleccionadas.

Concentracién Valor Valo.r
CEPA  Dominio de DNA ;:;Zz:, medio m;:jéo
(ng/mL) Tm (2C) (mol )

A1FP7 A 1167 1.71 94.85 62.37
A1FP12 B 380 1.60 83.84 35.46
A1FP20 A 960 1.75 94.50 61.42
A3FP22 A 1010.5 1.72 93.47 58.94
S1FP10 A 1483.8 1.87 95.93 64.96
S2FP2 A 743 1.79 96.58 66.54
S2FP3 A 843 1.65 95.23 63.24
S2FP8 A 1710 1.78 94.37 61.14
S2FP14 A 2280.4 1.80 94.50 61.46
S2FP25 A 1386 1.52 94.18 60.70
S1LM8 B 2457.5 1.7 84.96 38.20
SiLM16 A 2319 1.79 94.95 62.56
S3LmM7 A 600 1.77 93.45 58.90
A3BC6 B 970 1.70 94.58 61.60
A3BC11 A 1400 1.70 96.97 67.48
A4BC2 A 408 1.71 93.23 58.35
S4BC8 A 2007.3 1.92 94.00 60.24

*A, arquea; B, bacteria.

En los microorganismos estudiados los valores del contenido G+C (Tabla 50),
analizdndolos por ambientes, presentan diferencias destacables. Fuente de Piedra
presenta cepas con valores minimos de 35.46 % correspondiente a la bacteria
A1FP12, y 58.94 % correspondiente a la arquea A3FP22. En cuanto al valor maximo
del resto de arqueas el porcentaje es de 66.54 %, correspondiente a la arquea S2FP2.
Por su parte, La Malah3 tiene cepas con un valor minimo de 38.20 % para la bacteria
S1LMS8, valor inferior a los reportados por las arqueas. En las arqueas de La Malaha
se muestran un valor maximo de 62.56 % y un minimo de 58.90 %, para S1LM16 y

S3LM7 respectivamente. Este intervalo descrito es el mds estrecho, si lo
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comparamos con los observados en Fuente de Piedra o en Bahia de Cadiz. Por
ultimo, Santa M2 de JesuUs, presenta valores de G+C para la bacteria A3BC6 de 61.60
%, siendo el valor mas elevado para bacterias de los tres ambientes andaluces. Por
otro lado, las arqueas marcan el margen de valores entre 58.35 % (A4BC2) y 67.48 %
(A3BC11). Valores muy similares a los hallados en Fuente de Piedra. En resumen, los
datos expuestos en la tabla 50, ponen de manifiesto las diferencias maximas en el
contenido G+C son inferiores al 10 % y su Tm no varia mas de 5 2C, para especies que
pertenecen al mismo género, como es el caso de A1FP7, A1FP10, S2FP8 y S2FP14,

quienes pertenecientes al género Halobellus.

Dentro de los bloques que pertenecen al mismo género, el margen que
existe entre los valores de G+C mdaximo y minimo no presentan un valor superior al
4 %, que traducido a variaciones en la Tm es del orden de 1.64 C, siendo un dato de
importancia taxondmica, ya que diferentes especies pertenecientes a un mismo
género normalmente poseen un porcentaje de G+C que no varia en mas del 10%
(Ziemke, et al., 1998). Dicha similitud se ve confirmada por las pruebas moleculares

posteriores.

En general, los valores altos de G+C se encuentran en torno al 60 mol %,
presumiblemente es debido al mecanismo de adaptacién que desarrollan los
microorganismos haldfilos para evitar la incidencia de los rayos UV, ya que estas
lagunas saladas suelen ser zonas de alta irradiaciéon. No obstante, la arquea haldfila
extrema Haloquadratum walsbyi es una excepcién. Ya que presenta un bajo valor de
G+C mol% (47.9 %) debido a que compensa la desventaja de un bajo valor de
guanina y citosina en la composicion de su DNA con el aumento de la presencia de
enzimas fotoliasas (Chitra & Sandip, 2012). Sin embargo, A1FP12 (35.46 mol %) y
S1LM8 (38.20 mol %) poseen unos valores de G+C mas bajos en relacion al resto. En
este caso puede ser debido a que su salinidad éptima para el crecimiento vy

desarrollo es del 10% por lo que no son haléfilos extremos.
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Por otro lado, destacar que la degeneracion del cddigo genético permite
multiples codones para codificar el mismo aminoacido. Sin embargo, el uso de los
codones alternativos y los aminodcidos se utilizan de manera desigual entre los
genes, un fendmeno denominado sesgo del uso codon. El analisis de los datos de uso
de coddn global indicd que los codones que terminan en guanina o citosina eran
predominantes entre los genes de microorganismos haldfilos. Lo cual, presentaba
una fuerte correlacidn positiva con el elevado contenido de G + C. Asi mismo, el
analisis de correlacidn indicé que los genes con mayor nivel de expresién y que
muestran un mayor grado de sesgo de uso de codones fueron ricos en guanina y
citosina, asi como la preferencia de localizar dichos nucledtidos en la tercera

posicion (Sanjukta, et al., 2013).

2.3.2. Andlisis filogenético

Obtencion del gen del 16S rRNA. Secuenciacion del fragmento

obtenido por PCR una vez purificado

Se realizd una primera secuenciacién parcial del gen del 16S rRNA de las
cepas seleccionadas tras su amplificacién por PCR con el oligonucleétido inicial D30,
para arqueas (Arahal, et al., 1996), y el 16SF27 para bacterias (Kharroub, et al.,
2011), para tipificar los microorganismos y tener una estimacion de la diversidad de
las especies que constituian estos ambientes, asi como conocer, si se trataban de
especies ya conocidas y descritas en la bibliografia o si por el contrario, eran
microorganismos no descritos hasta el momento. Las secuencias parciales obtenidas
bien con el oligonucledtido D30 o el interno 16SR519 para bactérias de todas las
cepas seleccionadas, que se pueden ver en el Anexo, fueron comparadas en las
bases de datos del NCBI y se realizé el alineamiento global mediante BLAST
(Altschul, et al., 1990). Una vez realizado el alineamiento y comparacion con
secuencias de especies validadas, se seleccionaron todas aquellas que tenian la

posibilidad de ser una especie nueva para secuenciarlas completamente usando el
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oligonucledtido “reverse” D56 para arqueas y para bactérias, los oligonicledtidos

357F y 945F.

La comparacidn de secuencias, tanto parciales como completas, el
porcentaje de cobertura de nuestra secuencia con respecto a las ya validadas, el
porcentaje de similitud con las secuencias contenidas en las bases de datos y la
viabilidad para realizar la hibridacidon con la cepa incégnita, se presentan en las
tablas, 51, 52, 53, 54, 55 y 56. Siendo las claves para dichas tablas: Secuencia (SEQ);
porcentaje de cobertura de la secuencia problema con respecto a las validadas
(%COB); y porcentaje que posee la secuencia de nuestra cepa con respecto a las de

la base de datos (% SIM).
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Tabla 51. Resultados del alineamiento global mediante BLAST de las secuencias parciales y totales del gen del RNAr 16S de las arqueas
seleccionadas de Fuente de Piedra (Malaga).

CEPAS SEQ 700 NT

%

SEQ. 1400NT

%

0,
% CEPAS

SEQ. 700 NT

%

SEQ. 1400NT

%

%

SIM COB SIM SIM COB SIM

A1FP1 Halorubrum sp. 99 % S1FP2  Halorubrum sp. 1;O H.chaoviator 98% 99 %
A1FP5 Halorubrum sp. 99 % I H.ezzemoulense 98% 99%
A1FP7 Halobellus sp. 93 % Hb. Inordinatus 97% 98% H.xinjiangense 98% 99%
A1FP17 Halorubrum sp. 9% H.trapanicum 98% 99%
A1FP19 Halorubrum sp. 99 % H.coriense 98% 99%
A1FP20 Halobellus sp. 94 % Hb. Inordinatus 97% 98 % H.californiense 98% 99%
A2FP3  Haloferax sp. 99% Hf. alexandrinus 98 % 99 % H.sodomense 98% 99%
Hf.volcanii 98% 99 %I H.litoreum 98% 98%

Hf.lucentense 98% 99 %I H.tebenquichense 98 % 98 %

Hf.prahovense 98% 99 %I H.distributum 95% 99%

Hf.denitrificans 98% 99 %I H.ejinorense 98% 98%

Hf.rutilus 98% 99 %I H.terrestre 98% 97%

Hf.antrum 98% 99%] H.arcis 98% 97 %

A2FP6  Haloarcula sp. 99 % H. hispanica 98 % 98 %ISlFP4 Natrinema sp. 99 % Nt. pallidum 98% 99%
H.amylolytica 98% 98 %I H. trapanicum 99% Nt. gari 98% 99%

H.salari 98 % 98 %I Haloterrigena sp. 97 % Nt. altunense 98% 99%

H.japonica 98 % 98 %I Nt. versiforme 98 % 99%

H.argentinensis 98 % 98 %I Nt. pellirubrum 98% 97%

H.amylolytica 98 % 98 %ISlFP8 Halorubrum sp. 99 % H.ezzemoulense 9% 99%



Tabla 51. Resultados del alineamiento global mediante BLAST de las secuencias parciales y totales del gen del RNAr 16S de las arqueas
seleccionadas de Fuente de Piedra (Malaga).

CEPAS SEQ 700 NT S?,I:ﬂ SEQ. 1400NT C‘}C{;B SZ:II I CEPAS SEQ. 700 NT S?,I:ﬂ SEQ. 1400NT C:/;B S?,I:ﬂ
A2FP6 H.marismortui 98% 98 %Q S1FP8 H.chaoviator 9% 99%
H.tradensis 98% 98 % H.xinjiangense 98 % 99%
A2FP11 Halorubrum sp. 99 % H.ezzemoulense 99% 99% H.californiense 9% 99%
H.californiense 9% 99% H.trapanicum 9% 99%
H.chaoviator 9% 99 %I H.litoreum 9% 99%
H. xinjiangense 98 % 99 %I H.sodomense 9% 99%
A2FP11 H.coriense 9% 99 %I H.distributum 95% 99 %
H.trapanicum 9% 99 %I H.tebenquichense 99 % 98 %
H.sodomense 99% 99 %I H.ejinorense 9% 98%
H.litoreum 9% 98 %I H.terrestre 9% 97%
H.tebenquichense 99 % 98 %I H.arcis 9% 97%
H.distributum 95% 99 %I S1FP10 Halorubrum sp. 98 % H.cibi 98% 98%
H.ejinorense 9% 98 %I H.alkaliphilum 98% 97%
H.terrestre 9% 97 %ISZFPZ Haloterrigena sp. 99 % Ht. thermotolerans 99 % 99 %
H.arcis 9% 97 %I Natrinema sp. 99 % Ht. saccharevitans 99 % 99 %
A2FP21 Halobacterium sp. 100 % I Ht. jeotgali 9%6% 99%
A3FP1  Halorubrum sp. 9% I Ht. limicola 98% 97%
A3FP2  Halorubrum sp. 99 % H.chaoviator 9% 99 %I Ht. turkmenica 9% 97%

H.ezzemoulense 99 % 99 %ISZFP3 Haloterrigena sp. 97 % Ht. limicola 98% 98%



Tabla 51. Resultados del alineamiento global mediante BLAST de las secuencias parciales y totales del gen del RNAr 16S de las arqueas
seleccionadas de Fuente de Piedra (Malaga).

CEPAS SEQ 700 NT s;y|:/| SEQ. 1400NT c:/;B sﬁn I CEPAS SEQ. 700 NT s;y|:/| SEQ. 1400NT c:/;B s;y|:/|
H.xinjiangense 98 % 99 % Ht. hispanica 98 % 98 %
A3FP2 H.californiense 9% 98 %Q S2FP3 Ht thermotolerans 97 % 97 %
H.trapanicum 9% 98 % Ht. jeitgali 9% % 97 %
H.litoreum 9% 98 % S2FP6  Halorubrum sp. 9%
H.coriense 9% 98 %ISZFP 8  Halobellus sp. 94 % Hb. Inordinatus 97% 98%
H.sodomense 9% 98% I S2FP 14 Halobellus sp. 95% Hb. Inordinatus 9% 99%
H.tebenquichense 99 % 98 %I S2FP16 Halorubrum sp. 9%
H.ejinorense 9% 98 %I S2FP20 Haloferax sp. 99 %
H.distributum 9% 98 %I S2FP22 Halogeometricum sp. 99 %
H.arcis 9% 97 %I Halosarcina sp. 99 %
A3FP5  Halorubrum sp. 100 % I S2FP25 Haloterrigena sp 98 % Ht. limicola 9% 98%
A3FP10 Halogeometricum sp. 99 % Ht. hispanica 9% 98%
A3FP10 Halosarcina sp. 99 % S2FP27 Natrinema sp. 99 %
A3FP21 Halorubrum sp. 99 % I H. trapanicum 99 %
A3FP22 Halovivax sp. 99 % Hv. ruber 9% 99% Haloterrigena sp. 97 %
Hv. asiaticus 9% 99 %




Tabla 52. Resultados de alineamiento global mediante BLAST de las secuencias parciales y totales del gen del RNAr 16S de las arqueas

seleccionadas de La Malaha (Granada).

% % 9 % % %
CEPAS SEQ 700 NT SIM SEQ 1400NT COB  SIM ICEPAS SIM SEQ 1400NT COB  SIM
Al1LM2 Halorubrum sp. 98 % H. kocurii 9% 98% ISlLMZO Haloterrigena sp. 99 %
H. lipolyticum 9% 98% I Natrinema sp. 99 %
H. saccharovorum 99% 97 % ISZLMZ Halorubrum sp. 99 %
H. aidingense 9% 97% ISZLM9 Haloarcula sp. 99 % H. hispanica 98% 99%
H. terrestre 9% 97% I H. argentinensis 98 % 99%
H. litoreum 9% 97% I H. marismortui 98 % 99%
H. Arcis 9% 97% I H. salaria 98% 99 %
A1LM9 Haloarcula sp. 99 % H. hispanica 98% 99% I H. japonica 98% 99%
H. salaria 98% 99% I H. amylolytica 98% 99%
H. marismortui 98% 99% I H. quadrata 98 % 98%
H. amylolytica 98% 98% I H. vallismortis 98% 98%
H. japonica 98 % 98% I H. tradensis 98% 98 %
H. argentinensis 98% 98% I S2LM21  Halorubrumsp. 98 % H. saccharovorum 98% 99 %
H. quadrata 98% 98% I H. lipolyticum 98% 99%
H. vallismortis 98% 98% I H. kocurii 98 % 99 %
A1LM12 Halobacterium sp. 100 % I H. lacusprofundi 98 % 98%
A1LM21 Haloarcula sp. 99 % H. hispanica 9% 99% I H. jeotgali 97% 98%
H. japonica 9% 99% I H. arcis 98% 97 %
H. marismortui 9% 98% I H. aidingense 98 % 97 %
H. salaria 9% 98% ISSLMZ Halobacterium sp. 1;)0
H. amylolytica 98% 99% IS3LM6 Halorubrum sp. 99 % H. tebenquichense 99% 99 %



Tabla 52. Resultados de alineamiento global mediante BLAST de las secuencias parciales y totales del gen del RNAr 16S de las arqueas
seleccionadas de La Malaha (Granada).

% % % % % %

CEPAS SEQ 700 NT SIM SEQ 1400NT COB  SIM CEPAS SEQ 700 NT SIM SEQ 1400NT COB  SIM
H. vallismortis 9% 98% H. ejinorense 9% 98%
H. californiae 9% 98% H. ezzemoulense 9% 98%
AlLM21 H. quadrata 99% 98 % @S3LM6 H. chaoviator 9% 98%
H.argentinensis 9% 98% H. xinjiangense 98 % 98%
A2LM5 Halorubrum sp. 99 % H. trapanicum 9% 98%
S1LM11 Haloterrigena sp. 99 % I H. coriense 9% 98%
cainnaa  Natrinema sp. 99 % I H. sodomense 9% 98%

SLILIVILL .

Haloarcula sp. 99 % I H. litoreum 9% 97%
S1LM16 Haloterrigena sp. 98 % Ht.limicola 98% 98% I H. terrestre 9% 97%
Ht.hispanica 98% 98% H. californiense 98% 97 %
S1LM19 Haloterrigena sp. 99 % S3LmM7 Haloterrigena sp. 99 % Ht.turkmenica 9% 99%
Natrinema sp. 99 % Natrinema sp. 97 % Ht.salina 98 % 98%
Ht.thermotolerans 99% 97 %

Tabla 53. Resultados de alineamiento global mediante BLAST de las secuencias parciales y totales del gen del RNAr 16S de las arqueas seleccionadas de
La Santa M2 de Jesus (Chiclana, Cadiz).

CEPAS SEQ 700 NT % SIM SEQ 1400NT % COB % SIMQ| CEPAS SEQ 700 NT % SIM SEQ 1400NT % COB % SIM
A1BC2 Halorubrum sp. 99% H. litoreum 99% 99% PA3BC11 Halomicrobiumsp. 95% H. mukohatei 99 % 99 %
H. californiense 9% 98% I Haloarcula sp. 89% H. katesii 99 % 99 %

H. ezzemoulense 98% 99% QA4ABC2 Halorhabdus sp. 92 % H. utahensis 99 % 92 %

H. chaoviator 9% 99% Halosimple sp. 92% H.tiamatea 9% 92%

H. coriense 9% 99% I Halomicrobiumsp 91 %



Tabla 53. Resultados de alineamiento global mediante BLAST de las secuencias parciales y totales del gen del RNAr 16S de las arqueas seleccionadas de
La Santa M2 de Jesus (Chiclana, Cadiz).

CEPAS SEQ 700 NT % SIM SEQ 1400NT % COB % SIMJ| CEPAS SEQ 700 NT % SIM SEQ 1400NT % COB % SIM
A1BC2 H. xinjiangense 98% 99% QaaBc2 Haloarcula sp. 91%
H. trapanicum 9% 99% WA4BC7 Halorubrum sp. 99 %
H. distributum 9% 99% BA4ABC16 Haloterrigenasp. 100 %
H. ejinorense 9% 98% Natrinema sp. 100 %
H. sodomense 99% 98 % QS1BC10 Haloterrigena sp. 95 %
H. distributum 95% 99% Natrinema sp. 95 %
H. tebenquichense 99% 98 % ISlBCll Halorubrum sp. 99 % H. chaoviator 98 % 99 %
H. terrestre 9% 98% I H. ezzemoulense 98 % 99 %
H. arcis 9% 97% I H. xinjiangense 98 % 99 %
H. ejinorense 9% 99% H. californiense 9% 98 %
H. tebenquichense 99% 98 % H. trapanicum 98 % 99 %
H. ezzemoulense 9% 98% H. coriense 98 % 99 %
A2BC5 Halorubrum sp. 99% H. chaoviator 9% 98% H. sodomense 98 % 9%
H. californiense 9% 98% H. litoreum 98 % 99 %
H. xinjiangense 98% 98% Zbenquichense 98 % 98 %
H. trapanicum 9% 98% H. distributum 95 % 99 %
H. litoreum 9% 98% I H. ejinorense 98 % 98 %
H. coriense 9% 98% I H. terrestre 98 % 97 %
H. sodomense 9% 97% H. arcis 98 % 97 %
H. arcis 9% 97% I Natrinema sp. 99 %



Tabla 53. Resultados de alineamiento global mediante BLAST de las secuencias parciales y totales del gen del RNAr 16S de las arqueas seleccionadas de
La Santa M2 de Jesus (Chiclana, Cadiz).

CEPAS SEQ 700 NT % SIM SEQ 1400NT % COB % SIMJ} CEPAS SEQ 700 NT % SIM SEQ 1400NT % COB % SIM

A2BC5 H. terrestre 9% 97% @s2BC20 H.trapanicum 99 %

H. distributum 9% 97% Haloterrigena sp. 97 %
H. marismortui 99% 99 % WS2BC27 Halorubrum sp. 98 %
H. hispanica 9% 99% Natrinema sp. 99 %
H. amylolytica 9% 99% PS3BC10 H.trapanicum 99 %
A2BC9 Haloarcula sp. 99% H. argentinensis 9% 99% Haloterrigena sp. 97 %
H. quadrata 9% 99% IS3BC11 Haloferax sp. 99 % Hf.mediterranei 99 % 99 %
H. japonica 9% 9% Hf.mucosum 99 % 99 %
H. argentinensis 9% 9% Hf.alexandrinus 9% 98 %
H. vallismortis 9% 99% I Hf.lucentense 99 % 98 %
H. salaria 9% 98% Hf.prahovense 99 % 98 %
H. amylolytica 9% 98% I Hf.volcanii 9% 98 %
H. tradensis 9% 98% Hf.denitrificans 99 % 98 %

A2BC10  Natrinema sp. 99 % S4BC3  Halorubrum sp. 99 %

A3BC2 Natrinema sp. 99% Nt pallidum 9% 99% Q@SABC8  Halorubrum sp. 98 % H. cibi 9% 99 %
H.trapanicum 99% Nt gari 9% 99% I H. alkaliphilum 99 % 97 %
Haloterrigena sp. 97 %  Nt. altunense 9% 99% H. tibetense 99 % 97 %

Nt. versiforme 9% 98% I H. lipolyticum 9% 97 %
Nt. pellirubrum 9% 97% I H. kocurii 99 % 97 %
A3BC7 Haloarcula sp. 99 % IS4BC12 Haloterrigena sp. 100 %




Tabla 54. Resultados de alineamiento global mediante BLAST de las secuencias parciales y totales del gen del RNAr 16S de las bacterias seleccionadas de
Fuente de Piedra (Malaga).

CEPAS SEQ. 700 NT %SIM  SEQ.1400NT % COB % SIM CEPAS SEQ. 700 NT % SIM SEQ. 1400NT % COB % SIM
A1FP11 [diomarina sp. 9% A2FP19 Pseudomonassp. 99 %
A1FP12  Paraliobacillus sp. 99 % P. quinghaiensis 100% 99 % Halovibrio sp. 99 %
A1FP22  Halobacillus sp. 9% Halospina sp. 97 %
A2FP15 Halomonas sp. 98 % H.aquamarina 99 % 98 % Salicola sp 97 %

Pseudomonas sp. 98 %  H.variabilis 99 % 98 % S2FP15  Virgibacillus sp. 9% V. litoralis 100% 99%

H.gomseomensis 99 % 98 % V.salinus 97 % 99 %

H.venusta 99 % 97 % V.byunsanensis 100 % 98 %

H.alkaliphila 98 % 97 % V.subterraneus 100% 98 %

H.janggokensis 99 % 97 % V.carmonensis 100 % 98 %

H.meridiana 99 % 97 % V.necropolis 100 % 97 %

H.aquamarina 99 % 97 % V.zhanjiangensis 100 % 98 %

H.frigidi 98 % 97 % V. halodenitrificans 100% 97 %

V. salarius 100% 97 %

V. marismortur 100% 97 %

V.olivae 100 % 97 %




Tabla 55. Resultados de alineamiento global mediante BLAST de las secuencias parciales y totales del gen del RNAr 16S de las bacterias seleccionadas de La
Malaha (Granada).

CEPAS SEQ. 700 NT %SIM SEQ1400NT % COB %SIM || CEPAS SEQ 700 NT %SIM  SEQ1400NT % COB % SIM
A1LM10  Salicola sp. 99 % A2LM23  Chromohalobacter sp. 99 %
Halovibrio sp. 99 % Halomonas sp. 99 %
A1LM14  Halobacillus sp. 99 % SiLM4 Salinibacter sp. 99 %
Staphyloccoccus sp. 99 % S1LM8 Alkalobacillus sp. 99% A. halophilus 99 % 9%
A1LM24  Chromohalobacter sp. 99 % A. salilacus 95 % 99 %
A1LM25  Halobacillus sp. 99 % A. flavidus 98 % 98 %
Staphyloccoccus sp. 99 % S1LM21  Halomonas sp. 99 % H. elongata 100% 100%
A1LM26  Halospina sp. 99 % H.eurihalina 100% 99%
Halovibrio sp. 98 % H. sinaiensis 100% 99%
Salicola sp. 97 % S1LM30  Salinicoccus sp. 99 %
A1LM28  Chromohalobacter sp. 99 % S2LM6 Salicola sp. 99 %
Halomonas sp. 98 % Halovibrio sp. 98 %
A1LM30  Salinicoccus sp. 99 % S2LM18  Salicola sp. 99 %
A2LM1 Salicola sp. 99 % Halovibrio sp. 98 %
Halovibrio sp. 97 % S3LM13  Halobacillus sp. 99 %
A2LM10 Chromohalobacter sp. 99 % S3LM15  Halovibrio sp. 98 %
Halomonas sp. 99 % Halospina sp. 98 %
A2LM19  Halovibrio sp. 99 % Salicola sp. 97 %

Salicola sp. 97 %




Tabla 56. Resultados de alineamiento global mediante BLAST de las secuencias parciales y totales del gen del RNAr 16S de las bacterias
seleccionadas de Santa M2 de Jesus (Chiclana, Bahia de Cadiz).

CEPAS SEQ. 700 NT % SIM  SEQ. 1400NT % COB % SIM || CEPAS SEQ. 700 NT %SIM SEQ. 1400NT %COB %SIM
A1BC3  Halomonas sp. 99 % A3BC16 Pseudomonas sp. 99 %
A1BC5 Chromohalobacter sp. 99 % Halovibrio sp. 99 %
Halomonas sp. 99 % A4BC6 Halomonas sp. 9%
A2BC18 Halomonas sp. 99 % S2BC8  Salicola sp. 99 %
A2BC21 Halobacillus sp. 99 % S2BC28 Halomonas sp. 99 %
A3BC4 Pseudomonas sp. 99 % S3BC8  Salicola sp. 9%
Halovibrio sp. 99 % S4BC9  Thalassobacillus sp. 99 %
A3BC6 Salicola sp. 99% S. maresensis 100% 99 %
S. salis 9% 99%




Para la determinacién de la afiliacién taxonémica de las cepas seleccionadas
para el presente estudio, se secuencid parcialmente el gen del RNAr 16S, ya que
basandonos en estudios que indican, que la ubicacién filogenética de un
microorganismo a nivel de especie no requiere necesariamente la secuenciacion
completa de dicho gen. De hecho, aunque existen posiciones filogenéticamente
informativas a lo largo de todo el gen, la mayor variabilidad se concentra en las
primeras 500 pares bases, correspondientes al extremo 5’. Generalmente, esta
secuencia de 500 pares bases serd suficiente para la ubicacién filogenético de un

aislado (Patel, 2001, Patel, et al., 2000, Rogall, et al., 1990).

El RNA ribosdmico 16S se ha considerado uno de los principales métodos
para discernir las relaciones filogenéticas de los procariotas, a nivel de especie y/o a
nivel de cepa. Es una molécula primitiva, funcionalmente constante, distribuida
universalmente y bien conservada a través de un amplio rango filogenético. Presenta
regiones que estan totalmente conservadas, aproximadamente el 10 % de las bases
del RNAr 16S, las cuales sirvieron para establecer las relaciones parentales entre los
microorganismos; mientras que existen otras regiones variables que proporcionan
las diferencias entre microorganismos diferentes (Baker, et al., 2003). El uso de los
fragmentos del RNAr 16S sirven para clasificar las afinidades taxondmicas entre un
extenso rango de taxa y como una herramienta poderosa para determinar la

diversidad genética de muestras ambientales (Sahm, et al., 2013).

La secuencia parcial del gen RNAr 16S jerarquiza a las arqueas aisladas y
parcialmente secuenciadas dentro de especies de diferentes géneros de la familia
Halobacteriaceae siendo descritos en Fuente de Piedra: un 46 % Halorubrum sp;
13.3 %, Halobellus sp.; 10 %, Haloterrigena sp.; 6.7 %, Haloferax sp.; 6.7 %,
Halogeometricum sp.; 3.3 %, Haloarcula sp.; 3.3 %, Halobacterium sp.; 3.3 %,
Halovivax sp.; 6.7 %, Natrinema sp.. Por otro lado, La Malaha estaba compuesta por
5 géneros: Halorubrum sp. (31.5 %), Haloterrigena sp. (25 %), Haloarcula sp. (25 %),

Halobacterium sp. (12.5 %), Natrinema sp. (6.25 %). Y en el caso de Bahia de Cadiz se
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encontraron siete géneros los que describieron la microbiota cultivable de arqueas
de la zona: Halorubrum sp. (36.8 %), Haloterrigena sp. (21 %), Natrinema sp. (15.8
%), Haloarcula sp. (10.5 %), Haloferax sp. (5.3 %), Halomicrobium sp. (5.3 %),
Halorhabdus sp. (5.3 %).

En lo que respecta a la variabilidad bacteriana fue mayor en cuanto a filos
encontrados. En el humedal de Malaga, las Proteobacteria (dentro de la clase y-
Proteobacteria) y Firmicutes abarcan las especies cultivables recogidas,
componiéndose de forma bastante homogénea por especies de los generos:
Pseudomonas sp. (16.6 %), Halomonas sp. (16.6 %), Idiomarina sp. (16.6 %),
Halobacillus sp. (16.6 %), Paraliobacillus sp. (16.6 %) y Virgibacillus sp. (16.6 %). Por
otra parte nueve géneros diferentes en la atalasosalina de Granada (Salicola sp.
(26.3 %), Pseudomonas sp. (5.2 %), Halomonas sp. (52 %), Chromohalobacter sp. (21
%), Halospina sp. (5.2 %); Salinibacter sp. (5.2 %), Salinicoccus sp. (10.5 %),
Alkalibacillus sp. (5.2 %) y Halobacillus sp. (15.8 %) pertenecientes a los filos
Proteobacteria (en concreto la clase y-Proteobacteria), Bacteroidetes, Firmicutes. Y
seis géneros de la salina marina gaditana pertenecientes a los filos Proteobacteria
(clase y-Proteobacteria) y Firmicutes (Halomonas sp. (27.3 %), Salicola sp. (27.3 %),
Pseudomonas sp. (18.2 %), Chromohalobacter sp. (9.1 %), Halobacillus sp. (9. 1 %),
Thalassobacillus sp. (9.1 %)).

Ante los resultados anteriores, resaltamos que ambos ambientes andaluces
vienen descritos por una proporcion mayor de arqueas que de bacterias. En
concreto, se observa que la cantidad de microorganismos recogida en Fuente de
piedra destaca por ser mas rica en el dominio de las arqueas, debido principalmente
a que los valores de los pardmetros fisicoquimicos presentes en el periodo de
muestreo eran mas favorables a la presencia de arqueas, es decir, presentaban altas
salinidades y su pH no llegaba a ser tan alcalino como por ejemplo en La Malaha. Los
valores fisico-quimicos de salinidad y alcalinidad son caracteres definitorios para la

presencia de arqueas o bacterias (Anton, et al., 2000, Mutlu, et al., 2008).
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Es destacable, que en la composicidon de las salinas andaluzas, todas las
secuencias procedentes de arqueas se agrupan dentro del orden Halobacteriales (filo
Euryarchaeota). Encontramos géneros como: Halorubrum sp., Haloterrigena sp.,
Natrinema sp.y Haloarcula sp., representados en distintos porcentajes en las tres
salinas. Siendo Halorubrum el género que en mayor proporcion se halla, representa
un 46 % en Fuente de Piedra, 31 % en La Malaha y 37 % en Bahia de Cadiz. Y
Natronomomas también se encuentra ampliamente distribuido en los suelos
alcalinos y salinos (Valenzuela-Encinas, et al., 2008). Es importante resefiar el haber
conseguido aislar una especie de Halorhabdus sp. en las salinas de Bahia de Cadiz, a

pesar del al lento y dificil crecimiento que presenta este género.

Es destacable la presencia de un mayor nimero de géneros bacterias dentro
de 3 filos diferentes representados en La Malaha (9 géneros), frente a los 6 géneros
(de 2 filos) presentes en las salinas de Malaga y de Cadiz, también explicado por las
condiciones mds alcalinas a las presentes en Fuente de Piedra. Dentro de la
variabilidad microbiana de los tres ambientes, comparte una microbiota comun: el
género Halobacillus sp., perteneciente al filo Firmicutes y Halomonas sp., dentro del

filo y-Proteobacteria.

Alcanzado este punto, las secuencias totales (1400 - 1500 nt) nos daran una
informacion mas acertada sobre la existencia de especies nuevas. Para que una
secuencia completa del 16S rRNA que se compara con secuencias pertenecientes a
especies validadas e introducidas en la base de datos BLAST, se considere una nueva
especie, ésta debe de presentar una semejanza inferior al 97 %. De manera que
podria ser descrita y nombrada novel, acogiendo el nombre del género en donde se
englobe. Si bien si el porcentaje es superior al 97 %, esta especie posee posibilidades
de ser nueva, pero para ello debe de someterse a la hibridacion DNA-DNA. Método
por el cual se realiza una comparaciéon de la secuencia bajo estudio con todas
aquellas especies con las que posean una similitud igual o superior a 97 %. Conforme

a lo expuesto en las tablas de la 43 a la 48, afirmamos que Fuente de Piedra
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presenta 16 cepas de arqueas (A1FP7, A1FP20, A2FP3, A2FP6, A2FP11, A3FP2,
A3FP22, S1FP2, S1FP4, S1FP8, S1FP10, S2FP2, S2FP3 S2FP8, S2FP14 y S2FP25) y 3 de
bacterias (A1FP12, A2FP15 y S2FP15) que deberadn de ser sometidas al método de
hibridacion DNA-DNA para determinar qué especie son, o si por el contrario nos
encontramos ante una nueva especie a describir. En La Malaha son 10 las cepas que
deben ser hibridadas: 8 arqueas (A1LM2, A1LM9, A1LM21, S1LM16, S2LM9, S2LM21,
S3LM6 y S3LM7) y 2 bacterias (SILM8 y S1LM21). Y en Santa M2 de Jesus, Bahia de
Cadiz, se deben de hibridar 9 cepas: 8 arqueas (A1BC2, A2BC5, A2BC9, A3BC2,
A3BC11, S1BC11, S3BC11 y S4BC12) y 1 bacteria (A3BC6). No obstante, la secuencia
completa de A4BC2 desvela la presencia de una nueva especie de Halorhabdus sp.
Las dificultades que presenta esta cepa para cultivarla y asi poder proseguir en la
descripcion de una nueva especie pertenciente al este género, han hecho que a dia
de hoy no podamos hablar de la descripcidon de una nueva especie. No obstante, se
puede confirmar el aislamiento de Halorhabdus sp. basdandose en los resultados de
la secuencia del gen 16S rRNA, las fotografias de microscépio electrénico de

trasmision y el perfil lipidico obtenido por TLC bidimensional.

Analisis filogenético basado en las secuencias del gen del 16S

rRNA

La utilizacién de programas informaticos nos permitid la construccidon de
arboles filogenéticos que reflejan graficamente la genealogia molecular de las
distintas cepas, mostrando su posicidn evolutiva en el contexto de los organismos

tipo comparados.

En nuestro estudio realizamos el agrupamiento de las secuencias parciales
del gen del RNAr 16S de los organismos objeto de estudio y de las cepas con quienes
presentaban similitud segun el alineamiento global mediante BLAST utilizando el
programa MEGA 6 (Kumar, et al., 2004), mediante ClustalW2 (Chenna, et al., 2003,

Larkin, et al.,, 2007, Patel, et al., 2012). La reconstruccidon filogenética de las
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secuencias parciales se realizé utilizando el método “Maximum Parsimony” usando
el valor bootstrap basado en 1000 replicaciones, de manera que se tiene en cuenta
el gasto evolutivo menor que tiene que darse para generar un arbol. Se tienen
también en cuenta las mutaciones (Takahashi & Nei, 2000). Los arboles filogenéticos

se observan en las figuras 41, 22, 43, 44, 45 y 46.

En el caso de los arboles filogenéticos de bacterias fueron realizados con
900 nucledtidos debido a que las regiones mas conservadas se encuentran entre las
posiciones 778 y 798 (Baker, et al.,, 2003) lo cual permita que en la creacién de
arboles mediante el MEGA 6, no se produzca una distorsidn importante con respecto

a las relaciones parentales entre las cepas seleccionadas y las validadas.
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Fig. 41. Arbol filogenético de las secuencias parciales del gen del RNAr 16S de las arqueas
en estudio y las diferentes especies de coleccion validamente descritas. Fuente de Piedra

(Malaga).
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Fig. 42. Arbol filogenético de las secuencias parciales del gen del RNAr 16S de las arqueas
en estudio y las diferentes especies de coleccion validamente descritas en La Malaha

(Granada).
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Fig. 43. Arbol filogenético de las secuencias parciales del gen del RNAr 16S de las
arqueas en estudio y las diferentes especies de coleccion validamente descritas. Santa

M2 de Jesus (Chiclana, Cadiz).
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Fig. 44. Arbol filogenético d e las secuencias parciales del gen del RNAr 165 de las cepas bacterianas en estudioy las diferentes especies de coleccién vélidamente

descritas. Fuente de Piedra {(Mdlaga).
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99 4'; A2LM19 Halovibrio sp.
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o Saticola marasensis 7SmS5T (NR043480) Hetospina sp.
Salicola salis B2T (NR0O43570)
100 7 Halovibrio denitrificans HGD 3T (NR043524)
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{
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99 A iphilus BH163T (NR043088)
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Alkalibacillus filiformis 4AGT (NR042148)
% H aidingensis AD-6T (AY351389)
77 A1LM25
9 A1LM14 Halobacilius sp.
S3LM13
H. iltus salinus HSL-3T (NR025244)

Fig. 46. Arbol filogenético de las secuencias parciales del gen del RNAr 16§ de las cepas bacterianas en estudio v las diferentes especies de coleccién vélidamente
descritas en La Malahé (Granada).

Tras el andlisis de las secuencias parciales, se seleccionaron aquellas que
poseen una similitud baja con secuencias insertadas en la base de datos BLAST, y que
les permitia poseer una alta probabilidad de ser una nueva especie. A partir de estas
secuencias de aproximadamente 1400-1500 pares de bases, se crean arboles
filogenéticos utilizando el método “Neighbour-Joining”, en donde la comparacién es
mas simple ya que se realiza de 2 a 2 (Saitou & Nei, 1987, Takahashi & Nei, 2000), lo
que permite realizar la comparacién fenetica creando un algoritmo que genera la

similitud en base a la distancia, siendo el modelo Jukes-Cantor de Soete quien
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RESULTADOS Y DISCUSION

genera las distancias (Jukes & Cantor, 1969). Las distancias y el agrupamiento se
determinaron con el método de “Maximum Parximony” usando el valor bootstrap
basado en 1000 replicaciones. Los arboles filogenéticos obtenidos con las secuencias
totales nos dan un visidén mas real de las relaciones que poseen nuestras cepas bajo
estudio, asi como, se explica el porcentaje de semejanza en base a la distancia que
poseen con las cepas que posteriormente deberdn ser hibridadas. Los arboles de las
figuras del 47 a la 52 han sido creados por el método “Neighbour-Joining”. Las ramas
de los arboles creados por este método fueron comparadas con los arboles creados
a partir de los métodos de “Maximun-Parximony” y de “Maximun-Likehood” (Figuras
mostradas en Anexos). Esta comparacidn corrobora la estabilidad de las ramas que

generan el arbol, confirmando la veracidad de los mismos.
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Haloballus sp

Haloferax sp
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Fig. 47. Arbol filogenético de las secuencias totales del gen del RNAr 16S de las arqueas
en estudio y las diferentes especies de coleccion validamente descritas. Fuente de

Piedra (Malaga).
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Fig. 48. Arbol filogenético de las secuencias totales del gen del RNAr 16S de las arqueas en estudio y las diferentes especies de coleccién

validamente descritas. La Malaha (Granada).
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Fig. 49. Arbol filogenético de las secuencias totales del gen del RNAr 16S de las arqueas en estudio y las diferentes especies de coleccién
validamente descritas. Santa M2 de Jesus (Bahia de Cadiz).
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Fig. 50. Arbol filogenético de las secuencias totales del gen del RNAr 16S de las bacterias en estudio y las diferentes especies de coleccién
validamente descritas. Fuente de Piedra (Malaga).



100 S1LM8
100 _{ Alkalibacilis saliacus BH1B3T (AYBT1876 )
100 ’7— Alkalbaciius fiavidus |5L-17T (EUBT4387)
L— Alhalibaciius sivisoll BM2T (AB264528)
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951 §1LM21
Flavobactenumn frigidimanis KUC-1T (NRO41037)
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Fig. 51. Arbol filogenético de las secuencias totales del gen del RNAr 16S de las bacterias
en estudio y las diferentes especies de coleccion validamente descritas. La Malaha

(Granada).

88 r Saficola salia BT (NRO43570)
A3BCS Salicola sp.
Saficola marasensis 7Sm5T (NRO43480)
Flavobactarium frigidimanis KUC-17 (NRO41057)

0.02

Fig. 52. Arbol filogenético de las secuencias totales del gen del RNAr 16S de las bacterias
en estudio y las diferentes especies de coleccion validamente descritas. Santa M2 de

Jesus (Bahia de Cadiz).
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2.3.3. Hibridacion DNA-DNA

Los resultados de hibridacion DNA-DNA (Ziemke, et al., 1998), se obtuvieron
mediante la técnica inmunoenzimatica no radiactiva (ELISA), marcando el DNA de las
cepas pendientes de asignacidon a nivel de especie y de aquellas que nos sirvieron
como valores de referencia para establecer el rango de unién de relativa DNA-DNA

(BR), en cada caso.

A partir del DNA marcado, se realizé la hibridacion, de acuerdo a la posicién
de las cepas en el arbol filogenético completas y a los resultados obtenidos en el
alineamiento global mediante BLAST que se han mostrado en las tablas 49, 50, 51,
52, 53 y 54. Los ensayos de hibridacién DNA-DNA se realizaron por duplicado y los
resultados obtenidos se trataron estadisticamente para ver la viabilidad del método
en cada caso. El valor limite del 70 % sirve para delimitar la identidad de una especie

(Meier-Kolthoff, et al., 2013).

Las hibridaciones realizadas, los datos de BR y RBR entre los DNAs de las

cepas marcadas y el analisis de estos datos se describen a continuacion:

Resultados de la hibridacion de la cepas S2FP14, A1FP20, A1FP7

y S2FP8

A1FP20, A1FP7, S2FP8 y S2FP14 son arqueas que pertenecen a la salina de
Fuente de Piedra, y se localizaban en el fendn A, las cepas S2FP8 y A1FP7, en el
Fenodn C, la cepa A1FP20, y en el Fendn D, la cepa S2FP14, segln los resultados de
taxonomia numérica (Figura 32). El resultado de las pruebas bioquimicas,
nutricionales, de morfologia, etc., indica la semejanza que presentan y demuestran
con el andlisis comparativo de sus secuencias totales. Estas cuatro cepas fueron
identificadas por sus secuencias totales como posibles nuevas especies del genero
Halobellus, ya que el porcentaje de semejanza con Halobellus salinus, Halobellus

clavatus, Halobellus limi y Halobellus rarus eran inferiores al 97 %. Sin embargo, el

309



valor de similtud para Halobellus inordinatus era superior al 97%, por lo que se debe
de realizar la hibridacion de las cepas procedentes de Fuente de Piedra con

Halobellus inordinatus.

Hibridacion marcando Halobellus inordinatus

A1FP7, A1FP20, S2FP8 y S2FP14 son cepas con una similitud superior al 97 %
(99.52 %, 97 %, 99.46% y 99.46 %, respectivamente) con Halobellus inordinatus
segun la comparacién filogenética realizada por el CLUSTALW2. Por ello, se realizd
una hibridacion cuya cepa marcada fue Halobellus inordinatus. En la tabla 57.A se

resume la hibridacién realizada y los resultados se observan en la tabla 57.B.

Tabla 57.A. Hibridacion de la cepa S2FP14.

CEPAS MARCADAS HIBRIDACION CON
A1FP7
Halobellus inordinatus A1FP20
JCM 18648 T* S2FP8
S2FP14

Salicola marasensis CECT 71077

Tabla 57.B. Valores de hibridacion DNA-DNA entre la cepa marcada S2FP14%,
las cepas seleccionadas y la cepa de referencia.

Cepas BR% RBR%

Halobellus inordinatus*- Halobellus inordinatus | 2.43 % 100 %
Halobellus inordinatus*- A1FP7 1.44% | 59.29%
Halobellus inordinatus*- A1FP20 1.15% | 47.47 %
Halobellus inordinatus*- S2FP14 1.23% | 50.98 %
Halobellus inordinatus*- S2FP8 1.30 % | 53.90 %
Halobellus inordinatus*- Salicola marasensis 1.00% | 41.22%
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Tras realizar la hibridacion DNA-DNA de las 4 cepas pertenecientes al
género Halobellus sp., se determind que no poseen semejanza con ninguna especie
publicada del género citado. Por ello, el siguiente paso sera la comparacién entre
ellas A1FP7, A1FP20, S2FP8 y S2FP14 para determinar si son diferentes especies o

pertenecen a una nueva y Unica especie de Halobellus sp..

Hibridacion marcando la cepa S2FP14

La cepa S2FP14 fue marcada e hibridada con las cepas S2FP8, A1FP7 y A1FP20
que segun los resultados del alineamiento global mediante BLAST, y el arbol
filogenético correspondiente, presentaban homologia con S2FP14; y con Halobellus
inordinatus, cepa con la que presentaba una similitud del 99.46 %. Asi mismo, se
introdujo un control negativo, en este caso Salicola marasensis CECT 7107". En la
tabla 57.C. se resume la hibridacién realizada y los resultados se observan en la tabla

57.D.

Tabla 57.C. Hibridacion de la cepa S2FP14.

CEPAS .
MARCADAS HIBRIDACION CON
A1FP7
A1FP20
S2FP14* S2FP8
Halobellus inordinatus JCM 186487
Salicola marasensis CECT 71077

Tabla 57.D. Valores de hibridacion DNA-DNA entre la cepa marcada S2FP14*, las cepas
seleccionadas y la cepa de referencia.

Cepas BR% RBR%
S2FP14*- S2FP14 4.49 % 100 %
S2FP14*- A1FP20 2.58 % 50.55 %

S2FP14*- A1FP7 4.03% 90.34 %
S2FP14*- S2FP8 2.05% 46.04 %
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S2FP14*- Halobellus inordinatus 2.58 % 57.47 %

S2FP14*- Salicola marasensis 1.30% 28.84 %

Tras realizar la hibridacion DNA-DNA de S2FP14, se determind a A1FP20
como la misma especie que S2FP14* puesto que tiene un valor de 90.34 %. Mientras
que A1FP7 (51.55 %) y S2FP8 (46.04 %) son especies diferentes. Estas cuatro
especies del genero Halobellus poseen un valor de G+C semejante 61.46 %mol
S2FP14, 61.425 %mol A1FP20, 61.14 %mol S2FP8 y 62.375 %mol A1FP7. Las dos
cepas identificadas como pertenecientes a una misma nueva especie de Halobellus
sp. son S2FP14Ty A1FP7, las cuales recibieron el nombre de Halobellus ramosii sp.
nov., y donde las caracteristicas que describen a esta nueva especie estdn expuestas
en el apartado 4 de “Descripcion, morfologia, fenotipica y genotipica de las nuevas

especies” de resultados y discusion.

Hibridacion marcando la cepa A1FP7
Debido a los resultados obtenidos de la anterior hibridacion, en la que el
porcentaje de RBR no superaba el 70 %, valor que relaciona a la cepa A1FP7 con
S2FP14, se realizdé un experimento donde se marcé A1FP7, y se hibridd con las cepas
que aparecen en la tabla 57.E., donde el control negativo es Halovivax asiaticus CECT

7098".

Tabla 57.E. Hibridacion de la cepa A1FP7*

CEPAS .
MARCADAS HIBRIDACION CON
S2FP14
A1FP7 * S2FP8
Halovivax asiaticus CECT 70987
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Tabla 57.F. Valores de hibridacion DNA-DNA entre la cepa marcada A1FP7%*, las cepas
seleccionadas y la cepa de referencia.

Cepas BR% RBR%

A1FP7*- A1FP7 2.67% 100 %
A1FP7#*- S2FP14 19.99 % 77.73 %
A1FP7*- S2FP8 151% 56.73 %
A1FP7*- Halovivax asiaticus 1.30% 48.66 %

Los resultados demuestran que la cepa A1FP7 no hibrida con S2FP8 (Tabla
57.F.), donde el porcentaje de hibridacién es de un 56.73 %. Lo que corrobora la

posibilidad de que S2FP8 es una especie diferente a Halobellus ramosii.

Las tablas 57.B., 57.D. y 57.F. en la que se recogen los valores de hibridacién
de la cepa S2FP8 con respecto a cada una del cepas marcadas en cada caso: 53.90 %
(Halobellus inordinatus®*- S2FP8); 46.04 % (S2FP14*- S2FP8) y 56.73 % (A1FP7*-
S2FP8). Ante estos datos se concluye que la arquea S2FP8 es una nueva especie
perteneciente al género Halobellus, donde las caracteristicas fenotipicas, perfil
lipidico y fotografia de microscopio electrénico deben de llevarse a termino para

realizar una descripcion completa de la especie.
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Resultados de la hibridacion de la Cepa A1FP12

La cepa A1FP12 se encuentra localizada en el fendn B del dendograma de
arqueas de la salina de Fuente de Piedra (Figura 32). Cuando se realizd el
alineamiento y comparacidn de la secuencia completa con las disponibles en la base
de datos del CLUSTALW?2, se relaciond con:

-Pariobacillus quinghaiensis 99 %

Pariobacillus quinghaiensis fue marcada e hibridada con la cepa
procedente de Fuente de Piedra, con la cual presentaba similitud (Tabla 58.A.), asi

como con un control negativo.

Tabla 58.A. Hibridacion DNA-DNA de la cepa A1FP12 *,

CEPAS MARCADAS HIBRIDACION CON
Pariobacillus quinghaiensis* A1FP12
DSM 178577 Salicola marasensis CECT 71077

Tabla 58.B. Valores de hibridacion DNA-DNA entre la cepa marcada A1FP12 *,
las cepas seleccionadas y la cepa de referencia.

Cepas BR% RBR
Pariobacillus quinghaiensis*- P. quinghaiensis 16.75 100 %
Pariobacillus quinghaiensis*- A1FP12 14.35 | 86.59 %

Pariobacillus quinghaiensis*- Salicola marasensis 2.27 | 13.80%

La cepa A1FP12 presentéd un porcentaje de similitud con Pariobacillus
quinghaiensis del 99 % en el alineamiento realizado por medio de CLUSTALW?2, y los
resultados de hibridacion DNA-DNA con 86.59 % (Tabla 58.B), confirman que la cepa

problema no es nueva, sino que se trata de la especie Pariobacillus quinghaiensis.
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Resultados de la hibridacidon de la Cepa A3FP22

La arquea A3FP22, recogida del agua del humedal salino de Fuente de
Piedra, pertenece al fendn C, del fenograma de arqueas (Figura 32). Habiendo
realizado una comparacidon de la secuencia completa de esta cepa mediante el

CLUSTALW?2 (Larkin, et al., 2007), se establece una relacion con las especies:

-Halovivax asiaticus 99 %

-Halovivax ruber 98.7 %

Consecuentemente A3FP22 fue marcada e hibridada con las cepas de
referencia Halovivax asiaticus CECT 7098 y Halovivax ruber DSM 181937, y con un
control negativo Alkalibacillus salilacus DSM 164607 (Tabla 59.A.). Los resultados de

esta hibridacién vienen expuestos en la tabla 59.B.

Tabla 59.A. Hibridacion DNA-DNA de la cepa A3FP22*,

CEPAS
MARCADAS

HIBRIDACION CON

Halovivax asiaticus CECT 70987
A3FP22* Halovivax ruber DSM 181937
Alkalibacillus salilacus DSM16460"

Tabla 59.B. Valores de hibridacion DNA-DNA entre la cepa marcada A3FP22*, las cepas
seleccionadas y la cepa de referencia.

Cepas BR% RBR
A3FP22*- A3FP22 6.19 100 %
A3FP22*- Halovivax asiaticus 5.16 83 %
A3FP22*-Halovivax ruber 3.44 56 %
A3FP22*- Alkalibacillus salilacus 1.66 32%

Los resultados tras la lectura e interpretacion de la microplaca de ELISA,

revelan que la cepa nombrada como A3FP22 (Tabla 59.B), corresponde a Halovivax
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asiaticus, ya que el valor de RBR son superiores al 70 % cuando la cepa marcada se

hibrido la cepa validada.

Resultados de la hibridacidn de la Cepa S2FP25

Localizado en el fendn B del dendograma de arqueas de la salina de Fuente
de Piedra (Figura 32) se encuentra S2FP25. Cuando se realizd el alineamiento y
comparacién de la secuencia completa con las disponibles en la base de datos del

CLUSTALW?2, se relaciond con las especies:

-Haloterrigena hispanica 98.1 %

-Haloterrigena limicola 97.5 %

S2FP25 fue marcada e hibridada con las cepas de referencia de las 2
especies con las que presenta similitud (Tabla 60.A.), asi como con un control

negativo.

Tabla 60.A. Hibridacion DNA-DNA de la cepa S2FP25 *.

CEPAS
MARCADAS

HIBRIDACION CON

Haloterrigena hispanica DSM 183287
S2FP25 * Haloterrigena limicola JCM 135637
Alkalibacillus salilacus DSM16460"

Tabla 60.B. Valores de hibridacion DNA-DNA entre la cepa marcada A3FP22%, las
cepas seleccionadas y la cepa de referencia.

Cepas BR% RBR
S2FP25*- S2FP25 6.74 100 %
S2FP25*-Haloterrigena hispanica 3.83 56.86 %
S2FP25*-Haloterrigena limicola 3.44 73.17 %
S2FP25*- Alkalibacillus salilacus 1.66 34.16 %
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La cepa S2FP25 presentd un porcentaje de similitud con Haloterrigena
limicola del 97.5 % en el alineamiento realizado por medio de CLUSTALW?2, y los
resultados de hibridacién con 73.17 % (Tabla 60.B), confirman que la cepa problema

no es nueva, sino que se trata de Haloterrigena limicola.

Resultados de la hibridacion de la Cepa S1LMS8

La cepa S1LMS8 pertenece al fenén D del dendograma de La Malahda para
bacterias (Figura 36), segun los resultados de taxonomia numérica. Tras la
comparacion de la secuencia total del gen del RNAr 16S en el alineamiento global

mediante CLUSTALW?2, se relaciona con las especies:

- Alkalibacillus salilacus 99.8 %
- Alkalibacillus halophilus 99.8 %
- Alkalibacillus flavidus 98.1 %

Asi pues, SILM8 fue marcada e hibridada con las cepas de referencias
Alkalibacillus  salilacus DSM 164607; Alkalibacillus  halophilus KCTC 39907;
Alkalibacillus flavidus KCTC 1352807 y con un negativo, Halovivax asiaticus CECT
7098". En la tabla 61.A. se resume la hibridacion realizada y los resultados se

observan en la tabla 61.B.

Tabla 61.A. Hibridacién de la cepa S1LM8*

CEPAS i
MARCADAS HIBRIDACION CON
Alkalibacillus salilacus DSM 164607
S1LMS * Alkalibacillus halophilus KCTC 39907
Alkalibacillus flavidus KCTC 1352807
Halovivax asiaticus CECT 70987
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Tabla 61.B. Valores de hibridacion DNA-DNA entre la cepa marcada S1LM8%*, las cepas
seleccionadas y la cepa de referencia.

Cepas BR% RBR
S1LM8*-S1LM8 0.40 100 %
S1LM8*-Alkalibacillus salilacus 0.07 17.34 %
S1LM8*-Alkalibacillus halophilus 0.10 33.13%
S1LM8*-Alkalibacillus flavidus 0.06 15.71%
S1LM8*-Halovivax ruber 0.04 10.75 %

Una vez realizados los experimentos de hibridacién, los resultados
mostraron que la cepa de estudio presenta un porcentaje de hibridacion DNA-DNA
con las cepas de referencia inferior al establecido para considerar a una cepa dentro
de la misma especie. Con valores inferiores al 70 %, se puede afirmar que nos
encontramos ante una nueva especie bacteriana de Alkalibacillus sp. SILM8 se ha
denominado Alkalibacillus almallahenesis, cuya descripcion fenotipica y genotipica
estd desglosada en el apartado de 4 “Descripcidn, morfologia, fenotipica y genotipica

de las nuevas especies” de resultados y discusion.

Resultados de la hibridaciéon de la Cepa S3LM7

Segun los resultados de taxonomia numérica la cepa S3LM7 pertenece al
fendn C del dendograma de La Malaha para bacterias (Figura 35). La cepa S3LM7 en
el alineamiento global de la secuencia completa del gen del RNAr 16S mediante

CLUSTALW?2 fue relacionada con las especies siguientes:

-Haloterrigena turkmenica 98.3 %

-Haloterrigena salina 97.6 %

De modo que la hibridacién se realizé con estas cepas de coleccién y con
otra cepa de coleccion que hard de control negativo (Tabla 62.A.). La Hibridacion se

resume en los resultados presentados en la tabla 62.B.
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Tabla 62.A. Hibridacién de la cepa S3LM7*

CEPAS
MARCADAS

HIBRIDACION CON

Haloterrigena turkmenica DSM 55117
S3LM7* Haloterrigena salina CECT 71467
Alkalibacillus salilacus DSM 164607

Tabla 62.B. Valores de hibridacion DNA-DNA entre la cepa marcada S3LM7%*,las
cepas seleccionadas y la cepa de referencia

Cepas BR% RBR
S3LM7#- S3LM7 291 100 %
S3LM7*- Haloterrigena turkmenica 0.65 22.53 %
S3LM7*- Haloterrigena salina 2.64 90.64 %
S3LM7*- Alkalibacillus salilacus 04 11.85%
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3.CHEMOTAXONOMIC ANALYSIS

The determination of lipids profile was performed in two strains of the
present work. A1FP7 and S2FP14 belong to genus Halobellus. They were to
extremely halophilic archaea. After extracting the total lipids according to
methodology of Bligh and Dyer (Kates, 1986), we performed the TLC. These plates
were stained by tree different methods, which have been described in materials and
methods. Lipid biochemistry gave an important contributions to the characterization
of this genus, because there is only general information of lipidic profile (Cui, et al.,

2012)

Haloquadratum walsbyi was the selected microorganisms for pattern
because of its phylogenetic proximity to Halobellus sp.. Even though Halobacterium
salinarum is considered as a model organism of extremely halophilic archaea. The
lipidic profile from Haloquadratum walsbyi was previously described (Lobasso, et al.,
2008, Lopalco, et al., 2011). The lipid profiles from A1FP7 and S2FP14 were identical,
which were afterwards confirmed with analyses of MALDI-Tof. The lipidic analysis
were performed with strains growth in their optimal culture conditions, because the
composition could be different in extreme situation (for example, osmotic shock
induces the presence of glycocardiolipin) (Lobasso, et al., 2003, Lobasso, et al.,
2008).

The important taxonomic weight of the polar lipid composition is shown in
the last version of Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. The information of
16S rRNA in phylogeny have a correlation with the lipid profile (Koga & Morii, 2005).
Figure 53 shows TLC data performed to the total lipid extract stained with 5 %
sulfuric acid, sulfoglycolipids stained with Azure A and phospholipids stain with
Molibdenum blue. Individual lipid components were identified by comparison of
their Rf values (Retention factor) with those of the individual lipid components of the
halophilic archaeon Haloquadratum walsbyi, classified by their response to specific

lipidic staining. It was evident that the main phospholipid present in both extracts
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BPG
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5% H,;50,4in water Azure A in 1 mM H,80, Molybdenum blue spray

Fig. 53. HPTLC lipids profiles of the total lipid extract of SQ (Haloquadratum Walsbyi), A
(A1FP7) and S (S2FP14).

was identified as phosphatidylglycerophosphate methyl ester (PGP-Me), which
represented about 35.8 % of the total cellular lipids. However, the
phosphatidylglycerosulfate (PGS) was considered as other main phospholipid with
13.2%. This value is important data for the description of both strains, because this
lipid was absent in an elevated number of other species of halophilic archaea
(Antunes, et al, 2008, Kharroub, et al, 2008). On other hand, PG
(phosphatidylglycerol) is a minor phospholipid (5.6 %). The glycolipids (S-DGD and S-
DGD-PA) are strongly present in Halobellus sp., with a whole value of 20 %, while S-
DGD-PA is the only visible glycolipid in the extract of Haloquadratum walsbyi.
Cardiolipins, as bisphosphatidylglycerol (BPG), were seen in the samples like a dark

spot and this represent about 13 % of total lipids.

Interestly, the figure 53 showed a spot corresponding to Sulfo-lipid. This
spot is an unknown lipid until now. When we did the TLC, we were describing it as
sulfolipid because in the TLC, which was stained with Azure A, showed the spot and
this type of stain were used to identify sulfolipids. Furthermore, this unknown spot

was afterwards analyzed for assessing its speccific sulfated structure.
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The next step to identify the lipid composition or structure of the unknown
spot was performed by MALDI-Tof. Figure 54 shows the MALDI-Tof mass spectra of
the total lipid extracts of S2FP14 and A1FP7 acquired in the negative ion mode using
9-AA as matrix. The value of signals in the spectra is attributable to the negative
molecular ions [M-H], and each value have the name of the correspondent lipid. The
spectra profiles from S2FP14 and A1FP7 were similars. This mean that we could

choose anyone of them to do the complete analysis.

MALDI-Tof analysus (Figure 54) showed for both strains a main peak at m/z
“1055.9”. This peak was identificated as diglycosyl glycerol diether corresponding to
its molecular ion [M-H]. Other important peak at m/z “1770.8” was identified as S-

DGD-PA ((2'-sulfo) Manpal-2Glcpal-1-[sn-2,3-di-O-phytanylglycerol]). However,

A1FP7 N
1055.9
S-DGD
805.8
PG ?é’; 899.7
b N\ e 1770.8
2 / P 1157.8 S-DGD-PA
RN \
: 0 U R
700 900 1100 1300 1500 1700 1900
N
S2FP14 1055.9
S-DGD
805.8
PG 8:;37 899.7
731 7 PGP Me 1770.8
, 1157.8 S-DGD-PA
L )
J J J T T T T l T
700 900 1100 1300 1500 1700 1900

Fig. 54. MALDI-Tof MS analysis (negative mode) of the total lipid
extracts of S2FP14 and A1FP7.
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there is a peak at m/z “1157.8”, which was not identified as known lipid, which could
be a new lipid structure, not yet described. For this reason, we performed a deep

study of their profiles.
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Figure 55 shows the comparative table about the different values of spectra of
MALDI-Tof in relation with the spots of the TLC from total lipid extract (5 % sulfuric
acid), sulfoglycolipids (Azure A) and phospholipids (Molibdenum blue), which are
found right of the figure. These values are connected by the same time with the
different lipids that have been extracted from the bands of the preparative TLC in

silicagel that was stained with iodine vapor (Left of the figure).

The most interested band was the first because this generated the unknown
peak. The peak “1173.884” is a sulfatide or sulfoglycolipid because was stained with
Azure A 2% and it did not stain with Molibdenum blue. And the value of this peak
was present in the cluster of peaks between 900-1400 m/z, which were
corresponding to glycolipids (Angelini, et al.,, 2012). For naming this lipid, it was
necessary to do the method of direct coupling of HPTLC and MALDI-Tof with the first
band (Figure 55).

In order to better characterize the lipid components from the first band
belonging to lipid extract from the preparative TLC, we applied the method of direct
coupling of HPTLC and MALDI-Tof as was described in detail in Materials and

Methods section. The results are shown in figure 56, which reports on whole lipid

223.0
[$-hexose-H,0]"
241.2

[S-hexose] *

343.2 1157.8
/ [S, hexose+Na+]" M-HI

intensity

! | ! | ! | ! \ ! \ ! I
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

m/z, amu

Fig. 56. MALDI-Tof mass spectra of band 1 of Halobellus S2FP14 strain by direct coupling
of HPTLC and MALDI-Tof.
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components from this specific band. Thus, the peak “1055.8” was identified as
sulfatediglycosyl diphytanylglycero-5 (S-DGD-5). Nevertheless, the “1157.8” peak
was verified as a novel lipid structure. The peaks “223.0, 241.2 and 343.2"

corresponded to the structure of S2-hexone-Na*, which has been shown in Figure 58.

Thus, the fragmentation behavior of the lipid at m/z 1157.8 was also
investigated by using Post Source Decay (PSD) mass spectrometry analysis (Figure
57). The ion peak site at m/z 1157.8 has been tentatively correspondent to a bis-
sulfated diglycosil diether (i.e. S2-DGD +Na+), while that at m/z 1173.8 was a

hydroxyl form, because of the difference between values of m/z correspond to 16.

Isolated
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[hydroxylated M-H]
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Fig. 57. PDS fragment ion spectra of band 1 of Halobellus
S2FP14 strain.

The proposed structures of the novel bis-sulfated glycolipids are reported in
Figure 58. The difference of the height of the peak is caused because the molecule is

most or less ionized. On other hand, the presence of bis-sulfated glycolipids was
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previously reported on some membranes of species of the genera Halobacteriaceae,

Natrialba, Halopiger and Haloterrigena (Cui, et al., 2006, Hezayen, et al., 2010).

The bis -sulfated glycolipid, which was present in S2FP14 and A1FP7 and
belong to the genus Halobellus, could be the lipid that has been previously reported
as unknown on species of Halobellus (Cui, et al., 2011, Cui, et al., 2012, Zhang, et al.,
2013, Zhao, et al., 2013). Thus, it is described as one sulfo-lipid without specific
name until the moment. It is present in low percentage within its composition. For

this way, this lipid could be the taxonomic fingerprint of the genus Halobellus.
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Fig. 58. PDS Proposed structures for the bis-sulfated glycolipid and its
hydroxylated form.
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4.DESCRIPCION MORFOLOGICA, FENOTIPICA Y
GENOTIPICA DE LAS NUEVAS ESPECIES

4.1. S1LMS": Alkalibacillus almallahensis spp. nov.

S1LM8 es una bacteria haldfila procedente de sedimentos de la
atalasohalina de La Malah3, pertenece a la genero Alkalibacillus sp., y recibe este
nombre debido al término &arabe al-Mallaha, que significa "alqueria de la sal"
(al.ma.lla.hen’sis. N.L. masc. adj. almallahensis de al-mallaha nombre arabe que se le

dio al municipio granadino (Pérez-Davé, et al., 2014, In Press.).

i,

%

" o wn‘" ‘L’.
T .. 5
o

Fig. 59. Fotografias al microscopio 6ptico mostrando la endoespora terminal, tefida
mediante métodos tradicionales (Técnica de Shaeffer-Fulton). Bar 3 um.

Las células son bacilos Gram positivos, formadoras de esporas terminales y
no méviles, con una longitud de 8.0-10.0 um y un ancho de 0.5-0.7 um (Figura 59 y
60). Las colonias son lisas, con un diametro de 2-4 mm, y desarrollan un pigmento
blanco, el cual cambia a naranja suave en presencia de un porcentaje de sales del 20

al 30 % en el medio de crecimiento. Cuando se cultivan en medio HM al 15 % de
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S5um

Fig. 60. Fotografia del microscopio electrénico de la cepa S1LM8' con
espora terminal, crecida en el medio HM. Bar 5 um.

salinidad a pH de 8 y a una temperatura de 35 2C, tardan 5 dias en crecer. Catalasa
positiva y oxidasa positiva. Capaces de crecer en un amplio rango de temperaturas
de 15 a 50 2C y en ausencia de magnesio en su medio. El rango de pH en donde es
capaz de desarrollarse se extendiéndose desde 7 a 10, con su 6ptimo en 8. El
crecimiento se produce en medios que contengan del 7.5-30% de sales totales (p/v).
Incapaces de hidrolizar la gelatina, el tween 80, el almiddn, la caseina y el DNA. No
hay reduccién de nitratos, ni indol y no hay presencia de B-galactosidasa, lisina
descarboxilasa, ornitina descarboxilasa, arginina deshidrogenasa vy triptéfano
desaminasa. Negativos en la prueba de Voges-Proskauer y en la produccién de HaS.
Utiliza el Citrato como Unica fuente de energia y carbono y es capaz de producir

acido a partir del consumo del glicerol.

Sensible a la ampicilina, bacitracina, cloranfenicol, eritromicina, novobiocina
y a la penicilina G. Resistente a la neomicina, ciprofloxacina, rifampicina y

norfloxacina. Su valor de G+C es de 38.2 %mol.
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Para el andlisis de acidos grasos, quinonas isoprenoides y péptidoglicano
fueron cultivadas en medio HM suplementado con un 15% (p/v) de sales totales
durante dos dias a 35 2C bajo condiciones aerobias. Los acidos grasos celulares
presentes son: iso-Ci3:0 (0.10%), iso-Ciso (2.83%), Cia0 (0.37%), “unknown” 14.263
(0.24%), iso-Cis:0 (26.75%), anteiso-Cis.0 (34.75%), Cis.0 (0.48%), is0-Cis:0 (8.21%), Cis:0
(2.24%), is0-C17:0 (3.92%), anteiso-Ci7.0 (19.79%) y Cis.0 (0.33%) (Tabla 63). Este perfil
posee similitudes con los de especies relacionadas al Alkalibacillus almallahensis del
mismo género. SI1LM8'T posee el péptidoglicano tipo AlY con &cido meso-
diaminopimélico (m-DAP), componente comun a la mayoria de las especies de la
familia Bacillaceae, Gram positivas, formadoras de endosesporas. De igual manera,

comparten el mismo tipo de menaquinona, MK-7.

Tabla 63. Composicion de acidos grasos (%)de la cepa SILMS8T y lase species
cercanas pertenecientes al género Alkalibacillus

Acidos grasos 1 2 3 4

Cadena lineal saturada
Ciso 0.5 0.3 0.9 2.8

Ciso 2.2 1.5 1.8 0.7

Cadena ramificada y saturada

is0-C14:0 2.8 2.9 1.8 8.5
is0-Cis:0 26.7 27.4 11.9 25.9
anteiso-Cis 34.7 37.3 38.7 28.4
iso-Cag0 8.2 10.2 8.4 23.6
is0-Ci7:0 3.9 21 1.5 1.2
anteiso-C17.0 19.8 16.9 33.9 7.7

Cepa: 1, SILMS8T; 2, A. salilacus DSM 16460"; 3, A. halophilus KCTC 39907; 4,
A. flavidus KCTC 13258". Componentes mayoritarios (>10%) se encuentran
sefialados en negrita. Los acidos grasos presente en valores inferiores al 1 %
no son mostrados.
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Las hibridaciones con las cepas mds préximas filogenéticamente
Alkalibacillus salilacus, Alkalibacillus halophilus y Alkalibacillus flavidus no superaban
ninguna el umbral del 70 %. La secuencia completa del gen del RNA 16S se encuentra
depositada en las bases de datos del Genbank/EMLB con el nimero de acceso
KC968225. Actualmente la cepa se encuentra depositada en la coleccién espafiola de
cepas tipo CECT 8373" y en la coleccién de cultivo alemana DSM 27545, El 4rbol
filogenético que contiene la secuencia de Alkalibacillus almallahensis y de aquellas

especies de coleccidn préximas a esta nueva especie se muestra en la figura 61.
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Strain S1LM8T (KC968225)
100 |_L Alkalibacilius halophius KCTC 39907 (DQ359731)

% Alkalibaciiius salifacus DSM 164607 (AYE71978)

100 ———— Afkalibacilius flavidus KCTC 132587 (EUB874387)

—— Alkalibacilius silvisoli DSM 184957 (AB264528)

70 100 _|_— Afkalibacilius haloatkaliphilus DSM 52717 (AJ238041)
35 Alkalibaciiius filiformis DSM 154487 (AJ493661)

Halobaciilus yeomjeorni DSM 171107 (NRD423251)

100 Bacilius halophilus DEM 47717 (AJ243920)

ﬂococcu& aibus DSM 207487 (X90834)
Paraliobacilius quinghaiensis DSM 178577 (NR0O44411)
a5 Ii Virgibacifius marismortui DSM 123257 (AJOD9793)
98 Virgibaciilus salexigens DSM 114837 (Y 11603)
Brevibacillus brevis JCM 25037 (D7 8457

—
c.o1

Fig. 61. Arbol basado en el método “Neighbour-joining” que muestra la relacion filogenética basada en las secuencias del gen 16S rRNA

de la cepa siLms’ y otras cepas validadas relacionadas. Los valores de “Bootstrap” son expresados en porcentajes de 1000
replicaciones. Bar, 0.01 cambios por la posicién del nucleétido.
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4.2. S2FP14"y A1FP7: Halobellus ramosii spp. nov.

S2FP14T y A1FP7 son arqueas haldfila procedente de sedimento y agua de la
atalasohalina de Fuente de Piedra, pertenecientes al género Halobellus. Esta nueva
especie recibe el nombre de Halobellus ramosii (ramos.ii NL gen. Masc. N. Ramosii
de Ramos). Nombrado asi, en honor al Profesor Alberto Ramos-Cormenzana, por sus

contribuciones a la taxonomia y a la microbiologia.

Fig. 62. Imagen de S2FP14 crecida en medio HM de requerimientos
minimos por microscopio de transmision electrénica. Bar. 500 nm.

Las células son Gram negativas y moviles, con flagelo anfitrico (Figura 62).
Bacilo de 1.5 — 2.5 um de largo por 0.4 - 1.5 um de ancho. S2FP14T y A1FP7 crecen en
medio MH con un 20% de Subov (Rodriguez-Valera, et al., 1981), siendo éptimo su
desarrollo en atmésfera anaerdbica, ya que es un anaerobio facultativo. Las colonias

después de incubarlas durante 7 dias a 37 2C presentan una pigmentacion roja, de
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morfologia circular y pequena, alrededor de 1 mm de didmetro. Las células se lisan

en presencia de agua destilada.

La cepa tipo (S2FP14T) crece en un rango de salinidad de 12.5 a 30 % Subov
(localizando su 6ptimo 3.4 M). El rango de pH de crecimiento fue 7-8.5 (crecimiento
6ptimo en 7.3). La cepa crecid en un intervalo de temperatura de 22 - 50 2C, con un
o6ptimo a 37 2C. No es necesaria la presencia de magnesio para el crecimiento.
Catalasa y oxidasa positiva. Tipo de crecimiento homogéneo y positivo en
condiciones anaerdbicas con L- arginina. El nitrato y el nitrito se reducen. No
hidroliza la caseina, la gelatina, el almiddn, ni el tween 80. No presenta lisina
descarboxilasa, ornitina descarboxilasa, ni arginina deshidrogenasa. Pero si triptona
desaminasa. Respuesta negativa a la prueba de Voges-Proskauer y a la produccién
de H2.S No produce acido a partir de los siguientes hidratos de carbono y alcoholes
de azlcares: D(+) glucosa, lactosa, D(-) fructosa, D(+) galactosa, maltosa, L(+)
arabinosa, D(+) celobiose, almidén, D(+) manosa, D(+) rafinosa, L(+) rammnose, L
arabinosa, D melibiosa, D sacarosa, amigdalina, inositol, sorbitol, manitol y glicerol.
Mientras que si utiliza glicerol, piruvato y succinato como unica fuente de carbono,
de nitrégeno o de energia. La formacién de indol es negativa. El sulfuro de hidrégeno
no se produce a partir de tiosulfato de sodio o cisteina. No se produce B -
galactosidasa. Son susceptibles a la bacitracina (10 U) y novobiocina (30 ug); vy
resistentes a la penicilina G (10 U), cloranfenicol (30 ug), ampicilina (10 ug),
eritromicina (15 pg), neomicina (10 pg), ciprofloxacina (5 pg), rifampicina (30 pg) y

norfloxacina (10 pg).

Los principales lipidos polares presentes son el fosfatidilglicerol (PG) vy el
éster metilico de fosfato de fosfatidilglicerol (PGP-Me); destacando dos glicolipidos
(GL2 y GL3) es cantidades destacables. En pequefias cantidades presenta GL1
(Glicolipido). Los perfiles de lipidos polares de S2FP14T contenian L1 (Lipido), PL1,
PL2, PL3 y PL4 (Fosfolipido) en baja concentracion (Figura 63).
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PL1
PL2

L1

PG 4 PL3
GL1

Me-PGP i PL4

GL2

GL3

Fig. 63. Perfil lipidico de S2FP14 crecida en medio HM
al 20% (v/w) a 37 2C.

El contenido medio de G+ C del DNA de las cepas S2FP14T y A1FP7 era de
61,14 y 62.37 % en moles (método Tm), respectivamente. Las hibridaciones DNA-
DNA con la cepa mas préxima filogenéticamente Halobellus inordinatus, no
superaban ninguna el valor del 70 %. La cepa tipo es S2FP14" se ha depositado en la
Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo, Valencia, Espafia como CECT 81677 y en el
Instituto Leibniz Coleccion DSMZ- Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares
DSM 26177". El 4rbol filogenético que contiene la secuencia de Halobellus ramosii
(S2FP14" y A1FP7) y de aquellas especies de coleccién préximas a esta nueva especie

se muestra en la figura 64.
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Haloguadratum walsbyi JCM 127057 (ABE63398)

AMFP7 (JXB7T77TT)
100 {: S2FP147T (JQS10929)
Halobellus inordinatus YC20T (JQ237122)

Halobellus limi TBNS3T (GU208828)

Halobeilus rarus YC21T (JQ237123)

Halobelius clavatus TNN18T (GQ282620)
Halobellus salinus CSW?2.24.47 (HQ451075)
Halosarcina fimi RO1-6T (EUS31577)

78

99 Halogeametricum baringuense DSM 115517 (NR 102882)
7(?'_E Halogeometricum rufum RO1-4T (ELB87286)
Halosarcina palfida JCM 14848 T (AB477980)

Haloferax afexandrinus TMT (NRO28151)

100 I[Ha!oferax prahovense TLET (NRO28165)
Haloferax volcanii EST {(LUB8540)

Methanobacterium formicicum DMS 1535T (AY 196659)
0.02
Fig. 64. Arbol basado en el método “Neighbour-joining” que muestra la relacién filogenética basada en las secuencias del gen

16S rRNA de las cepas s2rP14" y A1FP7 y otras cepas validadas relacionadas. Los valores de “Bootstrap” son expresados en
porcentajes de 1000 replicaciones. Bar, 0.02 cambios por la posicion del nucleétido.
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4.3. A4BC2": Halorhabdus gadibusense spp. nov.

A4BC2" es una nueva especie de arquea aislada de muestras de agua de la
salina marina de Santa Maria de Jesus, en Chiclana, Bahia de Cadiz. Perteneciente al
género Halorhabdus sp., recibe este nombre debido a que procede de la provincia
gaditana, Gadibus en latin (ga.de.bu.sen.se. N.L. adj. Saladarense, procedente de

Gadibus).

g

Fig. 65. Imagen de A4BC2 crecida en medio HM de requerimientos

minimos por microscopio de transmision electrénica. Bar. 2 um.

Son bacilos pleomorficos, con flagelos monotricos (Figura 65) y Gram
negativos. Las colonias en agar HM son redondos, escasamente pigmentados de
color rojo. Haldfilas extremas, ya que el crecimiento se da entre 17.5 y 30 % (p/v)
Subov, con un crecimiento optimo localizado al 25 % (p/v) Subov. Catalasa positiva y
oxidasa negativa. El crecimiento tiene lugar en ausencia de magnesio. Su rango de
temperatura para el crecimiento es de entre 15 y 55 2C (temperatura dptima, 45 2C)
y el intervalo de pH esta entre 5.5 y 8.5 (pH dptimo, 6.5-7.0). Hidroliza el tween 80,

pero no la gelatina, ni el almidon, ni la caseina. Indol negativo. Carece de la B-
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galactosidasa. Capaz de producir acido a partir de glucosa y maltosa. La capacidad de
utilizacion de los sustratos testados como fuente Unica de carbono y energia o
carbono, nitrégeno y energia muestra resultados variables. Resistentes a la
bacitracina (10 U), novobiocina (30 pg), penicilina G (10 U), cloranfenicol (30 ug),
ampicilina (10 pg), eritromicina (15 pg) ciprofloxacina (5 ug), rifampicina (30 pg) y
norfloxacina (10 pg).

El principal lipido polar presente es el éster metilico de fosfato de
fosfatidilglicerol (PGP-Me). En pequefias cantidades presenta también dos
glicolipidos (GL1a y GL1b) y una pequefia cantidad de fosfatidilglicerol (PG) (Figura
66).

PG

_—Me-PGP

GLIa
GL1b

]

Fig. 66. Perfil lipidico de A4BC2 crecida en medio HM
al 25% (v/w) a 452C.

El contenido de G+ C del DNA tipo de la cepa A2BC4" es 58.35 mol %. La
secuencia completa del gen 16S del rRNA se encuentra depositada en las bases de

datos del Genbank/EMLB con el nimero de acceso JX134755.
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Esta cepa se encuentra actualmente en proceso de recuperacion, debido a
las complicadas condiciones de crecimiento y a la imposibilidad de haber creado un
medio de cultivo que favorezca su desarrollo, y obtencidonde suficiente biomasa para
cumplir los requisitos minimos de las colecciones de cultivos existentes y su
posterior inclusion como especie nueva en el IJSEM, revista de referencia de la
taxonomia microbiana. El arbol filogenético que contiene la secuencia de
Halorhabdus gadibusense (A4BC2") y de aquellas especies de coleccién préximas a

esta nueva especie se muestra en la figura 67.

339



80

99

Halogeometricum borinquense DSM 115517 (NR02817)
gil_E Halogeometricum rufum JCM 157707 (EU887286)
100

Halosarcina pallida JCM 148487 (AB477980)
Halosarcina limi JCM16054T (EU931577)
Halobellus clavatus JCM 164247
—— Haloferax mediterranei ATCC 335007 (D11107)

100 { Haloferax alexandrinus JCM 107177 (NR028151)
99 L Haloferax prahovense JCM 139247 (NR028165)
Halorubrum tebenquichense CECT 53177 (FR870448)

100 pajorubrum saccharovorum JCM 8865T (NR044765)
Halostagnicola alkaliphila CECT 76317 (AB53325)

85

100 Natronococcus occultus NCIMB21927(Z28378)

Halosimplex carisbadense JCM 112227 (AB663430)

96

Haloarcula vallismortis JCM 88777 (AB355982)
A4BC2T

100

Halorhabdus utahensis AX-2T(AF071880)
100 I: Halorhabdus tiamatea SARL4BT(ef127229)

T
0.02

Methanospirillum hungatei JF-1T (NRO74177)

Fig. 67. Arbol basado en el método “Neighbour-joining” que muestra la relacién filogenética basada en las secuencias del gen 16S rRNA

de la cepa A4BC2' y otras cepas validadas relacionadas. Los valores de “Bootstrap” son expresados en porcentajes de 1000
replicaciones. Bar, 0.02 cambios por la posicidn del nucleétido.
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CONCLUSIONES

1- Se han aislado y caracterizado un total de 426 cepas microbianas
representativas de la diversidad procariota de tres ambientes salinos
localizados en distintas provincias andaluzas: Laguna salada de Fuente de
Piedra (Malaga); salinas solares de Santa Maria de Jesus (Cadiz) y salinas de

interior de La Malaha (Granada)

2- En los estudios de taxonomia numérica se seleccionaron 91 cepas
procedentes de Fuente de Piedra, 76 de La Malaha y 99 de Bahia de Cadiz. Las
cepas de arqueas se agruparon en torno al 70% de semejanza, originando 6
fenones para las cepas procedentes de la laguna de Fuente de Piedra, 5
fenones para las aisladas de La Malaha y 7 fenones para las cepas de la Bahia
de Cddiz. La poblacién de bacterias, también agrupadas en torno al 70% de
semejanza, se distribuyeron en 2 fenones para las procedentes de Fuente de
Piedra, 5 fenones para las aisladas de La Malaha y 4 fenones para cepas de las

salinas de la Bahia de Cadiz.

3- A partir de los fenones obtenidos por taxonomia numérica, se
seleccionaron un total de 65 arqueas y 37 bacterias para realizar los estudios de
taxonomia molecular. Procedentes de la Laguna salada de Fuente de Piedra, 30
eran arqueas y 6 bacterias; de las salinas de interior de La Malahd, 16 eran
arqueas y 19 bacterias; y procedentes de las salinas solares de la Bahia de

Cadiz, 19 eran arqueas y 12 bacterias.

4- La diversidad de arqueas es similar en los tres ambientes salinos
estudiados y estd representada por los géneros Halorubrum, Haloterrigena,
Haloarcula y Natrinema. En relacién a las bacterias, los géneros que se
encuentran en los tres ambientes estudiados son: Halomonas, Salicola, y

Halobacillus.
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5- En cada ambiente salino estudiado se han encontrado genéros de
forma particular, resaltando la presencia de la arquea Halobellus en Fuente de
Piedra y Halorhabdus en Bahia de Cadiz. De igual forma, destaca la presencia de
las bacterias Paraliobacillus, Idiomarina y Virgibacillus en Fuente de Piedra;
Alkalibacillus, Halospina, Salinibacter y Salinococcus en La Malaha; vy

Thalassobacillus en Bahia de Cadiz.

6- La salina de Fuente de Piedra destaca como el ambiente con mayor
biodiversidad en el dominio de arqueas, formada por nueve géneros distintos
dentro de la familia Halobacteriaceae. Las salinas de interior de la Malahd
sobresalen por la mayor variabilidad en el dominio bacteriano, presentando
nueve géneros localizados en los filos: y-Proteobacteria, Bacteroidetes y

Firmicutes.

7- El perfil lipidico de dos cepas pertenecientes al género Halobellus,
obtenido mediante las técnicas HPTLC y MALDI-Tof, han definido una nueva
estructura lipidica no descrita previamente, el bis-sulfato-diglicosil-diether (Sz-

DGD).

8- El presente trabajo ha llevado, hasta el momento, a la descripcion

de dos nuevas especies:

Alkalibacillus almallahensis spp. nov., bacteria haléfila procedente del

sedimento de la salina de interior de La Malaha.

Y Halobellus ramosii spp. nov., arquea haldfila extrema aislada del

agua y sedimento de Fuente de Piedra.
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9¢ — AMFP7
82| L a1FP20
1911 soFpg
o9 S2FP14
Halobellus clavatus JCM 16424(GQ282620)
97 4‘88 Halobellus salinus JCM 16811 (AB771430)
1001 Halopellus limi JCM 16811 (AB771429)
Haloferax volcanii DSM 3757 (U68540)
4100‘{A2FP3
| Haloferax alexandrinus JCM 10717(NR028151)

96 — S1FP10

Halorubrum cibi DSM 19504 (EF077639)

Halorubrum saccharovorum JCM 8865 (NR044765)
Halorubrum tebenquichense CECT 5317T (FR870448)
A2FP11

S1FP2

A3FP2

$1FP8
99 - Halovivax ruber JCM 13892 (AB477228)
190) 1 Halovivax asiaticus JOM 14624 (AB477227)
A3FP22
79 — S2FP25

99 Haloterrigena limicola JCM 13563(AB477224)

73

Natrinema pellirubrum DSM 15624 (NR041943)
Natrinema pallidum DMS 15623 (NR041944)
S1FP4
Haloterrigena thermotolerans DSM 119527 (NR028173)
a2 | S2FP2
73 S2FP3
A2FP6
100 Haloarcula vallismortis JCM 8877 (AB355982)

94 L Haloarcula argentinensis DSM 12282 (AB355983)

Methanobacterium formicicum DMS 1535 (AY196659)

0.05

Fig. Anexo 1. Analisis filogenético de las arqueas de Fuente de Piedra (Malaga) por el
método de Maximum Likelihood.
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Halobellus salinus JCM 16811 (AB771430)
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Natrinema pellirubrum DSM 15624 (NR041943)
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S2FP2

97

A2FP6

99

Haloarcula vallismortis JCM 8877 (AB355982)
Haloarcula argentinensis DSM 12282 (AB355983)

{ S2FP3
Haloterrigena thermotolerans DSM 11552T (NR028173)

Methanobacterium formicicum DMS 1535 (AY196659)

Fig. Anexo 2. Anadlisis filogenético de las arqueas de Fuente de Piedra (Malaga) por el
método de Maximum Parsimony.
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Haloarcula vallismortis JCM 8877 (AB355982)

871 Haloarcula argentinensis DSM 12282 (AB355983)
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005

Methanobacterium formicicurn DMS1535 (AY 196659)

Fig. Anexo 3. Analisis filogenético de las arqueas de La Malaha (Granada) por el método

de Maximum Likelihood.
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Fig. Anexo 4. Analisis filogenético de las arqueas de La Malaha (Granada) por el método

de Maximum Parsimony.
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Halorhabdus tiamatea DSM18392 (AB576122)

1001 Haforhabdus utahensis DSM 12940 (NRO74206)
Methanobacterium formicicum DMS1535 (AY196659)

Fig. Anexo 5. Anadlisis filogenético de las arqueas Santa M2 de Jesus (Bahia de
Cadiz) por el método de Maximum Likelihood.

93 Natrinema pellirubrum DSM 15624 (NR041943)
100 Natrinema pallidum DMS15623 (NRO41944)
A3BC2
A4BC2
77 Halorhabdus tiamatea DSM18392 ( AB576122)
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82 Haloarcula vallismortis JCM 8877 (AB355982)
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Halorubrum tebenquichense CECT 5317T (FR870448)
A2BC5
A1BC2
8 S1BC11
Methanabacterium formicicum DMS1535 (AY 196659)

Fig. Anexo 6. Analisis filogenético de las arqueas de Santa M2 de Jesus
(Bahia de Cadiz) por el método de Maximum Parsimony.
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73) Virgibacillus salinus CECT 7439T (FM205010)

Virgibacillus subterraneus DSM 22441T (FJ746573)
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Virgibacillus byunsanensis KCTC 13259T (FJ357159)
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499[ A2FP15
Halomonas alkaliphila DSM16354 (AJ640133)
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g9 | r Halomonas elongata ATCC 33173(M93355)
88 L Halomonas eurihalina ATCC 49336T (NR026250)

Flavobacterium frigidimaris DSM 15937 (NR041057)

0.05

Fig. Anexo7. Analisis filogenético de las bacterias de Fuente de Piedra (Malaga) por el
método de Maximum Likelihood.

91 Halomonas elongata ATCC 33173(M93355)
100 Halomonas eurihalina ATCG 49336T (NR026250)
100 Halomonas sinaiensis DSM 18067T (AM238662)

99 Halomonas alkaliphila DSM16354 (AJ640133)
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i Virgibaciilus litoralis JSM 089168T (FJ425909)
S Virgibacillus salinus CECT 7439T (FM205010)

Virgibacillus subterraneus DSM 22441T (FJ746573)

Fig. Anexo 8. Anilisis filogenético de las bacterias de Fuente de Piedra (Malaga) por el
método de Maximum Parsimony.
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100 1 S1LM-8
100 Alkalibacillus salilacus DSM 16460 (NR043088)

Alkalibacillus filiformis DSM15448 (NR042148)

Halomonas alkaliphila DSM16354 (AJ640133)

100 S1LM-21
1001 Halomonas elongata ATCC 33173(M93355)

Flavobacterium frigidimaris DSM 15937 (NR041057)

—_
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Fig. Anexo 9. Analisis filogenético de las bacterias de La Malaha (Granada) por el
método de Maximum Likelihood.

100 S1LM-8
100 Alkalibacillus salilacus DSM 16460 (NR043088)
Alkalibacillus filiformis DSM15448 (NR042148)

Halomonas alkaliphila DSM16354 (AJ640133)
100 S1LM-21

100 Halomonas elongata ATCC 33173(M93355)
Flavobacterium frigidimaris DSM 15937 (NR041057)

Fig. Anexo 10. Andlisis filogenético de las bacterias de La Malaha (Granada) por el
método de Maximum Parsimony.

90 1 Salicola salis CECT7106 (NR043570)
A3BC6

Salicola marasensis CECT 7107 (NR043480)
Flavobacterium frigidimaris DSM 15937 (NR041057)

—
0.02

Fig. Anexo 11. Analisis filogenético de las bacterias de Santa M2 de Jesus (Bahia de
Cadiz) por el método de Maximum Likelihood.

Flavobacterium frigidimaris DSM 15937 (NR041057)
Salicola marasensis CECT 7107 (NR043480)

{ Salicola salis CECT7106 (NR043570)
84 A3BC6

Fig. Anexo 12. Analisis filogenético de las bacterias de Santa M2 de Jesus (Bahia de
Cadiz) por el método de Maximum Parsimony.
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SECUENCIAS PARCIALES Y TOTALES DEL GEN 16S DEL rRNA

SECUENCIAS PARCIALES DE ARQUEAS DEL GEN 165 DEL rRNA DE FUENTE DE PIEDRA
(MALAGA)

>A1FP1
AATGGGGACGAATTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACG
TGGCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCAC
CACTGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAG
ACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGAC
GGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGAC
AGTGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAAGGCGGTA
CCAGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGG
CCGATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCA
ACAGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGG
GTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGAT
CCGACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGAT

>A1FP5
GTATGAGATCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACG
TGGCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCACATCAC
CACTGGAATGAGTGATGTGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAG
ACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTACGGGTCATGAGAGTGAGAACCCGGAGAC
GGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGAC
AGTGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGCACCCTAAGGCGGTG
CCAGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGG
CCGATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCA
ACAGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGG
GTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGAT
CCGACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGA

>A1FP7

TACAGAGACGCATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATTCGTCATACCCCTCTCACGCTGGAATGCCAAG
AGGCACAAACGCTCCCGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGG
CCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGAATCTGAGACAAG
ATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCACGTGCGATAAGGGGA
CTCCGAGTGCGAGGGCATATCGTCCTCGCTTTTGTGTACCGTAGGGCGGTACACGAACAAGAGCTG
GGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCAAGTGATGGCCGATCTTATTGGGCC
TAAAGCGTCCGTAGCTGGCCTCGAAAGTCCGTCGGGAAATCCACACGCCCAACGTGTGGGCGTCCG
GCGGAAACTCCGAGGCTTGGGACCGGAAGGCTCGAGGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCC
GTAATCCCGGACGGACCACCGATGGCGAAAGCACCTCGAGAAAACGGATCCGACAGTGAGGGACG
AAAGCTAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGTTCGCTAGGT
GTGACACAGGCTACGCGCCTGTGTTGTGCCGTAGGGAAGCCGA

>A1FP17

AATGAGGACGATTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTG
GCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACCA
CTGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGAC
GGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACGG
AATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAG
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TGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAAGGCGGTACC

AGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGCC
GATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAAC
AGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGT

AGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCC

GACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATA

>A1FP19

GGATGAGATCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGT
GGCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACC
ACTGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGA
CGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACG
GAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACA
GTGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAAGGCGGTAC
CAGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGC
CGATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAA
CAGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGT
AGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCC
GACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGA

>A2FP11

TCATGGGACGATTCAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTG
GCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATATCGTACCACCA
CTGGAATGAGTGGTACGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGAC
GGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACGG
AATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAG
TGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGCACCCTAAGGCGGTGCC
AGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGCC
GATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAAC
AGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGT
AGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCC
GACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGAT

>A2FP21

TATGGGATCGATTTAGCCATGCTAGTTGTGCGGGTTTAGACCCGCAGCGGAAAGCTCAGTAACACGTG
GCCAAGCTACCCTGTGGACGGGAATACTCTCGGGAAACTGAGGCTAATCCCCGATAACGCTTTGCTC
CTGGAAGGGGCAAAGCCGGAAACGCTCCGGCGCCACAGGATGCGGCTGCGGTCGATTAGGTAGAC
GGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGG
AATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGTACGAAAG
TGCGATAAGGGGACTCCGAGTGTGAAGGCATAGAGCCTTCACTTTTGTACACCGTAAGGTGGTGCA
CGAATAAGGACTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGTCCGAGTGATGGCC
GATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCTGAACAAGTCCGTTGGGAAATCTGTCCGCTTAAC
GGGCAGGCGTCCAGCGGAAACTGTTCAGCTTGGGACCGGAAGACCTGAGGGGTACGTCTGGGGTA
GGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCGCCGGTGGCGAAAGCGCCTCAGGAGAACGGATCCG
ACAGTGAGGGACGAAAGCTAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACC

> S1FP2
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ANEXOS

AAATGCGACGAATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGT
GGCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACC
ACTGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGA
CGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACG
GAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACA
GTGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAAGGCGGTAC
CAGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGC
CGATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAA
CAGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGT
AGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCC
GACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGA

>S2FP6

AAATGGGATCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGT
GGCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACC
ACTGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGA
CGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTACGGGTCATGAGAGTGAGAACCCGGAGACG
GAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACA
GTGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGCACCCTAAGGCGGTGC
CAGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGC
CGATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAA
CAGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGT
AGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCC
GACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGAT

>S2FP16

AGTGGGAACGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTG
GCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACCA
CTGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGAC
GGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTACGGGTCATGAGAGTGAGAACCCGGAGACGG
AATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAG
TGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGCACCCTAAGGCGGTGCC
AGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGCC
GATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAAC
AGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGT
AGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCC
GACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGAT

>A3FP1

AATGGGATCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTG
GCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACCA
CTGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGAC
GGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACGG
AATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAG
TGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAAGGCGGTACC
AGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGCC
GATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAAC
AGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGT
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AGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCC
GACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGAT

>A3FP21

TGACCGAATTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTGGCCA
AACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACCACTGG
AATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTG
GGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACGGAATCT
GAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAGTGCG
ATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAAGGCGGTACCAGAA
TAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGCCGATC
TTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAACAGGT
GGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGTAGGA
GTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCCGACA
GTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGG

>S2FP14

CATGGCTAGTCGTGCGAGTTCACACTCGCGGCAAATAGCTCATTAACACGTGGCCTACTACCCTACAGA
GACGCATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATTCGTCATACCCCTCTCACGCTGGAATGCCAAGAGGCA
CAAACGCTCCCGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCACC
GTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGAATCTGAGACAAGATTCCG
GGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCACGTGCGATAAGGGGACTCCG
AGTGCGAGGGCATATCGTCCTCGCTTTTGTGTACCGTAGGGCGGTACACGAACAAGAGCTGGGCAA
GACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCAAGTGATGGCCGATCTTATTGGGCCTAAAG
CGTCCGTAGCTGGCCTCGAAAGTCCGTCGGGAAATCCACGCGCCCAACGTGTGGGCGTCCGGCGGA
AACTCCGAGGCTTGGGACCGGAAGGCTCGAGGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAAT
CCCGGACGGACCACCGATGGCGAAAGCACCTCGAGAAAACGGATCCGACAGTGAGGGACGAAAGC
TAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTAGC

>A3FP5

AGAATGGGACGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGT
GGCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACC
ACTGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGA
CGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACG
GAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACA
GTGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAAGGCGGTAC
CAGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGC
CGATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAA
CAGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGT
AGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCC
GACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGA

>S2FP2

TTGCACGGAAGTTCAGACTCGTAGCAGATAGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTATGGATCCGA
ATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATTCGGAATACGATTCACCGCCTGGAGTGGTGTGAATCCGAAA
CGCTCCGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTG
CCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGTATCTGAGACAAGATACCGGGC
CCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGAAAGTGCGATAAGGGGACTCCAAGT
GCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTTGCGACCGTAAGGTGGTCGCGGAATAAGTGCTGGGCAAGAC
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ANEXOS

CGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGACCGCTATTATTGGGCCTAAAGCGT
CCGTAGCTGGCCGTGCAAGTCCATCGGGAAATCCGCGCGCTTAACGCGCGGGCGTCCGGTGGAAAC
TGCATGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCT
GGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCCTCTGGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTC
GGGTCACGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAA

>A3FP2

TTTGGGGAATGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGT
GGCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACC
ACTGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGA
CGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACG
GAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACA
GTGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAAGGCGGTAC
CAGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGC
CGATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCTATCGGGAAATCCACCTGCTCAA
CGGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGG
TAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATC
CGACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGA

>A2FP6

TTGGCACGAAGTTTAGACCCGTAGCATATAGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTACAGACCGCG
ATAACCTCGGGAAACTGAGGCCAATAGCGGATATAACTCTCAGGCTGGAGTGCCGAGAGTTAGAAA
CGTTCCGGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGATGGTGGGGTAACGGCCCACCATGC
CGATAATCGGTACAGGTTGTGAGAGCAAGAACCTGGAGACGGTATCTGAGACAAGATACCGGGCC
CTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAGTGCGATAGGGGGACTCCGAGTG
TGAGGGCATATAGCCCTCGCTTTTCTGTACCGTAAGGTGGTACAGGAACAAGGACTGGGCAAGACC
GGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGTCCAAGTGATGGCCGATATTATTGGGCCTAAAGCGTC
CGTAGCTTGCTGTATAAGTCCATTGGGAAATCGACCAGCTCAACTGGTCGGCGTCCGGTGGAAACTG
TACAGCTTGGGGCCGAGAGACTCGACGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGA
CGGACCACCAATGGGGAAACCACGTTGAGAGACCGGACCCGACAGTGAGGGACGAAAGCTAGGGT
CTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCTGTAAACA

>A3FP10

CCTGGGACCGGATTTAGCCATGCTAGTTGCGCGAGTTCAGACTCGCAGCAGATAGCTCAGTAACACGT
GGTCAAGCTACCCTGCAGACACGGACAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATCCGCGATACCGATCCCA
CGCTGGAATGCCGGGATCTACAAACGCTCCGGCGCTGCAGGATGCGGCTGCGGCCGATTAGGTAGA
CGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCGATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACG
GAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCAA
GTGCGATAAGGGGACTCCGAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTGAGAACCGTAAGGTGGTTC
TCGAATAAGAGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCAAGTGATGGC
CAATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGTGAAAGTTCGTCGGGAAATCCATCCGCTCAA
CGGATGGGCGTCCGGCGAAAACTTCACGGCTTGGGACCGGAAGGCTCGAGGGGTACGTCCGGGGT
AGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACCTCGAGAAGACGGATCC
GACAGTGAGGGACGAAAGCTAGGGTCTCGAACCGGATTAGA

>A3FP22

GTATTGGGGTCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCAGATAGCTCAGTAACACG
TGGCCAAACTACCCTGTCGATCGGGACACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATCCCGGATACGGCTCGCT
GCCTGGAGTTGGCGCGAGCTCGAAACGTTCAGGCGCGACAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTA
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GACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCGATAATCGGTACGGGTTGTGAAAGCAAGAGCCCGGAGA
CGGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGC
GAGTGCGATAGGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATACAGTCCTCGCTTTTCACCACCGTAAGGAGGT
GGTAGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATG
ACCGCTATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCCGGCCAGGCAAGTCCATCGGGAAATCCGCACGCT
AACGTGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCTTGGCTTGGGACCGGAAGATCCAGAGGGTACGTCTGGG
GTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGGAAAGACGGAT
CCGACGGTGAGGGACGAAAGCTTGGGTCACGAACCGGATTAG

>S1FP4

GGATGGGTCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCAGATAGCTCAGTAACACGTG
GCCAAACTACCCTATGGATCCGAATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATGCGGAATAGCGTTCATCGC
CTGGAGTGGCACGAACGCGAAACGTTACGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGAC
GGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGG
TATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCGAG
TGCGATAAGGGGACTCCGAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTCACGACCGTAAGGTGGTCGT
AGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGACC
GCTATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCACGCAAGTCTATCGGGAAATCCGCGCGCTTAAC
GCGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGGTACGTCCGGGGT
AGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCCTCTGGAAGACGGATCC
GACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAACCGGATTAGAT

>S1FP8

GGGGGACCGATTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTGG
CCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACCAC
TGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACG
GTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACGGA
ATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAGT
GCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAAGGCGGTACCA
GAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGCCG
ATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAACA
GGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGTA
GGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCCG
ACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATAC

>S2FP22

GCGCGGGATCGATTAGCCATGCTAGTTGCGCGAGTTCAGACTCGCAGCAGATAGCTCAGTAACACGTG
GTCAAGCTACCCTGCAGACACGGACAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATCCGCGATACCGATCCCAC
GCTGGAATGCCGGGATCTACAAACGCTCCGGCGCTGCAGGATGCGGCTGCGGCCGATTAGGTAGAC
GGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCGATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGG
AATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCAAG
TGCGATAAGGGGACTCCGAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTGAGAACCGTAAGGTGGTTCT
CGAATAAGAGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCAAGTGATGGCC
AATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGTGAAAGTTCGTCGGGAAATCCATCCGCTCAAC
GGATGGGCGTCCGGCGAAAACTTCACGGCTTGGGACCGGAAGGCTCGAGGGGTACGTCCGGGGTA
GGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACCTCGAGAAGACGGATCCG
ACAGTGAGGGACGAAAGCTAGGGTCTCGAACCGGATTAGAT

>S2FP20
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ANEXOS

GATGGGGTCGATTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCATACTCGTGGCGAAAAGCTCAGTAACACGTGG
CCAAACTACCCTACAGAGAACGATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTTCATACGGGAGTCATG
CTGGAATGCCGACTCCCCGAAACGCTCAGGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACG
GTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCGATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGA
ATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCAAGT
GCGATAAGGGGACCCCAAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTCTCGACTGTAAGGCGGTCGAG
GAATAAGAGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCAAGTGATGACCG
ATATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCCGGCCACGAAGGTTCATCGGGAAATCCGCCAGCTCAACT
GGCGGGCGTCCGGTGAAAACCACGTGGCTTGGGACCGGAAGGCTCGAGGGGTACGTCCGGGGTA
GGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGATGGCGAAAGCACCTCGAGAAGACGGATCCG
ACGGTGAGGGACGAAAGCTAGGGTCTCGAACCGGATTAGATA

>S2FP25

CATGGCATCGATTTAGCCATGCTAGTTGTACGAGTTTAGACTCGTAGCAGATAGCTCAGTAACACGTG
GCCAAACTACCCTATGGATCCGGACAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATCCGGAATACGGCTCTCAG
CCTGGAAGTGGCGAGAGTCAGAAACGCCCCGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAG
ACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGAC
GGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGAC
AGTGCGATAAGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTCACCACCGTAAGGAGGTG
GTAGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGA
CCGCTCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCACGCAAGTCTATCGGGAAATCCGCGCGCTCA
ACGCGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGACCAAAAGGGTACGTCTGGGG
TAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCTTCTGGAAGACGGATCC
GACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAACCGGATTAGA

>S1FP10

TTAGTTTCTGGACGACTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCGAATAGCTCAGTAACAC
GTGGCCCAATTACCCTTCGGAGCACCATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGCATACCACAGTC
CACCTGGAATGAGGACTGTGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAAGATGTGGCTGCGGACGATTAGGTA
GACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTACGGGTGGTGAGAGCCAGAACCCGGAGA
CGGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGA
CAGTGCGATAAGGGGATCCCAAGTGCGTAGGCTTAGAGCCTACGCTTTTGTCCACCGTAGGGAGGT
GGACGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATG
GCCGATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCCGCCC
AACGGGTGGCCGTCCGGTGGAAACTGCGTGGCTTGTGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGG
GTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGAT
CCGACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATA

>A1FP20

CATGGCTAGTCGTGCGAGTTCATAGTCGCAGCTGaTAGGTCCTGGACACCTGGCTAACTACCCTACAG
AGACGCATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATTCGTCATACCCCTCTCACGCTGGAATGCCAAGAGGC
ACAAACGCTCCCGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCAC
CGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGAATCTGAGACAAGATTCC
GGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCACGTGCGATAAGGGGACTCC
GAGTGCGAGGGCATATCGTCCTCGCTTTTGTGTACCGTAGGGCGGTACACGAACAAGAGCTGGGCA
AGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCAAGTGATGGCCGATCTTATTGGGCCTAAA
GCGTCCGTAGCTGGCCTCGAAAGTCCGTCGGGAAATCCACACGCCCAACGTGTGGGCGTCCGGCGG
AAACTCCGAGGCTTGGGACCGGAAGGCTCGAGGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAA
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TCCCGGACGGACCACCGATGGCGAAAGCACCTCGAGAAAACGGATCCGACAGTGAGGGACGAAAG
CTAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTAGC

>S2FP27

AAAGGGATCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCAGATAGCTCAGTAACACGTG
GCCAAACTACCCTATGGATCCGAATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATGCGGAATAGCGTTCATCGC
CTGGAGTGGCACGAACGCGAAACGTTACGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGAC
GGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGG
TATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCGAG
TGCGATAAGGGGACTCCGAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTCACGACCGTAAGGTGGTCGT
AGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGACC
GCTATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCACGCAAGTCTATCGGGAAATCCGCGCGCTTAAC
GCGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGGTACGTCCGGGGT
AGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCCTCTGGAAGACGGATCC
GACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAACCGGATTAGAT

>S2FP8

AGTAGATTTAGCATGCTAGTCGTGCGAGTTCACACTCGCGGCTGTAGCTCATGGACACGTGGCCTACT
ACCCTACAGAGACGCATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATTCGTCATACCCCTCTCACGCTGGAATG
CCAAGAGGCACAAACGCTCCCGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGT
AACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGAATCTGAG
ACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCACGTGCGATAA
GGGGACTCCGAGTGCGAGGGCATATCGTCCTCGCTTTTGTGTACCGTAGGGCGGTACACGAACAAG
AGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCAAGTGATGGCCGATCTTATT
GGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCTCGAAAGTCCGTCGGGAAATCCACACGCCCAACGTGTGGGC
GTCCGGCGGAAACTCCGAGGCTTGGGACCGGAAGGCTCGAGGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGA
AATCCCGTAATCCCGGACGGACCACCGATGGCGAAAGCACCTCGAGAAAACGGATCCGACAGTGAG
GGACGAAAGCTAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGT

>A2FP3

TGAGTTCATACTCGTGGCGAAAAGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTACAGAGAACGATAACCT
CGGGAAACTGAGGCTAATAGTTCATACGGGAGTCATGCTGGAATGCCGACTCCCCGAAACGCTCAG
GCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCGATAA
TCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGG
GGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCAAGTGCGATAAGGGGACCCCAAGTGCGAGGG
CATATAGTCCTCGCTTTTCTCGACTGTAAGGCGGTCGAGGAATAAGAGCTGGGCAAGACCGGTGCC
AGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCAAGTGATGACCGATATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGC
CGGCCACGAAGGTTCATCGGGAAATCCGCCAGCTCAACTGGCGGGCGTCCGGTGAAAACCACGTGG
CTTGGGACCGGAAGGCTCGAGGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGA
CCACCGATGGCGAAAGCACCTCGAGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTAGGGTCTCG
AACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTAGCT

>S2FP3

AGGGGTCTGGGTCCGATTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTGGCAGATAGCTCAGTAACA
CGTGGCCCAACTACCCTATGGATCCGAATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATTCGGAATACGGTTCA
CTGCCTGGAGTGGAGTGAATCCGAAACGCTCCGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTA
GACGGGGGGGTAACGGCCCACCGTGCCCTTAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGA
CGGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGA
AAGTGCGATAAGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTTGCTACCGTAAGGTGGT
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ANEXOS

CGCGGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATG

ACCGCTATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGTGCAAGTCCATCGGGAAATCCGCGCGCTT
AACGCGCGGGCGTCCGGAGCAAACTGCATGGCTTGGTGACCGGAAGACCAGAGGGGTACGTCCGG
GGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACTGCTGTGGCGATAGCCTCCTCTGGAAGACGGAT
CCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGATCACGAACCGGA

SECUENCIAS PARCIALES DE ARQUEAS DEL GEN 16S DEL rRNA DE LA MALAHA (GRANADA)

>A1LM2

GGACGATTTAGCCATGCTAGTCGTACGAGTTCATACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTGGCCAA
ACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGCATACCATACTCCCCCTGGA
ATGAGGGTTGTGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGG
GGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCGGAGACGGAATCT
GAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCCAGTGCGA
TAGGGGAATCCCAAGTGCGCAGGCATAGAGCCTGTGCTTTTGTTCACCGTAGGGAGGTGAACGAAT
AAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCGAGTGATGGCCGATTT
TATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCTGCGCAAGTCCATCGGAAAATCCACCTGCTCAACGGGTG
GGCGTCCGGTGGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGTAGGAG
TGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGGACGGATCCGACAGT
GAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCG

>S52LM2

AATGGGACGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTGG
CCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACCAC
TGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACG
GTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACGGA
ATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAGT
GCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCGTAAGGTGGTACCA
GAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGCCG
ATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAACA
GGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGTA
GGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGGACGGATCCG
ACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATA

>S3LM2

AAATGAATTAGCCATGCTAGTTGTGCGGGTTTAGACCCGCAGCGGAAAGCTCAGTAACACGTGGCCAA
GCTACCCTGTGGACGGGAATACTCTCGGGAAACTGAGGCTAATCCCCGATAACGCTTTGCTCCTGGA
AGGGGCAAAGCCGGAAACGCTCCGGCGCCACAGGATGCGGCTGCGGTCGATTAGGTAGACGGTGG
GGTAACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGAATCT
GAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGTACGAAAGTGCG
ATAAGGGGACTCCGAGTGTGAAGGCATAGAGCCTTCACTTTTGTACACCGTAAGGTGGTGCACGAA
TAAGGACTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGTCCGAGTGATGGCCGATCT
TATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCTGAACAAGTCCGTTGGGAAATCTGTCCGCTTAACGGGCA
GGCGTCCAGCGGAAACTGTTCAGCTTGGGACCGGAAGACCTGAGGGGTACGTCTGGGGTAGGAGT
GAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCGCCGGTGGCGAAAGCGCCTCAGGAGAACGGATCCGACAGT
GAGGGACGAAAGCTAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCG

>S52LM9
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GCATGGGATCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGGGTTCATGACTCGTGGCATATAGCTCAGTAACACG
TGGCCAAACTACCCTACAGACCGCAATAACCTCGGGAAACTGAGGCCAATAGCGGATATAACTCTCA
GGCTGGAGTGCCGAGAGTTAGAAACGTTCCGGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAG
ATGGTGGGGTAACGGCCCACCATGCCGATAATCGGTACAGGTTGTGAGAGCAAGAGCCTGGAGAC
GGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGAC
AGTGCGATAGGGGGACTCCGAGTGTGAGGGCATATAGCCCTCGCTTTTCTGTACCGTAAGGTGGTA
CAGGAACAAGGACTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGTCCAAGTGATGG
CCGATATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTTGCTGTGTAAGTCCATTGGGAAATCGACCAGCTCA
ACTGGTCGGCGTCCGGTGGAAACTACACAGCTTGGGGCCGAAAGACTCGACGGGTACGTCCGGGG
TAGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCACCAATGGGGAAACCACGTTGAGAGACCGGACCC
GACAGTGAGGGACGAAAGCTAGGGTCTCGAACCGGATTAG

>S1LM20

GCTTATGGGATCGATTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCAGATAGCTCAGTAACACG
TTAGCCAAACTACCCTATGGATCCGAATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATTCGGAATACGATTCAC
CACCTGGAGTGGTGTGAGCCCGAAACGCTCCGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAG
ACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGAC
GGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGAA
AGTGCGATAAGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTTGCGACCGTAAGGTGGTC
GCGGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGA
CCGCTATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGTGCAAGTCCATCGGGAAATCCGCGCGCTTA
ACGCGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCATGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGGTACGTCCGGG
GTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCCTCTGGAAGACGGAT
CCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAACCGGATTA

>S3LM7

GAAGGGAGTCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCAGATAGCTCAGTAACACGT
GGCCAAACTACCCTATGGATCCGAATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATTCGGAATACGAATCCCAG
GCTGGAACTGCCGGGATTCCGAAACGTTACGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGA
CGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCGATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACG
GTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCGA
GTGCGATAAGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATATCGTCCTCGCTTTTCGCGACCGTAAGGTGGTCG
CAGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACAAGTGATGAC
CGCTATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCAGCCAAGTCCATCGGGAAATCCGCGTGCTTAA
CGCGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGGATGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGGTACGTCCGGGG
TAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCCTCTGGAAGACGGATCC
GACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAACCGGATTAG

>A2LM5

ATCTTGTGGGATTGGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAAC
ACGTGGCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATAC
CACCACTGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGT
AGACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAG
ACGGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACG
ACAGTGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAAGGCGG
TACCAGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGAT
GGCCGATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCT
CAACAGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGG
GGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGA
TCCGACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGAT
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>A1LM12

GTCACTGGAATCGATTTAGCCATGCTAGTTGTGCGGGTTTAGACCCGCAGCGGAAAGCTCAGTAACAC
GTGGCCAAGCTACCCTGTGGACGGGAATACTCTCGGGAAACTGAGGCTAATCCCCGATAACGCTTT
GCTCCTGGAAGGGGCAAAGCCGGAAACGCTCCGGCGCCACAGGATGCGGCTGCGGTCGATTAGGT
AGACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAG
ACGGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGTACG
AAAGTGCGATAAGGGGACTCCGAGTGTGAAGGCATAGAGCCTTCACTTTTGTACACCGTAAGGTGG
TGCACGAATAAGGACTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGTCCGAGTGAT
GGCCGATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCTGAACAAGTCCGTTGGGAAATCTGTCCGCT
TAACGGGCAGGCGTCCAGCGGAAACTGTTCAGCTTGGGACCGGAAGACCTGAGGGGTACGTCTGG
GGTAGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCGCCGGTGGCGAAAGCGCCTCAGGAGAACGGA
TCCGACAGTGAGGGACGAAAGCTAGGGTCTCGAACCGGATTA

>A1LM21

CCCATGCCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCATATAGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTAC
AGACCGCAATAACCTCGGGAAACTGAGGCCAATAGCGGATATAACTCTCATGCTGGAGTGCCGAGA
GTTAGAAACGTTCCGGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGATGGTGGGGTAACGGC
CCACCATGCCGATAATCGGTACAGGTTGTGAGAGCAAGAGCCTGGAGACGGTATCTGAGACAAGAT
ACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAGTGCGATAGGGGGAC
TCCGAGTGTGAGGGCATATAGCCCTCGCTTTTCTGAACCGTAAGGTGGTTCAGGAACAAGGACTGG
GCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGTCCAAGTGATGGCCGATATTATTGGGCCT
AAAGCGTCCGTAGCTTGCTGTGTAAGTCCATTGGGAAATCGACCAGCTCAACTGGTCGGCGTCCGGT
GGAAACTACACAGCTTGGGGCCGAGAGACTCGACGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCTGT
AATCCTGGACGGACCACCAATGGGGAAACCACGTTGAGAGACCGGACCCGACAGTGAGGGACGAA
AGCTAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCT

>S3LM6

GTATCGAATTTAAGCCATGCTAGTCGTACGAGTTCACACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTGGC
CAAACTACCCTTCGGAGTTCAATACCCTCGGGAAACTGAGGTTAATAGAGCATACCATACCACCACT
GGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGG
TGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACGGAA
TCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAGTG
CGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGACACCCTAAGGCGGTGTCAG
AATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGCCGA
TCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCACGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCCCAACAG
GTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGTAG
GAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCCGA
CAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATAC

>A1LM9

TATGGGGATCGAATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTTAGACTCGTAGCATATAGCTCAGTAACACGT
GGCCAAACTACCCTACAGACCGCAATAACCTCGGGAAACTGAGGCCAATAGCGGATATAACTCTCAT
GCTGGAGTGCAGAGAGTTAGAAACGTTCCGGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGA
TGGTGGGGTAACGGCCCACCATGCCGATAATCGGTACAGGTTGTGAGAGCAAGAACCTGGAGACG
GTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACA
GTGCGATAGGGGGACTCCGAGTGTGAGGGCATATAGCCCTCGCTTTTCTGTACCGTAAGGTGGTAC
AGGAACAAGGACTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGTCCGAGTGATGGC
CGATATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTTGCTGTGTAAGTCCATTGGGAAATCGACCAGCTCAA
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CTGGTCGGCGTCCGGTGGAAACTACACAGCTTGGGGCCGAAAGACTCGACGGGTACGTCCGGGGT
AGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCACCAATGGGGAAACCACGTTGAGAGACCGGACCC
GACAGTGAGGGACGAAAGCTAGGGTCTCGAACCGGATTAG

>S1LM11

AATGGAGTCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCAGATAGCTCAGTAACACGTG
GCCAAACTACCCTATGGATCCGAATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATTCGGAATACGATTCACCAC
CTGGAGTGGTGTGAATCCGAAACGCTCCGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACG
GTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGT
ATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGAAAGT
GCGATAAGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTTGCGACCGTAAGGTGGTCGCG
GAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGACCG
CTATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCATGCAAGTCCATCGGGAAATCCGCGCGCTTAACG
CGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCATGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGGTACGTCCGGGGTAG
GAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCCTCTGGAAGACGGATCCGAC
GGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAACCGGATTAGAT

>S1LM13

GATGGGATCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCATATAGCTCAGTAACACGTG
GCCAAACTACCCTACAGACCGCGATAACCTCGGGAAACTGAGGCCAATAGCGGATATAACTCCCAG
GCTGGAGTGCCGAGAGTTAGAAACGTTCCGGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGAT
GGTGGGGTAACGGCCCACCATGCCGATAATCGGTACAGGTTGTGAGAGCAAGAGCCTGGAGACGG
TATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAG
TGCGATAGGGGGACTCCGAGTGTGAGGGCATATAGCCCTCGCTTTTCTGAACCGTAAGGTGGTTCA
GGAACAAGGACTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGTCCAAGTGATGGCC
GATATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTTGCTGTGTAAGTCCATTGGGAAATCGACCAGCTCAAC
TGGTCGGCGTCCGGTGGAAACTGCACAGCTTGGGGCCGAAAGACTCAACGGGTACGTCCGGGGTA
GGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCACCAATGGGGAAACCACGTCGAGAGACCGGACCCG
ACAGTGAGGGACGAAAGCTAGGGTCTCGAACCGGATTAGAT

>S1LM16

GAATGGGGATCGATTTAGCCATGCTAGTTGTACGAGTTTAGACTCGTAGCAGATAGCTCAGTAACACG
TGGCCAAACTACCCTATGGATCCGGACAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATCCGGAATACGGCTCTCA
GCCTGGAAGTGGCGAGAGTCAGAAACGCTCCGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTA
GACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGA
CGGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGA
CAGTGCGATAAGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTCACCACCGTAAGGAGGT
GGTAGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATG
ACCGCTCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCACGCAAGTCTATCGGGAAATCCGCGCGCTC
AACGCGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGATCAAAAGGGTACGTCTGGG
GTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCTCTCTGAAAGACGGAT
CCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAACCGGATT

>S1LM19

GAAAGGGGGATCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCAGATAGCTCAGTAACAC
GTTAGCCAAACTACCCTATGGATCCGAATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATTCGGAATACGATTCA
CCACCTGGAGTGGTGTGAGCCCGAAACGCTCCGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTA
GACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGA
CGGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGA
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AAGTGCGATAAGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTTGCGACCGTAAGGTGGT
CGCGGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATG
ACCGCTATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCATGCAAGTCCATCGGGAAATCCGCGCGCTT
AACGCGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCATGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGGTACGTCCGGG
GTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCCTCTGGAAGACGGAT
CCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAACCGGATT

>52LM21

CATGCACGGCGACGATATAGCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACAC
GTGGCCAAACTACCCTTCGGAGCACGATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGCATACCACAGTC
CAGCTGGAATGAGGACTGTGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTA
GACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTACGGGTCATGAGAGTGAGAACCCGGAGA
CGGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGC
CAGTGCGATAAGGGGATCCCAAGTGCGCAGGCATAGAGCCTGCGCTTTTGTACACCGTAGGGAGGT
GTACGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCGAGTGATG
GTCGATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGTCGCACAAGTCCATCGGAAAATCCACCCGCTC
AACGGGTGGGCGTCCGGTGGAAACTGTGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGG
GGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGGACGGA
TCCGACAGTGAGGGACGAAAGCCAGAGTCTCGAACCGGATT

SECUENCIAS PARCIALES DE ARQUEAS DEL GEN 165 DEL rRNA DE SANTA M2 DE JESUS (BAHIA
DE CADIZ)

>A1BC2

ATGGGGATCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTG
GCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACCA
CTGGAATGAGTGATGTGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGAC
GGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACGG
AATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAG
TGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCGTAAGGTGGTACC
AGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGCC
GATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAAC
AGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGT
AGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGGACGGATCC
GACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGAT

>A2BC9

TATGGGAATCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCATATAGCTCAGTAACACGT
GGCCAAACTACCCTACAGACCGCGATAACCTCGGGAAACTGAGGCCAATAGCGGATATAACTCTCA
GACTGGAGTGTCGAGAGTTAGAAACGTTCCGGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAG
ATGGTGGGGTAACGGCCCACCATGCCGATAATCGGTACAGGTTGTGAGAGCAAGAGCCTGGAGAC
GGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGAC
AGTGCGATAGGGGGACTCCGAGTGTGAGGGCATATAGCCCTCGCTTTTCTGAACCGTAAGGTGGTT
CAGGAACAAGGACTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGTCCAAGTGATGG
CCGATATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTTGCTGTGTAAGTCCATTGGGAAATCGACCAGCTCA
ACTGGTCGGCGTCCGGTGGAAACTACACAGCTTGGGGCCGGAAGACTCAACGGGTACGTCCGGGG
TAGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCACCAATGGGGAAACCACGTTGAGAGACCGGACCC
GACAGTGAGGGACGAAAGCTAGGGTCTCGAACCGGATTAGA
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>A2BC5

TATTGGACGATTTAGCCATGCTAGTCGTACGAGTTCATACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTGG
CCAAACTACCCTTCGGAGCTCCATACCCTCGGGAAACTGAGGTTAATAGAGCATACCACACCACCAC
TGGAATGAGTAGTGTGTCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACG
GTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACGGA
ATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAGT
GCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAAGGCGGTACCA
GAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGCCG
ATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAACA
GGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGTA
GGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCCG
ACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATA

>A2BC10

GTATGCGATCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCAGATAGCTCAGTAACACGT
GGCCAAACTACCCTATGGATCCGAATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATGCGGAATAGCGTTCATC
GCCTGGAGTGGCACGAACGCGAAACGTTACGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAG
ACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGAC
GGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCG
AGTGCGATAAGGGGACTCCGAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTCACGACCGTAAGGTGGTC
GTAGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGA
CCGCTATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCACGCAAGTCTATCGGGAAATCCGCGCGCTTA
ACGCGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGGTACGTCCGGG
GTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCCTCTGGAAGACGGAT
CCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAACCGGATTAGA

>A3BC2

TTGGCACGAAGTTCAGACTCGTAGCAGATAGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTATGGATCCGA
ATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATGCGGAATAGCGTTCATCGCCTGGAGTGGCACGAACGCGAAA
CGTTACGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTG
CCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGTATCTGAGACAAGATACCGGGC
CCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCGAGTGCGATAAGGGGACTCCGAGT
GCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTCACGACCGTAAGGTGGTCGTAGAATAAGTGCTGGGCAAGAC
CGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGACCGCTATTATTGGGCCTAAAGCGT
CCGTAGCTGGCCACGCAAGTCTATCGGGAAATCCGCGCGCTTAACGCGCGGGCGTCCGGTGGAAAC
TGCGTGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCT
GGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCCTCTGGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTC
GGGTCACGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAA

>A3BC7

GACGGGGATCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGGGTTCAGACTCGTGGCATATAGCTCAGTAACACGT
GGCCAAACTACCCTACAGACCGCAATAACCTCGGGAAACTGAGGCCAATAGCGGATATAACTCTCA
GGCTGGAGTGCCGAGAGTTAGAAACGTTCCGGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAG
ATGGTGGGGTAACGGCCCACCATGCCGATAATCGGTACAGGTTGTGAGAGCAAGAGCCTGGAGAC
GGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGAC
AGTGCGATAGGGGGACTCCGAGTGTGAGGGCATATAGCCCTCGCTTTTCTGAACCGTAAGGTGGTA
CAGGAACAAGGACTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGTCCAAGTGATGG
CCGATATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTTGCTGTGTAAGTCCATTGGGAAATCGACCAGCTCA
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ACTGGTCGGCGTCCGGTGGAAACTACACAGCTTGGGGCCGAAAGACTCGACGGGTACGTCCGGGG
TAGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCACCAATGGGGAAACCACGTTGAGAGAACGGACCC
GACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGA

>A3BC11

CTAGTCGCACGGGCTTAGACCCGTGGCGTATAGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTATGGACCA
TGATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATCGTGGATATCGCTTTCACACTGGAACTGCCGAATGCGAAA
AACGTTCCGGCGCTTTAGGAGGTGGTTGCGGCCAATTAGGTAAACGGGGGGGTAACGGCCCACCG
GGCCAGTAATCGGTACGGGTGGTGACAGCCAAAACCCGGAAACGGTATCTGAAACAAAATACCGG
GCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACAACAGGGCGATAGGGGGACTCCAA
GGGCAAGGGCATATAGCCTTCGTTTTTCTCGACCGTAAGGTGGTCGACAAATAATGACTGGGCAAA
AC

CGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGTCCAAGTGATGGCCGCTGTTATTGGGCCTAAAGCGTC
GGTAGCTGGCGGTGAAATCCGATCGGGAAATCAACGCGTTCACCGCGTCGCCTTCCGCTGAAACTG
CTCGGCTTGGGGCCGGAAACTCAGGGGTACTCCGGGTAGAATGAAATCCTGAATCCTGACGACACC
GATGCGAGCCCGCTGAAGCCGAACCACAGTGAGAACGAAGTCAGGCTCGAACGGATTAATCCCGG
GTAGTCCTGTCGTAAACATGCTCGTAGGTTGCGAGC

>A4BC2

AGTCGCACGGGTTTAGACCCGTGGCGGATAGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTGTGGACGGG
AATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATACCCGATACGACTCGCACGCTGGAGTGCGGCGAGTCGGAA
ACGTCCTGGCGCCACAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCACCGT
GCCAATAATCGGTACGGGTCATGAGAGTGAGAGCCCGGAGACGGTATCTGAGACAAGATACCGGG
CCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAGTGCGATAGGGGGACTCCGAGT
GCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTCTGTACCCTAAGGTGGTACAAGAATAAGGGCTGGGCAAGAC

CGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCGAGTGATGGCCGCTGTTATTGGGCCTAAAGCGTC
CGTAGCCGGCCAGACAAGTCTGTTGGGAAATCGACGCGCTCAACGCGTCGGCGTCCGGCGGAAACT
GTTTGGCTTGGGGCCAGAAGACTCGAGGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTG
GACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCCTCGAGAAGATGGACCCGACGGTCAGGGACGAAAGCTAG
GGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTAGCT

>A4BC7

TATGGGATCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTG
GCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATATCGTACCACCA
CTGGAATGAGTGGTACGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGAC
GGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACGG
AATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAG
TGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGCACCCTAAGGCGGTGCC
AGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGCC
GATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAAC
AGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGT
AGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCC
GACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGAT

>A4BC16

AGAGCAAGAGCCCGGAGACGGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGA
AACCTTTACACTGCACGAAAGTGCGATAAGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTT
TGCGACCGTAAGGTGGTCGCGGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATAC
CGGCAGCACGAGTGATGACCGCTATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCATGCAAGTCCATC
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GGGAAATCCGCGCGCTTAACGCGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCATGGCTTGGGACCGGAAGACC
AGAGGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGC
GCCTCTGGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAACCGGATTAGATACCC

GGGTAGTCCGAGCTGTAAACGATGTCTGCTAGGTGTGGCACAGGCTACGAGCCTGTGCTGTGCCGC
AGGGAAAGCCGTGAAGCAGACCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGG
CGGGGGGAG

>51BC10

TCCGCGTTGGGTATGATTAGGATGGTCACCTCCTTCTTCATACTCGTAGCAGATAGCTCAGTAACACGT
GGCCAAACTACCCTATGGATCCGAATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATTCGGAATACGGCTGTCCA
CCTGGAGTGGTGTCTGTCCGAAACGCTCCGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGAC
GGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGTCCGGAGACGG
AATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGAAAG
TGCGATAAGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTTGCGACCGTAAGGTGGTCGA
GGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCGAGTGATGACC
GCTATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCATGCAAGTCCATCGGGAAATCCGCGCGCTTAAC
GCGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCTTGGCCTTGGGACCCGGAAGGACCCGAGGGGGTACGTCCGG
GGGTAGGGAGTGAAATCCCCGTAATCCCGGGACGGACCACCGATGGGGAAAAGCCGCCTCTGGAA
AAACGGGATCCCAACGGTGAGGGGACGAAAGCCTCGGGT

>51BC11

GAAAGGGGACGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACG
TGGCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCAC
CACTGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAG
ACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGAC
GGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGAC
AGTGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAAGGCGGTA
CCAGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGG
CCGATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCA
ACAGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGG
GTAGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGAT
CCGACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGA

>52BC20

AAAGGGGGATCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCAGATAGCTCAGTAACATG
TGGCCAAACTACCCTATGGATCCGAATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATGCGGAATAGCGTTCATC
GCCTGGAGTGGCACGAACGCGAAACGTTACGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAG
ACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGAC
GGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCG
AGTGCGATAAGGGGACTCCGAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTCACGACCGTAAGGTGGTC
GTAGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGA
CCGCTATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCACGCAAGTCTATCGGGAAATCCGCGCGCTTA
ACGCGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGGTACGTCCGGG
GTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCCTCTGGAAGACGGAT
CCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAACCGGATTAG

>S52BC27
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TCTTTACAGGGGATCGATTAGCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACA
CGTGGCCAAACTACCCTTCGGAGCACGATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGCATACCACAGT
CCAGCTGGAATGAGGACTGTGTCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTA
GACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTACGGGTCATGAGAGTGAGAACCCGGAGA
CGGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGC
CAGTGCGATAAGGGGATCCCAAGTGCGCAGGCATAGAGCCTGCGCTTTTGTACACCGTAGGGAGGT
GTACGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCGAGTGATG
GCCGATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCACAAGTCCATCGGAAAATCCACCCGCTC
AACGGGTGGGCGTCCGGTGGAAACTGTGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGG
GGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGGACGGA
TCCGACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATT

>S3BC10

GTAATGGGGGTCGATTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCAGATAGCTCAGTAACATG
TGGCCAAACTACCCTATGGATCCGAATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATGCGGAATAGCGTTCATC
GCCTGGAGTGGCACGAACGCGAAACGTTACGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAG
ACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGAC
GGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCG
AGTGCGATAAGGGGACTCCGAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTCACGACCGTAAGGTGGTC
GTAGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGA
CCGCTATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCACGCAAGTCTATCGGGAAATCCGCGCGCTTA
ACGCGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGGTACGTCCGGG
GTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCCTCTGGAAGACGGAT
CCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAACCGGATTAG

>S3BC11

ATGGGGTCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCACACTCGTGGCGAAAAGCTCAGTAACACGTGG
CCAAACTACCCTACAGAGAACGATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTTCATACGGGAGTCATG
CTTGAATGCCGACTCCCCGAAACGCTCCGGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACG
GTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAACCCGGAGACGGA
ATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCAAGT
GCGATAAGGGGACCCCAAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTCTCGACTGTAAGGCGGTCGAG
GAATAAGAGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCAAGTGATGACCG
ATATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCCGGCCATGAAGGTTCATCGGGAAATCCGCCAGCTCAACT
GGCGGGCGTCCGGTGAAAACCACATGGCTTGGGACCGGAAGGCTCGAGGGGTACGTCTGGGGTAG
GAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCACCGATGGCGAAAGCACCTCGAGAAGACGGATCCGAC
GGTGAGGGACGAAAGCTAGGGTCTCGAACCGGATTAGATA

>S4BC3

AATGGGGATCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGT
GGCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACC
ACTGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGA
CGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACG
GAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACA
GTGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCGTAAGGTGGTAC
CAGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGC
CGATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAA
CAGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGT
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AGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGGACGGATCC
GACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGA

>S4BC8

GGATGGGACGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCGAATAGCTCAGTAACACGTG
GCCAAACTACCCTTCGGAGCACCATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGCATACCACAGTCCAC
CTGGAATGAGGACTGTGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGAC
GGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTACGGGTGGTGAGAGCCAGAACCCGGAGACGG
AATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAG
TGCGATAAGGGGATCCCAAGTGCGTAGGCATAGAGCCTACGCTTTTGTCCACCGTAGGGAGGTGAA
CGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCGAGTGATGGCC
GATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCCGCCCAAC
GGGTGGCCGTCCGGTGGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGTA
GGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCCG
ACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGAT

>54BC12

GGAAGGGATCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCAGATAGCTCAGTAACACGT
GGCCAAACTACCCTATGGATCCGAATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATTCGGAATACGGCTCACCA
CCTGGAGTGGTGTGAGCCCGAAACGCTCCGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGAC
GGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGG
TATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGAAAG
TGCGATAAGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTTGCGACCGTAAGGTGGTCGC
GGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGACC
GCTATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGTGCAAGTCCATCGGGAAATCCGCGCGCTTAAC
GCGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCATGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGGTACGTCCGGGGTA
GGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCCTCTGGAAGACGGATCCG
ACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAACCGGATTAGA

SECUENCIAS COMPLETAS DE ARQUEAS DEL GEN 165 DEL rRNA DE FUENTE DE PIEDRA
(MALAGA)

>A1FP7

TTTGGAGATAGATTTAGCATGCTAGTCGTGCGAGTTCACAGACGCGGCTGTAGGTGCTGGATCACCGG
CTAAACTACCCTACAGAGACGCATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATTCGTCATACCCCTCTCACGCT
GGAATGCCAAGAGGCACAAACGCTCCCGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGG
TGGGGTAACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGAA
TCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCACGTG
CGATAAGGGGACTCCGAGTGCGAGGGCATATCGTCCTCGCTTTTGTGTACCGTAGGGCGGTACACG
AACAAGAGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCAAGTGATGGCCGA
TCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCTCGAAAGTCCGTCGGGAAATCCACACGCCCAACGT
GTGGGCGTCCGGCGGAAACTCCGAGGCTTGGGACCGGAAGGCTCGAGGGGTACGTCCGGGGTAG
GAGTGAAATCCCGTAATCCCGGACGGACCACCGATGGCGAAAGCACCTCGAGAAAACGGATCCGAC
AGTGAGGGACGAAAGCTAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTAGCCGTAAACGAT
GTTCGCTAGGTGTGACACAGGCTACGCGCCTGTGTTGTGCCGTAGGGAAGCCGAGAAGCGAACCGC
CTGGGAAGTACGTCTGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACCGGAGGA
GCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCTCCGACTACAGTGATGACGGTCAGG
TTGATGACCTCGCCACGACGCTGTAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGC
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GTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACTCCTAATTGCCAGCAGCAGTTCCGACTGGCTG
GGTACATTAGGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGTATGC
CCCGAATGAGCTGGGCTACACGCGGGCTACAATGGCCAAGACAATGGGTTGCAACCTCGAAAGAG
GGCGCTAATCTCCGAAACCTGGTCGTAGTTCGGACTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCACGAAGCTGG
ATTCGGTAGTAGTCGCCTTTCACAAGAGGGCGGCGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGCCCG
TCAAAGCACCCGAGTGAGATCCGGATGAGGCCTGTCTCACCACAGTCGAATCGTGGCGTCAGCAAG
AGCATCGTACTCGAGTAATAAACTG

>A1FP20

TATCGGATTTAGCATGCTAGTCGTGCGAGTTCATAGTCGCAGCTGTAGGTCCTGGACACCTGGCTAACT
ACCCTACAGAGACGCATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATTCGTCATACCCCTCTCACGCTGGAATG
CCAAGAGGCACAAACGCTCCCGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGT
AACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGAATCTGAG
ACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCACGTGCGATAA
GGGGACTCCGAGTGCGAGGGCATATCGTCCTCGCTTTTGTGTACCGTAGGGCGGTACACGAACAAG
AGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCAAGTGATGGCCGATCTTATT
GGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCTCGAAAGTCCGTCGGGAAATCCACACGCCCAACGTGTGGGC
GTCCGGCGGAAACTCCGAGGCTTGGGACCGGAAGGCTCGAGGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGA
AATCCCGTAATCCCGGACGGACCACCGATGGCGAAAGCACCTCGAGAAAACGGATCCGACAGTGAG
GGACGAAAGCTAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGTTCGC
TAGGTGTGACACAGGCTACGCGCCTGTGTTGTGCCGTAGGGAAGCCGAGAAGCGAACCGCCTGGG
AAGTACGTCTGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACCGGAGGAGCCTG
CGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCTCCGACTACAGTGATGACGGTCAGGTTGAT
GACCTCGCCACGACGCTGTAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCT
GTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACTCCTAATTGCCAGCAGCAGTTCCGACTGGCTGGGTA
CATTAGGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGTATGCCCCG
AATGAGCTGGGCTACACGCGGGCTACAATGGCCAAGACAATGGGTTGCAACCTCGAAAGAGGGCG
CTAATCTCCGAAACTTGGTCGTAGTTCGGACTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCACGAAGCTGGATTCG
GTAGTAGTCGCCTTTCACAAGAGGGCGGCGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGCCCGTCAAA
GCACCCGAGTGAGATCCGGATGAGTCCTGTGTCACCACAGTCGAATCGTGGCCTCCGCAAGAGCGT
CGTACTCGAGTGACCGGAA

>A2FP3

CCATATCCGTTGATTCAGCCTGCTCGCCTGCATGAGTTCATACTCGTGGCGAAAAGCTCAGTAACACGT
GGCCAAACTACCCTACAGAGAACGATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTTCATACGGGAGTCA
TGCTGGAATGCCGACTCCCCGAAACGCTCAGGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGA
CGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCGATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACG
GAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCAA
GTGCGATAAGGGGACCCCAAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTCTCGACTGTAAGGCGGTCG
AGGAATAAGAGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCAAGTGATGAC
CGATATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCCGGCCACGAAGGTTCATCGGGAAATCCGCCAGCTCA
ACTGGCGGGCGTCCGGTGAAAAACCACGTGGCTTGGGACCGGAAGGCTCGAGGGGTACGTCCGGG
GTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGATGGCGAAAGCACCTCGAGAAGACGGAT
CCGACGGTGAGGGACGAAAGCTAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTAGCTGTAA
ACGATGCTCGCTAGGTGTGACACAGGCTACGAGCCTGTGTTGTGCCGTAGGGAAGCCGAGAAGCG
AGCCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACC
GGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCTCCGACTACAGTGATGAC
GATCAGGTTGATGACCTTATCACGACGCTGTAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACC
GTGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACTTCTAATTGCCAGCAGCAGTTTCG
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ACTGGCTGGGTACATTAGAAGGACTGCCGCTGCTAAAGCGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGT
CAGTATGCCCCGAATGAGCTGGGCTACACGCGGGCTACAATGGTCGAGACAATGGGTTGCTATCTC
GAAAGAGAACGCTAATCTCCTAAACTCGATCGTAGTTCGGATTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCATGA
AGCTGGATTCGGTAGTAATCGCATTTCAATAGAGTGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACAC
CGCCCGTCAAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCCACCACACGGTGTCGATCTGTCGG

>A2FP6

TTGGCACGAAGTTTAGACCCGTAGCATATAGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTACAGACCGCG
ATAACCTCGGGAAACTGAGGCCAATAGCGGATATAACTCTCAGGCTGGAGTGCCGAGAGTTAGAAA
CGTTCCGGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGATGGTGGGGTAACGGCCCACCATGC
CGATAATCGGTACAGGTTGTGAGAGCAAGAACCTGGAGACGGTATCTGAGACAAGATACCGGGCC
CTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAGTGCGATAGGGGGACTCCGAGTG
TGAGGGCATATAGCCCTCGCTTTTCTGTACCGTAAGGTGGTACAGGAACAAGGACTGGGCAAGACC
GGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGTCCAAGTGATGGCCGATATTATTGGGCCTAAAGCGTC
CGTAGCTTGCTGTATAAGTCCATTGGGAAATCGACCAGCTCAACTGGTCGGCGTCCGGTGGAAACTG
TACAGCTTGGGGCCGAGAGACTCGACGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGA
CGGACCACCAATGGGGAAACCACGTTGAGAGACCGGACCCGACAGTGAGGGACGAAAGCTAGGGT
CTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCTGTAAACAATGCTCGCTAGGTATGTCGCGGGCT
ACGAGCACGCGATGTGCCGTAGTGAAGACGAGAAGCGAGCCGCCTGGGAAGTACGTCTGCAAGGA
TGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACCACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAA
CGCCGGAAATCTCACCGGTCCCGACAGTAGTAATGACAGTCAGGTTGACGACTTTACTCGACGCTAC
TGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGC
GAGACCCGCACTTCTAGTTGCCAGCAATACCCTTGAGGTAGTTGGGTACACTAGGAGGACTGCCGCT
GCTAAAGCGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGGACCGGGCAACACGC
GGGCTACAATGGCTATGACAGTGGGATGCGACGCCGAGAGGCGAAGCTAATCTCCAAACGTAGTC
GTAGTTCGGATTGCGGGCTGAAACCCGCCCGCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGCGTGTCAGA
AGCGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGCCCGTCAAAGCACCCGAGTGGGGTCCG
GATGAGGCCGTCATGCGACGGTCGAATCTGGGCTCCGCAAGGGGGCTTAAGTCGAAGCACGTGGC
T

>A2FP11

TCATGGGACGATTCAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTG
GCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATATCGTACCACCA
CTGGAATGAGTGGTACGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGAC
GGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACGG
AATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAG
TGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGCACCCTAAGGCGGTGCC
AGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGCC
GATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAAC
AGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGT
AGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCC
GACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCCGTAAA
CAATGTCTGCTAGGTGTGGCTCCCACTACGAGTGGGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGCTAAGCAGA
CCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACCGG
AGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACTGTAATAATGACGAT
CAGGTTGATGACCTTATCCGAGTTTCAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAG
GCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACCCTTACTTGCCAGCAGTACCGCGAGGTAG
CTGGGGACAGTAGGGGGACCGCCGTGGCTAACACGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGT
ATGCCCCGAATGTGCTGGGCAACACGCGGGCTACAATGGTCGAGACAAAGGGTTCCTACTCCGAAA
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ANEXOS

GGAGACGGTAATCTCAGAAACTCGATCGTAGTTCGGATTGTGGGCTGCAACTCGCCCACATGAAGC
TGGATTCGGTAGTAATCGCGTGTCACAAGCGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGC
CCGTCAAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCGTTCCACGAACGTCGAATCTGGGCTTCGCAAG
GGGGCTAAGTCGAACAACAGCA

>A3FP2

TTTGGGGAATGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGT
GGCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACC
ACTGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGA
CGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACG
GAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACA
GTGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAAGGCGGTAC
CAGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGC
CGATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCTATCGGGAAATCCACCTGCTCAA
CGGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGG
TAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATC
CGACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCCGTAA
ACAATGTCTGTTAGGTGTGGCTCCCACTACGAGTGGGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGCTAAGCAG
ACCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACCG
GAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACTGTAGTAATGACG
ATCAGGTTGATGACCTTATCCGAGTTTCAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTG
AGGCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCATCCTTACTTGCCAGCAGCACCGCGAAGT
GGCTGGGGACAGTAGGGGGACCGCCGTGGCCAACACGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCA
GTATGCCCCGAATGTGCTGGGCAACACGCGGGCTACAATGGTCGAGACAAAGGGTTCCAACTCCGA
AAGGAGACGGTAATCTCAGAAACTCGATCGTAGTTCGGATTGTGGGCTGCAACTCGCCCACATGAA
GCTGGATTCGGTAGTAATCGCGTGTCATAAGCGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACC
GCCCGTCAAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCGTACCTCGTACGTCGAATCTGGGCTTCGCA
AGGGGGCTAAGTCGAACAAGTGCA

>A3FP22

GTATTGGGGTCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCAGATAGCTCAGTAACACG
TGGCCAAACTACCCTGTCGATCGGGACACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATCCCGGATACGGCTCGCT
GCCTGGAGTTGGCGCGAGCTCGAAACGTTCAGGCGCGACAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTA
GACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCGATAATCGGTACGGGTTGTGAAAGCAAGAGCCCGGAGA
CGGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGC
GAGTGCGATAGGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATACAGTCCTCGCTTTTCACCACCGTAAGGAGGT
GGTAGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATG
ACCGCTATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCCGGCCAGGCAAGTCCATCGGGAAATCCGCACGCCT
AACGTGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCTTGGCTTGGGACCGGAAGATCCAGAGGGTACGTCTGGG
GTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGGAAAGACGGAT
CCGACGGTGAGGGACGAAAGCTTGGGTCACGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCAAGCTGTA
AACGATGTCTGCTAGGTGTGGCACAGGCTACGAGCCTGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCA
GACCGCCTGGGAAGTACGTCTGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACC
GGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACAGTAGCTGTGAC
GGTCAGTGTGATGAGCTTACTAGAGCTACTGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGT
GAGGCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACGCCTAATTGCCAGCAACACCCACGAG
GTGGTTGGGTACATTAGGCGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTC
AGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAATGGTCGAGACAGTGGGATGCCACCCCG
AGAGGGGGCGCTAATCTCCGAAACTCGATCGTAGTTCGGATTGCGGACTGAAACTCGTCCGCATGA
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AGCTGGATTCGGTAGTAATCGCGCCTCAGAAGGGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACAC
CGCCCGTCAAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCTGCCGGTATGGCAGTCGAATCTGGGCTTC
GCAAGGGGGCTAAGTCGAACAACTGCG

>S1FP2

AAATGCGACGAATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGT
GGCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACC
ACTGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGA
CGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACG
GAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACA
GTGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAAGGCGGTAC
CAGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGC
CGATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAA
CAGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGT
AGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCC
GACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCCGTAAA
CAATGTCTGCTAGGTGTGGCTCCCACTACGAGTGGGTGCTGTGCCGCAGGGAAGCCGCTAAGCAGA
CCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACCGG
AGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACTGTAGTAATGACGAT
CAGGTTGATGACCTTATCCGAGCTTCAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAG
GCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACCCTTACTTGCCAGCAGTACCGCGAGGTAG
CTGGGGACAGTAGGGGGACCGCCGTGGCTAACACGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGT
ATGCCCCGAATGTGCTGGGCAACACGCGGGCTACAATGGTCGAGACAAAGGGTTCCAACTCCGAAA
GGAGACGGTAATCTCAGAAACTCGATCGTAGTTCGGATTGTGGGCTGCAACTCGCCCACATGAAGC
TGGATTCGGTAGTAATCGCGTGTCACAAGCGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGC
CCGTCAAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCGTACCTCGTACGTCGAATCTGGGCTTCGCAAG
GGGGCTAAGTCGAACAACGAGCA

>S1FP4

GGATGGGTCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCAGATAGCTCAGTAACACGTG
GCCAAACTACCCTATGGATCCGAATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATGCGGAATAGCGTTCATCGC
CTGGAGTGGCACGAACGCGAAACGTTACGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGAC
GGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGG
TATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCGAG
TGCGATAAGGGGACTCCGAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTCACGACCGTAAGGTGGTCGT
AGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGACC
GCTATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCACGCAAGTCTATCGGGAAATCCGCGCGCTTAAC
GCGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGGTACGTCCGGGGT
AGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCCTCTGGAAGACGGATCC
GACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAA
CGATGTCTGCTAGGTGTGGCACAGGCTACGAGCCTGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCAGA
CCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACCGG
AGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACAATGTGCAGTGAAC
GTCAGGTTGATGACCTTACTGGAGCCATTGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTG
AGGCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACTCCTAATTGCCAGCAACACCCTCGTGGT
GGTTGGGTACATTAGGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAG
TATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAATGGCCGAGACAGTGGGATGCAACCCCGA
AAGGGGACGCTAATCTCCGAAACTCGGTCGTAGTTCGGATTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCATGAA
GCTGGATTCGGTAGTAATCGCGCCTCAGAAGGGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACC
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ANEXOS

GCCCGTCAAAGCACCCGAGTGGGGTCCGGATGAGGCCGACGCAACGTCGGTCGAATCTGGGCTCC
GCAAGGGGGCTTAAGTCGAACAATGTGGCT

>S1FP8

GGGGGACCGATTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTGG
CCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACCAC
TGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACG
GTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACGGA
ATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAGT
GCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAAGGCGGTACCA
GAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGCCG
ATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAACA
GGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGTA
GGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCCG
ACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCCGTAAAC
AATGTCTGCTAGGTGTGGCTCCCACTACGAGTGGGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGCTAAGCAGAC
CGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACCGGA
GGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACTGTAGTAATGACGATC
AGGTTGATGACCTTATCCGAGCTTCAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGG
CGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACCCTTACTTGCCAGCAGTACCGCGAGGTAGCT
GGGGACAGTAGGGGGACCGCCGTGGCTAACACGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGTAT
GCCCCGAATGTGCTGGGCAACACGCGGGCTACAATGGTCGAGACAAAGGGTTCCAACTCCGAAAG
GAGACGGTAATCTCAGAAACTCGATCGTAGTTCGGATTGTGGGCTGCAACTCGCCCACATGAAGCT
GGATTCGGTAGTAATCGCGTGTCACAAGCGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGCC
CGTCAAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCGTTACCACGAACGTCGAATCTGGGCTTCGCAAG
GGGGCTAAGTCGAACAAGAGGC

>S1FP10

TTAGTTTCTGGACGACTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCGAATAGCTCAGTAACAC
GTGGCCCAATTACCCTTCGGAGCACCATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGCATACCACAGTC
CACCTGGAATGAGGACTGTGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAAGATGTGGCTGCGGACGATTAGGTA
GACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTACGGGTGGTGAGAGCCAGAACCCGGAGA
CGGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGA
CAGTGCGATAAGGGGATCCCAAGTGCGTAGGCTTAGAGCCTACGCTTTTGTCCACCGTAGGGAGGT
GGACGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATG
GCCGATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCCGCCC
AACGGGTGGCCGTCCGGTGGAAACTGCGTGGCTTGTGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGG
GTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGAT
CCGACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCCGTA
AACAATGCCTGCTAGGTGTGGCTCCCACTACGAGTGGGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGCTAAGCA
GGCCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACC
GGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACTGTGGTAATGAC
GGTCAGGTTGATGACCTCGCCACGAGCCACAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCG
TGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCATTCCTACTTGCCAGCAACGCTGCGAA
GCGGTTGGGGACAGTAGGAAGACTGCCGTGGCCAACACGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGT
CAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCAACACGCGGGCTACAATGGTCGAGACAAAGGGTTCCAACTCC
GAAAGGAGACGGTAATCTCAGAAACTCGATCGTAGTTCGGATTGTGGGCTGAAACTCGCCCACATG
AAGCTGGATTCGGTAGTAATCGCGTGTCACAAGCGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACA
CCGCcCC
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GTCAAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCTCGTCACACGAGTCGAATCTGGGCTTCGCAAGGGG
CTAAGTCGAACAAGAGGCG

>S2FP2

TTGCACGGAAGTTCAGACTCGTAGCAGATAGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTATGGATCCGA
ATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATTCGGAATACGATTCACCGCCTGGAGTGGTGTGAATCCGAAA
CGCTCCGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTG
CCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGTATCTGAGACAAGATACCGGGC
CCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGAAAGTGCGATAAGGGGACTCCAAGT
GCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTTGCGACCGTAAGGTGGTCGCGGAATAAGTGCTGGGCAAGAC
CGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGACCGCTATTATTGGGCCTAAAGCGT
CCGTAGCTGGCCGTGCAAGTCCATCGGGAAATCCGCGCGCTTAACGCGCGGGCGTCCGGTGGAAAC
TGCATGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCT
GGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCCTCTGGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTC
GGGTCACGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAACGATGTCTGCTAGGTGTGGCAC
AGGCTACGAGCCTGTGCTGTGCCGCAGGGAAGCCGTGAAGCAGACCGCCTGGGAAGTACGTCCGC
AAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGG
ACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACAATGTGCAGTGAAAGTCAGGTTGATGACCTTACTGG
AGCCATTGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGGCA
ACGAGCGAGACCCGCACTCCTAATTGCCAGCAACACCTAGCGGTGGTTGGGTACATTAGGAGGACT
GCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCG
ACACGCGGGCTACAATGGCCGAGACAGTGGGATGCAACCCCGAAAGGGGGCGCTAATCTCCGAAA
CTCGGTCGTAGTTCGGATTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGCGC
CTCAGAAGGGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGCCCGTCAAAGCACCCGAGTGG
GGTCCGGATGAGGCCGGCGCAACGCCGGTCGAATCTGGGCTCCGCAAGGGGGCTTAAGTCGAACA
ATTTGGT

>S2FP3

AAAAAACCAAGTATTTGGAACCGATTTAGCCATGCTAGTTGTACGAGTTTAGACTCGTAGCAGATAGC
TCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTATGGATCCGGACAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATCCGGA
ATACGGCTCTCAGCCTGGAAGTGGCGAGAGTCAGAAACGCCCCGGCGCCATAGGATGTGGCTGCG
GCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCA
AGAGCCCGGAGACGGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCT
TTACACTGCACGACAGTGCGATAAGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTCACCA
CCGTAAGGAGGTGGTAGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCA
GCACGAGTGATGACCGCTCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCACGCAAGTCTATCGGGA
AATCCGCGCGCTCAACGCGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAA
GGGTACGTCTGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCTTC
TGGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAACCGGATTAGATACCCGGGTA
GTCCGAGCTGTAAACGATGTCTGCTAGGTGTGCCACAGGCTACGAGCCTGTGGTGTGCCGTAGGGA
AGCCGTGAAGCAGACCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGG
AGCACTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGAC
AATGTGCAGTGAAGGTCAGGTTGATGACCTTACTGGAGCCATTGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGT
CAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACTCCTAATTGCCAGC
AATACCCTTGTGGTAGTTGGGTACATTAGGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGG
CAACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAATGGCCGAGACAGTG
GGATGCAACCCCGAAAGGGGACGCTAATCTCCGAAACTCGGTCGTAGTTCGGATTGAGGACTGAAA
CTCGTCCTCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGCGCCTCAGAAGGGCGCGGTGAATACGTCCCTGC
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ANEXOS

TCCTTGCACACACCGCCCGTCAAAGCACCCGAGTGGGGTCCGGATGAGGCCTTGATCCAAGTCGATC
TGTTTCG

>S2FP8

AGTAGATTTAGCATGCTAGTCGTGCGAGTTCACACTCGCGGCTGTAGCTCATGGACACGTGGCCTACT
ACCCTACAGAGACGCATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATTCGTCATACCCCTCTCACGCTGGAATG
CCAAGAGGCACAAACGCTCCCGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGT
AACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGAATCTGAG
ACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCACGTGCGATAA
GGGGACTCCGAGTGCGAGGGCATATCGTCCTCGCTTTTGTGTACCGTAGGGCGGTACACGAACAAG
AGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCAAGTGATGGCCGATCTTATT
GGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCTCGAAAGTCCGTCGGGAAATCCACACGCCCAACGTGTGGGC
GTCCGGCGGAAACTCCGAGGCTTGGGACCGGAAGGCTCGAGGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGA
AATCCCGTAATCCCGGACGGACCACCGATGGCGAAAGCACCTCGAGAAAACGGATCCGACAGTGAG
GGACGAAAGCTAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGTTCGC
TAGGTGTGACACAGGCTACGCGCCTGTGTTGTGCCGTAGGGAAGCCGAGAAGCGAACCGCCTGGG
AAGTACGTCTGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACCGGAGGAGCCTG
CGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCCCGACTACAGTGATGACGGTCAGGTTGATG
ACCTCGCCACGACGCTGTAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTG
TTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACTCCTAATTGCCAGCAGCAGTTCCGACTGGCTGGGTAC
ATTAGGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGTATGCCCCGA
ATGAGCTGGGCTACACGCGGGCTACAATGGCCAGGACAATGGGTTGCAACCTCGAAAGAGGGCGC
TAATCTCCGAAACCTGGTCGTAGTTCGGACTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCACGAAGCTGGATTCGG
TAGTAGTCGCCTTTCACAAGAGGGCGGCGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGCCCGTCAAAG
CACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGTGCCTGTCTCACCACAGTCGAATCGTGGCCTCAGCAAGAGCAT
CGAACTCGAGTAATCGGAA

>S2FP14

CATGGCTAGTCGTGCGAGTTCACACTCGCGGCAAATAGCTCATTAACACGTGGCCTACTACCCTACAGA
GACGCATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATTCGTCATACCCCTCTCACGCTGGAATGCCAAGAGGCA
CAAACGCTCCCGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCACC
GTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGAATCTGAGACAAGATTCCG
GGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCACGTGCGATAAGGGGACTCCG
AGTGCGAGGGCATATCGTCCTCGCTTTTGTGTACCGTAGGGCGGTACACGAACAAGAGCTGGGCAA
GACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCAAGTGATGGCCGATCTTATTGGGCCTAAAG
CGTCCGTAGCTGGCCTCGAAAGTCCGTCGGGAAATCCACGCGCCCAACGTGTGGGCGTCCGGCGGA
AACTCCGAGGCTTGGGACCGGAAGGCTCGAGGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAAT
CCCGGACGGACCACCGATGGCGAAAGCACCTCGAGAAAACGGATCCGACAGTGAGGGACGAAAGC
TAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGTTCGCTAGGTGTGAC
ACAGGCTACGCGCCTGTGTTGTGCCGTAGGGAAGCCGAGAAGCGAACCGCCTGGGAAGTACGTCT
GCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATT
GGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCTCCGACTACAGTGATGACGGTCAGGTTGATGACCTCGCCA
CGACGCTGTAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCAG
GCAACGAGCGAGACCCGCACTCCTAATTGCCAGCAGCAGTTCCGACTGGCTGGGTACATTAGGAGG
ACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGAGCTGG
GCTACACGCGGGCTACAATGGCCAAGACAATGGGTTGCAACCTCGAAAGAGGGCGCTAATCTCCGA
AACCTGGTCGTAGTTCGGACTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCACGAAGCTGGATTCGGTAGTAGTCG
CCTTTCACAAGAGGGCGGCGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGCCCGTCAAAGCACCCGAGT
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GAGGTCCGGATGAGGCTGTGTCACCACAGTCGAATCTGGGCTTCGCAAGGGGGCTAAGTCGAGCAT
CGGGCA

>S2FP25

CATGGCATCGATTTAGCCATGCTAGTTGTACGAGTTTAGACTCGTAGCAGATAGCTCAGTAACACGTG
GCCAAACTACCCTATGGATCCGGACAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATCCGGAATACGGCTCTCAG
CCTGGAAGTGGCGAGAGTCAGAAACGCCCCGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAG
ACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGAC
GGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGAC
AGTGCGATAAGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTCACCACCGTAAGGAGGTG
GTAGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGA
CCGCTCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCACGCAAGTCTATCGGGAAATCCGCGCGCTCA
ACGCGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGACCAAAAGGGTACGTCTGGGG
TAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCTTCTGGAAGACGGATCC
GACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAA
CGATGTCTGCTAGGTGTGCCACAGGCTACGAGCCTGTGGTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCAGA
CCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACCGG
AGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACAATGTGCAGTGAAG
GTCAGGTTGATGACCTTACTGGAGCCATTGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTG
AGGCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACTCCTAATTGCCAGCAATACCCTTGTGGT
AGTTGGGTACATTAGGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAG
TATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAATGGCCGAGACAGTGGGATGCAACCCCGA
AAGGGGACGCTAATCTCCGAAACTCGGTCGTAGTTCGGATTGAGGACTGAAACTCGTCCTCATGAA
GCTGGATTCGGTAGTAATCGCGCCTCAGAAGGGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACC
GCCCGTCAAAGCACCCGAGTGGGGTCCGGATGAGGCCTTGATTCCAGGGTCGAATCTGGGCTCCGC
AAGGGGGCTTAAGTCGAATAAGTGGCT

SECUENCIAS COMPLETAS DE ARQUEAS DEL GEN 165 DEL rRNA DE LA MALAHA (GRANADA)

>A1LM2

GGACGATTTAGCCATGCTAGTCGTACGAGTTCATACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTGGCCAA
ACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGCATACCATACTCCCCCTGGA
ATGAGGGTTGTGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGG
GGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCGGAGACGGAATCT
GAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCCAGTGCGA
TAGGGGAATCCCAAGTGCGCAGGCATAGAGCCTGTGCTTTTGTTCACCGTAGGGAGGTGAACGAAT
AAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCGAGTGATGGCCGATTT
TATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCTGCGCAAGTCCATCGGAAAATCCACCTGCTCAACGGGTG
GGCGTCCGGTGGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGTAGGAG
TGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGGACGGATCCGACAGT
GAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTG
GCCGTAAACAATGTCTGTTAGGTGTGGCTCCCGCTACGAGCGGGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGC
TAAACAGACCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACT
ACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACTGTAATA
ATGACGATCAGGTTGATGACCTTATCCGAGTTTCAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGT
ACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCATCCTTACTTGCCAGCAGCACCG
CGAAGTGGCTGGGGACAGTAGGGAGACCGCCGTGGCCAACACGGAGGAAGGAACGGGCAACGGT
AGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCAACACGCGGGCTACAATGGTCGAGACAAAGGGTTCCTA
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CTCCGAAAGGAGACGGTAATCTCAGAAACTCGATCGTAGTTCGGATTGTGGGCTGCAACTCGCCCAC
ATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGCGTGTCACAAGCGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCAC
ACACCGCCCGTCAAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCGTTGTTACAAAAGTCGAATCTGGGC
TTCGCAAGGGGGCTAAGTCGAACAACGTGCA

>A1LM9

TATGGGGATCGAATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTTAGACTCGTAGCATATAGCTCAGTAACACGT
GGCCAAACTACCCTACAGACCGCAATAACCTCGGGAAACTGAGGCCAATAGCGGATATAACTCTCAT
GCTGGAGTGCAGAGAGTTAGAAACGTTCCGGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGA
TGGTGGGGTAACGGCCCACCATGCCGATAATCGGTACAGGTTGTGAGAGCAAGAACCTGGAGACG
GTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACA
GTGCGATAGGGGGACTCCGAGTGTGAGGGCATATAGCCCTCGCTTTTCTGTACCGTAAGGTGGTAC
AGGAACAAGGACTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGTCCGAGTGATGGC
CGATATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTTGCTGTGTAAGTCCATTGGGAAATCGACCAGCTCAA
CTGGTCGGCGTCCGGTGGAAACTACACAGCTTGGGGCCGAAAGACTCGACGGGTACGTCCGGGGT
AGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCACCAATGGGGAAACCACGTTGAGAGACCGGACCC
GACAGTGAGGGACGAAAGCTAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGCTGTAAACA
ATGCTCGCTAGGTATGTCACGCGCCACGAGCACGCGATGTGCCGTAGTGAAGACGATAAGCGAGCC
GCCTGGGAAGTACGTCTGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACCACAACCGGAG
GAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCGGTCCCGACAGTAGTAATGACAGTCA
GGTTGACGACTTTACTCGACGCTACTGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGG
CGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACTTCTAGTTGCCAGCAATACCCTTGAGGTGGT
TGGGTACACTAGGAGGACTGCCGCTGCTAAAGCGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGTAT
GCCCCGAATGGACCGGGCAACACGCGGGCTACAATGGCTATGACAGTGGGACGCAACGCCGAGAG
GCGAAGCTAATCTCCAAACGTAGTCGTAGTTCGGATTGCGGGCTGAAACCCGCCCGCATGAAGCTG
GATTCGGTAGTAATCGCGTGTCAGAAGCGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGCCC
GTCAAAGCACCCGAGTGGGGTCCGGATGAGGCCGTCATGCGACGGTCGAATCTGGGCTCCGCAAG
GGGGCTTAAGTCGAATCATTAGGT

>A1LM21

CCCATGCCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCATATAGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTAC
AGACCGCAATAACCTCGGGAAACTGAGGCCAATAGCGGATATAACTCTCATGCTGGAGTGCCGAGA
GTTAGAAACGTTCCGGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGATGGTGGGGTAACGGC
CCACCATGCCGATAATCGGTACAGGTTGTGAGAGCAAGAGCCTGGAGACGGTATCTGAGACAAGAT
ACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAGTGCGATAGGGGGAC
TCCGAGTGTGAGGGCATATAGCCCTCGCTTTTCTGAACCGTAAGGTGGTTCAGGAACAAGGACTGG
GCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGTCCAAGTGATGGCCGATATTATTGGGCCT
AAAGCGTCCGTAGCTTGCTGTGTAAGTCCATTGGGAAATCGACCAGCTCAACTGGTCGGCGTCCGGT
GGAAACTACACAGCTTGGGGCCGAGAGACTCGACGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCTGT
AATCCTGGACGGACCACCAATGGGGAAACCACGTTGAGAGACCGGACCCGACAGTGAGGGACGAA
AGCTAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCTGTAAACAATGCTCGCTGGTATGT
CACGCGCCATGAGCACGTGATGTGCCGTAGTGAAGACGATAAGCGAGCCGCCTGGGAAGTACGTCC
GCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACCACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATT
GGACTCAACGCCGGAAATCTCACCGGTCCCGACAGTAGTAATGACAGTCAGGTTGACGACTTTACTC
GACGCTACTGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGG
CAACGAGCGAGACCCGCACTTCTAGTTGCCAGCAACACCCTTGTGGTGGTTGGGTACACTAGGAGG
ACTGCCGCTGCTAAAGCGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGGACCGG
GCAACACGCGGGCTACAATGGCTCTGACAGTGGGATGCAACGCCGAGAGGCGACGCTAATCTCCAA
ACGGAGTCGTAGTTCGGATTGCGGGCTGAAACCCGCCCGCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGC
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GTGTCAGAAGCGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGCCCGTCAAAGCACCCGAGTG
GGGTCCGGATGAGGCCGTCATGCGACGGTCGAATCTGGGCTCCGCAAGGGGGCTTAAGTCGAACA
ACGTGCT

>S52LM9

GCATGGGATCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGGGTTCATGACTCGTGGCATATAGCTCAGTAACACG
TGGCCAAACTACCCTACAGACCGCAATAACCTCGGGAAACTGAGGCCAATAGCGGATATAACTCTCA
GGCTGGAGTGCCGAGAGTTAGAAACGTTCCGGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAG
ATGGTGGGGTAACGGCCCACCATGCCGATAATCGGTACAGGTTGTGAGAGCAAGAGCCTGGAGAC
GGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGAC
AGTGCGATAGGGGGACTCCGAGTGTGAGGGCATATAGCCCTCGCTTTTCTGTACCGTAAGGTGGTA
CAGGAACAAGGACTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGTCCAAGTGATGG
CCGATATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTTGCTGTGTAAGTCCATTGGGAAATCGACCAGCTCA
ACTGGTCGGCGTCCGGTGGAAACTACACAGCTTGGGGCCGAAAGACTCGACGGGTACGTCCGGGG
TAGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCACCAATGGGGAAACCACGTTGAGAGACCGGACCC
GACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTAGCTGTAAAC
AATGCTCGCTAGGTATGTCACGCGCCATGAGCACGCGATGTGCCGTAGTGAAGACGATAAGCGAGC
CGCCTGGGAAGTACGTCTGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACCACAACCGGA
GGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCGGTCCCGACAGTAGTAATGACAGTC
AGGTTGACGACTTTACTCGACGCTACTGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAG
GCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCACACTTCTAGTTGCCAGCAACACCCCTGCGGTAG
TTGGGTACACTAGGAGGACTGCCATTGCTAAAATGGAGGAAGGAATGGGCAACGGTAGGTCAGTA
TGCCCCGAATGGACCGGGCAACACGCGGGCTACAATGGCTATGACAGTGGGATGCAACGCCGAGA
GGCGAAGCTAATCTCCAAACGTAGTCGTAGTTCGGATTGCGGGCTGAAACCCGCCCGCATGAAGCT
GGATTCGGTAGTAATCGCGTGTCAGAAGCGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGCC
CGTCAAAGCACCCGAGTGGGGTCCGGATGAGGCCGTCATGCGACGGTCGAATCTGGGCTCCGCAA
GGGGGCTTAAGTCGAATCATCATGGCT

>S3LM6

GTATCGAATTTAAGCCATGCTAGTCGTACGAGTTCACACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTGGC
CAAACTACCCTTCGGAGTTCAATACCCTCGGGAAACTGAGGTTAATAGAGCATACCATACCACCACT
GGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGG
TGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACGGAA
TCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAGTG
CGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGACACCCTAAGGCGGTGTCAG
AATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGCCGA
TCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCACGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCCCAACAG
GTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGTAG
GAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCCGA
CAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCCGTAAACA
ATGTCTGTTAGGTGTGGCTCCCACTACGAGTGGGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGCTAAGCAGACC
GCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACCGGAG
GAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACTGTAATAATGACGACCA
GGTTGATGACCTTATCCGAGTTTCAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGC
GTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCATCCTTACTTGCCAGCAGTATCGCGAGATAGCTG
GGGACAGTAGGGAGACCGCCGTGGCTAACACGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGTATG
CCCCGAATGTGCTGGGCAACACGCGGGCTACAATGGTCGAGACAAAGGGTTCCAACTCCGAAAGGA
GACGGTAATCTCAGAAACTCGATCGTAGTTCGGATTGTGGGCTGCAACTCGCCCACATGAAGCTGG
ATTCGGTAGTAATCGCGTGTCACAAGCGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGCCCG
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TCAAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCGCGCCACGCGCGTCGAATCTGGGCTTCGCAAGGG
GGCTTAAGTCGAACATGAGCA

>S3LM7

GAAGGGAGTCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCAGATAGCTCAGTAACACGT
GGCCAAACTACCCTATGGATCCGAATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATTCGGAATACGAATCCCAG
GCTGGAACTGCCGGGATTCCGAAACGTTACGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGA
CGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCGATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACG
GTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCGA
GTGCGATAAGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATATCGTCCTCGCTTTTCGCGACCGTAAGGTGGTCG
CAGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACAAGTGATGAC
CGCTATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCAGCCAAGTCCATCGGGAAATCCGCGTGCTTAA
CGCGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGGATGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGGTACGTCCGGGG
TAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCCTCTGGAAGACGGATCC
GACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAA
CGATGTCTGCTAGGTGTGACACAGGCTACGAGCCTGTGTTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCAGA
CCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACCGG
AGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACAACGTGCCGTGAAG
GTCAGTGTGATGAGCTTACTGGAGCCGTTGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTG
AGGCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACTCCTAATTGCCAGCAACACCCTTGTGGT
GGTTGGGTACATTAGGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAG
TATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAATGGCCAAGACAGTGGGATGCAACCCCGAA
AGGGGGCGCTAATCTCCGAAACTTGGTCGTAGTTCGGATTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCATGAAG
CTGGATTCGGTAGTAATCGCGCCTCAGAAGGGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCG
CCCGTCAAAGCACCCGAGTGGGGTCCGGATGAGGCCTCTGTAACAGAGGTCGAATCTGGGCTCCGC
AAGGGGGCTTAAGTCGAACAATGTGCT

>52LM21

CATGCACGGCGACGATATAGCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACAC
GTGGCCAAACTACCCTTCGGAGCACGATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGCATACCACAGTC
CAGCTGGAATGAGGACTGTGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTA
GACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTACGGGTCATGAGAGTGAGAACCCGGAGA
CGGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGC
CAGTGCGATAAGGGGATCCCAAGTGCGCAGGCATAGAGCCTGCGCTTTTGTACACCGTAGGGAGGT
GTACGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCGAGTGATG
GTCGATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGTCGCACAAGTCCATCGGAAAATCCACCCGCTC
AACGGGTGGGCGTCCGGTGGAAACTGTGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGG
GGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGGACGGA
TCCGACAGTGAGGGACGAAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCCGT
AAACAATGTCTGTTAGGTGTGGCTCCCACTACGAGTGGGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGCTAAAC
AGACCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAAC
CGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACTGTAGTAATGAC
GATCAGGTTGATGACCTTATCCGAGCTTCAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGT
GAGGCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCATCCTTACTTGCCAGCAGCACTGCGAAG
TGGCTGGGGACAGTAGGGAGACCGCCGTGGCCAACACGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTC
AGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCAACACGCGGGCTACAATGGTCGAGACAAAGGGTTCCAACTCCG
AAAGGAGACGGTAATCTCAGAAACTCGATCGTAGTTCGGATTGTGGGCTGCAACTCGCCCACATGA
AGCTGGATTCGGTAGTAATCGCGTGTCACAAGCGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACAC

381



CGCCCGTCAAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCGCGTTCCACGCGTCGAATCTGGGCTTCGC
AAGGGGGCTTAAGTCGAACAAAGGATTTGGTCG

>S1LM16

GAATGGGGATCGATTTAGCCATGCTAGTTGTACGAGTTTAGACTCGTAGCAGATAGCTCAGTAACACG
TGGCCAAACTACCCTATGGATCCGGACAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATCCGGAATACGGCTCTCA
GCCTGGAAGTGGCGAGAGTCAGAAACGCTCCGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTA
GACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGA
CGGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGA
CAGTGCGATAAGGGGACTCCAAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTCACCACCGTAAGGAGGT
GGTAGAATAAGTGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATG
ACCGCTCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCACGCAAGTCTATCGGGAAATCCGCGCGCTC
AACGCGCGGGCGTCCGGTGGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGATCAAAAGGGTACGTCTGGG
GTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCTCTCTGAAAGACGGAT
CCGACGGTGAGGGACGAAAGCTCGGGTCACGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTA
AACGATGTCTGCTAGGTGTGCCACAGGCTACGAGCCTGTGGTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCA
GACCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACC
GGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACAATGTGCAGTGA
AGGTCAGGTTGATGACCTTACTGGAGCCATTGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCG
TGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACTCCTAATTGCCAGCAATACCCTTGTG
GTAGTTGGGTACATTAGGAGGACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTC
AGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCGACACGCGGGCTACAATGGCCGAGACAGTGGGATGCAACCCC
GAAAGGGGACGCTAATTTCCGAAACTCGGTCGTAGTTCGGATTGAGGACTGAAACTCGTCCTCATG
AAGCTGGATTCGGTAGTAATCGCGCCTCAGAAGGGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACA
CCGCCCGTCAAAGCACCCGAGTGGGGTCCGGATGAGGCCTTGATTCCAAGGTCGAATCTGGGCTCC
GCAAGGGGGCTTAAGTCGAACAACGGAGCA

SECUENCIAS COMPLETAS DE ARQUEAS DEL GEN 16S DEL rRNA DE SANTA M2 DE JESUS
(BAHIA DE CADIZ)

>A1BC2

ATGGGGATCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTG
GCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCACCA
CTGGAATGAGTGATGTGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGAC
GGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACGG
AATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAG
TGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCGTAAGGTGGTACC
AGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGCC
GATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAAC
AGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGT
AGGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGGACGGATCC
GACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCCGTAAA
CAATGTCTGCTAGGTGTGGCTCCCACTACGAGTGGGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGCTAAGCAGA
CCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACCGG
AGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACTGTAATAATGACGAC
CAGGTTGATGACCTTGTCCGAGTTTCAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAG
GCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACCCTTACTTGCCAGCAGTACCGCGAGGTAG
CTGGGGACAGTAGGGGGACCGCCGTGGCTAACACGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGT
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ATGCCCCGAATGTGCTGGGCAACACGCGGGCTACAATGGTCGAGACAAAGGGTTCCAACTCCGAAA
GGAGACGGTAATCTCAGAAACTCGATCGTAGTTCGGATTGTGGGCTGCAACTCGCCCACATGAAGC
TGGATTCGGTAGTAATCGCGTGTCACAAGCGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGC
CCGTCAAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCGTTCCACGAACGTCGAATCTGGGCTTCGCAAG
GGGGCTAAGTCGAACAACAGCA

>A2BC5

TATTGGACGATTTAGCCATGCTAGTCGTACGAGTTCATACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACGTGG
CCAAACTACCCTTCGGAGCTCCATACCCTCGGGAAACTGAGGTTAATAGAGCATACCACACCACCAC
TGGAATGAGTAGTGTGTCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACG
GTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGACGGA
ATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAGT
GCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAAGGCGGTACCA
GAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGGCCG
ATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCAACA
GGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGTA
GGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCCG
ACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCCGTAAAC
AATGTCTGCTAGGTGTGGCTCCCACTACGAGTGGGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGCTAAGCAGAC
CGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACCGGA
GGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACTGTAATAATGACGATC
AGGTTGATGACCTTATCCGAGTTTCAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGG
CGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCATCCTTACTTGCCAGCAGTATCGCGAGATAGCT
GGGGACAGTAGGGAGACCGCCGTGGCTAACACGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGTAT
GCCCCGAATGTGCTGGGCAACACGCGGGCTACAATGGTCGAGACAAAGGGTTCCAACTCCGAAAG
GAGACGGTAATCTCAGAAACTCGATCGTAGTTCGGATTGTGGGCTGCAACTCGCCCACATGAAGCT
GGATTCGGTAGTAATCGCGTGTCACAAGCGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGCC
CGTCAAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCGCGTCACACGCGTCGAATCTGGGCTTCGCAAGG
GGGCTAAGTCGAACAACGAGGCG

>A2BC9

TATGGGAATCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCATATAGCTCAGTAACACGT
GGCCAAACTACCCTACAGACCGCGATAACCTCGGGAAACTGAGGCCAATAGCGGATATAACTCTCA
GACTGGAGTGTCGAGAGTTAGAAACGTTCCGGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAG
ATGGTGGGGTAACGGCCCACCATGCCGATAATCGGTACAGGTTGTGAGAGCAAGAGCCTGGAGAC
GGTATCTGAGACAAGATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGAC
AGTGCGATAGGGGGACTCCGAGTGTGAGGGCATATAGCCCTCGCTTTTCTGAACCGTAAGGTGGTT
CAGGAACAAGGACTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGTCCAAGTGATGG
CCGATATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTTGCTGTGTAAGTCCATTGGGAAATCGACCAGCTCA
ACTGGTCGGCGTCCGGTGGAAACTACACAGCTTGGGGCCGGAAGACTCAACGGGTACGTCCGGGG
TAGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCACCAATGGGGAAACCACGTTGAGAGACCGGACCC
GACAGTGAGGGACGAAAGCTAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTAGCTGTAAAC
AATGCTCGCTAGGTATGTCACGCGCCATGAGCACGTGATGTGCCGTAGTGAAGACGATAAGCGAGC
CGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACCACAACCGGA
GGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGAAATCTCACCGGTCCCGACAGTAGTAATGACAGTC
AGGTTGACGACTTTACTCGACGCTACTGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAG
GCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCACACTTCTAGTTGCCAGCAACACCCCTGCGGTGG
TTGGGTACACTAGGAGGACTGCCATTGCTAAAATGGAGGAAGGAATGGGCAACGGTAGGTCAGTA
TGCCCCGAATGGACCGGGCAACACGCGGGCTACAATGGCTATGACAGTGGGATGCAACGCCGAGA
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GGCGAAGCTAATCTCCAAACGTAGTCGTAGTTCGGATTGCGGGCTGAAACCCGCCCGCATGAAGCT
GGATTCGGTAGTAATCGCGTGTCAGAAGCGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGCC
CGTCAAAGCACCCGAGTGGGGTCCGGATGAGGCCGTCATGCGACGGTCGAATCTGGGCTCCGCAA
GGGGGCTTAAGTCGAACAACATGCT

>A3BC2

TTGGCACGAAGTTCAGACTCGTAGCAGATAGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTACCCTATGGATCCGA
ATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATGCGGAATAGCGTTCATCGCCTGGAGTGGCACGAACGCGAAA
CGTTACGGCGCCATAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTG
CCCATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGTATCTGAGACAAGATACCGGGC
CCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCGAGTGCGATAAGGGGACTCCGAGT
GCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTCACGACCGTAAGGTGGTCGTAGAATAAGTGCTGGGCAAGAC
CGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCACGAGTGATGACCGCTATTATTGGGCCTAAAGCGT
CCGTAGCTGGCCACGCAAGTCTATCGGGAAATCCGCGCGCTTAACGCGCGGGCGTCCGGTGGAAAC
TGCGTGGCTTGGGACCGGAAGACCAGAGGGGTACGTCCGGGGTAGGAGTGAAATCCCGTAATCCT
GGACGGACCACCGGTGGCGAAAGCGCCTCTGGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAGCTC
GGGTCACGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCGAGCTGTAAACGATGTCTGCTAGGTGTGGCAC
AGGCTACGAGCCTGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCAGACCGCCTGGGAAGTACGTCCGC
AAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACCGGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGG
ACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACAATGTGCAGTGAACGTCAGGTTGATGACCTTACTGG
AGCCATTGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGGCA
ACGAGCGAGACCCGCACTCCTAATTGCCAGCAACACCCTTGTGGTGGTTGGGTACATTAGGAGGAC
TGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGTATGCCCCGAATGTGCTGGGC
GACACGCGGGCTACAATGGCCGAGACAGTGGGATGCAACCCCGAAAGGGGACGCTAATCTCCGAA
ACTCGGTCGTAGTTCGGATTGAGGGCTGAAACTCGCCCTCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGCG
CCTCAGAAGGGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGCCCGTCAAAGCACCCGAGTG
GGGTCCGGATGAGGCCGACGCAACGTCGGTCGAATCTGGGCTCCGCAAGGGGGCTTAAGTCGAAC
AATTTGGT

>A3BC11

GCATGGGATCGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGGGCTTAGACCCGTGGCGTATAGCTCAGTAACACGT
GGCCAAACTACCCTATGGACCATGATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATCGTGGATATCGCTTTCAC
ACTGGAACTGCCGAATGCGAAAAACGTTCCGGCGCTTTAGGAGGTGGTTGCGGCCAATTAGGTAAA
CGGGGGGGTAACGGCCCACCGGGCCAGTAATCGGTACGGGTGGTGACAGCCAAAACCCGGAAACG
GTATCTGAAACAAAATACCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACAACA
GGGCGATAGGGGGACTCCAAGGGCAAGGGCATATAGCCTTCGTTTTTCTCGACCGTAAGGTGGTCG
ACAAATAATGACTGGGCAAAACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGTCCAAGTGATGGCC
GCTGTTATTGGGCCTAAAGCGTCGGTAGCTGGCGGTGAAATCCGATCGGGAAATCAACGCGTTCAC
CGCGTCGCCTTCCGCTGAAACTGCTCGGCTTGGGGCCGGAAGATTCAGCGGGTACGTCCGGGGTAG
GAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCACCAATGGCGAAAGCACGCTGAGAAGCCGGACCCGAC
AGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCCGTAAACGA
TGCTCGTTAGGTCTGCCGTGCACTACGAGTGCACGGTGAGCCGAAGTGAAGACGATAAACGAGCCG
CCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACCACAACCGGAGG
AGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGTCCCGACAGCAATAACGACGGTCAG
CTTGACGAGCTTACCCGAGTTGCTGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCA
TCCTGTTAAGTCAGGTAACGAGCGAGACCCGCATCCGTAGTTGCCAGCGATACCCTTGTGGTAGTCG
GGTACACTACGGAGACCGCCGACGCTAAGTCGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGTATGC
CCCGAATGGACTGGGCAACACGCGGGCTACAATGGTCGAGACAATGGGATGCGGCACCGAGAGGT
AGAGCTAATCCCCCAAACTCGGTCGTAGTTCGGATTGTGGGCTGAAACTCGCCCACATGAAGCTGGA
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ANEXOS

TTCGGTAGTAATCGCGTGTCAGAAGCGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGCCCGT
CAAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCCATCATGCGATGTCAAATTGCTGGTAATCTGGGCTT
CGCAAGGGGGCTTAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGAGGAATCTGCGGCTGGATCACCTCCT

>S51BC11

GAAAGGGGACGATTTAGCCATGCTAGTCGCACGAGTTCAGACTCGTGGCGAATAGCTCAGTAACACG
TGGCCAAACTACCCTTCGGAACACAATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGTATACCATACCAC
CACTGGAATGAGTGGTATGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAG
ACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTATGGGTCATGAGAGTGAGAACCCAGAGAC
GGAATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGAC
AGTGCGATAGGGGGATCCCAAGTGCACAGGCATAGCGCCTGTGCTTTTCGGTACCCTAAGGCGGTA
CCAGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCAAGTGATGG
CCGATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCTGCTCA
ACAGGTGGGCGCCCGGTAGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGG
GTAGGAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGAT
CCGACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCCGTA
AACAATGTCTGCTAGGTGTGGCTCCCACTACGAGTGGGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGCTAAGCA
GACCGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACC
GGAGGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACTGTAGTAATGAC
GATCAGGTTGATGACCTTATCCGAGCTTCAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGT
GAGGCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACCCTTACTTGCCAGCAGTACCGCGAGG
TAGCTGGGGACAGTAGGGGGACCGCCGTGGCTAACACGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTC
AGTATGCCCCGAATGTGCTGGGCAACACGCGGGCTACAATGGTCGAGACAAAGGGTTCCAACTCCG
AAAGGAGACGGTAATCTCAGAAACTCGATCGTAGTTCGGATTGTGGGCTGCAACTCGCCCACATGA
AGCTGGATTCGGTAGTAATCGCGTGTCACAAGCGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACAC
CGCCCGTCAAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCGTACCTCGTACGTCGAATCTGGGCTTCGC
AAGGGGGCTAAGTCGAACAGCTGGCG

>S3BC11

ATGGGGTCGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCACACTCGTGGCGAAAAGCTCAGTAACACGTGG
CCAAACTACCCTACAGAGAACGATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTTCATACGGGAGTCATG
CTTGAATGCCGACTCCCCGAAACGCTCCGGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGACG
GTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTACGGGTTGTGAGAGCAAGAACCCGGAGACGGA
ATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGCAAGT
GCGATAAGGGGACCCCAAGTGCGAGGGCATATAGTCCTCGCTTTTCTCGACTGTAAGGCGGTCGAG
GAATAAGAGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCTCAAGTGATGACCG
ATATTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCCGGCCATGAAGGTTCATCGGGAAATCCGCCAGCTCAACT
GGCGGGCGTCCGGTGAAAACCACATGGCTTGGGACCGGAAGGCTCGAGGGGTACGTCTGGGGTAG
GAGTGAAATCCTGTAATCCTGGACGGACCACCGATGGCGAAAGCACCTCGAGAAGACGGATCCGAC
GGTGAGGGACGAAAGCTAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTAGCTGTAAACGAT
GCTCGCTAGGTGTGGCACAGGCTACGAGCCTGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGTGAAGCGAGCCG
CCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACCGGAGG
AGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCTCCGACTACAGTAATGACGGTCAG
GTTGATGACCTTACCACGACGCTGTAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGG
CGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACTTCTAATTGCCAGCAACAGTTTCGACTGGTT
GGGTACATTAGAAGGACTGCCGCTGCTAAAGCGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGTATG
CCCCGAATGAGCTGGGCTACACGCGGGCTACAATGGTCAAGACAATGGGTTGCTATCTCGAAAGAG
AACGCTAATCTCCTAAACTTGATCGTAGTTCGGATTGAGGACTGAAACTCGTCCTCATGAAGCTGGA
TTCGGTAGTAATCGCATTTCACAAGAGTGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGCCCGTC
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AAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCCACCACACGGTGGTCGAATCTGGGCTCGCAAGGGGG
CTTAAGTCGAACAAGAGCA

>S4BC8

GGATGGGACGATTTAGCCATGCTAGTTGCACGAGTTCAGACTCGTAGCGAATAGCTCAGTAACACGTG
GCCAAACTACCCTTCGGAGCACCATACCCTCGGGAAACTGAGGCTAATAGTGCATACCACAGTCCAC
CTGGAATGAGGACTGTGCCAAACGCTCCGGCGCCGAAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAGAC
GGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCAATAATCGGTACGGGTGGTGAGAGCCAGAACCCGGAGACGG
AATCTGAGACAAGATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTACACTGCACGACAG
TGCGATAAGGGGATCCCAAGTGCGTAGGCATAGAGCCTACGCTTTTGTCCACCGTAGGGAGGTGAA
CGAATAAGGGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCAGCCCGAGTGATGGCC
GATCTTATTGGGCCTAAAGCGTCCGTAGCTGGCCGCGCAAGTCCATCGGGAAATCCACCCGCCCAAC
GGGTGGCCGTCCGGTGGAAACTGCGTGGCTTGGGACCGGAAGGCGCGACGGGTACGTCCGGGGTA
GGAGTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCGCCGATGGCGAAAGCACGTCGCGAGAACGGATCCG
ACAGTGAGGGACGAAAGCCAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTGGCCGTAAAC
AATGCCTGCTAGGTGTGGCTCCCACTACGAGTGGGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGCTAAGCAGGC
CGCCTGGGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCGGGGGAGCACTACAACCGGA
GGAGCCTGCGGTTTAATTGGACTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACTGTGGTAATGACGGTC
AGGTTGATGACCTCGCCACGAGCCACAGAGAGGAGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAG
GCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCATTCCTACTTGCCAGCAACGCTGTGAAGCGG
TTGGGGACAGTAGGAAGACTGCCGTGGCCAACACGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGT
ATGCCCCGAATGTGCTGGGCAACACGCGGGCTACAATGGTCGAGACAAAGGGTTCCAACTCCGAAA
GGAGACGGCAATCTCAGAAACTCGATCGTAGTTCGGATTGTGGGCTGAAACTCGCCCACATGAAGC
TGGATTCGGTAGTAATCGCGTGTCACAAGCGCGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACCGC
CCGTCAAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCTCGTCACACGAGTCGAATCTGGGCTTCGCAAG
GGGGCTAAGTCGAACAACAGGCA

SECUENCIAS PARCIALES DE BACTERIAS DEL GEN 165 DEL rRNA DE FUENTE DE PIEDRA
(MALAGA)

>A2FP15

CCCAGGGCGGGAGGGGAAAGAACGCCTGGGCGGTAATACCCGCCAGGAAAGACATCACTCGCAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATT
ACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGCTTGATAAGCCGGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGG
GAACGGCATCCGGAACTGTCAGGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGGTAGAATTCCCGGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGACTGACACTGACACT
GAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTC
GACCAGCCGTTGGGTGCCTAGCGCACTTTGTGGCGAAGTTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGA
GTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCTGCGAACTTGTGAAGAGATCACT
TGGTGCCCTTCGGGAACGCAAAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAAATGTT
GGGGTTAAAGTCCCGTAACGAGCGCCACCCTTTGTCCTTATTTGCCAGCACGTAATGGGTGGGAAAC
TCTAAGGAGACTGCCCGGGGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGGACCAACGTTCAGTCATCTTGGCC
CCTTACGAGTAGGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCCGGTAACAAAGGGGCTGCAAGCTCGCGA
GAGTTCACTAAATCCTCTTAAAGCCCGTCTTCAGTCTGGAATCGG

>A2FP19
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GGGACATGGGGGCACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCAC
TTTCAGCAGGGAGGAAAAGCTGATCGTTAATACCGGTCAGTGTTGACGTTACCTGCAGAAGAAGCA
CCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGG
CGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTGGTAAGCGAGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATGG
CAATTCGAACTGCCAAGCTAGAATGCAGCAGAGGGCAGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGC
TAGATATCTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTGCCTGGGCTGACATTGACGCTGAGGTGCG
AAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGCTGAGAACTAGTC
GTTGGGGCTATTAGAGCCTTAGTGACGCAGCTAACGCGATAAGTTCTCCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
ACGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCTGCGAACTTGGTAGAGATACCTTGGTGCCTT
CGGAGCGCAGTGACAGGTGCTGCATGGCCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCTAGGGAGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGGGCGCACAGAGGGCAGCAAGCGCGCGAGT

>A1FP22

GCTACGCATGAGAAGTCTGACGGAGCACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGTTCT
GTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTGCGAATAGAGCGGTACCTTGACGGTACCTAACGAGGAAGCC
CCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGG
CGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTC
ATTGGAAACTGGGGAACTTGAGGACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTTTCTGACGCTGAGGTGCG
AAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGT
GTTAGGGGGCTTCCACCCCTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTGGACATCCCTAGAGATAGGGCTTTCCCT
TCGGGGACCAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCCTAATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGA

>A1FP12

GAGCACGCCGCGTGAACGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAC
CGTTCAAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGT
TTTTTAAGTCTGATGTGAAATCTTGTGGCTCAACCACAAGCGGTCATTGGAAACTGGAGAACTTGAG
TACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTA
GTGCTGCAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAAGA
ATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAGGTCTTGACATCCGCTGACAATCCTAGAGATAGGACTTTCCCTTCGGGGACAGCGTGACAGGTG
GTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT

>S2FP15

GCTGCATGAGAGTCTGACGGTGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTG
TTAGGGAAGAACAAGTACCGTTTGAATAAGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCCCGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTA
AAGCGCTCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTG
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GAAACTGGAGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
AGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAA
GCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTT
AGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGCTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGCCAGCGGTAGAGATACCGTGTTCCCTTC
GGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGT
GACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACTGGGCTACACACGT
GCTACATGGATGGAACAAAGGCAGCGAGCGCAGTGTAGCAA

>A1FP11

GGCGGCCTACACATGCAGTCGAGCGGTAACAGAGAGAAGCTTGCTTCTCTGCTGACGAGCGGCGGAC
GGGTGAGTAATACTTGGGAATTTGCCTTTAGGCGGGGGACAACCACGGGAAACTGTGGCTAATACC
GCATAATGTCTACGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACACCTAAAGATGAGCCCAAGCGGG
ATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGTTCTGAGAGGATGATC
AGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTT
CAGCGACGAGGAAGGGTGTTGTGTTAATAGCACAGCACATTGACGTTAGTCGCAGAAGAAGCACCG
GCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT
AAAGCGTACGTAGGCGGCGTGTTAAGCAAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATT
TTGAACTGGCATGCTAGAGTCCTGAAGAGGGTGGTAGAATTTCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
ATATTGGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCACCTGGTCAGAGACTGACGCTGAGGTACGAAA
GCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGTTGTT
CGTGTCATTAAGACGTGAGTAACGCAGCTAACGCACTAAGTTGACCGCCCTGGGGGGAGTACGGCC
GCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACCGGGGCCCGCCACAAG

SECUENCIAS PARCIALES DE BACTERIAS DEL GEN 16S DEL rRNA DE LA MALAHA (GRANADA)

>S1LM8

CTCCCATGAGCAGTCTGACGGTGCACGCCGCGTGAGCGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGCTCTGTT
GTGAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCGAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTCACCAGAAAGCCCC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCG
TAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGGCCACAGCTCAACTGTGGAGGGCCAT
TGGAAACTGGGGAACTTGAGGACAGAAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGA
AAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGAGTGCTAGGTG
TTAGGGGGTCCAACCCTTAGTGCTGCAGTTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCTGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAC
GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCGGACAGCCCAAGAGATTGGGTCTTCCCTTCG
GGGACCGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GTAACGAGCGCAACCCCTGATCTTAGTTGCCAGCATTGAGTTGGGCACTCTAGGATGACTGCCGGTG
ACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGT
GCTACAATGGATGGTACAAGGGAAGCCAAACCGCGAGGTCG

>A2LM1

GAGGTCATGGGGGGCACCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTGGGTTGTAAAGCA
CTTTCAGCAGGGAGGAAAAGCTGGTCGCTAATACCGGCCAGTGTTGACGTTACCTGCAGAAGAAGC
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ACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTGATAAGCGGGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATT
GCAATCCGAACTATCAGGCTAGAGTGCAGCAGAGGGCAGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTGCCTGGGCTGACACTGACGCTGAGGT
GCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGAGAACTA
GTCGTTGGGGCTATTAGAGCCTTAGTGACGCAGCTAACGCGATAAGTTCTCCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCTGCGAACTTGCTAGAGATAGCTTGGTGC
CTTCGGGAGCGCAGTGACAGGTGCTGCATGGCCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTCAGTTACCAGCACTTCGGGTGGGCACTCTGGGGAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGGGCGTACAGAGGGCAGCAAGTGCGCG

>A1LM14

TAAAGTTGAGATGTCTGACGGAGCACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGTTCTGTT
GTTAGGGAAGAACAAGTACCGTGCGAATAGAGCGGTACCTTGACGGTACCTAACGAGGAAGCCCC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCG
TAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCAT
TGGAAACTGGGGAACTTGAGGACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTTTCTGACGCTGAGGTGCGAA
AGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGT
TAGGGGGCTTCCACCCCTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTGGACCACCCTAGAGATAGGGTTTTCCCTTC
GGGGACCAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCCTAATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGT
GACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACG
TGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGG

>A1LM25

CCCATGGAGAAGTCTGACGGAGCACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGTTCTGTT
GTTAGGGAAGAACAAGTACCGTGCGAATAGAGCGGTACCTTGACGGTACCTAACGAGGAAGCCCC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCG
TAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCAT
TGGAAACTGGGGAACTTGAGGACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTTTCTGACGCTGAGGTGCGAA
AGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGT
TAGGGGGCTTCCACCCCTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTGGACCACCCTAGAGATAGGGTCTTCCCTTC
GGGGACCAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCCTAATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGT
GACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACG
TGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGT

>S3LM13

TCATGGGAGAAGTCTGACGGAGCACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGTTCTGTT
GTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTGCGAATAGAACGGCACCTTGACGGTACCTAACGAGGAAGCCCC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCG
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TAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCAT
TGGAAACTGGGGAACTTGAGGACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTTTCTGACGCTGAGGTGCGAA
AGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGT
TAGGGGGCTTCCACCCCTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTGGACCACCCTAGAGATAGGGTTTTCCCTTC
GGGGACCAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCCTAATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGT
GACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACG
TGCTACAATGGATGGTACAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGG

>A2LM23

CAATAAATTGGGCGAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCTTTCGGGTTGTAAAGC
ACTTTCAGTGGGGAAGAAGGCTTGTCGGCCAATACCCGGCAAGAGCGACATCACCCACAGAAGAAG
CACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTG
GGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGCTTGTCACGCCGGGTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAAC
GGCATCCGGAACGGGCAGGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGGTAGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGACTGACACTGACGCTGAG
GTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGAC
TAGCCGTTGGGTCCCTTGAGGACTTAGTGGCGCAGTTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTA
CGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACCCTTGACATCCTGCGAACCCGGAAGAGATTCCGGGGT
GCCTTCGGGAGCGCAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTT
AAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTATTTGCCAGCGATTCGGTCGGGAACTCTAGGGAGAC
TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGGTAGGGC
TACACACGTGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGTTGCGAAGCCGC

>52LM18

TTGGCATCGGGGCACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTGGGTTGTAAAGCACT
TTCAGCAGGGAGGAAAAGCTGGTCGTTAATACCGGCCAGTGTTGACGTTACCTGCAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGC
GTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTGATAAGCGGGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGC
AATCCGAACTATCAGGCTAGAGTGCAGCAGAGGGCAGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTGCCTGGGCTGACACTGACGCTGAGGTGC
GAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGAGAACTAGT
CGTTGGGGCTATTAGAGCCTTAGTGACGCAGCTAACGCGATAAGTTCTCCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
GACGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCTGCGAACTTGCTAGAGATAGCTTGGTGCCT
TCGGGAGCGCAGTGACAGGTGCTGCATGGCCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTCAGTTACCAGCACTTCGGGTGGGCACTCTGGGGAGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACA
CACGTGCTACAATGGGGCGTACAGAGGGCAGCAAGTGCGCGA

>A1LM28

GCAGGGGGCGAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCTTTCGGGTTGTAAAGCACTTT
CAGCGAGGAAGAAAGCGTGCCGGCCAATACCCGGTACGGACGACATCACTCGCAGAAGAAGCACC
GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCG
TAAAGCGCGCGTAGGCGGCGTGTCACGCCGGGTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACGGCA
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TCCGGAACGGGCAGGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGGTAGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGACTGACACTGACGCTGAGGTGCG
AAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCC
GTTGGGTCCCTTGAGGACTTAGTGGCGCAGTTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
ATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACCCTTGACATCCTGCGAACCCGGAAGAGATTCCGGGGTGCCTT
CGGGAGCGCAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTC
CCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTATTTGCCAGCGATTCGGTCGGGAACTCTAGGGAGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGGTAGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGCCGGTACAAGGGTTGCGAAAGCGCGAGCTG

>S1LM21

CATTAAAAGGAGGGGCAACCTGATCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCCTCGGGTTGTAAAGC
ACTTTCAGCGAGGAAGAATGCTTGTCGGTTAATACCCGGGAAGGGAGACATCACTCGCCTAAGAAG
CACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTG
GGCGTAATGCGTGCGTAGGCGGCTTGATAAGCCGGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAAC
GGCATCCGGAACTGTTAGGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGGTAGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGACTGACACTGACGCTGAGG
TACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACT
AGCCGTTGGGGTCCTCGAGACCTTTGTGGCGCAGTTAACGCACTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTAC
GGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACCCTTGACATCGTGCGAACTTTCCAGAGATGGATTGGT
GCCTTCGGGAGCGCACAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTT
AAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTATTTGCCAGCGATTCGGTCGGGAACTCTAGGGAGAC
TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCTCTTACGGGTAGGGC
TACACACGTGCTACAATGGCCGGGTACAATGGGTTGCAAAGCGG

>A1LM26

GGAGGCATCGGGGGGACCTGATCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCTTTCGGGTTGTAAAGCAC
TTTCAGTCGGGAGGAAAAGCTAGTCGTTAATACCGGCTAGTGTTGACGTTACCGGCAGAAGAAGCA
CCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGG
CGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTGGTAAGCGAGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATGG
CAATTCGAACTGCTAGGCTAGAGTGCAGCAGAGGGTAGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTGCCTGGGCTGACACTGACGCTGAGGTGC
GAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGCTGAGAACTAGT
CGTTGGGGCTATTGAAGCCTTAGTGACGCAGCTAACGCGATAAGTTCTCCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
GACGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCTGCGAACTTGCTAGAGATAGCTTGGTGCCT
TCGGGAGCGCAGTGACAGGTGCTGCATGGCCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACTTCGGGTGGGAACTCTAGGGAGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACA
CACGTGCTACAATGGGGCGCACAGAGGGCAGCTAAGCCGCGA

>A1LM10

CTTGTCATGGGGGCACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTGGGTTGTAAAGCAC
TTTCAGCAGGGAGGAAAAGCTGGTCGCTAATACCGGCCAGTGTTGACGTTACCTGCAGAAGAAGCA
CCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGG
CGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTGATAAGCGGGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTG
CAATCCGAACTATCAGGCTAGAGTGCAGCAGAGGGCAGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGC
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GTAGATATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTGCCTGGGCTGACACTGACGCTGAGGTGC
GAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGAGAACTAGT
CGTTGGGGCTATTAGAGCCTTAGTGACGCAGCTAACGCGATAAGTTCTCCGCCTGGGGAGTACGGC

CGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
GACGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCTGCGAACTTGCTAGAGATAGCTTGGTGCCT
TCGGGAGCGCAGTGACAGGTGCTGCATGGCCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTCAGTTACCAGCACTTCGGGTGGGCACTCTGGGGAGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACA

CACGTGCTACAATGGGGCGTACAGAGGGCAGCAAGTGCGCG

>A2LM19

ATAAAATGGGGGCACCCTGATCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTT
TCAGCAGGGAGGAAAAGCTGGCGGTTAATACCCGTTAGTGTTGACGTTACCTGCAGAAGAAGCACC
GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCG
TAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTGGTAAGCGAGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATGGCA
ATTCGAACTGCCAGGCTAGAGTGCAGCAGAGGGCAGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGATATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTGCCTGGGCTGACACTGACGCTGAGGTGCG
AAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGCTGAGAACTAGTC
GTTGGGGCTATTAGAGCCTTAGTGACGCAGCTAACGCGATAAGTTCTCCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
ACGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCTGCGAACTTGGTAGAGATACCTTGGTGCCTT
CGGGAGCGCAGTGACAGGTGCTGCATGGCCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTCAGTTACCAGCACTTCGGGTGGGCACTCTGGGGAGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGGGCGCACAGAGGGCAGCGAGCGCGCGAG

>S1LM4

AGAGGGAATGGGGGTCACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGGAGGAAGACACCCCTATGGGGCGTAA
ACTCCTTTTCTGAACGAAGAAAACTCTGTAGCTTCAGAGCGAGACGGTAGTTCAGGAATAAGCACCG
GCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATCACTGGGTGT
AAAGGGTGTGCAGGCGGGGCAGCAAGTCGGATGTGAAAGCCCGTGGCTCAACCACGGAAGCGCCT
TCGATACTGCTGCTCTTGAGTCCCGGAGAGGCTGTCGGAATTCGTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATCACGAGGAACACCAGAGGCGAAAGCGGACAGCTGGACGGGTACTGACGCTCAGGCACGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTCGCCGT
TGCCTCGTTAGGGGGCAGTGGCTAAGTTAACGCGTTAAGCATTCCACCTGGGGAGTACGATCGCAA
GGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGCTCAATTCGATG
CAACGCGAAGAACCTTACCTAGGCTCGAACGCTAAAGGACCGCTCCTGAAAGGGAGCTTCCCCTTTG
GGGCCTTTAGCGAGGTACTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGTAACCCCTGTTGCTAGTTACCAGCGGATAATGCCGGGGACTCTAGCGAAACTGCCTGC
GCAAGCAGTGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGTCCTTACGCCTAGGGCTGCACACG
TGCTACAATGGCCGGTCCAACGAGCAGCCACCTCGCGAGAGG

>S2LM6

GGGGTCATGGGGGCACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTGGGTTGTAAAGCA
CTTTCAGCAGGGAGGAAAAGCTGGTCGCTAATACCGGCCAGTGTTGACGTTACCTGCAGAAGAAGC
ACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTGATAAGCGGGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATT
GCAATCCGAACTATCAGGCTAGAGTGCAGCAGAGGGCAGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTGCCTGGGCTGACACTGACGCTGAGGT
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GCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGAGAACTA
GTCGTTGGGGCTATTAGAGCCTTAGTGACGCAGCTAACGCGATAAGTTCTCCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCTGCGAACTTGCTAGAGATAGCTTGGTGC
CTTCGGGAGCGCAGTGACAGGTGCTGCATGGCCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTCAGTTACCAGCACTTCGGGTGGGCACTCTGGGGAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGGGCGTACAGAGGGCAGCAAGTGCGCG

>A1LM24

GGTGCATGGGCGAGCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCTTTCGGGTTGTAAAGCACTTT
CAGCGAGGAAGAAAGCGTGCCGGCCAATACCCGGTACGGACGACATCACTCGCAGAAGAAGCACC
GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCG
TAAAGCGCGCGTAGGCGGCGTGTCACGCCGGGTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACGGCA
TCCGGAACGGGCAGGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGGTAGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGACTGACACTGACGCTGAGGTGCG
AAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCC
GTTGGGTCCCTTGAGGACTTAGTGGCGCAGTTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
ATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACCCTTGACATCCTGCGAACCCGGAAGAGATTCCGGGGTGCCTT
CGGGAGCGCAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTC
CCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTATTTGCCAGCGATTCGGTCGGGAACTCTAGGGAGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGGTAGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGTTGCGAAAGCGCGAGC

>S1LM30

GCATCGCAGCAGAAGTCTGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCT
GTTGTCAGGGAAGAACGCCGACGGGAGTAACTGCCCGTCGGGTGACGGTACCTGACCAGAAAGCC
ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGG
CGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTCGTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTC
ATTGGAAACTGGCGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGC
GCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGTGC
GAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAG
TGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTCTGACCACCCTGGAGACAGGGTTTCCCTT
CGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTATCATTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGT
GACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACG
TGCTACAATGGACAGGTTACAAAGGGCAGCTAAGCCGCGAG

>A2LM10

GAGGCATGGGCGAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCTTTCGGGTTGTAAAGCAC
TTTCAGTGGGGAAGAAGGCTTGTCGGCCAATACCCGGCAAGAGCGACATCACCCACAGAAGAAGCA
CCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGG
CGTAAAGCGCGCGTAGGCGGCTTGTCACGCCGGGTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACGG
CATCCGGAACGGGCAGGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGGTAGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGACTGACACTGACGCTGAGGTG
CGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAG
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CCGTTGGGTCCCTTGAGGACTTAGTGGCGCAGTTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACCCTTGACATCCTGCGAACCCGGAAGAGATTCCGGGGTGC
CTTCGGGAGCGCAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAA
GTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTATTTGCCAGCGATTCGGTCGGGAACTCTAGGGAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGACATCATGGCCCTTACGGGTAGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGTTGCGAAGCCGCGA

>S3LM15

TGAGCATCTGCGCACCCTGATCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCACTT
TCAGCAGGGAGGAAAAGCTGATCGTTAATACCGGTCAGTGTTGACGTTACCTGCAGAAGAAGCACC
GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCG
TAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTGGTAAGCGAGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATGGCA
ATTCGAACTGCCAAGCTAGAATGCAGCAGAGGGCAGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGATATCTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTGCCTGGGCTGACATTGACGCTGAGGTGCGA
AAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGCTGAGAACTAGTCG
TTGGGGCTATTAGAGCCTTAGTGACGCAGCTAACGCGATAAGTTCTCCGCCTGGGGAGTACGGCCG
CAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
CGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCTGCGAACTTGGTAGAGATACCTTGGTGCCTTC
GGGAGCGCAGTGACAGGTGCTGCATGGACCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGTAACGAGCGCAACCCTTTGTCCTTAGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCTAGGGAGACTGCC
GGTGACAACGGAGAGGTGGGGATGACGTCAGTCATCATGGCCCTTACGGCAGGGCTACACACGTG
CTACATGGGCGCACAGAGGCAGCAGCGCGCGAGTGCAAGCG

SECUENCIAS PARCIALES DE BACTERIAS DEL GEN 16S DEL rRNA DE SANTA M2 DE JESUS
(BAHIA DE CADIZ)

>A3BC6

GATGGCATGGGGGCACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTGGGTTGTAAAGCA
CTTTCAGCAGGGAGGAAAAGCTGGTCGCTAATACCGGCCAGTGTTGACGTTACCTGCAGAAGAAGC
ACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTGATAAGCGGGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATT
GCAATCCGAACTATCAGGCTAGAGTGCAGCAGAGGGCAGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTGCCTGGGCTGACACTGACGCTGAGGT
GCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGAGAACTA
GTCGTTGGGGCTATTAGAGCCTTAGTGACGCAGCTAACGCGATAAGTTCTCCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCTGCGAACTTGCTAGAGATAGCTTGGTGC
CTTCGGGAGCGCAGTGACAGGTGCTGCATGGCCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTCAGTTACCAGCACTTCGGGTGGGCACTCTGGGGAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGGTCATCATGGGCCCTTACGGCCAGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGGGCGTACAGAGGGCAGCAAGTGCGC

>52BC8

GTTGACATGGGGGCACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTGGGTTGTAAAGCA
CTTTCAGCAGGGAGGAAAAGCTGGTCGCTAATACCGGCCAGTGTTGACGTTACCTGCAGAAGAAGC
ACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG
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GCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTGATAAGCGGGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATT
GCAATCCGAACTATCAGGCTAGAGTGCAGCAGAGGGCAGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTGCCTGGGCTGACACTGACGCTGAGGT
GCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGAGAACTA
GTCGTTGGGGCTATTAGAGCCTTAGTGACGCAGCTAACGCGATAAGTTCTCCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCTGCGAACTTGCTAGAGATAGCTTGGTGC
CTTCGGGAGCGCAGTGACAGGTGCTGCATGGCCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTCAGTTACCAGCACTTCGGGTGGGCACTCTGGGGAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGGGCGTACAGAGGGCAGCAAGTGCGCG

>52BC28

GGTAGTAAATTGGGCGCAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCCTCGGGTTGTAAA
GCACTTTCAGCGAGGAAGAACGCCTGGCGGTTAATACCCGCCAGGAAAGACATCACTCGCAGAAGA
AGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC
TGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGCTTGATAAGCCGGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGA
ACGGCATCCGGAACTGTCAGGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGGTAGAATTCCCGGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGACTGACACTGACACTGA
GGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGA
CCAGCCGTTGGGTGCCTAGCGCACTTTGTGGCGAAGTTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGT
ACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCTGCGAACTTGTGAGAGATCACTTGG
TGCCTTCGGGAACGCAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGT
TAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTATTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAG
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGG
GCTACACACGTGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGAGCT

>A2BC21

CTTCGCAGGAGAAGTCTGACGGAGCACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGTTCTG
TTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTGCGAATAGAGCGGTACCTTGACGGTACCTAACGAGGAAGCCC
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGC
GTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCA
TTGGAAACTGGGGAACTTGAGGACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTTTCTGACGCTGAGGTGCGA
AAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTG
TTAGGGGGCTTCCACCCCTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCG
CAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTGGACATCCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTT
CGGGGACCAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCCTAATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGG
TGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC
GTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAG

>A3BC4

AATAACATCGGGGCACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCA
CTTTCAGCAGGGAGGAAAAGCTGATCGTTAATACCGGTCAGTGTTGACGTTACCTGCAGAAGAAGC
ACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTGGTAAGCGAGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATG
GCAATTCGAACTGCCAAGCTAGAATGCAGCAGAGGGCAGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAAT
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GCGTAGATATCTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTGCCTGGGCTGACATTGACGCTGAGGT
GCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGCTGAGAACTA
GTCGTTGGGGCTATTAGAGCCTTAGTGACGCAGCTAACGCGATAAGTTCTCCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCTGCGAACTTGGTAGAGATACCTTGGTGC
CTTCGGGAGCGCAGTGACAGGTGCTGCATGGCCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCTAGGGAGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGGGCGCACAGAGGGCAGCAAGCGCGCG

>A3BC16

ATCCAGGGGGCACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCACTTT
CAGCAGGGAGGAAAAGCTGATCGTTAATACCGGTCAGTGTTGACGTTACCTGCAGAAGAAGCACCG
GCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTA
AAGGGCGCGTAGGCGGTTTGGTAAGCGAGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATGGCAAT
TCGAACTGCCAAGCTAGAATGCAGCAGAGGGCAGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATCTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTGCCTGGGCTGACATTGACGCTGAGGTGCGAA
AGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGCTGAGAACTAGTCGT
TGGGGCTATTAGAGCCTTAGTGACGCAGCTAACGCGATAAGTTCTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAC
GCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCTGCGAACTTGGTAGAGATACCTTGGTGCCTTCG
GGAGCGCAGTGACAGGTGCTGCATGGCCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCTAGGGAGACTGCCGG
TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGGGCGCACAGAGGGCAGCAAGCGCGCGAGTG

>S4BC9

CATCGGCATGTAGAAGTCTGACGGAGCACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGTTCT
GTTGTCAGGGAAGAACAAGTGCCGTGCGAATAGAGCGGCACCTTGACGGTACCTGACGAGGAAGC
CCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGG
GCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGT
CATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAG
GTGTTAGGGGGCTTCCACCCCTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCGGACAACCCTGGAGACAGGGCGTTCC
CTTCGGGGACCGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGACCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGC
CGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACA
CACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCAGCGAAGCCGCG

>A1BC5

GCTGGCATTAGCGTAGCTGCTCCAGCGATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCTTTCGGGTTGTAAAGCACT
TTCAGTGGAGTAGAAGGCTTGTCGGCCAATACCCGGGAGGAGCGACATCACCCACCCAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGC
GTAAAGCGCGCGTAGGCGGCTTGTCACGCCGGGTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACGGC
ATCCGGAACGGGCAGGCTATAGTGCAGGAGAGGAAGGTATAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTACAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGACTGACACTGACGCTGAGGTGC
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GAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGC

CGTTGGGTCCCTTGAGGACTTAGTGGCGCAGTTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC

GATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACCCTTGACATCCTGCGAACCCGGAAGAGATTCCGGGGTGCCT
TCGGGAGCGCAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGT

CCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTATTTGCCAGCGATTCGGTCGGGAACTCTAGGGAGACTGCC

GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGGTAGGGCTACA

CACGTGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGTTGCGAAGCCGCGA

>S53BC8

GTCCAGGGGCACCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTGGGTTGTAAAGCACTTTCA
GCAGGGAGGAAAAGCTGGTCGCTAATACCGGCCAGTGTTGACGTTACCTGCAGAAGAAGCACCGG
CTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTA
AAGGGCGCGTAGGCGGTTTGATAAGCGGGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCAATC
CGAACTATCAGGCTAGAGTGCAGCAGAGGGCAGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
ATATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTGCCTGGGCTGACACTGACGCTGAGGTGCGAAA
GCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGTTGAGAACTAGTCGTT
GGGGCTATTAGAGCCTTAGTGACGCAGCTAACGCGATAAGTTCTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACG
CAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCTGCGAACTTGCTAGAGATAGCTTGGTGCCTTCGG
GAGCGCAGTGACAGGTGCTGCATGGCCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TAACGAGCGCAACCCTTGTCCTCAGTTACCAGCACTTCGGGTGGGCACTCTGGGGAGACTGCCGGT
GACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACAC
GTGCTACAATGGGGCGTACAGAGGGCAGCAAGTGCGCGAGCGC

>A4BC6

GATATCAGGGGGCACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCCTCGGGTTGTAAAGCAC
TTTCAGCGAGGAAGAATGCTTGTCGGTTAATACCCGGCAAGGGAGACATCACTCGCAGAAGAAGCA
CCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGG
CGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCTTGATAAGCCGGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACGG
CATCCGGAACTGTTAGGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGGTAGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGACTGACACTGACGCTGAGGTA
CGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAG
CCGTTGGGGTCCTCGAGACCTTTGTGGCGCAGTTAACGCACTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACCCTTGACATCGTGCGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCC
TTCGGGAGCGCACAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAG
TCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTATTTGCCAGCGATTCGGTCGGGAACTCTAGGGAGACTGC
CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGGTAGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGGGTTGCAAAGCGGCGA

>A1BC3

GATCGATCCATGGGGGCCACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCCTCGGGTTGTAA
AGCACTTTCAGCGAGGAAGAATGCTTGTCGGTTAATACCCGGCAAGGGAGACATCACTCGCAGAAG
AAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTA
CTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCTTGATAAGCCGGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGG
AACGGCATCCGGAACTGTTAGGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGGTAGAATTCCCGGTGTAGCGGTG
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AAATGCGTAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGACTGACACTGACGCTG
AGGTACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCG
ACTAGCCGTTGGGGTCCTCGAGACCTTTGTGGCGCAGTTAACGCACTAAGTCGACCGCCTGGGGAG
TACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT
TAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACCCTTGACATCGTGCGAACTTTCCAGAGATGGATTG
GTGCCTTCGGGAGCGCACAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGG
TTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCCTTGTCCCTATTTGCCAGCGATTCGGTCGGGAACTCTAGGGA
GACTGCCGGTGACAAACCGGGAGGAAGGTGGGGACGACGTTCAGTCATCATGGGCCCTTTACGGG
TAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCCGGGTACAATGGGTTGC

>A2BC18

ATGGTTAAGTGGGGGGCACCCCTGAATCCGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCCTCGGGTTGGAA
AGCACTTTCAGCGAGGAAGAACGCTTGTCGGTTAATACCCGGCAAGGGAGACATCACTCGCAGAAG
AAGCACCGGGTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCCAGCGTTAATCGGAATTA
CTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCTTGATAAGCCGGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGG
AACGGCATCCGGAACTGTTAGGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGGTAGAATTCCCGGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGACTGACACTGACGCTG
AGGTACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACCATGTCG
ACTAGCCGTTGGGGTCCTCGAGACCTTTGTGGCGCAGTTAACGCACTAAGTCGACCGCCTGGGGAG
TACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT
TAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACCCTTGACATCGTGCGAACTTTCCAGAGATGGATTG
GTGCCTTCGGGAGCGCACAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCGTCGTGTTTGTGAAATGTTG
GGTTAAGTCCCCGTAAACGAAGCGCAACCCTTGTCCCCTATTTGCCCAGCGATTTCGGTCGGGAACT
CTTAGGGAAGACTGCTTGTGACAAACCGGGAGGAAGGTGGGGACAACGTCAAGTCATTCATGGCCT
CTTTACGGGTACGGCTACACCACGTGCTACAATGGCCGGGAC

SECUENCIAS COMPLETAS DE BACTERIAS DEL GEN 165 DEL rRNA DE FUENTE DE PIEDRA
(MALAGA)

>A1FP-12

GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGCGGGAAGCAAGATGACCCCTTCGGGG
TGATTCTTGTGGAACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGG
ATAACTCGCGGAAACGTGAGCTAATACCGGATAACACTTTTCTTTACCTAAGGAAAAGTTGAAAGGC
GGCTTTTCGGAGCTGTCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCC
TACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAAC
GCCGCGTGAACGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACGAAGAACAAGT
ACCGTTCAAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCG
GTTTTTTAAGTCTGATGTGAAATCTTGTGGCTCAACCACAAGCGGTCATTGGAAACTGGAGAACTTG
AGTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCT
TAGTGCTGCAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAA
GAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT
ACCAGGTCTTGACATCCGCTGACAATCCTAGAGATAGGACTTTCCCTTCGGGGACAGCGTGACAGGT
GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
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GATCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACA
AAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGTGAAGCAAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTG
CAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCC
CGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTGGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACC
TTTTTAGGAACCAGCCGCCGAAGGTGGGGCCAATGATTGGGGTGAAGTCG

>A2FP-15

CCTTTGAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGG
TAACAGGGGTAGCTTCCTACCCGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCATAGGAATTTACCC
GATAGTGGGGGATAACCTGGGGAAACCCAGGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGGGGG
CTTTGGCTCCCGCTATCGGATGAGCCTATGCCGGATTAGCTGGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG
GCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATCGGGACTGAGACACGGCCCGAACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTG
TGTGAAGAAGGCCCTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAAGAACGCCTGGCGGTTAATACCCG
CCAGGAAAGACATCACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGG
AGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGCTTGATAAGCCGGTTG
TGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACGGCATCCGGAACTGTCAGGCTAGAGTGCAGGAGAGGAA
GGTAGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGG
CCTTCTGGACTGACACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACCAGCCGTTGGGTGCCTAGCGCACTTTGTGGCGAAGTTAACG
CGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCC
TGCGAACTTGTGAAGAGATCACTTGGTGCCCTTCGGGAACGCAAAGACAGGTGCTGCATGGCTGTC
GTCAGCTCGTGTTGTGAAAATGTTGGGGTTAAAGTCCCGTAACGAGCGCCACCCTTTGTCCTTATTTG
CCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGA
CGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCT
GCGAGCTCGCGAGAGTCAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCG
ACTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGACTGCACCAGAAGTGGTTAGCCTAACGCAAGAGG
GCGATCACCACGGTGTGGTTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG

>S2FP-15

TGGAACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCTATAAGACTGGGATAA

CTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTTCAGCACATGTTGAGAAATTGAAA

GGCGGCTTTTAGCTGTCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGTTAGTTGGTAGGGTA

ACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCATCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGTG
CAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACC
GTTTGAATAAGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCTCGCAGGCGGTCT
TTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAGGACTTGAGT
GCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAG
TGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAAGAA
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATCCTCTGCCAGCGGTAGAGATACCGTGTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGG
TGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGA
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TCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGAACAAA
GGGCAGCGAAGCCGCAAGGTGTAGCAAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCA
ACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTGGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCA
TTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGGCCAATGATTGGGGTGAAGTCGT

SECUENCIAS COMPLETAS DE BACTERIAS DEL GEN 165 DEL rRNA DE LA MALAHA (GRANADA)

>S1LM8

TACATGCAAGTCGAGCGCGGGAAGCGAGCAGAAGCCCTTCGGGGTGGACGCTCGTGGAACGAGCGG
CGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCTGTGAGACGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGC
TAATACCGGATAACGCATCGAACCGCATGGTTCGATGATCAAAGATGGCTTCTAGCTATCACTCACA
GATGGGCCCGCGGCGCATTAGTTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCC
GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTAGGGAATCATCCGCAATGGACGCAAGTCTGACGGTGCAACGCCGCGTGAGCGATGAAGGTCTTC
GGATCGTAAAGCTCTGTTGTGAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCGAATAGGGCGGCACCTTGACGGTA
CCTCACCAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTG
TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGGCCACAGCT
CAACTGTGGAGGGCCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGGACAGAAGAGGAGAGCGGAATTCCACGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAAC
TGACGCTGAGGCGCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAA
CGTTGAGTGCTAGGTGTTAGGGGGTCCAACCCTTAGTGCTGCAGTTAACGCAATAAGCACTCCGCCT
GGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCTGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCGGACAGCCCAAGAG
ATTGGGTCTTCCCTTCGGGGACCGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCCTGATCTTAGTTGCCAGCATTGAGTTGGGCACTC
TAGGATGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATG
ACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGAAGCCAAACCGCGAGGTCGAGCTAAT
CCCATAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGT
AATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCAGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACG
AGAGTTGGCAACACCCGAAGTCGGTGG

>S1LM-21

AGGAGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCATAGGAATCTGCCCGGTAGTGGGGGATAACTT
GAGGAAACTCAAGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTGCGC
TATCGGATGAGCTTATGTCGGATTAGCTGGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCGT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATCGGGACTGAGACACGGCCCGAACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGG
CCCTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAAGAATGCTTGTCGGTTAATACCCGGCAAGGGAGAC
ATCACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAG
CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCTTGATAAGCCGGTTGTGAAAGCCCC
GGGCTCAACCTGGGAACGGCATCCGGAACTGTTAGGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGGTAGAATTC
CCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGAC
TGACACTGACGCTGAGGTACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGGTCCTCGAGACCTTTGTGGCGCAGTTAACGCACTAAGTCG
ACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACCCTTGACATCGTGCGAACTTTC
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CAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAGCGCACAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTT

GTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTATTTGCCAGCGATTCGGTCGG

GAACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGC
CCTTACGGGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGGGTTGCAAAGCGGCGACGTGG
AGCTAATCTCATAAAGCCGGTCTCAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAAT
CGCTAGTAATCGTGCATCAGAATGGCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
CACCATGGGAGTGGACTGCACCAGAAGTGGTTAGCCTAACTTCGGAGGGCGATCACCACGGTGTGG
TTCATGACTGGGGTGAAGTCGTA

SECUENCIAS COMPLETAS DE BACTERIAS DEL GEN 16S DEL rRNA DE SANTA M2 DE JESUS
(BAHIA DE CADIZ)

>A3BC6
GCTCAGATTTGAAACGCTGGGCGGGCAGGGCCCTAAACACATGGCAAAGTCGAGGCGGGCAGCAG
GGCCCTTCCGGGGGTGCTGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCATGGGAACTTACCCAGTAGT
GGGGGATAGCCCGGGGAAACCCGGATTAATACCGCATACGCCCTGAGGGGGAAAGCGGGCTCCGG
CTCGCGCTATTGGATGGGCCCATGTCGGATTAGTTTGTTGGTGAGGTAACGGCTTACCAAGGCGAC
GATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACCGGGACTGAGACACGGCCCGGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGA
AGAAGGCCTTTGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCAGGGAGGAAAAGCTGGTCGCTAATACCGGCCAGT
GTTGACGTTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGT
GCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTTTGATAAGCGGGTTGTGAA
AGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCAATCCGAACTATCAGGCTAGAGTGCAGCAGAGGGCAGTG
GAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTGC
CTGGGCTGACACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT
CCACGCTGTAAACGTTGAGAACTAGTCGTTGGGGCTATTAGAGCCTTAGTGACGCAGCTAACGCGAT
AAGTTCTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCTGCGA
ACTTGCTAGAGATAGCTTGGTGCCTTCGGGAGCGCAGTGACAGGTGCTGCATGGCCGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTCAGTTACCAGCACTTC
GGGTGGGCACTCTGGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGGTCA
TCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGGGCGTACAGAGGGCAGCAAGTGCGC
GAGCGCAAGCGAATCCCTTAAAGCGTCTCTCAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAG
TCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGAATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCATGGGAGTGGACTGCACCAGAAGCGGTTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGATCGCC
AC
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