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RESUMEN

Se conocen como bacterias hal6filas aquellas que requieren condiciones salinas para crecer y
que presentan un Optimo de crecimiento al 5-15% de sales, pudiendo ademas existir otros
factores extremos. Entre estos microorganismos encontramos al género Salinivibrio,
caracterizado por ser bacilos curvados Gram-negativos, anaerobios facultativos, moviles, con
crecimiento en un rango de salinidad de 1-20%, un rango de pH de 5-10 y un rango de
temperatura de 5-45°C. El contenido en G+C del ADN es de 49,4-50,5 moles%. Actualmente,
cuenta con cinco especies y dos subespecies. El trabajo de Gorriti et al. (2014) describe una
cepa que podria constituir una posible nueva especie aislada del lago alcalino Socompa
(Argentina). En el presente estudio se ha llevado a cabo una completa caracterizacion polifésica
de dicha cepa. Para ello, se ha comparado el gen ARNr 16S con las secuencias presentes en las
bases de datos y posteriormente se realizé un estudio del core-genoma de dicho microorganismo
que sugiere que constituye una nueva especie del género Salinivibrio. Dicho estudio se
completé mediante el célculo de los indices ANIb, ANIm e hibridacién ADN-ADN in silico.
Simultdneamente, se realizd una caracterizacion fenotipica que ha permitido determinar que
presenta un éptimo de NaCl del 7-7,5%, un 6ptimo de pH de 7,5-8, y que coincide con las otras
especies del género en su capacidad para producir catalasa y oxidasa y otras caracteristicas
bioquimicas, pero presenta diferencias con respecto a dichas especies. Por ltimo, cuenta con un
perfil de acidos grasos donde C16:0 y C18:1 son mayoritarios, al igual que otras especies del
género Salinivibrio. Los resultados obtenidos indican que la cepa S35 constituye una nueva

especie para la que proponemos la denominacion de Salinivibrio socompensis sp. nov.

Palabras claves: Salinivibrio, taxonomia bacteriana, bacterias hal6filas, Salinivibrio

socompensis.
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1. Introduccién

1. INTRODUCCION

1.1. AMBIENTES EXTREMOS

El concepto de ambiente extremo fue definido por Brock (1979) como “ambientes en los que
existe una escasa diversidad de especies y en los que estan ausentes algunos grupos
taxonomicos”. En la actualidad, se ha demostrado que la diversidad es mayor de lo que se
pensaba. Aunqgue sigue sin ser fécil definirlo, se puede considerar aquel ambiente con valores
extremos en uno o varios de los siguientes parametros ambientales: temperatura, pH, radiacion
solar, concentracion de nutrientes 0 metales toxicos, oxigeno disuelto, presion hidrostatica,

potencial redox y actividad de agua o salinidad (Ventosa, 2006).
1.1.1. Ambientes hipersalinos

Entre los ambientes extremos encontramos los ambientes hipersalinos, en los cuales el elemento
limitante principal es la alta concentracion de sales. Sus habitantes son conocidos como
“microorganismos halofilos”. A este se le pueden sumar otros factores como son la baja
concentracion de oxigeno disuelto, temperaturas extremas (ya sean muy altas o muy bajas),
valores de pH muy alcalinos, pocos nutrientes en el medio o la presencia de compuestos toxicos
y metales pesados (Rodriguez-Valera, 1988). Hay casos en los que los microorganismos estan
adaptados a mas de un ambiente extremo, y se les denomina “poliextremofilos” (Rothschild y
Mancinelli, 2001).

Los ambientes hipersalinos mas importantes son los sistemas acuaticos (lagos salinos y salinas)
y los suelos hipersalinos, siendo los primeros los mas estudiados (Ventosa et al., 2008).
Ademas, también pueden encontrarse microorganismos hal6filos en diversos hébitats de alta
salinidad como son depositos de sales, alimentos sazonados (pescados, carnes) o fermentados y
pieles de animales (Ventosa, 2006). Centrandonos en los ambientes acuéticos, se consideran
hipersalinos cuando la concentracién de sales totales es igual 0 mayor a 3,5% (p/v) (Edgerton y
Brimblecome, 1981). Se pueden clasificar en dos tipos: aguas talasosalinas y aguas
atalasosalinas. Las primeras poseen una composicion similar al agua de mar ya que tienen un
origen marino. Consecuentemente, predominan los iones monovalentes CI- y Na* (de la Haba et
al., 2010). En cambio, las aguas atalasosalinas tienen como origen la disolucion de depdsitos
continentales y, en general, predominan los iones divalentes Ca?* y Mg?*. Son mas heterogéneas

que las atalasosalinas (Rodriguez-Valera, 1993).
1.2. MICROORGANISMOS HALOFILOS

Los microorganismos hal6filos son aquellos que requieren ciertas cantidades de sales para
crecer y que no solo sobreviven, sino que prosperan en ambientes salinos o hipersalinos (Oren,
2002; Ventosa, 2006).
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1.2.1. Clasificacion

Los microorganismos haléfilos se clasificaron por Kushner y Kamekura (1988) atendiendo a la

concentracion de sal a la que su crecimiento es éptimo en las siguientes categorias:

- No haldfilos: Presentan crecimiento 6ptimo en medios con una concentracion de NaCl
menor a 0,2 M (aprox. 1%). Algunos pueden tolerar concentraciones superiores y son
conocidos como halotolerantes. Si esta concentracion es superior a 2,5 M se denominan
halotolerantes extremos.

- Haldfilos débiles: Para estos microorganismos el crecimiento dptimo se alcanza a 0,2-
0,5 M de NaCl (aprox. 1-3%).

- Haldfilos moderados: Crecen de forma éptima en medios con 0,5-2,5 M (aprox. 3-15%)
de NaCl.

- Haldfilos extremos: El crecimiento 6ptimo se da a concentraciones de 2,5-5,2 M (aprox.
15-32%, saturacién) de NaCl.

De forma clésica se han dividido los microorganismos hal6filos en dos grupos: arqueas aerobias

haléfilas extremas (haloarqueas) y bacterias hal6filas moderadas (de la Haba et al., 2010).
Tradicionalmente las haloarqueas s6lo incluian una familia (Halobacteriaceae) (Grant et al.,
2001), pero en los Ultimos tiempos se ha propuesto una reclasificacién y actualmente el orden
Halobacteriales incluye tres familias: Halobacteriaceae, Halococcaceae y Haloarculaceae
(Gupta et al., 2016), En cambio, las bacterias hal6filas moderadas se encuentran en ocho phyla
de los veintiocho en los que se divide el dominio Bacteria: Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria, Spirochaetes, Bacteroidetes, Thermotoga, Cyancbacteria y Tenericutes (de la
Haba et al., 2010). Las especies mas representativas se encuentran dentro de los géneros
Halomonas, Chromohalobacter, Salinibacter, Salinivibrio, Bacillus y otros géneros
relacionados (Halobacillus, Virgibacillus, Lentibacillus), Salinicoccus, Halanaerobium,
Spiribacter, etc. (Ventosa, 2006; de la Haba et al., 2010). También se han descrito la presencia
de bacterias haldfilas extremas, siendo uno de sus maximos representantes las especies del

género Salinibacter (Anton et al., 2002).
1.2.2.  Mecanismos de osmorregulacién

Los microorganismos haléfilos requieren para su supervivencia concentraciones de sales
considerables, lo cual, a su vez, las somete a diferentes tipos de estrés. Asi pues, es necesaria
una adaptacion que les permita regular la presion osmética de su interior respecto a la del

exterior para evitar la deshidratacion y consecuente ruptura celular (Wood, 2011).

Se conocen dos mecanismos de osmorregulacion: salt-in y salt-out. EI primer mecanismo
consiste en mantener la concentracion de sales inorganicas en el citoplasma tan alta como la del

exterior. La sal més frecuente es KCI. Este mecanismo es el més frecuentemente utilizado por
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las arqueas halofilas extremas y algunas bacterias halofilas extremas. EI mecanismo salt-out,
que es el que presentan la mayoria de las bacterias haldfilas moderadas, consiste en la
acumulacién de compuestos organicos especificos de bajo peso molecular, muy solubles y de
carga neutra, que no interfieren con el metabolismo de la bacteria, que son conocidos como

solutos compatibles (Brown, 1976).
1.2.3. Aplicaciones industriales

Los microorganismos hal6filos cuentan con unas caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas que
les otorgan un gran potencial biotecnoldgico (Rodriguez-Valera, 1992). Entre las aplicaciones
mas interesantes se encuentra la produccion de enzimas extracelulares (amilasas, lipasas,
nucleasas, nucleotidasas y proteasas) (Ventosa et al., 2005), la biodegradacién de contaminantes
organicos (Borgne et al., 2008), la sintesis de exopolisacaridos, de interés en biopolimeros
(Rodriguez-Valera, 1992; Ventosa et al., 1998) y la produccion de halocinas (Rodriguez-Valera
etal., 1982).

1.3. CARACTERIZACION TAXONOMICA

Se conoce como taxonomia a la ciencia que identifica, nombra y clasifica a los organismos
segun un criterio definido. La identificacién permite situar a un organismo dentro de un taxon
previamente descrito. Se entiende la clasificaciéon como la organizacion de organismos en
grupos cada vez mas inclusivos en base a su parecido fenotipico o su parentesco evolutivo,
siendo el grupo menos concreto el dominio, y el mas concreto, la especie. Se habla de
nomenclatura para referirse al proceso de asignar nombre a los grupos taxonémicos. Es el Gnico
de los tres procesos que esta reglamentado, siguiendo las normas del International Code of
Nomenclature of Prokaryotes. La taxonomia es una ciencia en constante movimiento por lo que
es complicada una clasificacion estable. La clasificaciobn mas aceptada por los microbidlogos
son las que se presentan en las publicaciones Bergey’s Manual of Systematics of Archaea and
Bacteria y The Prokaryotes. Actualmente, se puede consultar la nomenclatura véalida a través de
la red: List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature (http://www.bacterio.net), y
Bacterial Nomenclature Up-to-Date (http://www.dsmz.de). La revista oficial encargada de
publicar nuevas descripciones y los nuevos nombres de procariotas es el International Journal

of Systematic and Evolutionary Microbiology.

En los Gltimos afios, la taxonomia de procariotas (bacterias y arqueas) ha sufrido una gran
evolucion en sus métodos. Actualmente, se basa en estudios polifasicos de modo que se
obtengan distintos tipos de informacién que permitan una visién amplia del microorganismo
(Madigan et al.,, 2014). Se divide en cuatro metodologias: caracterizacion fenotipica,
caracterizacion gendmica, caracterizacion filogenética y caracterizacion quimiotaxondémica
(L6pez-Hermoso, 2017).
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1.3.1. Caracterizacion fenotipica

Las caracteristicas fenotipicas incluyen caracteristicas morfoldgicas como el aspecto de la
colonia aislada, el tamarfio y la forma celular, la movilidad, si produce o no endoesporas, etc.
También lo son las caracteristicas bioquimicas (fermentacion de azucares, necesidad de factores
de crecimiento) vy las fisiol6gicas (rangos y 6ptimos de temperatura, pH y concentracion de sal
para el crecimiento, respuesta al oxigeno) (Madigan et al., 2014).Para que sea posible su
reproducibilidad, las pruebas deben seguir un protocolo estandarizado. Ademas, dado que los
procariotas como Salinivibrio cuentan con caracteristicas poco complejas (Schleifer, 2009), es
interesante analizar el mayor numero posible de caracteristicas fenotipicas (Sneath, 1989).

1.3.2. Caracterizacion filogenética

Esta caracterizacion se refiere a la evolucion de los organismos a lo largo de la historia
(Madigan et al., 2014). Durante afios, se ha estudiado el gen ARNr 16S como punto
comparativo debido a su gran conservacion (Ludwig y Schieifer, 1999) pero también presenta
ciertos inconvenientes que estan desplazando su uso por otras técnicas como el Multilocus
Sequence Analysis (MLSA) o la secuenciacion genémica completa. Este tipo de secuenciacion
permite la creacion de arboles filogenéticos que representan la evolucion histérica del

microorganismo.
1.3.3. Caracterizacion genémica

Tradicionalmente la hibridacion ADN-ADN (DDH) ha sido la técnica utilizada para poder
clasificar a una cepa dentro de un taxén determinado, se considera que para que dos cepas estén
filogenéticamente relacionadas a nivel de especie, el valor de hibridacion entre ambas debe de
ser igual o superior al 70% (Wayne et al., 1987; Stackebrandt y Goebel, 1994). Esta técnica
presenta como inconveniente que su realizacion conlleva mucho trabajo y tiempo de realizacion
y en los ultimos tiempos esta siendo sustituida, siempre que dispongamos de los genomas de las
cepas de estudio y de referencia, por la herramienta bioinformatica (hibridacion ADN-ADN in
silico) (Rossell6-Moéra, 2006).

Otras alternativas al método experimental son los indices de ldentidad Aminoacidica Media
(AAI, Average Aminoacic ldentity) e Identidad Nucledtida Media (ANI, Average Nucleotide
Identity). El primero se centra en la relacion filogenética mientras que el segundo determina la
distancia filogenética. Para que dos cepas se consideren de la misma especie es necesario que el
valor de este pardmetro sea igual o superior al 95%. Es decir, el 95% equivale al 70% de la
DDH (Richter y Rosell6-Mora, 2009).Existen varios tipos de indices ANI: ANIb, que utiliza el
algoritmo BLAST en genomas completos o incompletos (Konstantinidis y Tiedje, 2005)

yANIm, basado en el software MUMmer y trabaja con fragmentos grandes de material genético.
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1.3.4. Caracterizacion quimiotaxonémica

Esta caracterizacion analiza la informacion sobre la constitucion quimica de la bacteria. Al igual
que en el anélisis fenotipico es necesario que se realice en condiciones estandarizadas de cultivo
para que las variaciones obtenidas se deban exclusivamente a diferencias genéticas (Goodfellow
y O'Donnell, 1993).

1.4. GENERO SALINIVIBRIO

El género Salinivibrio pertenece a la familia Vibrionaceae, dentro del orden Vibrionales, de la
clase Gammaproteobacteria, en el phylum Proteobacteria (Ventosa, 2015). En 1938, Smith
aislo por primera vez la bacteria Vibrio costicola a partir de costillas de cerdo en salazon. Méas
tarde, también se aisld a partir de en ambientes acuéticos hipersalinos (Ventosa et al., 1982). En
1996, Mellado et al. encontraron diferencias fenotipicas relevantes entre esta bacteria y otras del
mismo género, ademas de una pobre relacion filogenética entre ellas, por lo que se reclasificd en
un nuevo género, Salinivibrio. Actualmente, el nimero de especies conocidas de este género ha
aumentado, e incluye cinco especies:Salinivibrio. costicola, con dos subespecies: S.costicola
subsp. costicola (Smith, 1938; Mellado et al., 1996; Huang et al., 2000) y S. costicola subsp.
alcaliphilus (Romano et al., 2005); hasta hace unos meses esta especie incluia también otra
subespecie, S.costicola subsp. vallismortis (Huang et al., 2000), pero un reciente trabajo de
nuestro grupo de investigacion ha demostrado que realmente se trataba de una cepa
perteneciente a la especie S. proteolyticus (LOpez-Hermoso et al., 2018a); S. proteolyticus
(Amoozegar et al., 2008), S. siamensis (Chamroensakri et al., 2009), S. sharmensis (Romano et
al., 2011) y S. kushneri (L6pez-Hermoso et al., 2018b).

Los miembros del género Salinivibrio se caracterizan por ser bacilos curvados Gram-negativos
(0.5-0.6 x 1.0-3.2 um). Pueden encontrarse aislados, en parejas o agrupados en forma de S o en
espirales. Presentan un flagelo polar que permite su movilidad y no producen endoesporas. Son
haléfilos moderados, es decir, su concentracion 6ptima de NaCl se encuentra entre 2,5-10% y su
rango salino oscila entre el 1-20%. Su temperatura
Optima de crecimiento es de 37°C, teniendo un rango
entre 5-50°C. EIl pH 6ptimo esta entre 7,3-7,5. Se trata de

microorganismos anaerobios facultativos. Su ADN

presenta un contenido de G+C de 49.4-50.5 moles% Figura 1. Salinivibrio costicola observado al
microscopio electrénico (Garcia et al., 1987).
(Ventosa, 2015).

1.5. ANALISIS FILOGENETICO Y GENOMICO DEL GENERO
SALINIVIBRIO

Lopez-Hermoso (2017) en su Tesis Doctoral llevé a cabo una profunda revision del género

Salinivibrio, habitante habitual de las salinas solares. Tras numerosos muestreos y aislamientos,
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a partir de diferentes ambientes hipersalinos, se obtuvo una coleccidn de 70 cepas pertenecientes
a este género. Ademas del estudio inicial basado en la comparacion de secuencias del gen ARNr
16S de estas cepas, junto con las cepas tipo de las especies y subespecies del género, se llevo a
cabo un estudio de secuenciacion multilécica MLSA (MultiLocus Sequence Analysis), basado
en las secuencias individuales y concatenadas de los genes gyrB, recA, rpoA y rpoD, que
permitid clasificarlas en cuatro filogrupos diferentes, a excepcion de la cepa tipo de la especie
Salinivibrio sharmensis, que no pudo ser incluida en ningan filogrupo, constituyendo, por tanto,
un filotipo independiente del resto.

Con la finalidad de poder emplear este esquema MLSA con fines taxondmicos en la descripcion
de nuevas especies de Salinivibrio, se realizd una comparacion y posterior validacion de este
estudio MLSA frente a los datos de hibridacion ADN-ADN (DDH). En todos los casos, los
valores de DDH confirmaron los filogrupos obtenidos en base al MLSA, constituyendo cada
uno de ellos una especie diferente. Con estos resultados propuso una correlacion entre los
valores de MLSA y DDH, considerando un 97 % de semejanza entre la secuencia concatenada
de los cuatro genes empleados como valor de corte para la delineacion de especies del género
Salinivibrio. Para completar el estudio secuencié los genomas de 33 de estas cepas
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Figura 2. Divisién en filogrupos de cepas del género Salinivibrio
basado en el core-genoma (Lépez-Hermoso, 2017).

y a la descripcion de una nueva especie,

ey
.02

Salinivibrio kushneri, constituida por 10
cepas representativas (Figura 2) (LOpez-
Hermoso et al., 2018b).

En 2014, Gorriti et al. publicaron un trabajo en el que incluia un estudio comparativo de los
genomas de tres cepas, designadas S34, S35 y S10B, pertenecientes al género Salinivibrio pero
que no fueron caracterizadas taxondmicamente ni descritas formalmentecomo una nueva
especie dentro de este género. El analisis de los genomas de estas tres cepas ha puesto de
manifiesto la presencia de genes relacionados con rodopsinas en dichos genomas (ver apartado

1.6). En el trabajo se muestra el arbol filogenético del gen ARNr 16S de estas cepas y las mas
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1. Introduccién

relacionadas filogenéticamente (Figura 3). El analisis de este arbol muestra que estas tres cepas
(S34, S35 y S10B) se encuentran dentro del género Salinivibrio pero en una rama lo
suficientemente separada del resto y con un elevado valor de bootstrapque muestra que estas
tres cepas podrian constituir una nueva especie dentro de este género. Dichas bacterias se
aislaron del lago Socompa, un lago hipersalino andino, localizado en la base del volcan
Socompa a 3.570 metros de altitud al noroeste de Argentina. Ademas de su elevada salinidad,

este lago se caracteriza por su alcalinidad (pH 8,5) y un alto contenido en arsénico.

85 Salinivibrio sn. S34
98 Salinivibrio sp. S35

99 Salinivibrio sp. S10B
Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus18AG' (AJ640132)

63 L Salinivibrio costicola subsp. costicola ATCC 35508 (X74699)
Salinivibrio vallismortis DSM8285" (AF057016)
98 Salinivibrio protelyticus AF-2004T (DQ092443)

Salinivibrio sharmensis BAG™ (AM279734)
99 Salinivibrio siamensis ND1-1' (AB285018)

Vibrio comitans GHG2-1" (DQ922915)

50

—
0.005

Figura 3. Arbol filogenético basado en el gen ARNr 16S y donde se observa que las nuevas cepas forman un
filogrupo claramente diferenciado (Gorriti et al., 2014).

1.6. RODOPSINAS

Las rodopsinas son moléculas proteicas pigmentadas ancladas en la membrana. Estan formadas
por un solo polipéptido con siete hélices transmembrana y un croméforo retiniano (Brown,
2014). Se conocen dos familias en la naturaleza: rodopsinas visuales y rodopsinas de arqueas y
bacterias que contienen distintas secuencias y distinto origen. Las primeras mantienen una
funcién sensorial en el reino animal. En cambio, las segundas se encuentran presentes en
procariotas hal6filos. Hay tres tipos de rodopsinas de arqueas: bacteriorrodopsinas,
halorrodopsinas y rodopsinas sensoriales. Sus funciones son de bomba de protones, de bomba
de cloruro y fotorrecepcion, respectivamente (Oesterhelt y Stoeckenius, 1971; Hoff et al., 1997,
Grigorieff et al., 1996; Lanyi, 1998). Otra forma de clasificar las rodopsinas consiste en
dividirlas en rodopsinas sensoriales y rodopsinas de bombas de protones. Las sensoriales
detectan la presencia de luz (Spudich, 2006) mientras que las de bomba de protones se encargan
de la transferencia de iones regulada por la luz (Brown, 2014).

La identificacion de rodopsinas de arqueas se realiza mediante el andlisis de la secuencia
genodmica y se complementa con analisis bioquimico (Maresca et al., 2006). Esto es asi porque
la funcion fisiol6gica de la proteina no puede conocerse con seguridad Unicamente por su
secuencia gendmica (Brown, 2014; Ugalde et al., 2011).

Por otra parte, se ha descrito rodopsinas de bacterias, encuadradas en los grupos:
xantorrodopsinas, proteorrodopsinas y actinorrodopsinas (Ugalde et al., 2011; Gorriti et al.,
2014).
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2. Objetivos

2. OBJETIVOS

Basandonos en los recientes estudios sobre taxonomia del género Salinivibrio, el presente
Trabajo Fin de Grado tiene como objetivo principal la caracterizacién polifasica completa de las
nuevas cepas aisladas por Gorriti et al. (2014) y determinar si las mismas constituyen una nueva
especie del género Salinivibrio. Concretamente los objetivos del presente Trabajo Fin de Grado
son los siguientes:
1. Cultivo en condiciones de laboratorio y confirmacion de que se trata de un cultivo puro
de las cepas S34, S35y S10B.
2. Caracterizacion filogenética basada en el gen ARNr 16S de la cepa S35, seleccionada
como cepa tipo del grupo.
Caracterizacion gendmica de la cepa S35.
4. Caracterizacion fenotipica de la cepa S35.

5. Caracterizacién quimiotaxonémica de la cepa S35.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. MUESTRAS BIOLOGICAS

En el presente Trabajo Fin de Grado se han utilizados las cepas de Salinivibriogue se muestran
en la Tabla 1, procedentes de distintas colecciones de cultivo (CECT: Coleccion Espafiola de
Cultivo Tipo; DSM: German Collection of Microorganisms; JCM: Japan Collection of
Microorganisms), y que se conservan en la coleccion de microorganismos hal6filos del
Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de
Sevilla.

Las cepasS34, S35 y S10B fueron enviadas por la Doctora Maria E. Farias, del Laboratorio de
Investigaciones Microbioldgicas de Lagunas Andinas (LIMLA), en Tucuman (Argentina)para

su caracterizacion.

Tabla 1. Cepas utilizadas en este estudio.

Salinivibrio costicola subsp. costicola CECT 4059" Mellado et al. (1996)
Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 16359" Romano et al. (2005)
Salinivibrio proteolyticus DSM 19052 Amoozegar et al. (2008)

%)
<
‘<’E Salinivibrio siamensis JCM 144727 % Chamroensaksri et al. (2009)
& Salinivibrio sharmensis DSM 181827 H:J Romano et al. (2011)
O | Salinivibrio kushneri AL184" ww Lépez-Hermoso et al (2018)
Cepa S34 w | Gorriti et al. (2014)
Cepa 5357 & ["Gorriti et al. (2014)

Cepa S10B Gorriti et al. (2014)
3.2.MEDIOS DE CULTIVO

3.2.1. Preparacion de stock de sales

Para la preparacién de los medios de cultivo se ha partido de un stock de sales al 30%(SW30),
(Subov, 1931) a partir del cual se han realizado diluciones para obtener las concentraciones
deseadas a las que posteriormente se afiaden los nutrientes para la preparacion de los medios de

cultivo. La composicion de este stock de sales se detalla a continuacion:

N 234,09
N T I Ta o FO 39,0g
MOSO4 TH2O oo 61,0 g
o TR 6,09

NAHCO3 ..o 0,2¢g
CaCl2:2H20 ..ot 109
Agua destilada C.5.p. ..covvevviiiicice 1000 mL

3.2.2. Medio SW7,5

La concentracion de sales éptima para el crecimiento de las cepas resulto de ser del7,5%. Por
ello, para su cultivo rutinario de las cepas se utiliz6 un medio con dicha concentracion salina.
Para su preparacion, se diluyeron las sales SW30 hasta el 7,5% y se suplement6 con extracto de
levadura al 0,5%. En caso de desear que el medio fuese sélido, se adiciona agar al 2%. EI medio

asi formulado se denomina medio SW7,5.
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3. Material y métodos

3.2.3. Mediol

Para la caracterizacion quimiotaxondmica se utilizd el medio 1, descrito por Romano et al.
(2011).

3.3. CONSERVACION DE CEPAS

Las cepas se conservaron rutinariamente en glicerol al 50% mediante congelacion a -80°C. Para
recuperarlas, se dejaron descongelar brevemente a temperatura ambiente. De cada vial se
tomaron 20 pL y se depositan en una placa de Petri con medio SW7,5. Se sembraron en estrias
y se incubaron a 37°C durante 7 dias para darle tiempo suficiente para crecer. Posteriormente, se
comprobd que solo creci6 un tipo de colonia, es decir, que se trataba de un cultivo puro.

3.4. CARACTERIZACION POLIFASICA
3.4.1. Caracterizacion filogenética
3.4.1.1. Extraccion de ADN

Para realizar la extraccion de ADN de la cepa S35, se cultivé en medio SW7,5 liquido, a 37°C
durante 48 horas y se utilizé el kit comercial G-spin™ Total DNA Extraction Kit (INtRON

Biotechnology),siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.4.1.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la amplificacion del gen ARNr 16S de la cepa S35 se llevd a cabo una reaccion de PCR

utilizando los cebadores que se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Cebadores utilizados en la reaccion de PCR.

Cebador Secuencia Tm
16F27 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ 60°C
16R1488 5’-CGGTTACCTTGTTAGGACTTCACC-3’ 72°C

La reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 50 pL como se detalla en la Tabla 3.

Tabla 3. Composicion de la reaccion de PCR.

Producto Volumen
Tampon de la reaccién 10X 5,0 uL
MgCl, 2,5l
dNTPs (1,25 mM cada dNTP) 8,0 uL
Cebador directo 16F27 (12 uM) 2,5puL
Cebador reverso 16R1488 (12 uM) | 2,5 L
ADN muestra(250 ng/ul) 1,0pL
Tag ADN polimerasa 0,5 uL
Agua miliQ 28,0 uL

Las condiciones de la PCR se detallan en la Tabla 4.
Tabla 4. Condiciones de la PCR.

Fase Duracion, temperatura
Desnaturalizacion inicial 5 min, 95°C
25 x (Desnaturalizacion, Hibridacion de los cebadores, Elongacién) 25 X (1 min; 94°C, 1 min, 50°C, 2 min, 72°C)
Elongacion final 10 min, 72°C

3.4.1.3. Electroforesis en gel de agarosa

Para comprobar tanto que la extraccion del ADN como la amplificacion del gen ARNr 16S se

efectud de manera correcta, se analiz6 una alicuota de la misma en gel de agarosa.
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3. Material y métodos

El gel de agarosa se prepar0 al 1% en tampon TAE 1x (Tris, acetato, EDTA) y se utilizo
RedSafe (INtRON Biotechnology) para visualizar el ADN. Se “cargd” en el gel una alicuota de
3 pL de ADN o producto de PCR mezclada con tampdn de carga (azul de bromofenol 0,25 %
p/v y glicerol 30 %). Se sometié a una diferencia de potencial, y el ADN que est4 cargado
negativamente migrara por el gel. Como marcador de pesos moleculares se utiliz65 pL del
marcador 1kb ladder.

3.4.1.4. Purificacién del ADN

Una vez amplificado se procedié a la purificacion del producto de PCR mediante el kit
comercial MEGAquick-spin™ Plus (INtRON Biotechnology) y se sigui6 el protocolo facilitado
por el fabricante. Se comprob6 la purificacion visualizdndolo en gel de agarosa como se ha

descrito en el apartado anterior.

3.4.1.5. Secuenciacion del ADN

El fragmento del gen ARNr 16S amplificado se envi6 a la empresa Stab Vida, Oeiras, Portugal
para su secuenciacién. Para ello, ademas de los oligonucle6tidos 16F27 y 16R1488 se utilizaron
los oligonucleétidos 16R343 (ACTGCTGCCTCCCGTA) y 16F530
(GTGCCAGCAGCCGCGG), para obtener la secuencia completa de dicho gen.

Una vez secuenciado, se visualizo la secuencia mediante el programa ChromasPro Versién 1.5
(Technelysium Pty Ldt) y se hizo una correcciébn manual de los errores y/o posiciones
ambiguas. Posteriormente se hizo el ensamblaje de las cadenas con este mismo programa. De

esta forma, se obtuvo la secuencia casi completa del gen ARNr 16S.

3.4.1.6. Andlisis de la secuencia del gen ARNr 16S

La secuencia obtenida se compard con las depositadas en las bases de datos, disponible

mediante la aplicacién EzBioCloud.net.

Mediante el programa ARB y la base de datos LTPs_106_SSUse realizaron los alineamientos
correspondientes entre las secuencias de la cepa S35 y las cepas mas relacionadas
filogenéticamente (Ludwig et al., 2004), los cuales se revisaron manualmente. A partir de las
secuencias alineadas se obtuvo la matriz de distancia y se construyeron los correspondientes
arboles filogenéticos utilizando el filtro “termini”. Para la construccion de los arboles
filogenéticos se utilizaron tres algoritmos: neighbour-joining (Saitou y Nei, 1987), maximum-

parsimony (Fitch, 1971) y maximum-likelihood (Felsenstein, 1981).
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3.4.2. Caracterizacion gendémica

3.4.2.1. Obtenci6n de genomas

Los numeros de acceso de los genomas de las cepas tipo de las especies del género Salinivibrio
asi como de las cepas S34, S35 y S10B se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. NUmero de acceso en Gen Bank del genoma de las cepas estudiadas.

CEPA NUMERO DE ACCESO
Cepa S34 GCA_000513735.1
Cepa S35 GCA_000513715.1
Cepa S10B GCA_000565325.1
S.costicola subsp. costicola CECT 40597 GCA_000565345.1
S. costicola subsp. alcaliphilusDSM 163597 GCA_001996185.1
S. proteolyticus DSM 190527 GCA_001996165.1
S. siamensis JCM 144727 GCA_001996005.1
S. sharmensis DSM 181827 GCA_001995985.1
S. kushneri AL184" GCA_001995725.1

3.4.2.2. Core-genoma

El pangenoma (conjunto de todos los genes que posee un grupo de bacterias pertenecientes al
mismo taxén) se define sobre la base del analisis del cluster de genes ortélogos (OGs) de cada
genoma y se divide en tres categorias: (i) core-genoma, (ii) genoma variable y (iii) genes Unicos.
Para la determinacion del core-genoma de las especies y cepas del género Salinivibrio se llevé a
cabo una serie de script de bash personalizados para obtener una matriz con los genes ortdlogos
utilizando el algoritmo Markov Cluster. A continuacion, se utiliz6 el script: ogs.stats.rb, que
extrae las caracteristicas del grupo de genes ort6logos, para seguidamente alinearlos mediante el
programa Muscle. Los archivos generados se concatenaron con el script: Aln.cat.rb. Por ultimo,
se utilizé el archivo concatenado generado para construir el arbol filogenémico utilizando el
programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 7.0 (MEGA7Y) en base a las

coincidencias de todos los genomas estudiados.

3.4.2.3. Determinacién de los indices ANI

Los indices ANI (tanto ANIb como ANIm) se calcularon utilizando la herramienta
bioinformatica JSpeciesWS. La diferencia entre los parametros reside en el algoritmo utilizado,

considerandose el ANIm como el mas rapido, preciso y robusto (Richter y Rosell6-Mora, 2009).

3.4.2.4. Hibridacién ADN-ADN in silico(GGDC)

Buscando sustituir la laboriosa técnica experimental de hibridacién ADN-ADN, se ha llevado a
cabo mediante un analisis bioinformatico. Para ello, se ha utilizado la herramienta GGDC

(Genome-to-Genome Distance Calculator) (Rossell6-Méra, 2006).
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3.4.3. Caracterizacion fenotipica

3.4.3.1. Morfologia y motilidad

Las colonias se observaron a simple vista en placas de Petri con medio SW7,5 sélido en cultivos
crecidos a su pH oOptimo. La morfologia y motilidad se determiné mediante microscopia de
contraste de fases en preparacion en fresco a partir de un cultivo liquido joven con las mismas
caracteristicas que el cultivo s6lido. EI microscopio utilizado fue Olympus BX41 con una
camara digital DP70.

3.4.3.2. Caracteristicas fisiol6gicas

3.4.3.2.1. Rango y crecimiento 6ptimo salino

Se prepararon medios liquidos a distintas concentraciones
salinas a partir del stock de sales al 30%. Para llevar a
cabo la curva de crecimiento, los diferentes medios se
inocularon de forma simultanea con 200 pL de

preindculos preparados el dia anterior de la cepa S35

] . . . Figa 4. Medios a distintas concentraciones
(crecidos en medio SW7,5). Posteriormente, se realizaron salinas incubados a 37°C con agitacion.

medidas periédicas de absorbancia con un espectofotometro (ThermoSpectronics Spectronic
20D+) a 600 nm. Todos los experimentos se realizaron por duplicado. Las concentraciones
salinas estudiadas fueron: 0, 1, 2, 3, 4,5,6,7, 7,5, 8, 9, 10, 11, 12, 12,5, 13, 14, 15, 16, 17, 17,5,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 y 25%.

3.4.3.2.2. Rangoy 6ptimo de pH

Se sigui6 el mismo procedimiento que en el apartado anterior pero manteniendo constante la
concentracion de sal 6ptima en todos los medios (7,5%) y variando el pH de los medios de
cultivo. Los pH estudiados fueron: 4, 5, 6, 7, 7,5, 8, 9y 10.

3.4.3.2.3. Rangoy 6ptimo de temperatura

Se prepararon medios liquidos del medio SW7,5 y se incubaron a 4°C, 15°C, 28°C, 37°C, 40°C,
45°C y 48°C para determinar el rango de crecimiento y el 6ptimo de temperatura.

3.4.3.2.4. Crecimiento en anaerobiosis

La cepa S35 se inocul6 en medio SW7,5 solido y se incubd en anaerobiosis utilizando campanas

GasPak durante dos semanas.

3.4.3.3. Caracteristicas bioguimicas

En todas las pruebas bioquimicas se utiliz6 el medio base SW7,5, al cual se ajust el pHa 7,5y

se esterilizo en autoclave a 121°C durante 20 minutos. A las pruebas que se realizaron en medio
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solido se les afiadié agar hasta el 2%. Tras la inoculacion a partir de un cultivo joven, se incubd

a 37°C durante 5 dias antes de realizar la lectura.
3.4.3.3.1. Catalasa

El objetivo de esta prueba es conocer si el microorganismo en cuestion posee la enzima catalasa.
De ser asi, al poner en contacto el cultivo joven con unas gotas de agua oxigenada al 3% (v/v),
aparecera burbujeo debido a la descomposicion en agua y oxigeno (Cowan y Steel, 1965).

3.4.3.3.2. Oxidasa

En este caso se busca la enzima citocromo c oxidasa. Para comprobar su actividad, se utilizael
reactivo de Kovacs(1956), de modo que, al actuar la enzima, el compuesto adquiere una

coloracion azul violacea.

El cultivo joven se extiende sobre un papel de filtro con ayuda de un palillo estéril. Se depositan
unas gotas del reactivo de Kovacs. Para que la prueba sea positiva, la coloracion debe aparecer

antes de 10 segundos.
3.4.3.3.3. Hidrdlisis de la gelatina

Esta prueba permite detectar la presencia de la enzima gelatinasa. Para
ello, se utiliz6 el método de Frazier (1926) modificado en placa y se
empled el medio recomendado por Sneath y Collins (1974) para cepas

halé6filas moderadas. Para la lectura se afiadio a la placa el reactivo de

Frazier (1926). La prueba es positiva si aparece un halo transparente gigira s prueba de hidrolisis

.. de la gelatina positiva.
alrededor del crecimiento. g P

3.4.3.3.4. Hidrolisis del almidén

Se pretende determinar la presencia de enzimas amilasas, necesarias para

hidrolizar el almidén a glucosa. Si la prueba es positiva aparecera un ‘

halo transparente alrededor del crecimiento al afiadir lugol a la placa

Figura 6. Prueba de hidrolisis

del almidén con resultado
(Cowan y Steel, 1965). negativo a la izquierda y

positivo y la derecha y abajo.

3.4.3.3.5. Hidrolisis del Tween 80

Esta prueba permite determinar la capacidad de la bacteria para hidrolizar el Tween 80.EI

resultado es positivo si alrededor del cultivo se genera un precipitado (Sierra, 1957).
3.4.3.3.6. Hidrdlisis del ADN

El objetivo es determinar si el microorganismo tiene actividad ADNasa. La prueba se considera
positiva cuando aparece un halo de aclaramiento alrededor del crecimiento (Jeffries et al.,
1957).
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3.4.3.3.7. Produccion de indol

Los microorganismos que cuentan con el complejo triptofanasa originan indol
como producto de su actividad sobre el triptéfano. Para la lectura, se
adicionaron unas gotas de reactivo de Kovacs (1928). Pasado un minuto, se

observé el color del anillo superficial. Si el anillo es rosa, indica que hay

Figura 7. Prueba de la
produccion  de indol

presencia de indol (prueba positiva). La prueba es negativa cuando el anillo positiva (derecha) 'y
negativa (izquierda).

tiene color amarillo.
3.4.3.3.8. Rojo de metilo

El objetivo de esta prueba es determinar si el microorganismo utiliza la via de

fermentacion &cido mixta de la degradacién de la glucosa. Para ello, se

pretende detectar la presencia de acidos fuertes derivados del metabolismo,

Figura 8. Prueba de
rojo metilo positiva
(izquierda) y negativa

3.4.3.3.9. Voges-Proskauer (derecha).

usando el rojo de metilo como indicador (Cowan y Steel, 1982).

En este caso se pretende determinar si la fermentacion de la glucosa se lleva a cabo mediante la
via butanodidlica. Para ello, se busca la presencia de uno de los compuestos intermedios de
dicha ruta metabdlica. El medio utilizado fue el mismo que para la prueba de rojo de metilo pero
con distinto método de lectura. La presencia de coloracion anaranjada a los 20 minutos tras la

adicion de los reactivos correspondientes indica que la prueba es positiva (Barritt, 1936).
3.4.3.3.10. Citrato de Simmons

Esta prueba permite determinar si el microorganismo es capaz de utilizar el citrato sddico como
Unica fuente de carbono y energia. Si el color del medio vira a azul, se considera que la prueba
es positiva. En cambio, si se mantiene verde, se considera negativa (Harrigan y McCance,
1979).

3.4.3.3.11. Reduccidn de nitratos y nitritos

Mediante esta prueba se pretende conocer la capacidad de los microorganismos para reducir
nitratos y nitritos. EI primer paso de la lectura es observar la presencia de gas en la campana de
Durham (prueba positiva para la utilizacion de nitratos y nitritos mediante desnitrificacion). En
caso de ausencia de gases, se afiaden, en este orden, unas gotas de solucion
al 0,8% de acido sulfanilico en acido acético 5 N y de solucién al 0,5% de
a-naftilamina en acido acético 5 N. Si el medio se torna de color rojo dentro

de los primeros 5 minutos, indica la presencia de nitritos (prueba positiva

para la reduccion de nitratos pero no de nitritos). Por Gltimo, en los tubos

que no se hayan tornado rojo, se afiade limaduras de cinc. De nuevo, debe ~Figura 9. Prueba de reduccion
de nitratos y nitritos negatlva

(izquierda) y positiva
(derecha).
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tomar color rojo, lo cual indica que hay nitratos presentes en el medio (prueba negativa para la

reduccion de nitratos y nitritos) (Skerman, 1967).
3.4.3.3.12. Ureasa

El objetivo es comprobar la presencia de la enzima encargada de hidrolizar la urea. Siguiendo el
método de Christensen (1946), la prueba se considera positiva cuando el medio adquiere una
coloracion rosa debido a la alcalinizacion de los productos de la hidrolisis de la urea.

3.4.3.3.13. Fenilalanina desaminasa

El objetivo de esta prueba es determinar si la bacteria posee fenilalanina desaminasa, encargada

de convertir la fenilalanina en &cido fenilpiravico.

Para la lectura, se adicionaron unas gotas de FeCls al 10% sobre la superficie del cultivo. En
caso de que la prueba sea positiva, el acido fenilpirtvico reaccionara con el FeCls y dara lugar a

una coloracion verde intensa (Ewing et al., 1957).
3.4.3.3.14. Produccion de &cidos a partir de carbohidratos

Esta prueba se realiz6 para los siguientes carbohidratos: D-arabinosa, D-fructosa, D-galactosa,
glicerol, D-glucosa, lactosa, maltosa, D-sacarosa, D-trehalosa y D-xilosa. Los hidratos de
carbono se adicionan esterilizando mediante filtracion al medio esterilizado para obtener una
concentracion final del 1%. La prueba se considera positiva cuando el indicador varia de rojo a
amarillo debido a la produccidon de 4cidos derivada de la metabolizacion de los aztcares (Cowan
y Steel, 1982).

3.4.3.4. Caracteristicas nutricionales

3.4.3.4.1. Utilizacion de carbohidratos y alcoholes como Gnica fuente de

carbono y energia

Los microorganismos tienen la capacidad de utilizar distintos compuestos como Unica fuente de
carbono y energia (Stainer et al., 1966). Para esta prueba se utiliz el medio clasico de Koser
(1923) modificado por Ventosa et al. (1982).Al igual que en las pruebas bioquimicas, las cepas
se incubaron a 37°C durante 5 dias. La prueba se consider6 positiva si el crecimiento es mayor
que en el control negativo. Se determind la capacidad para utilizar los compuestos que se

muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Carbohidratos y alcoholes utilizados como Unica fuente de carbono y energia en las pruebas nutricionales.

Carbohidratos D-arabinosa D-glucosa Manosa Salicina Alcoholes
(0,2% piv) Fructosa Lactosa D-rafinosa D-trehalosa (0,1% phv) Glicerol
= 70P D-galactosa Maltosa Sacarosa D-xilosa 70 P
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3.4.3.4.2. Utilizacion de aminoacidos y derivados como Unica fuente de

carbono y energia

Se sigui6 el mismo procedimiento que en la prueba anterior, pero teniendo en cuenta que el
medio Koser a utilizar no incluyera ninguna fuente de nitrégeno. Los compuestos utilizados en

esta prueba se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Aminodcidos utilizados como Unica fuente de carbono y energia en las pruebas nutricionales.

Alanina Aspartico L-fenilalanina L-lisina Ornitina

At ®
ARG EelEs (0 170 £ Arginina Cisteina Glutamina Metionina Serina

3.4.4. Caracterizacion quimiotaxonémica

Se determiné la composicién de los &cidos grasos de la membrana de la cepa S35. ElI medio
utilizado fue el medio 1 (véase composicion en el apartado 3.2. Medios de cultivo) ya que es el
que se ha utilizado para determinar la composicién de acidos grasos de las cepas tipo de las
distintas especies del género y asi poder comparar los resultados. La determinacion de la
composicion de acidos grasos se llevd a cabo siguiendo el protocolo recomendado por MIDI
Microbial Identification System (Sasser, 1990). Mediante un cromatdgrafo de gases Agilent
6850, con el Sistema de Identificacion Microbiana MIDI usado en el método TSBAG6 se obtuvo
el contenido celular de acidos grasos (MIDI, 2008). Esta determinacion se llevo a cabo en la
Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), Valencia.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CULTIVO Y COMPROBACION DE LAS CEPAS
Las cepas S34, S35 y S10B se sembraron en medio SW7,5 liquido y se incubaron a 37°C hasta
su crecimiento. Tras multiples intentos para su cultivo, solo conseguimos crecimiento de la cepa
S35. Por lo tanto, continuamos el trabajo con esta cepa. Hemos vuelto a recibir las cepas S34 y
S10B del Laboratorio de Investigaciones Microbioldgicas de Lagunas Andinas (LIMLA)
(Tucuman, Argentina) pero ya no nos ha dado tiempo de incluir los resultados en el presente
Trabajo Fin de Grado.

4.2. CARACTERIZACION FILOGENETICA

En primer lugar, se procedié a comprobar que la cepa S35 era efectivamente la descrita por
Gorriti et al.(2014). Para ello, una vez crecida la cepa se procedi6 a la extraccion del ADN de la
misma, se comprobd su concentracion en gel de agarosa y se amplificd el gen ARNr 16S (ver
Material y métodos).El resultado de la secuenciacién se visualiz6 y se ensamblé, utilizando el
programa ChromasPro Version 1.5 (Technelysium Pty Ldt). Se obtuvo una secuencia de 1519
pb. En la Figura 10 podemos observar una banda de aproximadamente 1500 pb, correspondiente
al gen ARNr 16S de la cepa S35.

Figura 10. Gel de agarosa al 1% tras realizar la electroforesis.
Pocillo 1: Marcador de pesos moleculares.
Pocillo 2: Muestra de la PCR de la cepa S35.

La secuencia del gen ARNr 16S de la cepa S35 se comparé con las secuencias disponibles en
las bases de datos utilizando el programa EzBioCloud.net y se obtuvo una semejanza del 99,7%
con la secuenciacién descrita por Gorriti et al. (2014), con lo cual confirmamos que se trataba de
la cepa correcta ya que estos autores habian depositado previamente la secuencia del gen ARNr
16S de dicha cepa.

En la Tabla 8 se muestran los porcentajes de semejanza de la cepa S35 con respecto a las

especies del género Salinivibrio, asi como con las cepas S34 y S10B.

Tabla 8. Relacion entre la cepa S35 y las especies filogenéticamente mas préximas, en base a la comparacion de las secuencias del
gen que codifica el ARNr 16S.

Cepa % semejanza
Cepa S34 100
Cepa S10B 99,7
S.costicola subsp. costicola 99,2
S. costicola subsp. alcaliphilus 99,4
S. proteolyticus 97,7
S. siamensis 97,7
S. sharmensis 97,9
S. kusheri 98,9
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Como podemos observar, los porcentajes de semejanza entre la cepa S35 y el resto de las
especies del género Salinivibrio, asi como con las cepas S34 y S10B oscilan entre el 97,7-100%.
Estos porcentajes tan elevados muestran que efectivamente la cepa S35 pertenece al género

Salinivibrio, si bien no permite determinar si se trata de una nueva especie.

Posteriormente realizamos el arbol filogenético del gen ARNr 16S de las cepas S34, S35 y
S10B vy el resto de las especies del género Salinivibrio tal y como se describe en el apartado de
Material y métodos (Figura 11).

Salinivibrio socompensis S10B (FR668583)

Salinivibrio socompensis S34 (FN994183)

Salinivibrio socompensis S35T (HF953987)

Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus 18AGT (AJ640132)
Salinivibrio costicola subsp. costicola ATCC 355087 (LT722673)
Salinivibrio kushneri AL184T (LT627515)

Salinivibrio proteolyticus AF-2004T (DQ092443)

Salinivibrio sharmensis BT (AM279734)

Salinivibrio siamensis ND1-1T(AB285018)

Enterovibrio calviensis RE35F/12T (AF118021)

81 98
Enterovibrio nigricans DAL 1-17 (AM942722)
Enterovibrio pacificus sw014T (KP216206)
Enterovibrio coralii LMG 2227 (AJ842343)

a5 Grimontia hollisae LMG 1777 (AJ514909)
{Gr{monﬁa marina IMCC 50017 (FJ943235)
Enterovibrio norvegicus LMG 198397 (AJ316208)
Photobacterium phosphoreum ATCC 110407 (D25310)
Aliivibrio fischeri, ATCC 7747 (X74702)
Vibrio cholerae CECT 5147 (X76337)

0.02

Figura 11. Arbol filogenético obtenido mediante el algoritmo maximum parsimony a partir de las secuencias del gen ARNr 168,
donde se muestran las relaciones entre los miembros de Salinivibrio y otros géneros de la familia Vibrionaceae. Los circulos negros
indican los nodos que se mantienen en los arboles generados utilizando los algoritmos maximum likelihood y neighbour joining. Los
nimeros de acceso de las secuencias utilizadas se muestran entre paréntesis. Unicamente se muestran los valores de bootstrap
superiores al 70%. La escala muestra la distancia correspondiente a un 2% de divergencia.

Como podemos comprobar las cepas S34, S35 y S10B estan incluidas dentro del grupo que
incluye las especies del genero Salinivibrio, confirmando asi que se trata de cepas
pertenecientes a este género. Ademas, estas tres cepas se encuentran a su vez constituyendo una
rama separada del resto de las especies del género Salinivibrio con un valor de bootstrap
elevado, por lo que nos hace pensar que efectivamente las tres cepas podrian constituir una

nueva especie.

Estudios previos realizados por nuestro grupo han puesto de manifiesto que el gen ARNr 16S no
es un buen marcador filogenético a la hora de circunscribir las especies del género Salinivibrio,
y que es necesario o bien el uso de otros marcadores filogenéticos como los genes housekeeping
0 bien el anélisis del genoma completo como se detalla a continuacion (Lopez-Hermoso et al.,
2017).

4.3. CARACTERIZACION GENOMICA

Al disponer de los genomas secuenciados tanto de las cepas S34, S35 y S10B como del resto de
las cepas tipo de las especies del género Salinivibrio podemos utilizarlos para construir un arbol

basado en los genes compartidos o core-genoma, entre todas las cepas y asi la filogenia
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mostrada no estard basada en un solo gen, como es el caso del gen ARNr 16S, ni en un grupo de
ellos, como en el caso de los genes housekeeping que se utilizaron en el anélisis MLSA, sino en

todos los genes comunes, lo que dara una gran robustez a los resultados.
4.3.1. Core-genoma

Segun la metodologia descrita enel apartado anteriorse ha construido el arbol basado en el core-
genoma en el que se han utilizado 780 genes comunes a las 9 cepas objeto de este estudio.

En la Figura 12 se observa como la cepa S35, junto con las cepas S10B y S34, forman un

filogrupo suficientemente separado de las demas cepas como para constituir una nueva especie.

Cepa S10B

’-_‘ Cepa S34

I Cepa S35

[ io subsp.

subsp.

{ Salinivibrio proteolyticus

Salinivibrio sharmensis
h Salinivibrio siamensis

Figura 12. Arbol filogenémico basado en la concatenacion de las secuencias nucleotidicas del core-genoma (780 genes) de las cepas
S34, S35y S10B y cepas tipo de las especies del género Salinivibrio. La escala representa las sustituciones por nucledtido.

4.3.2. Indices ANI

Con el fin de confirmar que efectivamente las cepas S34, S35 y S10B constituyen una nueva
especie dentro del género Salinivibrio procedimos a determinar los pardmetros genémicos ANIb
y ANIm asi como a determinar la hibridacion ADN-ADN (DDH) in silico tal y como se
describe en el aparatado de Material y métodos.

En la Tabla 9 se muestran los porcentajes de los indices ANIb y ANIm entre las cepas objeto de
estudio. En ambos casos los porcentajes son superiores al 95% entre las nuevas cepas S35, S35
y S10B e inferiores (iguales o inferiores al 98,8%) con el resto de las especies descritas del
género. Este valor de 95% ha sido validado como porcentaje de corte, estableciéndose que
porcentajes por encima del 95% indican que las cepas pertenecen a la misma especie y
porcentaje por debajo del mismo que pertenecen a especies diferentes (Konstatinidis y Tiedje,
2005). Por lo tanto, segln estos porcentajes las cepas S34, S35 y S10B constituyen una nueva
especie dentro del género Salinivibrio.

Tabla 9. Porcentajes de ANIb y ANIm de la cepa S35 con respecto a las cepas S34, S10B y resto de las especies del género
Salinivibrio.

Cepa ANIb ANIm
Cepa S35 Cepa S35
Cepa S34 98,6 98,8
Cepa S10B 98,6 98,8
S. costicola subsp. costicola 87,8 88,9
S.costicola subsp. alcaliphilus 87,9 88,6
S. proteolyticus 78,1 84,6
S. sharmensis 80,4 84,5
S. siamensis 80,6 84,6
S. kushneri 80,6 84,7
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4.3.3. Hibridacion ADN-ADN in silico (GDDC)

Desde la secuenciacion masiva de genomas, siempre que dispongamos de los genomas de las
cepas a estudiar, asi como de los genomas de las cepas de referencia se ha sustituido la
realizacion de la hibridacion ADN-ADN (DDH) experimental (muy costosa y tediosa) por la
realizacion de la GGDC. Por lo tanto, al disponer de los genomas de las cepas en estudio
realizamos la GGDC de la cepa S35 con respecto a las cepas S34 y S10B y al resto de las cepas
tipo de las especies del género Salinivibrio. Los datos obtenidos se muestran en la Tabla 10.
Como podemos observar la cepa S35 presenta un porcentaje de hibridacion del 89 y 90%,
respectivamente con las cepas S34 y S10B. Se ha establecido que el valor de corte de la GGDC
(al igual que para la DDH experimental) para cepas de la misma especie es de 70%. Es decir,
cepas con porcentaje de hibridacion superiores al 70% perteneceran a la misma especie y cepas
con porcentaje de hibridacién inferiores al 70% perteneceran a especies diferentes (Kim et al.,
2014).Por lo tanto, las cepas S34, S35 y S10B pertenecen a la misma especie, pero esta no es
ninguna de las especies descritas hasta la fecha ya que el porcentaje de hibridacion de la cepa

S35 con el resto de las especies del género es inferior al 70%.

Tabla 10. Porcentajes de GDDC de la cepa S35 con respecto a las cepas S34, S10B y al resto de cepas de Salinivibrio.

GGDC Cepa S35
Cepa S34 89
Cepa S10B 90
S. costicola subsp. costicola 35
S.costicola subsp. alcaliphilus 35
S. proteolyticus 22
S. sharmensis 23
S. siamensis 24
S. kushneri 24

4.4, CARACTERIZACION FENOTIPICA
4.4.1. Morfologia y motilidad

Las colonias de la cepa S35 (Figura 13) presentan pigmentacion rosa
y forma esférica con un diametro menor a 3 mm cuando se cultivan
en medio SW7,5. Respecto a su morfologia celular, se trata de bacilos
delgados y curvados, no esporulados y presentan motilidad. Esta

descripcion coincide con la que muestran otras especies de L L

Salinivibrio (Romano et al., 2011; Gorriti et al., 2014). Eﬁg&?cf&e fnz'glno'assvsg éa cepa S35

4.4.2. Caracteristicas fisiol6gicas
4.4.2.1. Rango y 6ptimo salino

Se realizé el crecimiento de la cepa S35 diferentes concentraciones salinas para determinar tanto
el rango como la concentracion salina 6ptima de dicha cepa. Los datos se muestran en la Figura
14.1La cepa S35 es capaz de crecer entre 6-11% de NaCl, siendo el valor 6ptimo al 7-7,5%. Por
lo tanto,segun la clasificacion de Kusnher y Kamekura (1988) se trata de una bacteria halofila

moderada.
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A partir de este momento, el resto de la caracterizacion fenotipica se realizd 7,5% de salinidad
(medio SW7,5). Estos datos concuerdan con los obtenidos para las otras especies del género,

siendo todas hal6filas moderadas (Tabla 11).

Tabla 11. Comparacion de los rangos y éptimos salinos de los distintos miembros del género Salinivibrio.

1. Cepa S35; 2. S. costicola subsp. costicola DSM 11403™; 3. S. costicola subsp. alcaliphilus DSM 16359T; 4. S. proteolyticus DSM
190527; 5. S. siamensis JCM 144727;6. S. sharmensis DSM 18182"; 7. S. kushneri AL184".

@ Mellado et al. (1996). "Romano et al. (2005). “Amoozegar et al. (2008). ‘Chamroensaksri et al. (2009). *Romano et al. (2011).
fLépez-Hermoso et al. (2018b).

Caracteristica 1 2 3 4 5 6 7
Rango NaCl (% p/v) 6-11 0,5-20? 2-25° 1-17° 1-22¢ 6-16° 2-20
Optimo NaCl (%p/v) 7-75 10° 10° 5 10¢ 10° 75

=
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3,30 7,00 10,30 23,30 27,30 37,30
Tiempo (horas)

e S\ O SW1  emmmS\V 2 SW3 SW4  em===SW 5
SW 6 SW7  emmmmS\W 7,5 eS8 SW9 SW 10
SW 1]l e===SW 12 e=—SW 125 SW 13 SW 14 em==S\W 15
SW 16 SW 17 emmmmmS\W 17,5 s S\W 18 SW 19 em==SW 20
SW 21 SW 22 SW 23 SW 24 SW 25

Figura 14. Curva de crecimiento de la cepa S35 a distintas concentraciones salinas.

4.4.2.2. Rango y 6ptimo de pH

Posteriormente se realizo6 la determinacién el rango y pH 6ptimo para el crecimiento de la cepa
S35. La cepa S35 es capaz de crecer en pH comprendido entre 6-10, siendo su 6ptimo alrededor
de 7,5-8,0. Por lo que a partir de ahora utilizaremos pH 7,5 para esta cepa. Estos datos también
estan dentro de los descritos para estas especies, si bien las especies S. costicola subsp.
alcaliphilus y S. sharmensisson un poco mas alcalinas presentando un pH dptimo de 9. Como se
puede observar en la Tabla 12, el rango y éptimo de pH de la cepa en estudio esta dentro del

perfil del resto de especies de Salinivibrio.
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Tabla 12. Comparacion de los rangos y éptimos de pH de los distintos miembros del género Salinivibrio.

1. Cepa S35; 2. S. costicola subsp. costicola DSM 11403T; 3. S. costicola subsp. alcaliphilus DSM 16359T; 4. S. proteolyticus DSM
19052T; 5. S. siamensis JCM 144727;6. S. sharmensis DSM 18182T; 7. S. kushneri AL184T.

2 Mellado et al. (1996). "Romano et al. (2005). °Amoozegar et al. (2008). ‘Chamroensaksri et al. (2009). *Romano et al. (2011).
fLopez-Hermoso et al. (2018Db).

Caracteristica 1 2 3 4 5 6 7
Rango pH 6-10 5-10? 7-10.5° 5-9,5¢ 5-99 6-10° 5-10f
Optimo pH 7,5-8 7,52 b 8° 8¢ 9¢ 7,2-7,4

oo
~ © ©
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0,6

l

Absorbanc
o
iSS

0,3
0,2
0,1 e
0 @ 4 L 4 =0
6,00 9,30 24,00 28,30
Tiempo (horas)
pH 4 =@=pH 5 pH 6 =@=pH 7 ==@==pH 7,5 PH 8 e=@e==pH O ==@==pH 10

Figura 15. Curva de crecimiento de la cepa S35 a distintos valores de pH.

4.4.2.3. Rango y 6ptimo de temperatura

Y por altimo se llevd a cabo la determinacion de la temperatura 6ptima para el crecimiento de la
cepa S35. Para ello se incubaron medio liquido SW 7,5 a distintas temperaturas y se observé el
crecimiento durante 7 dias. La cepa S35 es capaz de crecer entre 10 y 42 °C, presentando un
Optimo de crecimiento a 37°C. En la Tabla 13 se compara este rango de crecimiento con el
descrito para el resto de las especies de Salinivibrio, estando dentro del rango descrito para las

mismas.
Caracteristica 1 2 3 4 5 6 7
Rango Temperatura (°C) 10-42 5-45° 10-40° 10-45° 10-47¢ 25-40° 17-49
Optimo Temperatura (°C) 37 37 30° 35¢ 374 35¢ 37"

Tabla 13. Comparacion de los rangos y 6ptimos de temperatura de los distintos miembros del género Salinivibrio.

1. Cepa S35; 2. S. costicola subsp. costicola DSM 11403T; 3. S. costicola subsp. alcaliphilus DSM 16359T; 4. S. proteolyticus DSM
19052T; 5. S. siamensis JCM 144727;6. S. sharmensis DSM 18182T; 7. S. kushneri AL184T.

@ Mellado et al. (1996). "Romano et al. (2005). “Amoozegar et al. (2008). “Chamroensaksri et al. (2009). *Romano et al. (2011).
fLopez-Hermoso et al. (2018b).

4.4.3. Caracteristicas bioquimicas

Se realizaron diversas pruebas bioquimicas tanto de la cepa S35, como de las cepas tipo de las
especies del género Salinivibrio para que todas se obtuvieran en las mismas condiciones y poder

asi compararlas.

Todas las cepas fueron negativas para las pruebas de Vogues-Proskauer, citrato de Simmons,

ureasa y fenilalanina desaminasa y produccién de acidos a partir de D-arabinosa, y positivas
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para la catalasa y la oxidasa, ademas de para la hidrolisis de la gelatina y el ADN vy la
produccion de &cidos a partir de glicerol, D-glucosa y D-trehalosa. Los resultados del resto de
pruebas bioquimicas se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Resultados de las pruebas bioquimicas.

1. Cepa S35; 2. S. costicola subsp. costicola DSM 11403™; 3. S. costicola subsp. alcaliphilus DSM 16359T; 4. S. proteolyticus DSM
190527; 5. S. siamensis JCM 144727;6. S. sharmensis DSM 181827; 7. S. kushneri AL184".

Caracteristicas 1 2 3 4 5 6 7
Hidrdlisis del almidon - + - + + T T
Hidrélisis del Tween 80 - + - + - - B
Produccion de indol - - - R + N N
Rojo de metilo + - - - - - N
Reduccion de nitratos y nitritos + + + - + + +
Produccién de acidos a partir de
carbohidratos
D-fructosa + + + - + + T
D-galactosa + - + - - - R
Lactosa + - + - - -
Maltosa - + + + T -
D-sacarosa + + + + + - +
D-xilosa - + + - - R

4.4.4. Caracteristicas nutricionales

El resultado de las pruebas de utilizacion de diferentes compuestos como Unica fuente de
carbono y energia fue negativo para todas las cepas en el caso de D-galactosa, lactosa, lisina y
metionina. El resto de las pruebas de utilizacion de carbohidratos, alcoholes y aminoacidos se

encuentran en las Tablas 15y 16.

Tabla 15. Resultados de las pruebas nutricionales para hidratos de carbono y alcoholes.

1. Cepa S35; 2. S. costicola subsp. costicola DSM 11403T; 3. S. costicola subsp. alcaliphilus DSM 163597; 4. S. proteolyticus DSM
19052T; 5. S. siamensis JCM 14472T; 6. S. sharmensis DSM 18182T; 7. S. kushneri AL184T.

(3]
(o]
~

Caracteristicas 1 2 3 4

Carbohidratos
D-arabinosa - - -
Fructosa - - -
D-glucosa - - -
Maltosa
Manosa
D-rafinosa
Sacarosa
D-trehalosa - - -
D-xilosa + - -

+

+

|+ ]|+

+ |
\
!

|+ ]|+
|+ ]+

+
'

Alcoholes
Glicerol + R N

+
+
+
+

Tabla 16. Resultado de las pruebas nutricionales para aminoacidos.
1. Cepa S35; 2. S. costicola subsp. costicola DSM 11403T; 3. S. costicola subsp. alcaliphilus DSM 16359T; 4. S. proteolyticus DSM
190527; 5. S. siamensis JCM 144727; 6. S. sharmensis DSM 18182; 7. S. kushneri AL184". ND, no determinado.

Caracteristicas 1 2 3 4 5 6 7

Aminoécidos
Alanina + - - + + T T
Arginina + - - + T T T
Aspartico - - - T n N "
Cisteina - - B ¥ T N T
L-fenilalanina - - - + + + T
Glutamina - - - ND + - _
Ornitina + - - ND T T +
Serina - - - R T N
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4.5. CARACTERIZACION QUIMIOTAXONOMICA

Se determin0 el perfil de acidos grasos de la cepa S35 tal y como se describe en el apartado de
Material y métodos y los datos obtenidos se muestran en la Tabla 17. En dicha tabla se muestra
también el perfil de los acidos grasos de las especies del género Salinivibrio realizados todos en
las mismas condiciones para poder ser comparables. El perfil de &cidos grasos de la cepa S35 es
muy similar al de resto de especies de Salinivibrio, siendo predominantes los &cidos grasos
C16:0 (20,8 %) y C18:1 (14,4 %). Segun Doi et al. (2017) y Peak et al. (2017), estos dos acidos
grasos son los predominantes en el género Vibrio, incluido dentro de la familia Vibrionaceae al
igual que Salinivibrio.

Tabla 17. Composicion de acidos grasos de las distintas especies del género Salinivibrio y de la cepa en estudio.

1. Cepa S35; 2. S. costicola subsp. costicola DSM 11403™; 3. S. costicola subsp. alcaliphilus DSM 16359T; 4. S. proteolyticus DSM
190527; 5. S. siamensis JCM 144727; 6. S. sharmensis DSM 18182; 7. S. kushneri AL184".

Acido graso (%) 1 2 3 4 5 6 7
Ci20 4,9 3,52 3,1° 12,7¢ 6,7¢ 10,5¢ 7,61
Cu0 1,0 2,12 4,7° 9,8° 7,1¢ 2,8° 3,7
Cis0 20,8 23,7° 54,0 29,2¢ 21,6¢ 27,8° 19,8f
Cigo 4.2 2,6% 1,8° 1,9¢ 3,1¢ 7,9¢ 2,7
Cig1 14,4 14,22 9,1° 14,5¢ 33,7¢ 12,7¢ 31,2f

En base a todos los resultados obtenidos, la cepa S35 constituye una nueva especie del género
Salinivibrio, para la cual proponemos la denominacién de Salinivibrio socompensis sp. nov. A

continuacion, se realiza la descripcidn taxonémica de esta nueva especie.
4.6. DESCRIPCION DE SALINIVIBRIO SOCOMPENSIS SP. NOV.

Salinivibrio socompensis (en referencia al Lago Socompa en Argentina, de donde fue aislada).
Las células son bacilos delgados y curvados, moviles y Gram-negativos. No presenta
agrupaciones celulares, ni formacion de endosporas. Las colonias presentan una forma esférica,
de borde entero y convexas con pigmentacion rosa y un didmetro inferior a 3 mm. Anaerobio
facultativo y hal6filo moderado, dado que crecen en un rango salino de 6-11% (p/v) NaCl,
siendo el 6ptimo a 7-7,5% (p/v) NaCl. Crece en un rango de pH entre 6-10, con un éptimo de
pH de7,5-8. El rango de temperatura abarca de 10 a 42 °C, siendo el éptimo a 37°C. Produce
catalasa y oxidasa. Hidroliza la gelatina y el ADN pero no el Tween 80 ni el almidon. Reduce
los nitratos y nitritos con desprendimiento de gases. Utiliza la via de fermentacion &cido mixta
de degradacion de la glucosa pero no la butanodidlica (Voges Proskauer negativo). No produce
ureasa, ni fenilalanina desaminasa. Las pruebas citrato de Simmons y produccién del indol son
negativas. Produce &cidos a partir del glicerol, D-fructosa, D-galactosa, D-glucosa, lactosa, D-
sacarosa y D-trehalosa pero no de maltosa o D-xilosa. Utiliza la maltosa, sacarosa, D-xilosa,
glicerol, alanina, arginina y ornitina como Unica fuente de carbono y energia, pero no la D-
arabinosa, fructosa, D-galactosa, D-glucosa, lactosa, manosa, D-rafinosa, D-trehalosa, aspartico,
cisteina, L-fenilalanina, glutamina, lisina, metionina y serina. Los &cidos grasos mas abundantes
son C16:0y C18:1. La cepa tipo es la cepa S35 (= CECT 9634 = BNM 535).
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5. Conclusiones

5. CONCLUSIONES

1. Lasecuencia del gen ARNr 16S de la cepa S35 obtenida en este estudio confirma que se
trata de la cepa correcta y que se ha trabajado con un cultivo puro.

2. La caracterizacion filogenética, basada en la comparacion del gen ARNr 16S vy el
andlisis filogenético basado en la comparacion de los 780 genes comunes (core-
genoma) han permitido determinar que la cepa S35 pertenece al género Salinivibrio y
queconstituye una nueva especie de dicho género.

3. Los resultados de los indices ANIb y ANIm, asi como los de hibridacion ADN-ADN in
silico confirman que la cepa S35 constituye una nueva especie de Salinivibrio.

4. Las caracteristicas fenotipicas y quimiotaxondmicas han contribuido a la descripcion de
la cepa S35 como nueva especie.

5. En conjunto, los resultados del estudio polifasico permiten concluir que la cepa S35
constituye una nueva especie, para la que se propone la denominacién Salinivibrio

socompensis sp. Nov.
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