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RESUMEN

Andlisis, impacto y evolucion de los biofilms fotosintéticos en espeleotemas. El caso de la
Cueva de Nerja

En cuevas y otros monumentos del patrimonio natural y cultural hipogeo, €l desarrollo de
organismos fotosintéticos en el entorno de las lamparas de luz eléctrica se conoce como mal
verde (maladie verte) o flora de las |amparas (lampenflora o lamp flora). Con frecuencia, estos
organismos forman parte de comunidades estructurales complejas, denominadas biofilms, que
pueden inducir cambios fisico-quimicos en el sustrato colonizado. Cuando estas alteraciones son
indeseables, tales como discoloracion, disolucién, ruptura o arenizacion se denominan
biodeterioro. Conocer estas comunidades biol6gicas permite el disefio de estrategias para su
control, en base a una adecuada conservacion del patrimonio natura y cultural del medio
subterraneo. En esta memoria se describen los trabajos de investigacion realizados sobre los
biofilms fotosintéticos que colonizan los espeleotemas de la Cueva de Nerja, con la finalidad de
obtener informacion relativa a su biodiversidad, ecologia y fisiologia. Para ello se han empleado
técnicas de fotomonitorizacion, andlisis digital de imégenes, procesado estadistico y
microscopia, estas Ultimas completadas con técnicas de andlisis molecular. Los resultados
obtenidos han permitido la descripcion de biofilms con desarrollo epilitico y casmoendolitico, asi
como identificar aquellos factores ambientales que favorecen o perjudican su desarrollo. Estos
biofilms inducen diferentes procesos de biodeterioro del sustrato y se forman por organismos
fotosintéticos adaptados a las condiciones ambientales de la cavidad, en especial a la escasez de
agua y una reducida iluminacion. Chroococcidiopsis sp. y Cyanidium sp., considerados
organismos extremofilos, han sido identificados como los grupos mas abundantes y de presencia
ubicua en la Cueva de Nerja. Otros géneros tales como Aphanothece, Leptolyngbya, Gloeocapsa,
Pseudophormidium, Chalicogloea, Desmococcus, Jenufa, Stichococcus, Humidophila, Gloethece
y Nostoc también han sido descritos. Entre las estrategias propuestas para controlar su desarrollo
se encuentran evitar el aporte extraordinario de agua a la cavidad y el disefio de un sistema de
iluminacion eléctrica especifico basado en la informacién pigmentaria ofrecida por las técnicas
de microscopia. Por otro lado, los procesos de adaptacion y las estrategias de resistencia que
pueden desarrollar estos biofilms fundamentan la realizacion de ensayos, que incluyan la
realizacion de estudios fisiologicos, previos a la realizacion de cambios definitivos en el sistema
de iluminacion de la cavidad.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1. Cuevas

El término cueva posee definiciones en funcion de una amplia variedad de criterios (Ford,
1988). Seguin Curl (1996), es “un espacio hipogeo, de cualquier tamafio, formado por disolucién,
que, en la mayoria de los casos, no cuenta con una entrada accesible para los humanos’. Una
visibn mas antropocéntrica la define como “un espacio hipogeo accesible para los humanos’
(Gillieson, 1996; Hill y Forti, 1997; Northup y Lavoie, 2001). Para White (1984) una cueva es
“toda oquedad en la roca que actia como conducto para un flujo de agua, ocasional o continuo,
entre puntos de entrada, como las simas o diversos conductos preferenciales de infiltracion y
puntos de salida, como los manantiales o goteos’.

Existen numerosos criterios para la clasificacion de las cuevas como, por gemplo,
basados en el proceso de formacion, la composicion de la roca o del sedimento en el que se
desarrolla (Palmer, 1991), la relacién con el entorno (Worboys et al., 1982) o criterios de
proteccion y gestion ambiental (Gillieson, 1996). No obstante, mediante el empleo de un Unico
criterio no es posible realizar una clasificacion completa y genérica de todos los elementos que
engloba el término cueva. Desde un punto de vista heuristico, se puede establecer la siguiente
clasificacion que comprende los principales tipos de cuevas (Klimchouk, 2004):
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1. Cuevas volcéanicas: se forman mediante diferentes procesos. De ellos, el més significativo esla
solidificacion de la superficie de la lava que fluye de un volcan, que actlia como aislante térmico
bajo el cual la lava continua desplazandose hasta que la erupcion termina. El resultado es un
hueco en el interior del tubo por € que circul6 la lava. Estas cuevas también se denominan
“tubos de lava’.

2. Cuevas glaciares: formadas a partir de la fusion del hielo de los glaciares en las grietas y zonas
de contacto con la roca, debido al agua que resulta de la fusion del hielo méas superficial del
glaciar.

3. Cuevas de grieta: se pueden formar en cualquier roca, debido a la actividad de fuerzas de
disyuncion. Dentro de este grupo se incluyen las cuevas tectonicas.

4. Cuevas marinas. producidas por la erosiéon de las olas marinas o de grandes lagos. Se pueden
formar a partir de varios tipos de rocas que se localizan en zonas costeras acantiladas.

5. Cuevas de tuberia: se desarrollan en sedimentos de grano fino mal consolidados tales como
turba, margas, arcillas y, especialmente, loess, a partir de la eliminacién, por transporte, de
peguerios clastos suspendido en agua.

6. Cuevas de erosion: se forman en rocas de caracteristicas similares a la pizarra, debido a la
accion mecanica de las corrientes de agua. Son numerosas en los acantilados.

7. Cuevas de disolucion o karsticas. engloban a la mayoria de cuevas naturales (Engel, 2010) y
se desarrollan, principalmente, en roca calizay similares, aunque también surgen a partir de otras
litologias como dolomias, evaporitas, silicatos, basaltos y granitos. Estas cuevas representan
elementos geoldgicos caracteristicos de los paisajes karsticos (Figura 1.1). Con el término karst
(procedente de la palabra karst, nombre aleman de la region eslovena de Carso) se alude a una
forma de relieve originada, esencialmente, por la disolucion de rocas, como la caliza, dolomia,
yeso, etc.,, que se componen por minerales solubles en agua. Cuando las cuevas se forman
mediante otros procesos (transporte, fusion, erosion, etc.) también se emplea el término
pseudokarst (Gillieson, 1996). Las cuevas karsticas presentan importantes interacciones con los
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humanos y, probablemente, son las mejor estudiadas desde un punto de vista cientifico. Estas
formaciones se pueden clasificar en cavidades de alta, moderada o baja energia, en funcion de
gue presenten un intercambio de energia elevado, medio o practicamente nulo con el exterior
(Heaton, 1986). Las cuevas de alta energia se caracterizan por presentar condiciones ambientales
con importantes fluctuaciones de origen natural, por lo que dificilmente son alteradas por
factores antropicos. En cambio, las cuevas de baja energia presentan condiciones ambientales
muy estables y son fécilmente alterables por factores antrépicos.

ALLTSGE D BPUTS

[ civl svaTEm o
/ il
et

Figura 1.1. Tedrico sistema de cuevas kérsticas. Modificado de Gillieson (1996).

Las cuevas constituyen ambientes muy especializados caracterizados por una temperatura
uniforme, elevada humedad, escasa o nula iluminacion (Herndndez-Mariné et al., 1999) y poca
materia organica. En la mayoria de los casos, las cuevas presentan una comunicacion con el
medio externo que las convierte en zona de trénsito entre los sistemas ecoldgicos epigeo e
hipogeo (Prous et a., 2004). En esta zona se pueden producir pequefias fluctuaciones climéticas
inducidas por variaciones atmosféricas en el exterior que serdn mas acentuadas en la entrada de
la cueva mientras que, en la parte més profunda, las variables ambientales suelen permanecer
précticamente constantes. En relacion con el intercambio de energia y materia organica con el
exterior, las cuevas pueden ser consideradas ambientes practicamente aislados (Cigna, 1993).
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1.2. Microbiota asociada a cuevas. Biofilms

Los microorganismos forman el conjunto de seres vivos con mayor cantidad de biomasa
del planeta y también el mas extendido. Gracias a su gran capacidad de adaptacion a las
condiciones ambientales han colonizado la practica totalidad de los ambientes descritos,
incluidos los extremos. Este hecho les otorga un papel relevante en la mayoria de los procesos
biogeoquimicos de la Tierra (Pace, 1997; Whitman et al., 1998).

Las cuevas son ambientes muy especificos, con escasos recursos nutricionales y
energéticos (Delay y Juberthie, 1981), por lo que resultan hébitats hostiles para muchos grupos
de microorganismos (Cunningham et al., 1995; Engel et al., 2001; Barton y Northup, 2007). En
las cuevas, €l grupo de microorganismos que habitualmente prolifera, en primer lugar, es el que
integra a los microorganismos de metabolismo quimiolitotrofo: bacterias y arqueas que obtienen
su energia a partir de la oxidacién de compuestos inorganicos y emplean el anhidrido carbénico
como fuente de carbono. El grupo de microorganismos heter6trofos suele ser menos numerosos
y se localiza en zonas de acumulacién de materia organica como, por gjemplo, excrementos de
animales o sedimentos detriticos arrastrados por el agua al interior de la cueva (Humpreys, 1991;
Bottrell, 1996). El grupo de microorganismos fotoautétrofos se desarrolla, de forma exclusiva,

en zonas iluminadas (Albertano, 2012).

La entrada de microorganismos desde el exterior al interior de la cueva se puede llevar a
cabo a través de varios medios de transporte como, por gjemplo, €l agua de infiltracién, las
corrientes de aire, la fauna 0 mediante sedimentacion a través de poros, fisuras 0 pequefios
huecos en la roca. La colonizacion posterior de las diferentes zonas de la cavidad estara en
funcion de las condiciones ambientales y de la biorreceptividad de los diferentes sustratos, es
decir, su potencialidad de ser colonizados (Guillitte, 1995; Miller et al., 2009). Asi, todos los
sustratos, naturales o artificiales, en las condiciones adecuadas, son susceptibles de ser
colonizados (Di Pippo et a., 2009; Warscheid y Braams, 2000).

Lostrabajos sobre la microbiota de cuevas se iniciaron en el siglo XX, principalmente en

Europa (Caumartin, 1963). Desde entonces, un amplio espectro de microorganismos ha sido
identificado habitando en el interior de cavidades. En este medio subterrdneo, procariotas,
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actinobacterias, hongos, levaduras y algas representan el conjunto de microorganismos
principal mente identificados (Jurado et a., 2010).

L as bacterias son los microorganismos mas representativos de la microbiota de cuevas, en
especial, las actinobacterias de los géneros Agromyces, Arthrobacter, Microbacterium,
Nocardia, Nocardioides and Sreptomyces (Gonzalez et al., 2005), responsables del
caracteristico olor de algunas cuevas (Northup y Lavoie, 2001). También se han descrito
bacterias relacionadas con el ciclo del nitrégeno y del azufre, como los géneros Nitrosomonas y
Nitrobacter (Fliermans et al., 1974) y Thiobacillus, Beggiatoa y Thiotrix (Sarbu, et a., 1996)
respectivamente. Otros géneros identificados son Leptothrix, Gallionella y Clonothrix (Caldwel
y Caldwell, 1980; Davis et al., 1990), bacterias capaces de oxidar €l hierro y el manganeso, cuya
presencia también sugiere su participacion en el depdsito de manganeso y hierro en este medio
hipogeo. Microorganismos del filo Proteobacteria también han sido identificados en cavidades,

Ilegando arepresentar el grupo mas abundante en algunos casos (Gonzalez et a., 2005).

Las arqueas son un grupo de procariotas morfolégicamente similar a las bacterias. En un
principio, €l desarrollo de este grupo microbioldgico estuvo asociado a ambientes extremos pero,
posteriormente, fue descrito en numerosos y variados ambientes naturales (DelLong et al., 1999).
Aunque en menor nimero, también se han realizado trabajos sobre arqueas en cavidades como,
por gjemplo, Wind Cave en Dakota del Sur (EEUU), donde se identificaron hasta veinte filotipos
diferentes de Crenarchaeota y dos de Euryarchaeota (Chelius y Moore, 2004). Otros trabajos
sobre el guano de murciélagos en Domica Cave (Eslovaquia) determinaron que la mayoria de las

arqueas pertenecian a la division Crenarchaeota (Chrondkova et al., 2009).

Los hongos precisan de una fuente de materia organica para su desarrollo. En las cuevas,
el aporte principal de materia organica procede de restos de organismos muertos y excrementos.
Otros elementos de naturaleza organica, como madera y sus derivados, que se introducen en las
cuevas con motivo de su habilitacién turistica pueden congtituir una importante fuente
nutricional para el desarrollo de estos microorganismos (Docampo et al., 2011). Los hongos mas
comunes identificados en este medio son los filamentosos (Zygomycetes) (Northup y Lavoie,
2001). En la cueva de Lascaux (Francia) el desarrollo masivo del hongo Fusarium solani
representa el inicio de sucesivas crisis bioldgicas en la cavidad que han provocado un cambio
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irreversible de sus condiciones ecoldgicas asi como el cese de la actividad turistica (Bastian et
al., 2010).

Las algas y cianobacterias son microorganismos fotosintéticos que precisan de una fuente
de luz para su desarrollo y utilizan el anhidrido carbdnico como fuente de carbono. En cuevas,
estos organismos se desarrollan en la zona més externa, con disponibilidad de luz natural, o en el
entorno de los focos de luz eléctrica. Las algas clordfitas pueden ser las mas numerosas en
cuevas, donde también se han descrito roddfitas y diatomeas y, ocasionalmente, liquenes,
musgos y helechos, especialmente en las zonas abiertas directamente al exterior.

Un grupo especial de microorganismos son los virus, endoparésitos estrictos que
dependen fisiol6gicamente de una célula viva. En la Cueva del Tesoro (Espafia) han sido
descritos, por primera vez en este medio, virus asociados a microorganismos fotosintéticos
(Jurado et al., 2014).

En la Naturaleza, la mayoria de los microorganismos raramente se encuentran como
células individuales méviles sino que suelen formar comunidades unidas a superficies que se
denominan biofilms o biopeliculas, que les favorece la supervivencia en medios hostiles
(Lawrence et al., 1991; Costerton et al., 1999). Los hiofilms se componen de agua (70-90%
aprox.), organismos de diverso metabolismo y una matriz hidratada de sustancias poliméricas
extracelulares (EPS), segregada por ellos mismos (Flemming, 1993). Los microorganismos
pueden acceder al sustrato gracias a su movilidad o mediante diferentes medios de transporte
como el aire, el agua o la fauna, entre otros. Posteriormente, casi todas las especies de
microorganismos disponen de mecanismos de adhesion a la superficie y a otros microorganismos
(Hernandez-Mariné y Roldan, 2005; Belleza et al., 2006). Las caracteristicas del sustrato, la
disponibilidad de nutrientes, las condiciones medioambientales y la propia composicion
microbiana del biofilm seran los factores que determinen su estructura final (Davey y O’ Toole,
2000; Walker y Pace, 2007). Los biofilms pueden constituir biocenosis complejas formadas por
bacterias, cianobacterias, algas, hongos y levaduras (Cooksey, 1992; Jones, 1995). Kumar y
Anand (1998) determinaron que los biofilms con mayor biodiversidad son los més resistentes
frente a condiciones externas desfavorables. En un biofilm, las células actian de forma

coordinada y se comunican a través de sefiales quimicas generadas por ellos mismos (quérum
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sensing). Esta comunicacion intercelular regula la expresion genética de las diferentes zonas de
la comunidad del biofilm (Davies et al., 1998). En biofilms, formados por cianobacterias que
habitan cuevas prehistéricas con pinturas murales, se ha demostrado su capacidad de producir
autoinductores AHL (Laiz et a., 1999).

En ocasiones, el desarrollo de biofilms conlleva un cambio en las propiedades del
sustrato (Golubic y Schneider, 2003). Cuando este cambio es indeseable se denomina
biodeterioro (Hueck, 1965, 1968) y son numerosos |los grupos de microorganismos que pueden
producirlo (Brock y Sand, 1993; S&iz-Jiménez, 1994). Una definicion més detalada de
biodeterioro lo describe como “un cambio indeseable en las propiedades de un material causado
por las actividades vitales de organismos y/0 microorganismos pertenecientes a varios grupos
sistematicos’ (Hueck, 1965, 1968; Kumar y Kumar, 1999). En este sentido, son muchos los
trabajos que han puesto de manifiesto larelacion entre los procesos de ateracion de monumentos
pétreosy otras obras de arte y la presencia de microorganismos como bacterias, hongos, liquenes
y algas (Saiz-Jiménez, 1994; Warshed y Braams, 2000; Roldan y Herndndez-Maring, 2009). Las
alteraciones més comunes producidas por microorganismos son de tipo estético
(discoloraciones), fisico (disgregaciones o rupturas) y quimico (disoluciones), entre otras (del
Rosal et al., 2010a, 2014b, 2014c). La actividad fotosintética induce cambios en el entorno del
biofilm en su conjunto, genera energia y reduce el diéxido de carbono, proporciona materia
orgéanica y oxigeno a los microorganismos heterétrofos y contribuye a la degradacion de los
compuestos organicos presentes en el medio (Albertano, 2012). Ademas, algunas cianobacterias

son capaces de fijar el nitrégeno atmosférico.

Las cuevas constituyen el nicho ecoldgico de un amplio espectro de biofilms, que pueden
estar formados por microorganismos, plantas e incluso pequefios artrépodos. En general, estas
comunidades bioldgicas en las cuevas suelen ser poco diversas, con una estructura sencilla y
muy sensibles a cambios ambientales (Chelius et al., 2009). Las interacciones entre los
microorganismos y la roca o los espeleotemas son complejas y variadas. En ocasiones, las
consecuencias son puramente estéticas, debidas a la coloracion de microorganismos pigmentados
sobre el sustrato pero, en otros casos, puede inducir importantes procesos de alteracion del
sustrato (Warscheid y Braams, 2000). Asi, Papida et a. (2000) pusieron de manifiesto procesos
de deterioro en el sustrato rocoso a generados por los cambios fisicos y/o quimicos inducidos por
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el desarrollo microbiano. Un tipo de biodeterioro de la piedra se genera debido a la accion de los
&cidos organicos e inorganicos, producidos como subproducto del metabolismo microbiano
(Sand y Bock, 1991), que reaccionan con €l calcio de la piedra y dan lugar a la formacién de
minerales. En las rocas carbonatadas, el acido sulfurico producido por bacterias del azufre puede
formar yeso (sulfato de calcio), mientras que el &cido oxalico producido por hongos, liquenes y
algunas bacterias, puede formar minerales de oxalato célcico. Por otro lado, la matriz
extracelular (EPS) que rodea a algunos microorganismos, de forma individual o conjunta,
también puede participar en procesos de biodeterioro del sustrato mediante cambios en su
volumen, de debido a su hidratacién o desecacion, o procesos de disolucion del carbonato
célcico también (Warscheid y Braams, 2000; Perry et a., 2004).

El biodeterioro producido por biofilms puede poner en riesgo la conservacion del
patrimonio natural y/o cultural que albergan las cuevas. En la literatura cientifica se documentan
varios casos que pueden considerarse extremos, en los que el desarrollo “incontrolado” de
microorganismos ha representado una amenaza para la cueva que, en ocasiones, ha motivado su
cierre, en el caso de cavidades turisticas. Uno de los méas conocidos es el de la cueva de Lascaux
(Francia). En esta cueva la colonizacién del alga Bracteacoccus minor como consecuencia de la
presencia de luz artificial (Lefevre, 1974) y, posteriormente, la colonizacion masiva del hongo
Fusarium solani, han producido varias crisis bioldgicas en la cueva (Bastian et al., 2010). En la
cueva de Tito Budtillo (Espafia), numerosos espeleotemas se encontraban abundantemente
colonizados por microorganismos fotosintéticos, entre ellos, la cianobacteria calcificante
Scytonema julianum (Sdiz-Jiménez, 1999). La cueva de Castafiar de Ibor tuvo que ser cerrada al
publico en 2008 debido a un brote fungico producido por Mucor circinglloides y Fusarium
solani (Jurado et al., 2010). Por Ultimo, el crecimiento de microorganismos fotosintéticos debido
a una intensa iluminacion artificial motivo el cierre de la cueva de Altamira en el afio 2002,
(Saiz-Jiménez et a., 2011).

Las investigaciones realizadas en estas cuevas concluyeron para el disefio de actuaciones
destinadas a prevenir y, en su caso, combatir los procesos de biodeterioro inducido por
microorganismos se precisa de un andlisis integral de estas comunidades bioldgicas que permita
conocer su diversidad, estructura, fisiologia y relacion con el soporte (Albertano y Urzi, 1999;
Herndndez-Mariné et al., 2001, 2003; Roldan et al., 2004b; del Rosal et al., 2014b, 2014c;
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Walker y Pace, 2007). Paralelamente, es importante conocer la evolucion de estos organismos

antes y después la puesta en préctica de actuaciones para su control.

1.3. Cuevasturisticas

Desde la Prehistoria, las cuevas han sido utilizadas por e hombre como refugio, zona de
habitat, de culto o necrépolis. Asi, son numerosas las cuevas que abergan vestigios humanos
prehistoricos, tales como las de Shanidar, en Iraq (Solecki, 1972), Cresswell Crags, en Inglaterra
(Campbell, 1977), Lascaux, en Francia (Brune et a., 1990) o Altamira y Nerja, en Espaia
(Andrieux, 1983; Jorda, 1986), habiendo sido datada en 700.000 afios antes del presente la
evidencia humana mas antigua hallada en una cueva (Ren et al., 1981). Ademas, las cuevas
también han sido empleadas como fuente de agua, guano y minerales, e incluso como zona
hospitalaria para enfermos de tuberculosis (Lyons, 1992). En la actualidad, las cuevas son
utilizadas, principalmente, como recurso turistico. El turismo de cuevas, conocido como
“subterrdneo” fue iniciado a finales del siglo XIX, cuando esta actividad era practicada por un
reducido nimero de personas equipadas con candelabros y antorchas. En la actualidad,
aproximadamente 20 millones de turistas visitan cada afio diferentes cavidades de todo € planeta
(Gilleson, 1996). El aumento de esta practica ha llegado a convertir este tipo de turismo en un
importante recurso econémico que, en ocasiones, constituye el principal motor econémico del
entorno social de la cueva. En 1981, Habe estimo la existencia de unas 650 cavidades turisticas,
repartidas por todo el planeta, que contaban con accesos habilitados y sistemas de iluminacién
eléctrica.  Posteriormente, esta cifra ha ido aumentando debido a descubrimiento y
acondicionamiento de nuevas cavidades. La habilitacion de una cueva para su visita precisa de
una serie de actuaciones previas a su apertura, entre ellas, construir una entrada accesible desde
el exterior, delimitar un recorrido a través de las salas interiores y lainstalacion de un sistema de
iluminacion eléctrica. Estas actuaciones y los cambios ambientales derivados de la presencia de
personas en el interior de la cueva producen el denominado “impacto antrépico”, que puede estar
relacionado con cambios hidrogeoldgicos, geomorfoldgicos, ambientales, microbiol6gicos o
faunisticos (Gilleson, 1996, Carrasco et al, 2002). El grado de alteracion antropica de una cueva
puede variar en funcion de las actuaciones acometidas y del tipo de turismo que se practica. Asi,
en cuevas turisticas convencionales, caracterizadas por un turismo “de masas’, el impacto
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antrépico suele ser mayor gue en las cuevas habilitadas para la préctica de espeleoturismo, con
grupos limitados de participantes que solo precisa de una instalacion espeleoldgicay un reducido

sistema de iluminacién artificial.

Con frecuencia, las cuevas turisticas se encuentran bajo proteccion juridica. En Espafia,
las figuras de proteccion de las cavidades las catalogan como Bien de Interés Cultural
(anteriormente Monumento Nacional) o Monumento Natural, en base a patrimonio cultural y/o
natural que albergue la cueva. A nivel internacional, la United Nations Educational, Scientific
and Cultural Organization (UNESCO), otorga la consideracion de Patrimonio de la Humanidad a
sitios especificos del planeta que contienen un valor natural o cultural excepcional para la
herencia comun de la humanidad. Algunas cuevas catalogadas Patrimonio de la Humanidad son
las de Altamira (Espafia) o Mamuth Cave (EEUU). En cualquier caso, la finalidad principal de la
proteccion de cavidades es catalogar, preservar y poner en valor su riqueza natural y cultural. Por
ello, conciliar la actividad turistica con una adecuada conservacion de los valores patrimoniales
que alberga una cavidad es, en la actualidad, un objetivo prioritario en la gestion de cavidades
turisticas.

1.4. Biofilms fotosintéticos en cuevas

En la biosfera, los organismos autétrofos y los heterétrofos viven conjuntamente en un
gran ciclo interdependiente. Los primeros obtienen la energia a partir de la luz y utilizan el
didxido de carbono para construir sus biomoléculas organicas mientras que, los segundos,
emplean estos productos organicos y devuelven el diéxido de carbono a medio. La radiacion
fotosintética activa (PAR) corresponde a la radiacion integrada del rango de longitudes de onda
que puede ser empleada por los organismos fotosintéticos. Esta radiacion coincide,
aproximadamente, con el espectro de luz visible y comprende longitudes de onda entre 380 nm y
710 nm que equivales al rango de absorcion de las moléculas encargadas de absorber la energia
luminosa (Larcher, 1995). La disponibilidad de radiacion fotosintética es el pardmetro que
determina si los microorganismos que forman un biofilm son mayoritariamente fotosintéticos

(algas y cianobacterias) o heterétrofos (hongosy bacterias) (Roldan y Herndndez-Maring, 2009).
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En condiciones de iluminacion adecuadas, los microorganismos fotosintéticos se
desarrollan preferentemente sobre sustratos himedos y porosos, tales como la superficie de rocas
calcareas, pudiendo ser los colonizadores de rocas y espeleotemas. Un estado avanzado de su
desarrollo puede formar estructuras mas complejas que suelen integrar microorganismos
heterétrofos, como bacterias y hongos que, en conjunto, pueden incrementar la agresion hacia el
sustrato (Tiano, 1995; Tomaselli, 2000; Crispim, 2005). La evolucion de estos biofilms se
favorece 0 mengua en funcion de factores como la intensidad, calidad y duracion de la
iluminacion y la disponibilidad de agua (Abdelahad, 1989; Smith y Olson, 2007), ademas de las
caracteristicas intrinsecas del sustrato (humedad, porosidad, composicion, presencia de

nutrientes, etc.).

En cuevas, la luz favorece el desarrollo de biofilms fotosintéticos fécilmente
identificables por su coloracion en tonalidades que oscilan desde el verde al gris 'y corresponden
al color propio del sustrato combinado con los microorganismos que lo colonizan. Estos biofilms
pueden crecer en el suelo, las paredes y los espeleotemas mas proximos a la fuente de luz
(Herndndez-Mariné et al., 1999, Roldéan et al., 20044, del Rosal et a., 2014b, c). Cuando la luz
gue emplean es natural, los biofilms se consideran parte de la microbiota autéctona de la cuevay
si laluz es artificial, se consideran oportunistas. La colonizacién del entorno de los focos de luz
eléctrica por biofilms fotosintéticos se conoce como “mal verde” (maladie verte) (Lefevre, 1974)
o “florade las ldmparas’ (lampenflora o lamp flora (Dobat, 1998). Esta colonizacién microbiana
en el interior de las cuevas forma parte del denominado “impacto antropico” que alude a la
alteracion de las condiciones naturales de una cueva como consecuencia de la actividad humana
(Andrieux, 1988; Huppert et al., 1993; Mangin y D’ Hulst, 1995).

Algas y cianobacterias son los microorganismos fotosintéticos mayoritariamente
identificados en cavidades (Albertano, 2012). Estos microorganismos, ubicuos en el medio
exterior, pueden acceder a estos sustratos de varias formas. debido a la movilidad del propio
microorganismo, por sedimentacion gravitacional tras acceder a través de poros o fisuras en el
techo o transoportados por corrientes de agua, aire, animales, etc. Las algas verdes poseen los
pigmentos clorofilaa y b y las algas rojas y cianobacterias, ademas de la clorofila a, poseen
ficobilinas (ficoeritrina, ficocianina y aloficocianing), pigmentos accesorios que permiten
ampliar el espectro de absorcion de los pigmentos primarios y actuar como sistema de protecciéon
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frente a una elevada radiacion luminosa. Esta composicion pigmentaria y la resistencia a la
desecacion que les otorga una importante capa mucilaginosa compuesta de heteropolisacaridos,
proteinas y ADN y segregada por ellos mismos, permite su evolucion en el medio hipogeo
iluminado. En general, en cavidades karsticas, las cianobacterias se disponen en mosaicos o
cinturones segln las condiciones ambientales (Roldan et al., 2004a). Asi, las cianobacterias
cocoides, rodeadas por grandes cantidades de exopolisacaridos, como las del género Gloeothece
y la ubicua filamentosa Scytonema julianum (K (itz.) Menegh., son abundantes en zonas proximas
a las entradas, en éreas iluminadas y con goteo, mientras que Nostoc punctiforme (Kiitz.) Hariot
o formas filamentosas tales como Leptolyngbya sp., Microcoleus sp., Schizothrix sp. o diversas
especies del género Scytonema son més abundantes en zonas profundas y con poca luz. En las
zonas més profundas de cavidades, con muy poca o ninguna luz, una humedad relativa
generalmente elevada, pocas variaciones durante el ciclo diurno y pequefias diferencias entre las
temporadas secas y la época de lluvias, suelen proliferar cianobacterias filamentosas con vainas
calcificadas y con pigmentos accesorios, tales como Geitleria calcarea Friedmann,
Herpyzonema pulverulentum Hernandez-Mariné & Canals, |phinoe spelaeobios Lamprinou and
Pantazidou, Loriellopsis cavernicola Hernandez-Mariné & Canals y Scytonema ocellatum
Lyngb. ex Bornet & Flahault (Hernandez-Mariné et al., 2001).

Respecto a la humedad, para el desarrollo de los biofilms en general, parece ser mas
determinante la duracion de los periodos secos y el nimero de periodos himedos (Gladis
Schmacka et al., 2014) que la cantidad total de agua disponible (Biidel et a., 2009). En relacion
con la disponibilidad de agua, algunos organismos han desarrollado estrategias de supervivencia
durante periodos de sequia (Potts, 1999), que incluyen el empleo de agua retenida en el sustrato
y la formacién de compuestos protectores tales como sacarosa o trehalosa (Potts, 2001). Por
grupos taxondmicos, las algas verdes pueden sobrevivir con una humedad ambiental elevada,
mientras que las cianobacterias necesitan agua liquida o un 100% de humedad ambiental para
realizar la fotosintesis. No obstante, cianobacterias como Chroococcidiopsis sp. y Nostoc
commune Vaucher, pueden legar desecarse sin morir (Alpert, 2006) y recuperarse rapidamente
en condiciones favorables y, por tanto, soportar fluctuaciones de humedad y sobrevivir en los
habitats més extremos durante largos periodos (Potts, 2001; Wierzchos et al., 2006; Ramirez et
al., 2011).
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En relacién con su desarrollo en el sustrato, en cuevas han sido descritos biofilms
fotosintéticos epiliticos (sobre e sustrato), criptoendoliticos (en poros y oquedades),
casmoendoliticos (en grietas) y endoliticos (bajo superficies translicidas) (Golubic, 1981). En
base a la textura, Gillieson (1996) determiné que los sustratos lisos presentan menor
colonizacion por microorganismos fotosintéticos en relacion con los sustratos rugosos. El
desarrollo de estos biofilms en el sustrato puede implicar procesos de biodeterioro como, por
ejemplo, discoloracién, erosion, disgregacion, ruptura, cristalizacion, disolucion o alteracion
guimica, proceso especialmente dafino en sustratos calcareos (Lefevre, 1974; Hernandez-Marine
et al., 2003; Saiz-Jiménez, 2011; Albertano, 2012) que, en el caso de cianobacterias endoliticas,
pueden inducir la exfoliacion de las capas superficiales del sustrato (Krumbein, 1988). Por su
parte, Ramirez et al. (2010) demostraron que la presencia de biofilms puede aportar estabilidad y
proteccion al sustrato. Frente a condiciones ambientales adversas, algunos biofilms desarrollan
estrategias de cooperacion y resistencia que les permiten sobrevivir. En este sentido, resulta
impreciso extrapolar caracteristicas especificas de especies cultivadas por separado en un
laboratorio a la realidad de un biofilm, donde coexisten multiples especies (Albertano, 2012).
Por ello, y debido a las dificultades que conlleva reproducir con precision las complejas
interacciones entre e biofilm y el sustrao, son mas eficaces y productivas aquellas
investigaciones que pueden llevarse a cabo in situ (Herndndez-Mariné et al., 1999, 2003, Roldan
et al., 20044, 2004b).

El estudio de los biofilms fotosintéticos que afectan a las pinturas paleoliticas de la
famosa cueva de Lascaux, en Francia, fue el primero que se desarroll6 en relacién al biodeterioro
producido por microorganismos fotosintéticos en el medio hipogeo (Lefévre et a., 1969). Desde
entonces, esta forma de biodeterioro ha sido ampliamente investigado, tanto en cuevas como en
otros monumentos hipogeos (Roldan et al., 2004a; Mulec et al., 2009; Lamprinou et al., 2009;
Roldan y Hernandez-Maring, 2009; Urzi et al., 2010; Albertano, 2012; del Rosal et al., 2014b,
entre otros). Lainformacién obtenida ha ofrecido, a los gestores de estos monumentos hipogeos,
eficaces herramientas para el control de este tipo de colonizacion, acorde con una adecuada
conservacion del sustrato y, por tanto, del patrimonio (del Rosal et a., 2010, 20144). Sus
resultados han puesto de manifiesto que, en general, los organismos fotosintéticos hallados en
cuevas son los mismos que los identificados en otros monumentos hipogeos con categoria de
Patrimonio Cultural (Roldan et al., 2004b, Mulec y Kosi, 2009; del Rosal et al., 2010, 2014).
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CAPITULO 2
LA CUEVA DE NERJA

2.1. Descripcion

La Cueva de Nerja se ubica en el sector oriental de la provincia de Méaga, unos cinco
kilometros al este del pueblo costero de Nerja, sobre la vertiente meridional de Sierra Almijara.
Fue descubierta en 1959 y abierta al publico un afio méas tarde, tras su acondicionamiento
turistico. La cavidad es una de las principales cuevas turisticas de Espafia, con una media actual
en torno a los 400.000 visitantes anuales. La cavidad, declarada Bien de Interés Cultural con
categoria de Zona Arqueoldgica, alberga una secuencia crono-cultural y paleoambiental
comprendida entre 25.000 y 3.600 afios antes del presente y ademés constituye uno de los
yacimientos més ricos del sur peninsular en manifestaciones artisticas prehistéricas, ya que
cuenta con mas de trescientos grupos pictoricos y grabados parietales catalogados, pertenecientes
al Paleolitico Superior y a la Prehistoria Reciente (Sanchidridan, 1994). La Cueva de Nerja
congtituye, ademés, un elemento destacado del Patrimonio Natural de Andalucia, con
importantes valores geoldgicos y biolégicos (del Rosal et al., 2009) que han motivado su
declaracion como Lugar de Relevancia Geoldgica I nternacional.

La cavidad tiene una superficie total aproximada de 35.000 m? y un volumen del orden de

los 300.000 m®. Su desarrollo es précticamente horizontal, entre las cotas 123 y 191 m s.n.m.
(S.E.M., 1985) y cuenta con tres bocas de acceso, dos torcas subcirculares ubicadas a 161 y 162

35



m s.n.m y una entrada mas amplia, a cota 158 m s.n.m., habilitada para la visita turistica. A
efectos practicos, en la Cueva de Nerja se distinguen dos sectores: una zona habilitada para el
turismo (Galerias Turisticas) y una zona no habilitada (Galerias Altas y Nuevas), que solo recibe
visitas ocasionales de investigadores y grupos reducidos de espeleoturistas (Fig. 2.1). Las
Galerias Turisticas, con un volumen de 106.286 m® y una superficie de 9.371 m?, corresponden,
aproximadamente, a un tercio del total de la cueva y se dividen las salas de Vestibulo, Belén,

Cascada, Fantasmas, Cataclismo, Minay Torca

CUEMA O NERIA

Figura 2.1. Modificado de SEM, 1985. Grupo de Exploraciones Subterraneas de la Sociedad de Excursionistas de
Malaga. Plano topogréafico de la Cueva de Nerja, laparte més a sur corresponde a sector de las Galerias Turisticas.

Los trabajos de acondicionamiento turistico de la cavidad comenzaron en septiembre de
1959, con la busgueda de un acceso mas viable y menos complicado que la peguefia torca
empleada por los descubridores. Tras la apertura de la entrada, ésta se protegié con la
construccion de un pequefio edificio de acogida. Los diferentes desniveles existentes dentro de la
cueva se solventaron mediante la construccion de escaleras, algunas de considerable altura. En
un primer momento, la visita se realizaba sobre el suelo original, salvo en la Sala del Cataclismo,
donde se construy6 un vial de hormigdn de recorrido circular utilizando, en ocasiones, material
de la propia cavidad, principalmente la arena procedente de la erosién de los méarmoles
sacaroideos en los que se desarrolla la gruta. Posteriormente, se construyeron viales de hormigon
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en todas las salas del sector turistico. En algunas salas, el recorrido de la visita turistica se
delimitaba mediante cuerdas ensambladas en bases de cemento y postes de hierro mientras que,
en otras, existian barandillas de hierro y madera algo mas elaboradas. Ademés, se instalé un
sistema de iluminacion artistica de gran potencia formado por proyectores con bombillas
incandescentes, de hasta 1.500 watios. En algunas zonas de la cavidad se instalaron luces de
colores y dispositivos de sonido que amenizaban el recorrido del visitante durante los primeros
anos. Un sistema de ldamparas de menor potencia iluminaba de forma directa los caminos. Los
trabajos de acondicionamiento para el uso turistico de la Cueva de Nerja culminaron el 12 de
junio de 1960, con el acto de inauguracion de la cavidad, el | Festival de MUsicay Danza Cueva
de Nerja(Lifian et al., 2010).

2.2. Geologia y mineralogia

La cavidad se desarrolla en mérmoles dolomiticos tridsicos de la unidad alpujarride de
Almijara (Andreo y Carrasco, 1993). Los marmoles, muy diaclasados y con una potencia de
hasta 500 metros, son permeables por fracturacion y karstificacion y congtituyen el acuifero de la

vertiente meridional de Sierra Almijara (Pérez y Andreo, 2007).

Una de las caracteristicas mas destacables de la Cueva de Nerja es la abundancia y
variedad de espeleotemas, formaciones de carbonato célcico depositado a partir de aguas de
infiltracion. El estudio de dichos espeleotemas ha aportado informacion acerca de la historia
geoldgica del sistema karstico en el que se localizan y de las condiciones paleoambientales,
ademas de caracterizar los distintos tipos de formaciones, analizar sus alteraciones y ayudar a
predecir su posible evolucion futura (Reyes et al., 1993; Caballero et al., 1995; Jiménez de
Cisneros et al., 2006). El andlisis mineraldgico redizado a espeleotemas localizados en
diferentes puntos de la Cueva de Nerja indicé que los componentes principales eran la calcita, el
aragonito y la dolomita En el moonmilk, ademas se determiné huntita, magnesita e
hidromagnesita. El estudio sobre los procesos de alteracion desarrollados en espeleotemas de la
Cueva de Nerja 'y determiné al aragonito como componente mayoritario de las muestras seguido
de calcitay dolomita. El andlisis de los elementos traza (Sr, Mn, Mg, Fe) indicd que el contenido

en Fey Mn era mayor en las muestras que forman costras de alteracion.
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2.3. Hidrodinamica e hidroquimica

En la actualidad, la cueva est4 situada en la zona no saturada del acuifero, varios metros
por encima del nivel piezométrico. Sobre la cavidad, €l espesor del epikarst y la zona no saturada
es muy variable: de 4 a 50 metros en el primer tercio de la cavidad y mayor de 90 metros en las
zonas profundas. El agua que gotea desde el techo de la cueva se infiltra a través de fisuras y
fracturas de los marmoles y procede tanto del agua de lluvia como del riego de una pequefia
superficie de jardin que se encuentra por encima de la cueva (Andreo y Carrasco, 1993; Lifidn et
al., 2008).

El goteo dentro de la cavidad es, en general, muy bajo, entre 10-100 m*/afio en
condiciones pluviométricas promedio, con maximos en primavera-verano y minimos en otofio-
invierno. El andlisis realizado para determinar €l tiempo de transito del agua de lluvia a través
del epikarts de las Galerias Turisticas indica la existencia de dos tipos de infiltracion (Lifian et
al., 1999, Andreo et a., 2005): uno lento, en torno a 8 meses, que predominatodo el afo, y otro
un poco mas répido, de aproximadamente 2 meses, que solo se produce cuando los niveles de
recarga son muy importantes en magnitud o intensidad. En las Galerias Altas y Nuevas, el flujo
de agua de goteo muestra una variacion estacional diferente, con méximos en otofio-invierno y

minimos en primavera-verano.

Desde un punto de vista hidroquimico, en la Cueva de Nerja hay dos tipos principales de
agua: en la zona mas cercana al exterior y en el resto de la cueva (Andreo et al, 1993). El primer
tipo procede de un pozo cercano, se utiliza para regar €l jardin y, posteriormente, se filtraen la
cueva y el segundo tipo es de origen metedrico, como lo demuestra su composicion quimica e
isotopica (Lifian et al., 1999). El agua dentro de la cueva esta sobresaturada en calcita durante
todo €l afio, por lo que produce depdsito de carbonato calcico.

2.4. Microclima

El andlisis de la amplia gama de datos ambientales disponible ha permitido determinar la
variacion “natural” de los parametros controlados y la influencia antropogénica en la cavidad
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(Carrasco et al., 1999, 2002; Lifidn et al., 2014). No obstante, se debe tener en cuenta que los

datos empleados en el andlisis se obtuvieron tras la apertura de la cavidad a la visita turistica.

Por un lado, una completa estacion meteoroldgica ha permitido determinar los principales
pardmetros climéticos en el entorno inmediato de la cavidad. Asi, en el exterior de la cueva, la
temperatura media diaria del aire esta comprendida entre 13 °C (Enero) y 26 °C (Agosto), con un
valor medio anual de 19 °C (Carrasco et al., 1999; Carrasco et a., 2002; Lifian et al., 2007). Los
valores medios de humedad relativa del aire estdn comprendidos entre el 61 y el 69 %, con un
valor medio anual del 66 % y la precipitacion media del area es de 487 mm/afio (Lifién et al.,
2007), con una marcada estacion himeda durante los meses de octubre a enero y una estacion

seca que comprende el periodo egtival.

Por otro lado, en el interior de la cueva existe una red de control ambiental integrada por
diversos sensores que actualmente miden, con periodicidad horaria, la temperatura, la humedad
relativay la concentracion de %?Rny CO, del aire, entre otros pardmetros (Carrasco et a., 2002;
Lifian et al., 2009; Lifan et al., 2014). Los resultados obtenidos han permitido determinar los
valores de los principales parametros ambientales de la Cueva de Nerja, tanto en el sector
turistico como en el no habilitado (Tabla2.1).

En las Galerias Turisticas, la temperatura media del aire aproximada es de 18 °C y su
evolucién sigue un patron similar a del exterior, con valores méximos durante el verano y
minimos en invierno, aunque con un desfase de casi un mes con respecto a la temperatura
exterior. Latemperatura del aire aumenta hacia las zonas més internas (Galerias Altas y Nuevas),
excepto durante el periodo estival, momento en el que la mayor temperatura exterior produce una
inversion del gradiente térmico.

La humedad relativa del aire de la cueva sigue la evolucién de la humedad relativa del
aire exterior, con un desfase de seis meses aproximadamente (Vadillo et al., 2001). El valor
medio diario de la humedad relativa del aire de las Galerias Turisticas varia entre el 64 y el 92
%. A escala anual, este parametro muestra valores minimos en otofio-invierno, mas elevados en

primavera y maximos en verano, alcanzandose valores de saturacion, como consecuencia del
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incremento del caudal de goteo, menor ventilaciéon natural de la cavidad y la llegada de masas de

aire mas humedo desde las zonas mas internas de la cavidad (Lifidn y del Rosal, 2014).

La concentracién media anual de CO, en las Galerias Turisticas es de aproximadamente
667 ppm y varia dependiendo de la época del afio: en invierno, cuando menor es el nimero de
visitantes, mayor es la capacidad de ventilacion natural de la cavidad y menor es el caudal de
goteo, se alcanzan valores diarios similares a los de la atmdsfera exterior; en verano, cuando la
visitabilidad es maxima, el indice de ventilacién natural es menor y el caudal de goteo es mas
elevado se alcanzan valores diarios proximos a los 2000 ppm (Lifién et a., 2014). (Tabla2.1). La
temperatura de laroca permanece entre 1 y 2 °C por debajo de latemperatura del aire de la cueva
(Carrasco et d., 2002).

A escala diaria se producen variaciones de los pardmetros ambientales durante el horario
en el que la cueva permanece abierta al publico, debidas encendido de los focos de iluminacion y
ala presencia de visitantes. En el sector turistico, se producen incrementos de la temperatura del
aire (entre 0,2-0,6 °C), pequerios incrementos en la humedad relativa del aire (del ordendel 2 al 3
%) asi como incrementos en la concentracion de CO,, que disminuyen durante las horas de cierre
hasta llegar a larecuperacion de los valores iniciales, previos al comienzo de lavisita En verano,
esta recuperacion puede no ser total, produciéndose un efecto acumulativo, especialmente
notable durante la celebracion del Festival de MUsicay Danza (Carrasco et a., 2002).

En las Galerias Altas y Nuevas, se ha determinado que el aire es més calido, més himedo
y tiene menor concentracion de CO, que el aire de las Galerias Turigticas, en sintonia con su
ubicacion, mas alejada de la entrada de la cueva, mas profunda con respecto a la superficie y con
un reducido nimero de visitantes (Lifian et al., 2014). El valor medio de la temperatura del aire
en las Galerias Altas y Nuevas supera casi en un grado centigrado el valor medio de temperatura
del aire del sector turistico. Los valores de humedad relativa varian entre el 92 y el 100 %, con
un valor medio précticamente de saturacion. Del mismo modo, el contenido medio de CO, del
aire en el sector no visitable de la cueva es inferior a medido en las Galerias Turisticas (Tabla
2.1).
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Galerias Turisticas Gaerias Altasy Nuevas
Exterior Belén Cascada | Cataclismo | Hércules | Inmensidad (sc/c)| Lanza
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6
n 2050 1006 1923 1791 846 438 260
Max 29,87 19,91 19,67 19,73 19,59 19,87 19,49
(O-Iz) Min 6,52 15,64 16,15 15,89 18,97 19,67 19,27
Med 18,38 17,76 18,09 18,76 19,31 19,76 19,37
V (%) 26,87 6,78 4,60 2,98 0,87 0,26 0,30
n 1708 970 401 1870 592 415 -
Max 98 78 100 100 100 110 -
'?(')/i{)' Min 30 46 53 67 73 102 -
Med 67 64 0 92 92 104 -
V (%) 18 10 11 8 9 2 -
n - 439 1369 615 538 353 88
Max - 1401 1185 1423 1181 1946 1239
((;;21) Min - 456 357 400 400 350 350
Med - 682 563 756 607 516 540
V (%) - 33 24 29 25 30 40
n - - 1217 - - - 321
Radén M ax - - 719 - - - 526
(B Min - - 80 - - - Q0
Med - - 201 - - - 241
V (%) - - 79 - - - 47

Tabla 2.1. Vaores medios de temperatura, humedad relativa y concentracion de CO, y ??Rn del aire en € exterior

y en € interior de la Cueva de Nerja, calculados a partir de datos horarios correspondientes al periodo 2008 -2013
(Lifian et al., 2014).

La concentracion media anual de raddn del aire del sector turistico y del no habilitado es
similar, con valores de 201 y 240 Bg/m® respectivamente (Lifidn et al., 2014). Las
concentraciones minimas de raddn corresponden a los meses de otofio-invierno y las
concentraciones maximas a los meses de primavera-verano (Cafiete, 1997; Duefias et al., 1999;
del Rosal et al., 2010b; Lifan et al., 2014).

Los trabajos realizados por Lifian y del Rosal (2014) pusieron de manifiesto la existencia
de un patrén estacional en la circulacion del aire interior asi como de una nueva via de entrada a

lared kérstica de la Cueva de Nerja, aspecto que necesariamente debe ser tenido en cuenta para
su adecuada gestion y conservacion.
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2.5. Fauna

La fauna de artrépodos identificada en la Cueva de Nerja se corresponde con la presente
habitualmente en ecosistemas cavernicolas terrestres ibéricos (Barranco et al., 2004) e incluso
europeos y se compone de Crustaceos, Aracnidos, Mirigpodos e Insectos, este Ultimo grupo
representado principalmente por las clases Diplurata, Collembola, y Euentomata, donde las
especies detritivoras son mas numerosas frente a las depredadoras (del Rosal et al, 2009). En
contra de lo esperado, en las Galerias Turisticas se ha determinado una mayor diversidad de
fauna respecto de las Galerias Altas y Nuevas, a pesar de que en esta zona las visitas son
reducidas y cuenta con importantes masas de murcielaguina. Este hecho podria deberse a una
pérdida de nutrientes de la murcielaguina con el paso del tiempo o a su contaminacién, mediante
el agua de infiltracion, por una fuente exégena a la cueva, que conllevaria un desplazamiento de
la fauna hacia la zona turistica, mas rica en energia. El estudio entomolégico llevado a cabo por
Tinaut et al. (2002), identificd una explosion demografica de colémbolos, muy puntual en el
tiempo y en el espacio y de origen desconocido, en la que se recogieron casi 4.500 individuos,
cuando la cifra habitual no solia superar los 50 individuos. En este evento solo se identifico a la
especie Mesogastrura ojcoviensis, ampliamente distribuida por toda Europa y no especifica de

los ambientes cavernicolas.

2.6. Microbiota

A nivel microbiolégico, en la Cueva de Nerja se han realizado estudios sobre la
microbiota del aire, del agua y de los espeleotemas. En el aire, las bacterias identificadas
pertenecen a la microbiota saprofita humana, en concreto a los géneros Saphylococcus y
Streptococcus, de los que se identificaron las especies S. aureus, S xylosus, S. saprophyticus, S
chromogenes, S. epidermidis y S salivarius. Las especies del género Bacillus. B. pumilus, B.
cereus, B. subtilus y B. circulans fueron halladas, con mayor frecuencia, en el aire de las
Galerias Altas y Nuevas, junto con organismos del género Actinomyces, mas abundante en
épocas de menor visitabilidad (Cafiaveras et al., 2004, del Rosal, 2005). El estudio de las esporas
de hongos suspendidas en el aire de la cueva identifico los géneros Aspergillus, Penicillium y
Cladosporium como los més abundantes (del Rosal et al., 2007; Docampo et al, 2011).
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En relacion con la microbiota del agua, €l agua de los gours muestreados en las Galerias
Turisticas mostré una importante contaminacion microbiolégica, de origen remoto y/o tardio y
con maximos en periodos estivales (Romero et a., 1991). Pogeriormente, un estudio
comparativo entre el agua de goteo y la aimacenada en los gours, en las Galerias Turisticas,
mostré que la concentracion de microorganismos heterétrofos aerobios en el agua de goteo
estaba muy por debajo de la concentracion en el agua de gours (Cafiaveras et al., 2004; del
Rosal, 2005).

Bajo la premisa de que en la Cueva de Nerja no existe un suelo propiamente dicho,
Ojeda (1992) llevo a cabo un estudio de la microbiota presente en € sedimento de diferentes
zonas de las Galerias Turisticas y de las Galerias Altas. Sus conclusiones determinaron una
contaminacion bioldgica generada por los visitantes mediante el aporte de materia organica, que

eramas intensa en las zonas més proximas al recorrido turistico.

Por su parte, los trabajos llevados a cabo sobre la microbiota desarrollada en la superficie
de paredes y espeleotemas de la cavidad, han centrado su atencion en el control de los
microorganismos fotosintéticos y sus resultados se detallan en el capitulo 4 de la presente

memoria.
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CAPITULO 3
OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Obtener la informacion necesaria para el disefio de estrategias de control de los biofilms
fotosintéticos en el interior de la Cueva de Nerja en base a una adecuada conservacion del
patrimonio cultural y natural de la cavidad.

3.2. Objetivos especificos

1. Recopilar y actualizar la informacion disponible sobre los biofilms fotosintéticos de la
Cueva de Nerja. Elaborar un inventario que identifique y ubique los biofilms fotosintéticos en el
interior de la cavidad.

2. Cuantificar el desarrollo de varios biofilms fotosintéicos durante un periodo de tiempo y
determinar su relacion con factores ambientales asi como con otros factores que pudieran influir

en éste. Evaluar la colonizacion primaria de espeleotemas por microorganismos fotosintéticos.

3. Realizar un andlisis integral de los biofilms fotosintéticos que aporte informacion sobre
su biodiversidad, estructuray actividad fisiolégica, asi como su relacion con el sustrato.
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CAPITULO 4
BIOFILMSFOTOSINTETICOS
EN LA CUEVA DE NERJA

4.1. Antecedentes en el estudio de los biofilms fotosintéticos en la Cueva de Nerja

La Cueva de Nerja cuenta con tres entradas, dos torcas circulares y un abrigo
parcialmente taponado por sedimentos que, en la actualidad, comunica con €l edificio de acceso
alacueva. Lastorcastienen 4 y 1 m de didmetro aproximadamente. En ambos casos, permiten la
entrada de luz natural a la sala de la cueva en la que se encuentran, la Sala de la Torca, que
favorece el desarrollo de biofilms fotosintéticos en paredes y espeleotemas. En € caso de latorca
mas pequefia, ubicada en una zona apartada de la sala, laluz es préacticamente inapreciable desde
el interior de lacueva. Segun lainformacion disponible en € archivo historico de la Fundacion
Cueva de Nerja, antes de su descubrimiento, en 1959, ya se conocia la presencia de ambas torcas
asi como su conexion con la Sala de la Torca. Por tanto, no podemos determinar € origen de la
colonizacion fotosintética presente en esta zona de la cueva. No obstante, cuando se acometieron
los trabajos de habilitacién turistica de la cueva, se limpi6 la Sala de la Torca, colmatada hasta el
momento por sedimentos de diversa naturaleza y, probablemente, este hecho aumento la entrada

deluz natural alasalay la colonizacién fotosintética de paredes y espel eotemas.
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El resto de salas de las Gaerias Turisticas ha permanecido en total oscuridad desde la
colmatacion de la entrada natural, hace unos 3.000 afios, hasta su habilitacion para la visita
turistica llevada a cabo en 1959. Estos trabgjos incluyeron la instalacion de un sistema de
iluminacion eléctrica que, progresivamente, ha ido cambiando a lo largo de los afios. En un
principio, este sistema estuvo formado por ldmparas incandescentes de 1500 watios que,
posteriormente, fueron sustituidas por luces frias de menor potencia. La aplicacion de esta
medida permitié una bajada del consumo eléctrico de 200.000 a 136.000 watios, desde 1989 a
1993y un “apreciable descenso de la cantidad algas’ (Marin, 1998). A principios de la década de
los 90 comenzd la instalacion de un sistema de fibra optica que no finaliz6 debido,
principalmente, a las continuas averias derivadas de la elevada humedad ambiental. En la
actualidad la iluminacion se redliza, principamente, mediante lamparas fluorescentes de bajo
consumo de 7, 11 y 18-20 watios que se emplean en los diversos tipos de iluminacion: escénica,
vides y de emergencia. Para iluminar grandes superficies se emplean, ademés, |amparas de
hal ogenuro metdlico de 70 watios (Figura4.1).

Figura4.1. Diferentes |lamparas de iluminacion empleadas en la cueva de Nerja. De izquierda a derecha, halogenuro
metdlico (70 w), fluorescente parailuminacién escénica (20 w) y fluorescente parailuminacion via (7 w).

En total, € nimero de lamparas empleadas en € interior de la cueva ronda las 200
unidades, todas ellas con temperatura de color blanco frio. El tiempo de actividad de este sistema
de iluminacion es de unas 8 horas diarias, que engloba tanto el horario de apertura de la cueva
como los trabajos de mantenimiento e investigacion. Durante los meses de julio y agosto, debido
a la modificaciéon del horario de apertura de la cueva, € sistema de iluminacién permanece
encendido durante 10 horas a dia, aproximadamente. Esta iluminacion de las Galerias Turisticas

se controla desde € exterior de la cueva, através de un cuadro e éctrico ubicado en € edificio de
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acogida, si bien existen pequefios paneles en € interior de la cavidad, para e control especifico
de infraestructuras. Para evitar problemas derivados de los posibles cortes de suministro
eléctrico, se dispone de baterias UPS y de generadores de corriente. El desarrollo de biofilms
fotosintéticos en las Galerias Turisticas debié comenzar tras la apertura de la cueva a publico,

aunque no se dispone de documentaci6n sobre este hecho.

Lailuminacion de las Galerias Altas y Nuevas es de caracter escénico y se lleva a cabo
mediante |amparas de hal ogenuro metalico de 70 watios. Este sistema de iluminacion se controla
mediante un cuadro eléctrico ubicado en la entrada a sector no habilitado y se activa,
exclusivamente, durante las visitas a la zona, que se limitan a desarrollo de la actividad de
espeleoturismo 0 de campafias de investigacion. Los escasos periodos de iluminacion de este
sector de la cueva no han favorecido, hasta el momento, la presencia de microorganismos

fotosintéticos.

Los trabgjos de investigacion de los biofilms fotosintéticos de la Cueva de Nerja
comenzaron en 1985, a cargo de Ruiz et al. (1992) quienes investigaron los microorganismos
fotosintéticos que colonizaban paredes y estalactitas con agua de escorrentia en €l interior de la
cavidad. Su trabajo se centré en lo gue estos investigadores denominaron “manchas de fieltro”,
agregados coloniales de aspecto gelatinoso, asi como en otros de aspecto pulverulento y seco
(Figura4.2).

El estudio, basado en la observacion directa de varias zonas que mostraban colonizacion
de biofilms fotosintéticos, puso de manifiesto la existencia de una estacionaidad en la
disponibilidad de agua liquida en e sustrato, con minimos durante € invierno, que se
relacionaban con cambios morfol 6gicos de las colonias. De hecho, este parametro se considero el
maés influyente en & aspecto de las colonizaciones. La identificacion de los microorganismos
fotosintéticos de los biofilms mostré a la cianobacteria Gloeocapsa sp. como € grupo més
abundante en las paredes, mientras que los géneros Oedogonium, Cladophora o incluso
Microspora predominaban mayoritariamente en |as estalactitas. Durante este estudio también se
realizaron experimentos sobre la resistencia de los biofilms a la privacién de luz. Para ello se
mantuvo en total oscuridad, durante 6 meses, una superficie colonizada de aproximadamente

0,75 m® Transcurrido este periodo no se observaron variaciones ostensibles en e aspecto
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macroscopico de las colonias. Finamente, € seguimiento de las zonas durante el periodo 1985-
1990, no identificé un aumento en la cantidad de algas ddl interior de la cueva, ni en superficie,

ni en densidad de las colonizaciones.
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Figura 4.2. Imagen macroscépica de las dos texturas identificadas por Ruiz et a. (1992) en los biofilms
fotosintéticos de la Cueva de Nerja. A la izquierda, “manchas de fieltro” con textura gelatinosa y, a la derecha,
microorgani smos con textura pulverulenta.

En e afio 2000, € equipo de investigacion dirigido por € profesor Marin desarrollé un
nuevo trabajo sobre los biofilms fotosintéticos (Marin y Marin-Olalla, 2000). En esta ocasion se
limpiaron, con agua a presion y un cepillo rotatorio de cerdas suaves, cuatro superficies
colonizadas por biofilms fotosintéticos (Figura 4.3.). Posteriormente se llevd a cabo €
seguimiento de las zonas limpiadas mediante la observacion directa de las zonas y la
comparacion de imégenes de las mismas, obtenidas con una periodicidad mensual. Los
resultados indicaron que aquellas superficies de mayor consistencia y colonizadas por
microorganismos gue se incrustaban en e sustrato, mostraban una apariencia completamente
libre de microorganismos fotosintéticos tras la limpieza, pero transcurridos unos meses, €
aspecto de la superficie se tornaba degranulado y pulverulento. Este fendmeno se considero un

efecto desestabilizador o alterativo del sustrato. Por otro lado, la limpieza de zonas con biofilms
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fotosintéticos de textura gelatinosa y facilmente desprendibles del sustrato, fue iguamente

efectiva'y no mostrd formas de alteracion de la superficie en |os meses posteriores.

Figura 4.3. Una de las superficies limpiada mediante cepillado y agua a presion. A la izquierda, aspecto antes de la
limpiezay, aladerecha, aspecto después de lamisma (Marin y Marin-Olalla, 2000).

En € afio 2006, se llevo a cabo otro ensayo de limpieza de espeleotemas (Garrido et al.,
2007). En esta ocasion se emplearon dos diluciones de biocidas. una de agua saturada en calcita
y peréxido de hidrogeno (15 %) (Faimon et al., 2003) y otra de agua saturada en calcita e
hipoclorito célcico (2 %) (Iliopoulou-Georgoudaki et al., 1993). En e caso de |as zonas tratadas
con peroxido de hidrégeno fue necesario aplicar tres tratamientos, espaciados entre si un par de
semanas, para conseguir un resultado satisfactorio de la limpieza (Fig. 4.4). Las zonas tratadas
con hipoclorito calcico, mostraron una intensa colonizacion fangica de la superficie limpiada
pocos dias después de la aplicacion del biocida. Para eliminar esta colonizacién fungica, se llevo
a cabo una nueva aplicacion de biocida, en este caso, destinada a eliminar |os hongos y restos de
microorganisSmos muertos que permanecian en el sustrato y constituian la fuente nutricional de
estos hongos (Fig. 4.4). En ambos casos, se realizd € seguimiento de las zonas tratadas alo largo
de un afio, basado en la observacion directa y la comparacion de fotografias de las zonas
limpiadas, obtenidas periddicamente. La recolonizacion del sustrato por microorganismos

fotosintéticos transcurrido un afo del proceso de limpieza se definidé como “practicamente
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inapreciable”. En 2011, las zonas que habian sido limpiadas mediante |as metodol ogias descritas

anteriormente mostraban de nuevo colonizacion por microorgani smos fotosi ntéticos.

Figura 4.4. Arriba, imagenes de la zona limpiada con peréxido de hidrégeneno, antes y después del tratamiento.
Abajo, imégenes de la zona limpiada con hipoclorito calcico, antes y después del tratamiento.

Han sido muchas las técnicas empleadas para eliminar los biofilms fotosintéticos del
interior de las cuevas, tanto fisicas como quimicas. La limpieza de las colonias mediante
procesos fisicos no es recomendable debido a que facilita la dispersién de propagulos (Rajczy,
1989; Hazslinszky, 2002) o a los posibles dafios producidos en el sustrato. En relacion con los
biocidas, su principa desventgja es latoxicidad hacia € medio (Caumartin, 1977). De éstos, los
compuestos clorados han sido los més ampliamente empleados a pesar de que el cloro, aun abgja
concentracion, puede afectar a la microbiota autdctona de la cueva y dterar € equilibrio del
ecosistema subterraneo. Por otro lado, € cloro también disminuye e pH del sustrato y favorece
los procesos de disolucion de la calcita. (Faimon et al., 2003). La aternativa a estos compuestos
se planted mediante e empleo de una disolucion de peréxido de hidrogeno (15 %) y agua
saturada en calcita que minimiza la agresion del sustrato carbonatado (Faimon et al., 2003). En
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cualquier caso, la puesta en préctica de cualquier protocolo de limpieza basado en el empleo de
biocidas debe incluir la retirada del medio de la materia organica muerta producida, de cara a
evitar la colonizaciéon masiva del medio por microorganismos fungicos, tal y como ha sido
descrito en la Cueva de Lascaux (Bastian et a., 2010). En esta cueva, la limpieza intensiva y
periddica con biocidas durante afios dio lugar a desplazamiento de la microbiota autéctona de la
cueva que fue reemplazada por comunidades de microorganismos resistentes a los biocidas. En
la actualidad, la microbiota de la cueva de Lascaux es € resultado de un largo periodo de
impacto humano (visitantes, ventilacién artificial, tratamientos con biocidas) que ha motivado la
pérdida del equilibrio entre las poblaciones de microorganismos que forman este ecosistema y
favorecido la colonizacion masiva del medio por microorganismos fungicos (Bastian et d.,
2010).

4. 2. Inventario de biofilms fotosintéticos en la Cueva de Nerja

Ademas de consultar la informacion disponible, se planted |a necesidad de conocer el
estado actual de colonizacién fotosintética de la Cueva de Nerja. Para €ello, se elaboré un
inventario que identificd y ubico cada una de las zonas col onizadas por biofilms fotosintéticos en
el interior de la Cuevade Nerja. Su resultado se presenta en €l Anexo 1 de la presente memoria.

Este inventario integra un conjunto de imagenes de cada una de las zonas colonizadas asi
como su ubicacion en e correspondiente plano topografico de la sala en la que se encuentra (Fig.
4.5). Durante € desarrollo de este trabajo se pudo comprobar que la presencia de organismos
fotosintéticos en la cueva continuaba limitada a la zona de las Galerias Turisticas a excepcion de
las salas de la Mina 'y de la Torca, ubicadas fuera del recorrido turistico. En estas dos saas, €
sistema de iluminacion se activa de forma puntual debido a que su acceso esta restringido a
persona de mantenimiento e investigador. En la Sala de la Mina, en oscuridad total 1a mayor
parte del afio, no se haidentificado colonizacion fotosintética 'y en la Sala de la Torca las zonas
de colonizacion fotosintética se deben a la entrada de luz natural a través de las dos torcas
presentes en la sala. En el resto de las salas de las Galerias Turisticas, los biofilms fotosintéticos
se localizan en € entorno de las |amparas de luz e éctricay su nimero es proporciona a tamafio

delasalay a numero de fuentes de iluminacion. En total, fueron identificados 114 puntos de los
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cuales, mas del 50 % se ubicaban en la Sala del Cataclismo (Tabla 4.1.). La elaboracion de este
inventario permiti6 identificar |&mparas en avanzado estado de deterioro e incluso en desuso, que
fueron sustituidas por otras nuevas o retiradas del interior de la cueva.

Figura 4.5. A laizquierda, seccion de plano de la Sala del Belén, a la derecha, g emplo de una imagen que forma
parte del catalogo (Bel-3).

SalaGalerias Turisticas | Nomenclaturapuntos | Tota de puntos/sala
SdladelaTorca Tor-1/Tor-4 4
Salade Vestibulo Ves-1/Ves4 4
Saladel Belén Bel-1/Bel-16 16
Salade la Cascada Cas-1/Cas-18 18
Sala de los Fantasmas Fan-1/Fan-10 10
Saladel Cataclismo Cat-1/Cat-62 62

Tabla4.1. Planos que integran el catdl ogo, Nomenclaturay nimero de puntos en cada uno de ellos.



4.3. Criterios de seleccion de las zonas de control

Para |a consecucion de |os objetivos propuestos en la presente memoria, se seleccionaron
una serie de zonas colonizadas por biofilms fotosintéticos, que serian controladas y analizadas
durante el periodo de estudio. La seleccion de estas zonas de estudio se basd en los siguientes

criterios:

a) Textura del biofilm. Se seleccionaron zonas que mostraban colonizaciéon por biofilms con
diferentes texturas. En genera, se identificaron tres texturas principales. una gelatinosa, con
colonias en forma de agregados de 1-2 cm de diametro, conocido anteriormente como “manchas
defieltro” (Ruiz et a., 1992), otra pulverulenta, de distribucién mas homogénea en el sustrato y
otra semi-gelatinosa, con mayor consistencia de los biofilms, en relacién con la textura
pulverulenta. Los diferentes tipos de textura se relacionaron con la presencia de agua liquida en
el sustrato. Asi, la textura gelatinosa se observd en biofilms con disponibilidad de agua liquida
constante, la semi-gelatinosa en biofilms con disponibilidad de agua liquida estacional y la

pulverulenta en biofilms que no disponian de agua liquida (visible) alo largo del afio.

b) Fuente de iluminacion. Se seleccionaron zonas iluminados por luz natura y artificial. En este
altimo caso, también se seleccionaron zonas iluminadas por |amparas de halogenuro metalico de

70w y por lamparas fluorescentesde 20w y 7 w.

c) Distancia a recorrido turistico. Formaron parte de nuestro estudio zonas que se encontraban a
diferente distancia del recorrido turistico. En base este criterio, se establecieron las siguientes
ubicaciones: Proxima (inferior a1 m); Intermedia (entre 1 y 5 m); Algjada (superior a 5 metros)

y Ausente (en una salano visitable).
d) Disponibilidad de agua liquida y propiedades hidroguimicas del agua. En base a este criterio

se seleccionaron zonas cuyo sustrato mostraba agua liquida estacional 0 permanente y otras con

ausencia.
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€) Aplicacion de un tratamiento de limpieza. Se seleccionaron zonas gque habian sido limpiadas
mediante alguno de los tratamientos descritos en € apartado 4.1 de la presente memoria, asi

como otras en las que no se habias realizado limpiezas previas.

En base a estos criterios se seleccionaron 10 zonas de control, con evidente colonizacion
por biofilms fotosintéticos, que fueron identificadas con las siglas Ne.1, Ne.2, Ne.3, Ne.4, Ne.7,
Ne8, Ne.9, Ne.10, Ne.11ly Ne.12 (Tabla4.2).

Zona Recorrido Fuente luz Agua Textura Tratamiento
control turistico principal liquida biofilm limpieza

Ne.1 Alejada F. blanco 20 W No Pulverulenta Ca(ClO), (2 %)

Ne.2 Alejada F. blanco 20 W No Pulverulenta No

Ne.3 | Intermedia F. blanco 20 W No Pulverulenta No

Ne.4 Ausente Natural No Pulverulenta No

Ne.5 Alejada Experimentacion No --- ---

Ne.6 Alejada Experimentacién No - -

Ne.7 | Intermedia F. blanco 20 W No Pulverulenta H,0, (15 %)

Ne.8 | Intermedia | H.M. blanco 70 W No Pulverulenta No

Ne.9 | Intermedia F. blanco 20 W No Pulverulenta No
Ne.10 Préxima F.blanco 7 W Si Semi-gelatinosa Agua a presién/ H,0, (15 %)
Ne.11 Préxima F. blanco 20 W Si Pulverulenta/Gelatinosa No
Ne.12 Préxima F. blanco 20 W Si Pulverulenta/Gelatinosa No
Ne.13 Alejada Experimentacién No - -
Ne.14 Alejada Experimentacion No --- ---

Tabla 4.2. Descripcion de las zonas de control en base a los criterios de seleccién. Leyenda: F. (Fluorescente), H.M.
(Halogenuro Metdlico).

Ademas, se seleccionaron otras 4 zonas que no mostraban colonizacion fotosintética a
simple vistay fueron denominadas: Ne.5, Ne.6, Ne.13 y Ne.14. Estas zonas formaron parte de un
experimento destinado a conocer la colonizacion primaria por microorganismos fotosintéticos de

varios espeleotemas iluminados mediante diferentes tipos de lamparas (leds y fluorescentes) y

56



colores (verde y blanco) (Tabla 4.2). La eleccion del color blanco fue debida a que, actualmente,
es el color empleado paralailuminacion de los monumentos, en general, y de la Cueva de Nerja,
en particular. La eleccion del color verde se basd en Roldan et a. (2006), cuyos resultados
recomiendan la iluminacién de obras de arte mediante luz verde para prevenir o limitar el

desarrollo de organismos fotosintéticos.

4.4. Descripcion de las zonas de control

La descripcion de las zonas seleccionadas se presenta continuacion junto con la
nomenclatura de cada una de €llas, entre paréntesis, correspondiente al inventario de zonas

colonizadas que se presentaen el Anexo 1 de la presente memoria.

Ne.l (Cat-57): Se ubica en la Sala del Cataclismo, ae€jada del recorrido turistico. El
biofilm fotosintético es de textura pulverulentay pocos milimetros de espesor. Se desarrollaen la
caratransversal de dos espeleotema fracturados y ubicados en e suelo (Fig. 4.6). No se observa
agua liquida en €l sustrato. Ausencia de zonas de goteo en e entorno. La fuente de iluminacion
principal de la zona es una lampara fluorescente (20 W). Uno de los espel eotemas de esta zona
(el més grande, a la derecha de la imagen) fue limpiado en e afio 2006 mediante dilucién de
hipoclorito calcico en agua saturada en calcita (2 %).

Figura4.6. Imagen de lazona Ne.1 (noviembre de 2011).
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Ne.2 (Cat-57): Se ubica en la Sala del Cataclismo, alejada del recorrido turistico y
aproximadamente a 1 metro de la zona Nel. El biofilm fotosintético presenta aspecto
pulverulento y tiene un espesor de pocos milimetros. La colonizacion se desarrolla sobre un
espel eotema fracturado que se encuentra en € suelo (Fig. 4.7). No se observa agua liquida en €
sustrato y € goteo de agua de infiltracion en e entorno de la zona es préacticamente nulo. La
fuente de iluminacion principal es lamismaque lade lazona Ne.1, unaldmpara fluorescente (20
W). Esta zona no presenta tratamiento de limpieza previo.

Figura4.7. Imagen de la zona Ne.2 (noviembre de 2011).

Ne.3 (Cat-50): Se ubica en la Sala del Cataclismo, a una distancia media del recorrido
turistico. El biofilm fotosintético es de aspecto pulverulento, de pocos milimetros de grosor y se
desarrolla sobre los pliegues de un espeleotema caido en € suelo (Fig. 4.8). No se observa agua
liquida en la superficie del sustrato y €l goteo en el entorno de la zona es muy escaso. La fuente
de iluminacién principa es una lampara fluorescente (20 W). Esta zona no ha sido sometida a
tratamiento de limpieza. Entre |os pliegues del espel eotema se observan numerosos excrementos
de murciélago, probablemente de origen previo a la apertura de la cueva a turismo, cuando la
colonia de quirdpteros que frecuentaba la cavidad era muy numerosa.
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Figura4.8. Imagen de la zona Ne.3 (noviembre de 2011).

Ne.4 (Torca 1-2-3-4): Selocdliza en la Sala de la Torca, fuera del recorrido turistico. El
biofilm fotosintético presenta aspecto pulverulento, grosor variable y coloracion en distintas
tonalidades de verde. Se desarrolla sobre la pared y espeleotemas de la sala. En la pared se
observa estacionalmente agua liquida. La fuente de iluminacion principal es laluz natural que se
introduce a través de las dos torcas de la sala. En esta zona tampoco se realizo tratamiento de
limpieza en €l pasado. Esta zona de control se ha subdividido en 4 zonas (Fig. 4.9)

Figura4.9. Imagen de la zona Ne.4, sectorizada en 4 subzonas (noviembre de 2011).
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Ne.7 (Cat-40): Selocalizaen la Saladel Cataclismo, a una distancia media del recorrido
turistico. El biofilm fotosintético es de textura pulverulenta, con coloracion verde en diferentes
tonalidades y se desarrolla en una colada (espeleotema) (Fig. 4.10). No se observa agua liquida
en e sustrato y se observan zonas de goteo proximas. Su fuente de iluminacion principa es una
l&mpara fluorescente de ahorro energético (20 W). Esta zona fue limpiada en e afio 2006 con
unadilucion de peroxido de hidrogeno en agua saturada en calcita (15%).

Figura4.10. Imagen de la zona Ne.7 (noviembre de 2011).

Ne. 8 (Fan-7): Se localiza en la Sala de los Fantasmas, a una distancia media del
recorrido turistico. El biofilm fotosintético es de aspecto pulverulento, coloracion verde en
diferentes tonalidades y se desarrolla en un conjunto estalagmitico (Fig. 4.11). No se observa
agua liquida en @ sustrato. A unos 5 metros se localiza una estalagmita con un goteo constante
durante todo el afio, més intenso en verano. Su fuente de iluminacién principal es una lampara
l&mpara fluorescente de ahorro energético (20 W). Esta zona no presenta tratamiento previo de
limpieza. Con motivo de la celebracion del Festival Cueva de Nerja, hasta € afio 2013 se
instalaban en esta sala unos camerinos construidos de madera cuya presencia, alo largo de varias
semanas, favorecia € desarrollo de numerosas colonias de hongos filamentosos que provocaban
un significativo aumento de esporas en € aire de la cavidad (Docampo, 2011).
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Figura4.11. Imagen de la zona Ne.8 (noviembre de 2011).

Ne9 (Cas-8): Selocaliza en la Sala de la Cascada, a una distancia media del recorrido
turistico. La colonizacién por biofilm fotosintético afecta a un conjunto estalagmitico y presenta
unatextura pulverulentay de coloracion verde en distintas tonalidades (Fig. 4.12). No se observa
agua liquida en € sustrato y € goteo del entorno es muy escaso. La fuente de iluminacion

principal es una lampara de halogenuro metdlico (70 W). Esta zona no fue sometida a limpieza
previa a nuestro estudio.

Figura4.12. Imagen de lazona Ne.9 (noviembre de 2011).
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Ne.10 (Bel-9): Se localiza en la Sala del Belén, muy cerca del recorrido turistico. La
superficie colonizada es una columna. La textura del biofilm fotosintético es semi-gelatinosa y
su coloracién verde en diferentes tonalidades (Fig. 4.13). Con frecuencia se observa agua de
escorrentia sobre € sustrato, que se acumula en charcos en e suelo donde permanece durante
dias. Lafuente de iluminacion principal es una ldmpara fluorescente (7 W) que forma parte de la
iluminacion vial. Esta zona fue sometida a limpieza en € afio 2000 mediante cepillado y agua a
presion. Posteriormente, en 2006 se volvié a limpiar con dilucién de peréxido de hidrégeno en
agua saturada en calcita (15 %). Durante algunas semanas del verano se observa una colonia de

pequefios artrépodos que se nutre de estos organismos fotosintéticos (Fig. 4.13).

Figura4.13. Imagen de lazona Ne.10 (noviembre de 2011). Detalle de colonia de artrépodos

Ne.1ll (Bel-8): Se locdiza en la Sala del Belén, muy cerca del recorrido turistico. El
biofilm coloniza un pegquefio macizo estalagmitico y presenta varias texturas. en e sustrato mas
seco es pulverulenta 'y en la zona mas hiumeda, con agua liquida disponible, es gelatinosa. Estas
colonias gelatinosas forman agregados circulares de 1-2 mm de didmetro y marcado relieve (Fig.
4.14). La fuente de iluminacion principal es una ldmpara fluorescente (20 W). Esta zona no ha

sido limpiada con anterioridad.
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Figura4.14. Imagen de la zona Ne.11 (noviembre de 2011).

Ne.12 (Cat-2): Selocalizaen la Saladel Cataclismo, a una distancia media del recorrido
turistico. La superficie colonizada es un conjunto de columnas y pequefias estalagmitas (Fig.
4.15). El biofilm muestra dos texturas: en la zona més seca es pulverulentay en la zona con agua
liquida disponible es gelatinosa. La fuente de iluminacién principal es una lampara fluorescente
(20 W). Esta zona se encuentra proxima a unos gours que suelen acumular agua estaciona mente
tras eventos de lluvias intensas. Ademas, estos gours contenian numerosas monedas arrojadas
por los visitantes que, por motivos de conservacion, fueron retiradas antes de dar comienzo
nuestro estudio al mismo tiempo que se prohibio esta practicaen € interior de la cueva

Figura4.15. Imagen de la zona Ne.12 (noviembre de 2011).
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Ne5: Se localiza en la Sala del Cataclismo, algjada del recorrido turistico, a unos 10
metros de los puntos de control Ne.1 y Ne. 2. La zona seleccionada es un espeleotema que se
encuentra en oscuridad, sin evidencia de colonizacion fotosintética y ausencia de agua en €
sustrato (Fig. 4.16).

Figura 4.16. Imagen de la zona Ne.5 (noviembre de 2011).

Ne.6: Se localiza en la Sala del Cataclismo, alejada del recorrido turistico y proxima las
zonas Ne.5, Ne.1 y Ne.2. La zona sel eccionada es un espel eotema que se encuentra en oscuridad,

sin evidencia de colonizacion fotosintética y ausencia de aguaen e sustrato (Fig. 4.17)

Figura4.17. Imagen de la zona Ne.6 (noviembre de 2011).



Ne.13: Selocaliza en la Sala del Belén, a una distancia media del recorrido turistico. La
zona seleccionada es un espeleotema de la pared de la sala y se encuentra en oscuridad. Esta

superficie no muestra evidencias de colonizacion fotosintética y no se observa agua liquida en €

sustrato (Fig. 4.18)

Figura4.18. Imagen de la zona Ne.13 (noviembre de 2011).

Ne.1l4: Se locdiza en la Sada del Belén, a unos 5 metros de la zona Ne. 13 y a una
distancia media del recorrido turistico. La zona sel eccionada es un espel eotema que forma parte
de la pared de la salay se encuentra en oscuridad, sin evidencias de colonizacion fotosintética 'y

sin agua liquida en e sustrato aunque & suelo (sedimento) se inunda en varias ocasiones a lo

largo del afio (Fig. 4.19).

Figura4.19. Imagen de la zona Ne.14 (noviembre de 2011).

65



66

Y

e
AUt

'y
|

NIVERSID

W

MALA

A

-~
2

"
|

DE




CAPITULOS

EVOLUCION DE LOSBIOFILMSFOTOSINTETICOS
DE LA CUEVA DE NERJA. RELACION CON LOS
FACTORESAMBIENTALES

5.1. Introduccion

En la actualidad, las estrategias de conservacion del patrimonio frente a la contaminacion
microbiologica recomiendan la puesta en préctica de actuaciones preventivas. Prevenir €
biodeterioro eslamejor estrategia de control y para conseguirlo, es imprescindible conocerlo. No
existe una Unica técnica que permita el estudio integral de los procesos de biodeterioro. Disefiar
estrategias de prevencion y control del biodeterioro generado por biofilms precisa conocer la
naturaleza del agente de alteracion (biofilm) asi como del sustrato alterado. No obstante, también
es importante conocer cuanto y por qué cambia la alteracion. Esta informacion permitira
identificar aguellos factores que mas influyen en la evolucion del biofilm asi como predecir
situaciones futuras. Un Unico examen de una zona de alteracion puede informar sobre su estado
en un momento concreto pero no informa sobre la tasa de alteracion, que precisa de inspecciones
durante un intervalo de tiempo. En estos casos, € andlisis de fotografias realizadas alo largo de
un periodo de tiempo constituye una eficaz herramienta de trabagjo y permite identificar cambios
gue escaparian aun simple andlisis visual. Esta metodologia, conocida como fotomonitorizacién,
fue empleada por Thornbush y Viles (2008), quienes obtuvieron informacion cuditativa y

cuantitativa relacionada con la progresion de la suciedad y €l deterioro de lafachada de edificios
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en e centro de Oxford (Inglaterra). Doehne y Pinchin (2008) emplearon € andlisis de iméagenes
digitales para determinar dafios sincrénicos en la superficie de piedra del Monasterio de Howden
(Reino Unido) y correlacionarlos con condiciones ambientales inusuales, tales como fuertes
vientos y Rogerio-Candelera et al. (2008) monitorizaron €l crecimiento microbiano en unatumba
de la Necrépolis de Carmona (Espafia). A pesar de gque € analisis de fotografias puede aportar
valiosa informacion para los trabajos de conservacion de los sustratos, es importante no
sobrevalorar su objetividad (Doehne y Price, 2010). En este sentido, Winkler (1985) ofrecié un
grafico alarmante de deterioro basado Unicamente en el andlisis de dos imagenes. Por tanto,
aungue esta técnica permite obtener informacion til relativa a biodeterioro de una superficie, a
la hora de establecer la precision de los resultados obtenidos hay que tener en cuenta posibles
alteraciones debidas a otros factores, como las variaciones ambientales (Thornbush y Viles,
2008).

En relacion con los factores ambientales, es interesante conocer cuéles intervienen en el
desarrollo de los biofilms que producen biodeterioro y en qué medida lo hacen. En e medio
subterraneo, la disponibilidad de luz es e factor que determina si los microorganismos que
colonizan las paredes y los espeleotemas seran mayoritariamente autétrofos (cianobacterias y
algas) o heterdtrofos (bacterias y hongos) (Albertano, 2012). Por otro lado, la disponibilidad de
agua es indispensable para € desarrollo de biofilms fotosintéticos (Gladis y Schumann, 2011).
No obstante, aun se desconoce por qué, en ocasiones, no se desarrolla este tipo de biofilms aun
cuando se presentan las condiciones ambientales favorables. La informacion sobre la relacion
entre e desarrollo de estos biofilms y las condiciones ambientales podria permitir comprender
aspectos como € planteado anteriormente. En este sentido, Cuzman (2014) investigo la relacién
entre la evolucion del microclimay € desarrollo de biofilms fotosintéticos en catacumbas con

luz natural, alo largo de un afio.

En cuevas no turisticas la presencia de biofilms fotosintéticos muestra un gradiente que
disminuye desde las zonas més externas hacia las mas internas, acorde con la disminucion de la
luz natural que caracterizaa este tipo de cuevas (Roldan et al., 2004a). En las cuevas turisticas, €
desarrollo de biofilms fotosintéticos es independiente de su proximidad al medio exterior, pues
su presencia se debe a las lamparas de luz eléctrica que emiten luz con intensidad constante

durante e periodo en e que se encuentran activas. El desarrollo de este tipo de biofilm puede
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producir €l deterioro de los espeleotemas 0, en su caso, de las pinturas rupestres, s las hubiera.
Conocer lainfluencia del microclima de la cueva, asi como de otros factores ambientales, en la
evolucion de estos biofilms resulta una eficaz herramienta para € disefio de estrategias de

control que limiten o prevengan su desarrollo.

En la Cueva de Neja, € clima exterior influye directamente en los registros y
fluctuaciones del microclima interior. Segun la clasificacion climatica de Koéppen (Koppen,
1936) e climaen el entorno de la Cueva de Nerja corresponde a un clima templado himedo con
veranos secos y calurosos, también denominado clima mediterraneo. En e exterior de la cueva,
una completa estacién meteoroldgica ha registrado datos ambientales desde principios de la
década de los 90. El andlisis de series de datos correspondientes a mas de 10 afios ha permitido
determinar los principales parametros climéticos en e entorno de la cavidad. Asi, en exterior de
la cueva, la temperatura media del aire oscila entre 13,2 °C (enero) y 25,9 °C (agosto), con un
valor medio de 18,8 °C y la precipitacion media del area es de 487 mm/afio, con una marcada

estacion humeda durante €l otofio y €l invierno (Lifidn et a., 2007).

En una escala de tiempo anual, en €l interior de la cueva las variaciones de temperatura
del aire son un reflgo de las variaciones de temperatura del aire exterior, mas 0 menos
amortiguadas y desfasadas en € tiempo, en funcién de ladistancia ala superficie y alas entradas
de la cueva. En relacion con las variaciones de humedad relativa del aire de las Galerias
Turisticas, éstas también reflgjan las variaciones de la humedad del aire exterior durante €l
periodo invernal y muestran una clara influencia de las Galerias Altas y Nuevas durante los
meses estivales. Asi, la humedad relativa del aire es méxima en el sector turistico durante el
verano debido a un aumento del cauda de goteo, a una disminucion del grado de ventilacion
natural de la cueva (menor evaporacion del aire) y a la llegada de aire desde las zonas méas
himedas de la cueva, las Galerias Altas y Nuevas (Lifidn y del Rosal, 2014). Finamente, la
concentracion de dioxido de carbono del aire muestra una curva normal con méximos en el

verano y minimos en el invierno, directamente relacionada con la afluencia de visitantes.
A escada diaria, los tres parametros citados muestran incrementos y descensos

relacionados con € horario de visita de la cueva. Asi, se producen incrementos de la temperatura
del aire (entre 0,2-0,6 °C) en las diferentes salas de las Galerias Turisticas debido al aporte de
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calor por los focos de iluminacion y por los visitantes (Carrasco et al., 1999, 2002). Los
descensos que se observan diariamente se deben a cierre de la cueva y apagado de la
iluminacion durante e mediodia y a finaizar el horario de visita. La temperatura de la roca
permanece entre 1 y 2 °C por debajo de la temperatura del aire de la cueva y también presenta
modificaciones diarias, aunque con menor amplitud que en € aire, con incrementos diarios entre
0,02 y 0,15 °C (Carrasco €t a., 1999, 2002). La entrada de visitantes también genera pequefios
incrementos en la humedad relativa del aire, del orden del 2 a 3 % y de la concentracion de CO,
que, puntualmente en verano, puede superar la concentracion de 2000 ppm (Carrasco et al.,
1999, 2002).

Las variaciones observadas en los biofilms fotosintéticos de la Cueva de Nerja y las
fluctuaciones determinadas en e microclima sugieren, por un lado, un crecimiento positivo del

biofilmy, por otro, larelacion de este crecimiento con el microclimade la cavidad.

5.2. Objetivos

Evaluar, desde un punto de vista cuantitativo, e crecimiento de varios biofilms durante

un periodo de tiempo y determinar su relacion con € microclima de la cueva asi como con otros

factores ambientales que pudieran condicionar su desarrollo. Evaluar la colonizacion primaria de

espel eotemas por organismos fotosintéticos.

5.3. Material y M étodos

5.3.1. Seleccién delas zonas de control

Los biofilms controlados en este estudio se localizan en |as zonas descritas en € apartado
4.4. Descripcion de las zonas de control de la presente memoria. Todas las zonas descritas en
este apartado forman parte de este estudio a excepcion de la zona Ne.4 (Torca) que se desarrolla

debido a luz natural que accede a la cueva por una de las torcas de la sala donde se ubica. Del
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total de las zonas controladas, 11 presentaban desarrollo de biofilms fotosintéticos (Ne.1, Ne.2,
Ne.3, Ne.7, Ne.8, Ne.9, Ne.10, 11 y Ne.12) y 4 se encontraban libres de colonizacion (Ne.5,
Ne.6, Ne.13 y Ne.14) y formaron parte del ensayo de iluminacion y colonizacion primaria de

espel eotemas por microorgani smos fotosi ntéticos.

5.3.2. luminacion de las zonas de experimentacion

Las zonas de esperimentacion se encontraban libres de biofilms fotosintéticos y fueron
somentidas a diferentes tipos de iluminacién. La zona Ne.5 fue iluminada mediante 3 |amparas
leds que emitian luz de color verde (5 W/lampara, OSRAM). La separacion entre las lamparas y
la zona a iluminar fue de 0,5 m. La zona Ne.6 fue iluminada con 1 lampara fluorescente de
ahorro energético que emitié luz de color verde (18 W, OSRAM) separada unos 0,9 m de la
superficie iluminada. La zona Ne.14 fue iluminada mediante 1 |ampara fluorescente de ahorro
energético que ofrecialuz blanca con temperatura de color blanco frio (18 W, OSRAM) separada
1 m de la superficie iluminada. La zona Ne.13 fue iluminada mediante 3 lamparas leds que
emitieron luz blanca con temperatura de color blanco frio (5 W/lampara, OSRAM) separada
unos 0,8 m de la superficie iluminada. La seleccidn de lailuminacion se baso en lailuminacion
actual de la cueva y en los resultados obtenidos por Roldan et a. (2006). La distancia de
separacion entre las lamparas y e sustrato estuvo condicionada por las geomorfologia de la zona
detrabgo.

5.3.3. Realizacién defotografias

En cada uno de los puntos de control se tomaron fotografias, con una periodicidad
aproximadamente quincenal, durante e periodo comprendido entre los meses de abril de 2011y
febrero de 2013, ambos inclusive. Las zonas Ne.13 y Ne.14 fueron incorporadas a estudio 11

meses més tarde que €l resto de las zonas.

Las imagenes, de 3072 x 2304 pixeles, se obtuvieron con una cdmara digital FUJIFILM

modelo FinePix S5700, de 7,1 megapixels, equipada con zoom optico de 10x y zoom digital
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aproximado de 4,8x. La camara se dispuso en modo “automatico”, que la obliga a realizar 1os
gjustes considerados Optimos en e momento de hacer la foto. Dado que, por lo angosto del
terreno, se descarté el empleo de tripode durante la realizacion de fotografias, se procurd que
todas las imagenes de una misma zona de control fueran realizadas ala mismadistanciay con la
misma perspectiva. En total se obtuvieron 13 series de imégenes, con una media de 65 imagenes
por cada serie a excepcion de las series correspondientes a las zonas Ne.1l3 y Ne.l4 que
guedaron formadas por 39 imagenes debido a que su fotomonitorizacion seinicié mas tarde.

5.3.4. Procesado digital deimagenes. Calculo delavariable verde

Para poder comparar la evolucién de biofilms préximos, en cada zona de control se
delimitaron dos superficies que fueron identificadas con los subindices 1 y 2 (a excepcion de las
zonas Ne.10 y Ne.5 donde solo se delimitd una). Cada una de estas superficies delimitadas se
relaciond con la presencia de un biofilm. Para acotar cada biofilm se emplearon, como puntos de
referencia, manchas o deformidades del sustrato, por su caracter inalterable frente a rotaciones,
traslaciones, etc. EIl marcado de cada uno de estos puntos de referencia y, por tanto, la
delimitacion de los biofilms, se realizé manualmente en cada una de las fotografias. Antes de
proceder a recorte de cada una de las zonas, agunas imégenes fueron rotadas para gustar la
calidad del recorte. Asi, en cada serie se realizaron hasta dos rotaciones diferentes, para cada una
de las dos zonas delimitadas (Fig. 5.1). Se obtuvieron 25 zonas para su andlisis digital (Figs. 5.2

am).

Figura5.1. Resultado de larotacion y recorte de las zonas Ne.1.1 y Ne.1.2 (dcha. e izda. respectivamente) obtenidas
en el punto de control Ne.1.
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Figura5.2a. Zona de control Ne.1, con la delimitacién de |os dos biofilms monitorizados (1: azul y 2: rojo).

Figura5.2b. Zona de control Ne.2, con la delimitacion de los dos biofilms monitorizados (1: azul y 2: rojo).
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Figura5.2c. Zona de control Ne.3, con la delimitacion de los dos biofilms monitorizados (1: azul y 2: rojo).

Figura 5.2d. Zona de control Ne.5, con la delimitacion del area de experimentacion (1: azul ).
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Figura5.2e. Zona de control Ne.6, con la delimitacion de las dos areas de experimentacion (1: azul y 2: rojo).

Figura 5.2f. Zona de control Ne.7, con la delimitacion de los dos biofilms monitorizados (1: azul y 2: rojo).
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Figura5.2g. Zona de control Ne.8, con la delimitacidn de |os dos biofilms monitorizados (1: azul y 2: rojo).

Figura 5.2h. Zona de control Ne.9, con la delimitacion de los dos biofilms monitorizados (1: azul y 2: rojo).
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Figura5.2i. Zona de control Ne.10, con la con la delimitacién del biofilm monitorizado (1: azul ).
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Figura5.2j. Zona de control Ne.11, con la delimitacién de |os dos biofilms monitorizados (1: azul y 2: rojo).



Figura 5.2k. Zona de control Ne.12, con la delimitacion de los dos biofilms monitorizados (1: azul y 2: rojo).

Figura5.2l. Zona de control Ne.13, con ladelimitacién de las dos éreas de experimentacion (1: azul y 2: rojo).
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Figura5.2m. Zona de control Ne.14, con la delimitacion de |las dos &reas de experimentacion (1: azul y 2: rojo).

El andlisis digital de las imégenes, realizado en la Unitat d’Analisi d’'imatges, Centres
Cientifics i Tecnologics Universitat de Barcelona, empled en e modelo de color HSV  (Smith,
1978) y se basd en € andlisis ddl color verde. Este modelo representa los colores combinando
tres valores: € tono (H), la saturacion o cantidad de color (S) y € brillo (V). Estos valores se
suelen representar en un diagrama circular donde H adopta valores de 0-360°, S de 0-100% en
funcion de la cantidad de color y V de 0-100%., desde totalmente oscuro hasta la maxima

[uminosidad.

Pararedizar € andlisis digital, las imégenes fueron binarizadas, es decir, la informacion
aportada por cada una se redujo a dos valores. color verde y color no verde. Mediante esta
técnica, se comparé cada pixel de la zona seleccionada con un determinado umbral o limite de
binarizacion (vaor limite que determina si un pixel sera de color verde o no). Para cada serie de
imagenes se establecieron los rangos para los componentes H, S y V, que definieron y
discriminaron, de forma automética, el color verde en cada serie de iméagenes (Tabla5.1).
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DIRECTORIO RANGH RANGS RANGV

Ne.l 40-120 0-1 0.15-0.85
Ne.2 40-120 0-1 0.15-0.85
Ne.3 50-120 0-1 0.25-0.75
Ne5 60-120 0-1 0.25-0.75
Ne.6 60-120 0-1 0.25-0.75
Ne.7 40-160 0-1 0.10-0.75
Ne.9 40-120 0-1 0.15-0.75
Ne.10 40-180 0-1 0.10-0.75
Ne.1l 40-120 0-1 0-15-0-85

Ne.12(1) 50-120 0-1 0.15-0.75

Ne.12(2) 70-120 0-1 0.15-0.75
Ne.13 60-120 0-1 0.25-0.75
Ne.14 60-120 0-1 0.25-0.75

Tabla5.1. Rangos empleados en las series de imagenes de cada una de las zonas de control.

Los mismos rangos se aplicaron a todas las imagenes de una misma serie (zona), a
excepcion de la serie correspondiente a punto de control Ne.12, que precisd de rangos diferentes
en cada una de las dos zonas seleccionadas. Los rangos seleccionados pudieron variar entre las
series para evitar errores derivados del color de la roca, la presencia de sombras u otras
incidencias que se consideraron de interés.

Posteriormente se determinG e numero de pixeles que se encontraban dentro de los
rangos definidos para € color verde (Fig. 5.3). El numero de pixeles verdes es independiente del
angulo de rotacion sobre e gje x-y de laimagen pero no del tamafio. Para evitar este error, se
normalizan los resultados obteniendo el nimero de pixeles totales de la superficie analizada
basado en |a proporcién de verde en la imagen, que es independiente del tamafio de ésta. Con
este calculo se obtuvo el tamafio de cada uno de los biofilms en cada imagen, identificado como
variable verde y empleado en € andlisis estadistico.
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Figura 5.3. Cuantificacion de los pixeles que se encuentran dentro de los rangos establecidos.

Los parametros que pueden afectar a resultado obtenido en cada caso derivan de
diferencias en la posicion de la cdmara, del recorte manua de cadaimagen y del empleo de una
escala manual. Para calcular €l error cometido debido a los factores citados anteriormente, se
analizd 10 veces la misma imagen y se determind un coeficiente de variacion de resultados
inferior a 1%. Por tanto, aquellas variaciones de verde inferiores a este porcentge se
consideraron dentro del margen de error aceptado durante el célculo estadistico.

5.3.5. Monitorizacion de los par@metros ambientales

El control del microclima interior de la cueva se llevd a cabo durante el periodo
comprendido entre €l 6 de enero de 2012 y el 18 de febrero de 2013. Para ello se instalaron tres
sensores en diferentes ubicaciones de las Galerias Turisticas: uno proximo a la entrada (Belén),
otro en la zona intermedia (Cascada) y un tercero en la zona mas profunda (Cataclismo). Estos
sensores (datalogger VAISALA MI70) provistos con sondas HMP1554, registraron datos
horarios de temperatura (T), humedad relativa (RH) y concentracién de diéxido de carbono
(COy) dd aire.
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Ne.14

. Saladela 3
Sensor Sala del Cataclismo Sala del Belén
Cascada
Zona Ne.1 Ne.2 Ne.3 Ne.5 Ne.6 Ne.7 | Ne.12 | Ne.8 Ne.9 | Ne.10 | Ne.1l1 | Ne.13 | Ne.14
Distancia (m) | 7 8 25 3 3 32 43 27 10 23 22 5 5

Figura 5.4. Arriba: planta de las Galerias Turisticas con la ubicacion de las zonas controladas y de los sensores.
Debajo: asignacion de los datos registrados por |0s sensores a cada una de las zonas y distancia que los separa.

A cada una de las zonas controladas se |e asignaron |os datos obtenidos por el sensor mas
proximo. La figura 5.4 muestra la ubicacion de las zonas de control y de los sensores, asi como
la distancia entre cada una de las zonas y € sensor mas proximo, que recibio e nombre de la sala
en la que se ubico.

Mediante un sensor quantum (Modelo LI-188B), se determind la intensidad luminosa
recibida por cada uno de los biofilms y en las zonas de experimentacién objeto de estudio. Para
estimar la cantidad de luz recibida se ubicé € sensor en € &rea central de la zona de control y se
realizaron dos medidas, una con el sensor paralelo a la superficie y otra con € sensor dirigido
hacia la fuente de luz. Las lecturas se realizaron cuando el sensor mostro un valor estable
durante, a menos, 10 segundos. El resultado informd sobre la radiacion fotosintética activa o
PAR (energia luminosa comprendida entre 400 nm y 700 nm) y ofrecié datos en unidades de
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micromol de fotones por metro cuadrado por segundo (umol.m™.s?). Este pardmetro no se midié
en continuo debido a que su valor se estima constante, salvo cambios notables en € sistema de
iluminacion, que fueron evitados durante € transcurso del presente estudio. No obstante, dado
que la radiacion fotosintética activa puede variar en funcion de la casa comercial que suministre
laldmpara, entre otros factores, se realizaron varias medidas a lo largo del periodo de estudio en
cada una de las zonas de control que permitieron cacular |a radiacién fotosintética activa media

en cada zona.

5.3.6. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos obtenidos mediante € andlisis de imégenes y la

monitorizacion ambiental sellevé acabo con los softwares Excel y SPSS.20.

El estudio descriptivo de las variables consideradas permitié conocer su evolucion a lo
largo del periodo de estudio. Mediante € progranma R Core Team (2013) se elaboraron
diagramas de cgjas que mostraron la evolucion de las variables verde, T, RH, y CO, durante €
periodo de estudio. Este grafico aportdé informacion relacionada con la variabilidad de los
resultados, |os rangos intercuartilicos, los valores extremos y 10s valores atipicos (ubicados entre
1,5y 3 veces € rango intercuartilico a partir de las aristas del rectangulo) dentro de cada mes de
estudio.

Para determinar relacion del tamafio del biofilm con los factores ambientales
monitorizados se realizd un andlisis de regresion, que consideré a las variables ambientales
explicativas (T, RH y CO;) y a tamafio del biofilm (verde) variable explicada. Para
homogeneizar |as escalas de medida de las variables y evitar errores producidos por diferencias
entre el peso especifico por unidad de las variables en € andlisis de regresiéon se empled e vaor
estandarizado que identifico a las variables con € subindice z. Los datos de las variables
ambientales correspondieron a la media de los registros horarios obtenidos e mismo dia en €
gue se tomo la imagen, pero también se empled & valor medio de estos datos y los registros
horarios obtenidos 0, 1, 2, 3, 4, 5 y 6 dias antes de tomar la foto, respectivamente. Asi, se

identificaron las variables ambientales con los subindices 2.0, z.1, 2.2, 2.3, z.4, 2.5y z.6.
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El resultado del andlisis de regresiéon ofrecié moddos que seleccionaron las variables
ambientales relacionadas con e tamafio del biofilm y descartaron aguellas que no aportaron
informacion. Para la interpretacion de los resultados se evaluaron los coeficientes (B) de los
modelos propuestos, €l error asociado a cada uno de ellos (error tip.) y, en su caso, € grado de
correlacion de estas variables con la variable explicada (tamafio del biofilm). El valor del Factor
de Inflacion de la Varianza (FIV) y la representacion gréfica de las variables ambientales

permitio evaluar la colinealidad de las mismas.

Para cada uno de los modelos de regresion se obtuvo un coeficiente de correlacion
multiple (R) y un coeficiente de determinacién (R?), que informaron sobre proporcién de
variabilidad de la variable dependiente (verde) que podia ser explicada por e conjunto de
variables independientes. No obstante, R® presenta e inconveniente de que, a medida que
aumenta €l nimero de variables que participan en e modelo, mayor es su valor, por tanto, en la
interpretacion de los datos se empled e coeficiente de determinacion corregido (R? corregido),
que modificé e valor de R* en funcién del nimero de observaciones y de variables que

participan en la ecuacion.

Los resultados de la radiacion fotosintética activa (PAR) se emplearon en la
interpretacion de los resultados pero no formaron parte del andlisis estadistico dado que su valor

Se supone constante.

Mediante un andlisis de varianza de Sudent para muestras relacionadas se determinaron
diferencias estadisticamente significativas entre @ tamafio del biofilm durante € verano y €
invierno de un mismo afo, asi como durante los inviernos de afios sucesivos (para un nivel de

significacion de p = 0,05).
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5.4. Resultados

5.4.1. Par ametr os ambientales

En la tabla 5.2 se presentan los coeficientes del andlisis descriptivo de las variables

ambientales que fueron monitorizadas en €l interior de la cueva, obtenidos a partir de registros

horarios.
variable Sala N Minimo | Mé&ximo | Media | Desv. cv
Belén 340 11,83 19,29 16,73 1,83 11
Temg,‘érf‘t“ra Cascada | 284 | 1747 | 1967 | 1860 | 050 | 3
Cataclismo | 336 17,59 19,47 1848 | 0,68 4
Belén 341 37,57 100 83,11 | 16,60 20
Humedad relativa

(%) Cascada 293 53,01 100 92,36 | 13,70 15

Cataclismo | 304 70,3 98,61 90,48 6,78 7

Belén | 322 | 454 | 1260 | 667 | 202 | 30
Dioxidode Carbono | oo i | 260 | 447 1320 | 649 | 177 | 27

(ppm)
Cataclismo | 335 | 408 1337 | 732 | 23 | 20

Tabla 5.2. Datos descriptivos para las variables ambientales Temperatura, Humedad Relativa y concentracion de
diéxido de carbono en €l aire obtenidos a partir de registros horarios durante el periodo de estudio.

54.1.1. Temperaturadel aire

La temperatura del aire de las Galerias Turisticas de la cueva oscilé entre un valor
minimo de 11,83 °C y maximo de 19,67 °C, registrados en la sadla del Belén y de la Cascada,
respectivamente. La evolucion de la temperatura del aire de la cueva durante e periodo de

estudio dibuj6 una curva con valores maximos durante el verano y minimos durante €l invierno,
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semgante a la evolucion de la temperatura del aire exterior (Lifian et a., 2007). Por salas, se
observo un gradiente gue aumentaba hacia las zonas mas profundas, con un valor medio anual

similar en las dos salas mas profundas.

La Saladel Belén fue la que mostré mayor oscilacion de |os registros de temperatura, con
un coeficiente de variacion del 11 % y valores comprendidos entre 11,83 y 19,29 °C con un valor
medio de 16,73 °C. A escala anual, |os registros maximos se observaron durante € verano y un

descenso durante el otofio que culmind en los val ores més bajos durante e invierno.

En la Salade la Cascada, en lazonaintermedia de las Galerias Turisticas, la evolucién de
esta variable fue similar ala observada en la Sala del Belén, pero con menor oscilacion. En esta
sala la temperatura del aire oscil6 entre 17,47 y 19,67 °C, con un valor medio de 18,60 °C y un
coeficiente de variacion del 3 %. Los registros mas atos correspondieron al verano, durante el
otofio latemperatura descendié y se alcanzaron |0s registros mas bajos durante €l invierno.

En la Sala del Cataclismo la temperatura del aire oscil6 entre 17,59 y 19,47 °C con un
valor medio de 18,48 °C. El coeficiente de variacion para esta sala fue del 3 %. A escala anual,
los registros mas elevados se obtuvieron durante €l verano y € otofio. A partir de noviembre, la
temperatura comenz6 a disminuir hasta alcanzar los valores mas bagjos en € invierno. Los
registros observados durante las primeras semanas del otofio podrian ser debidos a la llegada a
esta sala de aire més calido procedente de las Galerias Altas y Nuevas de la cueva, en funcion del
modelo de circulacion de las corrientes de aire descrito para la cavidad (Lifidn y del Rosdl,
2014).

5.4.1.2. Humedad relativa del aire

Durante e periodo de estudio la humedad relativa del aire de las Galerias Turisticas de la
cueva estuvo comprendida entre e valor minimo de 37,57 %, registrado en lasaladel Belény un
valor méximo de 100 %, registrado en las salas del Belén y de la Cascada. En las tres salas
monitorizadas, la humedad relativa més alta del aire se observo durante € verano y las primeras

semanas del otofio y la mas bagja durante e invierno. Este incremento de humedad relativa al
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inicio de la época estival podria estar relacionado con un aumento del caudal de goteo (Carrasco
et a., 2002; Lifian et al., 2008) y con la llegada a la zona turistica, desde |la zona mas interna de
la cavidad, de masas de aire mas hiumedo (Lifian y del Rosal, 2014). En relacion con € valor
medio de humedad relativa durante €l periodo de estudio, se observé un gradiente que aumenta
desde la zona més externa hacia la més profunda, si bien en esta zona se distorsiona levemente.
La interpretacién de los resultados de este parametro debe tener en cuenta € registro de posibles
datos erroneos de saturacion ambiental (100 %) en las Salas del Belén y de la Cascada,

motivados por la condensacion de agua en la sonda de medida del sensor.

En la Sala del Beén, € valor medio de humedad relativa durante € periodo de estudio
fue de 83,11 %, con valor minimo y maximo de 37,57 y 100 %, respectivamente y coeficiente de
variacion del 20 %. A escala anual, los datos més elevados de humedad relativa se observaron
durante € verano, con vaores de saturacion durante los meses de junio, julio, agosto y
septiembre. Esta sala mostr6 numerosos episodios de incremento y descenso de humedad
relativa, que podrian estar relacionados con periodos de lluvia en e exterior, dado que €
pequeiio espesor del techo de esta sala permite la filtracion rgpida de agua de origen metedrico.
Por otro lado, estos episodios también podrian estar relacionados con la llegada de agua de riego
del entorno de la cavidad (Carrasco et a., 1996) o con fallos en € funcionamiento de los

depdsitos de agua del exterior que dan lugar alafiltracion de aguaalacueva.

En la sala de la Cascada la humedad relativa estuvo comprendida entre el 53,01 y € 100
%, con un valor medio de 92,36 % y un coeficiente de variacion del 15 %, durante el periodo de
estudio. La evolucion de este parametro en la sala mostro tres periodos de saturacion ambiental,
registrados durante la primavera, €l verano y €l invierno, respectivamente. Durante la primavera
y € invierno, € periodo de saturacion ambiental fue mas corto que € registrado durante €
verano. Por otro lado, los episodios de saturacion ambiental observados durante la primaveray €
invierno no coinciden con & patrén histérico de humedad relativa en esta sala y podrian ser

debidos ala presencia de agua de condensacién en la sonda del sensor.
La sda del Cataclismo fue la que mostré menor variacion de humedad relativa, con

registros comprendidos entre el 70,30 y e 98,61 %, un valor medio 90,48 % y un coeficiente de

variacion del 7 %.. Durante € periodo de estudio, la humedad relativa de la sala dibujé una curva
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con registros de humedad més bajos durante €l invierno, incrementos durante la primavera y
valores maximos durante € verano y principio del otofio. Posteriormente, se observo un
descenso progresivo hasta alcanzar, de nuevo, valores mas bajos durante el invierno. En esta sala
no se registraron datos de saturacion ambiental aunque si muy proximos. La ausencia de
condensacion en la sonda del sensor evitd que en este sensor se registraran datos erroneos como
los observados (probablemente) en las salas del Belén y de la Cascada.

5.4.1.3. Concentracion dedioxido de carbono en € aire

La concentracion de dioxido de carbono en las Galerias Turisticas de la cueva esta
directamente relacionada con las visitas y la tasa de ventilacion (Cafiete, 1997). Habitual mente,
este parametro acanza los registros mas eevados durante los meses de mayor visitabilidad y
menor ventilacion natural, que corresponden a julio y agosto (Carrasco et a., 2002; Lifian et al.,
2008). Durante el periodo de estudio la concentracion de dioxido de carbono de la cueva estuvo
comprendida entre 408 y 1337 ppm, ambos registros obtenidos en |la sala del Cataclismo. En
todas las salas las mayores concentraciones se obtuvieron durante € verano y las mas bagjas
durante € invierno. Iguamente, en todos los casos se registrd un pico de diéxido de carbono
durante e mes de octubre que podria estar relacionado con cambios de la ventilacion natural o la
celebracion de agun evento “extraordinario” en la cueva que hubiera motivado la presencia de

publico durante lanoche.

En lasaladel Belén, la concentracion de didxido de carbono del aire estuvo comprendida
entre 454 y 1260 ppm, con un valor medio de 667 ppm y un coeficiente de variacion de 30 %.
Este pardmetro mostré las concentraciones més bajas durante € invierno y las mas elevadas

durante el verano, con maximos en agosto y minimos en invierno, durante diciembre y enero.

En la sala de la Cascada, la concentracion de dioxido de carbono estuvo comprendida
entre 447 y 1320 ppm, con un valor medio de 649 ppm y un coeficiente de variacion de 27 %. En
esta sala |os registros més elevados se obtuvieron durante € verano y los mas bgjos durante €

invierno.
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En la sala del Cataclismo la concentracion media de dioxido de carbono durante el
periodo de estudio fue de 732 ppm y los registros maximo y minimo fueron 1337 y 408 ppm,
respectivamente. El coeficiente de variacion de este parametro fue de 30 %. La evolucion de este
pardmetro, a igual que sucedié en las otras salas, mostro los registros mas elevados durante el
verano y los més bgjos durante e invierno. A partir de septiembre, la concentracion de didxido
de carbono en la sala comienza a disminuir hasta alcanzar los registros mas bgjos durante €

invierno.

5.4.1.4. Radiacion fotosintética activa (PAR)

Todos los biofilms que forman parte de este estudio se encuentran iluminados
artificialmente por lamparas de luz eléctrica. No obstante, tal y como se ha indicado
anteriormente, todas las lamparas no son iguales y, en aguellos casos en que si o son, no se
ubican a la misma distancia del sustrato. Para medir la radiacion fotosintética activa media
(PAR) alaque estuvo sometida cada una de las zonas de control durante el periodo de estudio se
llevaron a cabo tres campaiias de medida: a principio, a mitad y al final de dicho periodo. El
motivo por e cua se realizaron tres campafias cuando, en teoria, la iluminacién debia ser
constante, fue debido a que, aungque las bombillas fundidas son reemplazadas por otras de
caracteristicas semejantes, con frecuencia las nuevas no proceden de la misma casa comercial
que la retirada, por lo que suelen mostrar pequeias diferencias entre ellas. Por otra parte, a
envejecer, € filamento de la bombilla pierde grosor y presenta mayor resistencia a paso de la
corriente, lo que incrementa la radiacion de las longitudes de onda corta y aumenta su eficacia.

L os resultados de radiaci n fotosi ntéti ca activa obteni dos se muestran en latabla 5.3.

Los resultados mostraron que los biofilms de las zonas Ne.10 (iluminacion via) y Ne.12
(iluminacion escénica) presentaban una radiacion notablemente superior a resto de zonas
colonizadas, con resultados del orden de 9 pmol.m?.s™. Por otro lado, los biofilms menos
iluminados, con PAR inferior a 4 umol.m?s?, fueron Ne.1, Ne. 2, Ne.3, Ne9 y Ne.11, todos
ellos iluminados mediante lamparas fluorescentes de ahorro energético forman parte de la

iluminacié6n escénica
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Zonass Medidal Medida2 Medida3 Valor medio (umol.m?2.s™)
Ne.l 3,05 5,2 15 3,25
Ne.2 0,17 0,15 0,34 0,66
Ne3 3,63 3,62 2,55 3,27
Ne5 10,67 10,2 12,5 11,12
Ne.6 3,87 3,75 4,26 3,96
Ne.7 1,47 8,7 4,52 4,87
Nes8 4,93 4,98 - 4,96
Ne9 3,68 3,59 3,42 3,56
Ne.10 6,65 10,4 10,9 9,32
Ne.1l 1,53 4,89 39 3,44
Ne.12 10,4 11,6 5,7 9,23
Ne.13 4,74 5,25 - 4,96
Ne.14 14 1,91 - 1,66

Tabla5.3. Datos de radiacion fotosintética activa (PAR) medida en la parte central de cada zona indicada.

En relacion con las zonas de experimentacion, libres de colonizacion fotosintética y
empleadas paralainvestigacion del desarrollo de nuevos biofilms, la zona Ne.5, iluminada con 3
leds (5 W cada uno) presenté una medida de radiacion fotosintética activa muy superior a las
zonas Ne.6 y Ne.14, iluminadas con |amparas fluorescentes de ahorro energético (18 W) de color
verde y blanco, respectivamente y ala zona Ne.13, iluminada con 3 leds (5 W cada uno) de color
blanco (Tabla5.3).

5.4.2. Biofilmsfotosintéticos

Para la interpretacion de los resultados, la variable verde se identificd como una medida
del tamafio del biofilm fotosintético. Asi, un cambio de verde en una serie de iméagenes fue
interpretado como un cambio del tamafio del biofilm. Para cada zona de control, se analizaron
los tamafios de |os biofilms ubicados en las &reas (1) y (2) delimitadas, tal y como se describe en
el apartado 5.3.4. Procesado digital de imagenes. Calculo de la variable verde, de la presente
memoria. Los registros obtenidos para cada biofilm se representaron mediante un diagrama de

cajas que mostro la evolucion del tamafio junto a la evolucion de las variables ambientales de
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temperatura (T), humedad relativa (RH) y concentracion de dioxido de carbono (CO,) del aire en
base a los registros del sensor mas proximo al biofilm en cuestion. Asi, cadaimagen se relaciond
con el vaor medio de los registros horarios obtenidos por € sensor durante € dia en € que se
realizo cada fotografia. Para cada una de | as variables representadas, €l diagrama de cajas ofrecio
informacion sobre su evolucion durante € periodo de estudio, los periodos de crecimiento o
decrecimiento asi como los registros mas elevados y més bajos. Este diagrama también aportd
informacion a escala mensual, mediante la representacion de los tres cuartiles e identificod los
registros minimo y maximo para cada mes, asi como la variabilidad asociada a los datos
obtenidos en un mismo mes. Finamente, € diagrama también determina los datos atipicos, es
decir, numéricamente distantes del resto. La presentacion conjunta de la evolucion del tamafio de
los biofilms y de las variables ambientales permitié observar su comportamiento de forma
individual y en conjunto, asi como plantear hipotesis de dependencia entre ellas, que
posteriormente fueron corroboradas mediante analisis estadistico de regresion. Los resultados del
andlisis de regresion ofrecieron informacion sobre la dependencia del tamafio del biofilm de las
variables ambientales monitorizadas (T, RH y CO,) asi como los coeficientes de los diferentes
estadisticos obtenidos que permitieron la interpretacion de los resultados. Los datos
correspondientes a los coeficientes evaluados durante el andlisis estadistico regresion se ofrecen
en e Anexo 2 de la presente memoria.

Finalmente, para determinar cambios significativos en € tamafio de cada uno de los
biofilms se calcul 6 € estadistico t de Studen que permitié comparar €l tamafio durante diferentes
periodos. Por un lado se compard el tamafio durante € invierno y €l verano de un mismo afio y,
por otro lado, durante el invierno de dos afos consecutivos.
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5.4.2.1. Representacion gréafica
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Figura5.5. Gréficos de evolucion de las variables verde, T, CO, y RH correspondientes al biofilm Ne.1(1).
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Figura5.7. Graficos de evolucion de las variables verde, T, CO, y RH correspondientes a biofilm Ne.2(1).
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Figura5.8. Graficos de evolucion de las variables verde, T, CO, y RH correspondientes a biofilm Ne.2(2).
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5.4.2.2. Resultados por zonas de control

El biofilm Ne.1(1) presentd un coeficiente de variacion del 17%. Su evolucion mostro un
descenso al principio del estudio, durante € invierno (desde noviembre hasta febrero), seguido
de un incremento durante la primavera hasta el verano, cuando se obtuvieron los registros mas
altos junto con € otofio. Durante € siguiente invierno se volvié a observar un nuevo descenso. A
escala mensual, en mayo se observo una notable variabilidad de los resultados y en agosto un
resultado atipico (Fig. 5.5). La representacion gréfica del tamafio mostré semejanza con la
evolucion de la humedad relativa del aire. El estadistico t de Sudent determiné diferencias
estadisticamente significativas entre € tamafio del biofilm durante € invierno y e verano de
2012 (p: 3,2E-08) y también entre e tamario durante € invierno de 2012 y de 2013 (p: 1,32E-
05). El incremento del tamarfio anual fue de 6 %. Los modelos de regresion que relacionaron el
tamafio del biofilm con las variables ambientales mostraron un porcentge de variabilidad
explicada comprendida entre 59,6 y 67,9 %. El mayor poder explicativo lo presenté € modelo
que empleo los registros ambientales de hasta 4 dias antes de tomar la fotografia. La variable
ambiental que mostré mayor correlacion con € tamario del biofilm fue la humedad relativa del

are.

El tamafio del biofilm Ne.1(2) present6 un coeficiente de variacion del 5 %. Laevolucion
que mostro el grafico de cgas fue similar a la observada para Ne.1(1), con tamafios méas
pequefios durante el invierno y mayores durante € verano y parte del otofio, s bien las
oscilaciones de este hiofilm fueron mas pequefias que las de Ne.1(1). Destacamos los meses
iniciales del estudio, noviembre y diciembre de 2011, que mostraron una notable variabilidad de
resultados y albergaron € tamafio maximo y minimo del biofilm, respectivamente. Asimismo,
durante los meses de marzo, mayo y septiembre de 2012 y enero de 2013 se obtuvieron
resultados atipicos (Fig. 5.6). Se determinaron diferencias estadisticamente significativas entre
los tamafios del biofilm durante €l invierno y € verano de 2012 (p: 5,6E-05) y también entre los
tamanios registrados durante € invierno de 2012 y de 2013 (p: 0,0230). El incremento del tamafio
alo largo de un afno fue de 3 %. Los model os de regresion propuestos que relacionaron e tamafio
con las variables ambientales mostraron un porcentge de variabilidad explicada comprendida
entre 30,1y 39,4 %. El mayor poder explicativo correspondié al modelo que empled |os registros
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de hasta 5 dias antes de tomar la fotografia. La variable ambiental que mostré mayor correlacion
con el tamafio del biofilm fue la humedad relativadel aire.

El biofilm Ne.2(1) mostré un coeficiente de variacion para € tamario del 5 %. Asi, €
tamafio permanecio casi estable, s bien se observd un pequefio descenso durante e primer
invierno seguido de un incremento en primaveray hasta verano, cuando € tamafio fue maximo y
se mantuvo también durante parte del otofio. Posteriormente, se observé un nuevo descenso hasta
registrar el tamafio mas pequefio durante e inverno siguiente. A escala mensual, diciembre de
2012 fue e mes con mayor variabilidad de resultados y marzo y abril de 2012 presentaron
resultados atipicos (Fig. 5.7). El estadistico t de Sudent determiné diferencias estadisticamente
significativas entre €l tamafio del biofilm durante €l invierno y € verano de 2012 (p: 0,0006) y
también entre & tamafio durante € invierno de 2012 y de 2013 (p: 0,0167). A lo largo del afio se
determind una reduccion del tamafio dd 3 %. Los modelos de regresion propuestos que
relacionaron el tamafo con las variables ambientales mostraron un porcentaje de variabilidad
explicada comprendida entre 47,2 y 61,8 %. El mayor porcentge de variabilidad explicada se
obtuvo cuando se emplearon |os datos ambiental es obtenidos el mismo diaen € que serealizo la
fotografia La variable ambiental més correlacionada con e tamafio del biofilm fue la
concentracion de dioxido de carbono del aire.

El tamafio del biofilm Ne.2(2) mostro un coeficiente de variacion del 5 %. Su evolucion
comenzo con un descenso durante el invierno, seguido de un aumento durante la primavera hasta
alcanzar los tamafios mas grandes durante el verano y parte del otofio. A partir de entonces,
comenzo una nueva disminucion que perduré hasta e siguiente invierno. En este segundo
invierno de estudio se observo un incremento puntual del tamafio. A escala mensual, los meses
de marzo, abril, agosto y diciembre de 2012 mostraron una notable variabilidad de resultados y
en febrero, abril y mayo de 2012 se obtuvieron resultados atipicos (Fig. 5.8). Se determinaron
diferencias estadisticamente significativas entre el tamafio del biofilm durante e invierno y
verano de 2012 (p: 0,0004). Sin embargo, estas diferencias no se observaron entre el tamafio del
biofilm durante & invierno de 2012 y de 2013 (p: 0,1344). El porcentgje de variabilidad
explicada de los modelos propuestos estuvo comprendido entre 47,8 y 54,6 %. El modelo que
mostré mayor poder explicativo fue € que empled registros ambientales correspondientes a
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mismo dia en e que se tomo la fotografia. La variable ambiental més correlacionada con €
tamario del biofilm fue latemperaturadel aire

El biofilm Ne3(1) presentd un coeficiente de variacion del tamafio del 47 %. Su
evolucion comenzo con un descenso durante e invierno seguido de un incremento durante la
primavera hasta el verano, cuando se registraron |os tamafios mayores (maximo agosto 2012). En
otofio volvio a disminuir y continud hasta € invierno, cuando e tamafio se vuelve mas estable
(minimo febrero 2012). A escala mensual, no se observaron meses con notable variabilidad de
resultados. En octubre de 2012 y enero de 2013 se obtuvieron resultados atipicos (Fig. 5.9). Se
determinaron diferencias estadisticamente significativas entre e tamafio del biofilm durante €
invierno y €l verano de 2012 (p: 3,2E-09) asi como entre el tamafio durante e invierno de 2012 y
de 2013 (p: 0,0012). El aumento anual del tamarfio fue del 6 %. El andlisis de regresion ofrecid
modelos con un porcentge de variabilidad explicada comprendida entre 74,6 y 82 %,
correspondiendo € mayor poder explicativo a modelo que empled registros ambiental es desde 4
dias antes de tomar la fotografia. La variable que mostré mayor correlacion con el tamafio del
biofilm fue la humedad relativa del aire.

El biofilm Ne.3(2) mostré un coeficiente de variacion del tamario del 18 %. Su evolucion
comenzo con un descenso durante €l invierno (minimo febrero 2012), seguido de un incremento
durante la primavera que perdurd hasta alcanzar €l tamafio mayor, durante € verano (maximo
agosto 2012). A partir de octubre se observé un nuevo descenso gque perdurd hasta €l siguiente
inverno, cuando el tamafio se mantuvo casi constante. Durante el Gltimo mes de estudio, febrero
de 2013, se observé un nuevo incremento del tamafio del que desconocemos su continuidad,
debido alafinalizacion del estudio. Al igua que el biofilm Ne.3(1), no se observaron meses con
notable variabilidad de tamafios y |os registros atipicos correspondieron a los meses de marzo y
mayo de 2012 y de enero de 2013 (Fig. 5.10). Se determinaron diferencias estadisticamente
significativas entre e tamario del biofilm durante € invierno y & verano de 2012 (p: 1,9E-12) y
también entre durante € invierno de 2012 y de 2013 (p: 4,2E-05), asociado a un incremento
anua del 27 %. El andlisis de regresion ofrecio modelos que relacionaron e tamafio del biofilm
y las variables ambientales con un porcentaje de variabilidad explicada comprendida entre 75,4 y

81,5 %, correspondiendo € mayor poder explicativo que empled registros ambiéntales desde 4
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dias antes de tomar lafotografia. La variable més correlacionada con el tamarfio del biofilm fue la
humedad relativadel aire.

El biofilm Ne.7(1) present6 un coeficiente de variacion del 8 %. Su evolucion fue distinta
alaobservada en € resto de biofilms analizados. Comenzo con un pequefio descenso del tamafio
al inicio dd primer invierno (minimo diciembre 2011) y un tamafio, aproximadamente constante
después, que se mantuvo durante la primavera hasta acanzar € verano, cuando comenzo un
incremento que perdurd hasta € otofio y se mantuvo durante el invierno (maximo enero 2013).
En suma, este biofilm mostrd un crecimiento casi constante alo largo del estudio, con un tamafio
mas pequefio a principio y mayor al final. No se observaron meses con elevada variabilidad y
tan sOlo se determind un resultado atipico durante mayo de 2012 (Fig. 5.11). Como era de
esperar, se determinaron diferencias estadisticamente significativas entre el tamario del biofilm
durante € invierno y €l verano de 2012 (p: 1,3E-06) y también durante €l invierno de 2012 y de
2013 (p: 2,9E-5). El incremento de tamario anual fue del 9 %. Los model os ofrecidos presentaron
un porcentgje de variabilidad explicada comprendida entre 27,6 y 46,9 %. El mayor poder
explicativo correspondié a modelo que empled registros ambiental es desde 6 dias antes de tomar
la fotografia. Los factores ambientales méas correlacionados con el tamafio del biofilm fueron la
humedad relativa y la concentracion de dioxido de carbono del are (esta ultima de forma

inversa).

El biofilm Ne.7(2) present un coeficiente de variacion para € tamario del 3 %. Al igua
gue € biofilm Ne.7.1, durante €l primer invierno mostré una disminucion del tamafio (minimo
febrero 2012), que continud con un leve incremento durante la primavera, més acentuado durante
el verano, e otofio y & invierno, momento en e que el biofilm mostré el mayor tamafio (méaximo
enero 2013). No se observaron meses con elevada variabilidad de resultados y los registros
atipicos se registraron en  mes de mayo (Fig. 5.12). Se determinaron diferencias
estadisticamente significativas entre € tamafio del biofilm durante € invierno y € verano de
2012 (p: 0,0015) asi como entre € invierno de 2012 y de 2013 (p: 7,7E-05). El incremento anual
del tamafio fue del 6 %. Los modelos ofrecidos por € analisis de regresion mostraron un
porcentaje de variabilidad explicada comprendida entre 25,7 y 38,2 %. El mayor poder
explicativo correspondié al modelo que empled registros ambiéntal es desde 6 dias antes de tomar
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la fotografia. La variable més correlacionada con € tamafio del biofilm fue la humedad relativa

del aire.

El biofilm Ne.8(1) mostro un coeficiente de variacion del tamafio del 4 %. Su evolucion
comenzo con una disminucion durante € primer invierno, seguida de un aumento durante la
primavera hasta al canzar |0s registros mas e evados, que perduraron durante el verano y € otofio.
Al final del otofio, e tamafio comenzo a disminuir hasta acanzar |os registros més bajos durante
el invierno siguiente (minimo febrero 2013). A escaa mensual, los meses que registraron los
tamafios mayores también mostraron la mayor variabilidad. No obstante, €l dato atipico se
observé en febrero de 2012, que no destacO por su elevada variabilidad (Fig. 5.13). Se
determinaron diferencias estadisticamente significativas en e tamafio del biofilm durante €
invierno y €l verano de 2012 (p: 0,0079). En cambio, estas diferencias no se determinaron entre
los tamarios de los inviernos de 2012 y de 2013 (p: 0,1363) Los modelos de regresion ofrecidos
mostraron un porcentaje de variabilidad explicada muy pequefia, comprendida entre 17,7 y 33,6
% correspondiendo € mayor poder explicativo a modelo que empled registros ambiéntales
desde 4 dias antes de tomar la fotografia. La variable mas correlacionada con € tamafio del

biofilm fue latemperaturadel aire.

El biofilm de la zona Ne.8(2) presentd un coeficiente de variacion del tamafio del 11 %.
Su evolucion comenzd con un descenso durante el invierno (minimo febrero 2012), seguido de
un incremento progresivo durante la primavera hasta alcanzar |os tamafios més elevados durante
el verano y € otofio y un nuevo descenso en € invierno. Abril y mayo fueron los meses con
mayor variabilidad de tamafio y en marzo de 2012 y enero de 2013 se obtuvieron resultados
atipicos (Fig. 5.14). Se determinaron diferencias estadisticamente significativas entre el tamafio
del biofilm durante € invierno y durante e verano de 2012 (p: 2,3E-07) asi como entre €
tamario durante €l invierno de 2012 y de 2013 (p: 0,0051), asociadas a un incremento del tamafio
del 4 %. El andlisis de regresion ofrecid modelos con un porcentaje de variabilidad explicada
comprendida entre 67,0 y 77,2 %, correspondiendo el mayor poder explicativo a modelo que
empled registros ambientales desde 2 dias antes de tomar |la fotografia. La variable ambienta

mas correl acionada con el tamafio del biofilm fue latemperaturadd aire.
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El biofilm de lazona Ne.9(1) present6 un coeficiente de variacion del 17 %. A diferencia
de la evolucion de los biofilms descritos hasta el momento, €l biofilm comenz6 a aumentar el
tamarno desde el primer invierno (minimo febrero 2012) y durante la primavera hasta a canzar los
registros més elevados en verano y otofio, con un tamano casi constante (maximo octubre 2012).
Al inicio del segundo invierno se observé un descenso que continud durante varios meses hasta
findlizar el periodo de estudio. Los meses con mayor variabilidad fueron marzo y mayo y
durante febrero de 2012 y abril se observaron valores atipicos (Fig. 5.15). Se determinaron
diferencias estadisticamente significativas entre € tamafio del biofilm en invierno y en verano de
2012 (p: 4E-06) y también entre € tamarfio durante € invierno de 2012 y de 2013 (p: 0,0043)
relacionadas con un incremento del tamafio del 11 %. Los modelos propuestos para €l tamario
del biofilm y su relacion con las variables ambientales ofrecieron un porcentgje de variabilidad
explicada comprendida entre 55,1 y 66,4. El mayor poder explicativo correspondié al modelo
gue empled registros ambientales obtenidos € mismo dia en e que se tomo la foto. La variable

ambiental con mayor correlacién con el tamafio del biofilm fue latemperaturadel aire.

El biofilm Ne.9(2) mostré un coeficiente de variacion del 29 %. Su evolucién comenzo
con un pequefio descenso, durante € primer invierno (minimo febrero 2012), seguido de
aumento durante la primavera hasta llegar a otofio, cuando mostré el mayor tamafio (méximo
octubre 2012). A partir de otofio comenzo6 un nuevo descenso que perdurd hasta €l invierno, sin
llegar a alcanzar e tamario inicial. El mes con mayor variabilidad de resultados fue mayo y abril
y octubre se observaron resultados atipicos (Fig. 5.16). Se determinaron diferencias
estadisticamente significativas entre € tamafio del biofilm en invierno y verano de 2012 (p:
1,7E-07) asi como entre & tamarfio registrado en € invierno de 2012 y de 2013 (p: 0,0177)
relacionadas con un aumento de la superficie del biofilm del 10 %. El andisis de regresion
ofrecié modelos con un porcentgje de variabilidad explicada comprendida entre 62,1 y 68,8 %,
correspondiendo & mayor poder explicativo a modelo que empled registros ambientales
obtenidos € dia en e gue se tomo la foto. Al igud que se observd en Ne 9(1), la variable

ambiental mas correlacionada con el tamafio del biofilm fue latemperatura del aire.
En lazona Ne.10(1) € tamafio del biofilm present6 un coeficiente de variacion del 2 %.

Su evolucidn mostrd una dinédmica totalmente diferente a las observadas hasta e momento. Asi,

el tamafio del biofilm permanecio casi constante, con una leve disminucion durante € invierno y
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la primavera, hasta alcanzar € registro mas bagjo (minimo junio). Durante €l verano y € otofio, €
tamafio aumentd progresivamente hasta alcanzar €l tamafio mayor durante €l segundo invierno,
cuando permanece cas constante. Se observaron numerosos meses con notable variabilidad de
registros, a destacar, febrero, marzo, abril y diciembre de 2012. Los meses que registraron
valores atipicos fueron agosto 2012 y enero 2013 (Fig. 5.17). Se determinaron diferencias
estadisticamente significativas entre € tamafio del biofilm durante € invierno y e verano de
2012 (p: 0,0041) pero no se observaron estas diferencias entre el tamafio del biofilm durante €
inverno de 2012 y de 2013 (p: 0,1873). El andlisis de regresion ofreci6 modelos con un
porcentaje de variabilidad explicada comprendida entre 40,2 y 61,0 % correspondiendo e mayor
poder explicativo a model o que empled registros ambiéntal es obtenidos de hasta 5 dias previos a
lareaizacion de la fotografia. Las tres variables ambientales mostraron asociacion significativa
con el tamafno del biofilm en grado semeante. La humedad relativa ambiental fue la variable que

mostré mayor correlacién con €l tamafio del biofilm, pero con relacion inversa.

El biofilm Ne.11(1) mostré un coeficiente de variacion del tamafio del 8 %. Su evolucién
comenzo con un descenso durante € primer invierno hasta la primavera, cuando se acanzaron
los tamafios mas pequefios (minimo mayo 2012). A partir del verano aumentd e tamafio de
biofilm hasta e otofio, cuando se registraron los tamafios més el evados (maximo octubre 2012).
Durante el siguiente invierno se observd un nuevo descenso del tamafio del biofilm, que finalizo
con un tamafio menor que a principio. Lamayor variabilidad se observo en los meses de mayo y
agosto y los registros atipicos en los meses de enero y marzo de 2012 (Fig. 5.18). No se
observaron diferencias significativas entre € tamafio del biofilm durante € invierno y e verano
de 2012 (p: 0,1084) pero s fueron determinadas entre el tamafio durante el invierno de 2012 y de
2013 (p: 0,0144), siendo un 3 % més pequeiia el area ocupada por el biofilm durante e segundo
invierno. Los modelos propuestos por € andlisis de regresion presentaron un porcentaje de
variabilidad explicada comprendida entre 28,3 y 53,7 %. El mayor poder explicativo
correspondié @ modelo que empled registros ambientales desde 4 dias previos a la realizacion
de lafotografia. La humedad relativa ambiental fue la variable que mostré mayor correlacién con

el tamafio del biofilm, pero con relacion inversa.

El biofilm Ne.11(2) presentdé un coeficiente de variacién del tamafio del 19 %. La

evolucion del tamario del biofilm no fue igua a la observada en la zona Ne. 11(1). En esta
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ocasion, se observd un incremento del tamafio al inicio del estudio y, posteriormente, en
primavera, € tamafio comenzd a disminuir hasta alcanzar € valor méas bagjo (minimo mayo
2012). Durante e verano se produjo un nuevo incremento que perdurd hasta e otofio (maximo
octubre 2012) cuando, de nuevo, comenzo a decrecer y continud durante el invierno. Los meses
con variabilidad de registros mayor fueron los de la primavera, especialmente mayo de 2012, y
no se determinaron valores atipicos para esta variable en Ne. 11(2) (Fig. 5.19). No se
determinaron diferencias significativas entre €l tamafo del biofilm registrado durante el inverno
y e verano de 2012 (p: 0,9377) y tampoco entre el tamafio durante €l invierno de 2012 y de 2013
(p: 0,3371). El porcentge de variabilidad explicada ofrecida por los modelos estuvo
comprendida entre 35,4 y 52,9 %, correspondiendo el mayor poder explicativo a modelo que
empled registros ambiéntales obtenidos de hasta 2 dias previos a la realizacion de la fotografia.
La humedad relativa ambiental fue la variable que mostré6 mayor correlacion con € tamafio del

biofilm, pero con relacion inversa.

El biofilm Ne.12(1) mostré un coeficiente de variacion del tamafio del 9 %. Su tamafio
fue muy similar durante el periodo de estudio, con leves incrementos y descensos durante €l
primer invierno. Posteriormente, en primavera y verano, se registraron los tamafios mayores
(méximo junio 2012) y, desde finadles de verano y hasta € invierno siguiente, se produjo un
descenso del tamafio hasta alcanzar 10s registros méas bajos (minimo enero 2013). Se observé
una notable variabilidad de resultados durante e mes de diciembre de 2012 y los registros
atipicos correspondieron alos meses de marzo y agosto de 2012 y enero de 2013 (Fig. 5.20). No
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre e tamafio del biofilm registrado
en el invierno y € verano de 2012 (p: 0,7820). En cambio, estas diferencias si fueron observadas
entre el tamafo registrado en invierno de 2012 y de 2013 (p: 0041), siendo €l tamariio al final del
estudio un 12 % inferior al registrado a inicio. Los model os ofrecidos presentaron un porcentaje
de variabilidad explicada muy pequefio, comprendido entre 16,6 y 21,6 %. De €ellos, € mayor
poder explicativo correspondié a modelo que tuvo en cuenta los registros ambientales de hasta 1
dia antes de larealizacion de la fotografia. La variable que mostré asociacion significativa con e

tamano del biofilm fue la concentracidn de diéxido de carbono ddl aire.

El biofilm Ne.12(2) mostré un coeficiente de variacion del tamafio del 48 %. Su

evolucion fue casi lineal vy, principalmente, decreciente, savo un pequefio incremento al
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principio del estudio que albergd e tamafio maximo (diciembre 2011). Posteriormente, se
observé una disminucién del tamafio que perdur6 hasta el final del periodo de estudio (minimo
febrero 2013). Los meses de diciembre de los afios 2011 y 2012 mostraron la mayor variabilidad
de resultados y en marzo, abril y octubre de 2012 se determinaron registros atipicos (Fig. 5.21).
No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el tamafio del biofilm durante
el invierno y e verano de 2012 (p: 0,2583). En cambio, estas diferencias si se determinaron entre
el tamafio del biofilm durante € invierno de 2012 y de 2013 (p: 0,0122). En este caso, la
superficie ocupada por el biofilm también disminuy6 un 4 %. El andlisis de regresion ofrecio
model os estadisticamente no significativos, con porcentgje de variabilidad explicada inferior a
10 %. No se observo correlacion entre € tamafio de este biofilm y las variables ambientales
monitorizadas.

5.4.2.3. Evolucién del tamario delos biofilms.

En base a la representaci én grafica obtenida para la evolucion del tamafio de cada uno de

los biofilms, fueron identificados 4 patrones de comportamiento, denominados, respectivamente
Patron de Evolucion 1, 2, 3y 4 (Fig. 5.22).

Evolucion biofilms

Patron 4
12%

Patrén 3 —
12%

Figura 5.22. Incidencia de cada uno de los Patrones de Evolucién de |os biofilms descritos.
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El 59 % de | os biofilms monitorizados mostr6é un desarrollo segin € Patr6n de evolucién
1, el 17 % segun € Patrén de evolucion 2 y € 24 % restante segun los Patrones de evolucion 3y
4, distribuido este porcentgje de forma equitativa. La descripcion de los cuatro tipos de evolucion

observada es la siguiente:

Patron de evolucion 1: comenzd con un descenso del tamafio durante el otofio e invierno del
primer afio de estudio, hasta alcanzar 10s registros més bajos durante el invierno. Posteriormente,
en primavera, se observo un incremento que perdurd hasta el verano, cuando se alcanzaron los
registros madximos que se mantuvieron casi constantes hasta la mitad del otofio, cuando se
observé un nuevo descenso hasta alcanzar tamafios pequefios durante € invierno (Fig. 5.23).
Esta evolucion muestra notables semejanzas con la evolucion de las variables ambientales
monitorizadas, que se presentan de forma conjunta en los diagramas de cajas. Los biofilms que
mostraron este patron de evolucion fueron Ne.1(1), Ne.1(2), Ne.2(1), Ne.2(2), Ne.3(1), Ne.3(2),
Ne.8(1), Ne.8.(2), Ne.9(1) y Ne.9(2), que equivalen ala mayoria de los biofilms monitorizados
(59 %). La ubicacion de estos biofilms es, en todos los casos, las salas mas profundas de las

Galerias Turisticas: las salas de Cascada, Fantasmas y Cataclismo.

Verano
Otorio

Primavera Otofio

Invierno

Invierno Invierno

Figura 5.23. Esquema de la evolucion de los biofilms segun el Patrén 1.

Patron de evolucién 2: se observo un tamario aproximadamente constante durante el invierno,
seguido de una disminucion durante la primavera hasta alcanzar los tamafios mas pequefios
durante € verano. Seguidamente, durante € otofio, se observé un nuevo incremento que
continué hasta e siguiente inverno, cuando los tamafios se mantuvieron aproximadamente

constantes (Fig. 5.24). Al comparar esta evolucion con la evolucién de las variables ambientales
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se vislumbra una relacién inversa de los registros. Los biofilms que mostraron este patron de
evolucion fueron Ne.10(1), Ne.11(1) y Ne.11(2), ubicados en la Sala del Belén, la mas externa

de las Galerias turisticas.

Invierno Invierno

=)

Primavera Otofio

Verano

Figura 5.24. Esquema de la evolucion de los biofilms segun el Patrén 2.

Patron de evolucion 3: los biofilms relacionados con esta evolucion mostraron crecimiento
durante todo el periodo de estudio, con un tamafio mas pequefio a principio del estudio (invierno
del primer afio) y mayor a final del mismo (invierno del segundo afio) (Fig. 5.25). Este tipo de
evolucion no muestra relacion aparente con la evoluciéon de las variables ambientales. Este
patron de evolucion se observd en los biofilms Ne.7(1) y Ne.7(2), ubicados en la Saa del

Cataclismo.

Otofo
Inverno

Otono
Inverno

Figura 5.25. Esquema de la evolucion de los biofilms segun el Patrén 3.
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Patrén de evolucion 4. los biofilms relacionados con este patron mostraron un decrecimiento
préacticamente constante a lo lardo del periodo de estudio, con un mayor tamafio a principio y
menor a fina (Fig. 5.26). Los biofilms que mostraron esta evolucion fueron Ne.12(1) y
Ne.12.(2), ubicados en la Saladel Cataclismo.

Otofo
Inverno

Otofo
Inverno

Figura 5.26. Esquema de la evolucion de los biofilms segun el Patrén 4.

5.4.2.4. Modelosderegresion

El andlisis de regresion lineal mdltiple permite explorar y cuantificar la relacion
estadistica entre una variable, considerada dependiente y otras consideradas independientes o
predictoras. En nuestro estudio, se analizo la relacion entre el tamafio de los biofilms (variable
verde) y los factores ambientales (variables de temperatura, humedad relativa y concentracion de
dioxido de carbono del aire). Lainformacion ofrecida por e coeficiente R? corregida nos permite
conocer e porcentge de tamario de los biofilms que puede ser explicado mediante las variables
ambientales (Tabla5.4).

En general, se observd que @ conjunto de variables ambiental es analizadas pudo explicar
en torno a un 50 % del tamarfio determinado en |os biofilms. Los model os que presentaron mayor
poder explicativo se relacionaron con e Patron de evolucion 1y correspondieron alos biofilms
Ne.1(1), Ne.1(2), Ne.2(1), Ne.2(2), Ne.3(1), Ne.3(2), Ne.8(2), Ne.9(1) y Ne.9(2). Destacamos €
biofilm Ne.8(1), que presenté una evolucion segin & Patron 1 y ofreci6 modelos con una
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variabilidad explicada notablemente inferior. Los modelos correspondientes a los biofilms
Ne.10(1), Ne.11(1) y Ne.11.(2), que mostraron un Patron de evolucion 2, también mostraron
buen poder explicativo, aunque inferior, en términos generales a los anteriormente citados. Los
biofilms Ne.7(1) y Ne.7(2), relacionados con € Patrén de evolucion 3 y el biofilm Ne.12(1)
relacionado con € Patron de evolucion 4, ofrecieron modelos que mostraron una variabilidad
explicada muy pequefia. En el caso del biofilm Ne.12(2), los modelos obtenidos no se

consideraron estadisticamente significativos por € programade andlisis.

zona R® corregida zona R corregida
Ne.1(1) 0,596-0,679 Ne.8(1) 0,177-0,336
Nel(2) 0,301-0,394 Ne8(2) 0,670-0,772,
Ne2(1) 0,472-0,618 Ne9(1) 0,551-0,664
Ne2(2) 0,478-0,546 Ne.9(2) 0,621-0,688
Ne.3(1) 0,746-0,82 Ne.10(1) 0,402-0,610
Ne3(2) 0,754-0,815 Ne.11(1) 0,283-0,537
Ne.7(1) 0,276-0,469 Nel11(2) 0,354-0,529
Ne.7(2) 0,257-0,382 Ne.12(1) 0,166-0,216

Tabla5.4. Rango de coeficientes de R? corregida relacionados con los diferentes model os de regresion de la variable
verde en cada una de las zonas de estudio. Ne.12.2 ofrecié modelos no significativos.

En relacion con € periodo de antelacion a la realizacion de las fotografias considerado
para el registro de las variables ambientales, |os resultados obtenidos no mostraron diferencias
notables entre la variabilidad explicada de los modelos en relacion con € numero de dias de
antelacion a la toma de fotografias (desde O hasta 6) que habia sido considerado por € andlisis
estadistico.

5.4.2.5. Correlacion con los factor es ambientales

A pesar de gque @ andlisis de regresion estadistica considerd el conjunto de las variables
ambientales en la descripcion de la relacion con € tamafio de los biofilms, este andlisis de
regresion también ofreci6 informacion sobre los coeficientes no estandarizados (B), que definen

la ecuacion de regresion en puntuaciones directas, asi como |os coeficientes estandarizados (B),
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gue definen la ecuacion de regresion en puntuaciones tipicas. Estos coeficientes estandarizados
permitieron valorar la importancia relativa (peso) de cada variable independiente dentro de la

ecuacion (Anexo 2).

Asi, lahumedad relativa del aire fue la variable que mostré mayor peso sobre la variable
verde, es decir, sobre el tamario de los biofilms. En concreto, € 71 % de los biofilms presentaron
una mayor dependencia de su tamafio con la humedad relativa del aire, a excepciéon de Ne.8(1),
Ne.8(2), Ne.9(1) y Ne.9(2) que mostraron mayor relacion de su tamafio con la temperatura del
aire, y dd biofilm Ne.12(1) cuyo tamafio presentd mayor correlacion con la concentracion de
dioxido de carbono del aire. En el caso de los biofilms Ne.10(1), Ne.11(1) y Ne.11(2) se observo
una relacion inversa entre la humedad relativa del aire y e tamafio de los biofilms, que

registraron |os mayores tamafios durante el invierno.

5.4.2.6. Variabilidad del tamafio de los biofilms

En general, @ coeficiente de variacion de la variable verde oscilé entre un 48 y un 2 %.
Teniendo en cuenta que e grado de error estimado para esta variable fue del 1 %, todos los
biofilms que formaron parte de este trabgo registraron cambios de tamafio alo largo del periodo
de estudio. Los biofilms con mayor y menor coeficiente de variacion fueron Ne.12(2) y Ne.10(1)
respectivamente, ambos muy préximas entre si. El coeficiente de variacion obtenido para el resto
de biofilms fue menor del 10 % a excepcion del biofilm Ne.3(1) cuyo coeficiente de variacion
fue del 47 %. En relacidn con la variabilidad de tamafios registrados para cada biofilm durante

un mismo mes, fueron los meses de primavera los de mayor variabilidad.

5.4.2.7. Andlisisdelos cambios de tamafo de los biofilms

Para evaluar los cambios de tamafio dentro de un mismo afio asi como alo largo de éste,

se redizé la prueba estadistica t de Student, que compard las medias de los registros de la

variable verde durante diferentes periodos de tiempo. En primer lugar, se compararon los

tamanos de cada biofilm durante el verano y €l invierno de un mismo afio y, en segundo lugar,
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los tamafios durante dos inviernos consecutivos. En todos |os casos se compar6 € mismo nimero

de muestras. Los resultados obtenidos se presentan en latabla 5.5.

% cambio
Zona p (invierno-verano) Cambio p (invierno-invierno) Cambio (inverno-
invierno)
Ne.l.1l 3,2E-08 aumenta 1,32 E-5 aumenta 6
Ne.l.2 5,6E-05 aumenta 0,0230 aumenta 3
Ne2.1 0,0006 aumenta 0,0167 disminuye -3
Ne.2.2 0,0004 aumenta 0,1344 no cambia 1
Ne3.1 3,2E-09 aumenta 0,0012 aumenta 6
Ne.3.2 1,9E-12 aumenta 4,2 E-5 aumenta 27
Ne.7.1 1,3E-06 aumenta 29E-5 aumenta 9
Ne.7.2 0,0015 aumenta 7,7E-5 aumenta 6
Ne.8.1 0,0079 aumenta 0,1363 no cambia 0
Ne.8.2 2,3E-07 aumenta 0,0051 aumenta 4
Ne9.1 4E-06 aumenta 0,0043 aumenta 11
Ne9.2 1,7E-07 aumenta 0,0177 aumenta 10
Ne.10.1 0,0041 disminuye 0,1873 no cambia 1
Nel1.1 0,1084 no cambia 0,0144 disminuye -3
Ne.ll.2 0,9377 no cambia 0,3371 no cambia -1
Ne.1l2.1 0,7820 no cambia 0,0041 disminuye -12
Ne.12.2 0,2583 no cambia 0,0122 disminuye -4

Tabla5.5. Andlisis de varianza de la variable verde. Se ofrece €l estadistico de significacién p (invierno-verano de
un mismo afio) y p (invierno-invierno de afios sucesivos). La tabla también informa del tipo de cambio y € % de
crecimiento o decrecimiento del tamafio.

El andlisis de la varianza de la media del tamafio de los biofilms indico que Ne.1(1),
Ne.1(2), Ne.2(1), Ne2(2), Ne.3(1), Ne.3(2), Ne.7(1), Ne.7(2), Ne.8(1), Ne.8(2), Ne9(1) y
Ne.9(2) mostraron diferencias estadisticamente significativas entre sus tamafios durante el
invierno y e verano, relacionadas con un crecimiento. El biofilm Ne.10(1) también mostrd
diferencias estadisticamente significativas durante este periodo pero relacionadas con una
reduccion del tamafio. Los biofilms Ne.11(1), Ne.11(2), Ne.12(1) y Ne.12(2) no mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre sus tamafios para este mismo periodo de tiempo.
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El andlisis comparativo de los tamafios durante dos inviernos consecutivos determind que
todos los biofilms que habian aumentado su tamafio durante € invierno y el verano, también
mostraron crecimiento a lo largo de un afio, a excepcion de los biofilms Ne.2(2) y Ne.8(1) que
no mostraron cambios estadisticamente significativos anuales y del biofilm Ne2(1) cuya
evolucion anua indicd una disminucion del tamafio. En e caso del biofilm Ne.10(1) no se
observaron diferencias significativas de tamaiio a lo largo del afio. Los biofilms Ne.11(1),
Ne.12(1) y Ne.12(2) que no habian mostrado diferencias significativas entre su tamafio durante
el invierno y e verano, si las mostraron alo largo de un afio, relacionadas con una reduccion del
mismo. Finalmente, el tamafio de biofilm Ne.11(2) no mostré cambios significativos en ambos
casos de andisis. Dado que se andizé € mismo nimero de muestras en cada caso, las
diferencias observadas en el estadistico p estuvieron motivadas por la variabilidad de registros.
Asi, un valor muy pequefio de p se relaciond con un conjunto de registros mas homogéneos y

viceversa

Para valorar, cuantitativamente, e cambio de tamarfio de los biofilms se empleo la escala
anual. En este sentido, € biofilm Ne.3(2) fue e que registrO mayor aumento de tamafio (27%),
mientras que Ne.3(1), desarrollado en € mismo espeleotema, aument6d un 6%. Los siguientes
biofilms que mostraron mayor crecimiento fueron, por orden decreciente, Ne.9(1) y Ne.9(2) que
aumentaron un 11 y 10 % respectivamente, y Ne.7(1) y Ne.7(2), que aumentaron un 9y 6 %,
respectivamente. El biofilm Ne.1(1) también aumento un 6 % pero su pareja, Ne.1(2), mostro €
porcentaje de crecimiento més bagjo, del 3 %. Otra pargja que no cambié de tamafio de forma
semejante fue la formada por Ne.8(2) y Ne.8(1). Asi, Ne.8(2) creci6 un 4 %, mientras Ne.8(1) no
cambié de tamario, desde un punto de vista estadistico.

En relacion con la reduccion del tamafio a lo largo de un afio, € biofilm que mostré un
cambio més acentuado fue Ne.12(1), con una reduccion del 12 %. Otras disminuciones de
tamario significativas se observaron en los biofilms Ne.2(1), Ne.11(1) y Ne.11(2), con cambios

del 3, 3y 4 %, respectivamente.
Tal y como se indica en a apartado 5.3.4. Procesado digital de imagenes. Célculo de la

variable verde los biofilms que mostraron cambios de tamafio del 1% o inferiores no se

consideraron estadisticamente significativos.
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5.4.3. Zonas de experimentacion

Los trabajos desarrollados para determinar la colonizacion primaria de sustratos por
organismos fotosintéticos se realizaron en superficies de espeleotemas que se encontraban,
originalmente, en oscuridad. Tras ser examinados visualmente, se comprobd que |os sustratos
seleccionados no presentaban colonizacién por organismos fotosintéticos. La inspecciéon del
entorno descarté la presencia de antiguas |amparas en la zona que pudieran haber iluminado las

superficies sel eccionadas.

La descripcion de las zonas seleccionadas, denominadas: Ne.5, Ne.6, Ne.13 y Ne.14, se
describen en € apartado 4.4. Descripcion de las zonas de control de la presente memoria. La
iluminacion de cada una de las zonas se describe en € apartado 5.3.2. luminacion de las zonas

de experimentacion.

Al igua que las zonas que mostraban biofilms fotosintéticos, estas zonas fueron
fotografiadas periodicamente, obteniéndose las correspondientes series de imagenes, formadas
por 44 y 47 imégenes para las zonas Ne.5 y Ne.6, respectivamente y por 37 iméagenes para las
zonas Ne.13 y Ne.14. El andlisis digital de las imagenes que permitié la cuantificacion de la
variable verde se redliz6 mediante la misma metodologia empleada en las imégenes que
mostraban colonizacion y descrita en e apartado 5.4.3. Procesado digital de imagenes. Calculo
de la variable verde. Del mismo modo no se consideraron cambios de la variable verde

inferiores a 1 %.

Las zonas Ne.5(1) y Ne5(2) fueron iluminados durante 22 meses con una radiacion
fotosintética activa (PAR) de 11,12 umol.m?.s?, las zonas Ne.6(1) y Ne.6(2) fueron iluminados
durante 22 meses con una radiacion fotosintética activa (PAR) de 3,96 umol.m?.s*, los biofilms
Ne.13(1) y Ne.13(2) fueron iluminados durante 11 meses con una radiacion fotosintética activa
(PAR) media fue de 4,96 pmol.m?s® y las zonas Ne.14(1) y Ne.14(2) fueron iluminados

durante 11 meses con una radiacién fotosintética activa (PAR) de 1,66 umol.m?.s* (Tabla5.6).

En relacion con los datos ambientales de temperatura, humedad relativa y concentracion
de didxido de carbono del aire, los biofilms de las zonas Ne.5 y Ne.6 se relacionaron con los

datos obtenidos en el sensor ubicado en la Sala del Cataclismo y los biofilms de las zonas Ne.13
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y Ne.14 se relacionaron con los datos registrado por € sensor instalado en la Sala del Belén. Esta
relacion estuvo basada en criterios de proximidad.

Zonas PAR (umol.m?.s%)
Ne5 11,12
Ne.6 3,96
Ne.13 4,96
Ne.14 1,66

Tabla5.6. Datos de radiacion fotosintética activa (PAR) medida en la parte central de cada zona indicada.

En todas las zonas de experimentacion, excepto en la pareja de Ne.13, d andlisis digital
de las imagenes determind la ausencia de verde. Este resultado se interpreté como ausencia de
colonizacion fotosintética observable en estas zonas. En la zona Ne.13(1) la cuantificacion de la
variable verde ofrecio resultados que indicaron la presencia de microorganismos fotosintéticos
en € sustrato. Durante € periodo de estudio, esta variable mostrd un coeficiente de variacion del
60 % con incrementos y descensos del porcentaje de verde de periodicidad bimensual/trimestral.
Su evolucion comenzo con un aumento del tamafno (primavera) que correspondio a un aumento
de la variable verde de un 5 % aproximadamente. A partir del mes de junio se observd un
descenso del tamafio que perdurd hasta e mes de septiembre, cuando la variable verde registrd
valores proximos a 0. En e periodo final del estudio, desde octubre hasta diciembre, € biofilm
mostré un nuevo aumento de tamario y, posteriormente permanecié casi constante, hasta el mes
de febrero, cuando finaliz6é e periodo de estudio. EI mes que mostré mayor variabilidad de
registros fue enero. Durante los meses de mayo y octubre se obtuvieron registros atipicos (Fig.
5.27). Laduracion del estudio de esta zona fue inferior a un afio y no permitio llevar a cabo un
andisis de la varianza del tamafio semejante al reaizado a los otros biofilms fotosintéticos que
forman parte de este estudio, que compard su tamafio durante €l invierno y verano asi como
durante dos inviernos consecutivos. Por €ello, €l andlisis comparativo de los tamafios se realizd
con los datos registrados durante €l verano de 2012 y € invierno de 2013. El resultado no mostré
diferencias estadisticamente significativas entre € tamafio del biofilm durante ambos estaciones
(p: 0,1143). El andlisis de regresion sélo ofrecié modelos significativos cuando se consideraron
los datos ambientales desde 5 y 6 dias previos a la redlizacién de la fotografia, pero con

porcentgje de variabilidad explicada muy pequefio, de 14,2 y 14,3 %, respectivamente. La
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variable ambiental mas correlacionada con & tamario del biofilm fue la humedad relativadel aire

e inversamente, la concentracion de dioxido de carbono.

El andlisis de lavariable verde en lazona Ne.13(2) mostré un coeficiente de variacion del
100 %. La evolucion del tamafio de este biofilm fue sincronica a la descrita para e biofilm
Ne.13(1), con un incremento de tamafo inicia hasta junio, seguido de un descenso hasta
septiembre. En octubre se observé un nuevo aumento del tamafio del biofilm hasta e mes de
diciembre. EI mes con mayor variabilidad de registros fue enero y, durante mayo y en octubre se
obtuvieron registros atipicos (Fig. 5.28). El andlisis comparativo de los tamafios durante el
verano de 2012 y € invierno de 2013 no determind diferencias estadisticamente significativas (p:
0,0322). Los modelos de regresion propuestos no se consideraron estadisticamente significativos

y .mostraron un porcentgje de explicacion inferior a 10 %.
Aunque las imégenes de la zona Ne.l4 no indicaron la presencia de organismos

fotosintéticos en el sustrato, si se observo su presencia en el suelo (sedimento) en e que se ubico

lalampara.
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5.5. Discusion

Los microorganismos fotosintéticos aerofiticos (fundamentalmente cianobacterias y
algas) son importantes componentes de biofilms fotosintéticos en cuevas (Roldan y Hernandez-
Maring, 2009), siempre que se den las condiciones ambientales y nutricionales favorables.
Ademas de estas variables, e proceso de colonizacion también depende, por un lado, de la
receptividad del sustrato que favorecerd o perjudicara su colonizacion por microorganiSmos
(Gullitte, 1995) y, por otro lado, de la capacidad de colonizacion de estos organismos,
directamente sobre el sustrato o sobre otros organismos que o hayan colonizado previamente
(Miller et al., 2009).

Limitar e incluso evitar € desarrollo de estos organismos precisa controlar y poner en
préactica una serie de premisas durante los trabajos habituales de mantenimiento (Ashurst y
Ashurst, 1988) asi como durante la iluminacién de las superficies. En este sentido, los trabajos
gue determinan la eficacia de estas actuaciones son cada vez mas numerosos (Frattini et al.,
2006; Doehne y Pinchin, 2008; Cuzman et al., 2014).

En este capitulo se ha analizado la evolucién de biofilms fotosintéticos que colonizan
espeleotemas del interior de la Cueva de Nerja. Para ello se han empleado series de imagenes

digitales de los biofilms, datos ambientales y bibliografia.

La monitorizacion de las variables ambientales de temperatura, humedad relativa y la
concentracion de dioxido de carbono del aire permitié conocer su evolucion durante € periodo
de estudio. Los resultados mostraron evoluciones similares para las tres variables, que
presentaron un pequefio rango de variacion. El valor medio de humedad relativa y de
temperatura del aire en la mayoria de cuevas investigadas de centro Europa es de 85-95 % y 5-8
9C, respectivamente (Czerwik-Marcinkowska y Mrozinska, 2011). En la Cueva de Nerja, € valor
medio anual de la humedad relativa del aire se encuentra en sintonia con estos resultados pero la
temperatura media anual es mayor, con un vaor aproximado de 19 °C. En nuestro estudio se
observo que ambas variables ambientales, junto con la concentracion de didxido de carbono del
aire mostraban una dinamica anual semejante, condicionada, principalmente, por la afluencia de

visitantes ala cueva y e patron de ventilacion natural de la cavidad (Lifidn y del Rosal, 2014).
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Por sdas, €l valor medio de estas variables ambientales mostré un gradiente que aumentaba
hacia las salas mas profundas de la cueva (ocasiona mente distorsionado), donde las oscilaciones

fueron menores, probablemente, debido a una menor influencia del medio exterior.

El andlisis de fotografias realizadas periddicamente a las zonas de control ha permitido
reconocer cambios despreciables mediante un andisis visual humano (Kuhn et a., 2007). La
utilizacion de técnicas de fotomonitorizacion en nuestro estudio doté de una dimension
cuantitativa e crecimiento de los biofilms fotosintéticos durante un periodo de tiempo. Los
resultados indicaron que, en genera, los biofilms que colonizan € mismo espeleotema o
espeleotemas muy proximos mostraron un desarrollo sincrénico. La evolucion sincrénica de los
biofilms, relacionada con los cambios en € ambiente, también ha sido descrita por Doehne y
Pinchin (2008) durante su estudio del biodeterioro de las paredes del Monasterio de Howden
(Inglaterra).

El estudio de la evolucion de los diferentes biofilms fotosintéticos permitio la descripcion
de cuatro patrones de evolucion. De ellos, e méas comun fue e Patron de evolucion 1, que se
caracteriz6 por un mayor tamafio del biofilm durante el verano y menor durante € invierno. Este
patron fue observado en todos los biofilms localizados en las salas més profundas de la cueva, a
excepcion de los biofilms de las zonas Ne.7 y Ne.12. Los biofilms que mostraron € Patron de
evolucion 1 se desarrollaron sobre espeleotemas con textura aparentemente porosa y Sin
disponibilidad de agua liquida visible. Este Patron de evolucién 1, fue e que mostr6 mayor
correlacion con € microclima de la cueva. Asi, el andlisis de regresion determing que, hasta un
80% de los tamafios de los biofilms que mostraron este patron, podia ser explicado por €
conjunto de variables ambientales: temperatura, humedad relativa 'y concentracion de dioxido de
carbono del aire. Esta relacion de dependencia de los biofilms y las variables ambientales
también fue determinada por Cuzman et al., (2014) durante su investigacion en las catacumbas

Santi Marco, Marcelliano y Damaso (Italia).

En relacion con la correl acidn observada entre e tamario de los biofilmsy cada unade las
variables ambientales de forma individual, todos los biofilms que se relacionaron con € Patron
de evolucion 1 mostraron mayor correlacion con la humedad relativa del aire, a excepcion de

Ne.2(1) y Ne.2(2) que mostraron mayor correlacion con la concentracion del didxido de carbono

131



del aire y los biofilms de las zonas Ne.8 y Ne.9, que mostraron mayor correlacién con la
temperatura del aire. Dado que ambos biofilms se relacionan con los registros ambientales
obtenidos por e mismo sensor y en base a las notables diferencias observadas entre |0s registros
de humedad relativa de esta la sala obtenidos durante nuestro estudio y la informacion
bibliografica disponible (Carrasco et al., 1999, 2000, 2002) planteamos la posibilidad de que los
datos de humedad relativa registrados por € sensor de la Sala de la Cascada respondan a un fallo

de su funcionamiento debido, probablemente, ala condensacion de agua sobre la sonda.

La influencia determinada de la humedad relativa del aire en e tamafio de los biofilms
podria estar relacionada con la capacidad de los organismos fotosintéticos de obtener agua del
aire o con fenébmenos de condensacion de agua sobre la superficie de los espeleotemas. Estos
eventos de condensacion de agua, observados en periodos de elevada humedad relativa
ambiental en diversas zonas de la Sala del Cataclismo (IICN, 2014), permitirian a los
microorganismos fotosintéticos disponer de agua liquida y favorecerian su reproduccion. Esta
relacion de la evolucion de los biofilms fotosintéticos con la presencia de agua liquida también
fue observada en biofilms que col onizaban monumentos en Mégico, donde la sequia representaba
un factor de estrés para los organismos que precisaban de estrategias de adaptacion para su
supervivencia (Ramirez et al., 2011).

El Patron de evolucion 2, se relacion6 con biofilms de las zonas Ne.10 y Ne.11, cuyo
tamarnio fue mayor en invierno y menor en e verano y se ubicaron en la Sala del Belén, la mas
externa de la cueva. El andlisis estadistico ofrecid modelos que relacionaron e tamafio de los
biofilmsy las variables ambientales con un porcentgje de variabilidad explicada entre el 50 y 60
%. La variable més correlacionada con el tamafio de los biofilms fue, de nuevo, la humedad
relativa del aire pero en relacion inversa. Esta relacion inversa entre la humedad relativa del aire
y € tamafio del biofilm resulta una incongruencia en base a la informacién disponible sobre los
requerimientos nutricionales y ambiental es de los organismos fotosintéti cos aerofiticos (Haubner
et al., 2006; Gladis y Schumann, 2011). No obstante, podria estar relacionada con la presencia
estacional de agua liquida en los sustratos donde se desarrollan los biofilms con Patrén de
evolucion 2, ubicados en la Sala del Belén. Esta sala presenta un reducido grosor del techo por 1o

que lafiltraciéon del agua de lluvia es muy rdpida. Estos episodios de lluvia, que aportan agua
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liquida a sustrato, son més abundantes durante el invierno, cuando la humedad relativa del aire
esmenor y viceversay podrian justificar € resultado de los model os de regresion.

El Patron de evolucion 3 se observo en la pargja de biofilms de lazona Ne.7, en la Sala
del Cataclismo y se caracterizd por un crecimiento, practicamente constante, durante todo €
periodo de estudio. Los modelos de regresion obtenidos indicaron que € conjunto de variables
ambientales monitorizadas podria explicar, como maximo, un 45 % del tamafio de los biofilms.
Este resultado indica que la presencia de otros factores que influyen en el tamario de los biofilms
en mayor grado que las variables ambientales. Los biofilms que presentaron esta evolucion
mostraron mayor correlacion con lahumedad relativadel aire.

El Patron de evolucion 4 se observo en la pargja de biofilms de la zona Ne.12, ubicados
en la Sala del Cataclismo, que mostré una reduccion del tamafio a lo largo del periodo de
estudio. En este caso, los biofilms mostraban diferencias morfol6gicas notables. El biofilm
Ne.12(1), de aspecto gelatinoso, se desarrollaba sobre una columna de aparente escasa porosidad
y con agua liquida. Los modelos obtenidos para este biofilm indicaron una baga relacion
estadistica entre su tamafio y las variables ambientales monitorizadas, con un coeficiente de
variabilidad explicada comprendido entre el 10-20 %. En este caso, se plantea la influencia de
otras variables en el tamario del biofilm, no consideradas en el modelo. En este caso, la variable
maés correlacionada con e tamarfio del biofilm fue la concentracion de didxido de carbono en €
aire. Estos datos se encuentran en sintonia con los resultados obtenidos durante e estudio del
rendimiento fotosintético de este biofilm, que determinaron una mayor respuesta a CO, en
términos de Produccion (ETR) frente a los biofilms de la zona Ne.8 (que mostraron Patron de
evolucion 1) (Lopez-Figueroa et a., 2014). El biofilm Ne.12(2), de textura pulverulenta, se
desarroll6 sobre una columna anexa, de aspecto poroso y sin evidencia de agua liquida durante el
periodo de estudio. El andlisis de regresion para este biofilm no ofreci6 modeos
estadisticamente significativos que relacionaran su evolucién con las variables ambientales.

La evolucion sincronica de los biofilms de la zona Ne.12 planted |a existencia de un
factor comun que condicionara su desarrollo, no considerado por los modelos estadisticos. En
este caso, la presencia de agua liquida podria ser € factor méas relacionado con e tamafio de

ambos biofilms pero tan solo se observo en el sustrato del biofilm Ne.12(1) asi como en algunos
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gours del entorno, en este caso de forma estacional. No obstante, la proximidad de ambas zonas
con €l sustrato colonizado por Ne.12(2) podria permitir la llegada de agua liquida mediante
procesos de difusion. Por otro lado, la bibliografia disponible sobre |la Cueva de Nerja informo
que € suelo del entorno de la zona Ne.12, formado por sedimento, acumulaba abundantes
monedas, arrojadas por los visitantes, con anterioridad al comienzo de nuestro estudio. La
presencia de estas monedas en el suelo podria favorecer la impermeabilizacion parcial del suelo
de los gours y permitiria la presencia de agua acumulada durante mayor periodo de tiempo. La
limpieza de monedas esta zona favorece la filtracion de agua en & sedimento, limita su
disponibilidad y podria estar relacionada con la disminucion progresiva de tamafio observada en
los biofilms Ne.12(1) y Ne.12(2).

En relacion con € periodo de antelacion de los registros ambientales a la toma de las
fotografias no observaron cambios sustanciales entre los modelos obtenidos con los datos
ambientales del mismo dia de la fotografia y los que emplearon datos ambientales registrados
desde 1 a 6 dias antes de ésta (Anexo 2). En este sentido, parece que |as condiciones ambientales
alo largo de todo e periodo de estudio estuvieron més relacionadas con e crecimiento de los
biofilms que las de un periodo limitado de tiempo, en nuestro caso, de hasta 6 dias previos a la
obtencion de las imagenes. Por tanto, la intensidad y la duracién de los periodos himedos y
Secos parecen ser més determinantes en el crecimiento de los biofilms fotosintéticos que los

periodos de tiempo considerados, de hasta 6 dias, en nuestro andlisis estadistico.

La humedad relativa del aire fue la variable que mayor correlacion mostré con e tamafio
del biofilm en la mayoria de los casos de estudio que también mostraron una baja correlacion
con la temperatura y la concentracion de diéxido de carbono del aire que parecen no ser
limitantes para el desarrollo de estos biofilms en la Cueva de Nerja. Estos datos se encuentran en
sintonia con numerosos estudios gque identificado a la disponibilidad de agua como € factor
ambiental mas importante para € crecimiento de microorganismos fotosintéticos aeroterrestres
(Haubner et al., 2006; Gladis y Schumann, 2011). No obstante, algunos organismos
fotosintéticos no dependen de la disponibilidad de agua liquida en el medio porque son capaces
utilizar el vapor de agua (Nienow, 1996; Gustavs et a., 2011), probablemente mediante el
empleo de la parte hidrofébica de su pared celular 0 mediante osmolitos (Nienow, 1996 y sus

referencias). Por otro lado, las cianobacterias son capaces de sobrevivir durante periodos de
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sequia mediante adaptaciones fisioldgicas, proteccion frente a la pérdida de agua con paredes
celulares gruesas, presencia de una matriz de EPS y un morfotipo simple y mediante la
formacion de agregados en su interior (Gorbushina, 2007; Ramirez et al. 2011). Las agas verdes
aeroterrestres también pueden paliar el estrés osmaotico de la desecacion mediante la biosintesis y
acumul acién de osmolitos organicos, tales como polioles (Gustavs et al., 2011). En ambos casos,
los microorganismos tienen la capacidad de recuperar rdpidamente su eficiencia fotosintética en
condiciones de humedad favorables (Hallbner et a., 2006).

Predecir el desarrollo de biofilms fotosintéticos en € interior de la Cueva de Nerjano es
tarea facil, los modelos de regresion determinaron gque € conjunto de variables ambientales
monitorizadas podia explicar un porcentgje del tamafio de los biofilms fotosintéticos y, para
explicar €l resto, se debian tener en cuenta otros factores. Por €llo, otras variables ambientales
como la radiacion fotosintética activa (PAR), la presencia de nutrientes o los criterios de
seleccion de las zonas de control (descritos en el apartado 4.3. Criterios de seleccién de las
zonas de control de la presente memoria), también se tuvieron en cuenta durante el andlisis de la

evolucion de estos biofilms.

En relacion con la cercania del biofilm a recorrido turistico, no observé relacion entre
éstay el desarrollo de los biofilms. Asi, biofilms que se encontraban a distancias equivalentes del
recorrido turistico, mostraron crecimientos muy diferentes (por ggemplo, Ne.7 y Ne.8) y biofilms
desarrollados a diferente distancia del recorrido, mostraron crecimiento semejante (Ne.2 y
Ne.11).

En base a la tasa de radiacion fotosintética activa (PAR) recibida por cada biofilm,
algunos biofilms fotosintéticos de ambientes con escasa iluminacion pueden sobrevivir y
reproducirse incluso con intensidad de luz inferior al punto de compensacion de la fotosintesis
(Mulec, 2005), esto es, € estado en & cual se equilibran el CO, absorbido con el desprendido,
sin ganancia ni pérdida de peso seco y con un valor de fotosintesis neta igual a cero. Las
cianobacterias y diatomeas tienen un punto de compensacion de la fotosintesis comprendido
entre 5y 6 umol de fotones m?.s™*, mientras que el equivalente para las algas verdes es del orden
de 21 pmol de fotones m%s™ (Hill, 1996). No obstante, en cuevas turisticas de Eslovenia, se

determind crecimiento de agas con intensidad de iluminacion del orden de 0,33 pmol de fotones
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m2s* (Mulec, 2005) y Martincic et al. (1981) identificd algas en cuevas que sobrevivian con un
rango de intensidad luminica comprendido entre 0,5y 1 pmol de fotones m.s™. Por tanto, en
cuevas, la capacidad de heterotrofia debe jugar un importante papel, similar a determinado en
algas plantonicas y benténicas (Tuchman, 1996). En relacion con € tipo de iluminacion de las
cuevas, Byoung-Woo (2002) recomendo instalar las |amparas de iluminacion a una distancia de
los espeleotemas de, a menos, dos metros. En nuestro estudio, la intensidad de iluminacion
(PAR) determinada en las zonas de control se encuentra por debajo del punto de compensacion
delas dgasy, en lamayoria de los casos, también por debajo del punto de compensacion de las
cianobacterias y diatomeas. En cuanto alarelacion de lavariable PAR con € crecimiento de los
biofilms, € valor mas bagjo de PAR se correspondié con una pequefia tasa de crecimiento,
observada en la pargja de biofilms de la zona Ne.2. Sin embargo, los valores més elevados de
PAR, determinados en las zonas Ne.12 y Ne.10, no se correspondieron con un aumento de
tamafio que, por € contrario, permanecié aproximadamente constante e incluso disminuyo
durante nuestro estudio. Durante la interpretacion de los resultados, se tuvo en cuenta que €
valor PAR adjudicado a cada uno de los biofilms se obtuvo en la parte central de las zonas de
control (de los biofilms) y no se corresponde, necesariamente, con el valor PAR en e perimetro
del biofilm, zona por donde se determiné e cambio de tamafio. Esta discrepancia de intensidad
aumenta a medida que aumenta la superficie del biofilm y por tanto, no consideramos fiable
establecer una relacion entre e factor PAR de nuestro estudio y €l crecimiento de los biofilms.
Por otro lado, |os datos obtenidos ofrecen informacion til sobre lailuminacién y el desarrollo de

organismos fotosi ntéticos en |os espel eotemas de la Cueva de Nerja.

En base al tipo de iluminacién, se observé gue los biofilms iluminados con una lampara
de halogenuro metalico, Ne.9(1) y Ne.9(2), mostraron un notable crecimiento anual, con un valor
del 10 y 11 %, muy superior a gque mostraron biofilms con PAR semejante e iluminados con

l&mparas fluorescentes de ahorro energético.

Otro factor que podria estar relacionado con € desarrollo de los biofilms fotosintéticos es
la presencia de murcielaguina en €l sustrato. En este sentido, € biofilm Ne.3(2) mostré e mayor
crecimiento anual, que alcanzd € 27 % y su pargja, Ne.3(1), crecié un 6 % para € mismo
periodo. La presencia de abundante murcielaguina entre los pliegues del espeleotema sobre €

gue se desarrollan ambos biofilms podria ser un elemento potenciador de su crecimiento. Los
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excrementos de murciélago aportan productos de descomposicién organica, nutrientes esenciales
para € metabolismo de los microorganismos fotosintéticos, tales como fosforo y nitrogeno
organico y, por otro lado, favorecen la humedad del sustrato mediante la absorcién y retencion

deaguadel aire.

El empleo de biocidas durante tratamientos de limpieza previos a nuestro estudio también
pudo favorecer € desarrollo de los biofilms. De hecho, los biofilms Ne.7(1) y Ne.7(2) que se
desarrollaron sobre sustratos que habian sido limpiados con una dilucién de peréxido de
hidrégeno y agua saturada en calcita (15 %) mostraron un crecimiento anual del 9 y 6 %,
respectivamente. La superficie colonizada por € biofilm Ne.1(1), que fue limpiada con dilucion
de hipoclorito calcico en agua saturada en calcita (2 %), también crecio un 6 %. Estos biofilms
mostraron un mayor crecimiento gque otros, de caracteristicas ambientales semejantes, que no
habian sido sometidos a limpieza con biocida. Ambas limpiezas podrian haber favorecido la
biorreceptividad posterior de los sustratos y, con €ello, una recolonizacion més rapida por 1os
organismos, ademas favorecer la persistencia de |os mas resistentes. Respecto al biofilm Ne.1(2),
destacamos que, aungue es la pareja de Ne.1(1), se desarrolla sobre un espel eotema diferente que

no fue limpiado con biociday mostré un crecimiento del 3 %.

El sustrato sobre € que se desarrolla e biofilm Ne.10(1) también fue limpiado con
peréxido de hidrégeno y agua saturada en calcita (15 %), pero € biofilm no mostré un
crecimiento estadisticamente significativo. Este hecho pudria deberse a la presencia de otros
factores ambientales que influyeron en e desarrollo del biofilm como, por g emplo, la presencia
de una colonia de colémbolos que se nutrid de los organismos fotosintéticos durante el periodo

estival y podria haber contribuido alareduccion de tamario observada durante este periodo.

Otra pargja de biofilms con diferente evolucién fue la correspondiente ala zona Ne.8. En
este caso, |os model os asociados a los biofilms Ne.8(1) y Ne.8(2) fueron muy diferentes entre si,
por lo que se plantea la influencia de otros factores cuya naturaleza desconocemos en el

crecimiento de ambos biofilms.

Finalmente, en relaciéon con la colonizacion primaria de los sustratos, los

mi croorgani smos fotosintéticos (microal gas, cianobacterias, etc.) pueden colonizar superficies de
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piedra, incluso en ausencia de materia organica, con un desarrollo mas favorable en superficies
porosas. Estos organismos desempefian un papel importante como colonizadores primarios de
materiales pétreos y otras superficies expuestas a condiciones favorables para su desarrollo
(Ortega-Calvo et a., 1991; Tiano et al., 1995; Lamenti et a., 2000; Tomaselli et a., 2000;
Bellinzoni et a., 2003; Miller et a., 2009; Warscheid y Braams, 2000; Crispim y Gaylarde,
2005; Gorbushina, 2007). Las zonas de experimentacion de colonizadores fotosintéticos
primarios en la Cueva de Nerja, sometidas a iluminacion por diferentes |amparas mostraron sélo
crecimiento en las dos subzonas de Ne.13, asi como en € suelo de lazona Ne.14. En Ne.13, los
model os de regresin obtenidos mostraron una escasa relacién del tamafio de los biofilms con las
variables ambientales monitorizadas, por tanto, el desarrollo inicial de estos biofilms debi6 estar

mas influenciado por otros factores no considerados en el andlisis estadistico.

Por otro lado, estos resultados indicaron que la iluminaciéon con las propiedades que
presenta la [&mpara de luz verde limita el desarrollo de microorganismos fotosintéticos en el
interior de la Cueva de Nerja, de acuerdo con Roldan et al. (2006). No obstante, controlar estos
organismos mediante la iluminacion debe tener en cuenta la capacidad que presentan algunos
grupos de fotoaclimatacion (Maclntryre et al., 2002) y de adaptacion (Tandeau, 1977), asi como
la presencia de diferentes pigmentos en los organismos fotosintéticos. La iluminacion de cuevas
turisticas, como la Cueva de Nerja, ademas de los aspectos relativos a la conservacion de su
Patrimonio Natural y Cultural, debe tener en cuenta los relacionados con la seguridad de los
visitantes y la normativa vigente sobre iluminacién de recintos de publica concurrencia que, en la

actualidad, no dispone de criterios para lailuminacion de cuevas turisticas en Espafia.
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CAPITULO 6
ANALISISDE LOSBIOFILMSFOTOSINTETICOS

ESTRUCTURA, BIODIVERSIDAD, ESTADO FISIOLOGICO DE LOS
MICROORGANISMOSY RELACION CON EL SUSTRATO

6.1. Introduccién

Combatir el biodeterioro producido por biofilms precisa conocer su origen, es decir, qué
organismos o generan, como se estructuran, qué actividad fisiologica presentan y como se
relacionan entre ellos y con € sustrato (Albertano y Urzi, 1999; Hernandez-Mariné et a., 2001;
2003; Roldan et a., 2004b; Walker y Pace, 2007; dd Rosal et a., 2010a, 2014b, 2014c). Esta
informacion resulta indispensable para € disefio de estrategias preventivas y de control de estas
comunidades bioldgicas, acordes con una adecuada conservacion del patrimonio cultural y

natural.

La combinacion de las técnicas de microscopia actuales aporta informacién sobre
variados aspectos del biofilm, relacionados con su biodiversidad, distribucion especio-temporal,
comunicacion molecular, fisiologia celular e interaccion con e sustrato. En relacion con e
estudio de los biofilms fotosintéticos, en especia los que originan el mal verde o lampenflora,
responsable del deterioro en el medio subterréneo, las técnicas de microscopia permiten, ademas,
conocer la diversidad y abundancia de microalgas y cianobacterias respecto de otros grupos de
organismos como hongos o actinobacterias y determinar posibles sinergias entre conjuntos de

organismos.
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Por todo €llo, las diversas técnicas de microscopia resultan una herramienta de trabajo
imprescindible para evauar la influencia que gercen los microorganismos sobre € sustrato y €
grado de deterioro del mismo. La evaluacion conjunta de los datos que aporta cada una de ellas
permite una vision general del proceso en cuestion (Roldan et al., 2004b, 2004c; del Rosal et al.,
2012)

La microscopia de barrido laser confocal (Scanning Electron Microscopy, SEM) ofrece
imagenes generadas por un haz de electrones que escanea la muestra. Tradicionalmente |la
muestra debia ser conductora, por lo que esta técnica solo permitia observar microorganismos
previamente pulverizados con carbono o metales pesados. En la actualidad, se dispone de SEM
ambientales y de ata resolucion que permiten observar microorganismos no recubiertos. La
técnica SEM permite e empleo de electrones retrodispersados con alta energia (Back Scatter
Electron, BSE) que escapan a través de la superficie de la muestra después de haber
interaccionado con los nucleos de los elementos presentes en ella. El coeficiente de electrones
retrodispersados depende del nimero atdmico de los elementos presentes y, por tanto, aporta
informacion relativa a la naturaleza quimica o composiciona de la muestra (Jembrih et al., 2000,
Schreiner et a., 2007). Ademas, la energia dispersada de rayos X (Energy dispersive
spectrometry, EDS), permite realizar microandlisis que determinan la composicion quimica del
material y su distribucién en diferentes areas de la muestra (Jembrih et a., 2000, Schreiner et d.,
2007). Esta técnica de microscopia se emplea habitual mente para caracterizar la superficie de los
sustratos colonizados, € aspecto general y la morfologia de los biofilms, asi como su relacion
con €l sustrato (Jembrith et a., 2000; Herndndez-Mariné et a., 2004; Schreiner et al., 2007).

La microscopia electrénica de transmision (Transmision Electron Microscopy, TEM)
utiliza un haz de electrones que atraviesa la muestra y genera una imagen con diferentes
intensidades, en funcion de la densidad del materia atravesado, que permite observar su
composicion (Hernandez-Mariné et al., 2004). El aspecto final de la imagen presenta diferentes
tonalidades de gris, en funcion de la disposicion de los metales pesados que previamente han
sido absorbidos, de forma selectiva, por lamuestray que dan lugar a diferentes densidades en la
misma. TEM ademaés ofrece informacion sobre el tamarfio, forma y disposicion de los organulos
dentro de las células.
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El microscopio de barrido laser confocal (Confocal Scanning Laser Microscopy,
CLSM) es una herramienta de relativamente reciente aplicacion a estudio de los biofilms
fotosintéticos. El disefio del CLSM combina e método de exploracion laser superficial con la
deteccion 3D de los objetos bioldgicos y permite observar, individualmente, diferentes secciones
Opticas de una muestra fluorescente y, con ello, construir su imagen tridimensiona. La
aplicacion de esta técnica precisa, en su aplicacion bioldgica, de especimenes con fluorescencia,
que puede ser intrinseca o producida por marcadores. El principio de CSLM se basa en iluminar
la muestra con luz mocromatica generada por laseres, eliminar la luz reflgjada o procedente de
planos fuera de foco y observar la fluorescencia, una propiedad que poseen moléculas
denominadas fluorocromos, capaces de emitir la luz absorbida con una longitud de onda
superior. CLSM obtiene secciones Opticas extremadamente finas (resolucion axial ~ 500 nm) a
diferentes planos de la muestra. Las diferentes secciones dpticas se pueden utilizar de forma
independiente, para observar una parte interna de la muestra, o recopiladas, para realizar una
reconstruccion tridimensional. CLSM es una herramienta muy Util en € estudio de biofilms
fotosintéticos (Roldan et al., 2004c), pues proporciona gran volumen de informacién con un
minimo procesado de la muestra. EIl CLSM habituamente emplea varios laseres, cada uno de
ellos con una o varias lineas de excitacion. Existen dos tipos de laseres: los diodos o los
congtituidos por gases nobles. Los laseres més cominmente empleados son: argén (laser
multilinea: 458, 476, 488 y 514 nm), helio-nedn (543, 594 y 633 nm) y ultravioleta-argon (351-
364 nm), asi como los diodos 405 nm y 561 nm. Un filtro sintonizable, AOTF (Acousto-Optic
Tunable Filters) permite seleccionar la linea de laser y la intensidad que mejor se gjuste a
espectro de excitacion de los fluorocromos que se desean visualizar. El |&ser atraviesa primero
un divisor de haz acustico Optico sintonizable, AOBS (Acousto-Optical Beam Splitter) o un
espejo dicroico y después € objetivo e ilumina un punto de la muestra. Posteriormente, €l laser
se desplaza a través de la zona de muestreo mediante un conjunto de espejos gal vanomeétricos.
La sefial luminosa que emite la muestra vuelve por e mismo camino, atraviesa un diafragma que
selecciona la luz procedente del plano focal iluminado (pinole) y elimina la informacion
generada por otros planos. La sefiad continla hasta el sistema de deteccion espectral que separala
luz recibida en funcién de su longitud de onda y un fotomultiplicador transforma la luz en sefial
eléctrica, que es digitadlizada y amacenada en un ordenador, que ofrecerd la imagen
tridimensiona de la muestra. Algunos CSLMs poseen un sistema de deteccion espectral que

permite obtener el espectro de emision real de un fluorocromo. Para obtener los espectros de
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fluorescencia de las muestras se define un rango de longitudes de onda, dentro de las cuales se
adquiere una coleccion de imagenes a un intervalo predeterminado. El resultado es una serie de
imagenes X-y-A que muestran la intensidad de fluorescencia para cada rango de longitud de onda
predeterminado. El procesamiento de dichas series permite obtener e espectro de emision de la
muestra. Gracias a esta funcion es posible caracterizar la emision de los diferentes tipos de
pigmentos fotosintéticos e identificar cianobacterias y algas, pertenecientes a distintos grupos
filogenéticos, mediante la fluorescencia natural de sus pigmentos fotosintéticos (Roldan et al.,
2004a, 2004c; del Rosal et al., 2012). Conocer aspectos sobre la intensidad de fluorescencia
también aporta informacion sobre la fisiologia de los organismos (Roldan y Hernandez-Maring,
2007) y permite cuantificar su biomasa. Los elementos del biofilm que no posean fluorescencia
natural, como por gemplo, e ADN o lamatriz extracelular, requieren del empleo de marcadores
especificos fluorescentes, caracterizados por un maximo de excitacion y de emision. El empleo
de CLSM en modo reflexion (excitacion a488 nm y emisién 480-490 nm) permite identificar los
componentes inorgénicos de la muestra. Finamente, la superposicion de imagenes permite
observar la distribucién espacia de los microorganismos que componen e biofilm asi como su

distribucion en € sustrato.

Otras técnicas, mas avanzadas, que derivan de la microscopia laser confocal son la
microscopia de excitacion bi-fotonica y la microscopia de fluorescencia de super-resolucion.

Estas técnicas no han sido empleadas el presente trabajo.

La taxonomia clasica emplea caracteres morfolégicos y citoldgicos asi como aspectos
ecologicos y fisioldgicos de los organismos. La biologia molecular se basa en e genoma de los
organismos'y, por tanto, es independiente de las condiciones de cultivo, del ciclo deviday dela
subjetividad del investigador. El uso de |as técnicas moleculares ha aumentado la posibilidad de
analizar e identificar el conjunto de seres vivos, entre ellos, las microalgas y cianobacterias. Los
habitats terrestres tienen la dificultad afiadida de tener formas morfoldgicas simples y especies
cripticas. Algunos caracteres morfologicos usados para definir grupos, han aparecido o se han
perdido durante la evolucién, de manera que organismos con la misma forma son
filogenéticamente distintos, debido a convergencias evolutivas (Fucikova, 2014; Komarek et al.,
2014).
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Actuamente la tendencia de la taxonomia, tanto en las microagas como en las
cianobacterias, es € sistema de clasificacion polifasico, que incluye los datos moleculares junto a
toda la informacion disponible morfoldgica, fisiologica y ecoldgicay los integra en un consenso
amplio. La clasificacion genera resultante es un trabajo que integra un minimo de
contradicciones. Este sistema de clasificacion polifasica ha sido empleado en laidentificacion de
los organismos fotosintéticos de la Cueva de Nerja. La informacion molecular fue obtenida
gracias a proyecto Estudio microbiolégico de la Cueva de Nerja. Investigacion de los
organismos implicados en el biodeterioro, dirigido por €l Dr. Cesareo Saiz y financiado por la
Fundacién Cueva de Nerja (Jurado et al, 2015).

6.2. Objetivos

Redlizar un andlisis integral de los biofilms fotosintéticos que aporte informacion sobre

su biodiversidad, estructuray actividad fisiol6gica, asi como su relacion con el sustrato.

6.3. Material y M étodos

6.3.1. Seleccion delas zonasy toma de muestras

Los biofilms analizados se obtuvieron en cada una de las zonas descritas en € apartado
4.4, Descripcion de las zonas de control de la presente memoria. Un total de 14 zonas fueron
muestreadas para la consecucion de |os objetivos propuestos en este capitulo. En las zonas Ne.4,
Ne.11y Ne.12, las diferencias morfol 6gicas que se observaron en la colonizacion de los sustratos
motivaron su division en varias subzonas, a partir de las cuales se obtivieron las muestras
correspondientes. La nomenclatura de estas subzonas fue Ne.4(1), Ne.4(2), Ne.4(3), Ne.4(4),
Ne.11(a), Ne.11(b), Ne.11(c), Ne.12(a) y Ne.12(b).
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Punto de Junio Noviembre [ Junio Noviembre Febrero Julio
control (2007) (2008) (2012) (2012) (2014) (2014)
Ne.l - - X X X X
Ne.2 - - X X X -
Ne.3 - - X X - -
Ne.4 X(4) x(4) - - X X
Ne.5 - - X X - -
Ne.6 - - X X - -
Ne.7 - - X X - -
Ne.8 X - X X X X
Ne.9 - X X X - -
Ne.10 - - X X X X
Ne.11 - - X(3) X(3) x(3) X(3)
Ne.12 - X(2) x(2) x(2) - -
Ne.13 - - - X X -
Ne.14 - - - X - -

Tabla 6.1. Campafias de muestreo de las diferentes zonas de control. Leyenda: (x) muestra, (-) no muestra, (n°)
nimero de muestras obtenidas.

Las campafias de muestreo se llevaron a cabo en junio (2007), noviembre (2008), junio
(2011), noviembre (2012), febrero (2014) y julio (2014) (Tabla 6.1). Las muestras se obtuvieron
mediante raspado suave, con bisturi estéril, de una pequefia superficie se sustrato colonizada por
biofilm fotosintético. El material desprendido fue depositado directamente en placas de Petri con
medio de cultivo BG11 (¥2) (Stanier et a., 1971) o medio BBM (Bischoff y Bold, 1963), ambos
solidificados con agar (1 %) (MERCK). En cada campafia también se recolectaron lascas
desprendidas de sustrato colonizado y, puntualmente, se obtuvieron porciones de sustrato
colonizado, de aproximadamente 0,25 cm?® de superficie, que se emplearon para estudiar la
penetracion del biofilm y la composicion quimica dd sustrato. De cada muestra, una parte fue
examinada directamente 0 procesada para su andlisis posterior y € resto fue cultivado para €

aislamiento de | os diferentes organismos fotosintéticos.
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Adicionamente y de forma puntal se obtuvieron muestras de zonas concretas cuyos
resultados completan los datos taxondmicos ofrecidos en este capitulo. Estas muestras se

identificaron con las siglas 3c-2, Ne.amay Ne.14.suelo (Fig. 6.1).

Figura6.1. A laizquierday arriba, zona de muestreo Ne.14.suelo, debajo, Ne.amay ala derecha, 3c-2.

6.3.2. Técnicas de microscopia

La metodologia empleada en e desarrollo de este estudio incluye las siguientes técnicas
de microscopia: estereoscopica, de campo claro, de barrido laser confocal (CLSM), electronicas
de transmision (TEM) y de barrido (SEM). A ésta Ultima se le incorpor6 el modo de electrones
retroproyectados (BSE) y la difraccion de rayos X (DRX).

Las caracteristicas de especies individuales se observaron mediante microscopia
convenciona y CLSM vy las técnicas de microscopia eectrénica como auxiliares. La
identificacion taxondmica se baso en |os caracteres morfol gicos reconocidos en las muestras sin

procesar y en la observaciéon de las colonias que se desarrollaron en las placas de agar, de
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acuerdo con la bibliografia de referencia. La identificacion de las diferentes morfoespecies de
microalgas y morfotipos de cianobacterias se basd en Ettl y Gartner (1995), Komarek y
Anagnostidis (1998, 2005) y Komarek (2013). También se utilizé bibliografia especializada, que
se detalla en € apartado 6.5 de la presente memoria, correspondiente a la descripcion de cada

uno de los taxones hallados.

6.3.2.1. Microscopia estereoscopica y de campo claro

La observacion directa de material de campo y de cultivos vivos de las muestras se llevd
a cabo mediante un microscopio 6ptico Axioplan (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) y las
imagenes fueron captadas mediante una camara digita AxioCam MRc5 y procesadas con €l
software Axioplan LE. Esta microscopia permitio identificar los constituyentes autétrofos de las
muestras (algas y cianobacterias) asi como la presencia, grosor, disposicion y agrupamiento de

sus respectivas envolturas (sustancias polimericas extracelulares (EPS) (Rippkaet al., 1979).

6.3.2.2. Microscopia de Barrido L &ser Confocal (CSLM)

Latécnica CSLM proporcionainformacion sobre la arquitecturay la heterogeneidad en el
interior de los biofilms (Davey y O'Toole 2000), evitando los inconvenientes de otros procesos
(Neu y Lawrence 1997; Lawrence y Neu, 1999) entre elos, la pérdida de viabilidad de los
organismos de la muestra. Asi, e CSLM permite realizar secciones opticas horizontales o
sagitales de biofilms intactos, vivos 0 no y de gran grosor, reconstruir y caracterizar su estructura
tridimensional (Roldan et al., 2007) y observar las interacciones entre los organismos y las

superficies alas cuaes se adhieren (Lawrence y Neu, 1999).

La mayor parte de las muestras de la Cueva de Nerja fueron observadas mediante esta
técnica en los dias posteriores a su recoleccion. Esta técnica también fue empleada para observar
muestras sin procesar ,obtenidas a partir de los cultivos de enriquecimiento y de los aislamientos.
En algunos casos, las muestras se fijaron con solucién de paraformaldehido a 3 % en tampdn
fosfato alcalino (Phosphate Buffer Solution, PBS) 0,1 M Sacarosa 60 mM y se mantuvieron a 4
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oC. Alicuotas de las muestras, tanto frescas como fijadas, se marcaron con la lectina
Concanavalina A (Con-A Alexa-Fluor 488, Molecular Probes, Inc, Eugene, OR) (Schulder et al.,
1997) para observar los polisacaridos extracelulares que forman la matriz que rodea a los
biofilms. También se usd e marcador especifico de DNA, Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) que se une a las regiones ricas en adenina-timina y permitié observar células
vivas (Roldan et a., 2004b). EI montagje de las muestras, debido a su grosor, rigidez y opacidad
precisO de placas Mat-teck (MatTek Corporation, Ashland, MA, USA), a las que se afadieron

pequeias cantidades de PBS para evitar |a deshidratacion de la muestra durante la observacion.

La observaciéon de las muestras se llevd a cabo mediante un microscopio confocal
espectral Leica TCS-SP5 (Leica Microsystems Heidelberg GMBH, Mannheim, Germany),
equipado con ocho lineas de laser y cinco canales de deteccion. Las longitudes de onda de
excitacion de los laseres son las siguientes: diodo azul (405 nm), Argon (458, 476, 488 y 514
nm), diodo naranja (561 nm) y HeNe (594 y 633 nm). De €llas, tan solo se emplearon algunas y
en diferentes proporciones junto con los objetivos Plan Apocromaticos: 10x(0.4 AN), 40x(1.25-
0.75 AN), 63x(1.4 AN).

La linea 405 nm se empled para detectar e DNA marcado con Hoechst 33258 y la
fluorescencia esponténea azul de algunas vainas. La linea l&ser Ar-488 nm, con emision a 500-
550 nm, se empled para observar los EPS, marcados previamente con Con-A. Esta informacion
permitié observar los mecanismos de adhesion entre los microorganismos y entre éstos y e
sustrato. La morfologia del sustrato se observd mediante € empleo del microscopio confocal en
modo reflexion, usando la mismalinea de laser Ar 488 nm y recogiendo la sefid a 480-495 nm.
También las lineas laser 488 nm, con emision entre 500-800, 594 nm, con emision entre 670-790
nm y 561 nm, con emisién entre 575-625 nm, se emplearon para observar los pigmentos
fotosintéticos de microalgas y cianobacterias (clorofilas y ficobiliproteinas) que presentan
fluorescencia natural. La informacion obtenida permitié determinar la morfologia y € estado
fisiologico de los microorganismos, asi como su posicion en €l sustrato y respecto a resto de

organismos o sustancias fluorescentes.

Para determinar la relacion espacial de los pigmentos fotosintéticos y los EPS, se

adquirieron imagenes de la misma zona en los diferentes canales de forma secuencial, para evitar

147



el solapamiento de las diferentes sefides de fluorescencia. Se realizaron secciones Opticas
horizontales (x-y) a lo largo del ge z de la muestra. Posteriormente, estas secciones fueron
recopiladas para hacer la reconstruccion xyz (3D) de la muestra. Los limites superior e inferior
de la captacion se adquirieron utilizando la autofluorescencia de los pigmentos y, en agunos
casos, la fluorescencia de la Con-A como marcador, tomando como limites las secciones, de la
primera a la Ultima, que mostraban fluorescencia. El nimero de secciones que se captaron, asi
como la distancia entre seccion y seccion, fueron eegidas en funcion de cada muestra. Las
imagenes se adquirieron en los formatos de 512 x 512 pixelesy de 1024 x 1024 pixeles y fueron
captadas en un rango dinamico de 8 hits (256 niveles de grises). El procesamiento de imagenes
serealiz6 con € programainformatico Imaris version 6.1 (Bitplane AG Zirich, Switzerland) y €
Leica (Las AF) y con € programa abierto Fiji (GNU General Public License). Una vez
procesadas las series, se obtuvieron imagenes tridimensionales de los biofilms (Roldan et al.,
2004c) que mostraron la distribucion de los organismos y su relacion con € sustrato. Una de las
funciones empleadas de este programa, denominada “Extended”, permitié observar € biofilm
dividido en tres secciones, que representan la proyeccion de intensidad méaxima de fluorescencia

paralos planos x-y, X-z, y-zZ Y.

Ademas, € equipo Leica TCS-SP5 estd acoplado a un detector espectral que permite
obtener € espectro de emisiéon de los fluorocromos naturales presentes en las cianobacterias y
microalgas del biofilm (Roldan et al., 2004b). Para ello, es necesario definir un rango de
longitudes de onda dentro de las cuales se adquiere una coleccion de imagenes x-y que muestran
la intensidad de fluorescencia para cada rango de longitud de onda predeterminado. El
procesamiento de dichas series permite obtener €l grafico correspondiente a espectro real de
emision de cada muestra (Roldan et al., 2004b, 2004c). El andlisis de la fluorescencia se llevé a
cabo mediante la eleccion de regiones de interés (ROISs), equivalentes a 1 um? para cada x-y-A de
imagenes de la zona de tilacoidal de las cianobacterias y de los cloroplastos de las algas. Gracias
a esta funcién fue posible caracterizar la emision de los diferentes tipos de pigmentos
fotosintéticos e identificar cianobacterias y algas y, dentro de ellas, las pertenecientes a distintos
grupos filogenéticos (Roldan et a., 2004b). Conocer aspectos sobre la intensidad de
fluorescencia también aporta informacion sobre la fisiologia de los organismos (Roldan y
Herndndez-Mariné, 2007, del Rosal et ., 2012; Roldan et a., 2014).
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6.3.2.3. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La microscopia SEM fue empleada para caracterizar la superficie de los sustratos
colonizados, el aspecto general y la morfologia de los biofilms, asi como su relacion con el
sustrato (Jembrith et a., 2000; Herndndez-Mariné, et al., 2004; Welton, et al., 2005; Schreiner, et
al., 2007). También se aplicaron dos técnicas de andlisis complementarias. espectroscopia de
rayos X (Energy Dispersive X-ray, EDX) y electrones retrodispersados (Back Scattered Electron,
BSE). La primera realiz6 un microandlisis cuaitativo y cuantitativo de los componentes de la
muestra (Jembrih et al., 2000, Schreiner et a., 2007) y la segunda aportd informacion relativa a
la naturaleza quimica o composicional de la muestra y a su topografia (Jembrih et a., 2000,
Schreiner et al., 2007).

El procesado de las muestras se llevé a cabo mediante fijacion en glutaraldehido (0,2 %)
y paraformaldehido (2 %) en tampodn cacodilato 0,1 M. Para mejorar la conductividad de las
muestras se postfijaron en una solucion de tetroxido de osmio (1 %). El deshidratado se realizé
mediante gradiente de etanol y el secado mediante punto critico. Finalmente, las muestras fueron
recubiertas con carbono y observadas a microscopio. La observaciéon de las muestras se llevo a
cabo mediante un Microscopio Electrénico de Barrido con electrones retrodifundidos (BSE) y
rayos X de energia dispersiva (EDX) (Quanta 200, FEI p EDAX). Los espectros de rayos X
fueron adquiridos en una tension de aceleracion de 20 kV, con una corriente de haz de 10 Torr y
un tiempo de adquisicion de 30 s. Tras el andlisis elementa de las muestras, algunas de €ellas
fueron recubiertas con oro para mejorar la calidad de las imagenes obtenidas y evaluar con
mayor precision las relaciones entre los organismos asi como entre éstos y e sustrato
(Hernandez-Mariné et al. 2004). Esta técnica de microscopia también empled un equipo Jeol
6510 con tension de aceleracion de 15KV. En este caso, se empled la misma técnica de
preparacion pero se obvio la metalizacion con oro para evitar interferencias durante la obtencion

de imagenes.

Parte de las muestras de las zonas Ne.4 y Ne.1 fueron incluidas en blogues de resina y
cortadas para su observacién a microscopio. Lafijacion de las muestras se llevé a cabo mediante
una mezcla de paraformaldehido (2 %) y glutaraldehido (2,5 %) en tampoén cacodilato (0,1 M)

durante 2 horas. Posteriormente, fueron lavadas en este tampdn e impregnadas en frio con resina
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epoxy (Epofix Struers) en moldes de 25 mm de diametro. Laimpregnacién en resinaserealizé a
vacio, mediante un equipo BUEHLER modelo CAST'N VAC. Posteriormente se realizaron 2
cortes planoparalelos (base y techo de la probeta) con sierras de isometria de precision Low-
speed (BUEHLER). La superficie a observar se pulio con carburo de silicio de tamario de grano
sucesivo P200, P400 y P800, mediante € empleo de pulidora (LAPMASTER 1.5). El pulido
“espgj0” de la superficie se consiguid mediante polvo de diamante de tamafio degranode 1y 0.1
pum y pulidora PRESI modelo GEOPOL-GEOROD.

6.3.2.4. Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

El empleo de la microscopia TEM aporto informacion sobre la presencia, € tamario,
forma y disposicion de los organulos dentro de las células y de las relaciones entre distintos
grupos de organismos y de su integridad o estado de degradacién celular y subcelular.

Para la fijacion quimica de las muestras procedentes de cultivo se utilizé una mezcla de
paraformaldehido (2 %) y glutaraldehido (2,5 %) en tampon cacodilato (0,1 M) durante 2 horas.
Posteriormente, las muestras se lavaron en este tampdn y fijaron en una solucién de tetréxido de
osmio (1 %). Ladeshidratacion se realizd mediante una serie graduada de acetonayy, tras esto, las
muestras fueron incluidas en resina Spurr (Sigma Aldrich) (Spurr, 1969). Los cortes ultrafinos,
obtenidos a partir del bloque, fueron tefiidos con los metales pesados acetato de uranilo y citrato
de plomo (2 %) (Hernandez-Marine et a. 2004). El equipo empleado para e examen de los
cortes fue un microscopio JEOL 1010 TEM (Jeol, Japon) a 80 kV de aceleracion.

6.3.3. Andlisis molecular

Para completar la informacion aportada por las técnicas de microscopia, se emplearon

técnicas de andlisis molecular para la identificacion de cianobacterias y eucariotas. En las

muestras analizadas mediante técnicas moleculares también se identificaron las bacterias y
arqueas asociadas a los biofilms, cuyos resultados se pueden consultar en € Anexo 3 de la
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presente memoria que integra parte del informe emitido por el IRNAS-CESIC (Sevilla) (Jurado
et al., 2015).

Las muestras analizadas mediante biologia molecular se obtuvieron en las zonas Ne.l,
Ne.2, Ne4, Ne.8, Ne.10, Ne.11, Ne.11(b) y Ne.13.

La extraccion de los écidos nucleicos se realizo siguiendo el método de Griffiths et al.
(2000), que permite €l andlisis en paralelo del ADN y ARN. En un tubo Eppendorf de 1,5 ml con
150-200 mg de muestra natural se afiadieron perlas de vidrio de 2 y 4 mm de diametro, 500 ul de
tampon de extraccion CTAB (Tris 100 mM, NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM, bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) 2%; pH 8) y 500 ul de fenol:cloroformo:isoamilal cohol
(25:24:1, pH 8). Lamezcla se homogeniz6 con un equipo Fast-Prep 24 (MP Biomedicals) y ciclo
de 15 s a una velocidad de 5,5 m/s y centrifugacién 5 min a 12500 rpm. El sobrenadante se
purificd con 500 pl de cloroformo:isoamilalcohol (24:1), se agit6é durante 5-10 sy se centrifugd
de nuevo. La precipitacion de los acidos nucleicos se llevé a cabo con 50 pl de acetato de sodio
(3M) y 500 ul de isopropanol, centrifugado durante 30 min a 12500 rpm, lavado del precipitado
con etanol (70 %) y secado a temperatura ambiente. Este precipitado se disolvio en 80 ul de agua
ultra pura libre de ARNsa (Sigma-Aldrich) y se cuantificé la concentracion de ADN y ARN
resultante con un equipo NanoDrop 1000 (Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Del producto de la extraccion, 50 ul se emplearon para la purificacion del ARN y €
resto para anadisis del ADN. Paraaislar e ARN se elimind e ADN con la enzima RNase-Free
DNase (Quiagen GmbH). Para €llo, se afiadieron 20 pl del tampén de reacciéon RDD
(suministrado con la enzima), 5 yl de la enzima ADNsa y 125 ul de agua ultra pura libre de
ARNsa. Lareaccion enzimatica se llevo a cabo a temperatura ambiente durante 10 minutos. El
ARN se purificd en 14 ul de agua ultra pura libre de ARNsa empleando e RNeasy Minielute
Cleanup Kit (Quiagen).

Para el andlisis de las comunidades microbianas metabdlicamente activas, se sintetizo €
ADN complementario (ADNc) mediante la reaccion de retrotranscripcion catalizada por la
enzima Superscript |1 Reverse Tanscriptase (Invitrogen Life Technologies). Se siguid €
protocolo detallado por €l fabricante y los cebadores Cya 781R (5 -GAC TAC TGG GGT ATC
TAA TCC CAT T-3') para cianobacterias (Nubel et a., 1997), 907R (5 -CCC CGT CAA TTC
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ATT TGA GTT T-3') parabacterias (Teske et a., 1996) y 915R (5'-GTG CTC CCC CGC CAA
TTC CT-3') y paraarqueas (Gropkopf et a., 1998).

La identificacion de cianobacterias, bacterias y arqueas se realizO mediante la
secuenciacion del gen ARN ribosdmico 16S. Laidentificacion de eucariotas se realiz6 con € gen
ARN ribosdémico 18S. Los genes se amplificaron mediante PCR con las pargjas de cebadores
Cya 106F (5'-CGG ACG GGT GAG TAA CGC GTG A-3') y Cya 781R para cianobacterias
(Nibel et al., 1997), 616F (5'-AGA GTT TGA TYM TGG CTC AG-3') y 907R para bacterias
(Juretschko et ., 1998; Teske et al., 1996), Arch109F (5'-ACK GCT CAG TAA CACGT-3)y
915R para arqueas (Gropkopf et a., 1998) y, EUKA (5-AAC CTG GTT GAT CCT GCC AGT-
3') y EUKB (5-TGA TCC TTC TGC AGG TTC ACC TAC-3') para eucariotas (Diez et al.,
2001). Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador iCycler de BioRad (Hercules,
Cdifornia, EE.UU.). Las reacciones se prepararon en tubos de 0,2 ml (Greiner BioOne, Monroe,
EE.UU.). Cada reaccion se realiz6 con 5 pl de tampdn de PCR 10x BioTaqg (Bioline, Randolph,
EE.UU.), 1,5 ul de MgCI2 (solucién stock 50 mM), 1 ul de de una mezcla de los cuatro
nucledtidos (dNTP) (2 mM) (Invitrogen, Carlsbad, EE.UU.), 0,5 ul de cada cebador de
concentracion 50 uM, 0,25 pl de la ADN polimerasa BioTaq (Bioline, Randolph, EE.UU.) y
ADN molde. El volumen final de lareaccién se complet6 hasta 50 pL con agua ultra pura. Para
cada reaccion, como ADN molde se afiadieron unos 10-20 ng de extracto de ADN, mientras que
para € andlisis del ARN, se afiadieron 1-2 ul de una dilucién 1:10 del ADNc. El protocolo de
amplificacion por PCR fue: 5 min de desnaturalizacion inicia a 94 °C; 30 ciclos de 2 min a 94
°C, 15sa55°%C y 2 min a 72 °C, seguidos de 10 min de extension final a 72 °C. Los resultados
de las reacciones de PCR se comprobaron mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa
(1% p/v) y los productos amplificados se purificaron usando € kit JETquick Spin (Genomed), y
fueron conservados a -20 °C hasta su uso en € analisis de DGGE y la construccion de genotecas.
El andlisis de DGGE precisd de una segunda PCR sobre € producto amplificado de los genes de
ARNr. Los cebadores utilizados para cianobacterias y bacterias fueron e 341F-GC (5 -CCT
ACG GGA GGC AGC AG-3') (Neefs et a., 1990) y e 518R (5'-GCG GGG GCA CGG GGG
G-3') (Neefs et a., 1990) y para arqueas. € Arc344F-GC (5-TCG CGC CTG CTG CYC CCC
GT-3') (Gropkopf et a., 1998) y el 518R. La composicion de la mezcla de reaccion fue idéntica
a la utilizada en la primera reaccién de amplificacion y utilizando como ADN molde 1 | del
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producto de PCR purificado del gen ARNr 16S. Los protocolos de PCR utilizados fueron los
anteriormente citados.

La electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) permitio separar los
productos de PCR con tamafios parecidos o iguales en base a la reduccién de su movilidad
electroforética al desnaturalizarse parciamente la doble cadena de ADN. El resultado es un
patréon de bandas que representa a la comunidad microbiana de la muestra analizada. La técnica
serealiz0 segun Muyzer et a. (1993) con modificaciones. Se utilizaron gelesde 20 x 16 x 0,1 cm
con un 8% (p/v) de acrilamida:bisacrilamida (37,5:1) (Bio-Rad) en tampdn TAE 0,5X (Tris 20
mM, &acido acético glacial 10 mM, EDTA 05 mM), con un gradiente de agentes
desnaturalizantes (urea 7M, formamida desionizada 40% (v/v)) de 30-50%. La zona superior del
gel, donde se sitian los pocillos para cargar las muestras, se completé con una solucion de
acrilamida sin agentes desnaturalizantes. La polimerizacion de los geles se catalizO con
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) y una solucion a 10% de persulfato amonico
(APS). Una vez preparado e gel, se mantuvo dos horas a temperatura ambiente hasta su
completa polimerizacion. La electroforesis se reaizé en tampon TAE 0,5X con € equipo de
electroforesis vertica D-Code System (Bio-Rad), conectado a una fuente de alimentacion
Consort E-865 (Consort NV). Antes de cargar las muestras, los geles ya polimerizados se
sometieron, durante 20 minutos, a las condiciones eectroforéticas determinadas para estos
experimentos (60 °C y 200 V), tras lo cual se cargaron 10 ul de ADN mezclados con 5 pl de
tampon de carga de electroforesis (Tris-HCI 50, sacarosa 0,25 g/ml, azul de bromofenol 1 g/l,
SDS 5 mg/ml). Laelectroforesis se llevd a cabo durante 3,5 horas y, unavez finalizada, los geles
se tifieron con bromuro de etidio (10 pg/ml). La observacién se realizé con un transiluminador
EX-26.MX (Vilber Lourmat) que emite luz de 312 nm de longitud de onda y las imégenes se
captaron con un equipo Kodak EDAS-290 (Kodak) y & programa Kodak 1D v. 3.5.4. Imaging
Scientific System (Kodak).

L as genotecas se construyeron a partir de los productos de PCR purificados de los genes
ARNr 16S y 18S, que fueron clonados mediante el kit comercia TOPO TA Cloning Kit for
Sequencing (Invitrogen, California, EE.UU.) y siguiendo las instrucciones del fabricante. El
vector empleado fue el plasmido pCR4-TOPO (Invitrogen). Tras latransformacién, las células se

sembraron en placas de LB con ampicilina e incubaron a 37 °C durante, aproximadamente, 18 h.

153



Las colonias obtenidas se recogieron a azar y se crecieron en medio liquido de LB con
ampicilina. Se recogieron un total de 900 clones. Para comprobar la presencia del inserto
(producto purificado de PCR) se realiz6 una PCR empleando los cebadores T7 promotor (T7)
(5-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3) y M13 Reverso (M13R) (5- CAG GAA ACA
GCT ATG AC- 3) (Ausubd et a., 2003), especificos de la secuencia del vector. La
composicion de la mezcla de reaccidn fue la utilizada con otros cebadores y como ADN molde
se empled | pl de la suspension acuosa del clon a analizar. Los clones fueron procesados en €l

secuenciador 3730XL DNA de laempresa Macrogen (Sell, Corea).

L as secuencias obtenidas se editaron con e programa BioEdit 7.0.5.3. (Hall, 1999). Para
cada una de las secuencias, se detecto la posicion del inserto y se eliminaron las regiones
correspondientes a vector de clonacion. Las secuencias demasiado cortas (< 300 nucledtidos) o
cuyo cromatograma mostraba baja calidad se eliminaron. Las secuencias obtenidas se analizaron
en busca de posibles estructuras quiméricas, fragmentos de ADN generados durante la
amplificacion por PCR que proceden de, a menos, dos microorganismos distintos. Para
detectarlos se utilizé el software mothur (Schloss et al., 2009). Tras este andlisis, |as secuencias
de la base de datos no redundantes se compararon con las secuencias depositadas en e National
Center for Biotechnology (NCBI; http:// www.ncbi.nlm.nih.org/blast/) usando e agoritmo
BLASTN (Altschul et a., 1990). Las secuencias alineadas se agruparon en unidades
taxondmicas operativas (OTUs), con unaidentidad de 97%. Ademas, se construyeron las curvas
de rarefaccion para cada una de las muestras analizadas, con € fin de estimar € grado de
cobertura de los clones analizados respecto a la diversidad esperable de la comunidad

microbiana.

Para aislar especies del género Chroococcidiopsis se cultivo durante 14 dias y en medio
solido BG11, biofilm de la muestra Ne.8. La extraccion de ADN se realiz6 mediante FastDNA
SPIN for Soil Kit (MP Biomedicals, France) segun instrucciones del fabricante. Posteriormente
se reaizd la amplificacion mediante PCR con cebadores de cianobacterias, clonacion y

secuenciacion segun protocol o descrito anteriormente.
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6.4. Resultados
6.4.1. Resultados del analisis microscopico en las zonas de muestreo
Ne.l
Las muestras presentaban, superficialmente, un biofilm de color verde, cuya profundidad
maxima no superd 0,1 mm. El biofilm se encontraba formado por organismos que mostraban

distintas tonalidades de color, con gradacion entre amarillento, azulado y variados tonos de
verde. La colonizacion de la superficie del sustrato fue irregular, con desarrollo de organismos

mezclados con los granulos del sustrato (Fig. 6.1).

Figura 6.1. Microfotografias de la muestra Ne.1. A laizquierda, superficie que muestra distribucion irregular de la
patina formada por microorganismos fotosintéticos. A la derecha, seccién transversal de la muestra con organismos
fotosintéticos superficiales, casmoendoaliticos y criptoendoliticos y capa subsuperficial negra de carbon, paralelaala
superficie (escalas 1 mm).

CLSM corraoboro la distribucion irregular del biofilm en el sustrato y permitio observar
organismos en la superficie y en € interior de grietas y oquedades (Fig. 6.2). En la superficie de
la muestra se observaron numerosas laminas de cristal, dispuestas en paralelo, entre las que se
disponian organismos (Fig. 6.2).
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Figura 6.2. A la izquierda, microfotografia éptica de cristal de calcita de Ne.1 recubierto de microorganismos
fotosintéticos. A la derecha imagen CLSM de intensidad de proyeccién méaxima de autofluorescencia de los
pigmentos fotosintéticos (rojo) y de reflexion de las particulas de mineral (blanco). La imagen permite observar la
presencia de organismos en €l interior del sustrato. (escalas 10 um)

L os organismos observados en las muestras presentaban dos morfologias principales. Una
de ellas se formaba por céulas esféricas o subesféricas de diametro comprendido entre 4-7 pum,
carentes de nucleo, cloroplastos y mitocondrias y rodeadas por una vaina incolora, de grosor
variable, que las envolvia individua mente o en agregados. La mayoria de los individuos con esta
morfologia mostro division por fision binaria en planos irregulares. En una muestra obtenida en
noviembre, se observo la formacion de baeocitos. céulas pegquefias no méviles, formadas a partir
de mudltiples fisiones en la célula madre. El otro grupo morfolégico, menos abundante, se
formaba por células méas pequefias, de aproximadamente 3 um de diametro, sin vaina'y con un
anico cloroplasto discoidal sin pirenoide. Estas morfologias permitieron la identificacion de los
grupos taxondémicos correspondientes a la cianobacteria Chroococcidiopsis sp. y a aga roja
Cyanidium sp., respectivamente. El andlisis de la fluorescencia de los pigmentos y de la
ultraestructura de los organismos permitié observar la coexistencia de individuos vivos y

muertos en d biofilm.

Bgjo € biofilm fotosintético de una de las muestras de esta zona se observo una capa de
color negro intenso y grosor méximo de 0,15 mm, a una profundidad de la superficie
comprendida entre 0,15 — 0,3 mm. Un corte transversal de este fragmento incluido en resina
permitio observar una estructura, desde la superficie de lamuestray haciael interior, en laque se
diferenciaban tres zonas. la mas externa, que presentaba el biofilm, otraintermedia, que contenia
la capa de carbén y la mas interna, que mostraba una importante disgregacion de los

componentes, mas acorde con la de una capa superficial en otros puntos de andlisis. (Fig. 6.3).
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Figura 6.3. Arriba, microfotografias SEM-BSE. Vista general de un corte transversal de la muestrade Ne.1 incluida
en resina epoxy, que muestra una linea negra (estrella) correspondiente a la capa de carbén tipo black carbon,
analizada mediante espectroscopia Raman. Los microorganismos se encuentran dispuestos en concavidades
superficiales como en €l interior de poros del sustrato (flecha). Debajo, ampliacion de las imégenes superiores que
muestran la modificacién del sustrato debida a la colonizacién por microorganismos y la presencia de depdsitos en
el interior de las cavidades.

Para profundizar en € origen de esta capa se analizé mediante espectroscopia Raman
(Unidad Raman, Centro Cientifico y Tecnologico, Universidad de Barcelona) (Anexo 4). Los
resultados indicaron la presencia de carbono amorfo, tipo black carbon, con una banda de
fosfato asociable ala hidroxiapatita (Fig. 6.4). El andlisis quimico del sustrato identifico cristales
de fosfato y calcio (feldespato, plagioclasas y apatita o0 hidroxiapatita) y de carbonato calcico

junto con arcillay, posiblemente, murcielaguina (6.4).
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Figura 6.4. Arriba imagen SEM de la superficie de la muestra Ne.1 y comparativa de espectros XRD obtenidos en
cuatro puntos de la muestra, tres de ellos con una composicion quimica similar, formado por cristales de fosfato y
calcio y un cuarto con mayor proporcion de arcilla. Los distintos maximos revelan la irregularidad de la
composicion del sustrato en puntos muy proximos, debido a la mezcla de calcitay arcilla. El contenido de fésforo
podria estar relacionado con la presencia de murcielaguina. Debajo, espectro Raman de la capa subsuperficial negra
gue muestra la composicién de black carbon.
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Ne.2

Las muestras presentaban un biofilm superficial de color verde intenso que,
ocasionamente, se tornaba azulado. Este biofilm se extendia irregularmente por la superficie
donde también se observaron numerosos fragmentos de cristal (Fig. 6.5). La imagen
estereoscopica de una cara lateral de una de las muestras permitié observar la disposicion
paraela de cristales transparentes asi como la presencia de organismos entre éstos (Fig. 6.5). La
profundidad maxima ala que se observé € biofilm fue cercanaa 1 mm, si bien su desarrollo fue
mas intenso en la zona menos profunda. La disposicion de los organismos fue, mayoritariamente,
en agregados, més frecuentemente cuando el biofilm se distribuia en los huecos del sustrato, tal y

como puso de manifiesto con microscopia laser confocal (Fig. 6.5).

Figura 6.5.Arriba izquierda, aspecto macroscopico de la zona donde se obtuvo la muestra Ne.2 (escala 10 mm).
Arriba derecha imagen estereoscopica de la superficie de la muestra, que muestra distribucién irregular de los
organismos en €l sustrato. Debajo izquierda, imagen estereoscopica de cara lateral de la muestra donde se observan
cristales en disposicion paralela y, entre ellos, organismos fotosintéticos (escala 1 mm). Debajo derecha, imagen
CLSM con proyeccion de intensidad maxima de autofluorescencia de los pigmentos fotosintéticos (rojo) y de las
vainas EPS (verde). Laimagen también muestra lareflexién del sustrato (blanco) (escala 10 um).

159



Las morfologias de los organismos fotosintéticos observados en e biofilm motivaron la
descripcidon de tres grupos. Uno de ellos de células esféricas o subesféricas, con didmetro
comprendido entre 4-7 um, y rodeadas por una vaina incolora. Algunas de estas células
mostraban agregados de células hijas a partir de una célula maternal y llegaron a superar las 10

um de didmetro antes de romper lavaina paraliberar alas células hijas.
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Figura 6.6. A laizquierda, microfotografias SEM de dos puntos de la muestra Ne.2. A la derecha, espectros XRD
correspondientes a estos puntos. En las imagenes superiores se observa mayor proporcién de cristales y menor
nimero de organismos. Por el contrario, las imagenes de abajo muestran mayor proporcién de arcilla 'y mayor
crecimiento superficial de organismos.

Al igua que la muestra de Ne.1, en una muestra coetédnea de la zona Ne.2 también se
observé formacion de baeocitos. Este morfotipo fue identificado como Chroococcidiopsis sp.
Otro morfotipo, de abundancia similar en e biofilm, fue identificado como Cyanidium sp. y se

formaba por células de 3 um de didmetro aproximado y ausencia de vaina envolvente.

160



Finalmente, organismos morfol égicamente asociables al género Aphanothece también fueron
identificados en esta zona, pero en abundancia muy inferior. El andlisis de la ultraestructura de

los organismos mostro la coexistencia de diferentes estados fisiol 6gicos dentro del biofilm.

El andlisis elemental indicd que e sustrato se formaba por abundantes cristales de
carbonato célcico y arcilla, cuya proporcién variaba en puntos préximos de la muestra (Fig. 6.6).
Las muestras con mayor proporcion de arcilla mostraron mayor concentracion de organismos

respecto de las muestras con mayor concentracion cristales (Fig. 6.6).

Ne.3

El sustrato de las muestras mostré una colonizacion muy irregular por un biofilm de color

verde que ocupaba, principalmente, las zonas mas internas y espacios intersticiales del sustrato
(Fig. 6.7).

Figura 6.7. A laizquierda, aspecto macroscépico de la colonizacion del sustrato por €l biofilm en lazona Ne.3. Las
flechas blancas sefidan la presencia de excrementos de murciélago (escala 10 mm). A la derecha, imagen CLSM
gue representa la proyeccion de intensidad maxima de autofluorescencia de pigmentos fotosintéticos (rojo) y de
vainas EPS (verde) junto con lareflexion del mineral (blanco) (escala 10 um).

Las técnicas de microscopia permitieron diferenciar dos grupos de organismos

fotosintéticos en base a su morfologia. Uno de ellos se formaba por individuos esféricos, con
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tonalidad verde intensa muy homogénea, aislados o formando grupos, y de distintos tamafios,
comprendidos entre 2,3-(7,0)-8,5. Estos organismos se encontraban rodeados por una vaina
transparente que los envolvia individualmente o en agregados. Las divisiones observadas fueron
irregulares mayoritariamente, més regulares en lafase inicia y, posteriormente, se tornaban méas
irregulares. Ocasionalmente, se observaron células que abergaban numerosas células
redondeadas e inmdviles que eran liberadas a romperse la pared de la célula madre, identificadas

como baeocitos. Este grupo se relaciono con Chroococcidiopsis sp.

Figura 6.8. A laizquierda, microfotografias SEM de dos puntos de la muestra Ne.3. A la derecha, espectros XRD
correspondientes a estos puntos. Las imagenes superiores permiten observar una zona de la muestra cuyo espectro
indica la presencia, préacticamente exclusiva, de cristales de carbonato calcico. Las imagenes inferiores muestran una
zona de la muestra, muy proxima ala anterior, con mayor numero de organismos y un importante pico de fésforo en
el espectro.

Las imagenes de la superficie del sustrato mostraron abundantes cristales dispuestos en
paralelo, muchos ellos con evidencias de deterioro como, por gemplo, pequefias zonas de

disolucién en los cristales. Entre estos cristales y en cavidades del sustrato se observo otro
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morfotipo formado por organismos esféricos, de unas 3 um de didmetro, que se asociaron al
género Cyanidium (Fig. 6.9). El andlisis de la composicién quimica de la muestra determindé la
presencia de abundantes cristales de carbonato calcico. Este andlisis mostrd, ocasionamente,
picos de fosforo que podrian estar relacionados con los abundantes excrementos de murciélago
(murcielaguina) observados en la zona de muestreo. Al igual que en Ne.1 y Ne.2, las muestras
con mayor cantidad de cristales mostraron la presencia de un menor nimero de organismos
respecto de las muestras con mayor cantidad de arcilla, en las que se pudo observar mayor

presencia organica (Fig. 6.8).

Mediante la microscopia confocal y de transmision identificd organismos en diferentes
condiciones fisiologicas dentro de una misma colonia. Con relativa frecuencia, se observaron
numerosos individuos muertos en el biofilm, que solian estar rodeados de peguefios organismos
sin fluorescencia, compatibles con bacterias, junto a otros organismos cuyas imagenes de
ultraestructura mostraban una aparente reordenacion de los tilacoides (Fig. 6.9).

Figura 6.9. A la izquierda, microfotografias SEM de Ne.3 que muestra la presencia de cristales de calcita y
organismos adheridos a éstos, que también se desarrollan en oquedades de la superficie (escala 20 um). 3. A la
derecha, imagen TEM de Ne.3 que muestra colonia con la mayoria de organismos fotosintéticos en malas
condiciones y, junto a éstos, numerosas bacterias, probablemente heterétrofas. Los organismos en buenas
condiciones presentan vacuolas y una aparente reorganizacion de tilacoides previa alafase de division celular.
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Ne.4

En la Sala de la Torca la capa de microorganismos fotosintéticos es visible por su
coloracion en distintas tonalidades de verde. En el afio 2007 se obtuvieron muestras de 4 zonas
diferentes de la Sala de la torca: Ne.4(1) Ne.4(2), Ne4(3) y Ne4(4). Todas las muestras
presentaban colonizacién del sustrato por biofilms con diversas tonaidades de verde, que
abarcaban desde verde intenso o tenue hasta azulado, si bien en Ne.4(1) y Ne.4(4) se observé un
mayor desarrollo del biofilm (Fig. 6.10).

Fam—

Figura 6.10. Iméagenes de las 4 superficies muestreadas en la Sala de la Torca. De arriba a abajo y de izquierda a
derecha: Ne.4(1) Ne.4(2), Ne.4(3) y Ne.4(4)

La microscopia de luz transmitida permitié observar organismos y su distribucién en €l
sustrato, en ocasiones asociada a cristales de neoformacion. Microorganismos o sus restos se

observaron, tanto superficialmente como en €l interior de cavidades, en todas las muestras (Fig.
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6.11). La dteracion de la capa més superficial del soporte debida a la presencia de organismos
ligados a particulas de sustrato se observO macroscopicamente y se corrobor6 mediante
microscopia SEM (Figs. 6.12 y 6.13). El andlisis composiciona de la muestraindico la presencia
de cristales de carbonato célcico y de carbonato célcico y magnésico, junto con arcilla (Fig.
6.15).

Figura 6.11. Microfotografias SEM. Vista general de cortes transversal de las 4 zonas de la Torca, incluidas en
resina epoxy y metalizadas con oro. De arriba a abgjo y de izquierda a derecha: Ne.4(1), Ne.4(2), Ne.4(3) (escala 30
pm) y Ne.4(4) (escala 10 um). La distribucion de los microorganismos o sus restos se observo tanto en superficie
del sustrato como en las concavidades y zonainterna de los poros.

Tanto el grosor como la profundidad alcanzada por € biofilm en e sustrato fueron
diferentes para cada una de las zonas evaluadas. A pesar de que la microscopia éptica permitio
observar organismos fotosintéticos, o sus vainas vacias en todas las muestras, mediante CLSM,
en la zona Ne.4(3) no se detectaron microorganismos con fluorescencia, mientras que en la zona
Ne.4(2) la fluorescencia fue muy débil. En las otras zonas, os microorganismos fotosintéticos,

revelados mediante fluorescencia y por o tanto activos, no se identificaron a profundidades
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superiores a 1 mm (Fig. 6.12). No obstante microorganismos alin viables a profundidades
superiores podrian estar presentes, pero con fluorescencia dificilmente detectable.

Figura 6.12. Microfotografias CSLM de muestra Ne.4(1) con maxima intensidad de proyeccion de la
autofluorescencia de los pigmentos fotosintéticos (rojo). A la izquierda, seccién individual, a la derecha,
composicion de 152 imagenes. Grosor total 873,4 um (escalas 200 um).

f Zmm ! nerjal04_068

Figura 6.13. Microfotografias SEM-BSE de muestra Ne.4(1) que permiten observar la relacion entre los biofilms y
€l substrato, con presencia de microorganismos entre los granulos de sustrato y deterioro de la capa méas superficial
(flechas).
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En general, los microorganismos con baja intensidad de fluorescencia presentaban una
gruesa vaina envolvente, mientras que los gue se mostraron muy fluorescentes poseian una fina
vaina. La matriz de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) se observo irregularmente
distribuida, posiblemente recubriendo microorganismos heterétrofos (Fig. 6.14). Las técnicas de
microscopia determinaron la presencia de la cianobacteria Chroococcidiopsis sp. En Ne.4(1), la
muestra obtenida en el afio 2007 mostré también a la cianobacteria Nostoc punctiforme que sdlo

volvi0 a observarse en una ocasiOn posterior, aunque en malas condiciones.

Figura6.14. Imagen CLSM de muestra procedente de Ne.4(4) con proyeccion tridimensional “extended focus’ en x-
Y, X-Z, y-z, interpolada en x-y y visualizada en z. Proyeccién maxima de fluorescencia simulada en tres canales.
Identificacion de los colores: reflexion de particulas minerales (blanco), autofluorescencia de clorofilas (azul),
autofluorescencia de ficobilinas (rojo), autofluorescencia colocalizada de las cianobacterias en azul (clorofilas) y en
rojo (ficobilinas) (magenta), EPS marcadas con ConA-Alexa 488 (verde). En este caso e color azul brillante
corresponde a la fluorescencia inherente de las vainas de Chroococcidiopsis sp.
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Figura 6.15. De arriba abajo, microfotografias SEM (izquierda) y espectros XRD (derecha) correspondientes a
muestras de las zonas Ne.4(1), Ne.4(2), Ne.4(3) y Ne.4(4), respectivamente. L os espectros revelan una composicion
quimica muy similar formada, principal mente por cristales de carbonato calcico y de carbonato calcico y magnésico.
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Ne.7

Las muestras analizadas contenian un biofilm de tonalidad verde intenso, con aspecto
homogéneo y pequefio grosor, que no alcanzd una profundidad superior a3 mm (Fig. 6.16). Este
biofilm mostré un desarrollo irregular en € sustrato, donde también se observaron cristales sin
organismos. Las técnicas de microscopia mostraron € desarrollo de los organismos en las zonas

mas internas del sustrato, como huecos y grietas (Fig.6.16).

Figura6.16. Arribaizquierda, aspecto macroscépico que muestrala colonizacion del sustrato en lazona Ne.7 (escala
10 mm). Resto, iméagenes CLSM que muestran la proyeccién de intensidad maxima en dos canales de fluorescencia
y uno de reflexién. Identificacion de colores: autofluorescencia de pigmentos fotosintéticos (rojo), autofluorescencia
vainas EPS (verde) y reflexion de particulas minerales (blanco). Se observa la adherencia extrema de |os organismos
al sustrato y su desarrollo, méas intenso, en los huecos de éste (escalas 10 pum).
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Las imégenes de CLSM pusieron de manifiesto técnicas de adherencia extrema de los
organismos al sustrato asi como su distribucion en e biofilm, donde los organismos més
proximos a la superficie poseian vainas mas gruesas y los més interiores vainas mas finas y
mayor fluorescencia de sus pigmentos (Fig. 6.16). La unica morfologia celular identificada fue
Cyanidium sp. gue se relaciond con células esféricas uninucleadas con un cloroplasto discoidal.
Mediante fluorescencia, ocasionalmente se pudieron observar las cuatro células resultantes de la
division del organismo. El andlisis de la ultraestructura de este organismo permitié observar

colonias con microorganismos en diferentes estados fisioldgicos (Fig. 6.18).
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Figura 6.17. Arriba microfotografia SEM de un punto de la zona Ne.7 (izquierda) y espectro XRD correspondiente
(derecha) que muestra un sustrato compuesto, mayoritariamente, por cristales de calcita. Debajo, microfotografias
SEM que muestran la colonizacién del sustrato con mezcla de cristales y microorganismos esféricos y filamentosos.

La superficie de las muestras se caracterizé por la abundancia de cristales de calcita entre

los que se pudieron observar organismos esféricos que, en ocasiones se encontraban rodeados
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por filamentos, de 0,3 um de didmetro aproximado, que no mostraban fluorescencia y de
morfologia semejante a actinobacterias (6.17). En comparacion con otras muestras analizadas,
Ne.7 conté con menor numero de bacterias. La composicion elemental del sustrato demostré que

se encontraba formado, principalmente, por cristales de carbonato célcico y arcilla, esta ultima
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Figura 6.18. Microfotografias TEM. A la izquierda, colonia de Cyanidium sp. con la mayoria de organismos en
condiciones fisiol dgicas desfavorables o senescentes. A la derecha, Cyanidium sp. con interior conservado y gruesa
vaina

Ne.8

Las muestras manifestaron un recubrimiento del sustrato por un biofilm de color verde y
textura pulverulenta, que colonizaba, de forma casi homogénea, toda la superficie (Fig. 6.19). El
aspecto general mostrd individuos en malas condiciones, la mayoria con gruesas vainas, muchas
vacias, y escasos procesos de division. Ocasionamente se observaron divisiones celulares
multiples y vainas de menor grosor. La microscopia laser confocal permitio observar la
fluorescencia natural de los pigmentos y la coexistencia de individuos vivos y muertos dentro de
una misma colonia. Mediante reflexion, se identifico la presencia de cristales, tanto en la
superficie del sustrato y, de forma puntual, sobre los organismos del biofilm. Desde un punto de
vistatridimensional, los biofilms observados parecian presentar relacion entre la profundidad ala
gue se encontraban los organismos en el sustrato y su estado fisiologico, de forma que los mas
viables se encontraban en las partes méas profundas del biofilms. Se identificd un Unico grupo
taxondémico, Chroococcidiopsis sp. formado por organismos fotosintéticos de forma esférica o
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levemente alargada, unicelulares y de didmetro comprendido entre 7,4-(6,8)-2,0 um, rodeados
por una vainaindividual que, ocasionamente, envolvia agregados de células que eran resultado
de la division celular (Figs. 6.19 y 6.21). En una de las muestras cultivadas en laboratorio, se
identificé a alga verde Choricystis chodatii (Jaag) Fott, que resulté muy numerosa en cultivo.
Este aga se considerd invasora debido a que no fue identificada en muestras sin cultivar.

Figura 6.19. lzquierda, imagen macroscépica de la zona Ne.7 (escala 10 mm). Derecha, imagen CLSM de
proyeccién de intensidad maxima de fluorescencia y reflexion. Identificacién de colores. autofluorescencia de
pigmentos fotosintéticos (rojo), autofluorescencia EPS (verde) y reflexion de particulas minerales (blanco) (escala
10 pum).
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Figura 6.20. A la izquierda, microfotografia SEM de la superficie de Ne.8 colonizada por numerosos y diversos
microorganismos, de diferente morfologia y tamafio, que se adhieren a fragmentos de sustrato con evidentes signos
de deterioro (escala 5 um). A la derecha, comparativa de espectros XRD obtenidos en dos puntos de la muestra que
muestran una composicién quimica similar, formado por cristales de carbonato célcico, arcillay un pico de fosforo.

El andlisis composiciona de varios puntos de una muestra ofrecié una composicién

guimica muy semejante entre ellos, con presencia de cristales calcita, arcilla y un notable
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porcentgje de fésforo que podria estar relacionado con la presencia de materia organica (Fig.
6.20). No obstante, contrariamente alo observado en la zona Ne.3, en esta zona no se determiné

lapresenciade restos de murcielaguina

Figura 6.21. De arriba abgjo y de izquierda a derecha, microfotografias CLSM de la misma zona de la muestra Ne.8
observada mediante intensidad de proyeccion méxima de los canales rojo, verde y de reflexién. La fluorescencia de
los pigmentos (rojo) y de las vainas EPS (verde) permite conocer el estado fisiolégico de los organismos. La
reflexion del sustrato permite observar su depdsito sobre los organismos (escalas 10 pum).

173



Ne.9

Los biofilms fotosintéticos de las muestras analizadas presentaron un aspecto
pulverulento, con diferentes tonalidades de verde, que abarcaron desde el verde amarillento hasta
el verde azulado (Fig. 6.22). Mediante estereoscopia se observo, ocasionamente, el desarrollo de
organismos verdes y otros de tonalidad rojiza, compatibles con la morfologia de cuerpos
fructiferos de hongos (Fig. 6.22). En una de las muestras, obtenida en el afio 2008, se observo la
presencia de cianobacterias filamentosas, de morfologia asociable a Leptolyngbya sp., junto con
células que podrian corresponder a los géneros Jenufa y Apanothece. También se observaron
individuos pequefios y solitarios, con un gran plasto en copa y en proceso de division y sin
pirenoide, que se identificaron como Cyanidium sp. La microscopia TEM permitio observar
grandes grupos de organismos con vainas muy gruesas y tilacoides concéntricos que forman un
tridngulo. Entre los organismos, también hubo abundantes restos de vainas vacias de
Leptolyngbya y de una diatomea junto con numerosas bacterias, mas abundantes cerca de los

restos de vainas vacias citados.

Figura 6.22. A la izquierda, aspecto macroscopico de la colonizacion del sustrato por € biofilm en la zona Ne.9
(escala 10 mm). A la derecha, detalle de la colonizacion del sustrato que presenta estructura organica rojiza y
esférica (escala 250 um).

En las muestras obtenidas en noviembre de 2012, tan solo se identificaron organismos
fotosintéticos morfoldgicamente asociables a Chroococcidiopsis sp. Ocasionamente, se
observaron células maternales con numerosas células hijas rodeadas por vainas individuales y

protegidas, en conjunto, por una vaina maternal. Estas células madre abergaban un mayor
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numero de células hijas viables en relacion con las muertas. Junto a estas cianobacterias también
se encontraron filamentos que no mostraron fluorescencia de pigmentos que, por su morfologiay

diametro (1-2 um), podrian corresponder a actinobacterias.

Mediante SEM se puso de manifiesto una distribucion muy irregular de organismos
cocoides en € sustrato, que mostraba un aspecto muy disgregado. La composicion elementa del
sustrato determino la presencia de cristales de carbonato célcico junto con arcilla, con mayor
abundancia de organismos en las zonas que tenian més arcilla. En estas zonas con mayor
cantidad de arcilla y organismos, también se observé un pico de fosforo que podria tener su
origen en lamurcielaguinade lasala (Fig. 6.23).

Figura 6.23. A la izquierda, microfotografia SEM de muestra de la zona Ne.9 A la derecha, espectros XRD
correspondientes a tres puntos de una de las muestras de esta zona. La superposicion de espectros informa de la
presencia de cristales de carbonato célcico en todas las muestras. El espectro que indica mayor porcentaje de arcilla
se determind en un punto con mayor cantidad de organismos, en relacion con € resto de puntos analizados. Este
espectro también mostré un importante pico de fésforo.

Ne.10

El biofilm mostré varias tonalidades de verde, més intenso cuando esta entidad ocupaba
el interior de grietas y oquedades del sustrato. La superficie de las muestras presentd un aspecto
irregular, con pequefias éreas de sustrato sin colonizar. La vision estereoscopica confirmé que la
mayoria de estas zonas, despobladas de biofilm, se correspondian con cristales blanquecinos
semitransparentes. Tal y como se ha descrito en el capitulo 4 de la presente memoria, en la zona

Ne.1l0 se observd, estacionalmente, la presencia una colonia de psocopteros (Psyllipsocus
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ramburii, Selys-Longchamps, 1872), junto a otros artrépodos, que se nutren del biofilm. Junto a
estos individuos también se encontraban colonias de hongos filamentosos (Fig. 6.24).

Figura 6.24. A la izquierda, aspecto macroscopico de la colonizacion del sustrato por €l biofilm en la zona Ne.10
con presencia de colonia de hongos filamentosos (flecha amarilla) y unatelarafia (flecha naranja) (escala 10 mm). A
la derecha, microfotografia CLSM que muestra proyeccion de intensidad maxima de fluorescencia de pigmentos
(rojo) y de vainas EPS (verde). En blanco, reflexion de los componentes inorganicos del biofilm (escala 10 um).

El estudio del biofilm mostré su composicion por dos tipos de organismos fotosintéticos
gue se encontraron, generalmente, aislados. Uno de ellos fue una cianobacteria filamentosa de
entre 2-3 um de didmetro, con gruesas vainas individuaes y células necridicas, con
caracteristicas morfolégicas compatibles con Leptolyngbya sp. o Pseudophormidium sp. El
grupo que formaba la mayor parte del biofilm constaba de células de morfologia esférica e
irregular y fue identificado como los géneros Jenufa y Desmococcus. Este Gltimo se observo en
dos fases distintas de su ciclo, con morfotipo esférico o irregular o, en ocasiones, aargado
formando filamentos cortos con aspecto sarcinoide. En las muestras obtenidas durante el mes de
noviembre, la morfologia esférica de este grupo de organismos fue superior a la filamentosa. En
cambio, en las muestras obtenidas durante e mes de julio, la morfologia filamentosa dominé
sobre la esférica. En una sola ocasion, se pudo observar €l género Humidophila. También se

observaron abundantes bacterias en las muestras (Fig. 6.25).
La composicion quimica del sustrato de la zona Ne.10 fue la que manifest6 mayor

diversidad de componentes, entre los que destacan, por su abundancia, |os cristales de carbonato
célcico y la arcilla, comunes a las otras zonas de control. No obstante, el espectro de difraccion
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de rayos X mostré también picos de aluminio, carbono, oxigeno, silicio y azufre, compatibles

con la presenciade plagioclasas y yeso. (Fig. 6.25)

Figura 6.25. Arriba, a laizquierda, microfotografia SEM de la superficie de la zona Ne.10 que muestra el sustrato
con evidencias de deterioro y numerosos organismos de diferente morfologia que se adhieren a éstos. A la derecha
espectros XRD correspondientes a cinco puntos de una de las muestras de esta zona. La superposicién de espectros
permite comprobar diversidad de componentes del sustrato, entre los que se encuentran cristales de carbonato
célcico, plagioclasas y yeso, junto con arcilla. Debagjo, microfotografias SEM que muestran la presencia de
abundantes filamentos de actinobacterias que envuelven alos organismos y alos granulos de sustrato.

Ne.1ll

En esta zona de control se observaron tres tipos de biofilms, diferentes desde un punto de
vista macroscopico. Por este motivo, la zona se dividio en tres subzonas, identificadas con las
siglas Ne.1lla, Ne.llb y Nellc, a partir de las cuales se obtuvieron muestras que fueron

analizadas mediante microscopia. Las muestras procedentes de Ne.11a mostraron un biofilm que
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se desprendia facilmente del sustrato y formaba agregados macroscépicos de color verde oliva,
aspecto muy humedo y textura mucilaginosa (Fig. 6.26). La dureza del sustrato sobre € que se
desarrolla este de biofilm no permiti6 obtener una pequefia porcion de este, tal y como se hizo en
las otras zonas de control. Como organismo més abundante se identificd a la cianobacteria
Aphanothece saxicola, organismo unicelular, de color verde azulado y forma ovalada u oblonga.
Otras cianobacterias observadas pertenecian a los géneros Gloeocapsa y Chalicogloea, ambas
recubiertas de vainas y con division binaria, seglin plano transversal, dando como resultado
células esféricas. En e biofilm se observaron también vainas vacias, probablemente de
Leptolyngbya sp., y restos de Chroococcidiopsis sp., junto con e aga roja Cyanidium sp., en
nimero muy reducido. Las agas verdes estaban representadas por organismos unicelulares
esféricos, de color verde mas claro y cloroplasto parietal que, ocasionalmente mostré una forma
filamentosa emergente. Esta morfoespecie fue identificada como Desmococcus endolithicus.

Finalmente, en |as muestras también se observaron esporas de hongos y actinobacterias.

Figura 6.26. A la izquierda, aspecto macroscépico de la colonizacion del sustrato por € biofilm en la zona
denominada Ne.11a (escala 10 mm). A la derecha, microfotografia CLSM que muestra organismos del biofilm con
proyeccién maxima de los canales rojo y verde. ldentificacién de colores. autofluorescencia de pigmentos
fotosintéticos (rojo) y autofluorescencia EPS (verde)

El andlisis de la composicion quimica indico la presencia, casi exclusiva de materia
organica, junto diversas proporciones de silicio, azufre, calcio, duminio, magnesio y titanio

compatibles con la presenciade arcillas, yeso, ortosas y feldespatos (Fig. 6.27).
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Figura 6.27. A la izquierda, microfotografia SEM del biofilm de la zona Ne.lla, que muestra agregados de
organismos envueltos en una vaina. A la derecha espectro XRD correspondiente a la imagen, que muestra la
presencia mayoritaria de materia organica junto con arcillas. La presencia de osmio en € espectro se debe a una
contaminacion debida ala osmificacién de la muestra durante el procesado de mejora de laimagen.

Las muestras obtenidas en Ne.11b presentaban un biofilm de color verde intenso, con un
desarrollo aparentemente compacto y homogéneo sobre la superficie del sustrato. Mediante
estereoscopia se observd e biofilm en zonas que, a smple vista, parecian ausentes de
colonizacion, tales como huecos del sustrato, con una profundidad inferior a3 mm. A pesar de la
evidente humedad del biofilm y del sustrato, su texturano alcanz6 a ser gelatinosa (Fig. 6.28).

Figura 6.28. A la izquierda, aspecto macroscopico de la zona Ne.11b (escala 10 mm). A la derecha, fotografia
estereoscopica con abundantes cristales y desarrollo de organismos fotosintéticos en las oquedades y grietas del
sustrato (escala 250 pm).

Se identificaron organismos unicelulares en e biofilm, esféricos y de color verde intenso,
con nucleo, mitocondrias y cloroplasto parietal. Estos organismos mostraron, ocasiona mente,
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filamentos emergentes del cuerpo celular y fueron identificados como Desmococcus
endolithicus. Junto a ellos se observaron bacterias en diferentes estados fisioldgicos: division
celular, senescencia y muerte, junto con vainas vacias de antiguos organismos, si bien las
bacterias més préximas a los organismos fotosintéticos parecian presentar mejores condiciones.
Ocasionalmente se observaron organismos que podrian corresponder a la morfoespecie
Stichococcus sp. (Fig. 6.29).

La microscopia TEM también puso de manifiesto un desarrollo superficial de los

organismos, que no penetraban de forma activa en € sustrato sino que se adherian a éste y

ocupaban sus zonas més profundas.

Figura 6.29. A laizquierda, imagen de microscopia éptica convencional que muestra a los organismos cubriendo la
superficie del sustrato. La flecha sefiala un organismo del género Stichococcus sp. (escala 10 um). A la derecha,
microfotografia TEM de la capa mas superficial del sustrato, que muestra la presencia de bacterias (flecha blanca) y
organismos fotosi ntéticos (flecha negra) (escala’5 um).

El andlisis quimico de la muestra indico una elevada variabilidad de componentes, en
puntos muy proximos de la muestra. Los compuestos identificados fueron cristales de carbonato
calcico, carbonato calcico y magnésico, silicatos, arcilla, ortosas, €etc.
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Figura 6.30. A la izquierda microfotografias SEM de dos puntos de una muestra de la zona Ne.11b. A la derecha
espectros XRD correspondientes a estas iméagenes, que determinan un sustrato de composicién muy heterogénea. El
espectro superior muestra la presencia de cristales de carbonato calcico, carbonato célcico y magnésico y silicatos de
magnesio y el espectro inferior muestra la presencia de ortosas.

El aspecto macroscopico de la zona Ne.11c fue muy similar a delazona Ne.11b, si bien
la colonizacién se mostr6 mas homogénea y la superficie del sustrato més hiumeda. Mediante
estereoscopia se observo que las muestras contenian un biofilm de color verde intenso que
colonizaba, irregularmente, la superficie del sustrato. A nivel microscopico, se identificd un
grupo taxondmico formado por organismos unicelulares, esféricos y de color verde intenso que,
con frecuencia, formaban agregados. La ultraestructura celular permitié observar en este grupo la
presencia de niicleo, mitocondrias y un cloroplasto parietal, asi como figuras de division. A pesar
de que no pudo ser observado su ciclo completo, las caracteristicas morfol0gicas y |a cercania de
las zonas Ne.lla y Nellb, motivé la identificacion de este grupo como Desmococcus
endolithicus. Junto a estos organisSmos, se observaron organismos semejantes, mas pequefios, que
podrian corresponder a células aisladas y agregados sarcinoides de D. endolithicus o a miembros

del género Jenufa sp. También se observé un grupo morfolégico formado por células esféricas,
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con plasto discoidal y division mediante autosporas. A pesar de que no pudo ser observada su
ultraestructura, este grupo fue identificado como Cyanidium sp. debido a su morfologia, tipo de

division, color y aspecto del biofilm que formaba.

Mediante microscopia SEM-BSE se observd la colonizacidén de la superficie de la
muestra por abundantes organismos fotosintéticos. El anadlisis de la composicion quimica indico

la presencia mayoritaria de cristales de carbonato calcico.

Figura6.31. Arriba, alaizquierda, aspecto macroscopico de lazonaNe.11c (escala 10 mm). A laderecha, fotografia
estereoscOpica que muestra un desarrollo del biofilm mas homogéneo que Ne.11b (escala 250 um). Debgjo, a la
izquierda, microfotografia de microscopia éptica de corte semifino de una muestra teflida con azul de metileno en la
gue se observan los microorganismos fotosintéticos dispuestos en € interior del sustrato. A |la derecha, imagen
CLSM con proyeccién maxima de intensidad de autofluorescencia de los pigmentos fotosintéticos (rojo) y de las
vaina de EPS (verde). En blanco, reflexion de sustrato inorganico. Se observa la presencia de Desmococcus
endolithicus y un organismo semejante de menor tamafio, probablemente Jenufa sp. (escala 250 pm).
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Figura 6.32. Arriba microfotografias SEM-BSE que muestran la distribucion de los organismos en el sustrato de
Ne.1llc. Debgjo, a la izquierda, microfotografia SEM de un punto de la superficie y, a la derecha, espectro XRD
correspondiente a esta imagen que indica la presencia mayoritaria de calcita en la muestra junto con una escasa
proporcidn de magnesio.

Ne.12

Al igua que la zona Ne.ll, esta zona Ne.12 se dividio en dos subzonas. Ne.1l2a y
Ne.12b, en base a las diferencias macroscopicas observadas. La zona Ne.12a se encontraba
colonizada por un biofilm de color verde intenso que se desarrollaba superficiamente en un
espeleotema con agua liquida en la superficie. El estereoscopio permitio observar una mayor
colonizacion de los huecos y grietas del sustrato por los organismos (Fig. 6.33). El empleo de las
técnicas combinadas de microscopia permitié observar organismos filamentosos con falsas
ramificaciones, de (3,3)-4,7-(6,6) de longitud y 2,5 um de anchura, identificados como

Pseudophormidium sp. Otro organismos observados mostraron también filamentos, mas finos
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que los anteriores, y se identificaron como Leptolyngbya sp. y Aphanothece saxicola. Otros
organismos observados en e biofilm fueron relacionados con las especies Gloeocapsa atrata y
Chalicogloea cavernicola en base a sus caracteristicas morfologicas, ambas con envueltas

mucilaginosas, asi como con algas verdes de |os géneros Desmococcus y Jenufa (Fig. 6.33).

Figura6.33. Arriba, alaizquierda, aspecto macroscopico de la zona Ne.12a (escala 10 mm). A la derecha, fotografia
estereoscOpica que muestra el sustrato colonizado por un biofilm fotosintético junto a cristales sin colonizar (escala
1 mm). Debajo, microfotografias CLSM con proyeccion maxima de intensidad de autofluorescencia de los
pigmentos fotosintéticos (rojo) y reflexion de sustrato inorganico (blanco). La flecha blanca, en la imagen de la
izquierda, sefiala un filamento de Desmococcus endolithicus que comienza aalargarse y, junto a éste, se encuentran
organismos mas pequefios que podrian pertenecer al género Jenufa. A la derecha mezcla de Aphanothece saxicola,
Gloeocapsa atrata y Leptolyngbya sp.

El espectro de difraccion de rayos X de la muestra mostré que € sustrato se componia,
principalmente, de mineral de carbonato calcico y arcilla. Los puntos de la muestra analizada que
presentaron mayor cantidad de arcilla mostraron también un pico de fosforo y se encontraban
colonizados por un mayor nimero de organismos (Fig. 6.34). En otros puntos de la muestra, €
espectro de difraccion de rayos X mostro la presencia casi exclusiva de cristales de carbonato

cacico.
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Figura 6.34. Microfotografias SEM que muestran la distribucién de los organismos en € sustrato de Ne.12a. Se
observa la presencia de numerosos organismos fotosintéticos junto a una notable red de actinobacterias y otros
organismos filamentosos no fotosintéticos dispuestos entre los cristales de neoformacién. Arriba a la derecha,
espectro XRD que describe la composicion quimica del sustrato, formado por cristales de carbonato calcico y una
importante proporcion de arcilla. En este punto de la muestra, € pico de fésforo identificado en el espectro podria
estar relacionado con la presencia de 10s numerosos organi Smos en la muestra.

La zona Ne.12b mostré un biofilm de tonalidad verde pardo, escaso grosor y distribucién
irregular en € sustrato. La superficie del espel eotema donde se desarrollaba present6 un aspecto
pOroso y, aparentemente seco, al contrario de lo observado en lazonaNe.12b (Fig. 6.35). En este

biofilm se identificaron los géneros Cyanidium y Pseudophormidium (Fig. 6.36)
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Figura 6.35. Arriba, a la izquierda, aspecto macroscopico de la zona Ne.12b (escala 10 mm). A la derecha,
fotografia estereoscopica que muestra la superficie del sustrato colonizada por biofilm fotosintético junto a cristales
sin colonizar (escalal mm).

Figura 6.36. Imagen CLSM de muestra de Ne.12b con Pseudophormidiun sp. Proyeccion tridimensional “extended
focus’ en x-y, x-z, y-z, interpolada en x-y y visualizada en z. Proyeccion méaxima de fluorescencia en dos canales:
autofluorescencia de pigmentos fotosintéticos (rojo) y autofluorescencia de vainas EPS (verde).

186



L e

Figura 6.37. Arriba a la derecha, espectro XRD que muestra la composicion quimica del sustrato que se forma,
principalmente, por cristales de carbonato calcico y menor proporcion de arcilla. Resto, microfotografias SEM que
muestran la distribucion de los organismos en €l sustrato de Ne.12ay la presencia de organismos no fotosi ntéticos,
probablemente bacterias, en el biofilm.

Ne.13

La zona Ne.13 corresponde a una superficie que, inicialmente, se encontraba libre de
colonizacion por organismos fotosintéticos y fue sometida a iluminaciéon mediante leds que
emitian luz blanca (ver capitulos 4 y 5). Transcurridos unos meses, se observo e desarrollo de
pequefias pétinas verdes en la superficie iluminada (Fig. 6.38). Mediante estereoscopia se
identificaron organismos fotosintéticos que se distribuian de forma irregular sobre € sustrato,
con mayor presencia en las zonas mas blanquecinas (Fig. 6.38). Estas muestras solo fueron
observadas mediante microscopia Optica convencional, que permitio la identificacion
morfoldgica de las algas verdes Desmococcus endolithicus y Stichococcus bacillaris, junto a
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filamentos bacterianos, probablemente pertenecientes a actinobacterias (Fig. 6.38). El andlisis

molecular confirmo la presencia de D. endolithicus y Stichococcus sp.

Figura 6.38. A la derecha, fotografia estereoscopica que muestra la superficie del sustrato, muy blanca, colonizada
por biofilm (escala 1 mm). Debajo, microfotografia éptica con organismos fotosintéticos esféricos y alargados,

compatibles con los géneros Desmococcus y Stichococcus (Escala 10 um).

6.4.2. Tablaresumen

zonas de estudio puntuales
morfoespecies  |Nel|Ne2|Ne3|Ned| Ne7 | Ne8 | Ne9 [Nel0|Nell|Nei2|Nei3| ol | Neama | 3c2
Chroococcidiopsissp. + + + + + + +
Gloeothece rupestris +
Gloecapsa atrata +
Chalicogloea N .
cavernicola
Nostoc punctiforme + +
Leptolyngbya sp. + o+ o+ o+
Pseudophormidium sp. + + + +
Aphanothece saxicola + + + + +
Jenufa sp. + + +
Desmococcus
endolithicus oottt
S chqcogcus N R R
bacillaris
Choricystissp. +
Cyanidium sp. + o+ 4+ + + + +
Humidophila contenta + +

Tabla 6.2. Morfoespecies y morfotipos identificados en cada zona de control asi como en las zonas de muestreo

puntual .
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6.4.3. Resultados del analisis molecular

Los resultados obtenidos para la identificacion de cianobacterias y eucariotas

fotosintéticos, en las zonas analizadas, fueron los siguientes (Jurado et al., 2015):

Ne.l

I dentificacion de cianobacterias

o sieiatn Abundancia | Similitud fldenti'ﬁ-:arién G Voo
de clones (%) (5] [nimero de acceso]

91 Microcoleus sp. {EFE54075) Osciflatoriales

NelARM K24 78.5 91 Microcoleus steenstrupii {KC311865 5
b3 ' 51 Holothecs sp. (Mum?gsw :I Chioocopies

91 Rhopaiodio gibba Diatomea
MelARMBact-KE 205 S0 Halothece sp. (AIDOODT24) Chroococcales

S0 Microcoleus chthonopiostes [EFEG4089) | Oscillatoriales

I dentificacion de eucariotas

Clon representativo Abundancia Similitud rlderltiﬁcacién Rango taxonémico
de clones (%) %) {numero de acceso)

NeLADNEUKABAZE | 85 % | Gregaring bomarum (FAS3743) | Eukaryea |

NeLAONEUAEKS | 5 % | cregaing et (£455781) | Apesrpier

NeLADNEUKABKIS | 5 % | Gregaring bogorum (FMS3743) | Eoeregminerda

vsoevsesr | s | G | Gesuee menamm sy |

Ne. 2

|dentificacion de cianobacterias

Clon representativo Abundancia de | Similitud Identificacion Rango taxonémico
clones (%) (%) {niimero de acceso)
MNelARNCya-K41 423 95 Cloroplasto de Cyonidium sp. (FI350400)
MNe2ARNCya-K26 30,8 95 Cloroplasto de Cyonidium sp. (F1330400) | Eukaryota
MelARNCya-K51 7,7 o5 Cloroplasto de Cyanidium sp. (FI390400) Rhodophyta
Me2ARNCya-KA9 38 55 Cloroplasto de Cyanidium sp. (F1350400)
91 Microcoleus sp. (EFE54075) Oscillatorizles
MNe2ARNCya-K32 7.7 91 Microcoleus steenstrupii (KC311865)
91 Halothece sp. (A1000724) Chroococcales
91 Microcoleus sp. [EFE54075) Oscillatoriales
MNe2ARNCya-K55 7.7 91 Microcoleus steenstrupii (KC311865) Chrococcales
91 Halothece sp. [A1000724)

189



| dentificacion de eucariotas

ol it Abundancia de | Similitud ldentificacion R P
i e clones (%) (%) [mumero de acceso) ango e
B2 Gregaring trogica (FI459749) Eukaryota
Ne2ADNEUKA-K2S 947 :
= 90 Gregaring blottarum (F1459741) Alveolata
Apicomplexs
iz Gregaring trogica (FI459749) Conoidasida
Ne2ADNEUKA-K22 53 : :
= B0 Gregaring blottarum (F1459741) Eugregarinorida
Ne.8

|dentificacion de cianobacterias

i = Abundancia | Similitud Identificacion = - Phee
On representatii® | de clones {%) %) {numero de acceso) R

90 Microcoleus sp. (EFE54075)
o0 Microcoleus steenstrupii (KC311865) 5 :

Ne8ARMCya-K10 75 a0 Plectanema sp. |AY430160) Oscillatoriales
90 Halothece sp. [AJ000724)
o0 Ciancbacteria simbionte de Cyancbacteria

25 20 Rhopalodia gibba (ABS46725)
MNeBARMBact-K46 2
i 20 Rhopolodia gibba {AIS82391) Digtomea

o0 Symplocastrum torsivem (EFE54065) Oscillatoriates

Coleofosciculus chthonoplostes {JEFE54043)

Oiscillatoriales

Identificacion de microorganismos fototréficos cultivables

Abundancia _— . .
. Similitud Identificacion .
Clon representativo de clones . Rango taxonomico
%) (%] [niimero de acceso)
MNel-ES 516 99 Navicula phyllepta (FI002222) Diztomea
100 Synechocystis sp. (CPO03265)
Ne8-K18 226 Ch I
® : 100 | Aphanocapsa cf. rivularis (J0070058) roaEoCeEEs
MNeg-K29 9,7 92 Microcoleus steenstrupii (KC999638) Osdillatoriales
93 Geminocystis sp. (APOL14821)
Nes-kE 6,4 58 Synechocystis sp. [ABD35001) Chroococcales
MNeg-K13 3,2 97 Geminocystis sp. (APO14821) Chroococcales
MNeZ-E15 3,2 91 Halothece sp. (AJOD0724) Chroococcales
Ne8-K25% 3,2 93 Choricystis parasitica |KM362878) Chlorophyta
Ne.ll

I dentificacion de cianobacterias

i Abundancia Similitud ldentificacion .
Clon representativo de clones [%) %) {nimero de acceso) Rango taxonomico
91 Cyanothece sp. (CPOD030E) Chroccoccales
MellARNBact-K39 100 91 Gloeocapsa sp. (ABOETSTS) Chrooccoccales
90 Loriellopsis covernicola (NR117381) | Stigonematales
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Ne.10

I dentificacion de cianobacterias

Dot v Abundancia Simnilitud Identificacion Riang Famoidiiin
de clones %) (%]} |niimero de acceso)
91 Loriellopsis covernicola (NR117881) Stigonematales
21 Cyanothece sp. {CPODDE0E) Chroococcales
SR 16 228 51 Gloeocopsa sp. (ABDETSTS) Chroococcales
91 Geitlerinema sp. (EF372580}) Osciflatoriales
91 Cyanothece sp. {CPOODE0E) Chroococcales
MNelDARNCya-K32 185 1 Lorieifopsis cavernicola (NR117881) Stigonematales
91 Gloeocapsa sp. [ABO6757S) Chroococcales
90 Cyanothece sp. {CPOODE0E) Chroococcales
MNelDARNBact-K2 141 S0 Gioeocopsa sp. (ABOGTSTS) Chroococcales
S0 Loriellopsis covernicola (NR117881) Stigonematales
a1 Cloroplasto de Chiamydomonas reinhandi
(FI458262)
Ne10ARNCya-K64 119 a1 iﬂgﬂr:g!;;;]de Planctonema lauterbonii Chiorophyta
51 Cloroplasto de Gonium pectorale
{F1458262)
90 Cyanothece sp. {CPOODE0E) Chroococcales
MNelODARNEBact -K4 65 90 Gloeocapsa sp. |ABDETSTS) Chroococcales
S0 Loriellopsis covernicola (NR117881) Stigonematales
51 Microcoleus sp. (EFE54075) Oscillatoniales
NelOARNCya-K50 65 91 Microcoleus steenstrupii (KC311865) Oscillatoniales
91 Halothece sp. (AJOD0724) Chroococcales
a1 Cloroplasto de Chlampdomonas reinhordftii
(Fr458262)
NelOARNCya-K17 43 51 f,';,’;:g?;;f;{’e Plooctomema taaterbonl.. | G i
Cloroplasto de Gonium pectorale
o {FI458262)
51 Cloroplaste de Chigmpdomonas reinhandftii
(F1436575)
21 Cloroplasto de Goniwm pectoroie
MNelDARNBact -K46 33 (APD12454) Chiorophyta
921 Cloroplasto de Pleodoring starrii
{1x977846)
MNelDARNCya-K70 33 54 Cloroplasto de Cyanidium sp. (FI390400) Rhodophyta
a1 Cloroplasto de Chiampdomonas reinhandtii
(FI458263)
5 Chlorophyta
NelDARNCya-K1 11 50 E:;;g’fz':;t; de Bonjuns pactorale Chiorophyta
: Bryophyta
a0 Clomplaito de Physcomitrella patens
{APODSET2)
91 Microcaleus sp. [EF654075) Cscillatoriales
MellARMIya-KE2 11 21 Microcoleus steenstrupii (KC311865) Cscillatoniales
91 Haoiothece sp. (AJO00724) Chroococcales
91 Microcaleus sp. [EF654075) Cscillatoniales
MNelDARNCya-K51 11 50 Microcoleus steenstrupii [KC311865) Oscillatonales
91 Haiothece sp. {AJO00724) Chroococcales
an Cloroplasto de Chiamydomonas reinhandi
[F1458262) Chiorophyta
MelDARMCy=-K39 11 50 F;;E’fz':;t; v Eroni pecioale Chiorophyta
a0 Cloroplasto de Physcomitrella patens Brynphys
|APODSET2)
51 Phaormidium of. cerugineo-coeruleurm
MNelDARNCya-K4 11 [KC453210) Oscillatoriales
50 Microcaleus steenstrupii (KC999631)
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: Abundancia = Similitud Identificacion i
Clon representativo de clones [%) %] i s i) Rango taxonomico
21 Phormidium cf. @erugineo-coerniewm
MelDARNCya-K28 11 [KC263210) Cscillatoriales
30 Microcoleus steenstrupii (KCS99631)
a1 Cloroplasto de Chiomydomanas reinhardtil
[F1438575)
Cloroplasto de Gonium pectorole .
NelOARNBact-K30 11 91 (4P012434) Chicrophyta
Cloroplasto de Pleodoring starril
= (1¥577245) .
B9 Geitlerinema sp. (EF372580) Oscillatoriaies
MelDARMNBact K47 11 50 Lorieflopsis covernicola (MR117881) Stigonematales
30 Cyenothece sp. (CPO0O20E) Chroocoocales

| dentificacion de eucariotas

| : Abundancia Simnilitud Identificacion s
Fian epreseniiiva de clones [%) %) [miumero de acceso) i S
98 Jenufa minuta (HMS63744)
NelOELKAADN-KSS 386 56 Jenufa perforata |HM563743) Chiorophyta
93 Brocteococrus ruber (10259919)
= Jenufo minuta (HMS63744)
Nel0ELKAADN-KE1 143 56 Jenufa perforata [HM563743) Chiorophyta
93 Brocteococrus ruber (10259919)
= Jenufo minuta (HMS63744)
NelOEUKAADH -K258 7.1 56 Jenufa perforats |HM563743) Chiorophyta
92 Broctencocrus ruber (10259919)
= Jenufo minuta (HMS63744)
NelOEUKAADN -K53 7.1 96 Jenuf perforata (HMS563743) Chiorophyta
93 Brocteococrys ruber (10259919)
a7 Jenufo minuta [HMS63744)
NeLOEUKAADN-KTS L 32 Bractegcoccus ruber [JQ253313) Chiorophyta
57 Jenufa minuta (HM563744)
NelOEUKAADN K96 71 96 lenufa perforate (HM563743) Chlorophyta
92 Bractegcoccus ruber [J0259919)
| NelOEUKAADN -K74 7.1 | =58 [ Jenufoc minuta [HM5E3744) | chiorophyta
96 lenufo perforota (HMSE3743)
92 Brocteecocous ruber [10259919)
93 Jenufo minuta (HM563744)
Ne1OEUKAADN K87 7.1 96 Jenufo perforata (HM553743) Chlorophyta
33 Brocteecocous ruber [10259919)
| 98 Jenufa minuta (HM563744)
MelDEUKAADN -K& T a3 Brocteacoccus ruber (10259919) Chlorophyta
S8 Jenufa minuta (HMS63744)
MelJEUKAADN -K45 7.1 =3 Broctecoccus ruber {J0259919) Chlorophyta
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Ne.11 (gelatinoso)

I dentificacion de cianobacterias

Abundancia g ! o
Clon representativo de clones S r|dEEItIﬁi:-E€FDI'I Rangeo taxondmico
%) [numero de acceso)
(%]
92 Cyonothece sp. (ABOG7SEL)
NellBmixARNCya-K23 L2 92 Glosothece sp. [ABDETSTT) Chroocoocales
g2 Aphanacapsa sp. [EU248133)
92 Cyonothece sp. (ABOG7SEL)
MNellBmixARNBactk3l 333 92 Glosothece sp. [ABDETSTT) Chroocoocales
92 Aphanocopsa sp. (EU249123)
92 Gloeothece sp. (ABDETSE0)
MNellBmixARNBactkK2l 4.2 92 Cyanothece sp. (ABOE7SEL) Chroocoocales
g2 Aphanocopsa sp. [EU242133)
92 Cyonothece sp. (ABOG7SEL)
MNellBmixARNBactkl? 42 92 Gloeothece sp. (ABDGTSTT) Chroococcales
32 Aphanocaopsa sp. [EU245123)
92 Cyanathece sp. (ABDGTSEL)
MNellBmixARNBactk32 21 92 Gloeothece sp. [ABOETSTT) Chroocoocales
g2 Aphanocopsa sp. (EU249123)
593 Cyanathece sp. (ABDGTSE1)
MNeliBmixARNBactdd 21 92 Gloeothece sp. (ABDETSTF) Chroocoocales
| 52 Aphanocopsa sp. [EU245123)
NellBmixARMNBactKle 53 Cyanothece sp. (ABMGTSEL) Chroococcales
21 92 Gloeothece sp. [ABDETSTF)
92 Aphanocopsa sp. ([EU245123)

Ne.13

I dentificacion de cianobacterias

| ’ Abundancia de | Similitud Identificacion s
Clon representativo clones [%) %) Giine e atiesil Rango taxonomico
92 Cloroplasto de Koliella longiseta
{HEB1O0163)
Cloroplasto de Pabig signiensis
Nel3ADNCya-K40 415 92 (KM452266)
g7 Cloroplasto de Chiorello ellipsoiden
{%12742) |
53 Cloroplasto de Pseudochioreilo sp. Chlorophyta
{ABS23020)
53 Cloroplasto de Pabig signiensis
{KM452866)
RREANEacERI2 &a7 53 Cloroplasto de Chiorello ellipsoiden
{%12742)
53 Cloroplasto de Xoliello longiseta
{HEGLO163)
53 Cloroplasto de Pseudochiorella sp.
{ABS23020)
593 Cloroplasto de Pobig signiensis
(KEME62366)
PRI ABERc: KR 19 33 Cloroplasto de Chioreli ellipsoidea
(X12742)
53 Cloroplasto de Koiielle longiseta
{HEG10163)
Nel3ADNCya-¥24 19 a1 Cloroplasto de Noliella longiseta
* {HEGLO163)
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| dentificacion de eucariotas

Abundancia de

Similitud

Identificacion

| Clon representativo clones [%) %) G e Rango taxondmico
o Stichococcus minutus {(JN400256)
Nel3ADNEUKab-K44 1m0 ag Desmococcus endolfithicus Chlorophyta
{EU434026)
Ne. 4 (Torca)
Identificacion de cianobacterias
[ i Abundancia de | Similitud Identificacion i i
clones (%) %) {numero de acceso
51 ficrocoleus sp. [EFE52075 : =
ToncalNiihior 331 3 91 Microcoleus sfpe;:nsfrup i I:K]C31 1865) Ssctiatoniak:s
TorcaARMBactk3 5 90 Spiruding major (AM709631) Oscillatoriales
TorcaARMNBactK10 25 91 Microcoleus steenstrupii (KC311865) | Osciflatoriales
TorcaARMBactke i 91 Microcoleus sp. (KC453204) e i
- S0 Spirufing major {AM709631) ) )
TorcaARMBactKS - 90 Spiruling major (AMTO0631) ———
o 91 Microcoleus sp. [KC463204) )
TorcaARMNBactk4 90 Microcoleus sp. (KC453204) Dscillatoriales
a8 Plectonema sp. [AY430160) Oscillatoriates
25 g Haiothece sp. [AJON0724) Chroocoocales
50 Phormidivm of. aerugineo-coeruleumn | Dscillatoriales
{KCA463210)
TorcaARMNBactkS 91 Microcoleus sp. |[KC463204 L ;
3 30 Spiruling ma;fr [[m ?09531:' ) Caciisunales
TorcaARMBactk2 it 91 Microcoleus sp. [KC463204) ——
" 90 Spiruling major {AM709631) :
TorcaARMBactkll 90 Spirwling sp. (AM70%631)
25 a0 Spiruling major [FM177505) Oscillatoriales
91 Microcoleus sp_ (KC463204)
TorcaARMAArch-K26 25 91 Hagiothece sp. [AJO00724] Chroococcales
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6.5. Descripcion de los morfotiposy morfoespecies

6.5.1. Clase Cyanophyceae, Orden Chroococcidiopsidales, Familia Chroococcidiopsidaceae
(Komérek et a., 2014)

1. Chroococcidiopsis Geitler 1933
Especie tipo: Chroococcidiopsis thermalis Geitler 1933

Presenta células solitarias, en grupos o en agregados que se distribuyen irregularmente
sobre el sustrato. Con membranas finas no gelatinosas, incoloras, no concéntricas. Las células
vegetativas son cocoides, globulosas, irregulares o poligonales después de divisiones sucesivas 0
cuando forman grupos. Se dividen siguiendo tres planos distintos, dando lugar a células hijas
irregulares, aunque las primeras divisiones suelen parecer regulares. En funcién de las
condiciones ambientales, también puede formar numerosos baeocitos inméviles, tanto en células
aisladas como dentro de células que forman grupos. Cuando se liberan estos baeocitos aumentan
su tamafo hasta igualar el tamafio de las células vegetativas. (Komérek y Anagnostidis, 1998).
Las células que se dividen, las células aisladas y 10s baeocitos se liberan por roturairregular y/o
gelatinizacion de las envolturas maternales. No presenta estadios filamentosos. Los tilacoides
suelen estar distribuidos irregularmente en el protoplasto (Budel y Rhiel, 1985).

Este género fue descrito por primera vez en fuentes calientes de Sumatra v,
posteriormente, ha sido identificado en otros habitats extremos de todo e planeta, tales como
desiertos secos, aguas dulces y marinas, ambientes hipersalinos, cuevas con nitratos, etc.
(Wierzchos et al., 2006; Hauer, 2015). Se considera un organismo muy resistente a condiciones
desfavorables extremas y un importante factor de biodeterioro del patrimonio (Miller et al.,
2010).

Chroococcidiopsis sp.

Presenta células solitarias 0 en agregados de tamafios y agrupaciones muy variables. Se
encuentra irregularmente distribuido sobre el sustrato, con tendencia a ocupar las grietas y
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oquedades, asi como el espacio entre los cristales, donde se observan posibles zonas de
disolucién (Fig. 6.39).

MTorcad_10

Figura 6.39. Iméagenes SEM que muestran € desarrollo casmoendolitico de Chroococcidiopsis sp. en oquedades del
sustrato (izda.) y entrelos cristales (dcha.). La flecha sefiala posibles zonas de disolucién delos cristales.

El color de sus colonias oscila entre el verde azulado, brillante, amarillento u oliva,
dependiendo de la coloracion de las células que las forman, relacionado, a su vez, con la
humedad del sustrato (Fig. 6.40).

Figura 6.40. Microscopia optica convencional de células aidadas (izda.) y agregados (dcha.) de Chroococcidiopsis
sp. procedentes de muestras de campo de la Cueva de Nerja (escala 10 um).

Las vainas son de grosor variable, muy finas en colonias con las células dividiéndose y
gruesas en las células individuales, aparentemente resistentes, claramente delimitadas e
incoloras. El tamafio de las células vegetativas es variable, se observa un continuo entre el
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tamafio minimo de los baeocitos (0,8 um), levemente elipsoidales, hasta el méximo de las células
solitarias (4,9 um), con tamafios medios de (2,6)-3,5-(4,9) 9 um (n=50). El nimero de células
hijas determinadas en el interior de los esporocistes es variable, desde 2 0 4 hasta mas de 50
baeocitos, aungue este Ultimo caso tan solo se observé de forma puntual en cultivo (Fig. 6.41). El
espectro de emisién de las células muestra la presencia de los pigmentos ficocianina y
aloficocianina (méximo entre 640 y 660 nm). En menor proporcion se observa también clorofila

a (maximo a 680 nm no distinguible con la fluorescencia del conjunto) (Fig. 6.40).

Figura 6.40. Arriba, imagenes de CLSM con proyeccién de intensidad méxima y observadas en la direccion z, que
muestran Chroococcidiopsis sp, incluido en laroca encgjante. A la derecha, detalle de la colonia. Identificacion de
colores: autofluorescencia los pigmentos (rojo), autofluorescencia de las vainas (verde), reflexion dd sustrato
(blanco). Debajo, imagen CLSM de Chroococcidiopsis sp. con formacion de baeocitos, junto a Leptolyngbya sp. y
numerosas bacterias acompafiantes visibles por latincion de su ADN con € marcador Hoechts 33342. |dentificacion
de colores: nucleoides (azul), autofluorescencia de pigmentos (rojo), reflexion del sustrato (blanco). A la derecha,
espectro de emision de Crhoococcidiopsis sp. que muestra un amplio maximo correspondiente a la ficocianina y
aloficocianinay, en menor proporcion, laclorcfilaa
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La ultraestructura revela la presencia de una vaina fina en todos los tipos de células, que
puede engrosarse o formar capas, y de una pared gruesa que se abre para permitir la liberacion de
las células procedentes de divisiones vegetativas o simultédneas (baeocitos). Los tilacoides se
disponen en capas concéntricas parietales, con algunos fasciculos con orientacion distinta, o
repartidos por toda la célula. En alguna célula se observan granulos irregulares blancos, con
aspecto de polihidroxialkenoatos. Se determina division vegetativa irregular mediante
invaginacion de la membrana citoplasmética y de la capa de peptidoglicano (Fig. 6.41).

Figura 6.41. Microfotografias TEM de Chroococcidiopsis sp. Arriba se observan las células inmersas en sustancias
exopoliméricas de baja densidad que les permiten absorber y retener la humedad. También se observan bacterias
acompafiantes. Debajo, a laizquierda, estadio avanzado de la divisién celular con liberacién de las cdulas hijas por
ruptura de lavainamaternal. A laderecha, estadio inicial deladivision con reestructuracién del contenido tilacoidal,
sin gparicién de paredes, previaalaformacion de baeocitos.
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La produccion de baeocitos puede ser realizada de dos modos diferentes. EI mas comin
se presenta después de una o dos divisiones binarias con sus planos rectangulares entre si, las
células hijas se dividen en diferentes planos sin crecimiento intermedio. El otro tipo presenta
divisiones multiples e irregulares simultaneas que producen numerosas células (Budel y Kauff,
2012) (Fig. 6.41). En el material procedente de la Cueva de Nerja se han observado ambos tipos
de division. La divisién simultdnea se comprobé mediante TEM, que permitiéo observar la
disposicion de los tilacoides formando grupos enrollados en el interior de la célula madre, sin

formacion de paredes celulares simultaneas (Fig. 6.41).

Por la forma y tamafio de las células y baeocitos, asi como por los tipos de agregados, la
morfoespecie de la Cueva de Nerja puede corresponder a la especie C. fissurarum (Ercegovic)
(Komérek y Anagnostidis, 1998) organismo que coloniza tanto la superficie como las oquedades
y poros del sustrato, descrito en rocas calcareas supralitorales de la costa croata del

Mediterraneo.

Su posicion taxondémica no es clara y ha sido trasladado de grupo diversas veces. Los
andlisis filogenéticos de la especie tipo C. thermalis, habitante de fuentes termales, mostraron
gue formaba una familia, Chroococcidiopsidaceae Geitler ex Bidel, Donner & Kauff (Bldel y
Kauff, 2012), definida por su morfologia, con células solitarias subesféricas o irregulares que
formaban agrupaciones no polarizadas. EI género forma un orden propio Chroococcidiopsidales
(Komérek y Anagnostidis 1998; Komarek et al., 2014). Se trata de organismos que, en su
mayoria, viven en hébitats extremos tales como desiertos frios o calidos o habitats salobres
(Komérek y Hindak, 1975; Friedmann, 1980; de los Rios et al., 2010; Cumbers y Rothschild
2014).

En la Cueva de Nerja, representa el morfotipo més abundante de las muestras analizadas
y hasido identificado en las zonas Ne.1, Ne.2, Ne.3, Ne.4, Ne.8, Ne.9, Ne.11. A nivel molecular,
secuencias obtenidas de material de campo de Ne.1, Ne.2 y Ne.10 y de cultivo muestran un 90%
de similitud con de una cepa halotolerante del genero Hal othece (Garcia-Pichel et al., 1998).
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6.5.2. Clase Cyanophyceae, Orden Chroococcales, Familia Aphanothecaceae (Komarek et
al., 2014)

1. Aphanothece N&geli 1849
Especie tipo: Aphanothece microscopica Néageli 1849

Colonias multicelulares micro o macroscopicas, gelatinosas, esféricas o sin forma
definida, formadas por células ovales o cilindricas con extremos redondeados, dispuestas
irregularmente en colonias mucilaginosas amorfas. EI mucilago colonial puede ser delgado,
incoloro, homogéneo y difluente (sugb. Anathece), de limites definidos y superficie més o menos
lisay homogénea (subg. Cyanogastrum) o estratificado, de color amarillento a amarillo pardusco
en la periferia formandose, en este Ultimo caso, vainas individuales delimitadas y/o estratificadas
alrededor de las células (subf. Aphanothece) (Fig. 6.42). El cromatoplasma, en ocasiones, esta
bien diferenciado. Ladivision celular se lleva a cabo por fisidn binaria en un plano perpendicular
al gje longitudinal, durante sucesivas generaciones. EI movimiento de las células hijas, después
de ladivision, dan la apariencia de divisién oblicua (Komarek y Anagnostidis, 1998; Komérek et
al., 2011). La reproduccion se lleva a cabo por fragmentacién de las colonias e incluso por

células aisladas. La formacidn de nanocitos se da solo en algunas especies.

El género Aphanothece fue descrito por Nageli, en 1849, en base a criterios morfoldgicos.
Pogteriormente, esta descripcion del género ha sido modificada y ampliada diversas veces y ha
dado lugar a la separacion de subgéneros y la transferencia de diversas morfoespecies a otros
géneros (Komarek et al., 2011). La reorganizacion se ha basado en caracteres moleculares (16S
rDNA) como criterio basico para evaluar las unidades taxonémicas a nivel genérico y los
caracteres ultraestructurales y morfolégicos (fenotipicos) que coincidian con los resultados

genéticos, como criterios adicionales (método polifésico).
Aphanothece saxicola N&geli 1849
Los morfotipos identificados en la Cueva de Nerja coinciden, morfoldgicamente, con esta

especie. Se observa su desarrollo sobre espeleotemas con escorrentia irregular, formando
colonias microscopicas, dispuestas densamente en grandes masas localmente abundantes,
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gelatinosas y amorfas, de color pardo. Poseen una Unica envoltura mucilaginosa incolora,
indistinta. Las células son ovales o cilindricas con extremos redondeados, con contenido no
homogéneo, de color verde oliva y sin clara separacion entre cromatoplasma y nucleoide. Su
tamafio (2,2-) 2,4- 2,8 (-3,5) x (3,3-) 3,9- 4.1 (-5,0) um es ligeramente superior a los minimos
citados para la especie (1,5 pum de ancho) (Figs. 6.42 y 6.43).

Figura 6.42. Microfotografias de Aphanothece saxicola de la zona Ne.11. A laizquierda, éptica convenciona dela
superficie de la muestra con organismos y granulos de sustrato. A la derecha, CLSM de maxima intensidad de

proyeccion paralafluorescencianatural de los pigmentos fotosintéticos (escala 10 ).

SEl 15kV %x3,000 Sum
Nerja2012_11a

Figura 6.43. Iméagenes de Aphanothece saxicola. A laizquierda, microfotografia SEM que muestra su distribucién
en € sudtrato. A la derecha, microfotografia SEM-BSE en la que se aprecia la presencia de vainay lairregularidad
deladisposicion de los tilacoides en € interior de los organismos.

Mediante longitud de onda de excitacion de 488 nm, el espectro de emision permitié
determinar la presencia de los pigmentos ficoeritrina (emision entre 572 a 577 nm), ficocianina
(emision entre 640 a 645 nm), aloficocianina (emision entre 658 a 664 nm) y clorofila a (emision
entre 679 a 684 nm) (Fig. 6.44).
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Figura.6.44. Perfil espectral de la maxima autofluorescencia emitida por 1os pigmentos fotosintéticos de A. saxicola
mediante longitud de onda de excitacion de 488 nm. Se observan |os picos de emision de la ficoeritrinay la suma de
aloficocianinay clorofilaa.

A nivel ultraestructura los tilacoides se disponen paralelamente en pequefios fasciculos
gue se encuentran irregularmente distribuidos por todo el volumen de la célula. Esta distribucion,
caracteristica del grupo de Aphanothece sensu stricto (Kémarek et al., 2011), es visible tanto en
las secciones longitudinales como en las transversales (Fig. 6.45).

Figura 6.45. Microfotografias TEM de céulas de Aphanothece saxicola (Ne.12) A laizquierda, dos células cortadas
transversalmente después de la division. A la derecha, seccién longitudinal de célula alargada con evidencia de la
formacion ddl septo (flechas) caracteristico de las primeras etapas de la divisién. En ambas imégenes se observan los
tilacoides parados, formando fascicul os e irregularmente distribuidos por la célula. También se observan las vainas
difluentes alrededor de las células.

El resultado del analisis molecular no indica evidencia de su pertenencia al género
Aphanothece. La similitud con especies de los géneros préximos. Cyanothece sp. (AB067581),
Gloeothece sp. (AB067577) y Aphanocapsa sp. (EU249123) es del 92%.
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A. saxicola es una especie aerofiticay subaerofitica que crece sobre rocas hiimeda, suelos
y otros ambientes himedos. También ha sido descrita en cuevas (Popovic, 2015, Seckt, 1938;
Margalef, 1952). Mas informacién sobre su distribucion puede consultarse en Komérek y Hauer,

(2013) y, especificamente, sobre superficies rocosas en Hauer et a. (2015).

En la Cueva de Nerja este morfotipo se ha identificado en las zonas Ne.9, Ne.11, Ne.2,

Ne.12 y Ne.ama

2. Gloeothece Nageli 1849
Especie tipo: Gloeothece linearis Négeli 1849

Este género forma colonias pequefias, compuestas por grupos de 2, 4 o0 més células que
poseen vainas gelatinosas individuales y vainas comunes que, a veces, rodean a los grupos. Las
capas de mucilago se componen de sustancias poliméricas producidas por las propias células.
Las vainas pueden ser hialinas o formar envolturas lameladas, incoloras o azuladas, violetas o
pardas, con margenes delimitados. Pueden formar grandes acumulaciones micro o
macroscopicas de textura mucilaginosa. Las células son anchamente ovales o cilindricas con
extremos redondeados, azuladas, verde azuladas, pardas o violetas. Presentan contenido granular
o granulos prominentes. La division celular es transversal, respecto a eje longitudinal, en un
plano durante generaciones sucesivas. Antes de la siguiente division, las células crecen hasta el
tamafio original y producen sus propias vainas. La reproduccion se realiza mediante la
desintegracion de los agregados coloniales o por liberacidn de las células tras la gelatinizacion de

las envolturas.

La mayoria de especies del género se desarrollan en habitats aerofiticos, principalmente
piedras himedas en montafias. Se han citado también en zonas himedas con plantas y detritos y
una especie planctonica (Geitler, 1932; Komérek, 1992; Komarek y Anagnostidis, 1998).

Gloeothece rupestris (Lybgbye) Bornet in Wittrock et Nordstedt 1880

El morfotipo identificado en Nerja coincide morfoldgicamente con la especie G. rupestris
(Lybgbye). Presenta colonias verdosas, pequefias y formadas hasta por 32 células con vainas,
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gue se agrupan irregularmente. Las vainas son concéntricas, lameladas, conspicuas, delimitadas e
incoloras o con la capa exterior amarillenta, a menos en algunos grupos (Fig. 6.46). Las células
son verdosas con contenido granulado, elipsoidales, ovales o cilindricas con extremos
redondeados de tamario (7,6-) 7,6 (-7,7) x (10,8-) 14.1 (-16,0) um (Fig. 6.46).

Figura 6.46. Microscopia 6ptica de Gloeothece rupestris que muestra las capas concéntricas lameladas, formadas
por sustancias poliméricas extracdlulares (EPS). La imagen de la derecha presenta exterior de la vaina con
coloracion amarillenta (tipico del morfotipo) y también con pequefios depdsitos (escala 10 pm).

A nivel ultraestructural, lostilacoides se disponen méas o menos radialmente en fasciculos
gue se encuentran irregularmente distribuidos por todo e volumen de la célula. Se dividen
mediante fision binaria simple y simétrica en dos partes iguales, con plano de division orientado

perpendicularmente al eje mayor (Fig. 6.47).
G. rupestris se considera una especie cosmopolita, con desarrollo aerofitico o sobre rocas
himedas, tanto en medios antrépizados como naturales, entre ellos, las cuevas (Komérek y

Anagnostidis, 1998; Komérek y Hauer, 2013; Hauer et al., 2015).

En la Cueva de Nerja, este morfotipo de identifico en Ne.3c-2, de muestreo puntual y con

caracteristicas ecoldgicas semejantes alas zonas Ne.11 y Ne.12.
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Figura 6.47. Microfotografias TEM de Gloeothece rupestris. A la izquierda, colonia con capas mucilaginosas
ampliasy lamédadas y células con tilacoides periféricos que se agrupan, cas perpendiculares, ala superficie. A la
derecha, inicio de ladivision cdular mediante invaginacion simétrica de la membrana citoplasméticay de la capa de
peptidoglicano.

6.5.3. Clase Cyanophyceae, Orden Chroococcales, Familia Microcystaceae (Guiry, 2015)

Género Gloeocapsa Kiitzing 1843
Especie tipo: Gloeocapsa atrata Kutzing 1843

Colonias microscopicas que pueden llegar a ser macroscopicas, generalmente
pluricelulares (formadas por peguefios grupos de células), mucilaginosas, amorfas, epiliticas o
epifitas (raramente libres en agua). Tanto las células individuales como los grupos se rodean de
anchas vainas, generalmente concéntricas, estratificadas y mucilaginosas, que se unen formando
masas. Las vainas pueden ser incoloras o coloreadas por pigmentos (gloeocapsing, escitonemina)
gue le confieren tonalidad amarilla, amarilla-marrén, naranja, roja, azul o violeta, en funcion de
laespecie, de lafase del ciclo deviday del habitat en el que se desarrollen los organismos.

Las células son esféricas o raramente ovaladas. Cada célula se divide mediante fision
binaria dentro de su vaina y, en las divisiones sucesivas, en tres planos perpendiculares
produciendo su propia vaina. Después de la division son hemisféricas, generalmente con

contenido homogéneo azul-verde palido, a veces con granulos solitarios. Crecen hasta el tamafio
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original antes de volver a dividirse. Se reproducen mediante la liberacion de células, con o sin
envolturas mucilaginosas. Presentan ciclos vegetativos con distintas formas morfoldgicas
(status), condicionadas por influencias ecolégicas. Pueden colonizar grandes &reas sobre de
sustratos rocosos &ridos o hiimedos y en otras zonas hiimedas. Se considera que muchas especies
son cosmopolitas (Komérek y Anagnostidis, 1998).

Gloeocapsa atrata Kiitzing 1943

El morfotipo identificado en la Cueva de Nerja coincide morfolégicamente con
Gloeocapsa atrata. Presenta colonias de hasta 30 um de didmetro, constituidas por subcolonias
subesféricas. Cada subcolonia esta formada por 2, 4, 8 0 mas células esféricas con envolturas

individuales incoloras, ovales o esferoidales, aunque claramente lameladas y de grosor variable.

Las células son de color azul-verdoso y pdlido, de forma esférica o levemente alargada,
semiesférica después de la division, que tiene lugar por fisidn binaria, en primer lugar, y en tres
planos perpendiculares en las sucesivas divisiones. Los tamafios que presenta son variables, en
su mayoria 1,1-(2,35)-3,34, aungue algunas células son més grandes, sin superar los 4,2 ym de

diametro.

El espectro de emision de los pigmentos informé de la presencia de ficocianina (entre 640
a 645 nm), aloficocianina (entre 658 a 664 nm) y clorofilaa (entre 679 a 684 nm) (Fig. 6.48).

Esta especie presenta una distribucion cosmopolita y ha sido ampliamente descrita en

paredes y rocas humedas, suelos y cuevas, principalmente de zonas no antropizadas. (Hauer et
al., 2015, Komarek y Anagnostidis, 1998).
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Figura6.48. G. atrata. Arriba, imagenes de microscopia convencional y CLSM de méaxima intensidad de proyeccién
de fluorescencia los pigmentos (rojo). A la derecha, detalle de las vainas, claramente lameladas. Debagjo, imagen
CLSM de maxima intensidad de proyeccion. Identificacion de colores: DNA tefiido con marcador Hoechts 33342
(azul), fluorescencia natural de los pigmentos al oficocianing, ficocianinay clorofilaa (rosa) y delas vainas (azul). A
la derecha, espectro de emisién de los pigmentos de tres células que muestra, en los tres casos, |os mismos maximos
de emision, correspondientes a la ficocianina (entre 640 a 645 nm), aloficocianina (entre 658 a 664 nm) y clorofilaa
(entre 679 a 684 nm) (escala 10 um).

En la Cueva de Nerja, este morfotipo de identificd las muestras de la zona Ne.12, a las
gue no se le realizo andlisis molecular. En muestras de Ne.11, con caracteristicas morfologicas
semejantes a Ne.12, el andlisis molecular identific clones de Gloeocapsa sp. con 91% similitud
con Gloeocapsa AB067579, procedentes de aguas costeras de Singapur (Ohki, 2008).
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6.5.4. Clase Cyanophyceae, Orden Chroococcales, Familia Chroococcaeae (Komérek et al.,
2014)

1. Chalicogloea M. Roldéan, M. Ramirez, J. del Campo, M. Herndndez-Mariné & J. Komérek
2012.

Especie tipo: Chalicogloea cavernicola M. Roldan, M. Ramirez, J. del Campo, M. Herndndez-
Marinéy J. Komarek 2012.

Este género integra células procariotas, esféricas o ligeramente oblongas, con vainas
concéntricas, individuales, mucilaginosas, incoloras, lameladas o no. Los organismos se
disponen en colonias microscopicas irregulares densamente pobladas. Presentan contenido
azulado, incoloro en el centro y tilacoides fasciculados, irregularmente repartidos,
principalmente cerca de la pared. La division es regular, en planos perpendiculares. En colonias
adultas se pueden observar divisiones irregulares en las generaciones sucesivas, que no
recuperan el tamafio inicial antes de la siguiente division. Especie aerofitica descrita en una
cueva turistica de Espafia (Roldan et al., 2012) que, en la actualidad, no ha sido identificada en
otro hébitat (Hauer et al., 2015).

Chalicogloea cavernicola M. Roldan, M. Ramirez, J. del Campo, M. Herndndez-Mariné & J.
Koméarek 2012

La morfoespecie identificada en la Cueva de Nerja coincide morfol6gicamente con
Chalicogloea cavernicola. Esta especie fue identificada formando colonias de hasta 60 um de
diametro. Las células mostraron un tamafio de 1,7-2,5 x 2,7-3.3 um de diametro, contenido
granular y una linea hialina central. Se observaron vainas marcadas o informes, no lamedas. Su
identificacion como Chalicogloea cavernicola se basd en criterios de habitat y similitud de las
caracteristicas morfolégicas, aunque en la Cueva de Nerja se mostré un tamafio ligeramente
inferior ala descripcion original (Fig. 6.49).

No hay evidencia molecular de la pertenencia del morfotipo identificado en la Cueva de

Nerja a la especie Chalicogloea cavernicola.
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En la Cueva de Nerja este morfotipo ha sido identificado en muestras de las zonas Ne.11
y Ne.12.

Figura 6.49. A laizquierda, microfotografia dptica convencional de Chalicogloea cavernicola en muestra de la zona
Ne.lla (escala 10 pm). A la derecha, microfotografia CLSM con maxima intensidad de proyeccion para cuatro
canales: rojo (autofluorescencia de ficobilinas), azul (autofluorescencia de clorofila a), verde (autofluorescencia de
EPS) y azul turquesa (fluorescencia de acidos nucleicos marcados Hoechst 33342). Composicion de 108 x-y
seciones opticas (0,13 um de intervalo). Se observa Leptolyngbya sp. , una cdula en division de Chroococcidiopsis
sp. y Chalicogloea cavenicola (escala 10 pm).

6.5.5. Clase Cyanophyceae, Orden Synechococcales, Familia L eptolyngbyaceae (Komarek et
al., 2014)

1. Leptolyngbya Anagnostidis & Komérek 1988
Especie tipo: Leptolyngbya boryana (Gomont) Anagnostidis et Komarek

Forma filamentos y suelen encontrarse en grupo. Habitualmente forma laminas planas,
flotantes o unidas al sustrato aunque también puede formar colonias compactas o costras. Los
filamentos son flexuosos o curvados, solitarios o en fasciculos, raramente atenuados o capitados.
Pueden presentar vainas 0 no y, tanto su presencia como el grosor, suelen depender de los
factores ambientales. Los tricomas son de 0,5-3,5 pm de ancho y presentan hormogonios
moéviles o inmoviles. Las células son cilindricas, isodiamétricas, mas largas 0 més cortas que

anchas, con tilacoides periféricos y contenido homogéneo, sin vesiculas de gas. Algunas cepas
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presentan adaptacion cromatica. La reproduccién es por fragmentacion de tricomas, con o sin

células necridicas.

Se trata de un género muy comln que integra mas de 80 especies, actualmente en
reevaluacion y definicion de las caracteristicas diacriticas. Engloba muchas especies que habian
sido descritas en otros géneros, tales como Lyngbya, Phormidiumy Plectonema. Es sinbnimo del

LPP-group B sensu (Rippka et al., 1979).

Las especies de Leptolyngbya son habitantes muy comunes de suelos, aguas dulces,
salobres o termales. También se han descrito en rocas y paredes de monumentos. Este género es
especialmente abundante en cuevas 0 otros medios naturales asi como en ambientes artificiales
(Hauer et al., 2015). La taxonomia es dificil debido a su simplicidad morfoldgica (Komarek,
1992). Sobreviven con escasa iluminacion gracias a los pigmentos fotosintéticos ficoeritrina,
ficocianina y aloficocianina, ademas de la clorofila a (Albertano, 2012, Albertano y Hernandez-

Maring, 2001).

L eptolyngbya sp.

Presenta filamentos solitarios que se mezclan entre otras algas y cianobacterias,

raramente formando costras con los filamentos entremezclados.
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Figura 6.50. Arriba izquierda, microfotografia optica convencional de Leptolyngbya sp. en sustrato. A la derecha,
espectro de emisién de Letolyngbya sp que muestra los maximaos emision de la ficoeritrinay de un conjunto formado
por ficocianina, aloficocianinay clorofilaa.
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Células cilindricas, cuadradas o levemente més cortas o largas que anchas de tamafio
(1,4) 2,1-23 (-2,5) x (1,5) 1,7-1.9 (-2,3) pm. Célula terminal no ensanchada, redondeada o
apuntada asimétricamente. Sin ensanchamiento terminal. La vaina puede ser no visible o medir
hasta 3 um de anchura (Figs. 6.51 y 6.52). El espectro de emisién celular informé de la presencia
de los pigmentos ficoeritrina, ficocianina, aloficocianinay clorofilaa (Fig. 6.50).

Figura 6.51. A la izquierda, imagen CLSM con méxima intensidad de proyeccion para la fluorescencia de los
pigmentos (rojo). A la izquierda, tricoma aislado con células necridicas. Identificacion de colores: nucleoides
teflidos con Hoechts 33342 (cyan), sustancias exopoliméricas y/o sustrato (verde), ficobilinas (rojo) y clorofila a
(azul) (escalas 10 um).

Sus caracteristicas morfologicas y de hébitat no se corresponden con ninguno de los
morfotipos previamente descritos. En la Cueva de Nerja, este morfotipo ha sido identificado en
muestras obtenidas en las zonas Ne.9, Ne.10, Ne.11 y Ne.12. El morfotipo identificado en la
Cueva de Nerja presenta, molecularmente, un méximo de similitud del 91% con otros géneros de

las Oscillatoriales, pero no con € género Leptolyngbya.
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Figura 6.52. Microfotografias TEM de Leptolyngbya sp. Arriba, izquierda, filamento rodeado de restos de vainas
(escala 5 um). El resto de las imagenes muestran las amplias capas mucilaginosas de los tricomas, los tilacoides en
disposicion periférica, paralela a la pared celular necridicas pareadas, que permiten la rotura de los tricomas y la
formacion de hormogonios.

6.5.6. Clase Cyanophyceae, Orden Oscillatoriales, Familia Microcoleaceae (Komarek et al.,
2014)

1. Pseudophormidium (Forti) Anagnostidis & Komérek 1988

Especie tipo: Pseudophormidium phormidioides (Hansgirg ex Forti) Anagnostidis & Komérek
1988.
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Por lo general, este género forma masas 0 grupos, a veces organizados radialmente,
aungue también pueden encontrarse solitarios y mezclados con otras algas. Los filamentos tienen
falsas ramas frecuentes, simple, dobles 0 superpuestas, en el interior de una vaina delgada y
firme, raramente mucilaginosa, lamelada o no e incolora. Suelen presentar constricciones en los
tabiques. Las células son isodiamétricas, en general, aunque pueden presentar forma variable. La
célula terminal es obtuso-conica, sin calibra ni ensanchamiento terminal. Los tricomas se
fragmentan mediante hormocitos u hormogonios méviles. La divisién celular es sentido
transversal, perpendicular a eje longitudinal de los tricomas, las células hijas crecen hasta el
tamafio original antes de la siguiente division. Todas las células pueden dividirse, pero pueden
aparecer zonas meristeméticas. No presentan vacuolas de gas y, con frecuencia, tienen granulos.
El género incluye especies del perifiton o de arroyos, junto con otras que se desarrollan en
sustratos subaéreos. Muchas especies han sido transferidas a este género desde el género
Plectonema (Komérek y Anagnostidis, 2005).

Pseudophormidium sp. (Forti) Anagnostidis & Komérek, 1988

El morfotipo identificado en la Cueva de Nerja presenta un talo de color verde olivay se
encuentra irregularmente distribuido sobre el sustrato (Fig. 6.55). Los filamentos se encuentran
aislados o en grupos, de 2,3-3,8 um de ancho. Presenta falsas ramificaciones simples, tan anchas
como los filamentos de los que proceden (Fig. 6.54). Vainaincoloralisa, sin ensanchamientos en
la base de las ramificaciones. Tricomas cilindricos, olivaceos, sin constricciones (1,1-) 1,6-1,8 (-
1,9) x (3,0-) 4-7 (-8,7) um. EIl contenido celular es homogéneo. Se observan células necridicas y

células apicales redondeadas.

Este morfotipo no guarda parecido con los morfotipos de Pseudophormidium descritos
actualmente. Asi, P. hollerbachianum (Elenkin) Anagnostidis y P. spelaeoides (Cado)
Anagnostidis, de ecologia similar, presentan células isodiamétricas 0 més cortas que anchas y
tienen constricciones en los tabiques. La longitud de las células del morfotipo de la Cueva de
Nerja supera, en més del doble a la medida del ancho.
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Figura 6.54. Pseudophormidium sp. Izquierda, microfotografia éptica convencional con falsa ramificacién de
tricoma, mantenida por la vaina.. Derecha, imagen CLSM de méxima intensidad de proyeccion de ficobilinas
(blanco) (escalas 10 um).

El espectro de emision de los indicd la presencia de los pigmentos ficoeritrina (pico sobre
560 nm) y ficocianina, aloficocianinay clorofila a (con picos solapados sobre 650) (Fig. 6.55).

El desarrollo observado es epilitico y casmoendolitico, en ningln caso endolitico (Fig.
6.56)
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Figura 6.55. Imagen de campo de Pseudophormidium sp. (escala 10 um) y espectros de emision superpuestos de los
pigmentos de Pseudophormidium sp. (morado y amarillo) y Jenufa sp. (verde). Los espectros morado y amarillo
corresponden a Pseudophormidium sp. y muestran dos maximos, uno sobre 560 nm, que corresponde a la
ficoeritrina y otro sobre 650 que representa el solapamiento de la ficocianing, aloficocianina y clorofila a. El
espectro verde corresponde a Jenufa sp. y muestra un maximo, sobre 680 nm que corresponde alas clorofilasay b.
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Figura 6.57. Microfotografias CLSM de maxima intensidad de proyeccion de material de campo con
Pseudophormidium sp. y Jenufa sp. (izad.). A la derecha, las flechas sefialan 1os nucleoides (azul) y un inicio de
ramificacion Pseudophormidium sp. (roja). Identificacién de colores: autofluorescencia de laficoeritring, ficocianina
y aloficocianina (rojo), DNA tefiido con Hoechts 33342 (cian), autofluorescencia de la clorofila (azul),
autofluorescencia EPS (verde), reflexion material inorganico (blanco) (escalas 10 pm).

Este morfotipo se identifico en las zonas Ne.10, Ne.12, Ne.ama, 3c-2. La inexistencia de
clones similares en el andlisis molecular plantea la hipétesis de que se trate de un morfotipo no

descrito

6.5.7. Clase Cyanophyceae, Orden Nostocales, Familia Nostocaceae (Komérek et a., 2015)

1. Nostoc Vaucher ex Bornet et Flahault, 1888.
Especie tipo: Nostoc commune Vaucher ex Bornet et Flahault, 1888.

Se observa como filamentos agregados y entremezclados irregularmente en colonias
gelatinosas, usualmente macroscopicas, con envolturas periféricas. Las colonias suelen ser
esféricas cuando son pequefias y, posteriormente, adoptan morfologias variables en el mucilago
comun. Presentan ciclos de vida variables, con diferentes filamentos y forma de las colonias. Los
tricomas son uniseriados y se estrechan en los tabiques, inicialmente envueltos por vainas
mucilaginosas. Las células tienen morfologia de tonel a cilindricas. Los heterocistos son
generalmente solitarios y con frecuencia tienen posicion apical. Los acinetos se desarrollan a
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partir de células vegetativas solitarias, aunque todas las células del filamento pueden
transformarse sucesivamente. Suelen ser mayores que las células vegetativas. La reproduccion se
[leva a cabo mediante hormogonios méviles. Las células se dividen en un plano perpendicular al
gje del tricoma (Komarek, 2013).

El género Nostoc es heterogéneo y se encuentra en revision en la actualidad. El andlisis
molecular ha motivado la separacion de grupos a nivel de género. De distribucion ecologica

amplia, incluye importantes fijadores de nitrdgeno y muchos tipos simbiéticos.

Nostoc punctiforme (Kitzing ex Hariot) Hariot 1891

El morfotipo identificado en la Cueva de Nerja coincide morfolégicamente con Nostoc
punctiforme. Presenta colonias pequefias, esféricas, subaerofiticas, unidas a sustrato, negruzcas,
generalmente de menos de 1 mm de didmetro que se forman por filamentos entremezclados
densamente que, en estadios jévenes, se observan aglomerados. Vainas finas e incoloras. Células
en forma de barril, irregularmente esféricas a elipsoidales de tamafio (2,4-) 2-4,5 (-5.0) um. Se
observan heterocistos con formade tonel de 4-6 pmy no se determinan acinetos (Fig. 6.58).

Figura 6.58. Imagen de microscopia éptica convencional con Nostoc punctiforme de muestra de campo de la zona
Ne.14 suelo (escala 10 pm).

El espectro de emision de los pigmentos fotosintéticos informd de la presencia de
ficoeritrina (sobre 580 nm) y ficocianina, aloficocianinay clorofila a (sobre 650 nm) (Fig. 6.59).
En la Cueva de Nerja se observd, con desarrollo epilitico y casmoendolitico, en la Sala de la
Torca, iluminada por luz natural (Ne.4) al principio de nuestro estudio y posteriormente, no se

volvieron a identificar en esta zona (Fig. 6.59). En el interior de la cueva, en una zona de
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muestreo puntual, con sustrato de sedimento y presencia de agua liquida estacional
(Ne.14 suelo), también ha sido observada. Esta especie es tipicamente aerofitica, cosmopolita y
muy comin en ambientes naturales (entre ellos las cuevas) y artificiales y también ha sido citada
como simbidtica (Komérek, 2013; Hauber, 2015; Guiry, 2015).

Figura 6.59. A laizquierda, imagen CLSM de maxima intensidad de proyeccién de la fluorescencia natural de los
pigmentos fotosi ntéticos de Nostoc punctiforme. A laderecha, espectros superpuestos de emision de diversas células
individuales que muestran distintas intensidades de fluorescencia, con los picos de maximo de la ficoeritrina 'y los
picos maximos solapados de la ficocianina, aloficocianinay clorofilaa

6.5.8. Clase Chlorophyceae, Orden Chlamydomonadales, Familia Coccomyxaceae (Guiri,
2015)

1. Choricystis (Skuja) Fott, 1976
Especie tipo: Choricystis minor (Skuja) Fott

Alga verde que presenta células aisladas, ocasionalmente en pargjas. Con forma
anchamente elipsoidal, ovoide o globulosa, con cloroplasto parietal abierto y sin pirenoide.
Reproduccion por division oblicua y esporulacién mediante ruptura de la pared celular.

En las muestras procedentes de la Cueva de Nerja, Choricystis sp. presenta células

solitarias, libres'y sin mucilago, elipsoidales, ovoides o casi globulosas de tamafio 6,0-8,5 x 4,0-
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5,0 um, con simetria respecto a eje longitudinal, los extremos ampliamente redondeados o
conicos y un plasto parietal, raramente dos, sin pirenoide. Se multiplican mediante divisién
vegetativa oblicua en el interior de la membrana maternal (dos autosporas).

Esta morfoespecie se identificd exclusivamente en material de cultivo de enriquecimiento

de muestras obtenidas en la zona Ne.8 y, en ninglin caso, en material de campo.

6.5.9. Clase Chlorophyceae, Orden Chlorophyceae incertae sedis, Familia Chlorophyceae
(Guiry, 2015)

1. Jenufa Nemcové, M. Elias, Skaloud & Neustupa, 2011
Especie tipo: Jenufa perforata Némcova, M. Elias, Skaloud & Neustupa, 2011

Presenta células vegetativas solitarias, esféricas o con contorno irregular. Tienen un
ndcleo Unico y centrado. La pared celular es lisay claramente visible. El cloroplasto es parietal,
unico, perforado o lobulado y sin pirenoide. La reproduccion asexual tiene lugar mediante la
formacion de 2 a 8 autoesporas. No se ha observado reproduccion sexual ni produccion de
zoosporas. No presenta carotenoides secundarios. El género se diferencia de otros miembros de
las Chlorophyceae por la secuenciade 18S rRNA (Némcova et al., 2011).

Jenufa sp.

Las células vegetativas son solitarias, uninucleadas con contorno esférico, irregular o
eliptico, de tamafio (2,3-) 3,3-5,8(-6,5) um de didmetro y pueden presentar un peguefio
ensanchamiento de la pared. El Unico cloroplasto es parietal, en copa en las autosporas, con
[6bulos irregulares en las células adultas y sin pirenoide. La reproduccion asexual se realiza
mediante 2 o0 4 autosporas, raramente 8. No se observa la reproduccion sexual ni la produccién
de zoosporas. El espectro de emision de los pigmentos fotosintéticos no muestra la presencia de
carotenoides (Fig. 6.60).
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El andlisis de la ultraestructura celular revela la presencia de autosporas redondeadas u
ovoides con nlcleo junto a un cloroplasto inicialmente parietal. Presentan vacuolas, con
contenido poco denso, que aumentan de tamafio y contenido en las células adultas. La
mitocondria se encuentra entre el nicleo y el cloroplasto. En las células adultas el cloroplasto
tiene granulos de almidén en la matriz y el margen ondulado o lobulado, que se separa de la
membrana citoplasmética. Durante la autosporulacion el nlcleo se divide en 2 o 4, raramente 8
y, seguidamente, se separa el citoplasma dentro de la pared maternal. La pared celular se
compone de dos capas principales: por fuera de la membrana citoplasmética presenta una capa
amorfa de 50 a 150 nm de grosor, dependiendo de la rapidez de su division. Dicha capa esta
rodeada exteriormente por otra capa trilaminar de casi €l mismo grosor. Estas capas son visibles
tanto en las células adultas como en las membranas maternales, que pueden llegar a medir hasta
300 nm y en las que se observan manchas electréon-densas. Después de la division, la pared
maternal permanece durante un tiempo unida a las paredes de las autosporas, que ya han
formado su propiapared y, posteriormente, se degrada.

Hasta el momento se han descrito dos especies del género Jenufa que se desarrollan en
cortezas de arboles de Singapur (Némcova et a., 2011). Ambas especies presentan escasas
diferencias morfolégicas y fueron diferenciadas molecularmente. En su descripcion, se citan
diferencias en el nimero de autosporas producidas, hasta 8 en J. perforata y hasta 6 en J. minuta.
No obstante, se cita que esta Ultima puede presentar hasta 8 nicleos durante la autosporulacion,
lo que indica que también podria producir hasta 8 autosporas. Este hecho motivaria la
inexistencia de diferencias marcadas entre ambas especies a nivel de la produccién de esporas.
Morfologicamente J. perforata tiene el cloroplasto parietal, que puede llegar a formar una esfera
vacia, densamente perforada, mientras que en J. minuta el Unico cloroplasto estambién parietal y
con |6bulos. Ambas especies carecen de pirenoide y tienen granulos de almidon. Sus tamarfios se
solapan, aunque J. minuta presenta un tamafio méximo menor. En relacion con la pared celular,
J. perforata tiene una gruesa capa interna de hasta 300 nm, compuesta por varias capas
discernibles microfibrilares. Se observan fragmentos de la pared celular maternal unida a las
autosporas recién liberadas. La capa interna granulo-fibrilar de la pared celular madre se reduce
y se llena con inclusiones electron-densas. En contraste, J. minuta tiene una capa amorfa de unos
150 nm. La capa exterior, posiblemente bilaminar, es de unos 50 nm. No obstante se observé una
subestructura trilaminar en la pared celular madre, después de la degradacion de la capa interior
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amorfa. Estas peguefias diferencias morfolégicas no justificarian la separacidn de especies, pero

las diferencias moleculares si lo permiten (Némcova et a., 2011).

Figura6.60. Arriba, microfotografia de Jenufa sp. en material de campo de la Cueva de Nerjay espectro de emision
de Jenufa sp. que muestra los picos de emisién maxima de la clorofilaay b (entorno a 680 nm), Unicos pigmentos
fotosintéticos de esta morfoespecie. Debajo, imagenes CLSM. A laizquierda, proyeccion maxima en la direccion z
gue permite observar la estructura del biofilm gelatinoso en Ne.12, con mezcla de Aphanothece saxicola,
Gloeocapsa atrata y Jenufa sp. Identificacion de colores: DNA marcado con Hoechts 33342 (cian), EPS marcado
con Oregon green (verde), autofluorescencia de las ficobilinas (rojo), fluorescencia de clorofilas (azul). El color rosa
gue marca ala cianobacteria A. saxicola resulta de la mezcla de lafluorescencia de lasficobilinasy la clorofila. A la
derecha, cdula aidada de Jenufa sp. con formacion de autosporas. Identificacion de colores: DNA marcado con
Hoechts 33342 (cian), EPS marcado con Oregon green (verde), autofluorescenia de clorofilas (rojo) (escalas 10
HmM).

Por otra parte, Hodac et a., (2012), mediante andlisis filogenéticos de secuencias del 18S
rDNA procedentes de secuencias de clones ambientales y de cepas de cultivo, revelaron que el
lingje de Jenufa relacionado con J. minuta, estaba ampliamente distribuido en Alemania, Europa

220



y Ecuador y mostraba preferencia por el crecimiento subagreo sobre rocas o sustratos duros
artificiales (paredes de la cueva de Altamira (Espafia) y muros en Alemania) entre otros, ademas
de una notable adaptacion a largos periodos de oscuridad. Hodac et al., (2012) también
encontraron varias secuencias de Jenufa sobre sustratos duros, epiliticos o endoliticos, con un
grupo genéticamente similar, también adaptado a zonas con baja intensidad luminosa.

La morfoespecie Jenufa sp., observada en la zona Ne.10 de la Cueva de Nerja, difiere de
ambas especies desde un punto de vista molecular, con una similitud del 96% respecto a J.
perforata y del 98% respecto a J. minuta. Por otro lado, comparte caracteres morfoldgicos con
ambas especies descritas, aungque el tamafio y la ultraestructura, tanto de la pared como del
cloroplasto es mas similar a la morfologia de J. minuta (Fig. 6.61). En base a los datos
moleculares obtenidos y morfolégicos observados, podemos asignar los especimenes
procedentes de la Cueva de Nerja al género Jenufa Némcova, M. Elias, Skaloud & Neustupa.
Probablemente, la morfoespecie identificada en la Cueva de Nerja (Ne.10) corresponde a una

nueva especie del género Jenufa, pendiente de descripcion.

Figura 6.61. Microfotografia TEM de Jenufa sp. A la izquierda, autospora con cloroplasto parietal lobulado. A la
derecha, célula adulta con cloroplasto con incisiones y perforaciones. La flecha sefiala restos de la membrana
maternal (escalas 1 pum).

Esta morfoespecie fue identificada en las zonas Ne.10, Ne.11 y Ne.12.
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Previamente a la descripcion del género Jenufa y a la informacion procedente de los
andlisis moleculares de la Cueva de Nerja, las formas cocales, identificadas actualmente como
pertenecientes al género Jenufa (Nemcova et al., 2011) se habian asignado al género Muriella J.
B. Petersen, 1932, cuyo holotipo es Muriella terrestris J. B. Petersen. Esta especie es
morfoldgicamente igual a las especies del género Jenufa y esta estrechamente relacionada con el
género Chlorella Hanagata, 1998. La diagnosis del género Muriella es breve y en él se puede
incluir un grupo amplio de células redondeadas de pequefio tamarfio, sin pirenoide. Sin embargo,
la morfoespecie de la Cueva de Nerja se diferencia del género Muriella por la carencia de
pigmentos anaranjados en las células adultas. Muriella forma parte de un linge distinto
(Némcova, et al., 2011, Fucikova y Lewis, 2012), en un conjunto artificial de lingjes,
relacionados indirectamente, que han desarrollado aspectos morfoldgicos similares debido a
convergencia evolutiva (Krienitz et al., 2003).

6.5.10. Clase Trebouxiophyceae, Orden Prasiolales, Familia Prasiolaceae (Guiry, 2015)

1. Desmococcus F. Brand 1925

Espece tipo: Desmococcus olivaceus (Persoon ex Acharius) J.R. Laundon 1985

Organismo polimorfico cuyas células pueden ser, en funcion del estadio del ciclo de vida,
globulosas aisladas, dispuestas en paquetes cubicos o formando filamentos uniseriados,
ramificados, a veces reducidos a pocas células. Presentan un cloroplasto parietal con un
pirenoide, en ocasiones dificilmente visible. Se reproducen por division vegetativa, siguiendo
tres planos del espacio, y formacidn de aplanosporas baciliformes, producidas en gran cantidad
en esporocistes grandes, esféricos con superficie verrucosa o puntuada. No se conoce la

zoosporulacion.

La sinonimia de los géneros Pleurococcus y Protococcus era tan complicada que Brand
(1925) propuso € nuevo nombre de Desmococcus para Pleurococcus naegelii R. Chodat =
Protococcus viridis Agardh = Pleurococcus vulgaris Nageli. Esta diagnosis primitiva fue
completada por Geitler (1942) y Vischer (1960). El género Desmococcus presenta desarrollo

subaéreo y cosmopolita, con desarrollo sobre paredes y cortezas de arboles. La especie D.
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olivaceus se considera el alga terrestre més comin del planeta (Laundon 1985; Ettl y Gértner
1995).

Desmococcus endolithicus P.A. Broady & M. Ingerfeld 1993

La morfoespecie identificada en la Cueva de Nerja coincide morfoldgicamente con
Desmococcus endolithicus. El talo esta compuesto de células esféricas a subesféricas de tamarfio
(2,6)-5,3-7,4-(10,0) (n=50) um de didmetro. Estas células pueden presentar paredes gruesas o
carecer de ellas y se encuentran aisladas o formando agregados (Fig. 6.62). Forma aplanosporas
en esporocistes esféricos con paredes gruesas, sin verrugas, o filamentos procedentes de la
germinaciéon de células recubiertas de gruesas vainas. Las divisiones vegetativas dan lugar a
tétradas o cadenas cortas (Fig. 6.64).
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Figura 6.62. A la izquierda, microfotografia de microscopia convencional que muestra un estadio inicia de
Desmococcus. endalithicus, procedente de material de campo. Debajo, microfotografia CLSM de intensidad maxima
de proyeccion que muestra la fluorescencia natural de los pigmentos. También se pueden observar los cloroplastos
parietales |obulados con € pirenoide (escalas 10 um). A la derecha, espectro de emisién, mediante longitud de onda
de excitacion a 480 nm,.de una célula de D. endalithicus que permite identificar la méaxima autofluorescencia
emitida por las clorcfilasay b, alrededor de 680 -690 nm.

Presentan cloroplasto parietal en copa, en las células jovenes, y dividido, en las células
adultas, con pirenoide inconspicuo. El cloroplasto esta localizado en uno de los lados de la
célula, y ocupa, aproximadamente, la mitad del volumen celular. La matriz del pirenoide es poco
visible. Los granulos de almidon se encuentran repartidos por e cloroplasto. La mitocondria es
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Unicay esta asociada al nucleo y a cloroplasto. La pared celular es gruesa y se forma por capas,
con la mas exterior homogénea. La microscopia TEM permite observar envolturas gruesas, de
hasta 450 nm. El pirenoide presenta pirenoglébulos (Fig. 6.63). No se han observado células
verrucosas (tipicas de D. olivaceus (Persoon ex Acharius) J.R. Laundon). El espectro de emision
de los pigmentos, excitados con longitud de onda de 480 nm, permiti6 identificar las clorofilas a
y b, con emision alrededor de 680 nm (Fig. 6.62).

Laidentificacion de la especie de la Cueva de Nerja como D. endolithicus P.A. Broady &
M. Ingerfeld estuvo basada en el conjunto de caracteristicas morfolégicas asi como en el

desarrollo casmoendolitico de los organismos.

Figura 6.63. Microfotografias TEM. Seccionesy filamentos de D. endolithicus en muestras de material de campo de
la zona Ne.1lc. Las células presentan gruesas paredes celulares con una capa exterior fibrosa. En ambas imagenes
también se observan bacterias acompafiantes. N: nlcleo, A: granulos de almidon, P: pirenoide, M: mitocondria.

La secuencia de ADN de clones aislados de la zona Ne.13 presentd un 98 % de similitud
con Desmococcus endolithicus (EU434026, Mikhailyuk et al., 2008), lo que indica su cercania
con esta especie. Este resultado confirma la identificacion propuesta en base a la morfologia y el
habitat de los organismos. El género Desmococcus esta incluido en el grupo de las algas verdes
Trebouxiophyceae (Chlorophyceae). Las cepas del género Desmococcus que han sido
identificadas molecularmente comparten un origen Unico y son sister-group de Stichococcus
bacillaris (Mikhailyuk et a. 2008).

Este morfotipo se identificd en las zonas Ne.10, Ne.11, Ne.12 y Ne.13.
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Figura 6.64. Microfotografias CLSM de méaxima intensidad de proyeccién para la fluorescencia natural de los
pigmentos (rojo) y de las vainas mucilaginosas (verde). Muestras procedentes de materiad con células de
Desmococcus endolithicus, con cubiertas gruesas, que germinan dando lugar a filamentos.

2. Stichococcus Néageli, 1849
Especie tipo: Sichococcus bacillaris Nageli

Esta alga verde presenta células cilindricas, rectas o sigmoideas, con extremos
redondeados y plasto parietal estrecho, sin pirenoide o con un pirenoide desnudo. Las células no
presentan vaina mucilaginosa y pueden ser solitarias 0 formar peguefias cadenas de 3 o0 4
individuos, después de la divisién. Solo se conoce la reproduccién mediante la division
vegetativa. Este género integra especies subaéreos o formadoras de gonidios de liquenes.

Stichococcus bacillaris Nageli

La morfoespecie identificada en la Cueva de Nerja coincide morfolégicamente con
Stichococcus bacilaris N&geli. Se desarrolla en colonias de tonalidad verde a amarillo-verdoso
compuestas de células aisladas 0 en cortas cadenas, de 2 0 4 células, que se disgregan con
facilidad (Fig. 6.65). Las células son cilindricas, con épices redondeados de 3,7 x 2,4-(4,2 x 2,8)-
50x 3,4 pm.
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Figura 6.65. Stichococcus bacilaris. Microscopia Optica de muestra de campo de la zona Ne.13 (escala 10 pm).

El cloroplasto se encuentra en banday cubre un poco més de la mitad de la anchura de las
células y toda su longitud. Presenta un pirenoide no visible a microscopio Optico pero si a
microscopia electrénica de transmision, de forma lenticular y atravesado por tilacoides (Fig.
6.66). Los pirenoides en el género Stichococcus fueron estudiados por Silverberg (1975). No se
observan granulos de almidon.

Figura 6.66. Microfotografias TEM. Morfologia tipica de Stichococcus bacilaris que muestra e plasto y € ncleo.
A laderecha, seccion transversal con detalle ddl pirenoide atravesado por tilacoides y presenciade pirenogl6bulos
(flecha) (escalas 0,1 um).
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Esta morfoespecie fue identificada en muestras de las zonas Ne.11, Ne.13 y en la muestra
puntual 3c-2. Un clon de Ne.13 presenta un 98% de similitud con un Stichococcus minutus
identificado en muestras de la Antartida (Chen et d., 2012).

Esta especie se considera cosmopolita y aerofitica (Ettl y Géartner, 1995), ha sido
identificada en cuevas, suelos, rocasy cortezas de arboles (Guiry, 2015) y se consideraresistente

ala desecacion (Petersen, 1935).

6.5.11. Clase Bacillariophyceae, Orden Naviculales, Familia Diadesmidaceae (Guiry, 2015)

1. Humidophila (H.Lange-Bertalot & Werum) R.L. Lowe, P. Kociolek, J.R. Johansen, B. Van
de Vijver, H. Lange-Bertalot & K. Kopalova, 2014
Especie tipo: Humidophila undulata Lowe, Kociolek & Johansen

Células con valvas lineales, lineal elipticas o €elipticas con pices redondeados. Cara
valvar plana. Estrias alargadas transapicalmente, areola ovoide o eliptica. El rafe, si esta
presente, es filiforme con extremos proximales simples o en forma de ancla. Los extremos
distales terminan en una pequefia helictoglosa y las aberturas aerolares se encuentran cubiertas

por un himen poroso. El nddulo central es pequefio y redondeado.

Todas las especies del género son relativamente pequefias, birrafideas, a veces
filamentosas y cominmente subaéreos de zonas himedas. Las células vivas contienen un Gnico

cloroplasto, débilmente lobulado.

El género Humidophila ha sido recientemente descrito (Lowe et al., 2014) e incorpora
especies de otros géneros, principalmente de Paradiadesmis, subgénero de Diadesmis cuyos
componentes diferian de la descripcidn de D. confervacea, especie tipo del género Diadesmis. El
género es polifilético. La especie Navicula contenta Grunow ex Van Heurck, ya habia sido
transferida al género Diadesmis cuando fue reestablecido por Round et al. (1990).
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Humidophila contenta (Grunow) Lowe, Kociolek, Johansen, Van de Vijver, Lange-Bertalot &

Kopalova

Figura 6.67. Microfotografias de Humidophila contenta. Arriba SEM de muestra de campo de la zona Ne. 10, donde
se observa € exterior de las valvas. Debajo, CLSM de muestra puntual de Ne.14 suelo, que permite observar la
visién transversal (izda.) y valvar-pleural (dcha.) de los plastos, revelados mediante fluorescencia de los pigmentos

(escalas 10 pm).

La morfoespecie identificada en la Cueva de Nerja coincide morfol6gicamente con
Humidophila contenta (Grunow). Presenta células solitarias o formando filamentos, con valvas
lineal-€elipticas, levemente ensanchadas o constrictas en el centro, de tamafio (10,0-11,0) x (2,5 -
8,0) um. Los especimenes observados mediante SEM mostraron 34-40 estrias en 10 um. Las

valvas s0lo se observaron mediante SEM en una muestra de la zona Ne.10 (Fig. 6.67). En una
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muestra puntual, Ne.14 suelo, con sustrato de sedimento e inundacion irregular, se encontré esta
especie en forma filamentosa (Fig. 6.67) Esta especie, bajo el nombre de Diadesmis contenta, ha
sido repetidamente citada en ambientes con escasa iluminacion (Ettl y Géartner, 1995; Roldan y
Hernandez-Maring, 2009).

6.5.12. Clase Cyanidiophyceae, Orden Cyanidiales, Familia Cyanidiaceae (Guiry, 2015)

1. Cyanidium Geitler, 1933
Especie tipo: Cyanidium caldarium (J. Tilden) L. Geitler, 1933

Presenta células esféricas de 1,5-6 um de diametro que se encuentran aisladas o
raramente unidas en una matriz mucilaginosa comun. Se reproduce mediante 4 endosporas de 2-
3 um de diametro. No se conoce reproduccion sexual. Contiene un cloroplasto parietal plano
azul-verdoso y sin pirenoide. El cloroplasto contiene tilacoides aislados, paralelos y
concéntricos, con ficobilisomas, al igual que otras especies de algas que contienen ficocianina.
La mitocondria es Unica y esta situada entre el nlcleo y el cloroplasto. Las células adultas

presentan grandes vacuolas.

El género Cyanidium se considera cosmopolita e incluye dos grupos morfolégicamente
similares. El primero fue descrito en habitats extremofilos geotermales y &cidos, con un rango de
temperatura entre 13 y 57 °C y desarrollo 6ptimo en 45 °C. Puede desarrollarse a pH
comprendido entre 0,05 - 5,0, con 6ptimo entre 2 - 3. El segundo grupo se describié en habitats
no termofilos ni &cidos, como rocas de acantilados y cuevas, donde habitan morfoespecies
mesofilas, con una temperatura éptima de crecimiento entre 15 y 35 °C. En ambos casos se
realizaron andlisis moleculares que corroboraron los datos (Albertano et al., 2000; Ciniglia et al.,
2004).

Cyanidium sp.

De células azuladas, esféricas o levemente apiramidadas, con un cloroplasto ovoidal y sin
pirenoide. Se observa reproduccion es asexual, cada célula forma cuatro autosporas que se
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disponen en forma de tetraedro dentro de la membrana maternal (Figs. 6.68 y 6.69). El didmetro
de las células y de las autosporas es de 2-(3,5)- 5,5 um y 1,7- 2-3 um, respectivamente. La
liberacidn de las autosporas se produce por rotura de la membrana maternal, de alrededor de 25
nm de ancho, que pasara a formar parte del biofilm (Fig. 6.70). El espectro de emision de los
pigmentos de Cyanidium sp. indica la presencia de clorofila a con un maximo de emision a 680

nm y ficobilinas (ficocianina y aloficocianina) con maximos superpuestos entre 640 y 660 nm
(Fig. 6.68).
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Figura 6.68. A la izquierda, microfotografia de material de campo con bicfilm de Cyanidium sp. sobre € sustrato.
Las c8ulas muestran células aidadas y esporocistes (flecha) (escala 10 um). A la derecha espectro de emision de
Cyanidium sp. con un amplio pico maximo que corresponde a la ficocianina y aloficocianina (entre 640 y 660 nm) y
laclorofilaa, que se encuentra en menor proporcion ( 680 nm), no separable de la fluorescenciade conjunto.

Figura 6.69. Imégenes CLSM con proyeccién de intensidad méxima en direccion z. A la izquierda, conjunto del
biofilm incluido en € sustrato. A la derecha, detalle Cyanidium sp. Identificacion de colores: autofluorescencia de
los pigmentos fotosi ntéticos (magenta), vaina envolvente (azul) y reflexion de sustrato (blanco) (escalas 10 pm).
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El andlisis de las secuencias del ARNr 16S dio resultados précticamente idénticos para
todos los clones de los distintos puntos analizados. Con estos datos se pudieron relacionar las
cepas de la Cueva de Nerja con un Cyanidium sp., descrito de Monte Rotaro (Italia) (Ciniglia et
al., 2004) y otro de Atacama (Chile) (Azua-Bustos et al., 2009), con similitudes comprendidas
entre 94,6 y 95,2 %, respectivamente. Con la cepa descrita de la cueva Sybil (Italia) (Ciniglia et
al., 2004) la similitud fue menor, del 92 %. La similitud con Cyanidium caldarium extremofilo
fue, tan sdlo del 48,8 %.

Figura 6.70. Microfotografias TEM de Cyanidium sp. A laizquierda, célula aislada que muestra la gruesa pared
celular y los tilacoides aisados y paraelos (escala 0,5 pm). A la derecha, autoesporociste con las autosporas
formando un tetraedro. Se observan restos de la pared maternal anterior que aun perduran en e medio (flecha)

(escalal um).

Los sustratos de la Cueva de Nerja colonizados mayoritariamente por Cyanidium sp.
mostraban una fina patina color verde azulado intenso, de aspecto pulverulento y facil
disgregacion que los recubria irregularmente y penetraba a una profundidad no superior a3 mm.
Se identificd como Unico organismo fotosintético, en la zona Ne. 7 o junto a Chroococcidiopsis
sp. En estos casos, Cyanidium sp. se encontrd debajo de Chroococccidiopsis.

Este morfotipo seidentificd en las zonas: Ne.1, Ne.2, Ne.3, Ne.7, Ne.9, Ne.11y Ne.12.
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6.6. Discusion

En este capitulo se han analizado biofilms que dan lugar a conocido mal verde de la
Cueva de Nerja, formado por pétinas de color verde que se desarrollan sobre paredes y
espeleotemas en el entorno de las lamparas de luz eléctrica (del Rosal et al., 2010, 2014). La
informacion ofrecida por las técnicas de microscopia Optica convencional, laser confocal y
electronicas de barrido y de transmision han permitido identificar los organismos que integran
estos biofilms, en especial, las morfoespecies de algas y los morfotipos de cianobacterias,
determinar su estado fisiologico asi como su desarrollo en el sustrato. EI empleo de electrones
retrodispersados y la difraccion de rayos x han ofrecido informacion sobre la naturaleza y
composicion quimica de los biofilms y de los sustratos. El espectro de emision de los pigmentos
fotosintéticos ha permitido identificar los pigmentos que posee cada grupo de organismos.
Finalmente, el andlisis molecular ha completado y, en su caso, corroborado la informacién
taxonébmica obtenida mediante las técnicas de identificacibn morfolégica basadas en la

microscopia.

Los resultados han puesto de manifiesto que los biofilms fotosintéticos de la Cueva de
Nerja contienen, ademés de organismos fotosintéticos, microorganismos heter6trofos como
bacterias y hongos que, en conjunto, forman una estructura compleja que se desarrolla sobre la
superficie de los espeleotemas. Estos biofilms muestran un crecimiento epilitico, sobre la
superficie del sustrato, asi como casmoendolitico en las grietas y oquedades (Golubic et al.,
1981; Budel et al, 2009; Ramirez et a, 2010) que alcanza una profundidad de desarrollo no
superior a 3 mm. La escasa intensidad luminica disponible, probablemente, es el motivo por €l
cual no se identificaron organismos endoliticos, capaces de penetrar activamente en el interior
del sustrato y desarrollarse. En general, el aspecto de las superficies colonizadas mostré un
estado aterado del sustrato, con mezcla de microorganismos y fragmentos de sustrato con

diferentes grados de deterioro.

El desarrollo de estos biofilms fotosintéticos produce la alteracion fisica y quimica del
sustrato debido, entre otros factores, a cambios de coloracion, tensiones e incluso disolucién del
sustrato como resultado de la actividad metabdlica de los organismos, tal y como mostraron

algunas imégenes SEM. Por otro lado, |os organismos superficiales pueden actuar como nicleos
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de condensacién de agua y favorecer la precipitacion de cristales, contribuyendo a la
travertinizacion del sustrato. La precipitacion de carbonato célcico inducido por
microorganismos ha sido descrita en algas que habitan en rocas calcéreas (Poulickova y Hadler,
2007). Egtas especies, documentadas en cuevas con baja intensidad luminosa, forman parte de
biofilms delgados y con poco mucilago envolvente y se corresponden con taxones que muestran
filamentos, pues sobreviven mejor en estas condiciones (Lamprinou et al., 2012). La capacidad
de precipitar cristales en su superficie también ha sido documentada en cianobacterias del género
Scytonema, Geltleria o Chroococcidiopsis (Albertano 2012; Whitton, 2012). En la Cueva de
Nerja tan sblo en una muestra de la zona Ne.8 se observaron pequefios depdsitos de cristales
sobre la vaina de algunos microorganismos que podrian corresponder a precipitados cristalinos.
El caracter ocasional de este evento tan solo permite su planteamiento como una hipétesis y, en
ningn caso, como una afirmacion. Por otro lado, la presencia de organismos fotosintéticos
observada entre los cristales del sustrato favorece la pérdida de consistencia del mismo e
incrementa su porosidad y, con ello, las zonas méas propicias para la condensacion de agua
superficial. El desarrollo casmoendolitico observado en las zonas mas secas se debe,
probablemente, a la condensacién de agua en estas zonas més profundas de la superficiey ala
necesidad de agua liquida de los organismos fotosintéticos identificados para llevar a cabo la

reproduccion.

Casi todos los organismos identificados, especialmente las cianobacterias, presentan una
vaina gelatinosa extracelular, de diferente grosor, formada por polisacéridos (EPS). Entre los
principales componentes de estas vainas se encuentran proteinas protectoras de la desecacion,
glicanos y pigmentos para la absorciéon de rayos UVA/B (Pattanaik et al., 2007). Estas vainas
desarrollan un papel fundamental durante el proceso de adhesion de los organismos a sustrato
asi como en los periodos de sequia, dado que actlan como reservorio de agua (Macedo et al.,
2009; Keshari y Adhikary, 2013). Los procesos de adherencia junto con los cambios de volumen,
debidos a almacenamiento y pérdida de agua, pueden producir dafios en el sustrato y favorecer
los procesos de disgregacion de las capas més superficiales. En la Cueva de Nerja, la
cianobacteria mas abundante y ubicua es Chroococcidiopsis sp., habitual de ambientes extremos.
En la Cueva de Nerja, esta cianobacteria presenta un desarrollo epilitico y casmoendolitico y

cuenta con una importante vaina mucilaginosa, que la envuelve y protege frente a factores
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ambientales desfavorables. El resto de cianobacterias identificadas en la cavidad también

presentan vainas envolventes.

La difraccion de rayos x indica la presencia mayoritaria de sustratos de composicién
homogénea formados, principalmente, por minerales de carbonato célcico (calcita y aragonito),
dolomita y arcilla. Estos resultados concuerdan con los trabajos de Reyes et al. (1993) y
Caballero et al. (1995) sobre la composicion mineraldgica de los espeleotemas de la Cueva de
Nerja. Asi, Reyes et al. (1993) determinaron que la mayoria de los espeleotemas se formaban,
principalmente, por aragonito seguido de calcita, en proporcién semejante y otros minerales
como la dolomita y la magnesita, en proporciones variables y el cuarzo (en forma de indicios).
Esta composicién mineraldgica difiere ampliamente de la de la roca encajante, compuesta casi
exclusivamente por dolomita. En el caso de algunas muestras de moonmilk, se determind una
composicion exclusiva por hidromagnesita, huntita e hidroxiapatito. Por otro lado, Caballero et
al. (1995) determinaron que el mineral principal en los espeleotemas analizados fue la calcita,
seguido de la dolomita y del aragonito, ademas de minerales secundarios como yeso, ankerita,
mica e hidromagnesita, abundantes en las costras de alteracion.

El espectro de difraccidn de rayos x también permite observar una mayor colonizacién de
los sustratos més porosos y con mayor cantidad de arcilla. Este hecho puede tener relacion con
una mayor proteccion y aporte de humedad por parte de estos sustratos hacia los biofilms, asi
como un mayor aporte de nutrientes, asociados a la arcilla. La textura del sustrato ha sido
propuesto como una de las principales propiedades que determinan su biorreceptitivad (Guillite,
1995), es decir, su potencialidad de ser colonizado por microorganismos. Asi, los sustratos con
capacidad de retener agua incrementan el periodo favorable de crecimiento de los

microorganismos (Saiz-Jiménez y Arifio, 1995; Roldan y Herndndez-Mariné, 2009).

La arcilla también se relaciona con algunos picos de fésforo en el espectro de difraccién
de rayos x de las muestras, que muestran una cantidad superior a la justificable por la presencia
de organismos. El origen de este fosforo puede ser la murcielaguina, muy abundante en tiempos
pasados en toda la cavidad y que alin puede observarse sobre algunos espeleotemas, como el de
la zona Ne.3. En este sentido, tanto la arcilla como la murcielaguina aportan humedad y
nutrientes que favorecen el desarrollo de los organismos fotosintéticos.
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El sustrato de la zona Ne.1 presenta una capa negra, identificada como carbén tipo black
carbon mediante espectroscopia Raman (Anexo 3). Este carbon podria datar de la Prehistoria,
dada la ocupacion humana de la cavidad durante esta época, o0 ser actual y debida a las
numerosas prospecciones espeleoldgicas que se llevaron a cabo tras su descubrimiento, en 1959.
En cualquier caso, esa composicion no afecta a la composicién, estructura y desarrollo del
biofilm fotosintético, formado por la cianobacteria Chroococcidiopsis sp. y €l alga roja
Cyanidium sp., los organismos fotosintéticos mas comunes de la cueva.

El espectro de la composicion quimica de la zona Ne.10 indica la presencia de yeso,
considerado mineral de alteracion (Caballero et a., 1995). El biofilm desarrollado en esta zona
presenta una diversidad notablemente superior al resto de biofilms analizados.

En relacion con la estructura y diversidad, en todas las zonas de estudio se observa un
crecimiento de los organismos en estructuras complejas o biofilms, formados por mas de un
grupo de organismos fotosintéticos, acompafiados en su mayoria de otras bacterias
(actinobacterias) y, con menor frecuencia por hongos. La presencia de organismos ho
fotosintéticos también fue méas abundante en aquellos sustratos que mostraron mayor cantidad de
arcilla y fosforo. En comparacion con otras cuevas iluminadas artificialmente y con mayor
humedad ambiental a lo largo del afio, los biofilms de la Cueva de Nerja presentan menor
diversidad de organismos (Vinogradova et al., 1998; Asencio y Aboal, 2000; Smith y Olson,
2007; Mulec et al., 2008; Roldan y Hernandez Mariné, 2009; Urzi et al., 2010; Zammit et al.,
2011; Albertano, 2012).

En relacidn con la supervivencia de los biofilms, las especies dominantes suelen presentar
distintas estrategias que les permiten resistir durante condiciones ambientales adversas (Ramirez
et a., 2011). Por giemplo, en épocas de lluvia, las poblaciones de T. aurea forman zoosporas
méviles que favorecen su dispersion a nuevos espacios y la formacion de nuevos biofilms
(Ramirez et al., 2011). Las formas procedentes de reproduccion sexual sobreviven durante la
€poca seca protegidas por los restos de los biofilms desarrollados durante la época lluviosa. En el
caso de N.cf. commune, los organismos incrementan el tamafio de algunas células y reducen su
nimero, mediante el sacrificio de un gran nUmero de €llas, para aumentar las posibilidades de
supervivencia. En otros casos, las estrategias se basan en la formacion de gruesas vainas y la
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produccion de ficoeritrina, que aporta proteccion frente al exceso de iluminacion (Ramirez et al.,
2011). La produccién de gruesas vainas como estrategia de defensa también ha sido descrita en
las Chroococcales (Grilli-Caiola et al., 1996). En la Cueva de Nerja, la microscopia CLSM vy
TEM permiti6 observar la coexistencia de diferentes estadios fisiol6gicos de los organismos que,
con frecuencia, presentaban gruesas vainas envolventes, especialmente durante las épocas de
menor humedad ambiental. En estos casos de coexistencia de los organismos, los que se
presentaban buenas condiciones fisioldgicas, reveladas por fluorescencia, se encontraban en un
nimero notablemente inferior al resto, que se encontraba en malas condiciones 0 muertos. La
microscopia también revel6 la presencia de numerosas bacterias que formaban parte del biofilm
y se ubicaban, fundamentalmente, arededor de los organismos muertos. Esta ubicacion de las
bacterias puede deberse a la presencia de un medio anaerdbico y de una fuente nutricional.

En general, se observan dos tipos de biofilms. Uno de ellos se desarrolla en espeleotemas
SECOS Y Se caracteriza por presentar una textura pulverulenta y escaso grosor. Este biofilm
presenta un bajo nimero de especies y se identifico en las zonas Ne.1, Ne.2, Ne, 3, Ne.7 o Ne.8.
Esta escasa diversidad de organismos es una caracteristica habitual en biofilms que se
desarrollan en condiciones extremas, que pueden llegar a estar formados por una Unica especie
(Potts, 2001). En la Cueva de Nerja, estos biofilms se encuentran formados por la cianobacteria
Chroococcidiopsis sp. y €l alga roja Cyanidium sp. Ambos grupos son los més frecuentemente
identificados en las muestras de la Cueva de Nerja, probablemente gracias a su capacidad de
desarrollo casmoendolitico asi como su resistencia a los periodos de sequia o la baja intensidad
luminica, pues ambos factores parecen ser limitantes para el desarrollo los organismos
fotosintéticos en la cavidad (ver capitulo 5). Asi, las formas cocoides presentan mejor adaptacion
a condiciones de baja intensidad luminosa, en comparacion con otras formas de cianobacterias,
porque toleran mejor la irradiancia baja y forman la mayor parte de los biofilms (Mulec, 2008).
Especies del género Oscillatoria también suelen ser muy abundantes en zonas con baja
intensidad luminosa (Roldan y Hernandez-Maringé, 2009; Lamprinou, 2012), sin embargo,
miembros de este grupo no han sido encontrados en la Cueva de Nerja, posiblemente debido ala
presencia de otros factores ambientales que inhiben su desarrollo como, por eemplo, las
condiciones hidricas del sustrato (Popovic et a., 2015).
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El otro tipo de biofilm se desarrolla sobre espeleotemas con agua liquida y presenta una
textura mucilaginosa que, ocasionalmente, forma agregados de 1,2 cm de didmetro. Este biofilm
fue observado en las zonas Ne.10, Ne.11 y Ne.12 y presenta una diversidad de organismos
notablemente superior al primer tipo descrito, con varias especies de algas verdes tales como
Desmococcus endolithicus o Jenufa sp. y cianobacterias que no se han identificado en otras
zonas como, por gemplo, Aphanothece saxicola, Pseudophormidium sp. o Gloeocapsa atrata,
entre otras.

Segun la bibliografia disponible, las morfoespecies y morfotipos identificados durante
nuestro estudio en la Cueva de Nerja indican un cambio cualitativo respecto de los grupos
identificados en estudios previos. Asi, Ruiz et al. (1992) identificaron a la cianobacteria
Gloeocapsa sp. como el morfotipo més abundante en las paredes de la cueva, mientras que, en
las estalactitas, predominaban mayoritariamente las morfoespecies Oedogonium sp, Cladophora
sp. o incluso Microspora sp. En cambio, nuestro trabajo presenta a la cianobacteria
Chroococcidiopsis sp. y €l alga roja Cyanidium sp. como los organismos fotosintéticos mas
abundantes en la cavidad. La progresiva reduccion de la intensidad de iluminacion de la cueva a
lo largo del tiempo podria haber contribuido a la disminucion de las clorofitas, que no suelen
habitar zonas con baja iluminacién (Popovic et al., 2015). Por otro lado, la escasez de agua
liquida disponible en la mayoria de los espeleotemas, induce la presencia de organismos
formadores de vainas envolventes, como las cianobacterias, que pueden asi sobrevivir con menor

cantidad de agua.

Estos resultados obtenidos en la Cueva de Nerja difieren parcialmente de los obtenidos en
estudios similares realizados en otras cuevas que afirman que en los biofilms fotosintéticos de
cuevas gue disponen de luz natural las cianobacterias representan el grupo dominante (Hauer et
al., 2015) mientras que los en biofilms fotosintéicos se desarrollan debido a la presencia de luz
artificial, las cianobacterias desempefian un papel secundario, en relacion con otros grupos como
los eucariotas (principalmente algas verde y diatomeas) que, generalmente, representan el grupo
dominante (Smith and Olson, 2007). En cuevas muy profundas, que carecen de luz natura y
artificial, también han sido identificadas cianobacterias con desarrollo, probablemente,
heterotrofico (Hauer et al., 2015). En la Cueva Charles Brewer (Venezuela), las roddéfitas y
diatomeas forman los grupos mayoritarios de organismos fotosintéticos (Hauer et a., 2015). En
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catacumbas iluminadas con luz natural y artificial, las cianobacterias representan el grupo de
organismos fotosintéticos dominantes, mientras que las algas verdes dominan en las superficies
iluminadas por luz natural (Gomez-Boleaet al., 2014).

En la Cueva de Nerja el empleo complementario de técnicas de taxonomia clasica, basada
en caracteres morfolégicos y de biologia molecular ha permitido identificar especies ya descritas,
especies cripticas y proponer la presencia de especies nuevas. Ademas, el andlisis molecular ha
puesto de manifiesto la presencia de una notable diversidad de organismos que no pudieron ser
identificados mediante el empleo de las bases de datos disponibles en la actualidad. Este
resultado plantea la hipétesis de la presencia de nuevas especies de cianobacterias y algas aun no
descritas. Por otro lado, los datos taxonémicos y moleculares han permitido identificar especies
como Desmococcus endolithicus que, ademas, es un colonizador primario de la zona de
experimentacion Ne.13. No obstante, su presencia no pudo ser confirmada molecularmente en
las zonas Ne.10 y Ne.11. En el caso de otras especies, a pesar de que la identificacion genética
aporta un notable porcentaje de similitud, del orden de 97-98 %, la identificacién morfol6gica
sefiala diferencias entre las especies propuestas y los ejemplares de la Cueva de Nerja. Estos
casos se corresponden con las especies Sichococcus minutus, con porcentgje de similitud
genética del 98 % y Jenufa minuta, con porcentagje de similitud de 97-99 %. En relacion con
Sichococcus, los gjemplares de la Cueva de Nerja muestran semejanza morfolégica con S
bacillaris y en el caso de Jenufa, los ejemplares observados en la cavidad muestran caracteres
asociables tanto a J. minuta como J. perforata por lo que, probablemente, se trate de especies

nuevas paralaciencia.

Por otro lado, los resultados también pusieron de manifiesto la presencia de especies
cripticas, es decir, morfolégicamente iguales a un género descrito pero con notables diferencias
moleculares. Este fue el caso de Chroococcidiopsis sp. cuyo andlisis molecular, realizado a
secuencias obtenidas de material de campo de Ne.1, Ne.2 y Ne.10 y de cultivo, mostré un 90%
de similitud con de una cepa halotolerante del género Halothece (Garcia-Pichel et al., 1998)
Resulta llamativo que, en ningln caso, se identifican clones con un elevado porcentaje de
similitud con el género Chroococcidiopsis, tal y como se observé en los estudios realizados en
otras cuevas proximas a la Cueva de Nerja (Jurado et al., 2014), sino porcentajes bajos, alrededor
del 90%. La similitud genética de un Chroococcidiopsis-like de saladares del desierto de
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Atacama también ha sido citada en otro estudio filogenético (de los Rios et al., 2010). En base a
estos datos se plantea la hipétesis de que el morfotipo identificado como Chroococcidiopsis sp.
puede corresponder a un nuevo filotipo, alejado de las cepas del género Chroococcidiopsis
depositadas en las bases de datos disponibles en la actualidad.

La identificacion de la rodéfita Cyanidum sp. mediante andlisis de las secuencias del
ARNr 16S dio resultados practicamente idénticos para todos los clones de las distintas muestras
analizadas, correspondientes a diferentes zonas. Con estos datos se pueden relacionar las cepas
de la Cueva de Nerja con el Cyanidium sp., descrito de Monte Rotaro (Italia) (Ciniglia et al.,
2004) y otro de Atacama (Chile) (Azua-Bustos et al., 2009), con similitudes comprendidas entre
94,6 y 95,2 %, respectivamente. Con la cepa de la cueva Sybil (Italia) (Ciniglia et al., 2004) la
similitud es menor, del 92 %. La similitud con Cyanidium caldarium extremofilo es de, tan solo,
el 48,8 %.

Finalmente, en la Cueva de Nerja no se ha observado un patron general de diversidad de
algas y cianobacterias de los biofilms estudiados en relacion con intensidad de luz que reciben
(PAR), de acuerdo con Lamprinou et al. (2012) y Popovic et al. (2015). No obstante, la luz es
uno de los factores limitantes mas importantes en el desarrollo de los biofilms fotosintéticos,
aunque no el tnico (Gomez-Boleaet al., 2014) y esta directamente relacionado con su desarrollo
y con €l estado fisiolégico de los organismos que los integran (Roldan et al., 2006). Los
resultados ofrecidos por la microscopia CLSM han permitido identificar los pigmentos de cada
uno de los grupos de organismos fotosintéticos de la Cueva de Nerjay, con ello, el espectro de

iluminacion més favorable para su desarrollo.
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CAPITULO 7
CONCLUSIONES GENERALESY
RECOMENDACIONES

7.1. Conclusiones generales

1. El mal verde de la Cueva de Nerja se debe a la presencia de microorganismos fotosintéticos
gue se desarrollan en el entorno de las lamparas de luz eléctrica de las Galerias Turisticas. Estos
organismos forman parte de comunidades estructurales complejas, denominadas biofilms, que
colonizan tanto la superficie como las grietas y oquedades del sustrato, alcanzando una

profundidad no superior a3 mm.

2. Su presencia se ha relacionado con procesos de ateracion fisica y quimica del sustrato, tales
como discoloracion, disolucion, ruptura o arenizacion. Ademéas, estas comunidades bioldgicas
proporcionan materia organica gque sustenta el desarrollo de organismos heterotrofos y modifica

la poblacién de microorganismos autoctonos de la cueva.
3. El empleo de técnicas de fotomonitorizacion, control ambiental y andlisis estadistico ha

permitido cuantificar la colonizacion de los espeleotemas de la Cueva de Nerja por biofilms

fotosintéticos, asi como conocer su evolucion durante € periodo de estudio. Los cambios de
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tamafio determinados en los biofilms se relacionaron, mayoritariamente, con un aumento de la
superficie colonizada.

4. El conjunto de variables. humedad relativa, concentracion de dioxido de carbono y
temperatura del aire pudo explicar, en algunos casos, hasta un 80 % del tamarfio de los biofilms
mientras que, en otros, este porcentaje fue muy inferior. De estas variables ambientales, la

humedad relativa del aire resulto ser la méas influyente en el tamario de los biofilms.

5. Otros factores ambientales, tales como disponibilidad de agua liquida, presencia de
murcielaguing, tipo de iluminacién, empleo de hiocidas 0 presencia de artropodos han sido
propuestos como favorecedores o detractores del crecimiento de los biofilms fotosintéticos y

deben tenerse en cuenta durante | os trabajos de iluminacion de espel eotemas.

6. El empleo combinado de las técnicas de microscopia ha ofrecido informacion sobre la
estructura, composicion y relacion con el sustrato de los biofilms fotosintéticos, asi como sobre
la diversidad de organismos que los integran y su estado fisioldgico. Las técnicas moleculares
han permitido contrastar y, en su caso, corroborar la identificacion los organismos fotosintéticos

propuesta por €l estudio morfol 6gico.

7. Se han establecido dos tipos de biofilms en base a sus propiedades macroscépicas y diversidad
de organismos fotosintéticos. El tipo méas abundante presenta textura pulverulenta, se relaciona
con sustrato secos y se compone por Cyanidium sp. y Chroococcidiospsis sp. El otro tipo es de
textura gelatinosa y semi-gelatinosa, se desarrolla en superficies con presencia de agua liquida y
se forma, ademas, por representantes de los géneros Aphanothece, Leptolyngbya, Gloeocapsa,
Pseudophormidium, Chalicogloea, Desmococcus, Jenufa y Stichococcus. Otros géneros, tales
como Humidophila, Gloethece y Nostoc, también han sido identificados en |la Cueva de Nerja

pero con menor frecuencia.

8. Los organismos fotosintéticos que integran estos biofilms se encuentran perfectamente
adaptados a las condiciones ambientales disponibles, especiamente a la escasez de agua 'y una
reducida iluminacién. De €ellos, los organismos méas abundantes son Chroococcidiopsis sp. y

Cyanidium sp. considerados extremofilos y de presencia ubicua en la Cueva de Nerja.
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9. Las especies de agas Desmococcus endolithicus y Sichococcus bacillaris fueron los
colonizadores primarios de una superficie de espel eotema sometida a iluminacién controlada.

10. En relacion con € tipo de sustrato, los sustratos con mayor proporcion de arcilla o con
disponibilidad de agua ligquida mostraron mayor biorreceptividad para su colonizacién por
microorganismos, en general y de metabolismo fotosintético, en particular.

11. A pesar de que no se pudo establecer unarelacion entre laintensidad de iluminacion (PAR) y
el crecimiento de los biofilms, se ha determinado su desarrollo a intensidades de iluminacion
muy por debgjo del punto de compensacién de la fotosintesis de cianobacterias y algas, |0 que
pone de manifiesto su capacidad de supervivencia en condiciones de escasa iluminacion. Por
tanto, para controlar estos biofilms no basta con reducir, cuantitativamente, la intensidad de
iluminacion que reciben sino que también es necesario adecuar esa iluminacion,

cualitativamente, alas condiciones mas desfavorables para el desarrollo de estos organismos.

12. El espectro de emision de los organismos fotosintéticos de la Cueva de Nerja ha permitido
identificar los pigmentos gque posee cada grupo de organismos y, por tanto, conocer las
condiciones de iluminacion més favorables o desfavorables para su desarrollo.

13. La combinacion de los resultados obtenidos para la identificacion de |os organismos basados
en los caracteres morfoldgicos y en e andlisis genético han permitido identificar, en la Cueva de
Nerja, la presencia de especies ya descritas morfologica y molecularmente en la bibliografia,
especies morfol 6gicamente iguales y molecularmente diferentes a las descritas en la bibliografia,
denominadas especies cripticas y, finamente, especies nuevas, que aun no han sido descritas

morfol 6gicay molecularmente.

14. La informacion ofrecida por este trabagjo sobre los biofilms fotosintéticos que dan lugar a
mal verde de la Cueva de Nerja, en relacion con sus procesos de desarrollo y dispersion, sus
estrategias de colonizacion y sus requerimientos especificos, resulta una herramienta basica para
el disefio de estrategias de control de estas comunidades bioldgicas en base a una adecuada
conservacion del patrimonio natural y cultural de la cavidad.
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15. No obstante, las medidas metddicas del biodeterioro de los espel eotemas producido por 1os
biofilms fotosintéticos y € conocimiento de las consecuencias alo largo del tiempo son todavia
una asignatura pendiente y necesaria para la proteccion del patrimonio cultural y natural
hipogeo, en genera, y de la Cueva de Nerja, en particular, que precisa continuar e trabao
desarrollado por esta memoria mediante la puesta en préctica de las recomendaciones indicadas a

continuacion.

7.2. Recomendaciones

L os resultados obtenidos han puesto de manifiesto una notable colonizacion por biofilms
fotosintéticos en la Cueva de Nerja que aumenta su tamafio con €l paso del tiempo. Para estos
biofilms, la disponibilidad de agua liquida y de iluminacion artificial en el sustrato representan
los principales factores limitantes de su desarrollo. En relacion con el agua, se recomienda evitar
su aporte extraordinario, es decir, procedente del riego de jardines del exterior o de depdsitos de
amacenamiento. No obstante, dada la naturaleza “humeda’” del medio subterraneo, controlar la
iluminacion se plantea como una de las principales actuaciones de cara a eiminar, reducir o

prevenir € desarrollo de |os biofilms fotosintéticos.

Asi, a nivel cuantitativo, se recomienda reducir la duracion de los periodos de
iluminacion de la cavidad. Desde un punto de vista cuaditativo, la informacion ofrecida por los
espectros de emision de fluorescencia de los organismos fotosintéticos ha permitido identificar
sus pigmentos y, por tanto, conocer € rango de longitud de onda més desfavorable para su
desarrollo. En base a esta informacion se propone, como iluminacion mas adecuada para la
Cueva de Nerja, una longitud de onda alrededor de 560 nm y una temperatura de color por
debajo de 2800 K. Con frecuencia, las longitudes de onda emitidas por las |amparas comerciales
no se adecuan a los requisitos de conservacion recomendados a excepcion de las lamparas de
tungsteno. No obstante, estas lamparas incandescentes precisan de un tiempo de encendido e
incrementan la temperatura y disminuyen la humedad ambiental del entorno, por lo que no
representan una alternativa apropiada paralailuminacion de cavidades (D’ Agostino et al., 2015).
En la actualidad, de los tipos de lamparas disponibles en el mercado, |as compuestas por diodos

(LEDs) se consideran las mas adecuadas paralailuminacion de cavidades (Olson, 2006).
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En base aello, se recomienda el disefio experimental de |lamparas LEDs que presenten las
caracteristicas indicadas. Prototipos de esta luminaria, de carécter preliminar, deben ser
empleados en ensayos en € interior de la cueva que monitoricen del estado fisiologico de los
biofilms y determinen posibles procesos de fotoaclimatacion o adaptacion de los organismos
fotosintéticos. Los resultados obtenidos permitiran € disefio final del nuevo sistemay programa
de iluminacion, que debe tener en cuenta la naturaleza turistica de la Cueva de Nerjay, por tanto,

lalegislacion vigente relativa ala seguridad de los visitantes.

Por otro lado, un cambio drastico en la iluminacién de zonas colonizadas por biofilms
fotosintéticos podria inducir la muerte masiva de organismos y, por tanto, aumentar la materia
organica muerta del medio, que representa una fuente nutricional para los hongos. Un desarrollo
de hongos a gran escala en €l interior de la cueva podria generar una situacion semejante a la
sucedida en la cueva de Lascaux, tal y como se describe en €l capitulo 4 de la presente memoria.
Para evitar este hecho, se propone € reemplazo de forma progresiva y controlada de la
iluminacion, asi como la limpieza previa de aquellos espeleotemas colonizados intensamente, a
fin de reducir la cantidad de materia organica del medio. En aquellos espeleotemas con
desarrollo epilitico de los biofilms y presencia de un sustrato estable, desde un punto de vista
estructural, se propone una limpieza mecanica suave, que evite la dispersion de propagulos. Este
tipo de limpieza no se debe realizar cuando |os organismos se desarrollen casmoendoliticamente
0 en sustratos arenizados y facilmente disgregables, dado que aumentaria su deterioro sin
eliminar latotalidad de los organismos. En estos casos, se recomienda el empleo de biocidas que
no ateren e sustrato ni aporten sustancias toxicas a medio. En base a la informacion
bibliografica asi como a nuestra propia experiencia, se recomienda el empleo de una dilucién de
peréxido de hidrogeno y agua saturada en calcita (15 %) seguido de laretirada del medio de la

materia organica muerta que se genere.
Finalmente, la iluminacion primaria de zonas que se encuentran en oscuridad debe evitar

aquellos sustratos més biorreceptivos, es decir, con elevada porosidad, presencia de

murcielaguina o disponibilidad de agua liquida.
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ANEXO 1

Inventario de zonas colonizadas por biofilmsfotosintéticos. imagenesy planimetria
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INVENTARIO 1. SALA DEL VESTIBULO

Ves1 Ves2

Ves-3 Vest-4
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INVENTARIO 2. SALA DEL BELEN

Bel-3 Bel-4

Bel-5 Bel-6
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Bd-8 (Ne.11)
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Bel-13 Bel-14

Bel-15 Bel-16

Bel-17 Bel-18
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INVENTARIO 3. SALA DE LA CASCADA

Cas-1

Cas-6

as-3

C
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Cas-8 (Ne. 9)

Cas9 Cas-10
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Cas-15 Cas-16

Cas-17 Cas-18
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INVENTARIO 4. SALA DE LOSFANTASMAS

Fan-1 Fan-2

Fan-5 Fan-6 (varias zonas)
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Fan-7 (Ne. 8) Fan-8

Fan-9 Fan-10
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INVENTARIO 5. SALA DEL CATACLISMO

Cat-2 (Ne.12)

B P g

Cat-3 Cat-4

Cat-5 Cat-6
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Cat-9 Cat-10

Cat-11 Cat-12
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Cat-14

Cat-13
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Cat-15
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Cat

Cat-17
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Cat-20

Cat-19

Cat-22

Cat-21

Cat-24

Cat-23
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Cat-25 Cat-26
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Cat-39 Cat-40 (Ne.7)

Cat-41 Cat-42
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Cat-43 Cat-44

Cat-45 Cat-46

Cat-47 Cat-48
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Cat-49 Cat-50 (Ne.3)

Cat-51 Cat-52
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Cat-57 (Nely Ne2) Cat-58
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Cat-61 Cat-62

Cat-63
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SALA DE LA TORCA

Tor-1 Tor-2 (Ne.d)

Tor-3(Ne.d) Tor-4 (Ne.d)

/
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ANEXO 2

Coeficientes estadistica
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Coeficientes

Ooeficieqtes no OF’?‘“_C‘e”“S Correlaciones Estadisticos de colinealidad
Zora estandarizados tipificados t Sig.
B Error tip. Beta Orden cero| Parcial | Semiparcial| Toleranda FIv
(Constante)| 550 083 6,640 000
RH.ZO 73 182 1,254 5354 000 668 682 543 188 5324
Nedt T.20 -020 166 027 120 905 537 021 012 202 4948
C02z0 | -580 132 726 -4409 000 224 -609 - 447 380 B34
(Constante) | 392 0% 4066 000
RH.z1 o78 212 1,29 4620 000 702 664 536 a7 5840
Nl T 205 220 273 -3l 360 544 -176 108 156 6410
co2z1 | -369 139 -AT5 -2650 013 261 - 454 -308 419 285
(Constante) | 432 092 4692 000
RH.z2 845 185 1,139 4569 000 743 628 482 180 5571
Nl T - 067 188 -089 - 356 72 619 -083 -038 78 5608
co2z2 | -319 121 - 421 2642 013 346 -423 -279 426 247
(Constante) | 428 088 4878 000
RH.z3 732 167 1,009 4393 000 770 607 448 198 5061
Nedt T23 008 178 010 044 965 652 008 004 181 5510
co2z3 | -267 114 -355 2355 025 358 -379 -,240 458 285
(Constante) | 354 080 4,406 000
RH.z4 935 170 1,162 5496 000 79 686 497 183 5457
Nedt T.z4 -113 174 -147 -653 518 652 -1 -059 161 6194
co2z4 | -201 105 -355 2776 009 303 - 430 -251 500 201
(Constante) | 336 o7t 4346 000
RH.z5 951 a71 1,181 5551 000 799 684 497 177 5646
Al 127 180 -162 704 486 655 .18 - 063 51 6631
co2z5 | -2%0 113 -343 -2570 015 346 -398 -230 451 218
(Constante)| 358 076 4689 000
RH.z6 01 173 1,135 5208 000 788 655 481 179 5572
Nedt T26 -108 173 -140 -624 537 657 -103 -058 170 5807
co2z6 | -218 108 -332 2573 014 329 -3 -238 514 47
Descriptivos de las variables que integran los model os propuestos parala zonaNe.1.1.
Resumen del modelo
Error tip. de Estadisticos de cambio
Zona Variables predictoras R R? R corregida _ la _ — : Sg Cambio
estimacion | Cambio R® |Cambio en F|gl1|gl2 onE
Nell |(Constante), CO2.z0,T.z0,RH.z0| 813 660 629 4735391 660 21368 | 3|33 000
Nell |(Constante),CO2.z1,T.z1,RH.z1| 798 636 59 4802821 636 15751 | 3|27 000
Nell |(Constante),CO2.z2 T.z2 RH.z2| 802 643 610 4863671 643 19240 | 3(32| 000
Nell |(Constante), CO2.23 T.z3 RH.z3| 810 656 625 4780445 656 20988 3|33 000
Nell |(Constante), CO2.z4,T.z4 RH.z4| 849 721 697 4334489 721 2035 | 3|34 000
Nell |(Constante), CO2.25,T.z5RH.z5| 848 719 695 4377169 719 29886 | 3|35 000
Nell |(Constante), CO2.26,T.z6 RH.z6| 832 693 667 4544031 693 27074 | 3|36 000
Significacion de los modelos y bondad de gjuste de los mismos paralazonaNe.1.1.
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Coeficientes

Ooeficieqtes no Oqe.ﬂvcients Correlaciones Estadisticos de colinealidad

Zora estandarizados tipificados t Sig.
B Error tip. Beta Ordencero| Parcial | Semiparcial | Tolerancia FIvV

(Constante) | 497 083 5978 000
RH.z0 636 182 1,062 3494 001 514 520 456 188 5324
Neltz T.20 022 166 -039 13 895 403 023 -017 202 4948
C02.20 - 406 132 651 -3075 004 134 - 472 - 401 380 2634

(Constante) | 442 0% 459 000
RH.z1 543 211 935 2573 016 519 444 387 a7 5840
Nelz Tzl 038 220 -066 173 864 413 -0 -026 156 6410
co2z1 -293 139 -490 -2,109 044 141 -376 -317 419 2385

(Constante) | 457 093 4892 000
RH.z2 387 188 687 2061 048 542 342 291 180 5571
Nelz Tz2 094 101 164 492 626 489 087 069 178 5608
co2.z2 -225 122 -397 -1,835 076 231 -,308 -,259 426 2347

(Constante) 483 ,090 5351 ,000
RH.z3 303 71 535 1,770 086 578 294 238 198 5061
Ned2 T3 201 183 346 1007 281 546 188 147 181 5510
co2z3 -224 117 -381 -1917 064 245 -317 -258 458 2185

(Constante) 432 ,089 4841 ,000
RH.z4 345 189 561 1826 077 599 299 240 183 5457
Ned2 T24 161 103 274 837 400 555 142 110 161 6194
co2z24 -201 117 -321 172 094 241 -283 -227 500 2001

(Constante) | 424 083 5,107 000
RH.z5 342 184 556 1854 072 607 299 234 a1 5646
Ned2 Tz5 213 103 350 1104 277 566 183 139 151 6631
co2.z5 -,259 121 - 401 2134 040 246 -339 -,269 451 2218

(Constante) | 398 082 4867 000
RH.z6 324 185 538 1,748 089 597 280 228 179 5572
Ned2 T.26 139 185 239 754 456 563 125 0% 170 5807
CO2.26 -149 116 -235 -1,289 205 289 -210 -168 514 1047

Descriptivos de las variables que integran los model os propuestos parala zona Ne.1.2.
Resumen del modelo
Zona Variables predictoras R R? R’ corregida Errorlgp- * Estadistions de canbo . .
estimacion | Cambio R |Cambio en F|gl1{gi2| 3¢ :;a;nbio
Ne.l2 |(Constarte), CO2.20,T.z0,RH.z0| 662 433 3687 A748150 433 8567 |3(33] 000
Nel2 |(Constante),CO2z1,T.z1,RH.z1| 624 389 321 4788533 389 5737 | 3|27 o004
Ne.l2 |(Constarte),CO222 T.z2,RH.z2| 601 361 301 4937192 361 6035 |3[32| 002
Ne.l2 |(Constarte), CO22.3 T.z3,RH.z3| 636 404 350 4914723 404 7470 | 3|33 o0
Ne.l2 |(Constarte), CO2z4,T.z4,RH.z4| 641 a1 359 4816511 411 7903 |3|34| 000
Ne.l2 |(Constarte), CO225,T.z5 RH.25 665 442 394 A707879 442 9248 | 335 000
Ne.l2 |(Constarte), CO226,T.z6,RH.z6| 623 383 337 4863661 383 7600 |3[36 000
2

Significacion de los modelos y bondad de gjuste de los mismos paralazona Ne.1.
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Coeficientes

Ooeficieqtes no Oqe.ﬂvcients Correlaciones Estadisticos de colinealidad
Zora estandarizados tipificados t Sig.
B Error tip. Beta Ordencero| Parcial | Semiparcial | Tolerancia FIvV
(Constarte) | -,495 081 6,114 000
RH.z0 -402 174 -,566 -2,310 028 ,510 -,389 -,248 193 5192
Ne.2.1
T.z0 ,348 159 507 2192 ,036 ,610 372 236 ,216 4,631
C02.2.0 623 127 827 4,900 ,000 ,765 667 527 407 2460
(Constante) -372 107 -3463 ,002
RH.z1 -,445 232 -,595 -1922 067 484 -372 -,253 181 552
Ne.2.1
T.z1 549 ,241 ;725 2,276 033 ,625 429 ,300 A71 5845
C02.z1 494 ,156 ,609 3,169 ,004 ;714 ,551 418 471 2122
(Constante) -432 ,100 -4,322 ,000
RH.z2 -,305 ,205 -460 -1493 147 514 -,272 -191 72 5814
Ne.2.1
T.z2 415 ,209 ,600 1,985 057 ,610 351 253 178 5,608
C02.2.2 419 132 ,598 3173 ,004 ,692 514 405 459 2177
(Constarte) | -425 1100 -4,246 000
RH.z3 -,294 194 -453 -1518 ,140 490 =271 -,195 185 536
Ne.2.1
T.z3 436 ,207 641 2107 044 ,608 364 271 178 5,603
C02.2.3 370 129 ,530 2,868 ,008 ,668 A70 ,368 484 2067
(Constante) | -427 097 4427 000
RH.z4 -,310 ,206 -437 -1,506 ,143 467 -,265 -,184 77 564
Ne.2.1
T.z4 391 212 563 1843 075 ,585 319 225 ,160 6,254
C02.24 443 125 ,603 3544 ,001 ,708 543 433 516 1940
(Constante) -412 ,089 -4,624 ,000
RH.z5 -321 ,200 -459 -1,603 119 444 =277 -,189 170 5833
Ne.2.1
T.z5 319 212 463 1,503 143 561 ,261 178 147 6,791
C02.25 517 129 ;702 4017 ,000 ;728 ,585 AT5 457 2189
(Constarte) | -/414 086 4834 000
RH.z6 -,332 193 -484 -1721 095 420 -291 -,203 75 5713
Ne.2.1
T.z6 317 ,201 465 1578 124 532 ,269 186 ,160 6,255
C02.2.6 532 125 ;714 4252 ,000 ;717 ,601 501 491 2035
Descriptivos de las variables que integran los model os propuestos parala zona Ne.2.1.
Resumen del modelo
X ' Error tip. de Estadisticos de cambio
Zona Variables predictoras R R R” corregida la 7 i
. Sig. Cambio
estimacion | Cambio R? |Cambio en F{ gi1 | gi2| 29 el
Ne.2.1 (Constante), CO2.2.0, T.z0, RH.z.0 ,808 ,653 ,618 4446390 ,653 18,794 3|30 ,000
Ne.2.1 (Constante), CO2.2.1, T.z1,RH.z1 775 ,600 548 5121925 ,600 11,504 3|23 ,000
Ne.21 | (Constante), CO2z.2,T.z2,RH.z2 ,738 544 495 ,5100453 544 11121 (3|28 ,000
Ne.21 | (Constante), CO2.z.3,T.z.3,RH.z3 722 521 AT2 5238844 521 10532 (3|29 ,000
Ne.2.1 (Constante), CO2.2.4, T.z4,RH.z4 ,743 552 507 5012192 552 12,332 3|30 ,000
Ne.2.1 (Constante), CO2.2.5, T.z5 RH.z5 ,753 567 525 4855360 567 13,535 3|31 ,000
Ne.21 | (Constante), CO2.z.6, T.z.6, RH.z.6 ,746 556 515 4863944 556 13369 | 3|32 ,000

Significacion de los modelos y bondad de gjuste de los mismos paralazonaNe.2.1.
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Coeficientes

Ooeficieqtes no Oqe.ﬂvcients Correlaciones Estadisticos de colinealidad
Zora estandarizados tipificados t Sig.
B Error tip. Beta Ordencero| Parcial | Semiparcial | Tolerancia FIvV
(Constarte) | -107 103 -1038 308
RH.0 259 222 313 1,169 251 737 200 137 193 5192
Ne22 T.20 253 202 315 1248 22 730 222 146 216 4631
C02.20 169 162 192 1,045 305 659 187 123 407 2,460
(Constarnte) | 004 125 035 ar2
RH.z1 078 269 093 201 773 701 061 040 181 5522
Ne22 Tzl 507 280 507 1813 083 752 354 247 a7 5845
co2.z1 090 181 099 500 622 593 104 068 71 2122
(Constarte) | -004 115 -814 423
RH.z2 243 236 313 1,026 314 718 190 130 an 5814
Ne22 Tz2 354 242 439 1466 154 730 267 185 178 5608
co2.22 011 152 013 070 45 551 013 009 459 2177
(Constarte) | -056 115 - 485 631
RH.z3 124 223 158 556 582 703 103 068 185 539%
Ne22 T3 514 238 625 2161 039 749 372 264 178 5603
co2z3 | -0z 148 - 025 -144 887 526 -027 -018 484 2067
(Constarte) | -001 117 -T74 445
RH.z4 -027 250 -032 -110 013 666 -020 -013 a7 5,654
Ne22 T24 608 257 725 2366 025 740 397 290 160 6254
Co2.24 055 151 063 366 717 545 067 045 516 1940
(Constarte) | -088 111 -T2 434
RH.z5 -114 249 -136 - 459 650 640 - 082 -056 170 5883
Ne22 Tz5 613 264 738 232 027 725 385 283 147 6791
co2.25 133 160 150 832 412 600 148 a0 457 2189
(Constarte) | -060 112 - 541 592
RH.z6 -017 251 -020 -069 o5 653 -012 -008 a7 5713
Ne22 T.26 601 261 703 2301 028 722 377 281 160 6255
C02.26 049 163 052 299 767 537 053 037 491 2035
Descriptivos de las variables que integran los model os propuestos parala zona Ne.2.2.
Resumen del modelo
Zona Variables predictoras R R? R’ corregida Errorlgp- * Estadisions de canbo . .
estimacion | Cambio R |Cambio en F|gl1{gi2| 3¢ :;a;nbio
Ne22 |(Constante), CO22.0,T.z0,RH.z0| 766 587 546 5664476 587 14219 | 3|30| 000
Ne22 |(Constante), CO22.1,T.z1,RH.z1| 757 573 518 5940290 573 10305 | 3|23 000
Ne22 |(Constante), CO22.2,T.z2,RH.z2| 743 552 504 5893024 552 11520 |3|28| 000
Ne22 |(Constante), CO22.3 T.z3,RH.z3| 753 566 52 6027203 566 12626 | 3|20 000
Ne22 |(Constante), CO22.4,T.z4, RH.z4| 741 549 504 6069290 549 12183 | 3|30| 000
Ne22 |(Constante), CO225 T.2z5RH.z5| 734 539 494 6041854 539 12064 |3(31| 000
Ne22 |(Constante), CO22.6,T.z6,RH.z6| 723 52 A78 6328644 522 1664 |3(32| 000

Significacion de los modelos y bondad de gjuste de los mismos paralazona Ne.2.2.
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Coeficientes

Ooeficieqtes no Oqe.ﬂvcients Correlaciones Estadisticos de colinealidad

Zora estandarizados tipificados t Sig.
B Error tip. Beta Ordencero| Parcial | Semiparcial | Tolerancia FIvV

(Constarte) | 132 088 1504 142
RH.0 590 192 587 3077 004 863 472 254 188 5324
Nesd T.20 367 175 385 2003 044 842 42 173 202 4948
co220 | -087 139 -,084 - 625 536 660 -108 - 052 30 2634

(Constante) | 150 095 1574 128
RH.z1 518 209 504 2477 020 883 437 211 174 5731
Nesd Tzl 450 218 453 2107 045 876 382 179 156 6403
co2z1l | -048 139 - 045 - 345 733 658 -068 -029 427 233

(Constante) | 110 094 1,170 251
RH.z2 490 189 473 2597 014 877 423 202 a8 5490
Nesd Tz2 512 102 489 2662 012 879 431 207 179 5500
co2z2 | -0%0 124 - 048 - 406 688 658 -073 -082 433 2310

(Constante) | 090 089 1,015 318
RH.z3 an 168 459 2,800 009 885 444 205 199 5015
Nest T3 401 180 470 2727 010 886 434 200 180 5541
co2.23 010 116 009 085 933 669 015 006 462 2166

(Constarte) | 024 086 219 782
RH.z4 603 184 541 3283 002 898 496 232 184 5437
Nest T24 380 188 357 2025 051 883 382 143 160 6238
Co2.24 060 114 053 532 599 655 092 038 503 1987

(Constante) 054 ,089 610 546
RH.z5 518 199 473 2,605 014 874 408 199 a7 5642
Nest Tz5 410 200 389 1965 058 871 319 150 149 6,694
co2.25 083 131 o072 631 532 680 108 048 454 2204

(Constarte) | 061 092 666 510
RH.z6 560 209 517 2683 011 860 413 220 180 5546
Nesd T.26 358 210 342 1600 098 845 276 139 165 6051
C02.26 060 135 051 441 662 632 074 036 509 1,966

Descriptivos de las variables que integran los model os propuestos parala zona Ne.3.1.
Resumen del modelo
Zona Variables predictoras R R? R’ corregida Errorlgp- * Estadisions de canbo . .
estimacion | Cambio R |Cambio en F|gl1{gi2| 3¢ :;a;nbio

Ne3l |(Constante), CO22.0,T.z0,RH.z0| 880 775 754 5001807 775 37820 |3|33] 000
Ne3l |(Constante), CO22.1,T.z1,RH.z1| 901 812 791 A714436 812 3740 |3|26] 000
Ne3l |(Constante), CO22.2,T.z2,RH.z2| 902 813 795 4942354 813 44927 |3|31] 000
Ne.31 |(Constante), CO22.3 T.z3,RH.z3| 910 829 812 4807369 829 51545 | 3(32| 000
Ne3l |(Constante), CO22.4,T.z4, RH.z4| 914 835 820 4651047 835 5580 | 3(33] 000
Ne3l |(Constante), CO225 T.25RH.z5| 895 801 784 5037109 801 45653 3|34 000
Ne.31 |(Constante), CO22.6,T.z6,RH.z6| 875 766 746 5452546 766 38115 |3 |35 000

Significacion de los modelos y bondad de gjuste de los mismos paralazona Ne.3.1.
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Coeficientes

Coeficientes no

Coeficientes

o estandarizados tipificados . s Correlaciones Estadisticos de colinealidad

B Error tip. Beta Ordencero| Parcial | Semiparcial | Tolerancia Flv

(Corstarte)| 30 086 349 001
RH.Z0 730 183 725 3875 000 862 559 314 188 5304
Ne32 T20 350 172 367 2,035 ,050 826 334 165 202 4,948
0220 -253 136 - 244 -1854 073 504 -,307 -,150 380 2,634

(Corstarte) | 272 103 2645 014
RH.z1 630 226 613 2784 010 871 479 256 174 5731
Ne32 T21 368 236 364 1561 131 844 293 144 156 6,403
co2z1 -,108 151 -101 -713 482 614 -139 -,066 427 2,343

(Corstarte)| 270 0% 2872 007
RH.z2 566 189 565 2,99 005 871 A74 241 182 5490
Ne32 Tz2 AT2 192 467 2454 ,020 860 403 197 179 5599
o222 -157 124 -155 -1,270 214 601 -222 -,102 433 2,310

(Corstarte) | 22 090 2,7% 009
RH.z3 502 in 507 2931 006 875 460 226 199 5015
Ne32 T23 489 183 485 2,669 012 870 421 206 180 5541
o223 -097 118 -094 -826 415 610 -145 -,064 462 2,166

(Corstarte) | 192 085 2240 032
RH.z4 714 182 658 3932 000 901 565 282 184 5437
Ne32 Tz4 342 185 330 1,842 075 865 305 132 160 6,238
o224 -,093 113 -084 -827 A4 576 -143 -,059 503 1,987

(Corstarte) | 192 084 2207 028
RH.25 706 187 661 3783 001 8% 544 278 77 5642
Ne32 T25 309 196 300 1579 124 859 261 116 149 6,694
o225 -062 123 -055 -504 618 616 -,086 -,037 454 2,204

(Costare)| 220 087 2541 016
RH.26 72 197 683 3717 001 878 532 290 180 5546
Ne32 T26 301 198 291 1518 138 837 249 118 165 6,051
CO2.26 -119 127 -102 -937 355 553 -156 -073 509 1,966

Descriptivos de las variables que integran los model os propuestos parala zona Ne.3.2.
Resumen del modelo
Zona Variables predictoras R R’ R’ corregida Errorlgp- de Eetadisions de cambio - -
estimacitn | Cambio R |Cambio en F|gi1|gi2| 5% S

Ne.32 | (Constante), CO2.2.0, T.z0,RH.z0 885 783 763 ,4909980 783 39700 |3(33| 000
Ne.32 | (Constante), CO2.2.1,T.z1,RH.z1 883 780 754 5101925 780 30687 |3|26| 000
Ne.32 | (Constante), CO2.2.2, T.z2,RH.z2 894 800 780 4946435 ,800 41285 | 331 000
Ne.32 |(Constante), CO2.2.3,T.z3,RH.z3 899 809 791 4894983 809 45155 | 3(32| 000
Ne.32 |(Constante),CO2.z4,T.z4, RH.z4| 911 830 815 4599160 830 53763 |3(33] 000
Ne.32 | (Constante), CO2.2.5,T.z5 RH.z5 903 816 ,800 AT28176 816 50317 |3|34| 000
Ne.32 | (Constante), CO2.2.6, T.z.6,RH.z6 887 787 769 5139334 787 43112 | 3(35| 000

Significacion de los modelos y bondad de gjuste de los mismos paralazona Ne.3.2.
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Coeficientes

Ooeficieqtes no Oqe.ﬂvcients Correlaciones Estadisticos de colinealidad

Zora estandarizados tipificados t Sig.
B Error tip. Beta Ordencero| Parcial | Semiparcial | Tolerancia FIvV

(Constante) 450 ,069 6,513 ,000
RH.z0 553 151 1,083 3649 001 206 536 470 188 5324
Nerd T.20 -082 138 128 - A48 657 089 078 - 058 202 4948
C02.20 -518 110 -,987 -4726 000 -,245 -635 -,608 380 2634

(Constante) | 357 086 4162 000
RH.z1 515 188 1,085 2736 011 218 A73 432 174 5731
Nert Tzl 174 196 354 -85 384 065 171 -140 156 6403
co2z1 -,359 126 -,691 2857 008 -214 -489 - 451 427 2343

(Constante) | 397 079 5051 000
RH.z2 426 158 912 2697 011 262 436 389 182 5490
Nert Tz2 -049 161 104 304 764 154 - 054 044 179 5500
co2.z2 -,360 104 -762 -3475 002 -A72 -529 -501 433 2310

(Constante) | 384 076 5,060 000
RH.z3 382 144 851 2645 013 304 424 380 199 5015
Ner T3 044 155 -09% 284 778 179 - 050 041 180 5541
co2z3 -313 099 -,666 -3151 004 -147 - 487 - 453 462 2166

(Constante) | 348 073 4785 000
RH.z4 488 154 976 3160 003 349 482 418 184 5437
Ner T24 -102 158 214 648 521 108 112 -086 160 6238
co2z24 -342 096 -667 -3570 001 - 184 - 528 -473 508 1987

(Constante) 320 ,068 4685 ,000
RH.z5 540 152 1,085 3547 001 381 520 457 77 5642
Ner Tz5 137 160 -286 -859 3% 215 -146 11 149 6,694
co2.z5 -343 100 -654 -3420 002 -129 -506 -440 454 2204

(Constante) | 342 061 5639 000
RH.z6 557 138 1123 4035 000 399 563 AT 180 5546
Ner T.26 126 139 264 907 271 241 152 -107 165 6051
CO2.26 -395 089 -733 -4426 000 -173 -599 -523 509 1966

Descriptivos de las variables que integran los model os propuestos parala zonaNe.7.1.
Resumen del modelo
Zona Variables predictoras R R? R’ corregida Errorlgp- * Estadisions de canbo . .
estimacion | Cambio R |Cambio en F|gl1{gi2| 3¢ :;a;nbio

Ne.7.l |(Constante), CO220,T.z0,RH.z0| 674 454 404 3947334 454 9134 |3(33] 000
Ne.7.l |(Constarte),CO2z1,T.z1,RH.z1| 592 351 276 4250270 351 4683 |3|26| 010
Ne7.l |(Constarte), CO2z2 T.z2,RH.z2| 59 354 292 /4140633 354 5671 | 3(31] 008
Ne7.l |(Constarte), CO22.3,T.z3,RH.z3| 582 339 277 4125623 339 5477 | 3(32| o004
Ne.7.l |(Constarte), CO224,T.z4,RH.z4| 649 a1 369 3910002 421 8004 |3(33] 000
Ne.7.l |(Constarte), CO2.25,T.z5, RH.2z5| 660 436 386 3857990 436 8769 | 3|34 000
Ne.7.l |(Constarte), CO22.6,T.z6,RH.z6[ 715 511 469 3605885 511 12201 |3|35| 000

Significacion de los modelos y bondad de gjuste de los mismos paralazonaNe.7.1.
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Coeficientes

Ooeficieqtes no Oqe.ﬂvcients Correlaciones Estadisticos de colinealidad
Zora estandarizados tipificados t Sig.
B Error tip. Beta Ordencero| Parcial | Semiparcial | Tolerancia FIvV
(Constante) | 517 064 8129 000
RH.z0 480 140 1,088 3442 002 147 514 AT2 188 5324
Ner2 T.20 126 127 302 -989 330 007 -170 -136 202 4948
C02.20 -39 o1 -871 -3915 000 -,256 -563 -536 380 2634
(Constante) | 439 079 5547 000
RH.z1 445 174 996 2557 017 172 448 416 174 5731
Ner2 Tzl 175 182 -397 -964 344 020 -186 157 156 6403
co2z1 -301 116 -646 -25% 015 -230 - 454 -422 427 2343
(Constante) | 470 071 6575 000
RH.z2 385 144 927 2678 012 221 433 3% 182 5490
Ner2 Tz2 -083 146 -199 -569 574 103 -102 084 179 5500
co2.z2 -303 094 722 -3215 003 -191 -500 -AT5 43 2310
(Constante) | 457 068 6,700 000
RH.z3 365 130 916 2815 008 265 445 409 199 5015
Ner2 T3 -09% 139 2% -89 495 119 121 -100 180 5541
co2z3 -,265 089 -636 -2976 006 -174 - 466 -432 462 2166
(Constante) 415 ,066 6,303 ,000
RH.z4 434 140 998 3105 004 301 AT6 428 184 5437
Ner2 T24 138 143 334 -970 330 139 -167 134 160 6238
co2z24 271 087 -608 -3130 004 -195 - 478 -431 508 1987
(Constante)| 398 062 6437 000
RH.z5 466 138 1,089 3379 002 325 501 459 77 5642
Ner2 Tz5 -169 145 _410 1167 251 151 -19 -158 149 6,694
co2.z5 -,260 091 -578 -2,868 007 -141 - 441 -,389 454 2204
(Constante) 423 ,056 7,504 ,000
RH.z6 461 128 1,079 3593 001 341 519 458 180 5546
Ner2 T.26 134 129 324 1034 308 183 172 132 165 6051
CO2.26 -312 083 -671 -3755 001 -183 -536 -479 509 1966
Descriptivos de las variables que integran los model os propuestos parala zona Ne.7.2.
Resumen del modelo
Zona Variables predictoras R R? R’ corregida Errorlgp- * Estadisions de canbo . .
estimacion | Cambio R |Cambio en F|gl1{gi2| 3¢ :;a;nbio
Ne.7.2 |(Constarte), CO2.2.0,T.z0,RH.z0| 617 380 324 3638425 380 6754 |3(33] 001
Ne.7.2 |(Constarte), CO2z.1,T.z1,RH.z1| 558 312 232 3929091 312 3928 | 3|26 019
Ne.7.2 |(Constarte), CO22.2, T.z2,RH.z2| 568 323 257 3763673 323 497 |3|31] 007
Ne.7.2 |(Constarte), CO22.3,T.z3,RH.z3| 570 325 261 3699494 325 5128 |3[32| 005
Ne.7.2 |(Constarte), CO2.2.4,T.z4,RH.z4| 611 373 316 3539169 373 6548 |3(33] 001
Ne.7.2 |(Constarte), CO2.25,T.z5,RH.z5| 611 374 318 3494596 374 6763 | 3|34 001
Ne.7.2 |(Constarte), CO2.2.6,T.z6,RH.z6| 656 431 382 3350761 431 8833 |3[35 000

Significacion de los modelos y bondad de gjuste de los mismos paralazonaNe.7.2.

313



Coeficientes

Ooeficieqtes no Ope.ﬂvcients Correlaciones Estadisticos de colinealidad
Zora estandarizados tipificados t Sig.
B Error tip. Beta Ordencero| Parcial | Semiparcial | Tolerancia FIvV
(Constarte) 057 133 430 671
RH.z0 -119 ,145 -,150 -,816 422 157 -,158 -,130 749 13%
Ne.8.1
T.z0 430 ,230 582 1871 073 ,568 ,345 298 262 3821
C02.20 054 222 071 ,245 809 ,503 ,048 039 304 3,201
(Constarte) 083 124 671 508
RH.z1 -,071 ,150 -,084 - 474 640 ,280 -,001 -071 ,703 142
Ne.8.1
Tzl 559 220 7126 2541 017 629 439 378 271 3,688
Co2z1 -,052 212 -,064 -,245 809 499 -,047 -,036 325 3,075
(Constarte) 025 123 207 837
RH.z2 020 132 029 ,148 884 333 028 024 671 1491
Ne.8.1
T.z2 472 204 656 2317 028 538 407 373 323 3,008
C02.z2 -,132 192 -,174 -,685 499 ,345 -,131 -,110 /400 2502
(Constarte) 132 123 1074 292
RH.z3 036 123 052 292 772 ,348 054 044 702 1425
Ne.8.1
T.z3 635 210 873 3,031 ,005 538 491 452 ,268 3,733
C02.23 -323 194 -,440 -1,666 ,107 ,300 -,295 -,248 318 3143
(Constante) 172 125 1372 ,181
RH.z4 021 123 029 173 864 284 033 025 7157 1321
Ne.8.1
T.z4 808 211 1,020 3827 ,001 ,500 ,586 ,560 ,301 3319
C02.24 -,490 ,186 -,659 -2,635 014 179 -,446 -,385 342 2024
(Constarte) 188 125 1505 144
RH.z5 ,080 126 ,106 634 531 ,318 119 094 784 1275
Ne.8.1
T.z5 733 ,205 ,940 3578 ,001 501 ,560 529 317 3,156
C02.25 -426 176 -,605 -2414 023 ,193 -415 -,357 348 2869
(Constarte) 197 137 1435 162
RH.z6 068 144 ,083 470 642 ,239 ,085 074 807 1240
Ne.8.1
T.z6 582 213 699 2,736 010 431 447 432 382 2615
C02.26 -,294 ,185 -,395 -1592 122 174 -279 -,251 406 2465
Descriptivos de las variables que integran los model os propuestos parala zona Ne.8.1.
Resumen del modelo
_ _ , s Error tip. de Estadisticos de cambio
Zona Variables predictoras R R R’ corregidal la ‘ — - Sg. Canbio
estimacion | Cambio R® |Cambio en F|dl1|gl2 enE
Ne.8.1 [ (Constante), CO2.2.0,T.z0,RH.z0 585 ,342 ,266 ,7209056 342 4510 3|26 011
Ne.8.1 [ (Constante), CO2.21,T.z1, RH.z1 634 402 335 16724236 402 6,040 3|27 ,003
Ne81 [(Congante),CO222,T.z2, RH.z2 550 302 225 6804508 302 38% 3|27 020
Ne81 [ (Congante),CO223,T.z.3 RH.z3 597 356 289 6844865 356 5343 3|29 005
Ne8.1 [ (Constante), CO2.2.4,T.z4,RH.z4 633 401 336 ,6870358 401 6,237 3|28 ,002
Ne8.1 [ (Constante), CO2.25,T.z5 RH.z5 623 ,388 322 ,6859354 ,388 5912 3|28 ,003
Ne81 [ (Consante), CO2.26, T.z.6,RH.z.6 502 252 177 ;7904973 252 3367 3|30 031

Significacion de los modelos y bondad de gjuste de los mismos parala zona Ne.8.1.
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Coeficientes

Ooeficieqtes no Oqe.ﬂvcients Correlaciones Estadisticos de colinealidad

Zora estandarizados tipificados t Sig.
B Error tip. Beta Ordencero| Parcial | Semiparcial | Tolerancia FIvV

(Constante) | -,055 116 - 473 640
RH.z0 -046 126 -043 -,368 716 393 -072 -037 749 13%
Nesz T.20 1011 200 900 5063 000 857 705 506 262 3821
C02.20 -144 193 -135 -,745 463 673 -145 -075 304 3201

(Constante) -,069 ,098 -,704 483
RH.z1 041 118 036 343 735 508 066 030 703 1422
Nesz Tzl 1011 174 974 5797 000 887 745 507 271 3688
co2z1 -142 168 -130 -847 405 681 -161 -074 325 3075

(Constante) -,065 ,095 -,681 502
RH.z2 116 102 121 1142 264 590 215 09 671 1401
Nesz Tz2 895 157 875 5707 000 884 739 497 323 3008
co2.z22 -083 148 -077 -559 581 649 -107 -,049 400 2502

(Constante) 011 ,099 115 ,909
RH.z3 136 099 143 1375 180 578 247 120 702 1425
Nes2 T3 016 169 017 5437 000 869 710 45 268 3733
co2z3 -154 156 -153 -,988 331 660 -180 -,086 318 343

(Constante) ,045 102 445 ,660
RH.z4 122 100 125 1222 232 520 225 109 757 1321
Nes2 T24 1152 171 1088 6723 000 847 786 597 301 3319
co2z24 -371 151 -374 -2461 020 555 - 422 -219 342 2024

(Constante)| 038 104 359 722
RH.z5 162 105 158 1538 135 516 279 140 784 1275
Nes2 Tz5 1,007 171 1041 6421 000 84l 772 586 317 3156
co2.z5 -323 147 -339 2192 037 560 -383 -,200 348 2869

(Constante) | 042 110 381 706
RH.z6 154 115 148 1332 193 466 236 13 807 1,240
Nes2 T.26 o717 170 027 5736 000 815 723 573 382 2615
C02.26 -217 148 -230 -1,466 153 539 - 258 -147 406 2465

Descriptivos de las variables que integran los model os propuestos parala zona Ne.8.2.
Resumen del modelo
Zona Variables predictoras R R? R’ corregida Errorlgp- * Estadisions de canbo . .
estimacion | Cambio R |Cambio en F|gl1{gi2| 3¢ :;a;nbio

Nes82 |(Constarte), CO2.2.0,T.z0,RH.z0| 860 740 710 6265895 740 24669 | 3|26 000
Ne82 |(Constarte),CO2z1,T.z1,RH.z1| 891 793 770 5326670 793 548 | 3|27 000
Ne82 |(Constarte), CO2z2 T.z2,RH.z2| 8% 795 772 5239846 795 93 | 3|27 000
Nes82 |(Constarte), CO22.3 T.z3,RH.z3| 882 779 756 5504617 779 3034 | 3|29 000
Ne82 |(Constarte), CO224,T.z4,RH.z4| 883 779 755 5572084 779 32875 |3|28| 000
Ne82 |(Constarte), CO2.25,T.z5RH.2z5| 876 767 742 5724708 767 30724 |3|28| 000
Nes82 |(Constarte), CO226,T.z6,RH.z6| 837 700 670 6329868 ;700 23354 |3|30| 000

Significacion de los modelos y bondad de gjuste de los mismos parala zona Ne.8.2.
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Coeficientes

Ooeficieqtes no Oqe.ﬂvcients Correlaciones Estadisticos de colinealidad

Zora estandarizados tipificados t Sig.
B Error tip. Beta Ordencero| Parcial | Semiparcial | Tolerancia FIvV

(Constarte) | -116 118 -981 335
RH.z0 19 123 195 1597 122 523 299 a7 781 1280
Nest T.20 82 212 830 3881 001 812 606 418 253 3945
c0220 | -139 226 -123 - 616 543 624 -120 -066 290 3450

(Constarte) | -038 135 - 281 781
RH.z1 263 151 255 1,739 094 569 323 217 721 1,387
Nest Tzl 571 241 555 2367 026 742 421 2% 282 3552
co2.z1 076 251 065 302 765 614 059 038 32 3013

(Constarte) | 012 131 094 926
RH.z2 205 129 232 1590 124 585 298 190 673 1,486
Nest Tz2 500 212 490 2405 024 762 427 287 345 2902
co2.22 214 211 185 1,014 320 648 195 121 428 2336

(Constarte) | -017 127 -138 891
RH.z3 155 117 176 1332 194 540 244 148 714 1,400
Nest T3 565 200 557 2605 012 789 454 300 201 3437
co2.23 180 201 a7 896 378 692 167 100 341 2928

(Constarte) | -017 132 -132 8%
RH.z4 154 120 72 1277 212 510 239 150 761 1314
Nest T24 670 216 635 3007 005 776 512 364 329 3044
Co2.24 073 199 o7 366 717 642 070 043 368 2714

(Constante) -,085 ,140 -,605 550
RH.z5 121 134 123 905 373 453 a72 109 787 1270
Nest Tz5 704 223 637 3151 004 770 519 379 355 2817
co2.25 103 206 097 500 621 645 096 060 ) 2620

(Constante) -,082 ,130 -,627 536
RH.z6 112 131 111 854 400 425 157 100 810 1235
Nest T.26 662 109 601 3334 002 762 526 3% 42 2372
C02.26 159 182 153 871 301 640 160 a0 445 2248

Descriptivos de las variables que integran los model os propuestos parala zona Ne.9.1.
Resumen del modelo
Zona Variables predictoras R R? R’ corregida Errorlgp- * Estadisions de canbo . .
estimacion | Cambio R |Cambio en F|gl1{gi2| 3¢ :;a;nbio

Ne9l |(Constante), CO22.0,T.z0,RH.z0| 836 699 664 6398861 699 20086 | 3|26 000
Ne9l |(Constante), CO22.1,T.z1,RH.z1| 773 597 551 7302514 597 12822 | 3|2 00
Ne.9l |(Constante), CO22.2,T.z2,RH.z2| 793 629 586 7120434 629 14665 | 3|26 000
Ne.9l |(Constante), CO22.3 T.z3,RH.z3| 808 652 615 6935555 652 17502 | 3|28 000
Ne9l |(Constante), CO22.4,T.z4, RH.z4| 792 627 585 7138692 627 1500 | 3|27| 000
Ne9l |(Constante), CO225 T.25RH.z5| 780 609 565 7572264 609 13998 | 3|27| 000
Ne.9l |(Constante), CO22.6,T.z6,RH.z6| 776 603 562 7385250 603 14673 |3|29| 000

Significacion de los modelos y bondad de gjuste de los mismos paralazona Ne.9.1.
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Coeficientes

Coeficientes no

Coeficientes

o estandarizados tipificados . g Correlaciones Estadisticos de colinealidad

B Error tip. Beta Ordencero| Parcial | Semiparcial | Tolerancia FIvV

(Constante) ,060 122 489 629
RH.z0 066 127 061 520 608 435 101 054 781 1280
Nesz T.20 1071 219 1,008 48% 000 835 602 507 253 3945
co220 | -2% 234 -239 -1239 227 621 -23% -129 290 3450

(Constante) ,058 125 465 646
RH.z1 12 140 118 875 389 500 169 100 721 1387
Nesz Tzl 820 223 74 3683 001 805 586 421 282 3552
co2z1 | -0 23 -062 -313 757 630 - 061 -036 3% 3013

(Constante) | 118 129 915 360
RH.z2 078 127 085 616 543 521 120 070 673 1486
Nesz Tz2 817 208 757 3924 001 814 610 444 345 2902
co2z2 | o013 208 o1l 064 950 617 012 007 428 23%

(Constante) | 142 125 1139 264
RH.z3 070 115 076 606 549 404 114 064 714 1400
Nes2 T3 835 206 74 4049 000 826 608 428 201 3437
co2z3 | -012 108 011 - 059 953 663 011 -006 341 298

(Constante) | 153 125 1222 232
RH.z4 073 113 079 647 523 465 123 069 761 1314
Nes2 T24 975 204 889 4719 000 826 677 510 329 3044
co2za | 137 188 128 729 472 600 -139 078 368 2714

(Constante) | 007 127 764 451
RH.z5 062 121 061 508 616 426 097 054 787 1270
Nes2 Tz5 1,000 203 882 4931 000 829 688 525 355 2817
co2z5 | -1 187 -103 -59% 556 614 114 -083 382 260

(Constante) | 068 121 566 576
RH.z6 078 121 075 644 525 412 119 068 810 1235
Ne:s2 T.26 021 184 810 5011 000 822 681 526 42 2372
co226 | -029 169 027 172 865 602 022 -018 445 2248

Descriptivos de las variables que integran los model os propuestos parala zona Ne.9.2.
Resumen del modelo
Zona Variables predictoras R R? R corregida Errorlgp. de Estacistioos de cambio - -
estimacién | Cambio R? |Cambio en F{gl1|gi2 Sg';a;nb'o

Ne.92 |(Constante), CO22.0,T.z0,RH.z0| g8 720 688 6619129 | 720 226 | 3|26 000
Ne92 |(Constante),CO221,T.zLRH.z1| g1 660 621 6731656 | 660 16814 | 3|26| 000
Ne92 |(Constante),CO222,T.z2,RH.z2| 817 667 628 7000068 | 667 17346 | 3|26 000
Ne92 |(Constante), CO2.23,T.z3,RH.z3| | 686 653 6825788 | 686 2043 | 3|28 000
Ne92 |(Constante), CO22.4,T.z4,RH.z4| g3 693 659 6737505 | 693 20320 | 3|27 000
Ne92 |(Constante),CO225 T.25RH.z5| | 694 660 | 6873390 | 694 2037 | 3|27 000
Ne92 |(Constante), CO226,T.26,RH.26|  g5° 680 647 6831930 | 680 20587 | 3|20 000

Significacion de los modelos y bondad de gjuste de los mismos paralazonaNe.9.2.
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Coeficientes

Oole;cdieqtzzsdno O?iiq:gts Correlaciones Estadisticos de colinealidad
Zona sl ar 0S tipificados t Sg
B Error tip. Beta Ordencero| Parcial | Semiparcial | Tolerancia FIvV
(Constante) | 235 093 2534 016
RH.z0 -,665 141 -,920 -4,714 ,000 -,618 -,629 -,599 425 2354
Ne.10.1
T.z0 ,186 157 ,261 1,187 ,243 -,276 ,200 151 ,336 2,980
C02z0 115 155 ,160 ;737 466 -,291 125 094 343 2916
(Constante) | 230 098 2344 026
RH.z1 -,738 ,180 -,927 -4,096 ,000 -,658 -,599 -,537 335 2982
Ne.10.1
T.z1 ,263 ,186 ,359 1409 ,169 -,356 ,249 ,185 ,264 3787
Cc02z1 -,005 ,201 -,007 -,027 978 -443 -,005 -,004 232 4311
(Constante) | 219 095 2311 028
RH.z2 -,539 156 -,838 -3450 ,002 -,604 -,527 -450 ,288 3468
Ne.10.1
T.z2 392 ,165 614 2,376 024 -371 392 310 254 3930
C02z2 -,252 ,143 -375 -1,766 ,087 -,518 -,302 -,230 377 2656
(Constante) | 165 089 1854 073
RH.z3 -519 119 -,852 -4,.374 ,000 -,662 -,612 -513 ,362 2759
Ne.10.1
T.z3 370 132 577 2,796 ,009 -,361 443 328 323 3,093
C02z3 -,309 ,146 =377 -2116 042 -543 -,350 -,248 433 2310
(Constante) ,182 ,087 2,089 045
RH.z4 -,465 117 -,767 -3978 ,000 -,647 -575 -,459 ,358 279%
Ne.10.1
T.z4 395 127 ,615 3117 004 -,328 483 ,360 342 2927
C02z4 -,388 ,150 -480 -2579 ,015 -,582 -415 -,298 ,385 2601
(Constante) | 195 080 2430 021
RH.z5 -479 114 -,714 -4,205 ,000 -,658 -,597 -,444 ,386 2588
Ne.10.1
T.z5 498 124 ;725 4,013 ,000 -,297 579 424 341 2934
C02z5 -,583 167 -,641 -3497 ,001 -,607 -,526 -,369 331 3018
(Constante) 274 ,090 3040 ,005
RH.z6 -,651 137 -,905 -4,759 ,000 -632 -,638 -579 409 2445
Ne.10.1
T.z6 458 ,168 ,650 2722 ,010 -,282 428 331 ,259 3860
C02z6 -,244 ,180 -,303 -1352 ,186 -,409 -,229 -164 ,293 3408
Descriptivos de las variables que integran los model os propuestos parala zona Ne.10.1.
Resumen del modelo
, , Error tip. de Estadisticos de cambio
Zona Variables predictoras R R R corregida, la So. Carhi
) . 0
estimacién | Cambio R? |Cambio en F|gl1|gl2| %9 ot
Ne.10.1 | (Constante), CO2.2.0, T.z.0, RH.z.0 671 450 402 5678293 450 9,277 3 (34 ,000
Ne10.1 |(Constante), CO2.z1, T.z1, RH.z1 696 485 434 5668779 485 9,421 3(30 ,000
Ne10.1 |(Constante), CO2.z.2, T.z2, RH.z2 687 472 421 5519551 472 9,253 3 (31 ,000
Ne.10.1 |(Constante), CO2.2.3, T.z.3, RH.2.3 749 560 519 5245604 560 13593 | 3|32 ,000
Ne.10.1 |(Constante), CO2.z.4, T.z4, RH.z4 758 574 534 5162670 574 14379 | 3|32 ,000
Ne.10.1 | (Constante), CO2.2.5, T.z5, RH.z5 802 643 610 4723569 643 19252 | 3|32 000
Ne.10.1 |(Constante), CO2.2.6, T.z6, RH.z6 716 512 468 5440529 512 11558 | 3|33 000

Significacion de los modelos y bondad de gjuste de los mismos parala zona Ne.10.1.
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Coeficientes

Coeficientes no

Coeficientes

o estandarizados tipificados . g Correlaciones Estadisticos de colinealidad
B Error tip. Beta Ordencero| Parcial | Semiparcial | Tolerancia FIvV
(Constante) | -,443 067 -6,569 000
RH.z0 -528 117 1,047 -4512 000 -281 -612 - 597 3% 3074
Ne.11.1
Tz0 410 118 800 3478 001 139 512 460 31 3018
C02.20 099 118 193 838 408 -002 142 a1 32 3015
(Constante) | -478 066 7,231 000
RH.z1 -485 126 -1,009 -3859 001 -176 -570 -560 308 3243
Ne.11.1
Tzl 331 133 718 2483 019 178 407 361 252 3971
co2z1 146 125 325 1,166 253 128 205 169 271 3692
(Constante) | -,498 062 -8011 000
RH.z2 -539 116 -1264 -4652 000 -261 -635 -634 251 3979
Ne.11.1
Tz2 369 121 855 3054 005 062 A75 416 237 4223
co2.z2 155 097 362 1593 21 064 271 217 358 2790
(Constante) | -516 058 -8919 000
RH.z3 - 555 087 -1273 -6372 000 -411 -743 -733 kil 3019
Al R 402 002 854 4361 000 065 605 502 345 2900
co2z3 151 105 269 1446 158 -054 244 166 383 2612
(Constante) | -513 057 -8998 000
RH.z4 -530 081 -1,239 -6563 000 -411 -752 -744 361 2772
Nt T 360 088 771 4080 000 001 579 463 360 2779
co2z24 184 102 336 1803 081 -011 299 204 371 2698
(Constante) | -457 060 -75581 000
RH.z5 - 526 085 -1,148 -6,203 000 -379 734 -727 401 2495
Al 317 008 653 3246 003 129 492 380 330 2052
co2.z5 244 123 401 1985 055 071 327 233 337 2970
(Constante) -434 ,060 -7,237 ,000
RH.z6 - 544 091 -1,101 5942 000 -295 -714 -,699 403 2479
e T 305 115 60 2643 012 178 413 31 261 3828
CO2.26 268 120 484 2235 032 199 358 263 29% 3383
Descriptivos de las variables que integran los model os propuestos paralazonaNe.11.1.
Resumen del modelo
Zona Variables predictoras R R? R’ corregida Errorlgp. de Estacistioos de cambio - -
estimacién | Cambio R? |Cambio en F{gl1|gi2 Sg';a;nb'o
Ne.lll |(Constante),CO2.z0,T.z0,RH.z0| 464 405 352 /4091661 405 7701 | 3|34 000
Ne.lll |(Constante),CO2.z1,T.z1,RH.z1| 589 347 283 3777125 347 5484 | 3|31 004
Nelll |(Constante),CO2.z2 T.z2,RH.z2| 637 406 350 3648702 /406 7294 | 3|32 001
Ne.lll |(Constante),CO223,T.z3 RH.z3| 751 564 524 3482422 564 14204 | 3|33 000
Ne.lll |(Constante),CO22z4,T.z4, RH.z4| 759 576 537 3433989 576 14920 | 3|33 000
Nelll |(Constante),CO2.z5, T.z5RH.z5| 740 547 506 3548033 547 13281 | 3|33 000
Nelll |(Constante),CO2.z6, T.z6,RH.z6| 727 529 487 3596731 529 12730 | 3|34 000

Significacion de los modelos y bondad de gjuste de los mismos paralazonaNe.11.1.
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Coeficientes

Coeficientes no Coeficientes

Jora estandarizados (ipificadios . s Correlaciones Estadisticos de colinealidad
B Error tip. Beta Ordencero| Parcial | Semiparcial | Tolerancia FIvV
(Constante) | -437 069 -6:320 000
RH.z0 | -730 120 26 | 6077 000 504 12 S 325 3074
Nell?2
T.20 3% 121 665 3274 002 071 490 38 381 3018
co2z0 | 17 121 295 1454 155 -156 242 170 3% 3015
(Constante) | -410 075 5494 000
RHz1 | -829 142 1309 | -58% 000 -397 17 127 308 3243
Nell2
Tzl 43 151 704 2867 007 018 458 353 252 3071
cozzl | 263 141 440 1861 072 -005 317 220 27 3602
(Constante) -481 ,069 -6,930 ,000
RHz2 | -84 129 1505 | -6504 000 -386 75 75 251 3979
Nell?2
Tz2 550 135 072 4080 000 - 009 585 473 237 4223
co2z2 | 215 108 384 1980 056 -007 330 230 358 2790
(Constante) | -533 070 7645 000
RHz3 | -6%2 105 1243 | -6019 000 - 469 -3 -715 331 3019
Nedr2 T3 412 111 749 3701 001 -4 542 440 345 2900
co2z3 | 17 126 250 1347 187 -119 228 160 383 2612
(Constante) | -529 073 -7.200 000
RH.z4 | -572 104 1144 | -5488 000 -439 -691 -687 361 2772
Nedr2 T4 339 114 622 2981 005 002 461 an 360 2779
co2za | 205 132 321 1561 128 - 066 262 195 a7 2698
(Constante) | -478 o7 -6235 000
RH.z5 | -564 108 1054 | 5230 000 - 446 -673 -667 401 2495
Nedr2 T25 43 124 604 2756 009 014 43 352 339 2952
co2z5 | 163 156 229 1042 305 071 178 13 387 2970
(Constante) | -458 079 -5833 000
RH.z6 | -557 120 -.966 4,643 000 -333 -623 -614 403 2479
Ne.11.2
T.z6 A70 151 ,804 3110 ,004 105 A71 411 261 3828
co2z6 | 0= 157 036 149 883 010 026 020 296 3383
Descriptivos de las variables que integran los model os propuestos paralazona Ne.11.2.
Resumen del modelo
Zona Variables predictoras R R R corregida Errorgp. * Eoedion e caTo0 S i
estimacion | Cambio R? |Cambio en F|gl1| gl2 Sg.;a;nho
Nell2 |(Constante), CO2.20, T.z0,RH.z0 732 535 494 AL97942 53y 13050 3 34
Nell2 |(Constante),CO2.21, T.z1,RH.z1 728 530 A4 A210787 530 11638 3 3] 000
Nell2 |(Constan),CO222 T.22,RH.22 755 569 529 4073980 569 14104 3 32 000
Nell2 |(Constante),CO2.23,T.z3,RH.23 731 534 492 A201358 534 12611 3 33 09
Nell2 |(Constante),CO2.24, T.z4, RH.24 695 482 A5 4428391 482 10252 3 33 09
Nell2 |(Constarte),CO225,T.z5 RH.z5 880 1463 A4 4512102 463 947L 3 33 009
Nell2 |(Constarte),CO226,T.26 RH.z6 837 1408 354 AT13225 A08 [ECLUIE e 009

Significacion de los modelos y bondad de gjuste de los mismos parala zonaNe.11.2.

320



Coeficientes

Coeficientes no

Coeficientes

+andarizad inificad Correlaciones Estadisticos de colinealidad
Zona esl ar 0S tipificados t Sg
B Error tip. Beta Ordencero| Parcial | Semiparcial | Tolerancia FIvV
(Constante) | -,129 161 -802 428
RH.z0 -411 ,360 -,39%5 -1,141 ,262 ,198 -,195 -171 ,187 5360
Ne.12.1
T.z0 052 326 ,053 ,160 874 227 ,028 024 ,206 4852
C02z0 ,785 ,256 ,718 3062 ,004 456 A70 458 407 2458
(Constante) | -,045 184 245 808
RH.z1 -,224 421 -,207 -,532 599 317 -,100 -,085 ,166 6,024
Ne.12.1
T.z1 ,001 418 ,087 ,218 829 ,353 041 035 158 6,310
Cc02z1 ,700 272 617 2576 ,016 ,531 438 410 441 2,266
(Constante) | -,056 172 324 748
RH.z2 -,242 ,359 -,242 -,674 505 ,270 -117 -101 174 572
Ne.12.1
T.z2 064 ,352 ,064 181 858 ,204 ,031 027 ,180 5563
C02z2 ,638 229 ,623 2,780 ,009 492 436 416 447 2,239
(Constante) | -,063 169 .37 713
RH.z3 -,219 ,330 -,227 -,664 511 ,233 -113 -,100 193 510
Ne.12.1
T.z3 ,059 342 ,061 173 864 276 ,030 ,026 181 5513
C02z3 587 223 ,580 2630 013 465 A11 ,395 464 2154
(Constante) | -,087 181 -203 841
RH.z4 -,339 ,387 -,313 -,876 ,387 ,186 -,147 -,133 181 5517
Ne.12.1
T.z4 ,201 ,391 197 514 611 ,260 ,086 078 157 6,353
C02z4 527 ,241 481 2,190 035 413 347 333 479 2,086
(Constante) | 033 174 190 850
RH.z5 -,406 ,390 -,379 -1,041 ,305 172 -171 -,158 75 5726
Ne.12.1
T.z5 284 405 ,278 ,700 489 ,256 116 ,106 147 6817
C02z5 A79 ,259 429 1,853 072 374 ,295 ,282 432 2313
(Constante) | -,016 160 -,100 21
RH.z6 -,283 367 -,270 -, 773 445 ,210 -,126 -113 176 5,667
Ne.12.1
T.z6 145 ,361 144 401 ,690 ,261 ,066 ,059 ,166 6,017
C02z6 574 ,230 516 2491 017 435 379 ,365 ,501 1,996
Descriptivos de las variables que integran los model os propuestos paralazona Ne.12.1.
Resumen del modelo
, , Error tip. de Estadisticos de cambio
Zona Variables predictoras R R R corregida, la S 5
] . Cambio
estimacien | CambioR” |Cambioen Flgi1 g2 > =
Ne.12.1 | (Constante), CO2.z.0, T.z.0, RH.z0 511 ,261 194 ,9340301 ,261 3,8% 3|33 017
Ne.12.1 | (Constante), CO2.z.1,T.z1,RH.z1 541 ,292 216 9619077 ,292 3854 3|28 020
Ne.12.1 | (Constante), CO2.z.2, T.z.2,RH.z2 510 ,260 193 ,9468811 ,260 3,867 3|33 018
Ne.12.1 | (Constante), CO2.z2.3,T.z.3,RH.z3 A83 233 166 9497541 233 3,448 3|3H# 027
Ne.12.1 | (Constante), CO2.z4, T.z4,RH.z4 438 192 122 ,9951584 ,192 2,766 3|35 056
Ne.12.1 | (Constante), CO2.2.5 T.z.5RH.25 408 167 097 1,0036708 167 2,400 3|36 084
Ne.12.1 | (Constante), CO2.z.6, T.z.6, RH.z.6 453 ,205 141 ,9682107 ,205 3185 3|37 035

Significacion de los modelos y bondad de gjuste de los mismos parala zonaNe.12.1.
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Coeficientes

Coeficientes no

Coeficientes

. - Correlaciones Estadisticos de colinealidad
Zora estandarizados tipificados t Sig
B Error tip. Beta Ordencero| Parcial | Semiparcial | Tolerancia FIvV
(Constante) -,129 147 -874 ,388
RH.z0 -,190 329 -,231 -576 569 -011 -,100 -,100 187 5360
Ne.12.2
T.z0 131 ,298 167 439 664 ,031 ,076 ,076 ,206 4852
C02z0 ,081 234 ,094 ,345 732 041 ,060 ,060 407 2458
(Constante) | -,010 1166 - 061 952
RH.z1 -,260 ,381 -312 -,682 501 ,031 -,128 -127 ,166 6,024
Ne.12.2
T.z1 310 378 384 819 420 094 153 153 158 6,310
Cc02z1 -,007 ,246 -,008 -,027 979 ,050 -,005 -,005 441 2,266
(Constarte) | -,025 149 -,169 866
RH.z2 -223 312 -,293 -,713 481 -053 -123 - 122 174 5732
Ne.12.2
T.z2 272 ,306 ,360 ,889 ,380 ,013 153 153 ,180 5563
C02z2 -,089 ,199 -115 -448 657 -,070 -,078 -077 447 2239
(Constante) | -,032 145 -220 827
RH.z3 -, 247 ,281 -,336 -877 ,387 -078 -,149 -,148 193 5170
Ne.12.2
T.z3 ,290 292 ,393 ,994 327 -,004 ,168 167 181 5513
C02z3 -104 ,190 -134 -544 ,590 -,086 -,093 -,092 464 2154
(Constarte) | -,016 146 -110 913
RH.z4 - 447 312 -,551 -1433 ,161 -,097 -,235 -,235 181 5517
Ne.12.2
T.z4 442 315 579 1403 ,169 ,005 231 ,230 157 6,353
C02z4 -,086 194 -,105 -445 ,659 -,056 -,075 -073 479 2086
(Constante) -,068 ,140 -484 632
RH.z5 -,367 313 -,458 -1171 ,249 -047 -,191 -,191 75 5726
Ne.12.2
T.z25 372 326 488 1,144 ,260 ,037 ,187 ,187 147 6817
C02z5 -,039 ,208 -,046 -,187 853 ,002 -,031 -,031 432 2313
(Constante) | -,109 133 -821 417
RH.z6 -,158 ,306 -,201 -,516 ,609 ,026 -,084 -,084 176 5,667
Ne.12.2
T.z6 ,198 ,301 ,264 ,659 514 ,070 ,108 ,108 ,166 6,017
C02z6 -015 192 -,018 -077 ,939 ,031 -,013 -,013 ,501 1,96
Descriptivos de las variables que integran los model os propuestos parala zona Ne.12.2.
Resumen del modelo
, , Error tip. de Estadisticos de cambio
Zona Variables predictoras R R R corregida, la So. Carhi
. . )
estimacion | Cambio R? |Cambio en F|gl1| gl2 9 onE
Ne.12.2 | (Constante), CO2.z.0, T.z.0,RH.z0 ,108 012 -078 ,8536169 012 129 333 942
Ne.12.2 | (Constante), CO2.z.1,T.z1,RH.z1 ,161 026 -079 8705010 ,026 ,248 3|28 862
Ne.12.2 | (Constante), CO2.z.2, T.z.2,RH.z2 ,168 028 -,060 ,8232305 ,028 ,319 3|33 812
Ne.12.2 | (Constante), CO2.z.3,T.z.3,RH.z3 ,190 ,036 -049 ,8100758 ,036 423 3|34 738
Ne.12.2 | (Constante), CO2.z.4,T.z4,RH.z4 250 ,062 -018 ,8024284 ,062 N 3|35 515
Ne.12.2 | (Constante), CO2.z.5,T.z5 RH.z5 ,199 ,039 -041 ,8067210 ,039 493 3|36 689
Ne.12.2 | (Constante), CO2.2.6, T.z.6, RH.z6 112 013 -067 8074943 013 ,157 3|37 924

Significacion de los modelos y bondad de gjuste de los mismos parala zona Ne.12.2.
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Coeficientes

Coeficientes no

Coeficientes

tandarizad - Correlaciones Estadisticos de colinealidad
Zora estandarizados tipificados t Sig.
B Error tip. Beta Ordencero| Parcial | Semiparcial | Tolerancia FIvV
(Constarte) | -,024 1180 134 894
RH.z0 ,293 ,287 253 1,022 315 -017 ,181 176 486 2,058
Ne.13.1
T.z0 -,288 ,310 -,253 -,931 359 -,213 -,165 -,161 402 2487
C02z0 -,160 ,301 -,157 -,533 ,598 -173 -,095 -,092 341 2931
(Constante) -072 191 -,379 ,707
RH.z1 229 323 197 ,708 484 -,048 ,130 128 427 2,345
Ne.13.1
T.z1 -133 ,365 -120 -,365 ,718 -,157 -,068 -,066 304 3280
Cc02z1 -,222 342 -,218 -,650 521 -173 -,120 -,118 292 3423
(Constante) ,009 ,186 ,046 964
RH.z2 151 327 132 462 ,648 -,060 084 ,083 392 2552
Ne.13.1
T.z2 -315 354 -,284 -,891 ,380 -171 -,160 -,159 315 3174
C02z2 ,020 318 ,020 ,062 ,951 -,109 011 011 295 3387
(Constante) | -,020 175 -113 910
RH.z3 328 ,250 315 1,310 ,200 -012 ,229 222 498 2,007
Ne.13.1
T.z3 -194 ,293 -174 -,661 513 -,214 -,118 -112 416 2400
C02z3 -,352 316 -,316 -1114 274 -,229 -,196 -,189 ,358 2791
(Constarte) | -,056 178 -317 753
RH.z4 450 ,288 AL7 1564 ,128 -,015 ,270 ,263 ,396 2522
Ne.13.1
T.z4 -,085 ,302 -,075 -,281 781 -,213 -,050 -,047 392 25582
C02z4 -,546 373 -498 -1461 154 -233 -,254 -,245 ,243 4117
(Constarte) | -.235 1189 -1.248 222
RH.z5 587 272 525 2,158 ,039 -,005 ,361 343 427 2,342
Ne.13.1
T.z5 ,206 317 179 ,649 521 -191 116 ,103 333 3,003
C02z5 -1079 427 -844 -2529 017 -,301 -414 -402 226 4417
(Constante) -178 174 -1,021 315
RH.z6 ,387 ,255 ,336 1517 ,139 -,061 ,259 237 ,500 2,002
Ne.13.1
T.z6 ,330 ,350 ,287 44 352 -,206 ,165 ,148 ,265 3773
C02z6 -,952 ,368 -834 -2586 014 -354 -416 -405 235 4249
Descriptivos de las variables que integran los model os propuestos parala zona Ne.13.1.
Resumen del modelo
, , Error tip. de Estadisticos de cambio
Zona Variables predictoras R R R corregida, la So. Carhi
] . 0
estimacien | CambioR” |Cambioen Flgi1 g2 > =
Ne.13.1 [ (Constante), CO2.z.0, T.z.0,RH.z0 207 077 -012 1,0493609 077 ,860 3(31 AT2
Ne.13.1 [ (Constante), CO2.z.1,T.z1,RH.z1 217 047 -051 1,0549180 047 AT8 3|29 ,700
Ne.13.1 [ (Constante), CO2.z.2,T.z.2,RH.z2 ,196 ,038 -058 1,0612982 ,038 400 3|30 NEA
Ne.13.1 [ (Constante), CO2.z.3,T.z.3,RH.z3 326 ,106 020 1,0059377 ,106 1227 3|31 316
Ne.13.1 [ (Constante), CO2.z.4,T.z4,RH.z4 ,355 126 041 ,9948814 126 1485 3|31 238
Ne.13.1 | (Constante), CO2.2.5 T.z.5,RH.25 466 217 142 ,9411929 217 2872 3|31 052
Ne.13.1 | (Constante), CO2.z.6, T.z.6, RH.z.6 465 ,216 143 ,9494087 216 2939 3|32 048

Significacion de los modelos y bondad de gjuste de los mismos parala zona Ne.13.1.
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Coeficientes

Oole;cdieq:sdno O?iiq:gts Correlaciones Estadisticos de colinealidad
Zona esl ar 0S tipificados t Sg
B Error tip. Beta Ordencero| Parcial | Semiparcial | Tolerancia FIvV
(Constante) | 009 179 048 962
RH.z0 ,165 ,285 144 ,580 566 -,038 104 ,101 486 2,058
Ne.13.2
T.z0 -412 ,308 -,366 -1337 191 =222 -,234 -,232 402 2487
C02z0 070 ,299 ,070 234 816 -,108 ,042 041 341 2931
(Constante) | -,054 193 -278 783
RH.z1 ,136 327 116 416 ,681 -,091 077 075 427 2,345
Ne.13.2
T.z1 -,276 ,369 -,246 -,749 460 -,198 -,138 -,136 304 3280
Cc02z1 -,043 ,346 -,042 -124 ,902 -,159 -,023 -,023 292 3423
(Constante) ,008 ,186 043 ,966
RH.z2 101 ,328 ,088 ,309 ;759 -111 ,056 ,055 392 2552
Ne.13.2
T.z2 -,304 354 -,272 -,858 ,398 -,209 -,155 -,153 315 3174
C02z2 -,001 ,318 -,001 -,002 ,998 -154 ,000 ,000 295 3387
(Constante) | -,017 178 -,093 927
RH.z3 ,189 ,255 ,180 ,739 465 -,097 132 127 498 2,007
Ne.13.2
T.z3 -,202 ,299 -,180 -677 504 -,247 -121 -,116 416 2400
C02z3 -,269 322 -,239 -834 411 -,250 -,148 -,143 ,358 2791
(Constante) -,046 ,183 -,250 804
RH.z4 ,269 ,296 247 ,909 370 -,102 161 ,155 ,396 2522
Ne.13.2
T.z4 -,088 ,310 -077 -,283 ;779 -,233 -,051 -,048 392 25582
C02z4 -431 384 -390 -1123 270 -,258 -,198 -,192 ,243 4117
(Constante) | -,202 196 -1,028 312
RH.z5 426 ,283 377 1,506 142 -,082 ,261 ,246 427 2,342
Ne.13.2
T.z5 ,186 329 ,160 564 577 -,210 101 ,092 333 3,003
C02z5 -,948 444 -, 735 -2137 041 -319 -,358 -,350 226 4417
(Constante) | -,143 180 -793 434
RH.z6 ,263 ,264 ,229 ,997 326 -,100 174 ,162 ,500 2,002
Ne.13.2
T.z6 ,289 ,361 252 ,800 430 -,201 ,140 130 ,265 3773
C02z6 -,802 ,380 -,705 -2108 043 -,329 -,349 -,342 235 4249
Descriptivos de las variables que integran los model os propuestos parala zona Ne.13.2.
Resumen del modelo
, , Error tip. de Estadisticos de cambio
Zona Variables predictoras R R R corregida, la So. Carhi
] . 0
estimacien | CambioR” |Cambioen Flgi1 g2 > =
Ne13.2 |(Constante), CO2.z.0,T.z0, RH.z0 261 068 -022 1,0445025 068 754 3 (31 528
Ne.13.2 |(Constante), CO2.z.1, T.z1, RH.z1 212 045 -054 1,0665112 045 454 3|29 716
Ne.13.2 |(Constante), CO2.z.2, T.z2, RH.z2 217 047 -,048 1,0623259 047 495 3(30 689
Nel3.2 |(Constante), CO2.2.3, T.z3, RH.z3 294 087 -002 1,0264582 087 981 3 (31 414
Ne13.2 |(Constante), CO2.z.4, T.z4,RH.z4 306 093 006 1,0226392 093 1,066 3 (31 378
Ne.13.2 | (Constante), CO2.2.5, T.z5, RH.z5 412 170 090 9784995 170 2,117 331 118
Ne.13.2 |(Constante), CO2.2.6, T.z6, RH.z6 398 1159 080 9811647 1159 2,012 332 132

Significacion de los modelos y bondad de gjuste de los mismos parala zona Ne.13.2.
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ANEXO 3

Analisis microscopia Raman

El andlisis de microscopia Raman fue realizado por la Unitat Raman de los Centres
Cientificsi Tecnologics Universitat de Barcelona (UB). Este andlisis empled para la descripcion
de la capa de sustrato negra observada bajo € biofilm fotosintético de la zonaNe.1

Conclusiones del estudio:

1. Lasregiones negras/oscuras presentan unos espectros tipicos del carbono amorfo tipo black
carbon.

2. Esas regiones muestran también la banda tipica del fosfato correspondiente a la
hidroxiapatita.

3. Las zonas menos oscuras 0 blancas indican muy poco carbono amorfo 0 en agunos casos
nada. Pero se puede a veces detectar en estas regiones la banda de la hidroxiapatita en
cantidad menor que en las zonas oscuras.

4. La zona 08 no presenta bandas correspondiendo al carbono amorfo y tampoco a la
hidroxiapatita.

5. Lazona 09 no presenta bandas correspondiendo a carbono amorfo. A potencia muy alta, se
puede detectar un poco de hidroxiapatita.
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Espectros originales nerjal-03:
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Espectros originales nerjal-04-
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Espectros original es nerjal-05:
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Espectros original es nerjal-06: Espectros originales nerjal-08 & 09:
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ANEXO 4

Andlisis molecular

El andlisis molecular se rediz6 en € Instituto de Recursos Naturales y
Agrabiologia (IRNAS-CSIC) de Sevilla. Se emplearon técnicas de andlisis molecular
para la identificacion de bacterias, cianobacterias y eucariotas fotosintéticas. Las
muestras analizadas mediante biologia molecular se obtuvieron en las zonas Ne.1, Ne.2,
Ne4, Ne.8, Ne.10, Ne.11, Ne.11(b) y Ne.13 (Tabla 1).

Tably 1. Puntos de miedmecs v el tipo de andlisa efectuada

Clancbaceria Argqueas Barterias Eucariotas

106K/ TH1R [A+B] 109 515 1 BIBF/1522R | EUKAJEURE

| Musstrat ADM AHN AL AKN ADN ABN AN |

| Nal 0 ' " W . [l
Held

[ rel

| meto

[menr

| HellBmix

| Mel3 + i

| Toma | - |

AHM

* Sa shiuve muy pocs eantidad de Siomana, por sl sols o realiss la sxtraceion da ADN.
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Resultados del analisis molecular de las muestras

Ne.l

I dentificacion de bacterias

Clon representativo Abundancia | Similitud Identificacion [mimero de acceso) Rango taxondmico
de clones (%) (%)
MelARNBact-K16 35,7 g8 Rhodothermus marinus [CPD03023)
NelARMBact-K29 71 i3 Aliifodinibus sediminis [NR118429) Bacteroidetes
NelARMNBact-K15 7.1 B4 Aliifodinibus sediminis [NR118423)
NelARMNBact—K43 143 ELS Salinisphaera dokdonensis ([NR116116) Gammaprotecbactsria
NelARMBact-K33 7.1 a1 Arhodomanas sp. (JX033557)
NelARMBact-K28 143 i3 Nitriliruptor alkaliphilus (NRO44203) Actinobacteria
NelARMNBact-K43 143 93 Tepidomorphus gemmatus (NR117452) | Alphaprotecbacteria
Identificacion de arqueas
Clon representativo Abundancia | Similitud | ldentificacion Rango taxondmico
de clones (%) (%) [niamero de acceso)
MelARMArch-K32 5% 93 Natronomonas moolapensis (HF582854)
NelaRMArch -K32 a0 a3 Natronomonas moolapensis |HF582854) E:E::;:f:‘;“
MelARMArch -K44 25 93 Naotronomonas moolapensis (HFSE2854)
| NelARMArch K36 25 95 | Holococcus morrhuge {NR113433)

Ne. 2

I dentificacion de bacterias

Clon representativo Abundancia de | Similitud ‘Identi'ﬁcacién Rango taxonémico
clones %) %) [miimero de acceso)

Ne2ARMBact-K56 71 s Aliifodinibius roseus (NR118428)

23 Aliifodinibivs sediminis [NR118429 Bacterocidetes
Ne2ARNBact-K58 71 as Amgm'mbms roseus [N Fl:d 18428) b
Ne2ARMBact-K&67 143 95 Salinisphaera halophila (NR118235) Gammaproteobacteria
MNe2ARMCya-K33 143 99 Arthrobacter castelli [MR042249)
Ne2ARMNCya-K23 71 97 Arthrobacter castelli [NR042243)
Me2ARMBact-K45 143 92 Nitriliruptor alkaliphilus (NRO44203)
Ne2ARMNBact-K33 71 91 Nitriliruptor alkaliphilus (NRO44203) § .

— — Actincbacteria

Ne2ARMBact-K12 71 92 Nitriliruptor alkaliphilus (NRO44203)
Ne2ARMNBact-K17 71 91 Nitriliruptor alkaliphilus (NRO44203)
Ne2ARMBact-K27 71 92 Nitriliruptor alkaliphilus [NRO44203)
Ne2ARNCya-K11 71 a7 Nitriliruptar alkaliphilus (NR 044203)
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Ne.8

I dentificacion de bacterias

Tl P Abundancia | Similitud Identificacion Rango
5 de clones [¥) (=) [nimero de acceso) taxonomico
a3 Porviboculum indicuim (MR116565)
Dichotomicrobium thermohalphilum Alpha-
e 5 s g: (NR104742) protecbacteria
Lutibaculum baratangense (NR116954)
20 Tepidamorphus gemmatus {NR117452) Alnha
MNeSARMNBact-K23 9 90 Lutiboculum bargtangense (NR116954) riteohaften’a
o0 Rhodobium orientis (NRO29128) L
Ne.10
Identificacion de bacterias
Clon representative Abundancia | Similitud Identificacion Raneo taxonémico
P de clones (%) (%) [numero de acceso) o
NelldARNBact-E31 25 99 Pireliula sp. (X86390) Plancomycetes
MeldARMNBact-K7 25 96 Pirellula sp. (X86390) Planctomycetes
Nel0ARNCya-K40 25 95 Nitriliruptor alkaliphiius (MR 044203) | Actinobacteria
Nel0ARNCya-K&3 25 95 Serinicoccus profundi (NR116387) | Actinobacteria
Ne.11 (gelatinoso)
Identificacion de bacterias
, Abundancia | o g Identificacidn o
Clon representativo de clones i Rango taxondmico
%) (%) [numero de acceso)
- Reyranelia massiliensis (NR116005)
NellBmixARMNBactk24 16,7 a0 Pedomicrobivm omerioonum Alphaproteobacteria
{NR104508)
91 Solirubrobacter ginsenasidimutans
NellBmixARNBactk37 16,7 {MR108192) Actinobacteria
a1 Solirubrabacter soli [NRO41365)
1 91 Blastochioris viridis (NR117911) Alphaprotecbacteria
W= AL Emin R ac i 167 31 Blastochiors suffovinidis [4B033757) | [Rhizobiales)
S0 Shinelin roogloeoides [ABGIEETS) .
Me11BmixARNBactk3s 167 30 Chelativorans sp. [NR102512] ;:!"E':,mlec;bamr'a
50 Mesorhizobium sp. [DE4623) i
- Fropionibocterium acnes 2 _
NellBmixARNBactk1l5 16,7 599 {cPo03084) Actinobacteria
a1 Aguamicrobium geralgium
; {KM374752) Alphaprotecbacteria
et RrisAf Nt 67 i Mesorhizobium shangrilense {Rhizobizles)
{KM374753)
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Ne.1ll

I dentificacion de bacterias

z Abundancia | Similitud Identificacion i)
Clon representativo X Rango taxonomico
de clones [¥) %) [niimero de acceso)
NellARNBact-KS a5 a2 Aguamicrobium aeroloum (MR116910) ::ﬁ;::;ri:o:;haﬁena
NellARNBact-K36 48 20 Coloromator uzomiensis (AY102936) Firmicutes
NellARMBact-K3E 48 a8 Litorilines aercphilo (M733906) Chlorofiex
NellARNBact-K24 48 94 Acidibacter ferrireducens (MR126260) Gammaproteobacteria
MNellARNBact-K33 4.8 92 Patulibacter omericanus [AJ871305) Actinchacteria
839 Devosia sp. [EFS54909) .
NellARMBact-K2& 48 3 e Al rotecbact
g9 Nordella aligomabilis |NR114515) phepacbact
: : =
Ned1ARNBct K28 48 e FPirellula staleyi {NRO74521) Planctomycetes
- Oceanicello octignis (10864436)
MellARNBact-Kig 48 31 Pleomorphobocterium xamenense Alphaprotecbacteria
{NR109312)
NellARMBact-K37 48 99 Brevundimonas abyssalis [NR114308) Alphaprotecbacteria
NellARNBact-K35 48 96 Hyphomicrobium denitrificens (CPO05587) | Alphaprotecbacteria
NellARNBact-K10 4.8 50 Fodimicurvata fenggongensis [ NRO44556) Alphaprotecbacteria
NellARNBact-K4 4.8 51 Aguamicrobium aerolotum |NR116910) Alphaprotecbacteria
48 Alphaprotecbacteri
NellARNBact-K32 88 | Chelotococrus sp. (GOET1EST) I:H:_;’LEIE:; A
43 24 Phycisphoera mikurensis (NRO744591)
NellARNBact-K2 Plancto i
o a B4 Algisshaera agarilytica {NR175473) R
48 24 Phycisphoera mikurensis (NRO74491)
MNellARNBact-K19 Plancto i
g a 84 | Algisphaera agarilytica [NR125472) G
48 97 Caorbophilus corboxidus (MR104931)
MellARNBact-K3 97 Mesorhizobium ciceri (NRO74211) Alphaprotecbacteria
a7 Aminobacter aminovorans {NRO25301)
. 43 57 Hyphomicrobium oestuarii {NR104954) .
NellARNBact-K Alphaprotecbact
a7 37 | Hyphomicrobium vulgare (NR104537) 5 LT
NellARNBact-K23 5 35 | Hyphomicrobium aestuarii |NR104954) ;:E‘L’i‘;:;bm”' .
448 90 Aguamicrobium oerolatum (NR116910) !
MellARNBact-K20 Alphaprotecbact
& 30 | Sinorhizobium arbors (NR113890) = i
MellARNBact-K22 48 g1 Aguomicrobium gerolatum (KM374752) f;:g':;i;hm‘"" =
Ne.13
Identificacion de bacterias
. Abundancia de | Similitud Identificacion P
Cl ntat . Ra t
on representativo clones (%) (%) (niimero de acceso) NED taxonomice
98 Actinchisporg sp. (EU274329)
Nel3ADMNBact-K40 26,7 97 Pseudonooardia hispaniensis [MR103504)
97 Pseudonocardia bannensis (NR108383) Actinobacteria
MNel3ADNBact-E15 6,7 a8 Rubrobacter bracarensis (HEGT2088)
55 Amycolatopsis echigonensis [NRO41404)
Nel3ADMNBact-K35 6,7
. # g g5 Amyrolatopsis rubida (NROZ5072)
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MNel3dADMBact-K23 6,7 0 Taoneila mepensis [ING33496)
g5 Fphingomonas sonxanigenens
MNel3ADNBac-61 6,7 a5 {ABB49023)
Sphingomongs alging |HF330755)
MNelIADNBact-K77 6,7 93 Azospirilium sp. [DO387440) Alpha-
Mel3ARNBact-K18 67 98 Mesorhizobium sp. (AY429705) protecbacteria
92 Sphingomonas sonxanigenens
)
MNel3ARNBact-K57 6,7 {ABEWZZ' . 3
92 Sphingomonas vermicompasti
{MR104550]
NellADNBact-K&0 67 a4 Fibrabacter intestinalis [NRD42150) Fibrobacteres
Nel3ADNBact-K11 6,7 a8 Sphaerchocter thermophiles (CPO01824) | Chiorofiex
G -
Nel3ADNBact-K79 67 a2 Nitrosococcus hatgphilis [NR114774) s
protecbacteria
35 Aridibacter famidurans (KF245634) ) z
MNel3lADNBact-K87 67 Acidobact
s 35 Aridibarter kavangonensis (KF245633) s
Ne. 4 (Torca)
Identificacion de bacterias
: Abundancia de | Similitud Identificacion i
Clon representativo clones (%) %) fiioweso ihe axcein Rango taxonomico
93 Methyloligello halotolerans {NR125613) Alpha-
TorcaBRNEact-K27 &0 93 Pq'mmru!'um |.f'.||:|'1cu:".n 1NH115565.} prutsatateria
53 Dichotomicrobium thermohalophilum [Fth' bisl :I
[NR104742) i
NMethyiloligello halotoleraons {NR125613)
Methyloligeilo solikemskensis Alpha-
TorcaARMBactk22 bl {MR125614) protecbacteria
Dichotomicrobium thermohalophilum [Rhizobiales)
50 (MR1D4742)
Alpha-
TorcaARMNBactkKl 0 93 Tepidamorphus gemmatus [NR117452) protecbactena
[Rhizobiales)
Identificacion de arqueas
Clon remresentative Abundancia | Similitud Identificacion Rango
P de clones (%) %) [numero de acceso taxonomico
TorcaARMNAANch-K24 535 92 MNatronomonas moolopensis (NR102519)
TorcaARNAArch-K4 419 92 MNatronomonas moolapensis (NR102513)
36 Halococcus thoilandensis (MR113135) Eurvarcha
TorcaARMAArch-K39 23 96 Halococous morrhuge (NR113433) H Inlrb-act _
%6 Halococcus dombrowskii [NR113431) =lohactena
TorcaARMNAArCh-K3 23 93 MNatronomonas moolopensis (NR102519)
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