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Nuestro grupo inicid sus estudios, hace tres décadas,
en el Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la
Universidad de Sevilla, relacionados con la diversidad y
taxonomia de bacterias y arqueas haléfilas, que posterior-
mente se extendieron a otros aspectos, como la fisiologia,
la genética o las aplicaciones biotecnologicas de éstos y
otros microorganismos extreméfilos. Durante estos afios
son muchos los investigadores que han participado o se
han formado en este campo en nuestro Departamento. En
la actualidad nuestro grupo posee financiacion a través
de programas nacionales (proyecto del Ministerio de Cien-
cia e Innovacion «Biodiversidad microbiana de ambientes
hipersalinos basada en estudios metagenémicos»), interna-
cionales (proyecto financiado por la NSF-National Science
Foundation «Toward comprehending prokaryotic species
using Halorubrum sp. as a model», en colaboracidn con
el Dr. Thane Papke, de la Universidad de Connecticut en
Storrs, USA) y autonémicos (proyecto de excelencia de la
Junta de Andalucia «Biodiversidad microbiana de suelos
salinos: una aproximacién molecular y metagenémica», en

colaboracion con el grupo de la Dra. Emilia Quesada, de la
Universidad de Granada). Nuestras investigaciones actuales
se centran en tres aspectos fundamentales que describimos
a continuacion.

METAGENOMICA DE AMBIENTES
HIPERSALINOS

Los ambientes hipersalinos son ejemplos tipicos de
medios ambientes extremos, caracterizados por su elevada
concentracion salina, si bien otros factores ambientales,
tales como la temperatura, el pH o la irradiaciéon solar
también pueden contribuir a limitar la microbiota de los
mismos. Entre ellos, los lagos hipersalinos y las salinas
son ejemplos de habitats que han sido objeto de numero-
sos estudios microbiolégicos. Nuestro grupo ha realizado
importantes aportaciones en el estudio de estos ambientes,
fundamentalmente en salinas, tan abundantes en nuestro
pais, que constituyen excelentes modelos de estudio de
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adaptacion de las comunidades microbianas a diferentes
salinidades, desde una concentracién salina correspon-
diente a la del agua de mar hasta la saturacion de sales,
que ocurre en los estanques de las salinas denominados
cristalizadores, en los cuales la microbiota presente esta
limitada a unos cuantos tipos de microorganismos (arqueas
y bacterias) que se encuentran perfectamente adaptados a
estas condiciones extremas.

Son muchos los estudios realizados en estos habitats
hipersalinos durante las altimas décadas, utilizando las
metodologias disponibles en cada momento. La mayoria
de estos estudios se han basado en el aislamiento y culti-
vo de los microorganismos presentes en estos ambientes
mediante técnicas tradicionales, limitadas al cultivo de una
proporcion muy pequefia del total de la microbiota de estos
habitats y posiblemente no representativa de los mismos
y mas recientemente, mediante técnicas moleculares inde-
pendientes de cultivo, que han permitido conocer en mayor
detalle la microbiota de dichos ambientes hipersalinos.

La metagendmica permite la secuenciacion directa de una
muestra de ADN sin necesidad de aislar y cultivar los microor-
ganismos, mediante técnicas de secuenciacién de nueva gene-
racion (Next Generation Sequencing, NGS). Recientemente
hemos iniciado estudios metagendmicos de varios estanques
de la salina de estanque miltiple «Bras del Port», localizada en
Santa Pola, Alicante, que posiblemente constituye el ambiente
hipersalino mejor conocido y que ha sido objeto de numerosos
estudios en los dltimos 30 afios por diversos grupos tanto
espafioles como de otros paises. De hecho, a partir de esta
salina se han descrito varios géneros (Haloferax, Haloarcula y
Haloquadratum) y especies de haloarqueas (Haloferax medite-
rranei, Haloferax gibbonsii, Haloferax lucentense o Haloarcula
hispanica), asi como numerosas especies de bacterias haléfilas
(Salinibacter ruber, Salinicoccus roseus, Chromohalobacter maris-
mortui o Salinivibrio costicola, entre otras).

Los estudios metagendmicos que estamos realizando en
la actualidad, en colaboracion con el grupo del Dr. Francis-
co Rodriguez Valera, de la Universidad Miguel Hernandez de
Alicante, nos han permitido conocer en mayor profundidad
tanto la diversidad filogendmica como metabélica de cuatro
estanques de la salina «Bras del Port», con salinidades
del 13%, 19%, 33% y 37%, respectivamente. El analisis
de los metagenomas obtenidos a partir de muestras de
agua de dichos estanques que cubren un amplio rango sali-
no de estos sistemas de salinas ha permitido confirmar la
presencia o abundancia de grupos microbianos ya conocidos
y descritos previamente, como es el caso de la haloar-
quea cuadrada Haloquadratum walsbyi o la bacteria haléfila
extrema Salinibacter ruber. Asimismo, hemos determinado
que los microorganismos que se aislan habitualmente utili-
zando los medios de cultivo convencionales, tales como las
haloarqueas del género Halorubrum o las bacterias pertene-
cientes a los géneros Halomonas o Salinivibrio, no consti-
tuyen la proporcion mayoritaria de los estanques de dicha
salina. Por otro lado, hemos observado la presencia de nue-
vos grupos, no detectados anteriormente, que constituyen
una proporcién importante de la microbiota de los mismos,
entre ellos dos representantes del phylum Euryarchaeota,
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uno de bajo y otro de alto contenido en G+C, asi como una
bacteria perteneciente a la clase Gammaproteobacteria.

Por otro lado, recientemente hemos iniciado estudios
microbiol6gicos de suelos salinos, en colaboracion con los
grupos de la Dra. Emilia Quesada y del Dr. Francisco Rodri-
guez Valera, combinando técnicas metagenomicas con téc-
nicas moleculares asi como tradicionales de cultivo.

ANALISIS POR SECUENCIACION
MULTILOCICA (MLSA) DE ARQUEAS
Y BACTERIAS HALOFILAS

En colaboracién con el Dr. Thane Papke estamos realizan-
do un analisis por secuenciacion multilécica (MLSA, «Multi-
locus Sequence Analysis») de haloarqueas que contribuya a
establecer una mejor clasificacion de los géneros y especies
de la familia Halobacteriaceae. Debemos tener en cuenta
que en algunas especies de haloarqueas se ha observado la
presencia de diferentes operones ribosémicos y en el caso
del gen ARNr 16S pueden existir diferencias entre las dis-
tintas copias que pueden llegar a ser superiores al 5%. Por
otro lado, la hibridacion ADN-ADN (tradicionalmente utili-
zada para definir especies en procariotas) es una técnica
muy laboriosa y que no permite almacenar la informacion en
bases de datos, que puedan ser comparadas en estudios pos-
teriores. Nuestro objetivo en este proyecto consiste en esta-
blecer un esquema de clasificacion de las haloarqueas basado
en un analisis MLSA, del que se pueda disponer mediante
un acceso libre por parte de los investigadores. Pretendemos
completar estos estudios mediante la comparacion de estos
datos con los de hibridacién ADN-ADN, el andlisis de los lipi-
dos polares mediante técnicas de espectrometria de masas
(MALDI-TOF) y la caracterizacién fenotipica mediante las
técnicas convencionales de caracterizacion.

Por otro lado, nuestro grupo esta realizando estudios de
MLSA en otros grupos de bacterias haléfilas, que permitan
establecer una correcta clasificacion de las mismas basada
en las relaciones filogenéticas de los diferentes taxones,
tales como en las especies de la familia Halomonadaceae y
mas recientemente en el género Salinivibrio.

NUEVOS GRUPOS
DE PROCARIOTAS DE AMBIENTES
HIPERSALINOS

Los estudios metagenémicos descritos anteriormente
indican que algunos microorganismos que son abundantes y
constituyen una proporcidn significativa de los ambientes
hipersalinos no han sido todavia aislados, ni se conoce su
papel ecolégico ni sus potencialidades metabdlicas en estos
habitats. Por ello, hemos iniciado un proyecto encaminado al
aislamiento y caracterizacién de estos microorganismos, uti-
lizando la informacién obtenida mediante el analisis metage-
némico (fundamentalmente de los genes relacionados con el
metabolismo) que nos permita obtener en cultivo puro estos
nuevos grupos de microorganismos extremofilos. Muy recien-
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temente hemos aislado algunas cepas que estan relacionadas
con la bacteria perteneciente a la clase Gammaproteobacteria
anteriormente citada, y en la actualidad estamos procediendo
a la secuenciacion y analisis de su genoma, que nos permitira
comparar en detalle el mismo con las bases de datos metageno-
micas y confirmar que se trata de uno de los microorganismos
abundantes en estos sistema hipersalinos, fundamentalmente
en estanques con salinidades intermedias y conocer sus habi-
lidades metabélicas. Asimismo, hemos aislado otros grupos de
bacterias y arqueas que estan siendo caracterizados taxonémi-
camente y que posiblemente constituyan nuevos taxones no
descritos previamente.

Por otro lado, desde hace algunos afos venimos realizando
estudios en colaboracion con el Dr. Mohammad Ali Amoozegar,
de la Universidad de Teheran, relacionados con la diversidad de
lagos hipersalinos en Iran y las aplicaciones biotecnoldgicas
de los microorganismos aislados de dichos ambientes y con el
grupo de la Dra. Meral Birbir, de la Universidad Marmara, en
Estambul (Turquia), estudiando los microorganismos haléfilos
relacionados con el proceso de tratamiento de las pieles y las
alteraciones que originan, ya que la industria peletera es muy
importante en ese pais y el conocimiento de la microbiota
presente en las mismas y sus alteraciones puede resultar de
enorme interés para su tratamiento.

Por Gltimo, debemos resefar que venimos manteniendo
una estrecha colaboracion con otros grupos de investi-
gadores nacionales y extranjeros, muy especialmente con
el grupo de la Facultad de Veterinaria de la Universidad
Complutense (Dres. A. Vela, J.F. Fernandez-Garayzabal,
L. Dominguez y la Lcda. L. Zamora), acerca de estudios
de caracterizacion taxonomica de nuevas especies de los
géneros Chryseobacterium y Flavobacterium relacionados
con patologias de peces.
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