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RESUMEN

La cueva de Altamira, conocida como “la Capilla Sixtina” del arte rupestre
destaca en su ambito por la calidad de sus pinturas, y eso hace que sea de las
cuevas mas estudiadas y con mayor seguimiento de trabajos de investigacion y
mantenimiento, actualmente, la cueva se encuentra coordinada por una
comision de expertos y se encuentra en vigor el Plan de Conservacién
Preventiva (PCP) para la monitorizacion de los riesgos identificados en el
“Programa de investigacion para la conservacion preventiva y régimen de
acceso a la cueva de Altamira”. Dentro de estos riesgos destaca el riesgo
biolégico identificado con la presencia de colonias visibles coloreadas que

colonizan las paredes y techos de la cueva.

Desde el punto de vista microbiolégico las cuevas son ambientes subterraneos
desarrolladas la gran mayoria en rocas solubles de carbonato, principalmente
piedra caliza. Las condiciones fisicas que encontramos en su interior las
definen como entornos aislados con unas condiciones muy estables de
temperatura, poca luz y un grado de intercambio de nutrientes con el exterior
dependiente de su grado de apertura. Por esta constancia ambiental,
constituyen habitats naturales con presencia de microorganismos especificos
bien adaptados y que han evolucionado hasta alcanzar un equilibrio estable
pero delicado, siendo muy sensible a intervenciones que pueden producir
efectos impredecibles y no deseados.

En el caso de Altamira, al encontrarse cerrada y sometida a seguimiento
estrecho, las condiciones son de escasa disponibilidad de nutrientes lo que
obliga a la formacion de consorcios (biofilms) entre varias especies diferentes
cuyo sentido es obtener un fitness mas fuerte en comunidad para su
supervivencia, beneficio que se comparte entre las distintas especies que lo

forman.

Este tipo de biofilms, en forma de lo que hemos llamado colonias visibles
microbianas coloreadas, son 4 en el caso de Altamira, denominadas colonias
blancas, grises, amarillas y beis. Su descripcién comienza cerca del afio 1999 y

las colonias beis se detectan mas recientemente, en 2018. Las colonias
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visibles son mucho mas abundantes cerca de la entrada y su presencia se

considera el principal riesgo para el biodeterioro de las pinturas.

Inicialmente, en los afios 70 y 80 del siglo veinte se impulsaron los primeros
estudios microbiolégicos basados en cultivos en la cueva de Altamira, que se
dirigieron a la caracterizacion de las colonias inmediatamente tras la deteccion
de las mismas. Rapidamente se observo que las técnicas habituales de cultivo
no eran satisfactorias para la descripcion precisa de los componentes de las
colonias. Por ello, estudios posteriores llevados a cabo a partir del afio 2000,
se hicieron con técnicas de secuenciacion sin necesidad de cultivo. Estos
estudios de colonias describieron los filos Actinobacteria y Proteobacteria
claros protagonistas en estas muestras, y en menor incidencia Acidobacteria,
Bacteroidetes, Chloroflexi, Cyanobacteria, Candidate division SPAM, Candidate
phylum SBR1093, Gemmatimonadetes, Firmicutes, Candidate NC10,

Nitrospirae, Planctomycetes y Verrucomicrobia.

Las nuevas técnicas de secuenciacién masiva empleadas en esta tesis (técnica
de amplicones y shotgun) suponen una diferencia cualitativa bastante grande
en comparacién con las primeras técnicas utilizadas en Altamira,
proporcionando una cantidad de secuencia muy superior al total de la
disponible hasta ahora, y aportando un valor creciente a los resultados que se
han obtenido en esta tesis. No sélo estos resultados podrian mejorar nuestro
conocimiento sobre la composicién de los componentes de las colonias de
Altamira, sino que podrian servir como herramienta en ambientes similares en
otras cuevas del mundo. Colonias visibles parecidas a las que se estan
desarrollando en la cueva de Altamira se observan en otras cuevas de Espafia
o del mundo con una composicién muy similar. Asimismo, esta tesis es una
aportacion absoluta a la caracterizacion de la microbiota de Altamira gracias a
la secuenciacion total del DNA que nunca antes se habia llevado a cabo, y una

de las primeras en términos generales sobre microbiota de cuevas.

En este trabajo, se aporta evidencia de la existencia en las colonias de unos
componentes predominantes (uno o dos por colonia), al menos 10 veces mas

abundantes que el resto, a los que hemos denominado componentes
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mayoritarios (CMs) y que son caracteristicos en cada colonia. Estos
componentes mas abundantes, que por la técnica de amplicones resultaron ser
tres, clasificaron dentro del filo Actinobacteria con la familia Euzebyaceae
(OTU1L) y el género Crossiella (OTUs 2 y 4). Su distribucion desigual en las
colonias han sido la base para diferenciar en 2 subtipos a las colonias grises y
blancas. Esta heterogeneidad detectada en algunas muestras de colonias
aparentemente del mismo color no se ha mencionado anteriormente en otros
estudios, indicando que la clasificacidén por color no es suficiente para describir
la diversidad de las colonias.

Los analisis de biodiversidad de las colonias revelaron una complejidad media-
baja, con la dificultad de distinguir entre componentes poco abundantes de las
colonias de contaminantes provenientes del material de soporte que fue
arrastrado en la toma de muestra. Por esta razén y por una tendencia a
considerar las colonias como consorcios no excesivamente complejos, se
selecciond un core de 36 OTUs que resultarian los componentes mas
frecuentemente encontrados dentro de los distintos tipos de colonias de
Altamira. En esta seleccion de core, destacaron las OTUs correspondientes a
los CMs y un componente secundario (OTU3) compartido en casi todas las
muestras con menor abundancia. La OTU3, asignada taxondmicamente a la
clase Gammaproteobacteria y orden Wb1-P19 con la base de datos de SILVA,
filogenéticamente se agrupa con el orden Chromatiales y es detectado con

regularidad en ambientes de cueva.

Con la técnica de shotgun se han obtenido secuencias de DNA total de los seis
tipos de colonias identificados. Con esta técnica solo los genomas mas
abundantes van a recuperarse como MAGS y por esta razon las bacterias
contaminantes del soporte cuya abundancia es minoritaria en las colonias no
podran ser recuperadas como MAGSs. La clasificacion de las secuencias de los
seis metagenomas en “bines” nos ha permitido recomponer 90 borradores de
genomas (MAGS) correspondientes hipotéticamente a otros tantos
componentes de las colonias. La presencia de unos componentes mayoritarios
muchos mas abundantes que el resto se confirmé también por este enfoque. El

namero de componentes finales que se recupero por colonia fue similiar al core
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descrito con la anterior técnica y que oscilé entre 6 y 34 MAGs, siendo las

colonias grises (ambos subtipos) las mas complejas de todas. Los taxones que
se encontraron en los MAGs recuperados de las colonias fueron Acidobacteria,
Actinobacteria, Candidate division NC10, Candidatus Dadabacteria, Candidatus
Rokubacteria, Chloroflexi, Parcubacteria, Proteobacteria (alpha, beta, gammay

delta), Nitrospirae y Thaumarchaeota.

Usando como criterio el grado de identidad de secuencia de nucleétidos (ANI) y
de los polipéptidos predichos por Prodigal (AAl) entre los borradores de los
genomas obtenidos (MAGS) para pertenecer al mismo género, alrededor de un
tercio (36) agruparon en 13 clusters compartidos en las colonias.
Especialmente, los genomas de los CMs agruparon en dos clusters separados
y asignados taxonémicamente al filo Actinobacteria, uno a la familia
Pseudonocardiaceae (cluster IIl) y el otro a la clase Nitriliruptoria (cluster V).
Los CMs no tuvieron homdélogos cercanos en las bases de datos de secuencias
completas o taxondmicamente bien clasificadas en base a la comparacion de
los genomas completos por la secuencia de DNA, las secuencias codificantes y

la secuencia completa del 16S rRNA.

Su asignacién taxonémica no mostrd una buena coincidencia con las
referencias disponibles dando lugar a una novedad en la filogenia de las
Actinobacterias. Por lo tanto, sugerimos que los cinco genomas (CMs de las
colonias YC, G1, G2, W1y BC) agrupados en el cluster Ill podrian constituir un
nuevo género candidato dentro de la familia Pseudonocardiaceae con la
probable presencia de 5 especies distintas. En el caso del cluster IV, en el que
agruparon los componentes mayoritarios de las colonias W2 y BC, formaron un
grupo separado de los otros o6rdenes descritos de la clase Nitriliruptoria, por lo
gue igualmente se justificaria la propuesta de un nuevo orden con dos especies
distintas en el que situariamos estos dos MAGs. Ademas, las secuencias
presentes en las bases de datos mas proximas a estos CMs provienen de
estudios de suelos o de colonias de cuevas, lo que indica que estos nuevos
taxones comprenderian solamente bacterias adaptadas y especificas de

cuevas. Los borradores de genomas de alta calidad que proporciona esta tesis
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ofrecen la Unica informacion disponible sobre las capacidades nutricionales de

estos “nuevos” taxones.

Ademas, los borradores obtenidos de los componentes de las colonias
proporcionan un catalogo de genes disponibles para sobrevivir en el ambiente
de Altamira. La comparacion funcional del atlas de genes obtenido agrupado
en clusters de grupos de ortélogos (COGs) muestra una gran uniformidad en
todos los metagenomas. Entre las funcionalidades detectadas destaca la
abundancia de genes involucrados en procesos del metabolismo y transporte, y
concretamente, la presencia de genes capaces de soportar un crecimiento
quimioautoétrofo basado en la fijacion de CO2 y la oxidacion de compuestos
como hidrégeno, monéxido de carbono, amonio, etc. Este hallazgo sugiere que
ademas de una forma de vida heterotréfica basada en compuestos organicos
aportados por el agua de infiltracion, las colonias podrian crecer de forma

autotrofica en épocas de baja disponibilidad de materia organica.

Otra estrategia utilizada para un mayor conocimiento de los componentes de
las colonias fue su recuperacion en cultivos puros mediante el empleo de
diferentes medios y condiciones de cultivo. Los experimentos de cultivo en esta
tesis han proporcionado 117 cultivos puros a partir de los tipos de colonias
analizadas. Sin embargo, ninguno de ellos correspondié claramente con un
componente de las colonias descrito por las técnicas moleculares empleadas.
Por tanto, este resultado concuerda con otros en poner de manifiesto la
incultivabilidad de estos componentes. Un analisis exhaustivo de los
borradores de genomas obtenidos podra ayudar a plantear medios mas

apropiados para el cultivo de estas bacterias.

Finalmente, los trabajos microbioldgicos de la cueva de Altamira no pueden ser
meramente descriptivos, sino que deben estar necesariamente orientados al
disefio de medidas de conservacion preventiva para salvaguardar sus pinturas.
La obtencion de borradores de buena calidad de los componentes
predominantes en las colonias ha permitido el desarrollo de primers especificos
contra estos componentes, y con ellos, de ensayos de PCR que detectan de
una manera directa rapida, sencilla y poco costosa la presencia de dichos
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componentes. Estos ensayos de deteccidn suponen una mejora sustancial en
los métodos de seguimiento microbioldgico del biodeterioro de cuevas y otros
bienes culturales. Igualmente, la informacién genémica aportada en esta tesis
puede ser la base para disefiar medidas de control eficaces para combatir
eventuales problemas de biodeterioro causado por colonias visibles.



2. Introduccion
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2.1 La cueva de Altamira. Un bien cultural excepcional

La cueva de Altamira se encuentra situada en Santillana del Mar (Cantabria), a
2 km del casco urbano del pueblo. Dentro del recinto, donde se encuentra la
cueva, encontramos también el Museo y Centro de Investigacion de Altamira,
todo ello bajo la gestion del Ministerio de Cultura y Deporte de Espafia (Figura
1). La cueva fue descubierta originalmente en 1868 por Modesto Cobielles
Pérez al ir de caza, pero al tratarse de un terreno karstico con presencia de
muchas cavidades este descubrimiento no trascendié a mas. Fue poco
después, en 1870, cuando Marcelino Sanz de Sautuola y su hija descubrieron

las famosas pinturas en el interior de la cueva.

woodland
(trees and bushes)

meadow
(mainly grasses)
L )

Pabellén de exposiciones Casona

« entranee <‘\ b’

Figura 1. Plano aéreo de la situacion de la cueva de Altamira. Figura editada de

Gazquez et al., 2016.
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La cueva de Altamira es un icono del arte rupestre universal por la presencia
de pinturas representativas de la prehistoria y por su trayectoria desde que
fueron descubiertas y puestas en valor. Por su calidad e importancia, es
considerada la Capilla Sixtina del arte rupestre. Fue declarada Patrimonio
Mundial por la Unesco en 1985 y forma parte del conjunto “Arte Rupestre
Paleolitico de la Cornisa Cantabrica”. Bajo esta denominacion se encuentran
un conjunto de 18 cuevas que se sitian en el Norte de Espafia (Asturias,
Cantabria y Pais Vasco) también con representaciones de arte rupestre (Figura
2).

Las pinturas que encontramos en la cueva de Altamira incluyen algunas de las
mas antiguas que podemos encontrar en Europa correspondientes al periodo
Aurifiacense (38.000 a 30.000 afios atras) y a los periodos Solutrense (entre
22.000 y 18.000 afios atras) y Magdaleniense (18.000 a 8.000 afios atras).
Estas pinturas se encuentran localizadas mayoritariamente en una zona de la
cueva denominada la sala de Policromos (Figura 3). A parte de las pinturas,
podemos encontrar también otro tipo de arte como grabados y simbolos

distribuidos por toda la cueva.

Arte rupestre paleolitico de la cornisa cantabrica

e ~Tito Bustillo

. Fl Penda
& A EI Pi dalA""‘Ki“‘ L A “EaGarma _-Santimamifie
\ La pefia de e A A Altxerfi
candaTo » Monter’_) 7 "‘ }
C{f'" Hornos J ' Ekain f
dela

M

*Monte Castillo (que incluye las cavidades de Las Monedas, El Castillo, Las Chimeneas y La Pasiega)

Figura 2. Representacion de arte rupestre paleolitico en la cornisa cantébrica.
Situacién de las 18 cuevas que agrupan bajo la denominacion “Cueva de Altamira 'y
Arte Rupestre Paleolitico de la Cornisa Cantabrica” declaradas Patrimonio de la
Humanidad por la UNESCO a partir del 2008.

12


https://es.wikipedia.org/wiki/Patrimonio_Mundial
https://es.wikipedia.org/wiki/Patrimonio_Mundial
https://es.wikipedia.org/wiki/Unesco
https://es.wikipedia.org/wiki/Cueva_de_Altamira_y_Arte_Rupestre_Paleol%C3%ADtico_de_la_Cornisa_Cant%C3%A1brica
https://es.wikipedia.org/wiki/Cueva_de_Altamira_y_Arte_Rupestre_Paleol%C3%ADtico_de_la_Cornisa_Cant%C3%A1brica
https://es.wikipedia.org/wiki/Cueva_de_Altamira_y_Arte_Rupestre_Paleol%C3%ADtico_de_la_Cornisa_Cant%C3%A1brica
https://es.wikipedia.org/wiki/Cueva_de_Altamira_y_Arte_Rupestre_Paleol%C3%ADtico_de_la_Cornisa_Cant%C3%A1brica

INTRODUCCION

2.1.1 Descripcion fisica de la cueva

La cueva de Altamira se localiza en la comunidad de Cantabria que presenta

un 30% de roca karstificable (aproximadamente 1.530 km?) y es por ello, que

en esta provincia se han detectado 6.500 cuevas de las cuales méas de 40

tienen arte rupestre (Labrada et al., 2010). La cueva es una cavidad de

formacion natural de tipo karstico y la composicion de la roca es carbonatada

formada mayoritariamente por calizas y calcarenitas. No es muy larga, tiene

una longitud de 270 metros y posee una Unica entrada a 156 metros sobre el

nivel del mar. Presenta una profundidad minima de 2 y maxima de 26 m. Se

encuentra dividida en las siguientes salas: Vestibulo, Cocina, Cruce,

Policromos, Sala de los Muros, la Hoya, el Pozo y finalmente la Cola de

Caballo (Figura 3). Solo la sala del Vestibulo se encuentra separada de las

demas salas por la construccion de una puerta interior.
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Figura 3. Plano actual de la cueva de Altamira. Se representa la division de salas en

su interior junto con las modificaciones artificiales presentes.

Las condiciones ambientales son bastante constantes a lo largo del afio.
Mientras que la temperatura en el exterior tiene una gran variacion en grados
de verano a invierno, la temperatura en el interior de la cueva solamente varia
entre 12,5-16,8°C (Figura 4). La zona de Vestibulo, al ser la sala més cercana
al exterior, es la mas variable y aqui la temperatura oscila alrededor de 4°C
durante el periodo anual, siendo menos variable en zonas mas interiores.
Ademas, la temperatura que se alcanza en la sala del Vestibulo en los meses
de verano puede significar 3 grados de diferencia respecto a zonas mas
interiores como el Pozo. En policromos, por ejemplo, la temperatura anual

oscila entre 13,1 (minimo en verano) y 14,9 grados (maximo en invierno).

Exterior | —— Hall —— Crossing —— Polychromes Grave Room Well Room |
35 - . . = : = v v . v . . — ” :
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Date

Figura 4. Variacion de la temperatura para el exterior de la cueva y cada sala de la
cueva durante el periodo de Julio 2013 a Enero de 2017. Figura obtenida de Sainz et
al., 2018. Hall (Entrada); Crossing (Cruce); Polychromes (Policromos); Grave Room

(Sala de la Hoya); Well Room (Sala del Pozo).

14



INTRODUCCION

La concentracion de COz en la cueva a menudo alcanza concentraciones
maximas superiores a 4000 ppm, diez veces mas altas que las concentraciones
atmosféricas normales (Gazquez et al., 2016). La concentracion de CO:2 sigue
un ciclo anual con valores maximos en invierno y minimos en verano,
respondiendo a la dinamica de ventilacion tipica de la cueva (Figura 5). El gas
raddn que se produce naturalmente, se acumula en la cueva en condiciones de
escasa ventilacion y sus variaciones se usan como trazador de la ventilacion y
sus cambios en el interior (Sainz et al., 2018). El radon anual promedio durante
el periodo 2003-2019 fue de alrededor de 3500 Bg m=3 con valores maximos en
invierno y minimos en verano como se muestra en la figura 6 (Sainz et al.,
2020). La humedad que presenta el suelo de la superficie debido a las
precipitaciones hace un efecto de sellado evitando una difusion de los gases de
la cueva al exterior. Este efecto se asocia al comportamiento anual del CO2y
raddén mencionados y se relaciona con los ciclos estacionales de

desgasificacidon y recarga en la cueva (Figura 5).
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Figura 5. Ejemplo de la variacion anual de CO;en la cueva de Altamira durante el
periodo de Marzo 2013 a Agosto del 2015. Figura obtenida de Gazquez et al., 2016.

La humedad relativa en el interior de la cueva es siempre proxima al punto de

saturaciéon >75% (Figura 7). Esto favorece la aparicién de condensaciones de

agua sobre las paredes y equipos o estructuras artificiales. No se producen
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variaciones estacionales adicionales dentro de la cueva, por lo que se

considera un microclima muy estable.
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Figura 6. Ejemplo de la variacion anual de Rad6n durante el periodo de 2013-2019 en
cada una de las salas de la cueva de Altamira. En negro la variacién promedio de

todas las salas. Hall (Entrada); Polychromes Room (Sala de Policromos); Grave Room
(Sala de la Hoya); Polychromes Corridor (Pasillo de Policromos); Walls Room (Sala de

los Muros); Well Room (Sala del Pozo). Figura obtenida de Sainz et al., 2020.
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Figura 7. Ejemplo de la variacion anual de la humedad relativa en el afio 2019 en el

interior de la cueva de Altamira.
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La cueva se encuentra ademas situada en la zona lateral de una colina como
se observa en la figura 1, y eso hace que la Unica infiltracién natural de agua
sea directamente de la lluvia o de escorrentia que acaba filtrando en la
cobertera de la cueva (Figura 8). Esta agua suele transportar nutrientes como
compuestos inorganicos (nitratos y sulfatos), materia organica disuelta (mezcla
de sustancias como la lignina y derivados, acidos humicos, aminas, urea,
polisacéaridos y proteinas), y aniones y cationes derivados de la lixiviacién de
los minerales que conforman la roca carbonatada entre otros. Estos
compuestos acaban entrando en la cueva y alimentan a las bacterias que

encontramos en ella.

Segun el estudio de Saiz-Jimenez and Hermosin (1999) en aguas de infiltracion
recogidas en puntos de goteo de las salas del Vestibulo y Policromos en la
cueva de Altamira, los compuestos mas abundantes detectados en estas
aguas fueron los acidos grasos hexadecanoico (o acido palmitico C16:0),
octadecenoico (o &cido oleico C18:1°), octadecanoico (o &cido estearico C18:0)
y tetradecanoico (o acido miristico C14:0), asi como derivados de la
degradacion de lignina por accion microbiana. Las membranas bacterianas son
esencialmente lipidicas, y en la que podemos encontrar acidos grasos como
acido miristico, acido palmitico y acido estearico. Por ello, se sugiere que los
acidos grasos encontrados en las aguas provengan de la cubierta de estas

bacterias.

La presencia de cationes como Ca?*, Na*, K* y Mg?* y de aniones como CI,
S04% y HCOs (Laiz et al., 1999) también es detectable en las aguas de
infiltracion en la cueva de Altamira. Algunos de estos compuestos resultan de
la descomposicién mineral de las rocas carbonatadas presentes entre los que
destaca la calcita (Ca?*, HCOs’) y dolomita (Mg?").
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Figura 8. Simulacién de la implicacién directa de las aguas de lluvia y escorrentia en la

cobertera de la cueva. Figura obtenida y editada del Informe CSIC 2005-2007, pag.45.

La presencia de nitratos en las aguas que entran en la cueva es también una
importante fuente de nutrientes para las bacterias, ya que lo pueden reducir a
amonio para la incorporacién del nitrégeno del amonio a moléculas organicas
en forma de grupos amino. A su vez también las bacterias son capaces de
oxidar el amonio obteniendo energia y poder reductor. Se han medido
concentraciones de nitratos en varios puntos de la cueva. La sala del Cruce
(punto EN-2) corresponde con la sala donde se obtienen valores mas altos
como se representa en la figura 9 durante el periodo 2005-2009 (Informe CSIC
2005-2007, pag.79-94). En estas medidas se observa que, en el afio 2003, las
concentraciones de nitratos en el Cruce fueron muy altas, y se explico a
acumulaciones de material vegetal y crecimiento de la vegetacién en la
cobertera de la cueva. Por ello, actualmente se cuida limpiar los alrededores de
la cueva y no permitir un crecimiento exagerado de vegetacion. En la sala de
los muros (no mostrado en la figura 9) es otro punto donde la medida de
concentracion de nitratos en el periodo de 2006 a 2009 fue también alta de
23,83 mg/l. No obstante, la concentracion de nitratos en el agua de infiltracion
sigue una neta tendencia descendente probablemente como efecto del cese de

actividades ganaderas en la cercania de la cueva.
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Figura 9. Acumulacién de nitratos en puntos de goteo constantes en la cueva de
Altamira para las salas de Cruce, Hoya y Pozo durante los periodos de afio de Enero
del 2003 a Julio del 2009. Figura obtenida y editada del Informe CSIC 2005-2007,
pag.93.

Otras especies nitrogenadas que pueden servir de alimento a las bacterias
como por ejemplo nitritos, amonio, 6xido de nitrégeno u 6xido nitroso siguen
una tendencia similar a los nitratos. El nitrégeno Kjedahl es un indicador
cuantitativo de la cantidad de nitrégeno organico en sus diversas formas
(proteinas y acidos nucleicos en diversos estados de degradacion, urea,
aminas) y el ion amonio NH4*, presentes en una muestra de agua. Para su
determinacién se rompen todos los enlaces de nitrégeno de los compuestos
nitrogenados presentes en la muestra y se convierte todo el nitrégeno unido
organicamente en iones amonio (NH4*). Después los iones amonio se
convierten en amoniaco (NHs) en un proceso de destilacion y finalmente se
determina la concentracion total de nitrogeno. Este valor medido en diferentes
puntos en el suelo exterior de la cueva presentd concentraciones altas (Informe
CSIC 2005-2007, pag.51-62).

Estos compuestos nitrogenados, aparte de provenir de la propia composicion
del suelo, se sospecha que puedan ser consecuencia de las actividades

ganaderas y agrarias que se llevaron a cabo en los alrededores de la cueva
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antes de su adquisicion para el conjunto Cueva-Museo. Es posible que como
consecuencia de aquella actividad existan depdsitos de residuos organicos que
estan siendo arrastrados por el agua y cayendo con los afios hacia la cueva
alcanzando la sala del Vestibulo, el Cruce y Policromos, aunque se cree que
su concentracion también muestra una tendencia decreciente como ocurre con

los nitratos.

2.1.2 Gestién de la cueva de Altamira y alteraciones sufridas

La cueva de Altamira debido a la calidad de sus pinturas y a que fue la primera
cueva espafiola en donde se descubri6 arte paleolitico, a diferencia de otras
con arte similar, es probablemente la cueva que més sometida ha estado a la
intervencion por el hombre. Numerosas excavaciones arqueoldgicas y el boom
de visitas que sufrié durante sus primeros afios abierta al publico son algunos
de los acontecimientos que ha sufrido en su historia reciente, y han provocado
que la cueva actualmente presente modificaciones respecto al plano original

(Figura 10). Los mas relevantes se detallan a continuacion:

e 1868-1880: Desprendimientos de rocas del techo, instalacion de
una puerta de madera, asi como primeras visitas.

e 1880-1925: Modificaciones en la entrada que conllevan la
sustitucion de la puerta de madera por una verja de hierro y se
agranda la entrada. Construccion de un muro en la entrada a la
sala de Policromos, primeros signos de deterioro de pinturas por
filtraciones de agua, uso de antorchas y velas y marcas de dedo
sobre los pigmentos, excavaciones y nuevos desprendimientos.

e 1925-1940: Apertura de caminos en el interior de la cueva,
construccion de un nuevo muro y rebaje del suelo de Policromos,
sellado de grietas y fisuras en el interior y exterior de la cueva,
construcciones en los alrededores del exterior de la cueva de la
carretera a Santillana y al museo, vivienda del guarda y aseos, y

excavaciones arqueolégicas.
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e 1940-1944: Colocacion de apeos de madera en la sala de
Policromos.

e 1944-1977: Retirada de los apeos en la sala de Policromos,
construccion de muros y pilares de hierro y hormigon, instalacion
de una nueva puerta entre Vestibulo y Cruce, acondicionamiento
interno para las visitas, instalaciones luminosas, visitas masivas,
construcciones en los alrededores de un aparcamiento, edificios
de acogida a los visitantes, viviendas y explotaciones agrarias y
ganaderas en el entorno de la cueva.

e 1977-2014: Creacion del museo, aperturas y cierres temporales
de las visitas a la cueva, construccion de un nuevo edificio del
museo, retirada de las luminarias y otras estructuras artificiales
del interior de la cueva, creacion de nuevas puertas e

investigaciones arqueoldgicas.

Figura 10. Evolucion del plano original de la cueva actual tras las modificaciones
sufridas hasta el dia de hoy. A la izquierda plano original de la cueva y a la derecha
plano actual tras las modificaciones sufridas. Figura obtenida del Informe del
Programa de Investigacion para la Conservacion Preventiva y Régimen de acceso a la
cueva de Altamira (2012-2014) Volumen |I.

No cabe duda de que, desde su descubrimiento, la cueva ha tenido en su

interior una actividad permanente, ya sea de investigacion arqueolégica, de

construccion o mantenimiento o de visitas publicas.
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Entre 1870 y 1925, la investigacion arqueoldgica en la cueva fue muy notable.
Durante los afios 1880 a 1925 la gestion de la cueva estaba a cargo del
Ayuntamiento de Santillana del Mar y de 1925 a 1940 la gestion paso a la
Comision de Administracion y Exploracion de la cueva de Altamira. En esta
etapa, en concreto en los afios 1924-1935 se llevo a cabo un proyecto de
reparacion y consolidacion de la cueva coordinado por el ingeniero Alberto
Corral. A partir del afio 1875 fue cuando empezaron las primeras visitas de los
vecinos del pueblo y primeros investigadores, no hay datos de visitantes hasta
1952 en el que el se empezaron a registrar el nimero de visitantes. En este
afo el numero de visitas alcanzo la cifra de 30.000 visitantes al afio hasta
llegar a 174.000 en el afio 1972. Estas visitas siguieron altas en 1974 con
162.072 y en 1975 con 151.326 personas al afio.

De 1940 a 1977 la gestidon de la cueva paso a cargo del Patronato Provincial y
de 1976 a 1978 la comision investigadora que coordind la conservacion de la
cueva de Altamira fue dirigida por Eduardo Ripoll (Martin and Corruchaga,
2009). En 1976 se acordo rebajar el nimero de visitas a 500 personas al dia,
alcanzando la cifra de 86.634 visitantes al afio. En 1977 la titularidad de la
gestion de la cueva pasé a ser una gestion estatal y sigue siéndolo hasta el dia
de hoy. De 1979 a 1984 se encomendo a la Universidad de Cantabria, en
concreto al Profesor Eugenio Villar, la coordinacion de los primeros estudios
para evaluar el estado de conservacion de la cueva. Estos analisis se debieron

a la observacion de los primeros indicios de decoloracion en las pinturas.

El primer cierre de la cueva fue durante el periodo de 1978-1981 y, a partir de
1982 se retomaron de nuevo las visitas con grupos de 5 personas y un guia. El
estudio de Villar termind en 1983, y en 1993 el Ministerio de Cultura traslada el
encargo de estos analisis de conservacion de la cueva al Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC). De 1997 a 2001 se disefid una estrategia
de conservacion para la cueva y su entorno dirigido por Juan Antonio Lasheras
(director en funciones en ese momento del Museo de Altamira), en los que se
eliminaron estructuras construidas en el interior de la cueva como

infraestructuras eléctricas o canalizaciones, y alrededor de la cueva como
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instalaciones ganaderas o viviendas/edificios. La cifra anual de visitas en este

periodo fue de 11.320 personas al afo.

No fue hasta 2002 cuando el personal del museo de Altamira recomendd un
segundo cierre temporal de la cueva cuando observaron el crecimiento de
microorganismos fototréficos en el techo causado por el empleo de equipos de
iluminacion. En esta misma época también se detectaron las primeras
apariciones de colonias visibles. Aunque permaneciera cerrada al publico, la
cueva seguia siendo accesible para los investigadores. Durante el periodo de
2003 a 2012, se realizaron diversos proyectos para la conservacion de la cueva

dirigidos por Sergio Sanchez-Moral (CSIC).

Mas adelante, de 2012 a 2014 se emprendi6 el programa de investigacion para
la conservacion preventiva y régimen de acceso a la cueva de Altamira por el
Ministerio de Educacion, Cultura 'y Deporte (MECD), y encargado al profesor
Gaél de Guichen como director cientifico. Este programa fue coordinado por el
Museo y Centro de Investigacién de Altamira y el Instituto del Patrimonio
Cultural de Espafa (IPCE) y se encontraba divido en 6 proyectos: (1) control
del biodeterioro, (2) seguimiento ambiental, (3) conservacion del soporte y la
policromia, (4) accesibilidad, (5) valor social y (6) comunicaciéon y memoria.
Estos proyectos tienen en comun que el objetivo fundamental del programa

trataba de identificar los riesgos de deterioro especificos de la cueva.

El riesgo bioldgico y dentro del mismo la proliferacién de microorganismos,
recogido en el proyecto de control del biodeterioro, se consider6 como uno de
los riesgos mas importantes a analizar debido a los indicios previos de
colonizacion que habia sufrido ya la cueva. La presencia de colonias visibles se
encuentra integrada en este riesgo y actualmente constituye el mayor peligro

para la cueva debido a su rapida dispersion en estos afios.

La cueva abri6 sus puertas de nuevo al publico en 2014 de forma experimental
a un grupo semanal de 5 personas, manteniéndose desde entonces este plan
de visitas para las visitas actuales. Esta decision representa un compromiso

entre la conservacion preventiva de la cueva y el disfrute del bien cultural. Las
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evaluaciones de riesgo realizadas hasta la fecha no han mostrado incrementos
significativos de parametros a las visitas, por lo que el régimen de visitas se
mantiene activo en las mismas condiciones. La cueva de Altamira sigue siendo
gestionada por el Museo Nacional y Centro de Investigacion de Altamira con
titularidad del Ministerio de Cultura y Deporte. Ademas, la cueva se encuentra
coordinada por una comision de seguimiento formada por expertos
multidisciplinares y se encuentra en vigor el Plan de Conservacion Preventiva
(PCP) para la monitorizacién de los riesgos identificados en el programa de
investigacion para la conservacion preventiva y régimen de acceso a la cueva

de Altamira.

2.2 Microbiologia de cuevas

Una cueva es una cavidad natural originada en rocas de tipo sedimentario por
procesos de disgregacion por factores como el agua, viento, o hielo
(meteorizacion) y en rocas magmaticas por la solidificacion de coladas
volcanicas. El proceso mas comun de formacion de cuevas es la meteorizacion
quimica, en la cual el material de la roca se descompone alterando su
composicién. Un ejemplo bien conocido de meteorizacion quimica es el
proceso de karstificacion, por el cual se originan cuevas como consecuencia de
la accion del agua circulante sobre evaporitas carbonatadas como calizas y
dolomias. En torno a un 90% de cuevas en el mundo se localizan sobre este
tipo de rocas. Las evaporitas carbonatadas representan un 15,2% de la

superficie terrestre como se muestra en la figura 11 (Goldscheider et al., 2020).

24



INTRODUCCION

Figura 11. Distribucion de las regiones karsticas en la superficie terrestre. En color
azul oscuro se muestran las regiones que presentan roca carbonatada. Figura
obtenida de Jones and White, 2019.

La formacién de karst es un proceso de disolucion muy lento,
aproximadamente 125 mm de avance en la roca cada 1.000 afios (Martinez,
1984). Este proceso se genera cuando el agua, que entra en la cueva, se
acidifica primero cuando pasa a traves del suelo al adquirir diéxido de carbono,
generado por procesos como la respiracion de las plantas y su descomposicion
(1). Esta agua acidificada interactGa con la roca carbonatada disolviéndola (2)

en un proceso lento y que es el que da lugar a la formacion de las cuevas.

H20+CO2—H2C03 (1)
CaCOz3+H2C03—Ca?*+2HCOz3 (2)
2HCO3 + Ca?*—CaCO0z +H20 + CO2 (3)

Cuando esta agua, cargada de gas y piedra caliza disuelta en forma de
bicarbonato calcico, llega a una cavidad mas grande que las fisuras por las que
ha pasado, puede evaporarse lentamente y las sales disueltas en el agua
llegan a cristalizarse, proceso conocido como precipitacion de carbonato
calcico (CaCOs) que en estas cuevas da lugar a la formacion de espeleotemas
(3). Por ejempilo, las sales cristalizan cuando esta agua gotea desde el techo
de una cueva hacia el suelo, formando estalactitas en el techo y estalagmitas
en el suelo o columnas cuando estas dos formas llegan a unirse (Figura 12).
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Figura 12. Ejemplo de los diferentes tipos de espeleotemas que resultan de la
precipitacion del carbonato calcico en el interior de una cueva. Figura obtenida de

Monumento Natural Cueva del Castafar - "Un laboratorio natural”, 2015

Espafa contiene 4 dominios litologicos: siliceo, calizo o calcareo, arcilloso y
volcanico, entre los que destaca el dominio calcareo al que frecuentemente se
menciona como “la Espafa caliza” debido a la extension que presenta (Codron,
1983). En torno a un 30% de la superficie peninsular (110.000 km?) es
karstificable. Esto explica que haya un gran niumero de cuevas, de las cuéles
mas de 10.000 han sido exploradas y estudiadas. Ademas, muchas de estas
presentan arte rupestre y muchas de ellas han sido habilitadas al publico para

su visita, constituyendo un recurso socioeconémico muy notable para Espafia.

Por lo general, las cuevas que no estan abiertas al exterior, como es el caso de
la cueva de Altamira, son ambientes muy interesantes ya que suelen tratarse
de entornos aislados con unas condiciones ambientales constantes todo el
afo, humedad, temperatura homogénea, con poco aporte externo de
nutrientes, y donde apenas hay luz, especialmente a medida que nos
adentramos hacia zonas mas interiores. Por tanto, los seres vivos que habitan
especialmente en estos ambientes se ven obligados a sobrevivir y adaptarse
bajo estas condiciones. Por ejemplo, los animales de cuevas (troglobios)
suelen ser pequenos, ciegos y faltos de pigmentacién etc... como
consecuencia a esta adaptacion. De la misma manera, los microbios que
habitan en las cuevas van a ser especificos siendo el resultado de la seleccién

impuesta por vivir en estas condiciones.

La caracterizacion de estas comunidades microbianas de cuevas ha sido por
tanto objeto de estudio desde los inicios de la microbiologia. En los primeros
estudios de cuevas, los microorganismos no se detectaban y su presencia se
deducia de la incapacidad de explicar muchas reacciones geoquimicas a
través de procesos puramente quimicos, necesitandose para entenderlos una
implicacion directa de la actividad microbiana (Hess, 1900; Hill, 1981). Desde
entonces distintas técnicas tradicionales de cultivo se han utilizado para la

deteccién de estos microorganismos. Por ejemplo, en el caso de la cueva de
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Altamira los primeros estudios microbioldgicos, que se llevaron a cabo entre
1978-1999, consistieron en el plaqueo en medios de cultivo ricos para el
crecimiento de bacterias y hongos (Somavilla et al., 1978). En la misma linea
se realizaron estudios posteriores entre 1981-1983 por F. Uruburu y C.
Hardisson de las universidades del Pais Vasco y de Oviedo, respectivamente.
Estos analisis microbiologicos que se hicieron en la cueva de Altmira fueron
impulsados por los primeros indicios de biodeterioro observados en las

pinturas.

Con el paso del tiempo la percepcion de que el 99% de la diversidad bacteriana
presente en muestras ambientales permanecia incultivable, impulso la
necesidad de utilizar técnicas moleculares independientes de cultivo para el
andlisis de poblaciones bacterianas naturales. Estas técnicas fueron posibles
por el desarrollo de las tecnologias de clonado y secuenciacion de DNA 'y
después la PCR, cuyo uso empez0 a generalizarse a partir de 1980. Su uso
supuso una revolucion en el campo de la taxonomia bacteriana (Hugenholtz et
al., 1998; Sharma et al., 2005).

Los primeros usos de tecnologia molecular para identificacion de bacterias
consistian principalmente en amplificar por PCR marcadores moleculares
conservados entre especies como los genes ribosomales (ej. 16S, 23Sy 5S
rRNA en procariotas y 18S, 5,8S y 28S en eucariotas), genes “housekeeping”
(ej. recA, gyrA) o genes implicados en pasos concretos del metabolismo (ej.
amoA, nirA) para la deteccion de grupos especificos de bacterias. Tras la PCR,
se purificaban o clonaban los productos de amplificacién para ser
secuenciados y las secuencias obtenidas se comparaban con las disponibles
en las bases de datos. Con el uso de la PCR y el disefio de primers universales
fue posible la caracterizacion de poblaciones bacterianas sin necesidad de
cultivo. Para ello se realiza la amplificacion simultanea de una misma diana
(16S rDNA) de todos los individuos presentes en una mezcla. La coleccion de
fragmentos resultantes se usaba para generar librerias de clones para
secuenciar o se empleaban en combinacion con otros métodos de huella
digital. En concreto el método mas utilizado en ecologia microbiana fue la
amplificacion de 16S rDNA seguida por separacion de productos en
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electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (PCR-DGGE), donde el
producto de interés amplificado se corre en un gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes con un gradiente de urea o formamida (Muyzer
et al., 1993). Las moléculas de DNA migran en el gel hasta alcanzar su punto
de desnaturalizacion, que va depender de su secuencia, obteniéndose una
banda especifica por cada una de las especies bacterianas presentes en la

muestra estudiada.

Mas adelante, la invencién de técnicas de secuenciacidbn masiva supuso otra
revolucidn en el campo de la microbiologia. Estas técnicas iniciales fueron la
pirosecuenciacion desarrollada por la compafia 454 y luego por Roche,
producia una longitud de lecturas entre 700-800 pb (Hernandez et al., 2020).
Aunque con diferente fundamento, era similar la tecnologia de lon-Torrent que
actualmente es explotada por ThermoFisher. La tecnologia de Illlumina
proporciona lecturas de 150 a 300 nt, y es probablemente la mas utilizada. El
desarrollo de esta tecnologia acompafiado de un descenso en los precios de
secuenciacion y un aumento en la productividad, y unidos al desarrollo de
herramientas bioinformaticas (Mothur, Qiime) y de bases de datos cada vez
mas comprehensivas (SILVA, GreenGenes, RDP), han permitido una mejor
caracterizacion y estimacién de la diversidad presente en las muestras
ambientales. A dia de hoy las tecnologias de secuenciacion siguen avanzando
y cada vez son mas potentes y econdmicas con una tecnologia aplicada a
moléculas Unicas capaces de dar productos de secuenciacion mas grandes
que las anteriores plataformas (>20 kb). Estas plataformas se suelen
denominar de tercera generacion, y entre ellas encontramos Pacific
Biosciences (Pootakham et al., 2017; Yang et al., 2020) y Oxford Nanopore
(Kerkhof et al., 2017; Liem et al., 2020).

2.2.1 Estrategias de supervivencia de los microorganismos en las cuevas

Los microbios que se han adaptado a vivir bajo condiciones energéticas
desfavorables y limitantes a nivel nutricional han desarrollado diversas
estrategias para poder subsistir, que casi siempre consisten en detener o

ralentizar su crecimiento.
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La produccion de esporas es uno de los principales ejemplos de suspension de
crecimiento en condiciones desfavorables en espera de condiciones con una
mayor disponibilidad de nutrientes que les permita comenzar de nuevo a
desarrollarse. De hecho, algunas de estas esporas pueden llevar a cabo una
germinacion espontanea, evaluando la capacidad que las condiciones del

medio presentan para poder crecer (Sturm and Dworkin, 2015).

Sin embargo, no todos los microbios esporulan y aun asi, consiguen adaptarse
y sobrevivir alcanzando lo que se conoce como “estado de crecimiento
oligotrofico” (Gray et al., 2019). Este estado consiste en adoptar un proceso de
inanicion de largo plazo ralentizando su crecimiento y haciéndose mas
tolerantes frente a diferentes tipos de estrés, manteniendo algunas actividades
celulares béasicas, como la fuerza proton-motriz para seguir siendo viables. Las
células en este estado pueden reanudar rapidamente el crecimiento normal
cuando las condiciones de nutrientes mejoran. Células que entran en este
estado y persisten en el tiempo pueden volverse no cultivables, estado
conocido como “viables pero no cultivables” (VBNC). En este segundo estado
las células no consiguen llegar a un nimero de divisiones suficientes para dar
lugar a un crecimiento visible en medio de crecimiento no selectivo pudiendo
permanecer largos periodos de tiempo en este estado, de ahi que no sea una

respuesta transitoria.

Las bacterias VBNC, a diferencia de las células muertas, presentan una
membrana intacta y un constante nivel de transcripcién génica en procesos
como la respiracion, la morfologia celular, la virulencia, la incorporacion de
aminodcidos, la resistencia a diferentes tipos de estrés o la adhesién. Una
caracteristica comun de las VBNC es su capacidad para reducir su tamafio y
redondear su forma, con el objetivo de minimizar energia como se ha descrito
en bacterias VBNC de Campylobacter spp, Burkholderia psuedomallei, Vibrio
Cholerae o Escherichia coli O157:H7 (Li et al., 2014; Wei and Zhao, 2018).
Tienen una menor tasa metabdlica a la que podrian estar expresando en una

fase exponencial de crecimiento.
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Una situacion que podemos encontrar en cuevas aisladas es una competicion
de crecimiento haciendo que la disponibilidad de nutrientes sea aun mas
limitante y, las condiciones sean insuficientes para permitir el crecimiento de
ningun microorganismo de forma individual. Al ser esta condicion persistente,
obliga a la aparicion de asociaciones entre especies como Unica solucion para
mantener un crecimiento activo (Barton and Jurado, 2007). De esta manera
siempre va a haber especies que sean capaces de obtener energia de las
fuentes disponibles en el medio y a su vez producir compuestos secundarios
que van a ser fuente de energia para soportar el crecimiento del resto. Estas
relaciones recurso-recurso es lo gue se conoce como mutualismo y dan lugar a
numerosas soluciones en microbiologia como la formacién de biofilms y otros

consorcios estables.

Un ejemplo de mutualismo son los biofilms. Suelen ser consorcios entre
diferentes organismos (hongos, bacterias) y fotosintetizadores (cianobacterias,
algas) que crecen embebidos en una matriz organica polimérica adherida sobre
una superficie. Dicha matriz confiere proteccién y resistencia frente a
fendbmenos adversos, aumenta la disponibilidad y mejora del aprovechamiento
de nutrientes, y un mayor transporte e intercambio de enzimas. La limitacion de
nutrientes en el exterior, asi como las perturbaciones presentes obligan a las
células a responder rapidamente interaccionando entre ellas y favoreciendo un
nicho de transferencia horizontal de material genético de las que obtener un
fithess mas fuerte en comunidad. La secrecion constante de sustancias
extracelulares poliméricas ricas en carbohidratos (ej. polisacaridos) o
adhesinas que conforman esta matriz es caracteristico para sustentar estas
agrupaciones de comunidades (Branda et al., 2005; Jennings et al., 2015;
Paharik and Horswill, 2016). Ademas, estas sustancias son capaces de
almacenar alrededor de 20 veces su peso en agua, incrementando de esta

manera la capacidad de retencion de agua en el biofilm (Rao et al., 2020).

Este tipo de consorcios se pueden observar en las cuevas como colonias
coloreadas visibles con un tamaiio inferior a 5 mm que se desarrollan sobre las
paredes y techos. Suelen denominarse simplemente en funcion del color que

presentan, asi encontramos colonias amarillas, grises, blancas o beis (Figura
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13). Estas colonias son una mezcla de diferentes componentes procarioticos
(bacterias y arqueas) con una estructura muy organizada, y cuyo metabolismo
se encuentra relacionado al ciclo del nitrdgeno y carbono de la cueva. Las
condiciones ambientales y nutricionales sobre las que se desarrollan hacen
dificil la recuperacion de los componentes individuales en forma de cultivos
puros en el laboratorio, comportandose individualmente en la mayoria de los

casos como bacterias VBNC como se ha descrito anteriormente.

Figura 13. Ejemplo de colonias visibles (amarillas, grises y blancas) en las paredes de

la cueva de Altamira.

2.2.2 Casos de colonias visibles en cuevas

La presencia de colonizaciones visibles es una caracteristica natural de los
ecosistemas de cuevas. En la cueva de Altamira, objeto de esta tesis,
observamos también este tipo de colonizaciones. Encontramos varios tipos de
colonias visibles en funcion del color que presentan: amarillo, gris, blanco y
beis. Las primeras colonias que se detectaron a partir de 1999 se encontraban
en la entrada y eran de color amarillo, gris y blanco. Con el tiempo, su
progresién hacia zonas interiores ha sido rapida, llegando incluso a la sala de
las pinturas (sala de Policromos). Actualmente se sitan principalmente en el
Vestibulo, Cruce, Pasillo de Policromos y en menor medida en la sala de
Policromos (Figura 14). En 2018 se detectd un nuevo tipo de colonias visibles
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de color beis cerca de la puerta que conecta la sala del Vestibulo con el Cruce

y también en el pasillo de Policromos.
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Figura 14. Situacion de la distribucion de las colonias visibles en el interior de la cueva

de Altamira.

La primera publicacion sobre colonias visibles en la cueva de Altamiray a la
vez en la cueva asturiana de Tito Bustillo fue en 1999. A partir de dichas
colonias se trataron de cultivar actinomicetos en una variedad de medios de
cultivo (Groth et al., 1999). La mayoria de los aislados fueron del género
Streptomyces, siendo también el mas representativo en otro estudio de
Altamira en muestras de agua de goteo (Laiz et al., 1999). Ahora es bien
conocido que los componentes presentes en este tipo de colonizaciones son
dificiles de crecer y por ello, estudios posteriores sobre colonias de Altamira se
basaron en técnicas independientes de cultivo. Las primeras publicaciones con
este enfoque en colonias de Altamira fueron hechas primero de colonias
amarillas y grises (Portillo et al., 2008), y mas tarde de blancas (Portillo et al.,
2009). En estos estudios se empled la técnica de PCR-DGGE donde el
producto de interés amplificado en este caso es la regién variable V3 del gen
16S rDNA. Por otra parte, también se hicieron librerias de 16S rRNA
obteniendo una regién mas grande, en torno a 900 pb que los 200 pb utilizados
en la anterior técnica. Los resultados que se obtuvieron indicaron que
Proteobacteria fue el filo mas abundante y mas activo en las 3 colonias, con
predominancia de la clase Gammaproteobacteria en colonias amarillas y

blancas, y Alphaproteobacteria en colonias grises. Otros filos de menor
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abundancia detectados en las colonias en estos estudios fueron Acidobacteria,
Bacteroidetes, Chloroflexi, Gemmatimonadetes, Firmicutes, Nitrospirae,
Planctomycetes, Verrucomicrobia, y especialmente en colonias blancas

Cyanobacteria y Candidate division SPAM.

Con posterioridad, se publicaron otros dos estudios basados en librerias de
clones del gen 16S rDNA, un primer estudio comparativo de colonias amarillas
en 3 cuevas diferentes (Porca et al., 2012) y uno segundo estudiando la
estructura y composicion de la colonias grises y su papel en la solucion y
precipitacion de carbonato (Cuezva et al., 2012). En ambos estudios en este
caso el filo mas abundante fue Actinobacteria con una abundancia alrededor
del 77%. En el estudio comparativo de Porca, se detectaron 3 cores de
secuencias comunes a las 3 cuevas compuesto por el suborden
Pseudonocardinae y los 6rdenes Chromatiales y Xanthomonadales. La
presencia de estos cores sugiere la existencia de comunidades bacterianas de
composicion fija, especialmente desarrolladas para prosperar en condiciones
de cueva. En estos ultimos estudios se detectaron nuevos filos en menor

abundancia en colonias amarillas como los candidatos NC10 y SBR1093.

Trabajos mas recientes, no centrados en la cueva de Altamira sino en otras
cuevas de Espafia sobre colonias visibles similares como se presentan en la
figura 15 (Gonzalez-Pimentel et al., 2018; Stomeo et al., 2008), amplian
detalles sobre los componentes que forman estas colonias. De nuevo tanto el
estudio de Pimentel (cueva Honda del Bejenado en la isla de la Palma) sobre
colonias amarillas como en el de Stomeo (cueva Santimamifie en Vizcaya y
cueva Dofia Trinidad en Malaga) de colonias blancas, coinciden en que el filo
mas abundante fue Actinobacteria. En concreto en la cueva de la Palma,
analisis de librerias de clones de RNA y DNA indicaron que el filo mas
abundante y activo era Actinobacteria, en concreto el orden Euzebyales,
mientras que por la técnica de amplicones, que no implica los pasos de clonaje,
fue la clase Gammaproteobacteria y orden Chromatiales. Sin embargo, en el
estudio de Stomeo mediante el analisis de librerias de clones de RNA y DNA,
el filo mas abundante y activo fue Actinobacteria, en concreto el género

Pseudonocardia. Por el contrario, en los estudios de Scharabereiter en colonias
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blancas, amarillas y grises en la cueva de Tito Bustillo (Schabereiter-Gurtner et
al., 2002) y de colonias blancas en la Garma y Llonin (Schabereiter-Gurtner et
al., 2004) usando la técnica de huella digital PCR-DGGE indicaron que en
estos casos Proteobacteria fue el filo mas abundante seguido de Actinobacteria
y Acidobacteria.

yellow colony
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-~ Saiz-Jjimenez C. et al (2011) (2002) \’ /(

24
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Gonzalez P. et al (2008) Stomeo et al (2008)

Figura 15. Estudios microbioldgicos publicados sobre colonias visibles en cuevas de
Espaia.

También encontramos este tipo de colonias en cuevas similares pero con otra
situacion geografica diferente, algunos ejemplos de ello se ilustran en la figura
16 (Mulec et al., 2015; Pasic et al., 2010). En el estudio de Pasic se analizaron
muestras que consistian en mezclas de colonias amarillas, blancas, grises
azuladas y rosas mediante el analisis de librerias de clones de DNA donde
Gammaproteobacteria fue el taxdbn mas abundante seguido de Actinobacteria y
Nitrospira y, en menor abundancia Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Deltaproteobacteria, Acidobacteria, Verrucomicrobia, Planctomycetes,
Chloroflexi y Gemmatimonadetes. Por el contrario, en el estudio de Mulec
sobre colonias amarillas en 3 cuevas en Eslovenia utilizando la técnica de
MALDI-TOF, Pseudomonas fue el género obtenido con mayor frecuencia en las

muestras.
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Figura 16. Estudios microbioldgicos publicados sobre colonias visibles en ambientes

de cuevas y otros entornos parecidos en el mundo.

El contexto geoldgico no parece jugar un papel crucial para el desarrollo de
estas colonias, ya que también se ha detectado su presencia en cuevas
volcanicas (Lavoie et al., 2017; Northup et al., 2011; Riquelme et al., 2015). En
el estudio de Northup en colonias amarillas blancas y marrones mediante el
analisis de librerias de clones de DNA, Actinobacteria fue el filo mas dominante
siendo Pseudonocardiaceae el mas representativo seguido de Proteobacteria,
donde Gammaproteobacteria fue la clase mas prevalente. Otros filos
detectados con menor abundancia en este estudio fueron Alphaproteobacteria,
Nitrospirae, Acidobacteria, Bacteroidetes, Betaproteobacteria, Chloroflexi,
Deltaproteobacteria y Gemmatimonadetes. En el estudio de Riquelme en
colonias blancas y amarillas en varias cuevas volcanicas (Islas Azores, Islas
Canarias, Portugal, Hawai, México y Canada) por la técnica de amplicones,
Actinobacteria fue de nuevo el filo mas abundante, en concreto las familias
Pseudonocardiacae y Euzebyaceae y el orden Acidimicrobiales. En el tltimo
estudio de Lavoie en algunas de las cuevas anteriores también por la técnica
de amplicones estudiaron diferencias en composicién de colonias visibles y
depdsitos secundarios de minerales de color que presentan estas cuevas, y

una de las mayores diferencias fue la ausencia de Actinobacteria en estos
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depdsitos siendo Proteobacteria, Nitrospirae y Acidobacteria los filos mas

frecuentes.

También se ha prestado atencion a este tipo de colonizaciones microbianas
halladas en ambientes subterrdneos conteniendo bienes culturales con valor
patrimonial como tumbas o catatumbas (Diaz Herréiz et al., 2013; Krakova et
al., 2015). En estos estudios utilizando las técnicas de PCR-DGGE vy libreria de
clones de DNA y RNA, Actinobacteria, principalmente Nocardia y
Pseudonocardia fueron los taxones mas representativos en las colonias

blancas que colonizan estos ambientes.

Claramente, los estudios mencionados anteriormente en colonias visibles que
se han llevado a cabo en una variedad de ecosistemas tanto en cuevas
karsticas como volcanicas o en ambientes subterraneos subrayan la
importancia de alta presencia de filotipos los cuales se podrian considerar
tipicos de cueva como Actinobacteria o Proteobacteria junto con otros en
menor presencia como Acidobacteria o Nitrospirae.

2.2.3 Comunidades mas frecuentes en cuevas

En una cueva no s6lo encontramos diversidad biol6gica en estos biofilms
caracteristicos, sino que también los suelos, las paredes, el agua de goteo, el
aire o los espeleotemas sirven de nichos para sustentar el desarrollo o
dispersion de bacterias, hongos, arqueas, virus o algas. Su presencia es vital
para la cueva puesto que su metabolismo influye en la dinamica ecoldgica de la
misma, jugando papeles esenciales en los ciclos del nitrdgeno y del carbono
(De Mandal et al., 2017; Wiseschart et al., 2019). Estas comunidades suelen
ser naturales de estos ecosistemas 0 en ocasiones accidentales, ya sean

transmitidas al interior de la cueva via aire, agua, personas o animales.

Uno de los aspectos que mejor define las comunidades microbianas es su
clasificacion en grupos nutricionales segun su fuente de carbono y energia.
Dos variables ambientales condicionan el tipo nutricional de los

microorganismos que nos interesan en la cueva de Altamira, la falta de luz y la
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presencia de oxigeno. Como se ha mencionado en apartados anteriores en la
cueva hay una baja disponibilidad de compuestos organicos preformados. Las
puertas de la cueva impiden una entrada masiva de materia organica, que sin
embargo, acaba entrando disuelta en el agua de infiltracion que procede del
exterior o en pequefias particulas dispersas en el aire como se ha demostrado
en estudios previos en Altamira (Cafaveras et al., 1999; Laiz et al., 1999; Saiz-
Jimenez and Hermosin, 1999; Sanchez-Moral et al., 1999). Otra via de entrada,
pero no tan consistente, es el aporte accidental de material vegetal al interior
de la cueva en los pies de los visitantes que entran en la cueva o transportados

por animales.

A pesar de las condiciones oligotréficas (<2mg de carbono organico por litro)
que presentan estos entornos, estas cantidades limitadas de nutrientes podrian
ser suficientes para sustentar el desarrollo de la biodiversidad microbiana de la
cueva por un metabolismo de tipo heterotrofico, que podria obtener la energia
por oxidacién de esa materia organica con el oxigeno como aceptor final de
electrones. Existe la opinién mayoritaria de que ésta es la forma principal de

obtencion de energia que utiliza la microbiota de Altamira.

Otra posibilidad, sin embargo, seria la presencia de organismos autétrofos
capaces de sintetizar de novo sus compuestos de carbono a partir del
abundante COz2 presente en la atmdsfera de Altamira, constituyendo fuentes de
materia organica para el resto de microorganismos que no son capaces de
sintetizarlos. Cuando no hay luz que energice este proceso de fijacién, la
fotoautotrofia no es una opcion, pero existen vias alternativas como la actividad
derivada de organismos quimiolitétrofos. Estos son capaces de obtener energia
y poder reductor a base de oxidar compuestos inorganicos reducidos, como por
ejemplo hidrégeno, sulfuros, amonio, etc... y luego utilizar esa energia y poder

reductor para energizar la fijacion en la oscuridad del CO2 atmosférico.

En la literatura encontramos numerosos estudios en cuevas del mundo para
tratar de caracterizar los microorganismos que habitan en estos ecosistemas,
una muestra de ellos se puede encontrar en la figura 17. Estos estudios

definen la biodiversidad microbiana detectada tanto en las rocas de paredes
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y/o techos como depdsitos de minerales, suelos, agua de goteo, zonas que
presentan pinturas de arte rupestre, biofilms o zonas inundables conocidas
como zonas epifaticas. Los taxones mas frecuentemente encontrados en estos
entornos son Proteobacteria, Actinobacteria, Nitrospirae, Acidobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes, Verrumicomicrobia, Plantomycetes, Chloroflexi,
Gemmatimonadetes, Spirochetes, Cyanobacteria, Chlorobi y Fibrobacteres
(Tomczyk-Zak and Zielenkiewicz, 2016).

cave type (simplified):
Main categories — symbol code:
O non-sulfidic | A sulfidic cave
Mineralogy — colour code:
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lava o miscellaneous  ©
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Figura 17. Estudios microbioldgicos en cuevas del mundo. Figura obtenida de Lee et
al., 2012.

Entre ellos, Proteobacteria es uno de los grandes grupos de bacterias mas
comunes en cuevas. Las bacterias de este grupo tienen un metabolismo muy
diverso pudiendo ser fototrofos, heterétrofos y quimiolitétrofos. Este filo
representa 6 clases de las cuales alpha, beta y gamma son las mas
abundantes en cuevas. Estas tres clases mas abundantes incluyen formas
oligotroficas que fijan nitrégeno y degradan urea a CO2 y amonio, asociados a
procesos de oxidacion del amonio (Alfreider et al., 2009; Hathaway et al., 2014;
Sauro et al., 2018). Las otras dos clases, delta y épsilon, son mas frecuentes

en cuevas con un contenido alto en azufre involucrados en procesos de
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oxidacion y reduccion (Elshahed et al., 2003; Engel et al., 2004; Jones et al.,
2010; Macalady et al., 2008; Rossmassler et al., 2012).

Actinobacteria es otro de los grandes filotipos abundantemente encontrados en
cuevas sobre todo muy relacionado a la precipitacion de carbonato calcico,
conocido este proceso también como biomineralizacion (Cafiaveras et al.,
1999; Cao et al., 2016; Cuezva et al., 2009, 2012). Las bacterias de este grupo
resultan muy interesantes puesto que poseen un metabolismo secundario muy
diverso y prometedor tanto en la industria bioenergética como en el campo
clinico (Lewin et al., 2016; Rangseekaew and Pathom-aree, 2019). Suelen
presentar un metabolismo heterétrofo siendo capaces de utilizar como fuente
de carbono organico la celulosa, hemicelulosa o quitina que suelen ser
compuestos muy abundantes en la naturaleza provenientes de material vegetal
en descomposicion, incluida la hojarasca, el compost o el estiércol. Aunque por
otra parte, cuando las condiciones nutricionales lo requieren también pueden
presentar un metabolismo oligotréfico fijando CO:zlo que se conoce como
mixotrofia (Ji et al., 2017; Kouki et al., 2011; Niederberger et al., 2015).

Las arqueas también son un importante componente dentro de estas
comunidades de cuevas. Su metabolismo también es muy diverso desde
aerobias a anaerobias y desde quimiolitétrofas a quimioheterotrofas (Tomczyk-
Zak and Zielenkiewicz, 2016). Las clases mas encontradas son Crenarchaeota,
Euryarchaeota y Thaumarchaeota (Barton et al., 2014; Chronédkova et al., 2009;
Gonzalez et al., 2006). Su papel en las cuevas normalmente es oxidar amonio
contribuyendo al proceso de nitrificacion en el ciclo global de nitrégeno (He et al.,
2019; Zhao et al., 2017).

Las comunidades de eucariotas, en especial hongos, son parte también de la
biodiversidad en cuevas. En todas las cuevas existe una poblacion de hongos
mMas 0 menos estable que no se hace visible, probablemente debido a las
condiciones de baja disponibilidad de nutrientes en condiciones habituales, y
gue en general son de origen desconocido, aunque muchos de los hongos
identificados en cuevas se consideran habitantes especializados de cuevas

(Vanderwolf et al., 2013). De hecho, un estudio hecho en la cueva Jarkowicka
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(Polonia), recién descubierta y no muy frecuentada por el hombre, describe una
composicion similar de especies de hongos a la encontrada en cuevas que
presentan un mayor flujo de visitas (Pusz et al., 2015). Aun asi, la colonizacién
de estos en las paredes y techos de cuevas no suele ser aparente y solamente
pasa a ser visible a consecuencia de factores abioticos a menudo causados
por el hombre, como pueden ser el empleo de biocidas como paso en la cueva
de Lascaux (Bastian et al., 2010), perturbaciones que alteren el microclima
(Fernandez Cortés et al., 2011; Jurado et al., 2009a) o una disponibilidad de
nutrientes extraordinaria (Novakova et al., 2018). Por consiguiente, muchos de
los hongos identificados estan asociados a la degradacion de restos

lignoceluldsicos, o son comensales o patdégenos de plantas o entoméfagos.

El aire es la principal via de dispersion de los hongos, o mejor de sus esporas,
del exterior al interior de la cueva (Garcia Antén et al., 2013; Porca et al.,
2011). Los taxones mas frecuentemente aislados de muestras de aire son
Aspergillus, Cladosporium y Penicilllum (Docampo et al., 2011; Fernandez
Cortés et al., 2011; Pusz et al., 2015).

Entre los hongos presentes en la cueva de Altamira destaca la presencia de
rizomorfos correspondientes a hongos saprofitos degradadores de
lignocelulosa, generalmente del filo Basidiomycota. Estos rizomorfos son muy
evidentes con un fuerte impacto visual, y a diferencia de los brotes esporadicos
efimeros observados sobre cadaveres de insectos o restos vegetales
esporadicos, son estructuras que permanecen visibles por largos periodos de
tiempo. Los rizomorfos son 6rganos complejos formados por los micelios de
algunos hongos que permiten el transporte de nutrientes a largas distancias,
permitiendo el desarrollo del hongo lejos de su fuente de alimento. En la cueva
de Altamira hemos identificado rizomorfos pertenecientes al basidiomiceto
Coprinellus, en varias localizaciones, siempre asociados a muros artificiales de
construccion humana (Figura 18). No se ha podido establecer si estos
rizomorfos conectan con poblaciones de Coprinellus presentes en el exterior,
en la cobertera vegetal (lo mas probable) o si por el contrario provienen del
hongo que colonizaba y ha degradado las estructuras de madera utilizadas

para la construccion de los muros y luego abandonadas en su interior.
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Figura 18. Fotografia de rizomorfos en la cueva de Altamira en muros artificiales. La
foto de la izquierda esta hecha en el muro de la sala del Pozo y la de la derecha en la
sala de los Muros tomada el 29.11.16. El rizomorfo de los Muros pertenece al
basidiomiceto Coprinellus disseminatus (mismo resultado obtenido en otras ocasiones
anteriores) y el del Pozo presenta mejor identidad con Coprinellus micaceus (hongo

similar al anterior, pero especie diferente).

La presencia de comunidades fotosintéticas como algas o cianobacterias es
también muy comun en cuevas (Czerwik-Marcinkowska and Mrozihska, 2011).
La alta humedad, una fuente de luz constante, filtracion de agua que suelen
contener un aporte de micronutrientes y altas concentraciones de CO2 son
factores que ayudan en el crecimiento de estas comunidades (Grobbelaar,
2000). Por tanto, suelen desarrollarse en la zona de la entrada dénde la luz es
mas accesible. En cuevas abiertas al publico, la iluminacion por la luz de las
linternas y focos permite el desarrollo de organismos fotosintéticos en zonas
donde previamente no podian hacerlo siendo esta una de las causas mejor
conocidas de biodeterioro. La cueva de Altamira ha sufrido casos de
colonizacion visible en el periodo de 2003 a 2005 por cianobacterias del orden
Chroococcales y Oscillatoriales, y de algas unicelulares eucariotas en concreto
de los géneros Cyanidium, Chladmydomonas y Chlorococcum en menor
frecuencia (Informe CSIC 2003-2005 pag 88-91). Su aparicion en la cueva se
debid a la presencia de puntos de iluminacion fijos en la sala de las pinturas
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acondicionados para las visitas que se acabaron retirando. En septiembre de
2016 se detect6 otro caso de colonizacién de microorganismos similares
(Figura 19), en este caso se identific por secuenciacion un alga perteneciente
a la especie Jenufa aeroterrestrica, cerca de unos trazos de pintura negra,
donde hasta el 2000 hubo un foco de luz fijo. Desde entonces no hay luz en
este punto, salvo en el momento de las visitas publicas. A pesar de esto, se
sigue recuperando el alga de la pared, permitiendo pensar que esta alga
presenta un metabolismo mixotrofico capaz de actuar como un organismo tanto

autotréfico como heterotrofico segun las circunstancias ambientales.

5 pm

Figura 19. Imagenes obtenidas de la alga especie Jenufa aeroterrestrica detectada en
zonas verdosas en la cueva de Altamira. La foto de la izquierda corresponde con
manchas verdosas detectadas en la zona del pasillo de camino a la Hoya, cerca de
zonas con trazos de pintura negra, como consecuencia de colonizacién de organismos
fotosintéticos. La foto de la derecha es una imagen obtenida con el microscopio de luz
visible en las muestras recogidas de zonas verdosas con el objetivo de 100X dénde se

detecta la presencia Unica de esta especie.

Los protozoos son otro de los grupos taxondmicos cuya presencia en el suelo y
aguas superficiales es muy abundante y esporadica, aunque no con mucha
frecuencia, su presencia también es descrita en cuevas (Garcia Sanchez et al.,
2013; Walochnik and Mulec, 2009). Nuestros resultados de secuenciacion de
DNA total de colonias o soportes en la cueva de Altamira no han revelado la
presencia de DNA originario del reino, salvo en el caso de una muestra de
moonmilk tomada en una columna artificial que permitié detectar un DNA

circular conteniendo un operén rDNA que pudo ser identificado con un 97% de
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identidad con la ameba de vida libre Allovahlkampfia spelaea (Garcia Lobo, JM,
datos no publicados). Esta ameba localizada en multiples ambientes ha sido

identificada en varios casos de queratitis humana (Tolba et al., 2016).

2.2.4 Técnicas de cultivo de bacterias dificiles de crecer

En los ultimos afios se ha dedicado mucho esfuerzo al cultivo de bacterias,
hasta el momento no cultivables, que son las que se localizan con mas
frecuencia en ambientes extremos y también en suelos y cuevas. En el caso de
comunidades bacterianas que han crecido en condiciones naturales, como es
el caso que nos ocupa de las “colonias visibles” de las cuevas, tenemos que
considerar gue son perfectamente capaces de crecer y que, Si N0 conseguimos
hacerlo en el laboratorio, es porgue no conocemos 0 N0 Somos capaces de

reproducir las condiciones naturales de crecimiento.

Una causa frecuente de fracaso es el intento recurrente de recuperar las
bacterias del medio natural por crecimiento directo en medios de cultivo
estandar. El uso de medios ricos en el laboratorio impide por lo general la
recuperacion de bacterias de interés, ya que, al sembrar mezclas complejas de
bacterias, se favorece el crecimiento de bacterias de crecimiento rapido
impidiendo el de aquellas con un crecimiento mas lento a desarrollarse, las
cuales también podrian estar inhibidas por concentraciones altas de nutrientes.
Una solucion frente a este problema seria usar medios diluidos, o los llamados
medios oligotréficos, en los que las condiciones nutricionales son mas
adecuadas para que bacterias de crecimiento mas lento, con una baja tasa de
metabolismo y baja densidad de poblacion, puedan desarrollarse. Ademas,
junto con el uso de medios pobres, hay que considerar que seran necesarias
las condiciones ambientales adecuadas y largos periodos de incubacion para

tener éxito en los cultivos.
A veces, la simple preparacion de los medios bacteriolégicos produce inhibicion

del crecimiento de algunas bacterias. Estd comprobado que durante el proceso

de autoclavado, algun componente del agar reacciona con el fosfato en el
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medio de cultivo dando lugar a un descenso del nimero de colonias obtenidas.
Este efecto se atribuye a la produccion de peréxido de hidrogeno que inhibe el
crecimiento de bacterias que no producen catalasa, enzima que cataliza la
descomposicion del peréxido de hidrogeno en oxigeno y agua (Tanaka et al.,
2014). Para evitar este problema se recomienda autoclavar separadamente el
agar y los nutrientes del medio o sustituir el agar por otro agente solidificante
para los medios sdlidos (Pulschen et al., 2017; Vartoukian et al., 2010). En
otros casos, algunas bacterias necesitan de la adiciéon al medio de ciertos
compuestos quimicos como lacasas, AMP ciclico (cAMP) o N-Acil Homoserina
Lactonas, o simplemente de extractos de suelo o sustratos naturales,
empleando ademas cambios de temperatura o diferentes concentraciones de
medio (Bruns et al., 2002; Kong et al., 2014, Liu et al., 2018).

Otros intentos de recuperacion en cultivo se enfocan al cocultivo con bacterias
“asistentes” cultivables o en presencia de sus productos, ya que estas pueden
secretar factores especificos, como por ejemplo sideréforos, que estimulen el
crecimiento de bacterias VBNC como se muestra en la figura 20B (D’Onofrio et
al., 2010; Stewart, 2012). A veces no se precisa el cocultivo sino que
simplemente, afiadiendo el factor purificado o el medio libre de células en el
que se ha cultivado previamente el “asistente” es suficiente para promover este
crecimiento. Una de las moléculas estimuladoras del crecimiento mas
conocidas hasta el momento entre bacterias del filo Actinobacteria son las
llamadas proteinas Rpf (“Resuscitation Promoting Factor”), descubiertas por
primera vez en la bacteria Microccocus luteus (Mukamolova et al., 2002). El
factor Rpf promueve la reanimacion de otras actinobacterias que se encuentran
en un estado durmiente a bacterias capaces de formar colonias. Con el paso
del tiempo este factor se ha encontrado en bacterias Gram positivas con alto
contenido en GC dentro de este filotipo como Mycobacterium spp.,
Corynebacterium spp. o Streptomyces spp (Gupta and Srivastava, 2012). Se
sabe que las proteinas Rpf son peptidoglucano glucosidasas, aunque el
mecanismo y su papel como mediador en la resucitacion de células durmientes

sigue sin estar claro.
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Este tipo de cooperacién se ha logrado entre bacterias de diferentes filos como
se muestra nuevamente en la figura 20A (Cross et al., 2019; St. John et al.,
2019; Wurch et al., 2016) o con otro tipo de células como eucarioticas (HT-29,
Caco-2, T84, Hela, Intestine 407, y CHO) en el caso de patégenos humanos
como las bacterias VBNC de Vibrio cholerae non-O1/non-O139, V.
parahaemolyticus, enterohemorragico Escherichia coli, enterotoxigénico E. coli,
enteropatogeno E. coli, Shigella flexneri y Salmonella entérica (Senoh et al.,
2012).

A. B.

Bacillus megaterium

Bacillus marisflavi

TM7 HOT 351-
Adtinomyces sp. HOT897

Figura 20. Ejemplos de cocultivo entre bacterias cultivables y bacterias VBNC. A.
Cocultivo de bacteria VBNC TM7 HOT351 y la bacteria cultivable Actinomyces sp.
HOT897 en agar sangre BHI (Figura obtenida de Cross et al., 2019). B. Cocultivo de
VBNC Bacillus marisflavi con la ayuda del plaqueo de Bacillus megaterium, en este
caso esta bacteria se considera “asistente”, ya que secreta al medio sideréforos para

que la otra bacteria pueda crecer (Figura obtenida de Stewart, 2012).

Dada la gran variedad de condiciones ambientales o nutricionales que habria
gue combinar hasta dar con las condiciones permisivas para un cultivo in vitro,
recientemente se han disefiado tecnologias de alto rendimiento (High
throughput) para simplificar esta busqueda. Uno de los primeros intentos en
esta direccion consistia en intentar simular in vitro los ambientes en los que se
encuentran originalmente las bacterias no cultivables o intentar crecer estas
bacterias nuevas in situ, a través del disefio de camaras de difusion o
bioreactores que permiten el paso de sustancias esenciales del ambiente
original al medio de cultivo a través de membranas semipermeables (Figura
21). Uno de estos dispositivos bien conocido es el llamado “Isolation Chip” o

simplemente “ichip” el cual se puede colocar facilmente in situ en el ambiente
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natural y permite capturar un solo tipo celular (Berdy et al., 2017). Las células
se diluyen para que se obtenga una célula por agujero y se suspenden en un
medio liquido de agar fundido. Cada microcanal va a capturar un microvolumen
de esta suspension de tal modo que cuando el agar solidifica, las células
quedan inmovilizadas dentro del agar quedando asi atrapadas individualmente
en cada microcanal y el crecimiento resultante serd un monocultivo. Otras
camaras de difusion similares se han disefiado para el cultivo de bacterias
incultivables de suelo (Ferrari et al., 2005; Kakumanu and Williams, 2012) o de

sedimentos y muestras de agua dulce de estanques (Bollmann et al., 2007).

Figura 21. Ejemplo de un dispositivo “ichip” situado en el ambiente para el cultivo de

microorganismos incultivables de suelo.

Otro ejemplo de una aplicacion de este tipo es el disefio de biorreactores de
difusion que emplean una membrana que separa el ambiente natural del medio
de cultivo inoculado con el ambiente natural (Figura 22). Por ejemplo, en el
estudio de Chaudhary et al. 2019, el biorreactor disefiado logré la recuperacion
de 35 nuevos aislados de cepas previamente no cultivadas en comparacion a

utilizar solo el medio de cultivo con suelo anadido.
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Figura 22. Ejemplo del disefio de un biorreactor de difusién para el cultivo de
microorganismos incultivables, en este caso de suelo. Figura obtenida de Chaudhary
et al., 2019.

Los procesos descritos hasta aqui intentan la recuperacion de componentes
aislados como cultivos puros. Sin embargo, es posible que esta estrategia sea
equivocada para tratar de analizar consorcios como los que forman las colonias
visibles en los que previsiblemente varias especies bacterianas o de arqueas
pueden cooperar entre si compartiendo productos o sefiales. En el caso de
consorcios complejos es probable que sea actualmente imposible recuperar

componentes individuales en forma de cultivos puros.

En estos casos la Unica opcién consistiria en un intento de reconstruccion de los
consorcios naturales a partir de consorcios preexistentes o bien a partir de sus
componentes individuales. La construccion de consorcios a partir de sus
componentes es un objetivo actual, aun no resuelto para resolver diferentes
cuestiones biotecnolégicas (Rosero-Chasoy et al., 2021). La reproduccion de
consorcios recuperados de su habitat natural es una opcidon mas directa, aunque
ofrece menos opciones de control. El problema central puede centrarse en la
reproduccion de las condiciones de desarrollo en su hébitat natural, lo que podria
conseguirse por alguno de los procedimientos descritos para cultivos puros como
el uso de biorreactores, o de sistemas tipo ichip que permitan simular las

condiciones naturales.
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2.2.5 La implicacién negativa de la proliferacion de microorganismos en

cuevas

En una cueva, como ecosistema natural, la colonizacion microbiana debe
considerarse algo natural y si no se introducen alteraciones graves de las
condiciones ambientales o nutricionales, se va a mantener dentro de los limites
marcado por los equilibrios biolégicos naturales. Cuando una cueva contiene
un valor afladido, como es el caso de Altamira, la proliferacion microbiana es
una preocupacion por el riesgo que supone, en este caso para la conservacion
de las pinturas. Los materiales empleados por los artistas paleoliticos eran en
su mayor parte minerales (6xidos de hierro) o carbén, de los que no tenemos
evidencia de que sirvan especificamente como nutrientes que soporten la
proliferacion microbiana. Por lo tanto, en una cueva no hay a priori un riesgo
especifico de colonizacion de las pinturas. En Altamira, afortunadamente, la

proliferacion bacteriana es mucho mas grave en areas sin pintura.

Ademas del deterioro visual o estético que se produciria por la aparicion sobre
las pinturas de zonas colonizadas por consorcios microbianos pigmentados, el
biodeterioro del arte parietal en cuevas por proliferacién microbiana puede
derivar de dos efectos: a) Debilitamiento o disgregacion de la roca soporte por
accion de los acidos producidos como resultado del metabolismo microbiano.
Este efecto puede provocar descascarillados y arrastre y pérdida de pigmento.
b) Precipitacion o cristalizacion de sales minerales sobre la pintura. En nuestro
caso la alteracién del pH podria alterar el equilibrio del sistema
carbonato/bicarbonato y provocar deposicion de cristales de carbonatos que
producen veladuras sobre grabados o zonas pintadas que pueden ocultar o

destruir las figuras.

Este proceso en su conjunto es conocido como biodeterioro y no solo afecta a
cuevas sino que también es evidente en numerosas superficies como edificios
arquitecténicos 0 monumentos, piezas de arte en museos, manuscritos y/o
libros en bibliotecas, murales en iglesias o catacumbas etc... (Barton et al.,
2014).
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La pérdida del material en bienes culturales puede ser causada por ejemplo por
la accion combinada por la corrosion de acidos organicos y acidos minerales
(acido nitrico, sulfurico o carbonico), la degradacion enzimatica y/o mecanica,
el incremento de la solubilidad de compuestos poco solubles por agentes
quelantes y la produccién de compuestos nocivos como 6xidos de nitrégeno
(Sand, 1997). Casos estudiados de acidos organicos como acidos gluconico,
citrico y oxalico producidos por hongos como Aspergillus niger (Biswas et al.,
2013) o acidos fumarico y succinico por especies de Penicillium y Fusarium
(Gbémez-Alarcon et al., 1994) o sulfuros y &cido sulfarico por bacterias
reductoras de sulfato (Enning and Garrelfs, 2014; Spruit and Wanklyn, 1951)
son ejemplos estudiados de compuestos biolégicos con un efecto corrosivo en

entornos naturales.

Otro factor importante sobre todo en cuevas abiertas al publico es el impacto
de una presencia humana excesiva que podria contribuir a la propagacion e
introduccién de microorganismos no autéctonos que comprometan la integridad
de la cueva (Chelius et al., 2009; Mulec et al., 2015). Un factor de riesgo aun
mas importante en estas cuevas es la alteracion de las condiciones
ambientales (temperatura, humedad, concentracién de CO2) y el aporte de
materia organica extra al interior de la cueva producido por un régimen elevado
de visitas. Estas alteraciones van a producir cambios en los equilibrios
bioldgicos y pueden dar lugar a proliferacién inesperada de microorganismos y

por tanto causar problemas de biodeterioro.

El caso mejor conocido de biodeterioro en cuevas con arte rupestre producido
por desequilibrios provocados por el hombre fue el ocurrido en la cueva de
Lascaux (Francia). La cueva durante afios sufrié tres tipos de crisis microbiana
gue acabaron por causar un efecto irreversible en las pinturas. La primera crisis
microbiana fue en 1960 causada por el uso de luz artificial a consecuencia del
turismo masivo que sufria la cueva llamada “La Maladie Verte”, y ocasionado
por el crecimiento primero del alga Chlorobotrys y mas tarde de Bracteacoccus
minor. Como consecuencia, en 1963, emplearon un espray combinado de
estreptomicina y penicilina para bacterias y un tratamiento de formaldehido

para algas. Estas acciones condujeron a la aparicion consecutiva de
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selecciones de comunidades no autéctonas en los posteriores afios que
acabaron en la pérdida de las pinturas. En 2001 aparecio la segunda crisis
microbiana llamada “La Maladie Blanche” por el hongo Fusarium solaniy la
bacteria Pseudomonas fluorescens (Figura 23B). A consecuencia, en 2001
usaron un tratamiento basado en soluciones de cloruro de benzalconio (Vitalub
QC 50) mas estreptomicina y polimixina (Figura 23A). Finalmente, después en
2006 surgio la tercera crisis “La Maladie Noire” por los hongos Scolecobasidium

tshawytschae y Ochroconis lascauxensis y el artropodo Folsomia Candida.

Figura 23. Ejemplo de biodeterioro en la cueva de Lascaux (Francia). A. Tratamiento
de biocidas en las paredes de la cueva; B. Colonizacion por el hongo F.solani en una
de las salas de la cueva.

En Altamira, si nos fijamos en el estado actual del techo de Policromos, que es
la sala de las pinturas, podemos preguntarnos como ha evolucionado con el
tiempo y cuales han sido los factores que han determinado su evolucién. La
superficie del techo es de 159 m? y le separan en torno a 10 metros de la
superficie exterior. La mayor parte del techo estaba cubierta originalmente por
pinturas, de las que a dia de hoy se conserva la mitad mientras que la otra
mitad se ha perdido principalmente por lavado con arrastre de pigmento o
desprendimiento de placas de sustrato superficial con arrastre de pintura
(Figura 24). El techo presenta una importante fractura longitudinal que va
desde la entrada a la parte final de la sala que fue sellada con cemento en
1928 debido a la infiltracion abundante de agua directamente de la lluvia.
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Ademas de la fisura central, existe una red relativamente densa de fisuras

transversales.

Red de fracturas, fisuras
y planos estiloliticos

Figura 24. Zonas afectadas por la presencia de colonias blancas y grises en la sala de
Policromos. Estas zonas se muestran con un circulo rojo. Imagen editada del Informe
del Programa de Investigacion para la Conservacion Preventiva y Régimen de acceso
a la cueva de Altamira (2012-2014) Volumen I.

Asi, en condiciones naturales, existe una entrada de agua permanente a través
de las fisuras creando un sistema de cuencas bien definido con unos puntos de
goteo estables. Es de notar una importante disminucion del caudal de agua de
infiltracion en los ultimos afos. La infiltracion y la humedad permanente
presente en la sala producen una fuerte corrosion, una aceleracion de la
precipitacion de carbonatos (como se observa en la figura 24) y un fuerte
arrastre y lavado de pigmentos. Podemos decir que la mayor causa de
deterioro en Altamira ha sido el paso del tiempo y los procesos fisicos e

hidrologicos naturales.

También se han sufrido episodios de biodeterioro en Altamira. Quizas los
primeros detectados fueron generados por proliferaciones de algas verdes
causadas por la iluminacion artificial y que fueron controladas con su
eliminacién. También se han observado casos recientes de aparicion de
veladuras de carbonato en algunas figuras mayores, que afortunadamente han
sido reversibles. Sobre la aparicién de colonias visibles, no se documentan
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hasta los ultimos afios del siglo XX. En la actualidad son muy abundantes,
especialmente en las zonas mas exteriores de la cueva, Vestibulo y Cruce.
La sala de Policromos no se encuentra tan colonizada por colonias visibles como
lo estan el Vestibulo, Cruce y pasillo de Policromos (Figura 14). Sin embargo, si
gue se observan puntos de presencia de colonias blancas y grises en zonas del

techo de la sala marcadas como circulos rojos en la figura 24.

Una cuestion fundamental en la gestion de la cueva es determinar el impacto
que el régimen de visitas puede jugar en la aparicion de cambios ambientales o
de colonizacion por microorganismos. Grupos de gedlogos y microbidlogos
realizaron diversos estudios para ver el impacto de las visitas en el interior de la
cuevay, en especial en la sala de las pinturas (Sala de Policromos). Factores
como la temperatura o la concentracion de CO2 aumentaban tras la visita de 8
grupos de 6 personas al dia y con un tiempo estimado de 30 min en el interior
(Saiz-Jimenez et al., 2011). Cada grupo representaba un aumento en el interior
de la cueva en la temperatura de +0.14°C y +110 ppm of CO2. Especialmente,
se demostrd que las visitas en la sala de Policromos donde la temperatura de
la roca de la pared es ligeramente inferior a la temperatura del aire circulante,
se aceleraba el proceso de microcorrosiéon en las paredes y techos (Sanchez-
Moral et al., 1999). En otras palabras, un aumento en la temperatura por un
grupo de visitas aumenta la condensacion en las paredes, asi como la
disolucion del CO:2 del aire en el agua que es una reaccion de pocos minutos, y
también la formacién de acido carbonico, con lo que el pH desciende y
aumenta la disolucion de la calcita presente en la roca. Otro estudio (Sanchez-
Moral et al., 1999) revisado en la tesis de Portillo (2008), menciona que este
régimen de visitas conllevaba a la formacion de una pelicula de agua 0,3 mm
sobre el techo de Policromos incrementando el proceso de corrosion entre 80 y

250 veces en relacion a la producida en condiciones naturales.

En la actualidad la cueva de Altamira mantiene un régimen de visitas publicas
limitado a la entrada de un grupo semanal de 5 personas (mas dos guias) que
permanecen 35 minutos en la cueva, de los cuales, 5 minutos son en
Policromos. Ademas, la cueva recibe visitas con objeto de conservacion

experimental que generalmente se mantienen por debajo de las 100 horas
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persona mensuales de las que solo una pequeiia parte es en Policromos. Los
parametros de control no muestran sefiales apreciables de alteracion por estas
visitas. Los efectos sobre la temperatura y nivel de CO2 se recuperan en poco
tiempo y este régimen de visitas, siempre sujeto a monitorizacion, se considera
de nuevo un compromiso aceptable entre conservacion y disfrute de un bien

cultural.

Otro riesgo considerado es el posible efecto de los microorganismos de la
cueva sobre la salud de las personas que visiten la cueva. En algunos casos se
ha descrito la presencia en cuevas de patdgenos especificos para algunas
especies animales. Un caso muy estudiado es el del sindrome de la nariz
blanca en murciélagos que hibernan en cuevas, causado por el hongo
Pseudogymnoascus destructans en muchas de las cuevas de Estados Unidos
(Blehert et al., 2009; Lorch et al., 2016). Este patdgeno que provoca la muerte
de millones de murciélagos se ha visto asociado a ambientes naturales como
sedimentos de cueva (Reynolds and Barton, 2014). No se conoce un caso
equivalente de patégenos humanos asociados a cuevas, si bien animales que
viven en cuevas pueden actuar como vectores para trasmision de
enfermedades graves. Los murciélagos pueden ser foco de histoplasmosis o
de rabia, sin olvidarnos de su posible papel en la evolucién del coronavirus
SARS-Cov2. La cueva de Altamira, libre de murciélagos y de roedores, no se

puede considerar un problema sanitario desde este punto de vista.

Una cuestion diferente es que muchos de los microorganismos que se pueden
encontrar en Altamira puedan ser patbgenos oportunistas y causar infecciones
en personas debilitadas. Sin embargo, se puede considerar que el riesgo
microbioldgico para la salud humana de la visita a Altamira sea equivalente o
menor del que sufririamos al entrar en cualquier otro recinto cerrado o si nos

banaramos en el mar.

Para hacer una recapitulacion y sistematizar los riesgos de todo tipo que corre
la cueva de Altamira y sus visitantes, durante el periodo de 2012-2014 se llevo
a cabo un Programa de investigacion para la conservacion preventiva y

régimen de acceso de la cueva de Altamira. Los objetivos de ese programa
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fueron determinar las medidas de conservacion preventiva necesarias, conocer
la incidencia de la dinamica natural actual, determinar el impacto de la
presencia humana y establecer las medidas preventivas y protocolos de
gestidn en relacion al acceso de personas a la cueva. Entre las evaluaciones
realizadas se determind entre otros el riesgo biolégico y en especial, el
crecimiento de las colonias visibles como el mayor riesgo de biodeterioro para
las pinturas de la cueva. Como resultado del mencionado proyecto se elaboro
el Plan de Conservacion Preventiva (PCP) vigente actualmente y que define los
procedimientos de control y monitorizacion de los riesgos determinados, y las
medidas a adoptar en caso de que los parametros medidos indiquen la

existencia de una situacion de riesgo.

2.3 Microbiologia sin cultivo

Hace tiempo que se sabe que de todos los microorganismos presentes en una
muestra solo unos pocos son capaces de formar colonias en una placa, por
rico que sea el medio de cultivo y por mucho que se reproduzcan las
condiciones ambientales 6ptimas. Este hecho, que en sus inicios fue llamado
“Great Plate Count Anomaly” (Staley and Konopka, 1985), nos recuerda que
solamente recuperamos en cultivos ordinarios enteros entre un uno y un 5% de
la diversidad bacteriana, especialmente cuando se trata de muestras de origen
ambiental. Esta limitacién obliga al uso de técnicas especificas para tener una
imagen real de una poblacién microbiana. Ya he mencionado antes los
métodos de alto rendimiento para optimizar la recuperacion de

microorganismos en cultivo.

La capacidad que hemos adquirido de secuenciar el DNA de los microbios, sin
necesidad de cultivarlos de muestras ambientales en el laboratorio ha dado
paso a una nueva especialidad de la ciencia, la metagendémica, que se ha
convertido en la herramienta mas Gtil para acceder a la elevada biodiversidad
de las muestras ambientales, obviando las dificultades encontradas en el
cultivo en el laboratorio. Dentro de este campo, hay una serie de técnicas cuya
aparicion han significado un importante avance en el esfuerzo de esclarecer la

diversidad bacteriana.
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2.3.1 Anélisis de amplicones

Esta técnica consiste en la amplificacion y secuenciacion a partir de una
poblacion microbiana de una o varias regiones discretas del genoma de cada
organismo presente en la muestra original. Del andlisis de la secuencia de esta
region obtendremos una imagen de la distribucidn de especies de la muestra
inicial. Un buen “target” para el analisis de amplicones debe estar
universalmente presente, y ser al mismo tiempo suficientemente conservado
como para que sea posible su amplificacion a partir de todos y cada uno de los
individuos de una poblacion y al mismo tiempo suficientemente diverso como

para reflejar la diversidad de la poblacion.

El gen universalmente adoptado para este andlisis ha sido el del 16S rRNA.
Las bacterias al igual que las arqueas presentan de 1 a 15 copias de este gen
por genoma gue mide alrededor de 1.600 pb. Pocos taxones bacterianos
idénticos albergan copias idénticas del gen 16S rDNA, y el grado de
heterogeneidad aumenta con el nimero creciente de copias (Ibal et al., 2019;
Vétrovsky and Baldrian, 2013). En el campo de la microbiologia sin cultivo, la
propuesta de utilizar los genes ribosomales para el estudio de la filogenia y
taxonomia microbiana fue rapidamente adoptada por la comunidad cientifica
(Lane et al., 1985). Estos genes se encuentran presentes en todos los
procariotas de una manera muy conservada y esto facilita el disefio de primers

universales.

El gen 16S rDNA es el mas utilizado porque contiene regiones altamente
conservadas y a la vez regiones variables para identificar las caracteristicas
filogenéticas de los diferentes taxones (Figura 25). Ademas, al tratarse de un

gen que puede ser multicopia se aumenta la sensibilidad de deteccion.
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Figura 25. Representacion de las diferentes regiones conservadas, variables e
hipervariables que presenta el gen 16S rDNA. También se representa los primers
universales mas empleados para la amplificacion de cada region y la plataforma de

secuenciaciéon que lo soporta. Figura obtenida de Shahi et al., 2017.

El gen 16S rDNA contiene 9 regiones variables (V1-V9) que presentan
diferencias entre especies (Chakravorty et al., 2007). La eleccién de la regién a
analizar en el gen 16S rDNA puede afectar significativamente a las
estimaciones de la diversidad taxondmica presente en la muestra. La inclusién
de varias regiones de este gen en el mismo amplicon es la estrategia mas
empleada para obtener una mejor resolucion. En el estudio de Chakravorty se
analizaron las regiones variables de 110 especies bacterianas y determinaron
gue las regiones variables V2 y V3 son las que mayor nimero de polimorfismos
(SNPs) presentan para la diferenciacion entre especies bacterianas a nivel de
género. Otro estudio mas reciente compara las regiones V2-V3 con las
regiones V3-V4, teniendo mayor resolucion para taxones de menor rango
(géneros y especies) estas primeras regiones (Bukin et al., 2019). Por el
contrario, las regiones mas conservadas son Utiles para determinar los taxones

de mayor rango.

Con el uso mas frecuente de las plataformas de secuenciacién NGS para el
estudio del gen 16S rDNA, se ha logrado que cada vez haya un mayor
perfeccionamiento y estandarizacion de la técnica, asi como una reduccion
progresiva de los costos. Para aprovechar la potencia de secuenciacion de
estas plataformas fue decisivo el uso de etiquetas de secuencia o también
conocido con el término “tags”, que se anaden a los amplicones en el proceso

de elaboracion de las librerias y que nos van a permitir secuenciar juntas varias
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muestras que luego seran separadas por el software. En sus inicios, la
técnica/plataforma dominante para la secuenciacion de amplicones fue la
pirosecuenciacion en los aparatos de 454-Roche. Otras metodologias
dominantes fueron la de la plataforma lonTorrent y la de lllumina que
finalmente se hizo dominante en el campo. Con la tecnologia de lllumina es
posible secuenciar desde ambos extremos el fragmento amplificado del gen
16S rDNA.

Las lecturas crudas que se obtienen de los fragmentos amplificados que han
sido secuenciados posteriormente se tratan bioinformaticamente a través de
procesos (pipeline) que agrupan todos los pasos de tratado, filtrado y
clusterizado de las lecturas (Figura 26). Los programas mas utilizados que
contienen este pipeline son Mothur, QIIME2 o DADA2. El primer paso en estos
“pipeline” es un proceso de control de calidad y trimado de las lecturas,
importante para filtrar lecturas cortas o de baja calidad y quimeras (artefactos
producidos por la técnica de PCR que originan secuencias con distintas
procedencias). El siguiente paso también importante es la agrupacion de
lecturas con una identidad del 97% en unidades operacionales taxonémicas
(OTUs). Cada OTU tedricamente corresponde con una especie diferente y
representa un cluster de secuencias casi idénticas. Una vez generados los
clusters, se utiliza una secuencia representante de cada uno para compararla
contra las bases de datos especificas de 16S rRNA y obtener su taxonomia.
Para medir diferencias entre distintas comunidades bioldgicas, se estudia la

diversidad presente en las muestras (la riqueza de especies y su distribucion).
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Figura 26. Pipeline del procesamiento de las lecturas de amplicones. Desde el
procesado de las lecturas crudas hasta su agrupacion en OTUs y estimacion de la

diversidad.

Esta técnica es de una innegable potencia y de uso casi universal, sin
embargo, no esta exenta de problemas que pueden conducir a resultados
sesgados y a problemas en la correcta identificacion de una poblacién. Una
limitacion puede provenir del uso de primers que no son del todo universales y
que pueden excluir algunos taxones importantes de ser amplificados y
detectados. Por ejemplo, este método seria ineficaz para detectar un grupo de
taxones conocido como “Candidate Phyla Radiation” (CPR) que se conoce que
presentan intrones en estas regiones altamente conservadas del 16S rDNA, y
gue impedirian la amplificacion o producirian amplicones de tamafio
inesperado (Brown et al., 2015). Este grupo de bacterias se estima que puedan
representar >15% de la diversidad bacteriana y consten alrededor de 70 filos
(Geesink et al., 2020; Méheust et al., 2019). Los CPRs suelen ser bacterias
ultrapequefias que carecen de numerosas rutas biosintéticas o las tienen
incompletas, y esto hace que se sospeche que muchos de ellos sean
simbiontes obligados (Castelle and Banfield, 2018). Estas bacterias las
encontramos en una variedad de entornos como cuevas, muestras de agua
marina, acuiferos, aguas termales, areniscas, plantas de tratamiento de agua
potable, permafrost o microbioma humano (Herrmann et al., 2019; Vigneron et
al., 2020).

Ademas de desviaciones atribuibles a los primers utilizados y a su eficiencia de
amplificacion sobre diferentes dianas, puede ocurrir que la amplificacion sea
mas rapida y eficaz sobre componentes mas abundantes produciendo también
alteraciones de los resultados cuantitativos o pérdidas de componentes muy

poco abundantes.

No esta exento de sesgos el procesamiento de las secuencias, y en concreto la
agrupacion de secuencias muy similares en clusters por identidad, puede
ofrecer una idea de la diversidad presente en la muestra lejos de la realidad

(Mysara et al., 2017). En este caso, se deberia utilizar una identidad mas
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estricta (>97%) para clusterizar estas secuencias. Pero, por el contrario, subir
demasiado el umbral de identidad por encima del 97% puede llevar a
sobreestimar el numero de OTUs presentes debido a que los errores de
secuenciacion introducidos por la técnica den lugar a OTUs artificiales. Por lo
tanto, estas regiones elegidas para la amplificacién son cruciales y pueden
tener un gran impacto sobre la diversidad microbiana observada resultando en
la fusion de dos especies taxondmicas distintas o division en varios taxones de

los miembros de una misma especie.

Todos estos factores de error deben tratar de evitarse con la mejor practica de
laboratorio posible, aunque es dificil de evitarlos por completo. El uso de
controles internos de secuenciacion obtenidos de analizar muestras de
composicién conocida es una practica que sirve para verificar la fidelidad del

proceso.

2.3.2 Analisis de DNA total

La secuenciacion total del DNA es otro método de estudio que consiste en
secuenciar completamente el DNA obtenido de todos los organismos presentes
en una muestra ambiental sin necesidad de cultivar. Es posible en teoria
conseguir los genomas completos de todos y cada uno de los organismos
presentes sean bacterias, arqueas, hongos, protozoos... Como ventaja frente a
la anterior técnica, ademas de proporcionar una caracterizacién taxondémica de
los genomas recuperados y una idea de la diversidad presente en la muestra,
recoge toda la informacion genética permitiendo una anotacion funcional
metabdlica de la comunidad y obteniendo un perfil de genes para cada genoma

y para la comunidad.

En esta aproximacion, llamada también secuenciacion a ciegas o “Shotgun
sequencing”, es predominante la secuenciacién por la técnica de lllumina
usando generalmente secuencias cortas de 150 pb obtenidas de los dos
extremos de fragmentos de DNA que pueden tener tamafios medios que
oscilan entre los 300 y los 500 bp. La capacidad de los nuevos secuenciadores

ha hecho descender el precio de la secuenciaciéon hasta los 10 céntimos de
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dolar por megabase (https://www.genome.gov/about-genomics/fact-

sheets/DNA-Sequencing-Costs-Data). La mayor facilidad y economia de esta

técnica se compensa con una mayor complejidad y exigencia del analisis
bioinformatico tanto por el volumen de los datos a analizar como por las

dificultades en los pasos individuales del procedimiento.

Tras un paso de control de calidad de las lecturas, en el que se eliminan zonas
de baja calidad frecuentes en los extremos de las secuencias, se procede con
el ensamblado de las lecturas (Figura 27). Consiste en conectar las lecturas
individuales en secuencias continuas mas largas denominadas contigs usando
diferentes estrategias como la similitud entre las bases. Cuando se trata de
ensamblar genomas que tienen referencias en las bases de datos, las lecturas
se mapean alineandolas a dichas referencias con programas como por ejemplo
Bowtie2 (Langmead y Salzberg, 2012) y a continuacion se genera una nueva
secuencia consenso. A falta de genomas de referencia el proceso es complejo
y en su defecto, se utiliza sélo la informacién obtenida de la secuenciacion para
reconstruir el genoma en cuestion, sin conocimiento a priori de la organizacion

del mismo (ensamblado de novo).
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Figura 27. Pipeline de los pasos de procesamiento de las lecturas por la técnica de

shotgun.
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El empleo de lecturas cortas para ensamblar genomas nuevos se convierte en
un proceso laborioso, que se complica en caso de existir numerosas
repeticiones dentro del genoma, ya que las lecturas son tan cortas que no se
sabe con exactitud de que copia provienen. A parte, cada ensamblador tiene su
algoritmo para hacer el trabajo, siendo los mas populares los basados en el
meétodo de graficos de Bruijn utilizado por los ensambladores mas usados
(Velvet, SOAP de novo, Spades, etc). Para proyectos de metagendmica,
metaSPAdes (Nurk et al., 2017) es el ensamblador mas empleado. Aunque
idealmente el producto de un ensamblador deberian ser secuencias con el
genoma completo, en la practica el resultado esta bastante alejado de esto,
sobre todo si estamos analizando muestras muy complejas. No todos los
ensamblados son buenos y la calidad va a depender del coverage obtenido
para cada base. Cuanto mas coverage, mayor es el nimero de veces que se
ha secuenciado esa base y mas facil sera obtener un mejor ensamblado.

Los criterios que se usan para estimar la calidad de un ensamblado derivan del
tamafio y del nimero de los contigs obtenidos y de su relacion con el tamafio
del genoma o metagenoma que se esta secuenciando. En un ensamblado de
buena calidad los contigs mayores suelen ser al menos un 5% del tamafio del
genoma y no necesitan mas de 50-100 contigs para contener el 50% del

tamarfio de ese genoma (N50).

Cuando dentro de la muestra tenemos varios genomas entonces hay que
separar los contigs pertenecientes a cada genoma en diferentes grupos
(proceso llamado “binning”). Esta separacion que es crucial, se basa en la
premisa de que los contigs que provienen de un mismo genoma van a tener
una composicién en nucleoétidos similar, y salvando el problema de las
secuencias repetidas, todos los contigs deben tener la misma abundancia. De
aqui que el “binning” se haga en funcion de la composicion en nucleotidos de
las secuencias (por ejemplo la frecuencia de tetranucle6tidos o contenido en

GC) y/o del coverage (profundidad de lectura) (Sedlar et al., 2017).

Por lo general, en una muestra nos encontramos con especies mas
abundantes y otras menos, con un coverage tan bajo que sus secuencias

pueden acabar siendo clasificadas erroneamente usando Unicamente esta
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manera de binning. En estos casos, un binning hibrido basado en la
composicién de secuencias y su abundancia (coverage) como usa por ejemplo
el programa Maxbin (Wu et al., 2016) es la manera mas robusta para definir
cada bin. De nuevo en condiciones ideales cada bin deberia contener un
conjunto de contigs que representan el genoma de uno de los microorganismos
componentes de la mezcla analizada. A estos borradores de genoma obtenidos
por este procedimiento los llamamos MAGs (Metagenome-Assembled

Genomes).

Existe el peligro real de sacar conclusiones finales de estos borradores de
genomas o MAGs debido a la frecuente asignacion incorrecta de fragmentos
del genoma de un organismo a otro diferente y otros errores similares. Por ello,
es necesario un proceso de refinado individual, supervisado por el investigador,
de cada MAG antes de proceder a su estudio. El curado de los MAGs consiste
en estimar el nivel de contaminacion y completitud presente para cada MAG.
Una alta contaminacion en el MAG puede producir conclusiones evolutivas y
ecolégicas engafosas, ya que se trataria de un genoma artificial. Para este
proceso se utilizan programas como CheckM (Parks et al., 2015) o Anvi’o (Eren
et al., 2015) que utilizan genes universales de copia Unica (SCGs) esperados
en el genoma. Estos programas tienen seleccionado un conjunto de SCGs, que
normalmente suelen tratarse de proteinas bien conservadas, basandose en su
presencia en todos los genomas bacterianos o al menos en todos los genomas
dentro de un grupo taxondmico. En un genoma sin contaminacion, deberian
estar presentes sin redundancia. Por otro lado, la gran dependencia de los
SCGs para estimar la calidad de los MAGs no es suficiente para caracterizar el
alcance de la contaminacién. Contigs contaminantes de otros organismos que
no tengan SCGs pueden pasar desapercibidos en la evaluacién de la calidad
del MAG (Chen et al., 2019).

Una vez que disponemos de MAGs fiables podemos proceder a asignar una
taxonomia para cada uno de los MAGs. Cuando tratamos de genomas sin
referencias, el enfoque mas directo es buscar en los MAGSs y extraer las
secuencias de 16S rRNA y compararlas contras las bases de datos especificas
de 16S rRNA. Este enfoque es rapido pero presenta limitaciones, ya que las
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secuencias de 16S rRNA son conocidas por ensamblar mal, a menudo en mas
de un contig y ademas no se separan en bines de manera eficaz por la similitud
gue existe entre los diferentes 16S rRNAs. Otros marcadores alternativos que
también se utilizan para asignar la taxonomia incluyen los genes que codifican

para la subunidad 2 de la RNA polimerasa (rpoB), la proteina RecA o la DNA
girasa (gyrB).

Si disponemos de MAGs de alta calidad, la asignacion taxonémica es posible
por comparacién del genoma completo con genomas relacionados (Figura 28).
De la comparacion de dos genomas se obtiene un valor ANI (Average
Nucleotide ldentity) que representa la identidad media de nucleétidos de todos
los genes ortdlogos compartidos entre dos genomas. Valores de ANI del 95-
96% entre dos genomas indican que pretenecen a la misma especie
(Konstantinidis and Tiedje, 2007; Richter and Rossell6-Mora, 2009). Otra
estrategia que se puede implementar es usar la informacién a nivel de proteina.
Por comparacion de proteinas de dos genomas se obtiene el valor AAI
(Average Aminoacid ldentity) que representa lo mismo que el valor ANI, pero a
nivel de proteina. También econtramos programas como CAT/BAT (von
Meijenfeldt et al., 2019) que predicen los ORFs que codifican para proteinas
dentro de los contigs bineados en MAGs 0 aun sin binear, y los compara contra
la base de datos de proteinas non-redundant del NCBI. El algoritmo del
programa saca finalmente la clasificacion mas conservadora al nivel en el que
puede asegurar la taxonomia mas correcta en base a la puntuacion que se
obtiene para cada ORF. Estos valores basados en comparaciones del genoma
complementados con la filogenia obtenida por el 16S rRNA son las estrategias
mas completas para obtener una taxonomia mucho mas robusta en genomas
de bacterias sin representantes en las bases de datos. Usando estos enfoques
hay servidores web como “Microbial Genomes Atlas” (MiGA, Rodriguez-R et al.,
2018b) que permite la clasificacion de genomas aun no caracterizados,
completos o parciales, contra los genomas presentes en las bases de datos
(como por ejemplo NCBI_prok) o colecciones de genomas de proyectos de

gendmica ambiental (como por ejemplo TARA Oceans).
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El altimo paso en la caracterizacion de los metagenomas consistiria en una
anotacion funcional, que puede realizarse individuamente a cada MAG o en
conjunto a toda la comunidad, proporcionando informacion sobre el potencial
metabdlico. Este paso es desafiante, ya que a veces las proteinas anotadas
pueden tener una baja similitud contra las proteinas de referencia validadas
experimentalmente. Cuando se trata de anotar un genoma lo mas acertado es
una anotacion detallada gen por gen contra bases de datos que contienen
proteinas manualmente curadas como Swiss-Prot (Uniprot) o s6lo anotadas
computacionalmente como TrEMBL (Uniprot) o RefSeq (NCBI) o una
combinacion de ambas. Para grandes sets de secuencias, hay anotadores
rapidos como MG-RAST (Meyer et al., 2008), eggNOG-mapper (Huerta-Cepas
et al., 2017) o MetaErg (Dong and Strous, 2019) que producen a parte de la
funcién y nombre de la proteina otros identificadores como categorias
funcionales de grupos de ortdlogos (COGSs), dominios de proteina, KEGG
Orthology (KO), Gene Ontology (GO) o Enzyme Commission (EC) entre otros.
Estos identificadores se pueden cargar en el servidor de KEGG (Kanehisa and
Goto, 2000) para explorar y visualizar las rutas metabdlicas que estan
presentes en estos genomas.
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Figura 28. Enfoques empleados en la asignacion taxondmica de los borradores de

genomas (MAGS) obtenidos en este estudio metagendémico.
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2.3.3 Amplificacién de genomas de células Unicas.

La tecnologia de célula unica o “single-cell” ha representado un avance frente a
las anteriores técnicas debido a la capacidad de poder secuenciar genomas de
una célula individual separada de una poblacién. El andlisis de una poblacion
exigiria el analisis individual de todos sus componentes. Aunque puede tener
limitaciones en analisis de poblaciones complejas, es suficiente para el analisis
de genomas individuales. Al borrador de genoma obtenido por esta técnica lo
llamamos SAG (Single cell Assembled Genome), va a ser superior a un MAG
en cuanto que en principio elimina el riesgo de contaminacién con material de
otros genomas. Ademas, esta técnica permite analizar diversidad
intraespecifica. Los métodos de secuenciacion tradicionales solo pueden
obtener el promedio de muchas células para la recuperacion de los genomas,

siendo incapaces de detectar heterogeneidad entre células individuales.

El analisis gendmico por la técnica de single-cell requiere en primer lugar
separar las células presentes en la muestra por métodos de separacion como
por ejemplo usando un citbmetro y un separador de células (fluorescent-
activated cell sorting, FACS) o por dilucién de las muestras y tratamiento
microfluidico. Las células se lisan y se amplifica el DNA, ya que el rendimiento
de DNA de una Unica célula es muy bajo (pocos picogramos o0 nanogramos).
Este paso de amplificacion se hace por PCR o por amplificacion por
desplazamiento multiple (MDA) usando polimerasas altamente procesivas

como la del bacteriofago ¢29.

De los métodos que usan PCR el mas usado es conocido como “Degenerate
Oligonucleotide—Primed Polymerase Chain Reaction” (DOP-PCR) en el que se
utilizan primers degenerados que presentan una secuencia de seis bases
aleatoria en el extremo 3’ y una secuencia fija en el extremo 5’. En la primera
amplificacion se utilizan condiciones poco rigurosas de baja temperatura en los
pasos de hibridacion y extension, que permiten la unién de los primers por el
extremo 3’ en varios sitios en todo el genoma. En la siguiente amplificacién las
condiciones son mas rigurosas y se eleva la temperatura permitiendo una

uniéon mas especifica de los primers por el extremo 5’ a los amplicones. Una
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limitacion de la técnica es que la polimerasa impone al tamafio de los

fragmentos amplificados que generalmente no puede ir mas alla de los 5 kb.

La otra técnica més utilizada se conoce como “Isothermal Multiple Displacement
Amplification” (IMDA) y se trata de una amplificaciébn por desplazamiento de
hebras multiples. Se utiliza la DNA polimerasa del bacteriéfago ¢29 de alta
fidelidad y procesividad que amplifica el DNA en una reaccion isotérmica con la
ayuda de primers hexameros de bases aleatorias que van a hibridar en diversas
zonas del genoma. Cuando la polimerasa encuentra una hebra sintetizada
previamente, desplaza la hebra para continuar la polimerizacion y deja un nuevo

template de union de primers para ser amplificado.

Las técnicas de secuenciacion de célula Unica tampoco estan exentas de
problemas y los artefactos son frecuentes por ser métodos basados en
amplificacion. Estos artefactos pueden venir por ejemplo por errores de
amplificacion cuando el DNA que se amplifica tiene alto contenido en GC o se
encuentra en bajas concentraciones o se trata de fragmentos pequefios o
degradados, y también cuando hay pérdida del coverage del genoma,
mutaciones y/o quimeras producidos (Gawad et al., 2016). Estos errores por
tanto pueden acabar comprometiendo el andlisis cuantitativo de los

metagenomas.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis de trabajo

El arte rupestre representa una parte de nuestra historia, su valor histérico es
un bien que prima conservar. La mayoria de estas representaciones que,
generalmente se encuentran en el interior de cuevas, contintla en perfecto
estado gracias a la proteccion del exterior que ofrecen estos ambientes. Sin
embargo, la presencia humana, asi como procesos naturales pueden

traducirse en un impacto en la preservacion de las pinturas.

En la cueva de Altamira, el 47% de las pinturas que encontramos en su interior
han llegado hasta el dia de hoy en buen estado. La causa principal de pérdida
de las pinturas en sus 30.000 afos de existencia se identifica con sucesos
hidrogeoldgicos, derrumbes y arrastre de soporte y pigmentos. Los micro (y
macro) organismos que han poblado siempre las cuevas no parecen haber
causado un gran dafio a las mismas. Esto puede ser debido a la estabilidad de
las condiciones ambientales y nutricionales que presenta en su interior a lo
largo del tiempo. Aun asi, desde su apertura al publico se han observado
indicios de biodeterioro que representan un riesgo para el estado y
conservacion de las pinturas. Algunos de estos indicios han correspondido con
apariciones de microorganismos fototréficos a consecuencia del uso de luz
artificial, que en el momento que se retiraron los puntos de luz, desaparecieron.
Sin embargo, el riesgo biol6gico mas alarmante que encontramos en la cueva a
dia de hoy es el desarrollo de colonias visibles que con los afios progresan
hacia el interior. Estas colonias representan una mezcla de diferentes
componentes procarioticos cuyo origen es de cueva, ya que se detectan en
otras cuevas del mundo. Ademas, no se detectaron antes de 1999y
actualmente la entrada (zona Vestibulo) y la sala contigtia (Cruce) son las salas
gue se encuentran mas afectadas, encontrandose paredes y techos muy
colonizados. Ejemplos en cuevas turisticas que han sufrido previamente
colonizaciones de microorganismos, no han tenido un final deseado como

ocurrié en la cueva de Lascaux.

La experiencia de Lascaux nos dice con claridad que cualquier intervencion en

una cueva debe ser cuidadosamente analizada antes de su ejecucion para
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evitar efectos colaterales indeseados. Este analisis no es posible sin un
conocimiento detallado de la diversidad microbiana que interviene y de sus

condiciones nutricionales.

Tras los primeros indicios de deterioro en la cueva de Altamira, se planteé un
programa de investigacion para la conservacion y régimen de acceso a la
cueva de Altamira cuyo objetivo principal fue establecer e identificar
indicadores de deterioro para la cueva. De este estudio se confirmé que el
riesgo bioldégico mas inminente para las pinturas es el desarrollo y progreso de
las colonias visibles. Como consecuencia se planteo la realizacion de esta tesis
enfocada en el conocimiento de estos componentes que dan lugar a las

colonias visibles.

Desde el punto de vista de su disefio, esta tesis constituye un trabajo
esencialmente descriptivo que se suma a otros realizados anteriormente con el
mismo objetivo. Lo que justifica este nuevo trabajo es que se va a aplicar una
metodologia, la de la microbiologia sin cultivo 0 metagendmica que nunca
antes han sido aplicadas y que puede dar una imagen mucho mas completa y
detallada de la diversidad microbiana de la cueva, llegando a proporcionar
borradores de alta calidad de los genomas de los componentes mas
abundantes con posibles aportaciones taxonémicas de relevancia.

La nueva imagen que esta tesis va a proporcionar y a su vez plantear objetivos
correlacionales o ecolégicos que podrian identificar aquellos factores de los
que depende la proliferacion microbiana y que serian las causas directas del
biodeterioro. Dicho de otra manera, nos puede proporcionar herramientas en el

control del biodeterioro.

Otra avenida que abre esta tesis es la revision de los métodos vigentes que
utilizamos para medir el riesgo de biodeterioro. Al conocer la secuencia de los
genomas de los microorganismos clave, podemos disefiar técnicas que
permitiran su deteccién rapida y temprana, lo que supone una mejora

sustancial sobre los métodos que ahora son habituales.
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3.2 Objetivos del estudio de trabajo

Descripcion detallada de los componentes de las colonias visibles
mediante la complementacién de diferentes técnicas independientes de
cultivo (técnica de amplicones y shotgun) no empleadas hasta ahora en

Altamira.

Desarrollo de nuevos métodos de control enfocados en la deteccién
temprana de los componentes mayoritarios de las colonias antes de su

futuro desarrollo en las paredes y techos de la cueva de Altamira.

Intento de cultivo de los componentes de las colonias detectados por las
técnicas moleculares independientes de cultivo empleadas en esta tesis

en medios de crecimiento ricos y pobres.
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4.1 Toma de muestras

El acceso a la cueva de Altamira y la toma de muestras necesaria para este
trabajo se ha hecho con el permiso de la Comision de seguimiento del PCP y
en el contexto del contrato “SERVICIO DE CONTROL Y SEGUIMIENTO DE
LAS CONDICIONES AMBIENTALES Y DEL BIODETERIORO DE LA CUEVA
DE ALTAMIRA” suscrito entre la Universidad de Cantabria y el Ministerio de
Cultura y Deporte. El trabajo no ha supuesto entradas a la cueva adicionales a
las previstas para el trabajo de control, y las muestras, que en ningun caso han
afectado pinturas, se han hecho dejando el minimo rastro visible posible
siempre bajo la supervision de personal del Museo y Centro de Investigacion

Altamira.

El total de las muestras utilizadas en este estudio han sido 55 muestras de
colonias: 8 beis, 18 grises,14 blancas, 15 amarillas, y 2 muestras de pared sin
colonia visible aparente que se han utilizado como control (Anexo-Tabla S1).
Todas las muestras han sido analizadas por la técnica de amplicones y entre
ellas se han elegido 6 muestras para secuenciar por la técnica de DNA total
para obtener al menos una muestra para cada subtipo de colonia siendo Y6M1
(YC), W6M1 (W1), W8M2 (W2), G10M1 (G1), G10M2 (G2) y B11M1 (BC) las
colonias elegidas, a las cuales se han referido con el tipo de colonia que se
representa entre paréntesis en el tratamiento de los resultados de DNA total.
Las muestras de colonias se han tomado en 3 zonas de la cueva: Vestibulo,

Cruce y Pasillo de Policromos (Figura 3).

También se han recogido muestras de suelo y soporte para poder comparar las
comunidades presentes en las colonias frente a las presentes en distintos
puntos de suelo y soporte de la cueva (Anexo-Tabla S2). Estas muestras han
sido un total de 86 muestras y se han tomado en las siguientes zonas:
Vestibulo, Policromos, Hoya Bisonte y Hoya Cabra (Figura 3). Las muestras de
soporte, a diferencia de las muestras de control que también son de soporte, se
recogen de manera diferente y de zonas distintas de donde se encuentran

desarrollandose las colonias visibles.
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La toma de las muestras de colonias y control se ha realizado poniendo
especial cuidado en arrastrar la menor cantidad de soporte posible del techo o
de la pared. Para ello con un bisturi estéril se ha raspado la colonia y
transferido a un tubo estéril. La toma de las muestras de suelo y soporte ha
sido diferente, estas se han recogido con espétulas estériles en tubos de 50 mL
en distintos puntos de suelo y pared. Las muestras recogidas para su
transporte al laboratorio se han almacenado en un enfriador portatil dentro de
una bolsa térmica. El tiempo de vuelta al laboratorio fue alrededor de 2 horas y

una vez en el laboratorio se almacenaron a -80°C hasta su uso.

4.2 Amplificacion por PCR y secuenciacion del gen 16S
rRNA

El DNA se extrajo con el kit PowerSoil DNA isolation kit, Quiagen
(Gaithersburg, DC) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. La
integridad, el tamafio y la concentracion de los DNAs siempre se han evaluado
con las ScreenTape D1000 en una TapeStation 4200 (Agilent). Las
concentraciones de DNA obtenidas para las muestras de colonias oscilaron
entre 1,5-40 ng/ul y para las muestras de control 0,05y 0,132 ng/pul. Las
concentraciones obtenidas de las muestras de suelo y soporte siempre han
producido rendimientos del DNA mas bajos 0,02-8 ng/pl.

Los pasos de elaboracién de librerias de amplicones se realizaron acorde al
protocolo 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation (lllumina). El
protocolo consiste en la realizacion de 2 reacciones de PCR. La PCR1 (25 ul

de vol final) se llevd a cabo con:

e 12,5 ul Kappa2G Robust Hot Start Ready Mix (2X) (Kappa Biosystems,
Boston, MA)

e 5l de cada primer forward y reverse (1 uM cada uno)

e 2,5 ul de muestra de DNA (5 ng/ul)

Los primers utilizados en esta PCR1 fueron primers universales que permiten la

amplificacion de procariotas (bacterias y arqueas) incluyendo alguna base
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degenerada para asegurar la mejor variabilidad posible. El producto
amplificado corresponde con la region V3-V4 del gen 16S rRNA. Los primers
utilizados han sido Pro341F-5'CCTACGGGNBGCASCAG3' y Pro805R-
5'GACTACNVGGGTATCTAATCC3'. A parte, estos primers tienen una secuencia
adicional linker para que sea reconocida por los primers de secuenciacion de
lllumina en la PCR2 (secuencia subrayada). Los primers de secuenciacion de
lllumina, ademas de contener estas secuencias linker, contienen indices duales
para diferenciar muestras diferentes y unas secuencias adaptadoras que
hibridaran a la plataforma de secuenciacion de lllumina, y que seran afadidos
al producto obtenido en la PCRL1 en la segunda PCR. Las secuencias linker
también serviran para la union de los primers en el proceso de generacion de

los clusters durante la reaccidon de secuenciacion.

e Pro341F- 5 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-[V3-V4 region]

e Pro805R- 5 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-[V3-V4 region]

La reaccion de la PCRL1 se hizo en un termociclador 2720 Thermal Cycler
(Applied Biosystems, California, Estados Unidos) y las condiciones fueron:
» un ciclo de 95°C durante 3 min
» 25 ciclos de
o 95°C durante 30 seg
o 55°C durante 30 seg
o 72°C durante 30 seg

> un ciclo final de extension de 72°C durante 5 min.

Se realizd una reaccion por muestra y se obtuvo un Unico amplicon de
aproximadamente 450 pb. Tras la reaccion se usaron bolas AMPure XP
(Beckman Coulter, Brea CA) para purificar los productos de PCR de primers

libres y de dimeros de primers.
La PCR2 adjunté indices duales y adaptadores de secuenciacion de la

plataforma de lllumina a cada amplicon usando el Kit de indices Nextera XT

(llumina San Diego, CA). La reaccion de PCR (50 pl vol final) se realiz6 con:
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e 25 ul Kappa2G Robust Hot Start Ready Mix (2X) (KappaBiosystems,
Boston, MA)

e 5 ul de cada Nextera XT Index: Primer 1 (N7xx) y Primer 2 (S5xx)

e 5 ul de de cada amplicon purificado

e 10 pl de agua MiliQ

La reaccion de la PCR2 se hizo en un termociclador 2720 Thermal Cycler
(Applied Biosystems, California, Estados Unidos) y las condiciones fueron:
» un ciclo de 95°C durante 3 min
» 8ciclos de
o 95°C durante 30 seg
o 55°C durante 30 seg
o 72°C durante 30 seg
» un ciclo final de extension de 72°C durante 5 min.

Se realizé de nuevo un segundo paso de limpieza adicional de primers libres

y/o dimeros de primer con las bolas AMPure XP (Beckman Coulter, Brea CA).

La validacion de las librerias se evalué de nuevo en ScreenTape D1000 en una
TapeStation 4200 (Agilent). El tamafio medio de amplicones de la libreria final
fue ~630 bp. La cuantificacidn de los amplicones finales fue de 1 a 60 ng/pl
dependiendo de las muestras, obteniendo los rendimientos mas bajos para los
amplicones de suelo y soporte. Todos los amplicones se diluyeron utilizando
lllumina Resuspension Buffer (RSB) y se combinaron en concentraciones
eguimolares en el mismo grupo para secuenciar. Las muestras se enviaron al
Centro Nacional de Andlisis Gendmico (CNAG-CRG) donde se secuenciaron
con la tecnologia MiSeq lllumina (PE 300X2 de cada molécula).

4.3 Procesamiento bioinformatico de los datos de
amplicones

Las lecturas de amplicones se procesaron de acorde al pipeline de QIIME2
v2018.4 (Bolyen et al., 2018). La primera parte consistio en la depuracion de
las lecturas para su asignacion en clusters. Las secuencias que pasaron los

filtros de calidad fueron trimadas las primeras 9 bases y 5 las ultimas del read1,
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y las primeras 9 bases y 30 ultimas del read2. La deteccion de quimeras se
hizo con el programa DADA2 (Callahan et al., 2016) con el comando denoise-
paired. Se hizo un segundo paso de deteccion de quimeras usando el algoritmo
de UCHIME (Edgar et al., 2011) con el comando de uchime-denovo.

En la segunda parte, las secuencias se agruparon en clusters con el comando
cluster-features-de-novo usando el algoritmo de VSEARCH (Rognes et al.,
2016). El grado de identidad entre las secuencias para que formen parte del
mismo cluster se establecié al 97%. Cada uno se de estos clusters constituye
una OTU (Operational Taxonomic Unit). La asignacion taxondmica de las OTUs
se realizo con el comando feature-classifier usando como referencia la version
132 de la base de datos SILVA (https://www.arb-
silva.de/documentation/release-132/).

Por ultimo, los analisis de biodiversidad se obtuvieron con los pasos finales del
pipeline de QIIME2. Las curvas de rarefaccion y los indices de diversidad alfa
se obtuvieron con el comando diversity alpha. La diversidad beta en las
muestras se saco con la funcion vegdist de la libreria vegan v2.4-2 usando el

método de disimilitud Bray-Curtis en RStudio.

4.4 Preparacion de librerias y secuenciacion del DNA
total

El DNA total de las muestras de metagenomas se extrajo con el kit PowerSoil
DNA isolation kit, Quiagen (Gaithersburg, DC). La integridad, el tamafio y la
concentracion de los DNAs se han evaluado con las ScreenTape D1000 en
una TapeStation 4200 (Agilent). Las concentraciones de DNA obtenidas para
las muestras seleccionadas de metagenomas fueron de 20-40 ng/ul. Los DNAs
(2 ug) se enviaron para hacer las librerias a Macrogen (Madrid, Espafia). La
elaboracion de librerias se realizé acorde al protocolo TruSeq® Nano DNA

Library Prep (lllumina).

Resumidamente, se fragmenta el DNA gendmico en trozos de 550 bp en un

sonicador. Se purifican los fragmentos sonicados con bolas AMPure XP
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(Beckman Coulter, Brea CA). Se reparan los extremos resultantes de la
fragmentacion para obtener extremos romos con la enzima polimerasa ERP
(End Repair Mix). Para seleccionar el tamafio deseado de la libreria (550 pb),
se remueven los fragmentos de mayor tamafio (>550pb), y después de menor
tamafo (<550 pb) con una serie de pasos y tiempos de lavado con las bolas
AMPure XP (Beckman Coulter, Brea CA). Después, los extremos 3’ de los
fragmentos seleccionados resultantes se adenilan con la enzima ATL (A-Tailing
Mix) para evitar que se religuen durante la reaccion de ligacion de los
adaptadores de secuenciacion de lllumina. En el siguiente paso se ligan los
indices adaptadores de lllumina, los cuales presentan un nucleétido T en sus
extremos 3' complementario a la base A incorporada en los fragmentos en el
paso anterior. Finalmente, se purifican los productos ligados con las bolas
AMPure XP (Beckman Coulter, Brea CA) y se realiza una ultima PCR para
enriquecer los fragmentos ligados purificados con los reactivos PPC (PCR
Primer Cocktail) y EPM (Enhanced PCR Mix). Los fragmentos que tengan
ligados adaptadores en ambos extremos se van a amplificar. Aquellos
fragmentos que tenga uno o ninguno son ineficiencias de la reaccion de
ligacién y no van a generar clusters posteriormente. Finalmente, se purifican los
fragmentos enriquecidos con las bolas AMPure XP (Beckman Coulter, Brea
CA).

Las muestras de metagenomas en este estudio se han secuenciado en la
plataforma HiSeq de lllumina. Los primeros metagenomas secuenciados de las
muestras Y6M1 (YC), W6M1 (W1) y W8M1 (W2) en una carrera PE 2x100nt de
cada molécula mientras que para los metagenomas de las muestras G10M1
(G1), G10M2 (G2) y B11M1 (BC) se secuenciaron PE 2x150nt de cada

molécula.

4.5 Trimado, ensamblado y bineado de las lecturas de
los metagenomas; y analisis de la diversidad

La calidad de las lecturas crudas de los metagenomas se evalu6 usando el

software FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).
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En los primeros metagenomas Y6M1 (YC), W6M1 (W1) y WBM1 (W2) que
fueron obtenidos con lecturas de 100 bp, de acuerdo con los indicios de
calidad, se trimaron las 10 ultimas bases en la muestra Y6M1 (YC) y W6M1
(W1), mientras que para los metagenomas G10M1 (G1), G10M2 (G2) y B11M1
(BC), con reads de 150 pb, se trimd Unicamente la muestra G10M2 (G2) en las
3 ultimas bases. El programa utilizado para trimar fue FASTX-Toolkit 0.0.14 con
el comando fastx_trimmer (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/). Las
secuencias trimadas fueron ensambladas después con el programa meta-
SPAdes v3.11.1 (Nurk et al., 2017). Este programa incluye un paso previo de
correccion de errores para eliminar lecturas con k-mers raros. A continuacion,
se realiza el paso de ensamblado usando para ello valores éptimos de k que
fueron determinados empiricamente previamente para cada tipo de muestra.
Se utilizé k= 33, 57 y 97 para lecturas de 2 x 150 bases, y k= 33, 57 y 81 para

lecturas de 2 x 100 bases.

Los contigs obtenidos menores de 1000 pb fueron descartados, y el resto se
utilizé por el software Maxbin v2.2.4 para la obtencion de MAGs usando las
opciones por defecto (Wu et al., 2016). La contaminacién, la integridad y la
heterogeneidad de cada MAG se evaluaron con el programa checkM v1.0.7
(Parks et al., 2015). Para editar y/o curar los borradores de genomas obtenidos
de la contaminacion presente se utilizo el programa Anvi'o v6.1 (Eren et al.,
2015).

Las curvas de rarefaccion en las muestras de metagenomas se hicieron con el
programa Nonpareil v3.303 (Rodriguez-R et al., 2018b). Los analisis de -
biodiversidad se hicieron con el programa MetaFast v0.1.4 (Ulyantsev et al.,
2016). El plot MDS de la diversidad beta en las muestras de metagenomas
represento las distancias obtenidas con el programa MetaFast con la funcidn
vegdist de la libreria vegan v2.4-2 usando el método de disimilitud Bray-Curtis
en RStudio.
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4.6 Asighacion taxonomica de los MAGs y
comparaciones de secuencia de DNA y proteina de los
componentes de las colonias

La asignacion taxondmica de los MAGs se realizd por una aproximacion
multiple basada en el andlisis de las comparaciones de las secuencias
parciales/enteras del 16S rRNA contra bases de datos especificas,
comparaciones de la composicion del DNA (valor ANI) contra genomas
cercanos y comparaciones de las secuencias codificantes contra las bases de

datos de proteinas.

Las secuencias de 16S rRNA presentes en los metagenomas se extrajeron con
el programa checkM v1.0.7 utilizando el comando ssu_finder (Parks et al.,
2015). Estas secuencias parciales/enteras del gen 16S rRNA se compararon
contra la base de datos SILVA_132 con el programa BLAST v2.10.0 con el
comando blastn (Altschul et al., 1990). A parte, para cada MAG se anotaron los
ORFs presentes en los contigs con el programa CAT/BAT (von Meijenfeldt et
al., 2019). Este programa depende de Prodigal v2.6.3 (Hyatt et al., 2010) para
predecir los ORFs y de Diamond v0.9.24.125 (Buchfink et al., 2015) para

compararlos contra la base de datos non-redundant de proteinas del NCBI.

Las comparaciones a nivel de nucleétido entre los componentes y los genomas
de referencia para la obtencién de clusters presentes en los MAGs se hicieron
con el programa OrthoANI Tool v0.93.1 (Lee et al., 2016). Se estableci6é un
valor de ANI >77% para agrupar dentro del cluster y, por tanto, pertenecer al
mismo género. El nimero de acceso a GenBank de los genomas de referencia
utilizados en estos andlisis se recoge en el Anexo-Tabla S7. Las
comparaciones a nivel de proteina entre los componentes mayoritarios se
obtuvieron con el program compareM con el comando aai_wf
(https://github.com/dparks1134/CompareM).

Para las comparaciones de genomas a nivel de nucleétido de los componentes
mayoritarios contra los genomas de referencia mas cercanos se utilizé otra

estrategia. En el caso de los componentes del cluster Il clasificados en la
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familia Pseudonocardiaceae se seleccion6 al menos un genoma de referencia
para cada género descrito y lo mismo en el caso de los componentes del
cluster 1V clasificados en la clase Nitriliruptoria. Después las comparaciones de
estos genomas seleccionados contra los de los componentes mayoritarios se
hicieron calculando las distancias basadas en estimaciones probabilisticas con
el programa Mash v1.1 (Ondov et al., 2016) y se visualizaron en un heatmap
con la libreria “gplots” en RStudio. EI niumero de acceso a GenBank de los
genomas de referencia utilizados en este Gltimo analisis se recoge en el Anexo-
Tabla S8.

4.7 Abundancia relativa de los MAGS.

La abundancia relativa de cada MAG en los metagenomas se estimo en base a
la proporcion de lecturas que alineaban con cada uno de ellos, teniendo en
cuenta la proporcién de lecturas mapeadas en contigs >1000 que no estan
bineados en MAGs.

Las lecturas corregidas por el ensamblador se alinearon con el programa
Bowtie v2.2.6 usando el modo end-to-end que contempla el alineamiento del
read completo (Langmead y Salzberg, 2012). Se alinearon estas lecturas
contra los fasta de los MAGs a las que se afiadieron los contigs >1000 bp no
bineados en MAGs. El nimero de lecturas alineadas se obtuvo con el
programa Samtools v1.9 (Li et al., 2009). Los archivos BAM se pasaron a
formato SAM con el comando view, se ordenaron con el comando sort y se
indexaron con el comando index. Por ultimo, se obtuvieron los reads alineados
de cada archivo BAM con el comando idxstats para cada MAG

correspondiente.
Finalmente, la abundancia relativa de los MAGs en cada metagenoma se

calcul6 de la siguiente manera, considerando como lecturas mapeadas totales

la suma de las mapeadas en los MAGs y en contigs >1000 no bineados:
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Lecturas mapeadas,, , .

A Ryuc = x Tamafno genoma ,,, x 100

Lecturas mapeadas totales

4.8 Construccion de arboles filogenéticos basados en
secuencias de 16S rRNA de los componentes
mayoritarios

Los alineamientos y los arboles filogenéticos solo se construyeron para los 16S
rRNA de componentes mayoritarios de las colonias con el software ARB v6.0.2
(Ludwig et al., 2004) junto con las secuencias de referencia mas cercanas a

estos componentes.

Las secuencias de 16S rRNA completas de cada componente mayoritario
fueron alineadas con el programa SINA v1.6.0 (Pruesse et al., 2012) y
afadidas a la base de datos de referencia de SILVA 132. A continuacion, se
seleccionaron secuencias de especies representantes de cada género descrito
en el caso de los componentes mayoritarios que agruparon en el cluster Il (un
total de 340 secuencias) y lo mismo en el caso de los componentes agrupados
en el cluster IV (un total de 140 secuencias) para la reconstruccion de novo de
los arboles de los componentes mayoritarios de cada cluster. Estos arboles se
obtuvieron con el método de maxima verosimilitud usando el algoritmo de
PHYML version 20130708 (Guindon and Gascuel, 2003) y los soportes de
ramificacion fueron determinados por estimacion bayesiana. La barra de escala

utilizada indica 0,1 cambios por nucledétido.

4.9 Diseio de ensayos para la deteccion de
componentes mayoritarios de las colonias mediante el
disefio de primers especificos

Los targets seleccionados para el disefio de primers especificos de los
componentes mayoritarios cumplieron la condicién que sélo estuvieran
presentes en los genomas de los componentes mayoritarios contra los que

estan disefados.
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Las proteinas de cada componente mayoritario se anotaron con Prodigal
v2.6.3. A continuacioén, se hicieron bases de datos de las proteinas de cada
componente con el programa Diamond v0.9.24.125 usando el comando
makedb, y después con el comando blastp, cada base de datos fue comparada
con las proteinas de los restantes para buscar aguellos genes unicos no
compartidos en cada componente. Este proceso se ha repetido en todos los
componentes y se ha llegado a la seleccion de un gen en particular Gnico para
cada componente (Tabla 5). La seleccion final de targets Unicos fue aleatoria
en todos los componentes, a excepcidn de la region utilizada en el componente
mayoritario de la colonia W2, que fue disefiada en intrones que presenta esta
bacteria en su gen del 23S rRNA (Figura 64).

A continuacion, los primers de los targets Unicos seleccionados se disefiaron

con el software Primer3 (https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) y se comprobaron

con el programa BLAST v2.10.0 a través del comando blastn, que los primers
finales sélo dieran hit con contigs de los componentes mayoritarios contra los
gue estaban disefiados. Para ello ademas se hizo una base de datos con todos
los contigs que se obtuvieron del ensamblado individual de los reads de cada
metagenoma con el programa BLAST v2.10.0 usando el comando
makeblastdb. Contra esta base de datos se compararon estos posibles primers

y se seleccionaron finalmente un par de primers para cada componente.

Los tamafios de los productos de amplificacion de cada par de primers se
recogen en la Tabla 5. La secuencia de los primers se recoge en el Anexo-
Tabla S9.

4.10 Analisis funcional de los metagenomas

Para el analisis funcional de las colonias se predijo en primer lugar la
capacidad para codificar proteinas de los metagenomas y se anoté su funcion.
Dentro de cada metagenoma para el catdlogo de genes obtenido se
consideraron tanto los ORFs detectados en contigs bineados en MAGs como

contigs >1000 que no pudieron ser bineados.
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Todos los ORFs predichos inicialmente con el programa Prodigal v2.6.3 fueron
anotados funcionalmente con eggNOG-mapper v2.0.0 (Jensen et al., 2008).
Las secuencias predichas de las proteinas se compararon contra la base de
datos eggNOG 5.0 (Huerta-Cepas et al., 2019). Para los ORFs que se
asignaron en grupos de ortélogos, el programa proporciona la clase funcional
de cada ORF que son las que se han utilizado para la realizacion de la grafica
final (Figura 66) en categorias funcionales y propone una funcién particular
para cada ORF en funcion al grupo de ortologia al que se asigna.

En la asignacién funcional completa de los metagenomas se investigo la
presencia de genes descritos como marcadores de diferentes rutas de
metabolismo autotréfico (Tabla7) como fijacion de CO2 (RuBisCO) o de
nitrogeno (nifDKH), o enzimas con funcién oxidadora de moléculas inorganicas
como amonio (pamoA/amoA), monoxido de carbono (coxLMS), formato
(fdoGHI) e hidrégeno (hyaAB).

4.11 Condiciones de crecimiento de los aislados de
colonias visibles

Los intentos de cultivo se realizaron en medios ricos y pobres, y en condiciones

estandar o similares a las ambientales de la cueva de Altamira.

Los medios ricos empleados fueron dos: uno especifico, medio de aislamiento
de actinomicetos (AlA), y otro general, Tryptic Soy Agar Agar (TSA). Como
medios pobres se emplearon TSA diluido 10 veces para evitar el crecimiento
rapido de bacterias faciles de crecer y este mismo TSA diluido suplementado
con 5mM NaHCOs'.

Las muestras de colonias se plaquearon directamente en estos medios en el
mismo momento de la toma de muestras con asas estériles desechables. Las
placas hasta su transporte al laboratorio permanecieron dentro de una bolsa
térmica, transcurriendo unas 2 horas hasta su incubacioén. Las condiciones de
crecimiento ensayadas fueron: TSA a 28°C y 16°C, TSA 0,1X a 28°C y 16°C
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con o sin NaHCOs3™ (5mM), AIA a 28°C y 16°C y AIA a 16°C con 80% de

humedad.

Colonias bien aisladas obtenidas en las placas primarias se resembraron en
placas nuevas del mismo medio hasta obtener cultivos aparentemente puros. A
partir de una colonia pura se extrajo el DNA total para la reaccion de
amplificacion. Para cada muestra, la colonia seleccionada se resuspendio en 1
mL de agua MiliQ, se centrifug6 a 12.000 rpm durante 1 min y se retir6 el
sobrenadante. Después a cada tubo de muestra, se afiadié 100 pl de reactivo
InstaGene™ Matrix (Bio-Rad, Hercules, CA), los tubos se resuspendieron con
el vortex durante 10 a 30 segundos y se calentaron a 65°C durante 30 min.
Posteriormente, los tubos se agitaron en vortex de nuevo durante 10 a 30
segundos y se hirvieron a 100°C durante 8 min. Las muestras finalmente se
agitaron durante 10 a 30 segundos y se centrifugaron a 12000 rpm durante 2

min.

Se utilizaron 2 pL del extracto de ADN como molde para la amplificacion con
primers especificos. Los primers utilizados en la reaccion de amplificacion
fueron primers universales que permiten la amplificacion de cualquier bacteria.
El producto amplificado corresponde con las regiones V1-V9 del gen 16S
rRNA, lo que constituye la molecula practicamente completa. Los primers
utilizados fueron PA8F (5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3') y 1492R
(5’GGTTACCTTGTTACGACTTS3)).

La reaccion de PCR (50 pl vol final) se realizé con:
e 25l NZYTagq Il Green Master Mix (2X) (NZYTech, Lisboa, Portugal)
e 2,5 ul de cada primer forward y reverse (0,5 uM cada uno)
e 2 ul de muestra de DNA (5 ng/ul)

La reaccion de la PCR se hizo en un termociclador 2720 Thermal Cycler
(Applied Biosystems, California, Estados Unidos) y las condiciones fueron:
» un ciclo de 95°C durante 3 min
» 25 ciclos de
o 94°C durante 30 seg
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o 54°C durante 30 seg
o 72°C durante 1 min

> un ciclo final de extension de 72°C durante 7 min.

Los productos de amplificacion se purificaron con el kit GeneJET PCR
Purification (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Se realizaron 3
reacciones de secuenciacion por muestra y se secuenciaron por la técnica de
Sanger. Los primers utilizados para la secuenciacion fueron PA8F
(5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAGS’), 533F (5GTGCCAGCAGCCGCGGTAAYT)
y 1100F (5CAACGAGCGCAACCCT?Y’). Las secuencias obtenidas de 16S
rRNA fueron visualizadas y editadas manualmente con el programa Chromas

v2.6.6 (http:/technelysium.com.au/wp/chromas/).

Las secuencias obtenidas de los aislados cultivables de las colonias (136
scuencias) y de las bacterias de referencias mas cercanas (60 secuencias) se
alinearon con ClustalW (Sievers et al., 2011). El arbol de los aislados
cultivables de las colonias se realizé por el método de maxima verosimilitud
basado en el modelo Tamura-Nei con el software de MEGA v7.0.26 (Kumar et
al., 1994). Las secuencias utilizadas para este analisis fueron 196, que como
se menciona arriba se afiadieron las referencias mas cercanas a los cultivables
para confirmar su taxonomia. El nimero de acceso en GenBank de las

secuencias de referencia se recoge en el Anexo-Tabla S11.
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5.1 Resultados técnica de amplicones

5.1.1 Métrica general

Un total de 57 muestras, de las cuales 8 fueron colonias beis, 18 colonias
grises, 14 blancas y 15 amarillas, fueron analizadas por la técnica de
amplicones. Sabiendo que las colonias pueden estar contaminadas con
componentes propios de la pared, se analizaron 2 muestras de pared sin
colonia aparente para tenerlo como control frente a las colonias. Los detalles
de la toma de muestras se encuentran en el apartado de materiales y métodos.
La estrategia de muestreo en este estudio fue recoger la mayor variabilidad
posible dentro de los tipos de colonias distinguibles por su color. Las colonias
fueron recogidas entre 2016 y 2019 de las zonas de la cueva en las que son
mas abundantes: Vestibulo, Cruce y Pasillo de Policromos (Anexo-Tabla S1).
De las muestras de colonias se obtuvo suficiente cantidad de DNA para la
obtencion de amplicones y su secuenciacion, y fue posible obtener lecturas
suficientes como tener resultados significativos. La media de las lecturas

obtenidas para la mayoria de las muestras fue cercana a los 100.000.

Los datos obtenidos, desde el procesamiento de las lecturas crudas hasta la
obtencion de OTUs se recogen en el Anexo-Tabla S3. El total de las lecturas
crudas fueron 14.940.806 (Tabla 1). Las muestras control y beis produjeron
menos lecturas con 220.883 y 840.587 respectivamente. En el caso del control
sin colonia esto se debe a la menor cantidad de DNA obtenida, debido a la
menor cantidad de microorganismos presentes en estas muestras sin colonias.
En el caso de las colonias beis sospechamos que el menor rendimiento es
debido a la presencia de inhibidores de la amplificacién asociados a la
localizacion en la que este tipo de colonias es mas abundante. Por el contrario,
para el resto de colonias se obtuvieron muchas mas lecturas 5.923.687 grises,
4.511.624 amarillas y 3.444.025 blancas.

Una vez procesadas las lecturas, las secuencias dereplicadas (diferentes)

obtenidas fueron 5.697.876 (un 38% de las lecturas crudas). La seleccion de

las OTUs se hizo de novo agrupando las lecturas en clusters, sin ser
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comparadas contra ninguna base de datos de secuencias de referencia
externa. Se utilizé una homologia del 97% para asignar lecturas a un mismo

cluster. El resultado final fue la agrupaciéon de secuencias en 4.288 OTUs.

Métrica Muestra
NUumero de muestras 57
Lecturas sin procesar 14.940.806

Lecturas totales procesadas  5.697.876
Numero de OTUs 4.288

Tablal. Datos generales obtenidos tras el procesamiento de las secuencias a través
de la plataforma de QIIME2.

5.1.2 Analisis de la biodiversidad

5.1.2 1 a-Diversidad

Para tener una imagen de la riqueza o diversidad de componentes presentes
en cada tipo de colonia y por otro lado determinar la homogeneidad y
establecer relaciones entre los diferentes tipos de colonias, se llevaron a cabo
los analisis de biodiversidad basados en la tabla de abundancias de cada OTU
en cada una de las muestras. Para una cuantificacion de la biodiversidad
especifica en las muestras, se utilizd la “diversidad alfa”, esto es, la diversidad
dentro de cada muestra, lo que es en parte equivalente a la riquezay la

distribucion de la misma en especies.

Antes de proceder con los analisis de a-diversidad, se comprob6 por el método
de rarefaccion que la cantidad de lecturas representaba la diversida total. Este
analisis demostrd que con la cantidad de lecturas utilizadas se alcanzaba en
todas las muestras el nivel de saturacion, lo que nos indica que los resultados
de diversidad no estaran influenciados por el tamafio de cada muestra, a pesar
de contener nimeros de lecturas muy diferentes entre ellas. Estas curvas de
acumulacion de especies crecen a medida que se van recolectando mas
secuencias diferentes hasta que llega un punto en el que nuevas secuencias

no representan nuevas especies, y por tanto se aplana la curva llegando a una
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asintota. Es l6gico por tanto que las curvas tengan un comienzo exponencial
elevado al comenzar y, que vaya normalizandose a medida que se completen
las secuencias raras. Este momento nos indica que hemos caracterizado la

totalidad de las especies diferentes presentes en cada muestra.

En este estudio, el esfuerzo de secuenciacion aplicado en las muestras fue
suficiente para la caracterizacion total de la diversidad, y en muchos casos solo
con una fraccién de las lecturas analizadas (Figura 29). La cantidad de
secuencias minima observada en las muestras fue para B12M6 con 6.027
secuencias y la maxima en G11M3 con 389.515 secuencias. La media de la
profundidad de secuenciacidén de las muestras en este estudio fue de 99.962
secuencias. Para este valor podemos observar en la figura 29 que muchas de
las muestras ya han alcanzado su valor maximo de meseta, lo que significa que
se ha detectado el maximo de diversidad. El niumero de secuencias analizado

en todas las muestras fue suficiente para determinar la diversidad existente.
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Figura 29. Curvas de rarefaccion para las muestras de colonia visibles y control

analizados por la técnica de amplicones.

Para cuantificar la biodiversidad especifica en las muestras, se tuvo en cuenta
el numero de OTUs observado y ademas se calcularon los indices de
diversidad de Shannon vy el indice de Dominancia. Estos indices nos permiten
cuantificar el nimero de especies y su representatividad en términos de

abundancia proporcional de cada especie. El nUmero de OTUs es un estimador
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de la rigueza en la muestra, Unicamente tiene en consideracion el nUmero de
especies y no la abundancia de cada una. El indice de Shannon es uno de los
indices mas empleados en ecologia y es un indice de equidad. Este indice
mide la cantidad de especies que existen en la muestra (riqueza) y la cantidad
relativa de individuos que hay para cada una de las especies (uniformidad). A
medida que la riqueza y la equidad de las especies aumentan, la diversidad
aumenta. Por tanto, mas diversidad significa mayor estabilidad. Por otra parte,
el indice de dominancia es un indice inverso al concepto de uniformidad o
equidad de la comunidad, y representa la medida de abundancia relativa de

una o dos taxones predominantes en la comunidad.

En el andlisis de las muestras observamos que las mas diversas fueron las
muestras control. Estas muestras, a pesar de contener menos biomasa de
microorganismos, tienen un gran namero de especies (riqueza) que se
distribuyen de manera bastante uniforme (Figura 30). Podemos encontrar que
muchas de las muestras de colonias grises tienen una riqueza superior (618
media de OTUs en colonias grises y 497 en control), pero, por el contrario, no
son tan diversas en comparacion al control (5,92 media del indice de Shannon

en las colonias y 7,09 en el control).

Si nos fijamos tan solo en las muestras de las colonias, las colonias grises
fueron con diferencia las mas diversas y ricas. Esta rigueza disminuye en las
colonias amatrillas, blancas y beis siendo muy parecido entre ellas. Por el
contrario, la diversidad fue menor para las colonias amarillas y beis, y
especialmente en blancas. En concreto en algunas muestras de colonias
blancas se observa una alta dominancia de un taxon. Debemos tener en
cuenta que en la toma de muestras se obtiene material de la pared que se
analiza junto con el de la colonia y esto puede sobredimensionar los resultados
de diversidad. Los resultados en general indican que las colonias presentan un

grado medio de diversidad en comparacion con otros microbiomas naturales.
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Figura 30. Representacion de los valores de a-diversidad en las muestras de colonia y
control analizado por la técnica de amplicones. Para cada muestra se representa el n°®

de OTUs y los indices de Shannon y de Dominancia.

5.1.2 .2 3-Diversidad

El andlisis de la beta diversidad mide el grado de diversidad entre comunidades
basados en diferencias de diferentes parametros. Dichas diferencias pueden
evaluarse con criterios basados en distancias o divergencia (indicadores que
miden el grado de desemejanza) o en similitudes (indicadores que miden la
similitud) entre las muestras a partir de datos cualitativos (indices de incidencia
como presencia/ausencia de especies con el indice de Jaccard) o cuantitativos
(abundancia proporcional de cada especie como el indice de Bray-Curtis). Para

comparar graficamente en estos términos estan los métodos de ordenacién, los
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cuales organizan a partir de matrices la semejanza en la composicion (riqgueza)

y estructura (abundancia) entre las muestras en base a estos coeficientes.

El analisis multidimensional (MDS) aplicado a las muestras de colonias para
este estudio separa las muestras en funcién a la disimilitud o desemejanza en
la composicion y estructura basado en el indice de Bray-Curtis, el cual se
considera como una medida de la diferencia entre las abundancias de cada
especie presente. Como se puede observar en la figura 31, con este método
encontramos que las muestras se agruparon en 4 clusters bien definidos. El
clusterl correspondi6 con la mayor parte de las muestras blancas (12/14) y el
cluster 2 con todas las muestras beis (8/8). El tercer cluster, agrup6 alrededor
de la mitad de las muestras de colonias grises (10/18). Estos clusters se
encuentran muy desplazados del resto indicando una composicion bastante
diferente del resto. El dltimo cluster, el 4, es una mezcla de todas las muestras
amarillas (15/15), blancas (2/14), restantes muestras grises (8/18) y muestras
control (2/2) en dénde observamos una distribucion no tan homogénea y
compacta como en los anteriores. Se observa que las muestras GO9M2, G11M3,
G12M3 y las muestras control se encuentran desplazadas del resto de las
muestras dentro de este ultimo cluster. En estas muestras la diversidad es mas
alta (con indices de Shannon alrededor de 7) y eso hace que su composicion
difiera del resto de muestras del cluster. La presencia de dos clusters dentro de
colonias grises y blancas sospecha la posibilidad de deteccion de muestras con

distinta composicion para estas colonias a pesar de presentar el mismo color.

Las muestras de colonias por tanto se asociaron en grupos diferentes, las beis
formaron el grupo mas compacto y homogéneo (cluster 2), por el contrario, las
colonias blancas y grises formaron grupos compactos (cluster 1 y 3) pero que
no contuvieron todas las muestras. Parte de las muestras blancas y grises

agruparon en un cuarto cluster, el 4, que es el mas disperso de todos.
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Figura 31. B-Diversidad en las muestras de colonia y control analizadas por la técnica

de amplicones.

5.1.3 Asignacién taxondmica de las OTUs

A continuacién, asignamos taxonomia a las OTUs usando la base de datos
SILVA_132. A nivel de filo, encontramos 9 filos con una abundancia individual
mayor al 1% en las colonias que en conjunto recogieron practicamente el total
de las lecturas (un 96% del total de las lecturas procesadas), como se puede
observar en la figura 32A. Destaca un filo, Actinobacteria, que obtuvo el mayor
namero de secuencias (43,36%) convirtiéndose en el mas abundante en las
colonias, y por lo general en la mayoria de las muestras. El segundo filo mas
abundante que encontramos en las colonias fue Proteobacteria con el 25,87%
de las secuencias. Acidobacteria con 9,70% correspondi6 con el tercer filo mas
abundante en las muestras seguido de Plantomycetes con 6,41%,
Dadabacteria con 3,22%, Chloroflexi con 3,08%, Rokubacteria con 2,34% y

Nitrospirae con 1,20%.
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En el caso de las muestras control, el filo mas abundante fue Proteobacteria
con 37,59% de las secuencias seguido de Acidobacteria con 18,74% vy a
continuacion, sin mucha diferencia entre ellos, Actinobacteria con 9,04% y

Planctomycetes con 9,00%.

Al comparar ambas muestras se observan los mismos filos, aunque con
proporciones muy diferentes. Entre las diferencias destaca un filo
Gemmatimonadetes con 4,99%, mientras que, en las muestras de colonias
representa un 0,50% del total. Por el contrario, el filo Rokubacteria detectado
en las muestras de colonias no es un filo abundante en las muestras control
con 0,60% de las secuencias. Los filos minoritarios cuya abundancia fue
inferior al 1%, fueron un total de 32 filos en ambas muestras, contenian el
4,72% de las secuencias en las colonias y 4,10% en el control, mientras que
las secuencias no clasificadas fueron un porcentaje minimo, con 0,10% y

0,23% del total, respectivamente.
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Figura 32. Representacion de los filos mas abundantes (con una abundancia >1%) en

las muestras de las colonias (A) y control (B).
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Si nos fijamos en las 10 OTUs con mayor abundancia de las 4.288 OTUs
resultantes (Figura 33), observamos algunas OTUs, en concreto OTUs 1, 2 y 4,
muy predominantes para cada tipo de colonia y que pertenecen al filo
Actinobacteria. Esta abundancia tan fuerte las diferencia claramente de las
deméas OTUs y nos permite denominarlas como Componentes Mayoritarios
(CMs) de las colonias. La taxonomia asignada a estas 10 OTUs mas

abundantes se recoge en el Anexo-Tabla S4.

En base a esta distincién, encontramos que en las colonias amarillas el CM era
la OTUZ2, con una frecuencia que variaba del 12-60% entre las diferentes
muestras. Esta OTU2 fue clasificada por QIIME2 en la familia

Pseudonocardiaceae y género Crossiella.

En las colonias blancas observamos una situacion diferente, la mayoria de las
muestras presentaron la OTUL1 como CM (abundancia individual 33-79%)
mientras que, en 2 muestras el CM fue la OTUZ2 (abundancia individual 21,41y
33,08%). La OTU1 correspondi6 con la familia Euzebyaceae. En base a la
diferencia observada en sus CMs, proponemos separar las colonias blancas en
dos subtipos: el primero con la OTU2 como CM que hemos llamado subtipol

(W1), y el que tiene la OTU1 como CM al que hemos llamado subtipo2 (W2).

En las colonias grises también observamos el mismo escenario que en las
colonias blancas. Encontramos un grupo de colonias grises que presentaron
como CM la OTU4 (abundancia individual 7-39%) y que hemos denominado
subtipol (G1), y otro cuyo CM fue la OTU2 (abundancia 6-60%) al que hemos
llamado subtipo2 (G2). La OTU4 que representa el CM del subtipo G1 también

fue clasificado en la familia Pseudonocardiaceae y género Crossiella.

Las colonias beis no presentaron un CM unico. En ellas observamos dos OTUs
(OTUs 1y 2) con una abundancia muy destacada por encima del resto de
componentes. Estas dos OTUs ya habian sido identificadas como CM en otros
tipos de colonia. Por tanto, ambos fueron considerados como CMs en estas
colonias siendo la abundancia de la OTU1 entre el 20-42% y del 14-30% la de
la OTU2.
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Figura 33. Lista de las 10 OTUs con mayor frecuencia en las muestras de colonias visibles y en el control analizadas por la técnica de

amplicones.

100



RESULTADOS

Los analisis de B-Diversidad también han separado estos subtipos en
diferentes clusters, indicando por tanto una composicion diferente entre ellos
(Figura 31). En el caso de las colonias blancas, las muestras del subtipo W2 se
agruparon con el cluster 1, mientras que las muestras del subtipo W1 lo
hicieron con el cluster 4. Lo mismo ocurrié en el caso de las colonias grises, las
muestras subtipo G1 agruparon con el cluster 3, a excepcion de la muestra
G9M2. La muestra GOM2 es un caso particular al presentar misma proporcion
de la OTUs 2 y 4 (CMs en ambos tipos de colonias grises), posiblemente esta
muestra contenga colonias grises de ambos tipos que se han cogido
conjuntamente en la toma de muestras. Las muestras de colonias grises del
subtipo G2, sin embargo, agruparon todas en el cluster 4 con las muestras

blancas subtipo W1 y amarillas.

La presencia de subtipos de colonias nos indica que es posible cierto grado de
heterogeneidad en muestras de colonias del mismo color, que a simple vista es
inapreciable. Dicho de otro modo, nos previene ante la opcion de que colonias
con una apariencia similar puedan presentar diferente composicion, sobre todo
diferentes CMs. Una descripcién de las colonias visibles teniendo en cuenta
estos nuevos subtipos reflejara mucho mejor la realidad microbiolégica de las

colonias.

De las casi 5.000 OTUs detectadas, hemos querido seleccionar un nimero
mas manejable, y posiblemente también mas realista, de OTUs que nos sirvan
para definir la diversidad de las colonias visibles de la cueva de Altamira. Para
ello nos fijamos en que las 20 OTUs mas abundantes (aquellas con mayor
frecuencia) representaban alrededor del 60% de las secuencias procesadas. Al
mismo tiempo se detecta un nimero muy alto de OTUs muy minoritarias que
podrian ser contaminantes del soporte. Por tanto, esta seleccion se hizo
filtrando aquellas OTUs que mostraron una abundancia media >1% para cada

subtipo y que al menos estuvieran presentes en 2 muestras.

De esta manera, las OTU seleccionadas conformarian lo que consideramos un

“core” para las muestras en la cueva de Altamira. Este core que contiene los
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componentes mas abundantes en las muestras analizadas de las colonias
visibles de Altamira, contiene las 36 OTUs que se muestran en la Figura 34.
Dentro de este core seleccionado, las OTUs correspondientes a los CMs fueron
las mas abundantes y caracteristicas para cada subtipo clasificando con el filo
Actinobacteria, familias Euzebyaceae y Pseudonocardiaceae. El filo
Proteobacteria fue el segundo filo mas predominante entre los componentes
secundarios. En concreto, se identifico la OTU3 correspondiente con la clase
Gammaproteobacteria, orden Nitrosococcales, familia Nitrosococcaceae y
género wb1-P19 como la OTU més predominante en todas las muestras, a
excepcion de 5 (G12M1, W12M2, YOM2, SOP10M1 y SOP10M2).

Otras 3 OTUs también fueron frecuentes en muchas de las muestras de las
colonias concretamente la OTUS (filo Acidobacteria, clase Blastocatellia
Subgrupo 4 y orden 11-24), la OTUG (filo Dadabacteria, clase Dadabacteriia y
orden Dadabacteriales) y la OTUS (filo Proteobacteria, clase
Alphaproteobacteria, orden Rhizobiales y familia Hyphomicrobiaceae). Se
detectaton otros filos entre los componentes secundarios que correspondieron
con Chloroflexi, Nitrospirae y Rokubacteria. La taxonomia de las OTUs del core

se recogen en el Anexo-Tabla S4.

A continuacién, hacemos un analisis méas detallado de las OTUs presentes
para cada subtipo de colonia. Estas OTUs son el resultado de un andlisis de
varias muestras del mismo tipo y corresponden por tanto con componentes
que se suelen detectar con frecuencia y que esperariamos detectar en la

mayoria de las muestras de cada subtipo que se fueran a analizar en el futuro.

Colonias beis

Las colonias beis fueron las menos diversas y las que presentaron una mayor
homogeneidad presentando no mas de 9 componentes con una abundancia
promedio mayor al 1% en las muestras. Lo mas caracteristico en estas colonias
fue la presencia de 2 actinobacterias como CMs (OTUs 1y 2) con una
abundancia media >20%. Como componentes secundarios mas abundantes se

detectaron 2 bacterias de la clase Gammaproteobacteria, la OTU9 (orden
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PLTA13) con una abundancia del 5,57% y la OTU3 (Nitrosococcaceae del
género wb1-P19) con 4,70%. Como componentes secundarios minoritarios
(<2,5%) se detectaron bacterias correspondientes con los siguientes filos:
Proteobacteria con la OTU21 (clase Gammaproteobacteria, orden
Xanthomonadales, familia Xanthomonadaceae y género Lysobacter) y la
OTUG66 cuya asignacion se queda a nivel de la clase Deltaproteobacteria, el filo
Actinobacteria con la OTU57 (clase Thermoleophilia, orden Solirubrobacterales
y familia 67-14), el filo Dadabacteria con la OTU37 (clase Dadabacteriia y
orden Dadabacteriales), y, finalmente, el filo Chloroflexi con la OTU36 (clase
Anaerolineae, orden Caldilineales, familia Caldilineaceae y género Litorilinea).
Estas OTUs secundarias, a excepcion de la OTU3, se pueden considerar

caracteristicas de las colonias beis.

Colonias grises

Las colonias grises fueron las més diversas de todas y como ya se ha
mencionado antes las hemos categorizado en 2 subtipos segun el CM que
presentaban. Las del subtipo G1 presentaron la OTU4 (género Crossiella) y las
del subtipo G2 la OTU2 (género Crossiella). En ambos casos se detectaron con
una abundancia media >20% en las muestras. En ambos subtipos se observo
una alta presencia de componentes secundarios clasificados con el filo

Proteobacteria.

El analisis en las colonias grises subtipo G1 nos sugiere unos 15 componentes
con una abundancia >1%. Encontramos la OTU4 como CM para este subtipo y
una serie de OTUs secundarias, algunas mencionadas anteriormente como la
OTU3 género wh1-P19 (4,08%), OTUS5 Acidobacteria orden 11-24 (3,25%),
OTUG6 orden Dadabacteriales (2,34%), OTU18 orden Betaproteobacteriales
(2,24%), OTU2 género Crossiella (1,91%) y OTUS8 familia Hyphomicrobiaceae
(1,85%). El resto de OTUs (8) con una abundancia <1,6% correspondieron con
componentes pertenecientes la gran mayoria al filo Proteobacteria entre las
gue encontramos la clase Alphaproteobacteria con la OTU13 (orden
Rhizobiales, familia Hyphomicrobiaceae y género Hypomicrobium) y la clase
Gammaproteobacteria con los 6rdenes Betaproteobacteriales en OTUs 10, 14 y
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34y PLTA13 enlaOTU12, y la OTU26 cuya asignacion se queda a nivel de
clase. Otros filos encontrados fueron el filo Rokubacteria en la OTU15 (clase
NC10 y orden Rokubacteriales) y Nitrospirae en la OTU16 (clase Nitrospira,

orden Nitrospirales, familia Nitrospiraceae y género Nitrospira).

En las colonias grises subtipo G2 el nimero de componentes con una
abundancia >1% fue de 11. Aparte de su CM, se detectaron entre los
componentes secundarios la OTU3 como la mas abundante (8%). El resto de
los componentes (9) presentaron una abundancia menor (<2,5%), destacando
a parte de las OTUs 5 y 6 ya mencionadas compartidas con el subtipo G1, el
filo Proteobacteria de nuevo como el mas abundante con la OTU19 (clase
Deltaproteobacteria, orden Myxococcales, familia Haliangiaceae y género
Haliangium), OTU30 (clase Gammaproteobacteria y orden CCD24), OTU25
(clase Alphaproteobacteria y orden Rhizobiales), OTU47 (clase
Alphaproteobacteria, orden Azospirillales, familia Inquilinaceae y género
Inquilinus), y finalmente, OTUS50 (clase Gammaproteobacteria, orden
Xanthomonadales, familia Xanthomonadaceae y género Arenimonas). También
se detectaron los filos Chloroflexi en la OTUZ20 (clase Anaerolineae y orden
Ardenticatenales) y Actinobacteria en la OTU58 (clase Actinobacteria, orden
Pseudonocardiales, familia Pseudonocardiaceae y género Pseudonocardia).
Estas OTUs secundarias, a excepcion de las OTUs 3, 5y 6, se pueden

considerar caracteristicas en este subtipo de colonia.

Colonias blancas

Las colonias blancas mostraron un contexto muy parecido al de las colonias
grises. También se distinguieron 2 subtipos en ellas: W1 que presento6 la OTU2
(género Crossiella) como CM con una abundancia media del 27%, y W2 con la
OTU1 (familia Euzebyaceae) como CM con una abundancia media del 60%.
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Bacteria; Actinobacteria; Nitriliruptoria; Euzebyales; Euzebyaceae
Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Pseudonocardiales; Pseudonocardiaceae; Crossiella
Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Pseudonocardiales; Pseudonocardiaceae; Crossiella

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Nitrosococcales; Nitrosococcaceae; wb1-P19
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; PLTA13

Bacteria; Acidobacteria; Blastocatellia (Subgroup 4); Blastocatellales; Blastocatellaceae; JGI 0001001-HO3
Bacteria; Prateobacteria; Gammaprateobacteria; Betaproteobacteriales

Bacteria; Acidobacteria; Blastacatellia (Subgroup 4); 11-24

Bacteria; Chloroflexi; Ktedonobacteria; Ktedonobacterales; Ktedonobacteraceae

0TU159 Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Sphingomonadales; Sphingomonadaceae; Sphingomonas

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Pseudonocardiales; Pseudonocardiaceae; Pseudonacardia
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Azospirillales; Inquilinaceae; Inquilinus; Inquilinus limosus
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; Xanthomonadaceae; Arenimonas
Bacteria; Prateabacteria; Deltaproteobacteria; Myxococcales; Haliangiaceae; Haliangium

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales

Bacteria; Chloroflexi; Anaerolineae; Ardenticatenales

Bacteria; Prateabacteria; Gammaprateobacteria; CCD24

Bacteria; Prateobacteria; Gammaprateobacteria; Steroidobacterales; Steroidobacteraceae; Steroidobacter
Bacteria; Acidobacteria; Subgroup 6

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; Hyphomicrobiaceae; Hyphomicrobium
Bacteria; Rokubacteria; NC10; Rokubacteriales

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; PLTA13

Bacteria; Nitrospirae; Nitrospira; Nitrospirales; Nitrospiraceae; Nitrospira

Bacteria; Prateabacteria; Gammaprateobacteria; Betaproteobacteriales; B1-7BS

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; B1-7B5

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria

Bacteria; Prateabacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; TRA3-20

Bacteria; Acidobacteria; Subgroup 6

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; Xanthomonadaceae; Lysobacter
Bacteria; Dadabacteria; Dadobacterijo; Dadabacteriales

Bacteria; Actinobacteria; Thermoleophilia; Solirubrobacterales; 67-14

Bacteria; Chloroflexi; Anaerolineae; Caldilineales; Caldilineaceae; Litorilinea

Bacteria; Prateobacteria; Deltaproteobacteria

Bacteria; Acidobacteria; Blastacatellia (Subgroup 4); 11-24

Bacteria; Dadabacterio; Dadobacteriio; Dadabacteriales

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; Hyphomicrobiaceae

Figura 34. Heatmap de abundancia de las OTUs que conforman el core en las muestras de colonias visibles y control de la cueva de Altamira

analizadas por la técnica de amplicones. La seleccion del core para cada subtipo representa aquellas OTUs con un promedio >1% y presentes

en al menos 2 muestras. Las muestras en color azul fueron seleccionadas para ser secuenciadas ademas por la técnica de shotgun. Las OTUs

recogidas en cuadros de color representan el core seleccionado para cada subtipo en particular.
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Las colonias blancas subtipo W1 fueron detectadas con menos frecuencia, de
hecho, s6lo 2 muestras de las 14 colonias blancas analizadas correspondieron
a este subtipo. Con un tamafio muestral tan pequefio, la composicion final de
este subtipo podria variar al analizar mas muestras. De 17 OTUs con una
abundancia mayor al 1%, s6lo 6 fueron compartidas entre estas dos muestras
que fueron las que se seleccionaron para su core. Como ocurre en todas las
colonias, la OTU mas caracteristica en estas muestras fue claramente su CM
(OTU2). Las otras cinco OTUs con menor abundancia (<2,5%) fueron
clasificadas dentro del filo Proteobacteria, tres de ellas en la clase
Gammaproteobacteria con la OTU24 (orden Steroidobacterales, familia
Steroidobacteraceae y género Steroidobacter), OTU12 (orden PLTA13)y
OTU14 (orden Betaproteobacteriales y género B1-7BS); y las otras dos en la
clase Alphaproteobacteria con la OTU13 (orden Rhizobiales, familia
Hyphomicrobiaceae y género Hyphomicrobium) y la OTU159 (orden

Sphingomonadales, familia Sphingomonadaceae y género Sphingomonas).

Las colonias blancas subtipo W2 fueron las més frecuentes entre las colonias
blancas, perteneciendo a él 12 muestras de un total de 14 analizadas. El
analisis de composicion simplificada nos sugiere que ocho OTUs representan
la mayoria de su diversidad. A parte de su CM, OTU1, encontramos también la
OTU3 (orden Wb1-P19 de las Nitrosococcaceae) formando parte del grupo de
los componentes secundarios mas abundantes (6%). Entre los otros seis
componentes secundarios con menor abundancia destaca el filo Acidobacteria
con la OTU7 (clase Blastocatellia Subgrupo 4, orden Blastocatellales, familia
Blastocatellaceae y género JGI 0001001-H03) y las OTUs 11y 5 (clase
Blastocatellia Subgrupo 4 y orden 11-24). El resto de los filos fueron
Chloroflexi con la OTU27 (familia Ktedonobacteraceae), el filo Actinobacteria
con la OTUZ2 (género Crossiella) y el filo Proteobacteria con la OTU12 (clase
Gammaproteobacteria y orden PLTA13). De esta seleccion de core, tan solo
las OTUs 7, 11y 27 se puede considerar caracteristicas unicamente en este

subtipo.
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Colonias amarillas

Las colonias amarillas pueden considerarse de 10 OTUs como sus
componentes esenciales. La OTU principal para este tipo de colonias fue su
CM correspondiente con la OTU2 (género Crossiella) con una abundancia del
38%. En los componentes secundarios destacé de nuevo la OTU3 como
secundario mas abundante con una abundancida del 5%. El resto de OTUs (8)
constituyen componentes secundarios con una menor abundancia
perteneciendo a 3 filos: Dadabacteria con la OTUG6 (clase Dadabacteriia y
orden Dadabacteriales), Acidobacteria con la OTU5 (clase Blastocatellia
Subgroup 4 y orden 11-24) y las OTUs 41 y 32 (ambas correspondieron a la
clase subgrupo 6), y finalmente el filo Proteobacteria con la OTUS8 (clase
Alphaproteobacteria, orden Rhizobiales y familia Hyphomicrobiaceae), OTU10
(clase Gammaproteobacteria, orden Betaproteobacteriales y familia B1-7BS),
OTU18 (clase Gammaproteobacteria y orden Betaproteobacteriales) y OTU12
(clase Gammaproteobacteria y orden PLTA13). De todas estas OTUs, sélo las
OTU41 y OTU32 se pueden considerar caracteristicas en colonias amarillas.

En esta seleccion de componentes centrales encontramos claramente una
serie de OTUs mas abundantes presentes en muchas de las muestras de
colonias, en especial, las OTUs correspondientes a los componentes
mayoritarios (OTUs 1, 2 y 4). Pero también entre los componentes secundarios
encontramos OTUs con una abundancia menor a los CMs, pero compartidas
entre los subtipos de colonias como las OTUs 3, 5, 6 y 8. De igual manera
también se detectaron OTUs mas especificas para cada subtipo de colonia.

Algunas de estas OTUs compartidas entre colonias, fueron también detectadas
en las muestras control, pero en menor abundancia. Esta abundancia media en
las muestras control fue para la OTU3 0,05%, OTU5 1,72%, OTU6 0,61% y
OTU8 1,75%. Hay 4 OTUs mas que también se detectaron en las muestras
control con la misma o mayor abundancia que en las colonias sospechando
gue pudieran ser contaminantes de soporte que fueron: la OTU13 (3,04%),
OTU16 (0,96%) y la OTU37 (0,95%). Se considera, por tanto, que salvo las 3
altimas OTUs (OTUs 13, 16 y 37) que presentaron una mayor o similar
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abundancia también en las muestras control, el resto corresponderian con

componentes reales de las colonias.

Para ampliar la comparacion entre los componentes de las colonias y la
microbiota propia del suelo y del soporte, comparamos las muestras de
colonias con mas muestras de suelo y soporte, obtenidas de diferentes zonas
de la cueva. Se analizaron un total de 86 muestras de suelo y soporte en las
siguientes zonas de la cueva: Vestibulo, Cruce, Policromos, Hoya Bisonte y
Hoya Cabra.

De un total de 15.783.202 lecturas crudas, se filtraron en 4.451.858 que se
agruparon en 7.933 OTUs. En este caso el filo mas abundante para estas
muestras fue Proteobacteria con 28,07% de las secuencias seguido de
Acidobacteria con un 19,48%, Actinobacteria 10,83%, y Planctomycetes
10,21% (Anexo-Figura S1). Otros filos detectados correspondieron con
Chloroflexi con un 6,53% de las secuencias, Firmicutes 6,27%, Rokubacteria
4,71%, Gemmatimonadetes con 2,75%, Nitrospirae con 1,88%, Latescibacteria
con 1,85%, Bacteroidetes con 1,72% y Verrucomicrobia con 1,69%. Los otros
filos restantes (34), los cuales individualemente obtuvieron una abundancia
<1%, representaron un 3,77% de las secuencias entre los que destacaron los
filos GAL15 o Dadabacteria entre otros. Las secuencias no clasificadas

correspondieron con un porcentaje minimo 0,26%.

Cuando comparamos los componentes de muestras de colonias con los de
estas muestras de suelo y soporte, destaca la abundancia diferencial del filo
Actinobacteria en las muestras de colonias, reiterando el hecho de que este
filotipo es de los mas importantes en este tipo de muestras (Figura 35). Por el
contrario, en las muestras de suelo y soporte fueron mas abundantes los filos
Proteobacteria y Acidobacteria, al igual que otros filos no detectados en las
colonias como Firmicutes especialmente en muestras de la Hoya Cabra,
Latescibacteria en muestras de Policromos o0 GAL15 y Gemmatimonadetes en

casi todas las localizaciones.
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En cuanto a las 10 OTUs detectadas con mayor frecuencia en estos 2 tipos de
muestras, constatamos en primer lugar que la abundancia que representaron
estas OTUs en las muestras de suelo y soporte (4-50%) fue mucho mas baja
gue en las colonias (27-87%) reflejando la existencia de una mayor diversidad
en las muestras de suelo y soporte (Figura 36). La diversidad en estas
muestras fue con diferencia mucho mas alta que en las muestras colonias con
valores de Shannon en la mayoria de 5 a 8,5 (Anexo-Figura S2). Ademas, en
estas muestras no hay una dominancia de una o unas cuantas OTUs como
sucede en las muestras de colonias (indice de dominancia < 0,2). Sin embargo,
si que se observan algunas OTUs con una abundancia mayor en algunas
muestras como por ejemplo en muestras de Policromos, Vestibulo y Hoya
Bisonte destaca una Acidobacteria Subgroup 6 y una Gammaproteobacteria
del género wh1-P19, y en la zona de la Hoya Cabra 2 Firmicutes asignadas a

los géneros Bacillus y Sporosarcina (Figura 36).

La unica OTU de esta seleccidén que estd compartida entre las colonias y las
muestras de suelo y soporte fue la Nitrosococcaceae perteneciente al género
wb1-P19 tratandose del mismo amplicén con un 99,54% identidad (OTU3 en
colonias y OTU2 en muestras de suelo y soporte). Esta OTU que fue muy poco
abundante en las muestras control utilizadas para comparar contra las
muestras de colonias, sin embargo, aparece como segunda OTU mas
abundante en general en las muestras de suelo y soporte, aunque no alcanza
el nivel observado en las colonias. No obstante, la OTU no fue detectable en
todas las muestras, solamente en 45 de las 86 muestras analizadas. En el
Vestibulo (donde se concentra la mayor abundancia de colonias) fue detectada
solamente en el soporte en 2 muestras de 14 con una abundancia que oscilé
entre 1y 3%. Por el contrario, en el suelo se encontr6 en 11 de 12 muestras

con abundancias que oscilaron entre 1y 37%.
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M Acidobacteria

W Actinobacteria
Bacteroidetes
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B Dadabacteria

B Firmicutes
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H Nitrospirae
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Figura 35. Comparacion de los filos méas representativos para las muestras de suelo y soporte y muestras de colonia en distintos puntos de la

Cueva de Altamira analizadas por la técnica de amplicones.
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En general los CMs de las colonias estan ausentes o son muy poco
abundantes en muestras de suelo y soporte. Asi la OTU2 de las colonias, que
constituye un componente mayoritario en colonias amarillas, blancas subtipo
W1, grises subtipo G2 y beis, fue detectada con una abundancia cercana al 1%
también en estas muestras, en concreto en 7 muestras de Policromos (6 de
soporte y 1 de suelo) y en 2 muestras de Vestibulo soporte. Sin embargo, los
otros componentes mayoritarios en concreto las OTUs 1 y 4 sélo fueron

detectadas en una muestra de suelo del Vestibulo.

En resumen, podemos concluir que las OTUs descritas como componentes
mas abundantes de las colonias son claramente caracteristicas de las colonias
y son poco abundantes en muestras de suelo y soporte. Sin embargo, su
presencia en muestras de soporte no descarta que las colonias puedan
formarse a partir de componentes del suelo o el soporte combinados en las
proporciones adecuadas que pueden proliferar cuando las condiciones sean

favorables para ello.
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W Bacteria; Acidobacteria; Subgroup 6
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; TRA3-20
W Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Micrococcales; Micrococcaceae
W Bacteria; Rokubacteria; NC10; Rokubacteriales
W Bacteria; Nitrospirae; Nitrospira; Nitrospirales; Nitrospiraceae; Nitrospira
W Bacteria; Acidobacteria; Acidobacteriia; Subgroup 2
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W Bacteria; Actinobacteria; Nitriliruptoria; Euzebyales; Euzebyaceae
Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Pseudonocardiales; Pseudonocardiaceae; Crossiella
W Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Nitrosococcales; Nitrosococcaceae; wb1-P19
Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Pseudonocardiales; Pseudonocardiaceae; Crossiella
W Bacteria; Acidobacteria; Blastocatellia (Subgroup 4); 11-24
Bacteria; Dadabacteria; Dadabacteriia; Dadabacteriales
W Bacteria; Acidobacteria; Blastocatellia (Subgroup 4); Blastocatellales; Blastocatellaceae; JGI 0001001-H03
W Bacteria; Proteobacteria; Alphapr bacteria; Rhizobiales; Hyphomicrobiaceae
W Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; PLTA13
W Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; B1-7BS

Figura 36. Lista de las 10 OTUs con mayor frecuencia en las muestras de suelo y soporte en comparacion con las muestras de colonias

visibles en la cueva de Altamira analizadas por la técnica de amplicones.
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Colonia Lecturas N° Total N° contigs Total >1 Kb N° Contigs

subtipo Muestra Lectura trimadas contigs Total (Mb) >1 kb (Mb) MAGs MAGS MAGS (Mb)
Gl G1loM1 150 54.066.040 1.068.638 582,10 63.430 188,20 34 31.364 112,03
G2 G10M2 150 53.795.588 818.733 484,40 59.974 183,30 27 27.040 108,77
w1 W6M1 100 62.611.472 159.816 108,70 16.444 48,70 9 9.152 31,86
W2 Ww8M1 100 63.607.924 82.108 62,10 8.767 34,80 6 5.091 24,30
YC Y6M1 100 58.775.026 177.582 117,70 17.419 48,90 9 9.072 30,36
BC B11M1 150 24.908.766 149.332 82,80 5.465 25,30 5 2.817 20,60

Tabla 2. Métrica general obtenida para cada muestra tras los pasos de ensamblado y bineado de las lecturas de los metagenomas.
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5.2 Resultados técnica de shotgun

5.2.1 Métrica general

Por la técnica de shotgun se secuenciaron un total de 6 muestras, una muestra
por cada subtipo de colonia identificado por la secuenciacién de amplicones.
Las primeras muestras (YC, W1y W2) se secuenciaron con lecturas pareadas
de 100 pb, y las siguientes (G1, G2 y BC) con lecturas de 150 pb. El total de
lecturas obtenidas en los metagenomas fueron alrededor de 50 millones,
exceptuando el metagenoma de la muestra de colonias beis que produjo

solamente unos 25 millones.

Las lecturas obtenidas fueron filtradas y ensambladas de novo con
metaSpades como se describe en materiales y métodos. En todos los
metagenomas los contigs menores de 1000 pb no se tuvieron en cuenta, y el
resto fueron utilizados para la obtencion de MAGs (genomas derivados de
metagenomas) tras su clasificacion con Maxbin y posterior curado con Anvi'o.
El software Anvi’'o ademas de estimar la contaminacion y la completitud con
unos sets de genes marcadores propios que deberian estar presentes sin
redundancia en cada taxon, genera clusters de contigs de un MAG en base a la
frecuencia de tretranucledtidos y los representa graficamente generando un
arbol, de manera que los contigs que se consideran contaminantes se

visualizan facilmente y es posible desecharlos del MAG.

Respecto al tamafio de los metagenomas obtenidos (Tabla 2), hay que
mencionar que un porcentaje muy importante de las secuencias ensambladas
estan en contigs muy pequenos y con una “cobertura segun metaSpades” muy
baja, lo que refleja que provienen de moléculas de DNA poco abundantes. Por
eso hemos desestimado contigs menores de 1 kb, lo que ha supuesto eliminar
entre un 50% y un 70% de secuencia segun los metagenomas.
Adicionalmente, no todos los contigs mayores de 1 kb fueron correctamente
clasificados por Maxbin. De un 15 a un 30% de secuencia en contigs mayores
de 1Kb no ha sido clasificada en “bins” y por lo tanto no esta representada en

los MAGSs. En resumen, solo un 20-40% de la secuencia ensamblada se
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encuentra representada en los MAGs, aunque esto incluye todas las
secuencias de buena calidad y presumiblemente, la mayoria de los genes
codificantes que o bien estan contenidos en los MAGs o al menos en los

contigs no clasificados mayores de 1 kb.

Si estimamos que el tamafio medio de un genoma es de 5 Mb, el nimero de
genomas recuperados como MAGs en cada metagenoma oscila entre 5y 34,
dato que coincide bien con el nimero de componentes significativos de las

colonias obtenido a partir del analisis de amplicones.

Para analizar la distribucion de las lecturas originales (reads) en los MAGs
finales, hemos mapeado las lecturas en los contigs de los MAGs. De este modo
tendremos una idea del porcentaje absoluto de informacion que se estaria
perdiendo en las secuencias no clasificadas, y al mismo tiempo podremos

conocer la abundancia relativa de cada MAG dentro de su metagenoma.

Por tanto, se alinearon las lecturas contra los MAGs utilizando el software
Bowtie2 y los reads correctamente alineados se contaron con SAMtools,
descrito en el apartado de materiales y métodos (Figura 37). El porcentaje de
reads mapeados en los metagenomas YC, G1 y G2 fue alrededor de 55%,
mientras que fue superior en los metagenomas de las colonias W1y W2 con
62,79% y 71,50% respectivamente. EI mayor porcentaje de mapeo se obtuvo
en el metagenoma BC con un alineamiento del 84,53% de las lecturas con los
contigs contenidos en MAGs. Esta diferencia puede ser debida a que el grado
de diversidad que encontramos en las colonias beis, asi como en las colonias
blancas no es tan alta como en las otras colonias, y permite que la
recuperacion de los genomas de los componentes sea mas completa y se

pierda menos informacion.

No todos los contigs >1000 se binearon en MAGSs y puesto que éstos también
tienen informacién sobre los genes presentes en los metagenomas, estos
contigs se agruparon en un mismo archivo (al que llamamos MAGOXX siendo
XX el subtipo de colonia) al cual se mapearon también las lecturas. A

excepcion del metagenoma G2 en el cual las lecturas mapeadas aumentaron
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un 10% al incluir en el metagenoma los contigs >1000 no bineados, en el resto
de metagenomas no se observé un incremento significativo, indicando que la
mayor parte de informacién genémica de los componentes de las colonias esta
siendo recogida en los (bins) MAGs. A parte, siempre hay lecturas que no
mapean y que corresponden a contigs <1000 o lecturas con errores que haya
descartado el ensamblador. La proporcion de estas lecturas no mapeadas en
los metagenomas mas diversos fue alta (YC:42,3%; G2:34,5%; G1:37,5% y
W1:35,5%), mientras que este porcentaje disminuye en los metagenomas
menos diversos (BC:23,8% y W2:14,2%), indicando igualmente el menor grado
de contaminacién de componentes menos esenciales de las colonias para las

muestras menos diversas.

YC 42,29
G2 34,50
Gl 37,55
w1 35,46
BC 23,75
w2 |1,zg 14,19

20 40 60 80 100

o

M Lecturas en MAGs [ Contigs >1000 no bineados M Lecturas no mapeadas

Figura 37. Mapabilidad de las lecturas para cada metagenoma. En color azul el
porcentaje de las lecturas totales que han mapeado contra los MAGs obtenidos y en
amarillo contra los contigs >1000 no bineados. En negro el procentaje de las lecturas

no mapeadas.

A partir de los datos de alineamiento, también es posible contar el nimero de
lecturas que mapean en cada uno de los MAGs de forma individual. Los
valores de esta medida se representan en la figura 38. En cada metagenoma
se han repartido las lecturas que mapearon contra todos los contigs mayores
de 1 kb (contenidos en MAGs 0 no) y calculado el porcentaje que mapea en
cada MAG o no asignados a MAGs (en amarillo). Como puede observarse, en
cada metagenoma existe un MAG en el que mapearon la mayoria de las
lecturas (desde el 26 al 95% de las lecturas totales), indicando una abundancia
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de este genoma en la comunidad mucho mayor que la del resto. Esta
observacion confirma la idea, propuesta a partir del analisis de amplicones, de
la existencia de ciertos componentes mas abundantes y que consideramos
como componentes mayoritarios en las colonias. En el caso del metagenoma
de las colonias beis observamos la presencia de dos MAGs con una
abundancia relativa superior al resto, lo que también se desprende del analisis

de amplicones.

También se observé que la abundancia de los CMs en los metagenomas de G1
y G2 no fue tan abundante en comparacion al resto de metagenomas, aunque,
por el contrario, si lo fue si lo comparamos frente al resto de los MAGs
obtenidos en esos metagenomas. Esta diferencia entre los metagenomas de
las colonias grises y el resto puede deberse a una mayor complejidad en la
composicién de estos metagenomas. Una consecuencia directa de la mayor
complejidad es una menor eficiencia en el proceso de clasificacién de los
contigs en MAGs y a su vez una menor proporcién de lecturas que mapean con

los componentes mayoritarios.

100
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MAGO098
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40
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G1 G2 YC w1 W2 BC

Figura 38. Abundancia relativa de los MAGs en cada metagenoma. El color amarillo

representa la abundancia relativa (%) del archivo con los contigs >1000 no bineados.
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Analisis de la calidad de los MAGs

De los seis metagenomas, se obtuvieron un total de 90 MAGs que se
depuraron para eliminar la contaminacion resultante. Para medir la calidad de
los MAGs obtenidos, es necesario tener una idea de la contaminacion presente
provenientes de otras bacterias y como de completo se ha recuperado su
genoma porque se podria dar el caso de la obtencion de artefactos como
genomas quimericos, etc... que no reflejan la realidad de la muestra. Este
control de calidad se llevo a acabo con el programa CheckM. Hay que
considerar también que estos programas solo estiman la contaminacion en
base a la presencia de modelos de genes que deberian ser Gnicos en cada
taxdn, por tanto, los contigs contaminantes sin estos genes no se detectarian.
Segun los valores de contaminacion e integridad (completitud) en los MAGs,
los hemos clasificado en tres grupos: MAGs de calidad alta (>90% completitud
y <5% contaminacién), MAGs de calidad media (90-50% completitud y 5-15%
contaminacion) y MAGs de baja calidad (<50 completitud y 5-15%
contaminacion). De acuerdo con este criterio, de los 90 MAGs obtenidos, 16
fueron de alta calidad, 48 de media calidad y 26 de baja calidad (Figura 39).
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Figura 39. Representacion de la calidad en los MAGs. Alta calidad (>90 completitud y
<5% contaminacion), calidad media (90-50 completitud y 5-15% contaminacion) y baja

calidad (<50 completitud y >15% contaminacion).
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En cuanto a su posicién taxonémica, 2 MAGs correspondieron con genomas de
arqueas (MAGO010 y MAGO074), mientras que el resto fueron bacterianos. Los
genomas de arqueas presentaron un tamafio de genoma de <2 Mb y un
contenido en GC bajo de <0,45 (Anexo-Tabla S5). Por lo general, los
borradores de genomas obtenidos tienen un numero alto de contigs (>500). El
tamafo del genoma de los MAGs varia de 0,9 a 11 megabases, situandose la
mayoria entre 2 a 5 Mb. Tienen un contenido alto de GC (0,5-0,7), a excepcion

de los genomas de arqueas.

El nimero de genomas que se han obtenido en los metagenomas no ha sido
uniforme, ya que de las colonias grises (G1 y G2) hemos recuperado 34y 27
MAGSs, un numero de genomas significativamente mayor que del resto. El
namero de MAGs recuperados del resto de colonias han sido 9 para las
colonias amatrillas y las blancas subtipo W1, 6 paras las blancas subtipo W2y 5

para las beis.

5.2.2 Andlisis de la biodiversidad

Para estimar la cantidad de diversidad que estos metagenomas estan captando
de las muestras originales, llevamos a cabo andlisis equivalentes a las
estimaciones de a y B diversidad de manera similar a como se ralizaron para
los analisis de amplicones. Las curvas de rarefaccion y medidas de diversidad

a se calcularon con el programa Nonpareil 3.

A diferencia de las curvas de rarefaccion obtenidas para las muestras de
amplicones, las curvas obtenidas de las muestras de metagenomas indicaron
gue en ninguna de estas muestras se llego a caracterizar la diversidad total en
ellas (Figura 40). Con las secuencias obtenidas en las muestras de
metagenomas, se alcanz6 mas del 78% de la diversidad en todas las muestras
con valor maximo del 91% para las colonias beis. Se estima que una
representacion satisfactoria de una muestra se consigue con valores superiores
al 95%, para lo que se requeriria un esfuerzo de secuenciacion adicional (Tabla
3).
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No obstante, no podemos olvidar que las muestras secuenciadas no contienen
“colonias puras”, sino que inevitablemente estan contaminadas con una
cantidad variable de soporte que aporta una cantidad de DNA no deseado a la
muestra. Si consideramos, como ya hemos hecho antes, que estos
contaminantes son poco abundantes en comparacion con los componentes
reales de las colonias podemos aceptar que el esfuerzo de secuenciacion

aplicado debe ser suficiente para describir la diversidad de las colonias.

El indice Na que se obtiene en los metagenomas es un indice de diversidad de
secuencias y se correlaciona positivamente con el indice de diversidad de
Shannon obtenido en estas mismas muestras a partir de los andlisis de
amplicones (Anexo-Figura S3). Segun los documentos del programa un
entorno dominado en gran parte por unas pocas especies bacterianas como lo
es el drenaje acido de una mina, produce con Nonpareil valores de Ngd
alrededor de 15 a 16, suelos agricolas, fondos de agua dulce y arenosos
alrededor de 20 a 22, y suelos marinos y otros alrededor de 21 a 25. Las
muestras en este estudio tienen un indice entre 16-19, indicando que se trata

de muestras con una diversidad no muy compleja.

Esfuerzo de Esfuerzo calculado para

Muestras  Cobertura Pearson’s secuenciacion una cobertura casi Indice Ng¢
R del estudio completa
G1 0,6834861  0,9916706 5,41E+07 1,94E+11 18,97797
G2 0,8192145 0,992743 5,38E+07 1,05E+11 18,64075
w1 0,7834019  0,9689683 6,26E+07 3,43E+10 17,48001
W2 0,8979823  0,9869165 6,36E+07 4,38E+08 15,88844
YC 0,7346665  0,9738803 5,88E+07 1,36E+11 18,16294
BC 0,915041 0,9941717 2,49E+07 1,47E+09 16,8138

Tabla 3. Resultado de los analisis de a-Diversidad en los metagenomas de colonias

visibles.

120



RESULTADOS

Nonpareil Curves
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Figura 40. Curvas de rarefaccion en los metagenomas de colonias visibles.

Se compardé también el grado de similitud entre los diferentes metagenomas
(Figura 41). Para ello se utilizé el programa MetaFast. Como se puede
observar, los metagenomas son bastante diferentes en general, en especial,
los metagenomas BC, W2 y G1 que se pueden apreciar como los mas
distantes de todos. La separacién en estas muestras ya se pudo apreciar por la
técnica de amplicones en los andlisis de B diversidad, que también las agrupo6
en clusters distintos y muy separados (Figura 31). Respecto a las muestras
W1, YCy G2, por la técnica de amplicones fueron agrupadas en el mismo
cluster, sin embargo, solamente los metagenomas de colonias W1 e YC fueron
los Gnicos que agruparon mas cercanos manteniendo una cierta similitud en su
composicién, mientras que el metagenoma G2 se sitla equidistante del G1y

del grupo que forma W1l e YC.
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Figura 41. B-Diversidad presente en los metagenomas de colonias visibles. A la izquierda se representan las distancias estimadas entre los
metagenomas obtenidas con el programa Metafast en un heatmap y a la derecha se representan estas distancias en un plot MDS con la
funcion vegdist de la libreria vegan v2.4-2 usando el método de disimilitud Bray-Curtis.

122




RESULTADOS

5.2.3 Analisis taxonémico de los MAGs

Los phyla en los que se clasificaron los MAGs recuperados en las colonias
fueron Acidobacteria, Actinobacteria, Candidate division NC10, Candidatus
Dadabacteria, Candidatus Rokubacteria, Chloroflexi, Parcubacteria,
Proteobacteria (alpha,beta,gamma y delta), Nitrospirae y Thaumarchaeota.
Estos taxones fueron los mismos detectados en la seleccion de las muestras
de colonia por la técnica de amplicones, a excepcion de los filos Candidate
division NC10 y Thaumarchaeota que solo fueron detectados en OTUs

minoritarias (<1%).

El Unico taxdn no detectado por la técnica de amplicones fue el superfilo
Parcubacteria, lo que se atribuye a la presencia de intrones en el 16S rRNA de
este grupo, impidiendo su amplificacién con los primers universales usados en

la técnica de amplicones.

Cuando se compararon las secuencias de los MAGs calculando los valores de
ANI 'y AAI entre ellos, encontramos que algunos MAGS, se encuentran
compartidos entre los diferentes metagenomas y que podrian pertenecer a la
misma especie. Por ello como paso previo a asignar taxonomia a los MAGsS,
contando con la posibilidad de que algunos estuvieran compartidos entre
diferentes metagenomas o que pudieran ser muy similares entre si, hemos
calculado la similitud entre ellos comparando los MAGs completos entre siy
calculando el grado de identidad de secuencia de nucleétidos (ANI) y de los
polipéptidos predichos por Prodigal (AAl). Esta etapa seria equivalente a la de

agrupacion de las secuencias de amplicones en OTUs.

En estudios anteriores se ha establecido que los valores de ANI requeridos
para que dos MAGs pertenezcan a bacterias del mismo género deben ser
>77%, y mayor del 93-96% para considerarlos pertenecientes a la misma
especie. (Rossell6-Mora and Amann, 2015). Otros estudios establecen el limite
para pertenecer al mismo género a partir del 62% de identidad y para la misma
especie mayor del 95-96% (Kim et al., 2014).
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En cuanto a los valores de AAI, los valores requeridos son parecidos a los de
ANI, debiendo ser para pertenecer a la misma especie mayor del 93-95% de
identidad y para pertenecer al mismo género mayor del 65-72% (Konstantinidis
and Tiedje, 2007).

Siguiendo estos valores establecidos, hemos agrupado los MAGs en clusters
utilizando un valor de ANI superior al 77% para considerar a los MAGs que
agrupen dentro de estos clusters como miembros del mismo género. Esta
agrupacion en los MAGs obtenidos ha resultado en 13 clusters (Anexo-Tabla
S6). Ademas, la secuencia de nucleotidos de los MAGs (valor ANI) se ha
comparado contra los genomas de referencia disponibles en GenBank para el
taxén determinado en ese cluster. Adicionalmente a la comparacién de los
MAGs completos con genomas obtenidos de las bases de datos, hemos
utilizado la comparacién de rRNAs ribosomales cuando se han encontrado
presentes en los MAGs del cluster y la comparacion de los ORFs predichos a
partir de la secuencia de nucle6tidos. Los genomas de referencia y su nimero
de acceso a GenBank utilizados en estos andlisis se encuentran en el Anexo-
Tabla S7. Combinando las aproximaciones anteriores proponemos para los

grupos de MAGs obtenidos en los 13 clusters, la siguiente clasificacion:

Cluster | Nitrosopumilaceae (Thaumarchaeota)
Cluster Il Blastocatellia (Acidobacteria)
Cluster Il Pseudonocardiaceae (Actinobacteria)

Cluster IV Nitriliruptoria (Actinobacteria)

Cluster V. Rhizobiales (Aphaproteobacteria)
Cluster VI  Ferrovaceae (Betaproteobacteria)
Cluster VII  Betaproteobacteria

Cluster VIII  Lysobacter (Gammaproteobacteria)
Cluster IX  Chromatiales (Gammaproteobacteria)
Cluster X Nitrospira (Nitrospirae)

Cluster XI  Candidate division NC10

Cluster Xl Parcubacteria

Cluster XllI Candidatus Dadabacteria
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A continuacion, pasamos a describir los clusters mencionados mediante el

analisis recogido en base a las 3 aproximaciones descritas previamente:

Cluster |

En este cluster agruparon los Unicos genomas de arqueas obtenidos: MAGO010
(G1) y MAGO74 (W1). Segun los valores de ANI de 96,51% y de AAI 95,64%,
estas arqueas, obtenidas de dos metagenomas diferentes, corresponderian a
dos individuos de la misma especie. En uno de ellos (MAG074) hemos
encontrado dos fragmentos conteniendo secuencias parciales del 16S rRNA
(728/692 bp). Por comparacion de este 16S rRNA podemos determinar que los
MAGs representan a dos arqueas del filo Thaumarchaeota, clase
Nitrososphaeria, orden Nitrosopumilales y familia Nitrosopumilaceae. Segun la
clasificacion de sus ORFs con CAT/BAT, clasificaron en el filo Thaumarchaeota
y la arguea més cercana a estos MAGs fue Thaumarchaeota archaeon CSP1-1
(GenBank accession: GCA 001443365.1), que se encuentra coOmo una especie
no clasificada dentro del filo Thaumarchaeota, probablemente porque el

borrador de genoma no contiene ningan rRNA ribosémico.

Hay en GenBank 502 ensamblados bajo el filo Thaumarchaeota, 150
ensamblados bajo el orden Nitrosopumilales y 130 ensamblados bajo la familia
Nitrosopumilaceae. Para afinar la asignacion taxonémica del cluster se
descargaron algunos genomas de referencia de los 3 6rdenes descritos en la
familia Nitrosopumilaceae (Candidatus Nitrosomarinus, Nitrosarchaeum y
Nitrosopumilus), ademas del genoma de Thaumarchaeota archaeon CSP1-1.
El valor de ANI del cluster contra estos genomas seleccionados de los
diferentes géneros fue solo alto contra el genoma Thaumarchaeota archaeon
CSP1-1 (>94%), por el contrario. fue bajo respecto al resto (71%), lo que
sugiere que los MAGs en este cluster, junto con Thaumarchaeota archaeon
CSP1-1, estarian en el limite de poder pertenecer cuando menos a un género
no descrito, diferente del resto de la familia Nitrosopumilaceae presente en las

bases de datos (Figura 42).
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MAGO10

MAGOT4

Thaumarchaeota archaeon CSP1-1

—— Candidatus Nitrosopumilus sp SW

L——  Nirosopumilus matirimus SCM1

Candidatus Nitrosopumilus sedimini

— Candidatus Nitrosomarinus sp

Candidatus Mitrosomarinus catalina
[ Nitrosarchaeum sp AC2
Nitrosarchaeum koreense MY1

Figura 42. Valores ANI para los MAGs que agruparon en el cluster | contra los

genomas disponibles en la familia Nitrosopumilaceae.

Al comparar las secuencias de 16S rRNA encontradas en el MAGO074 contra la
base de datos nr/nt (nucleotide collection) de GenBank (26/12/2020), los hits
mas cercanos fueron dos clones de rRNA (GenBank: AM055706.1 y
KP308700.1) que mostraban porcentajes de identidad del 99,7% y 98,5% con
MAGO74. Estos 16S rRNA fueron clones obtenidos en un analisis de
comunidades microbianas en manantiales sulfurosos y sedimentos de
acuiferos y representan arqueas no cultivadas. (Castelle et al., 2015; Koch et
al., 2006).

Cluster Il
En este cluster han agrupado 3 genomas de bacterias: MAG081 (W1),
MAGO004 (G1) y MAGO61 (G2) con valores de ANI >94,49% y de AAI >90,09%,

sugiriendo que podrian pertenecer a diferentes aislados de una misma especie.

En los MAGs 81, 04 y 61 han bineado 3 fragmentos conteniendo una
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secuencia parcial (779 pb) o completa del 16S rRNA (1529/1492 pb
respectivamente). Basandonos en los alineamientos de estos rRNAs en SILVA,
podemos determinar que los MAGs 81, 04 y 61 correspondieron a Bacterias del
filo Acidobacteria, clase Blastocatellia (Subgroup4) y orden 11-24. Segun la
clasificacion de sus ORFs con CAT/BAT, los tres MAGs del cluster clasificaron

en el filo Acidobacteria sin ser posible una mejor asignacion.

Hay en GenBank 76 ensamblados gendmicos en la clase Blastocatellia, con
dos 6rdenes, Blastocatellales y Chloracidobacteriales. Seis de estos
ensamblados gendmicos fueron seleccionados tratando de que representaran
la mayor diversidad posible dentro de la clase Blastocatellia, que no es mucha.
Estos genomas se compararon contra los genomas de los tres MAGs de este
cluster. El valor de ANI del cluster contra estos genomas de referencia
seleccionados fue muy bajo (<68%) lo que sugiere que las bacterias
detectadas estarian en el limite de poder pertenecer cuando menos a un
género de la clase Blastocatellia diferente de los representados hasta la fecha
en GenBank (Figura 43).

Al comparar las secuencias de 16S rRNA encontradas en estos MAGS contra
la base de datos nr/nt de GenBank (26/12/2020) se encontr6 un clon de rRNA
(GenBank: FJ535090.1) que mostraba porcentajes de identidad de 99,6% con
MAGO004 y MAGO061, y de 99,2% con MAGO081. Este 16S rRNA fue obtenido en
un analisis de comunidades microbianas que colonizan una cueva karstica en
Eslovenia (Pasic et al FEMS, 2010). Podemos por tanto concluir, al menos de
este analisis, que este cluster representa posiblemente un “género nuevo” de
Acidobacteria, sin miembros cultivados, perteneciente a la clase Blastocatellia y
especialmente adaptado al crecimiento en cuevas formando parte de

consorcios.
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Blastocatellia bacterium

MAGOO4

MAGOG1

MAGOB1

——— Pyrinomonadaceae bacterium

Pyrinomonas methylaliphatogenes

Blastocatellia bacterium AA13

Chloracidobacterium thermophilum
B

Chloracidobacterium sp UBA2026

Uncultured Pyrinomonadaceae bact
erium

Figura 43. Valores ANI para los MAGs que agruparon en el cluster Il contra los

genomas disponibles de la clase Blastocatellia.

Cluster llI

En este cluster han agrupado la gran mayoria de los componentes mayoritarios
de las colonias: MAGO088 (YC), MAGO046 (G2), MAG098 (BC), MAGO001 (G1) y
MAGO073 (W1), y un componente secundario MAGO60 (G2) con valores de ANI
>77,10% y AAIl >71,66%. MAGO060, que aparece como componente secundario
en las colonias grises subtipo G2, puede ser idéntico a MAG098 (ANI: 99,69%
y AAL: 99,49%), por lo tanto, este cluster estaria formado practicamente por
componentes mayoritarios, afadiendo la posibilidad de que un componente

puede ser mayoritario en un tipo de colonia y secundario en otro.

Segun los valores de ANI (exceptuando MAGO060) estarian en el intervalo
77,81-92,77% y de AAI 71,66—89,78%, por tanto, estas bacterias
corresponderian a distintas especies, probablemente dentro de un mismo

género.
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En todos ellos, a excepcion del MAGO060, ha bineado un fragmento
conteniendo secuencias enteras del 16S rRNA (1464/1434/1513/1455/1533) lo
gue nos permitié determinar por comparacion con SILVA que estos MAGs
correspondieron a Bacterias del filo Actinobacteria, clase Actinobacteria, orden
Pseudonocardiales y familia Pseudonocardiaceae. Segun la clasificacion de
sus ORFs con CAT/BAT, clasificaron en el orden Pseudonocardiales, y las
bacterias mas cercanas fueron bacterias no clasificadas dentro del orden

Pseudonocardiales (Figura 44).

En GenBank bajo el orden Pseudonocardiales hay 421 ensamblados habiendo
s6lo una familia descrita, Pseudonocardiaceae con 409 ensamblados, y como
Pseudonocardiales no clasificados 12 ensamblados, donde se encuentra los
hits mas cercanos a los componentes agrupados en este cluster. En SILVA la
nomenclatura es igual habiendo tan solo la familia Pseudonocardiaceae dentro
del orden Pseudonocardiales, sin embargo, se encuentra alguna diferencia a
nivel de género que se discutira mas adelante. Teniendo en cuenta esto y al
tratarse de un cluster formado practicamente por componentes mayoritarios,
una asignacion mas precisa en estas bacterias se discutird en el apartado de la

filogenia de los componentes mayoritarios.

MAGOO1

MAGO46
E -
MAGOT3

Pseudonocardiales_bacterium_GCA_
003244055.1

Pseudonocardiales_bacterium_GCA_

003244245.1
Pseudonocardiales_bacterium_GCA_

013696175.1

Pseudonocardiales_bacterium_GCA_
003244235.1

MAGOG0

MAGO98
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Figura 44. Valores ANI para los MAGs que agruparon en el cluster Il contra los

genomas mas cercanos disponibles dentro del orden Pseudonocardiales.

Cluster IV

En este cluster se clasificaron el resto de componentes mayoritarios MAG097
(BC) y MAGO082 (W2), y los secundarios MAG090 (YC) y MAGO050 (G2) con
valores de ANI >85,85% y de AAI >82,25%. MAG097 puede considerarse
idéntico a los secundarios MAGO090 en colonias amarillas y MAG050 en
colonias grises subtipo G2 en base a los valores de AAI (>99,25%) y ANI
(>99,59%). Por los valores de ANI entre MAG082 contra MAG097, 90 y 50
(85,85-87,40%) y de AAI (82,25—-83,86%), estas bacterias pertenecerian a

distintas especies y probablemente dentro de un mismo género.

En todos los MAGs han bineado fragmentos conteniendo secuencias
completas (1458/1458/1437/1458) de 16S rRNA pudiendo a través de ellas
determinar que los MAGs representaban bacterias del filo Actinobacteria, clase
Nitriliruptoria, orden Euzebyales y familia Euzebyaceae. Segun la clasificaciéon
de sus ORFs con CAT/BAT, clasificaron a nivel de clase Actinobacteria, sin ser
posible una mejor asignacion a mayor nivel e indicando por tanto baja identidad
con los genomas disponibles, probablemente por la poca informacion que hay

en la base de datos del NCBI en torno a la clase Nitriliruptoria.

En GenBank bajo la clase Nitriliruptoria hay 91 ensamblados habiendo 4
ordenes descritos que son Egibacterales (3 ensamblados), Egicoccales (2
ensamblados), Euzebyales (9 ensamblados) y Nitriliruptorales (73
ensamblados), y como no clasificados 4 ensamblados. Ninguno de estos
ensamblados mostré suficiente similitud con los MAGs en base al valor ANI.
Teniendo en cuenta esto y al tratarse de un cluster formado practicamente por
componentes mayoritarios, una asignacion mas precisa en estas bacterias se

discutira en el apartado de la filogenia de los componentes mayoritarios.
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Cluster V

En este cluster han agrupado el MAG094 (YC) y el MAGO067 (G2) con un valor
de ANI del 95,79% y de AAI del 93,21%. Acorde a estos valores estarian en el
rango de poder considerarse miembros de la misma especie. Ninguno de estos
MAGs presento6 bineado algun fragmento conteniendo secuencias de 16S
rRNA, y segun la clasificacion de sus ORFs con CAT/BAT clasificaron con el
filo Proteobacteria, clase Alphaproteobacteria y orden Rhizobiales. Ademas,
estos MAGs presentaron una calidad baja teniendo una completitud inferior al

50% y por ello resulta dificil una asignacion taxonémica mas completa.

Cluster VI

En este cluster han agrupado el MAG049 (G2) y el MAG003 (G1) con un valor
de ANI de 99,84% y un AAI de 99,81%. Segun los valores de AAl y ANI, estas
bacterias pueden considerarse como individuos casi idénticos de la misma
especie. Habiendo bineado en los dos MAGs fragmentos conteniendo
secuencias parciales (1251 pb) o completas (1546 pb) de 16S rRNA, podemos
determinar con SILVA que los MAGs correspondieron a bacterias del filo
Proteobacteria, la clase Gammaproteobacteria, orden Betaproteobacteriales,
familia Ferrovaceae y género Ferrovum. Segun la clasificacion de sus ORFs
con CAT/BAT, clasificaron con el filo Proteobacteria, sin ser posible una mejor
asignacion dado que estos MAGs presentan baja identidad con los genomas
disponibles de la base de datos, probablemente por la poca informacién que

hay en torno al género Ferrovum.

Hay en GenBank 87 ensamblados disponibles dentro de la familia Ferrovaceae
en el que solo hay descrito un género Ferrovum, y dentro de él s6lo una
especie descrita Ferrovum myxofaciens con 3 ensamblados, y como no
clasificadas en este género 84 ensamblados. Hemos utilizado algunos de estos
genomas para compararlos a nivel de nucleétido con los genomas dentro de
este cluster (Figura 45). El valor de ANI del cluster con algunos de los genomas

mencionados fue muy bajo (<66%) lo que sugiere que las bacterias detectadas
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estarian en el limite de poder pertenecer cuando menos a un género diferente

del género descrito Ferrovum.
MAGDO03
MAGD49

Uncultured Ferrovum TT_bin-604

Ferrovum sp 33-44-207

Ferrovum sp 37-45-19

Ferrovum sp JA12

—_ Ferrovum sp PN-J185

| Ferrovum myxofaciens

| Ferrovum sp 2-32

Uncultured Ferrocum Umea3p4_bin-
1559

Figura 45. Valores ANI para los MAGs que agruparon en el cluster VI contra los

genomas mas cercanos disponibles dentro del género Ferrovum.

La comparacion de las secuencias de 16S rRNA encontradas en estos MAGS
contra la base de datos nr/nt de GenBank (26/12/2020) no mejoro6 su situacion
taxdbnomica. No se encontraron bacterias muy cercanas, lo que podria justificar
la sospecha de un género diferente al descrito dentro de la familia
Ferrovaceae. Los hits mas cercanos fueron clones de rRNA obtenidos a partir
de muestras no cultivadas obtenidos de muestras de sedimentos, roca y suelo
(GenBank HQ445760.1 y EF020061.1) con porcentajes de identidad del 93%
con MAGO003 y MAGO049.
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Cluster VII

En este cluster han agrupado el MAG086 (W2) y MAGO0O05 (G1) con un valor de
ANI del 78,99% y de AAI del 72,33%. Segun estos valores de ANI y AAl, estas
dos bacterias no serian de la misma especie, aunque posiblemente sean del
mismo género. Ninguna de ellas presentod bineado algun fragmento
conteniendo secuencias de 16S rRNA, y segun la clasificacion de sus ORFs
con CAT/BAT unicamente se clasificaron en la clase Betaproteobacteria, sin

ser posible una mejor asignacion.

Cluster VIl

En este cluster han agrupado el MAG101 (BC) y el MAGO058 (G2) con un valor
de ANI 96,55% y un AAI 95,41%. Segun estos valores de ANI y AAl, ambos
genomas pertenecerian a bacterias de la misma especie. Ambos MAGs
contienen contigs con secuencias enteras del 16S rRNA (1556/1556). Gracias
a ello podemos determinar que los MAGs correspondieron a Bacterias del filo
Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, orden Xanthomonadales, familia
Xanthomonadaceae, género Lysobacter y especie Lysobacter koreensis.
Segun la clasificacion de sus ORFs con CAT/BAT, clasificaron con la familia

Xanthomonadaceae.

En GenBank hay 84 ensamblados de Lysobacter, aunque no hay uno
disponible de la especie Lysobacter koreensis. El valor de ANI del cluster
contra algunos de los genomas en el género Lysobacter fue >77%, lo que
sugiere que las bacterias detectadas pertenecen a este mismo género (Figura
46).
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MAG058

MAGT01

— Lysobacter capsici

L Lysobacter antibioticus

Lysobacter soli

Lysobacter alkalisoli

Lysobacter concretionis Ko97=DSM
_16239

Lysobacter spongiicola DSM_21749

Lysobacter defluvii IMMIB APB-9=D
SM_18482

Figura 46. Valores ANI para los MAGs que agruparon en el cluster VIl contra los

genomas mas cercanos disponibles dentro del género Lysobacter.

Cluster IX

En este cluster encontramos 4 MAGs: MAG047 (G2), MAGO089 (YC), MAGO083
(W2) y MAGO78 (W1) con valores de ANI >91,30% y AAI >86,91%. Los MAGs
de este cluster se agruparon a su vez de dos en dos. Asi MAG047 (G2) y
MAGO089 (YC) presentaron entre si valores de ANI 99,61% y AAl 99,29%, y
MAGO083 (W2) y MAGO78 (W1) presentaron ANI del 97,62% y AAI 96,15%. En
todos los MAGs salvo en MAGO078 han bineado fragmentos conteniendo
secuencias enteras (1543/1543 pb) o parciales (1135 pb) del 16S rRNA.
Podemos por tanto determinar que los MAGs correspondieron a Bacterias del
filo Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, orden Nitrosococcales, familia
Nitrosococcaceae y género wb1-P19. Aunque no se detecte 16S rRNA en el
MAGO078, encontramos un 16S rRNA idéntico a las secuencias de 16S rRNA
anteriores en un contig del metagenoma W1 que no esta bineado, por lo que
atendiendo a los valores de AAI podemos concluir gue MAGO78 también

corresponde a un miembro del mismo género. Segun la clasificacion de sus
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ORFs con CAT/BAT, clasificaron con la clase Gammaproteobacteria y orden
Chromatiales, y la bacteria mas cercana a los componentes agrupados en este

cluster fue Chromatiales bacterium USCg_Taylor.

En GenBank hay 520 ensamblados bajo el orden Chromatiales, y el hit mas
cercano en base a la asignacion de los ORFs fue el genoma Chromatiales
bacterium USCg_Taylor; GenBank assembly accession: GCA_002007425.1,
gue se encuentra como no clasificado dentro de este orden. El valor de ANI del
cluster contra el genoma Chromatiales bacterium USCg_Taylor fue >92%, lo
gue sugiere gque todas ellas podrian pertenecer cuando menos a un género

diferente en este mismo orden Chromatiales (Figura 47).
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Figura 47. Valores ANI para los MAGs que agruparon en el cluster IX contra el

genoma de referencia mas cercano (Chromatiales bacterium USCg_Taylor).

Cluster X

En este cluster encontramos el MAGO77 (W1) y el MAG062 (G2) con un valor
de ANI del 92,31% y de AAIl del 91,60%. Segun estos valores, estas bacterias
corresponderian a distintas especies de un mismo género. En el MAGO77 se
encuentra un fragmento conteniendo una secuencia parcial de 16S rRNA (590
pb) que clasificé con el filo Rokubacteria y clase NC10, y en el MAG062, dos
fragmentos conteniendo secuencias parciales (837/675) que correspondieron

con el filo Nitrospirae, clase Nitrospira, orden Nitrospirales y familia

135



RESULTADOS

Nitrospiraceae. Segun la clasificacién de sus ORFs con CAT/BAT, clasificaron
con el filo Nitrospirae sin ser posible una mejor asignacion, con lo que podemos
determinar finalmente que se trata de bacterias que clasificaron con el filo
Nitrospira, y, por tanto, el 16S rRNA correspodiente al filo Rokubacteria se
encuentra mal bineado en el MAGO77.

En GenBank hay 130 ensamblados bajo el género Nlitrospira y hemos
comparado algunos de estos ensamblados dentro de este género con los
componentes de este cluster. El valor de ANI del cluster contra algunos de
estos genomas fue 71%, al igual que el valor que se comparte entre las
distintas especies descritas, las cuales todas pertenecen al mismo género, lo
gue sugiere que los MAGs detectados para este cluster pertenecen
probablemente a una especie diferente de las descritas utilizadas al menos en

este analisis (Figura 48).
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Figura 48. Valores ANI para los MAGs que agruparon en el cluster X contra los

genomas mas cercanos disponibles dentro del género Nitrospira.
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Cluster Xl

En este cluster encontramos el MAG017 (G1) y el MAGO75 (W1) con un valor
de ANI de 98,40% y un AAI de 96,90%. Segun los valores de AAl y ANI, estas
bacterias pertenecerian probablemente a la misma especie. En uno de estos
MAGSs se encuentra un contig conteniendo una secuencia parcial del 16S rRNA
(208 pb). Con la precaucion que impone el tamafio del fragmento, podemos
aventurar que los MAGs correspondieron a bacterias del filo candidato
Rokubacteria, clase NC10, orden Methylomirabilales, familia
Methylomirabilaceae, género wb1-A12 y la bacteria Candidate division NC10
bacterium CSP1-5. Segun la clasificacion de sus ORFs con CAT/BAT,
clasificaron con el filo Candidate division NC10 y de nuevo con la bacteria
Candidate division NC10 bacterium CSP1-5.

En GenBank hay 22 ensamblados dentro del filo Candidate division NC10, y
sélo un género descrito Candidatus Methylomirabilis con 8 ensamblados. Los
otros 14 borradores de genomas no estan aun clasificados y entre ellos se
encuentra el hit mas cercano a los componentes agrupados en este cluster en
base a la asignacion de sus ORFs y su secuencia del 16S rRNA, el genoma
NC10 bacterium CSP1-5, GenBank assembly accession: GCA_001443495.1.
En SILVA este filo candidato NC10 se clasifica como una clase dentro del filo
Rokubacteria. El valor de ANI del cluster contra los genomas seleccionados fue
alto con 2 bacterias, en especial con Candidate division NC10 bacterium CSP1-
5, lo que sugiere que estas bacterias detectadas cercanas a los componentes
agrupados en este cluster junto con ellos estarian en el limite de poder
pertenecer cuando menos a un género diferente en el filo Candidate division
NC10 (Figura 49).
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Candidate division NC10 bacterium 90
RBG_16_65_8

Uncultured candidate divsion NC10

Candidate division NC10 RIFCSPLO
WO02_12_FULL_66_18

Candidate division NC10 bacterium
RIFCSPLOWOZ2_02_FULL_b6_22

Candidate division NC10 bacterium
SPGGE

MAGO17

MAGOTS

Candidate division NC10 bacterium
CSP1-5

Candidatus Methylomirabilis oxyfer

Candidate division NC10 bacterium

Figura 49. Valores ANI para los MAGs que agruparon en el cluster XI contra los
genomas mas cercanos disponibles dentro del filo Candidate division NC10.

Cluster XlI

En este cluster agruparon el MAGO006 (G1) y el MAGO085 (W2) con un valor de
ANI del 99,90% y un AAI del 99,50%. Segun estos valores de ANI'y AAl, es
probable que se trate de la misma bacteria. Los dos MAGS contienen
secuencias enteras del 16S rRNA idénticas (casi) e interrumpidas por al menos
3 intrones (Figura 50). Una pista para notar esta situacion en estas secuencias
fue que la busqueda de homologias con 16S rRNA modelo, en el caso de
MAGOO06 producia varios hits cortos (unos 500 bp) localizados en el centro de
un contig grande (NODE_134 length_ 48745 cov_3.49823, -range 45312-
41390) y no en el extremo del contig como suele ocurrir cuando se localiza una
secuencia parcial de 16S rRNA. Las regiones V3-V4 de la secuencia del 16S
rRNA en estos MAGs estarian interrumpidas por la presencia de los intrones 1
y 2 explicando la razén de no detectar este taxdn por la técnica de amplicones.

Ademas, los homélogos mas cercanos son del grupo de
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Latescibacteria/Parcubacteria, que forman parte del grupo CPR en los que se

ha descrito previamente la presencia de intrones en los rRNA ribosomales.

El alineamiento del contig #134 del MAGO0O06 con 16S rRNA proximos, permite
definir con alguna precision la estructura del gen 16S de este MAG que tendria
4 exones (151/286/989/96 pb) interrumpidos por tres intrones (358/1140/903
pb) con un tamafio total de 3923 bp (Figura 50).
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Figura 50. Representacion de la secuencia del 16S rRNA identificado en el MAG006
en colonias G1 que clasifica con una Parcubacteria. Intrones: cajas amarillas. Exones:

cajas blancas.

De acuerdo con esto, el 16S rRNA maduro tendria unos 1522 bp con alguna
incertidumbre en la precision de los limites intron/exon y en los extremos de la
molécula. En los intrones 2 y 3 se pueden identificar algunos elementos
funcionales relacionados con la maduracion del rRNA o con la
integracion/movilidad de los intrones. Dos CDS codifican para “Homing
endonucleases” de la familia LAGLIDAG y en el extremo 5’ del intrén 2
[834..1316] se encuentra un posible RNA autocatalitico del grupo intron | (Rfam
RF00028).

El 16S rRNA presente en el MAGO085 (segundo MAG agrupado en este cluster),
presenta la misma organizacion del gen 16S encontrado en el MAGOO06. En las
partes presentes, las secuencias son idénticas entre si, aunque el segmento
2188..2732 del rRNA crudo que contiene 545 bp del exén 3 no se encuentra
en el MAGO85. La secuencia completa se encuentra repartida en tres contigs
de los que solo dos (#5689 y #4440) estan dentro del MAGO85.EI contig
#14209 tiene un tamario inferior a 1000 pb por lo que no esta incluido en
MAGsS.

139



RESULTADOS

%id size 16S rDNA Contig position
NODE_14209 length 548 cov_0.929336 100.000 488 1 488 61 548
NODE_5689 length_1703_cov_0.776202 100.000 1703 485 2187 1 1703
NODE_4440 length 2236 _cov_0.771230 99.916 1191 2733 3923 2236 1046

A pesar de los indicios de elementos moviles en los exones de estos rRNAS, no
se detectaron secuencias en el resto del genoma con identidad significante con

estos intrones que pudieran indicar su movilidad reciente.

Los anteriores rRNAs (MAG006 y MAGO085) presentan una secuencia muy
relacionada en un contig en el metagenoma W1 que contiene un 16S
practicamente idéntico a ellos (NODE_1920 length 3945 cov_0.589027). De
hecho, este contig es idéntico al MAG006 excepto por un deleccién de 150 bp
(en la posicion 3164 del contig W1_1920). Esta falta es extrafia ya que
corresponde con una zona “exonica del rRNA”, y aunque no se puede
descartar de que se trate de un error de ensamblado, es al menos curioso que
coincide con la ausencia mencionada de un segmento en el rRNA del MAG085

respecto al de 006.

La comparacion del 16S completo (incluyendo intrones) no da un hit que cubra
sus 3,9 kb. Las regiones con similitudes se restringen a los exones (Figura 51).
El resumen gréafico de blastn contra la base de datos nr/nt (nucleotide
collection) del NCBI refleja la organizacion del gen, y al mismo tiempo indica
gue no existen en las bases de datos otros genomas con la misma

organizacién intron/exén similar a la detectada en estos MAGs.

| @ |
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Figura 51. Salida grafica de la comparacion con Blastn del 16S rRNA (nativo) del

MAGO06 contra secuencias mas cercanas en la base de datos nr/nt del NCBI.
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Usando el 16S rRNA entero sin quitar los intrones, el mejor hit contra la base
de datos de SILVA_ 132 fue contra LN880482, un clon de 16S de una bacteria
no cultivada obtenida del drenaje acido de una mina artica. Si se limita en la
bldsqueda en nr/nt del NBCI a los miembros del grupo Parcubacteria, entonces
el mejor hit para el 16S completo fue con KX123463.1, Candidatus
Nomurabacteria bacterium GW2011 _GWE1 32 28 16S ribosomal RNA gene,
con un 80,68% de identidad que se limita a un 36% de la secuencia (solo los
exones), el cual representa una especie no cultivada en este filo cuyo genoma
ha sido recuperado de estudios metagendmicos de muestras de sedimentos de
acuifero (Brown et al., 2015). Esta busqueda en la base de datos gss (genomic
survey sequences) y htgs (high throughput genomic sequences) del NCBI,
también restringida a Parcubacteria, no dié ningun hit significativo.

Cuando se usa el posible 16S maduro (obtenido por yuxtaposicion de los
exones) la homologia se extiende a la secuencia completa. Esto nos da cierta
garantia de que el 16S maduro esta bien ensamblado. En este caso, con el
16S rRNA maduro, el mejor hit obtenido contra nr/nt fue Candidatus
Campbellbacteria bacterium GW2011 _GWC1 35 31 16S ribosomal RNA gene
(KX123470.1) con un 79,12% de identidad con el 100% de la secuencia. De
nuevo ocurre que representa una especie no cultivada en este filo cuyo
genoma ha sido recuperado también de estudios metagendmicos de muestras
de sedimentos de un acuifero (Brown et al., 2015). La comparacién con la base
de datos de 16S rRNA de referencia del NCBI (refseq_RNA) no fue
satisfactoria, el mejor hit (73,89% id y 89% cobertura) fue con NR_040972 que
pertenecio a una bacteria del filo Proteobacteria y especie Hyphomicrobium
denitrificans (NR_074189.1).

Siguiendo en el MAG006 (MAG modelo en este analisis), el 23S rRNA se
detecto en el contig mayor (#17, tamafio 113.411 bp) en un segmento de 7491
bp. La organizacion en el 23S fue similar a la del 16S. La posicion probable de
los intrones se ha deducido por comparaciéon de la secuencia cruda con un
modelo de covarianza de 23S rRNA bacteriano (RF002541.cm) usando Infernal
cmsearch (Nawrocki and Eddy, 2013) y con algunos 23S cercanos. La falta de

homodlogos similares puede hacer que el modelo no sea totalmente correcto.
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En sus proximidades también se encontro el gen del 5S rRNA, detectado

igualmente con su modelo RFO0001.cm.

En el gen del 23S rRNA se detectd la existencia de al menos 8 intrones (Figura
52). En los intrones mayores se han identificado genes codificantes para
“‘Homing endonucleases” y al menos un RNA autocatalitico de la familia de los
intrones del grupo |. Es de notar que los dos rRNAs mayores del MAG006 no
parecen formar una unidad transcripcional, ya que se encuentran separados,
de hecho se localizan en dos contigs diferentes. En el mejor de los casos, (que
los dos contigs fueran adyacentes y en la orientacion mas favorable) la
distancia entre los dos rRNAs mayores seria de al menos 14 kb. La secuencia
de este 23S rRNA no ayuda a mejorar la situacion taxonémica de este cluster.
SILVA lo clasifica de nuevo en el grupo Parcubacteria, pero solamente con un
61% de identidad. Estos valores bajos, aunque pueden estar afectados por la
presencia de intrones en el rRNA coinciden en no detectar secuencias
clasificadas muy similares y soportarian que estos MAGs representaran una
nueva divisién dentro de Parcubacteria con las limitaciones que presentan

estos andlisis.
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Figura 52. Representacion de la secuencia del 23S rRNA correspondiente al MAG006
en colonias G1 que clasifica con una Parcubacteria. Intrones: cajas amarillas. Exones:

cajas blancas.

Por lo tanto, en base a la asignacion de los genes ribosomales, podemos
determinar que se trata de una bacteria que clasifico con el superfilo
Parcubacteria, aunque no esta claro si con el filo Candidatus Campbellbacteria
o Candidatus Nomurabacteria. Segun la clasificacion de sus ORFs con

CAT/BAT, no clasificaron con ningun filo, pero indicaron que eran bacterias.
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En GenBank bajo el filo Candidatus Nomurabacteria no hay ninguna
clase/orden/familia/género descrito encontrando 187 ensamblados, de los
cuales 35 se encuentran bajo el nombre de Candidatus Nomurabacteria
bacterium, mientras el resto son ensamblados de especies Unicas. Una
situacién similar ocurre con el filo Candidatus Campbellbacteria, con 31
ensamblados. El valor de ANI del cluster contra algunos de estos genomas,
incluidos los hits mas cercanos por comparacion de su secuencia del 16S rRNA
contra las bases de datos, fue alrededor del 63%, y si sumamos la escasa
identidad tanto de la secuencia completa del 16S rRNA como de las
comparaciones de sus ORFs contra las referencias de las bases de datos,
soportarian la idea de que puedan pertenecer a una especie diferente en

alguno de estos filos descritos (Figura 53).
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Figura 53. Valores ANI para los MAGs que agruparon en el cluster XII contra los
genomas mas cercanos disponibles de los filos Candidatus Nomurabacteria y

Campbellbacteria.
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Cluster XllI

En este ultimo cluster agruparon el MAG002 (G1), el MAGO79 (W1) vy el
MAGO052 (G2) con un valor de ANI del 99,80% y de AAI >99,70%. Segun estos
valores de ANI y AAl indicaron que todas son la misma bacteria habiendo
bineado a excepcion del MAGO079 dos fragmentos conteniendo secuencias
enteras (1585/1584) del 16S rRNA. Podemos determinar que los MAGs
correspondieron a bacterias del filo Dadabacteria, clase Dadabacteriia, orden
Dadabacteriales y la bacteria Candidatus Dadabacteria bacterium CSP1-2 con
una identidad del 91%. Segun la clasificacién de sus ORFs con CAT/BAT, no

clasificaron con ningun filo, pero indicaron que eran bacterias.

En GenBank hay 52 ensamblados bajo este filo candidato y ninguna
clase/orden/familia/género descrito, sélo 6 especies descritas y bajo el nombre
Candidatus Dadabacteria bacterium encontramos 47 ensamblados. El valor de
ANI del cluster contra algunos de estos genomas fue 62-67%, lo que sugiere
que las bacterias detectadas pertenecen cuando menos a una especie
diferente de las analizadas en este analisis en el filo Candidatus Dadabacteria
(Figura 54).

MAGO006

MAGO085

Candidatus Dadabacteria bacterium
UBA2774

Candidatus Dadabacteria bacterium
RIFCSPHIGHO02_12_FULL_53_21
Candidatus Dadabacteria bacterium
RBG_19FT_COMBO_40_33
Candidatus Dadabacteria bacterium

CSP1-2

Candidatus Dadabacteria bacterium

Candidatus Dadabacteria bacterium
UBA1144

Figura 54. Valores ANI para los MAGs que agruparon en el cluster XIll contra los

genomas mas cercanos disponibles dentro del filo Candidatus Dadabacteria.
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Al comparar las secuencias de 16S rRNA encontradas en estos MAGS contra
la base de datos nr/nt de GenBank (26/12/2020), el hit mas cercano fue un clon
no cultivado de rRNA (GenBank: EF494370.1) con una identidad del 91% y una
cobertura del 96% obtenido del fondo de un rio. La escasa identidad tanto de la
secuencia completa del 16S rRNA como de las comparaciones de sus ORFs
contra las referencias de las bases de datos, soportan la idea de que puedan

pertenecer a una especie diferente en el filo Candidatus Dadabacteria.

A parte de los MAGs que han podido ser agrupados en clusters, encontramos
aun otros 53 que no agruparon en estos clusters mencionados y que
constituirian MAGs Unicos dentro de los taxones Acidobacteria, Actinobacteria,
Candidatus Rokubacteria, Chloroflexi, Proteobacteria (alpha, beta, gamma y
delta) y Nitrospirae.

En el filo Acidobacteria se asignaron 5 MAGs (MAGO009, 26, 32, 87 y 93) en las
colonias YC, W2, G1 y G2. Segun la clasificacion de sus ORFs con CAT/BAT,

no clasificaron més que a nivel de filo. Solo tres de ellos contenian fragmentos
con secuencias parciales del 16S rRNA (368/384/998/1276) que clasificaron

con Acidobacteria de los subgrupos 6,9y 17.

Del filo Actinobacteria se obtuvieron otros 7 MAGs (MAGO014, 18, 48, 84, 92, 95
y 100), de los cuales dos, MAGO014 (G1) y MAG084 (G2) se clasificaron en la
misma familia Pseudonocardiaceae que los componentes mayoritarios, y que
segun la clasificacion de sus ORFs con CAT/BAT se clasificaron con el género
Pseudonocardia. Los otros 5 MAGs del filo Actinobacteria fueron el MAG048
(W2) que clasificé con la clase Thermoleophilia y orden Solirubrobacterales, el
MAGO092 (BC) clase Actinobacteria, orden Corynebacteriales y familia
Mycobacteriaceae, el MAG018 (G1) clase Actinobacteria, orden
Micromonosporales y familia Micromonosporaceae, y finalmente MAGO095 (YC)
y MAG100 (BC) filo Actinobacteria, en todos los casos segun la asignacion
obtenida con CAT/BAT. En estos dos ultimos MAGs, sélo el MAG100 tenia
bineado un fragmento conteniendo secuencia parcial (1155 pb) del 16S rRNA,
que fue clasificada con el filo Actinobacteria, orden Thermoleophilia, orden
Solirubrobacterales y género 67-14.
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En la clase Alphaproteobacteria, se recuperaron 9 MAGs (MAGO012, 19, 27, 28,
55, 57,59, 65y 76), todos detectados en colonias grises subtipo 1y 2, y tan
s6lo uno en colonias blancas subtipo W1. La mayoria de ellos (a excepcion del
MAGO55, 65 y 27), se clasificaron en las familias Hyphomicrobiaceae y

Rhodospirillaceae segun la asignacién obtenida con CAT/BAT.

Nos llama la atencion el MAGO055, que segun la clasificacion de sus ORFs con
CAT/BAT fue clasificado solamente en el filo Proteobacteria, pero, sin embargo,
es un MAG bastante completo (94,51%) y no muy contaminado (7,76%)
presentando un fragmento conteniendo una secuencia completa del 16S rRNA
que clasifico con el orden Azospirillales, la familia Inquilinaceae y el género
Inquilinus. Dentro del género Inquilinus encontramos también dos aislamientos
cultivables idénticos recuperados de muestras de colonias grises y blancas

obtenidos en los intentos de cultivo que describiremos mas abajo.

En GenBank hay 6 ensamblados de Inquilinus, 2 de ellos son aislados
cultivables validados como Inquilinus ginsengisoli (Jung et al., 2011; aislado de
suelo) e Inquilinus limosus (Coenye et al., 2002; aislado de secreciones

respiratorias de pacientes con fibrosis quistica).

Para poder esclarecer la taxonomia en este MAG, hemos comparado la
secuencia de DNA del MAGO055 con los genomas disponibles y con el de uno
de los dos aislamientos crecidos por nosotros perteneciente al género
Inquilinus. Los genomas de referencia de I. limosus e I. ginsengisoli fueron los
mas parecidos al MAGO055 con un valor de ANI de 89% similar al que
presentaba con el genoma de nuestro aislado, lo que sugiere que todas ellas
pertenecen al género Inquilinus, representando el MAGO055 una especie

diferente al igual que nuestro aislamiento cultivado (Figura 55).
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Figura 55. Valores ANI del MAGO55 contra los ensamblados de referencia de la
especie Inquilinus disponibles en la base de datos “genoma” del NCBI y también el
genoma obtenido de la secuenciacion del genoma del cultivable recuperado del cultivo
de colonias.

Dentro de la clase Betaproteobacteria se recuperaron otros 5 MAGs (MAGO0O07,
08, 24, 29 y 30) y todos ellos en colonias grises subtipo G1, en los que destacé
segun la clasificacién de sus ORFs con CAT/BAT el orden Burkholderiales al
que fueron asignados 2 MAGs (MAG029 y 30).

En la clase Gammaproteobacteria encontramos 5 MAGs (MAGO016, 51, 54,91y
99), de los cuales el MAGO051 (G2) fue clasificado segun la taxonomia de sus
ORFs con CAT/BAT con el orden Xanthomonadales. Sin embargo, MAG051 no
agrupo con el cluster VIII clasificado con el género Lysobacter, ademas no
tiene ningan fragmento que contenga alguna secuencia entera o parcial del

16S rRNA bineado, aunque si se encuentra no bineado un fragmento de 1408
pb (contig 6905) clasificando con la familia Xanthomonadaceae y género
Arenimonas. Los otros 4 MAGs restantes detetados en colonias G1, G2, YCy
BC que segun la clasificacion de sus ORFs con CAT/BAT, correspondieron con

la clase Gammaproteobacteria, presentando fragmentos que representaron
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secuencias parciales de 16S rRNA permitiendo clasificarlos en los 6rdenes
CCD24 y PLTAL3. Estos ordenes son sélo existentes en SILVA, y eso hace
gue por la clasificacion de sus ORFs usando la taxonomia del NCBI no se

clasificasen mas que a nivel de filo (Proteobacteria).

Dentro de la clase Deltaproteobacteria hay 4 MAGs (MAGO013, 53, 66 y 99)
detectados en colonias G1, G2 y W1 que segun la clasificacion de sus ORFs
con CAT/BAT no se clasificaron a mayor nivel que la clase. Solo 2 de ellos
tenian bineado fragmentos que contienen secuencias parciales (840 pb) que
clasificaron con el orden MBNT15, y entera y parcial (1569/137) del 16S rRNA,

con el orden Myxococcales.

Finalmente, encontramos 6 MAGs en colonias G1 y G2 que segun la
clasificacion de sus ORFs con CAT/BAT no clasificaron mas que a nivel del filo
Proteobacteria, y no presentaron fragmentos que representaran secuencias
parciales o enteras del 16S rRNA, ademas 4 de ellos tienen una completitud
muy baja (<46%) dificultando una mejor clasificacion.

En el filo Nitrospirae encontramos segun la clasificacion de sus ORFs con
CAT/BAT 2 MAGs (MAGO020 y 56), en colonias G1 y G2, que clasificaron con
este filo pero que no agruparon dentro del cluster X asignado a este mismo filo.
Ademas, no presentaron ningun fragmento que contuviera secuencias

parciales o enteras de 16S rRNA.

Bajo el filo Candidatus Rokubacteria clasificaron 2 MAGs (MAG033 y 68) en
colonias G1 y G2 que no presentaron ningun 16S rRNA bineado, pero que
segun la clasificacion de sus ORFs con CAT/BAT se asignaron bajo este filo
candidato. Sus genomas se han recuperado muy poco completos (<30%), y de
nuevo dificulta una mejor caracterizacion. Esta situacion sucede con el
MAGO096, el tnico que clasifica segun la clasificacion de sus ORFs con
CAT/BAT en el filo Bacteroidetes. No presentaba ningun fragmento que
representaran secuencias del 16S rRNA y su poca completitud (35,52%) no

ayuda en su caracterizacion.
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Bajo el filo Chloroflexi encontramos segun la clasificacion de sus ORFs con
CAT/BAT, 4 MAGs (MAGO021, 25, 64 y 69) en colonias grises G1 y G2, los
cudles dos de ellos (MAG021/69) presentaron secuencias parciales y enteras
(728/1502/1429) del 16S rRNA clasificando con la clase Anaerolineae y
ordenes Ardenticatenales y SBR1031.

Por ultimo, encontramos dos MAGs como no clasificados, el MAG072 (G2) y el
MAGO022 (G1), que segun la clasificacion de sus ORFs con CAT/BAT no
clasificaron mas que al dominio Bacteria y no presentaban un 16S rRNA
bineado. Tienen una completitud de 39,22% y 58,56%, respectivamente.
También encontramos dos MAGs, MAGO031 (G1) y el MAGO071 (G2),
sospechosos de estar sujetos de contaminacion, que segun la clasificacion de
sus ORFs con CAT/BAT clasificaron en 2 taxones diferentes. La estimacion de
la contaminacién obtenida en estos ultimos MAGs en base a la presencia del
modelo de genes que deberian estar sin redundancia por CheckM no es del
todo realista, ya que seguramente la contaminacion real por contigs

provenientes de distintas bacterias es alta en estos MAGS.

5.2.4 Andlisis filogenético de los componentes mayoritarios de las

colonias

Los componentes mayoritarios de las colonias representan los genomas mas
abundantes que encontramos en las colonias. Su abundancia ha sido
corroborada tanto por la técnica de shotgun como por la de amplicones, ambos
enfoques empleados en esta tesis (Figura 34 y 38). Estos componentes
mayoritarios que también se pueden encontrar como componentes secundarios
en otro tipo de colonias, son un total de 7 bacterias cuya presencia es

caracteristica para cada subtipo de colonia siendo:

e MAGOO01 en colonias grises subtipol (G1)

e MAGO046 en colonias grises subtipo2 (G2)

e MAGO073 en colonias blancas subtipol (W1)
e MAGO082 en colonias blancas subtipo2 (W2)
e MAGO088 en colonias amarillas (YC)
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Los genomas de los componentes mayoritarios por lo general se han recuperado

muy completos >96% y presentan una contaminacion baja <13% (Tabla 4). El

tamafo de estos genomas es de 5 a 7 Mb y el contenido en GC es similar. El

namero de contigs obtenidos en algunos casos es alto como en los CMs de las

colonias grises y en el MAG097 de las colonias beis.

MAG Compl| Cont Tamafio Longést NCT Genes %GC
genoma  contig contigs

MAGO001 | 100 12,93 7.488.565 |131.484 438 8.121 0,67
MAGO046 | 98,28 3,45 6.936.749 | 158.394 480 7.421 0,68
MAGO073 | 100 0 6.458.129 |310.637 | 124 6.583 | 0,67
MAGO082 | 96,55 6,9 5.463.669 |126.841 268 5.477 0,69
MAGO088 | 100 10,34 6.179.751 | 256.681 172 6.599 0,68
MAGO097 | 96,55 6,9 5.316.480 | 59.461 689 5.568 | 0,69
MAGO098 | 98,28 2,59 5.780.955 |172.933 267 5.977 0,67

Tabla 4. Parametros principales de calidad y tamafio de los componentes mayoritarios

de las colonias. Compl: Completitud; Cont: Contaminacion.

Una caracteristica particular de estos componentes mayoritarios en las colonias

fue su taxonomia, todos pertenecieron al filo Actinobacteria. Este filo ha sido

descrito como el mas abundante en las colonias mediante la técnica de

amplicones, representando el 43,36% de las secuencias totales, mientras que

en los controles (soporte sin colonizacion visible) representd un 9,04% y en las

muestras de suelo y soporte un 10,83%. Especificamente, los componentes

mayoritarios apenas fueron detectables en las muestras de suelo y soporte.

En base a los enfoques empleados para caracterizar taxonémicamente los

borradores de genomas que se han recuperado de los metagenomas y que se

recoge en el apartado previo de asignacion taxonémica de los MAGs, los

componentes mayoritarios se organizarian en 2 clusters diferentes

correspondientes a 2 taxones distintos: el cluster Il que agrupa los MAGs que

clasifican en base a la asignacion taxonémica de sus ORFs con el orden
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Pseudonocardiales y segun su 16S rRNA con el género Crossiella, y el cluster
IV que se clasifica en base a la asignacion taxondmica de sus ORFs con la

clase Actinobacteria y segun su 16S rRNA con la familia Euzebyaceae.

Cluster llI

La mayoria de los componentes mayoritarios clasificaron en esta familia.
También se ha detectado un componente secundario en las colonias grises
subtipo G2 (MAGO060) que agruparia en este cluster. Estos componentes
mayoritarios son:

e MAGOO01 en colonias grises subtipol (G1)

e MAGO046 en colonias grises subtipo2 (G2)

¢ MAGO073 en colonias blancas subtipol (W1)

e MAGO088 en colonias amarillas (YC)

e MAGO098 en colonias beis (BC)

Como primer paso en su caracterizacion llevamos a cabo comparaciones entre
todos de ellos de sus secuencias de DNA y de las proteinas predichas, para
determinar si algunos de estos componentes de las colonias representaban las
mismas bacterias. Como se ha mencionado en el apartado de la taxonomia de
los clusters tras las comparaciones de secuencia de DNA, los valores de ANI
deben superar el limite del 77% de identidad para considerarlos perteneciente
al mismo género, y a partir de 93-96% se considerarian miembros de la misma
especie (Rossell6-Mdra and Amann, 2015). En cuanto a los valores de AAl,
para ser la misma especie este deberia ser mayor del 93-95% de identidad y
para pertenecer al mismo género seria mayor del 65-72% (Konstantinidis and
Tiedje, 2007).

La primera informacion que se obtuvo de estos cinco componentes en base a
la técnica de amplicones y utilizando la region V3-V4 (411 pb) del gen 16S
rDNA fueron clasificados en dos OTUs: OTUZ2 para los CMs de G2, W1, YCy
BC y OTU4 Unicamente para el CM de G1. Ambas OTUs se asignaron al

género Crossiella.
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Sin embargo, los valores de ANI y de AAI obtenidos en la comparacion de los
genomas de los componentes mayoritarios indicarian una situacion diferente,
sugiriendo que a pesar de su agrupacion en solo dos OTUS, en realidad
contienen 5 bacterias distintas, que posiblemente agrupen dentro del mismo
género (Figura 56). Estos valores también indicarian que el componente
secundario detectado en este cluster MAGO60 (G2) seria casi idéntico al
componente mayoritario MAG098 (BC), demostrando que los componentes
mayoritarios también pueden aparecer como secundarios en colonias de

diferente tipo.

Para saber si estas bacterias son las mismas, también tenemos la opcién de
comparar las secuencias de los 16S rRNA ya que todos ellos, a excepcion del
MAGO060, presentaron una o dos copias enteras del 16S rRNA. La identidad del
16S rRNA entre miembros de una misma especie siempre se ha visto
establecida al 97% (Tindall et al., 2010), aunque debido a la diversidad
intraespecifica, esta cifra se ha visto debatida y propuesta a niveles superiores
98,7-99,0% (Kim et al., 2014). Si nos fijamos entonces en la identidad obtenida
s6lo de las comparaciones de las secuencias del 16S rRNA, y fijando el 97%
como criterio de pertenencia a la misma especie, todas estos MAGs lo
cumplen, a excepcion del MAGOO1 en colonias G1 (Figura 57). Si
consideramos el valor de 98,7-99% para ser la misma especie, sélo en este
caso los componentes mayoritarios de G2 (MAGO046) e YC (MAGO088) serian la
misma especie (id de 99,41%). Sin embargo, los valores obtenidos de ANI
(92,77%) y AAI (89,78%) mas bien sugieren que estos MAGs serian especies
diferentes.

Ante esta incertidumbre, una decision mas robusta provendra del resultado
consensuado de diferentes aproximaciones, ya que una nunca seria suficiente.
En base a esto, si nos fijamos en las 3 aproximaciones la hipotesis mas solida

seria que estas bacterias pertenecen a diferentes especies (Figura 57).
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Valor AAI
Misma especie >93
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Figura 56. Valores de ANI y AAIl de los componentes mayoritarios en las colonias que agruparon en el cluster Ill. En este cluster ha agrupado

también el componente secundario MAGO60 pertenciente a la misma especie que el componente mayoritario MAG098.
CM: Componente Mayoritario; CS: Componente Secundario.
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Figura 57. Comparacion de las secuencias del 16S rRNA, valores ANI y AAl para los
componentes mayoritarios agrupados en el cluster IIl.

Tras determinar que probablemente todos estos MAGs pertenecen a diferentes
especies bacterianas, hemos comparado las secuencias de sus 16S rRNA
contra las de las referencias de la base de datos de SILVA_132. Las
secuencias de los componentes mayoritarios se alinearon y se insertaron en un
arbol junto con las de referencia. La primera asignacion taxonémica para estos
componentes se hizo en base a la técnica de amplicones, utilizando la region
V3-V4 (411 pb) del gen 16S rDNA que los clasificé con el género Crossiella. Al
usar la secuencia completa del 16S rRNA, siguieron clasificando dentro de la
familia Pseudonocardiaceae. Sin embargo, al comparar el 16S rRNA entero de
los componentes mayoritarios contra las secuencias de referencia
correspondientes en este género Crossiella, la identidad fue inferior al 95%.
Esta baja identidad se observé también para el resto de secuencias de
referencia correspondientes a los demas géneros descritos dentro de esta
familia, agrupando las secuencias de los componentes mayoritarios en un

género diferente.
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Bacillus circulans subsp. circulans, JX009146, 1291, soil
{2 Actinopolyspora

10091 Bounagaea algeriensis, KF981441, 1497, saharan soil
Mzabimyces

Haloechinothrix alba, GQ366705, 1474, salt lake

3Thermocrispum

100 'Saccharomonospora
[L00 Prauserella

100 i
1004 G—OW Actinophytocola

Kibdelosporangium
Labedaea
100

rhizosphaerae, FM998036, 1424, rhizosphere soil of a plant Peucedanum japonicum T hunb
Pseudonocardia

ctinomycetospora

oge—uncultured bacterium, JN177930, 1452, extreme saline-alkaline soil of the former lake Te xcoco

866 uncultured bacterium, KC554495, 1501, soil of Yanshan Mountain

10} uncultured bacterium, JN177933, 1430, extreme saline-alkaline soil of the former lake Te xcoco
Jltured i JN178245, 1497, extreme saline-alkaline soil of the former lake Te xcoco
uncultured bacterium, JN178189, 1504, extreme saline-alkaline soil of the former lake Te xcoco
8296 W1_16S rRNA,1533

uncultured bacterium, KC331660, 1357, light brown microbial mat from lava tube wall
uncultured bacterium, KC331643, 1354, light brown microbial mat from lava tube wall
uncultured bacterium, KC331653, 1340, light brown microbial mat from lava tube wall

Uncultured

88972 Uncultured
1003t uncultured bacterium, JF266329, 1341, white microbial mat lava tube wall
d L“_g/ Uncultured

g % Wncultured

% Uncultured

110p%BC_16S rRNA,1434

uncultured bacterium, HE602835, 1410, cave wall biofilm
uncultured bacterium, HM445291, 1353, white microbial mat from lava tube walls
uncultured bacterium, HM749723, 1355, yellow microbial mat from lava tube walls
uncultured bacterium, KX752913, 1473, soil from potato field

uncultured bacterium, KC331631, 1288, white microbial mat from lava tube wall
uncultured Pseudonocardia sp., HQ674850, 1503, variably weathered outcrop
uncultured Pseudonocardia sp., HQ674846, 1505, variably weathered outcrop
uncultured bacterium, JN696304, 1353, tan microbial mat from lava tube wall

uncultured bacterium, IN615923, 1343, tan microbial mat from lava cave wall

o
302% Uncultured
P6YT1 Uncultured
0

b Z?P_lncultured

uncultured actinobacterium, GU205310, 1374, sediment from sampling site inside Roraima Sur Cav e
dogt uncultured bacterium, JF266210, 1341, white microbial mat lava tube wall

uncultured bacterium, JIN615793, 1346, white microbial mat from lava cave wall

uncultured bacterium, JF266303, 1344, white microbial mat lava tube wall

uncultured bacterium, JF266197, 1344, white microbial mat lava tube wall

uncultured bacterium, JN696311, 1342, tan microbial mat from lava tube wall

yo— uncultured bacterium, KC331738, 1341, white microbial mat from lava tube wall
G1_16S rRNA, 1464

uncultured bacterium, KC331637, 1333, yellow microbial mat from lava tube wall
100% uncultured bacterium, KC331633, 1318, yellow microbial mat from lava tube wall

e
67 Uncultured

9 uncultured bacterium, HM445017, 1341, yellow microbial mat from lava tube walls
il ‘E‘:mncu\lured bacterium, IN592643, 1343, yellow microbial mat from lava tube wall
uncultured bacterium, JN616013, 1342, yellow microbial mat from lava cave wall

uncultured bacterium, IN672292, 1277, yellow microbial mat from lava tube wall
uncultured bacterium, IN592678, 1341, yellow microbial mat from lava tube wall
puncultured bacterium, HE602855, 1398, cave wall biofilm

uncultured bacterium, HE602836, 1396, cave wall biofilm
uncultured bacterium, HE602841, 1394, cave wall biofilm
uncultured bacterium, HE602847, 1413, cave wall biofilm
uncultured bacterium, HE602845, 1393, cave wall biofilm
uncultured bacterium, HE602840, 1378, cave wall biofilm
YC_16S rRNA, 1455
uncultured bacterium, HE602834, 1366, cave wall biofilm
uncultured actinobacterium, AB257641, 1501, a few millimeters below the surface of dolomite ro ck in the Val piora
& G2_16S rRNA, 1513

6 uncultured bacterium, HM445009, 1342, yellow microbial mat from lava tube walls
(ﬁrn uncultured bacterium, JN672208, 1279, yellow microbial mat from lava tube wall
6 ' uncultured bacterium, IN672227, 1278, yellow microbial mat from lava tube wall

9 V Uncultured
54§

Uncultured

100%
100 Herbihabitans rhizosphaerae, KX128908, 1495
1
o9 Sccharopolyspora
100 Amycolatopsis
82

Tamaricihabitans halophyticus, JX982738, 1445

010
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Figura 58. Arbol de maxima verosimilitud que muestra las relaciones filogenéticas de
los genes del 16S rRNA de los componentes mayoritarios agrupados en el cluster
con las secuencias disponibles de los géneros descritos en la familia
Pseudonocardiaceae. Se incluyen representantes de secuencias de especies para
cada género descrito dentro de esta familia. El &rbol se ha construido con el software
ARB por el método de PHYML version 20130708 (Guindon and Gascuel, 2003). Los
soportes de ramificacion determinados por la estimacion bayesiana >51 se muestran
en los puntos de ramificacién. La barra de escala indica 0,1 cambios por nucleétido. El
andlisis involucré 348 secuencias de nucleotidos. La version de SILVA utilizada fue
SSURef NR_99 release 132.

El arbol que representa la filogenia de los componentes mayoritarios se ha
construido con un total de 348 secuencias (Figura 58). Las secuencias de los
componentes mayoritarios agruparon con otras 262 secuencias no cultivadas
cuyo origen en la mayoria de ellas fueron de colonias visibles (amarillas,
blancas o marrén claro). En el arbol que contiene estas secuencias se muestra
el origen y tamafio de secuencia de las secuencias mas cercanas a los
componentes mayoritarios. También observamos que los componentes
mayoritarios de las colonias se han detectado en otros estudios de colonias

similares a éste.

A continuacion, estimamos las distancias de los genomas de referencia de los
géneros representados en el arbol con los genomas de los componentes
mayoritarios. Se han afladido 2 genomas adicionales que no se detectan en el
arbol, correspondientes a los géneros Actinocrispum y Gandjariella. Estos
géneros representan géneros en base a la nomenclatura del NCBI, aunque no
en SILVA 'y por eso no aparecen en el arbol que ha sido construida con la base
de datos de SILVA. Aparte, encontramos géneros como Actinorectispora y
Thermotunica que no contienen genomas disponibles en las bases de datos.
Estos genomas, 31 en total, se han descargado de la base de datos “genoma”
del NCBI y sus niumeros de acceso se encuentran recogidos en el Anexo-Tabla
S8. Las distancias entre ellos se calcularon con el programa Mash, el cual
estima la fraccion de k-mers compartidos entre 2 genomas. Los genomas de
los componentes mayaoritarios formaron un cluster separado de los genomas de

referencia indicando una composicién bastante distinta a estos (Figura 59),
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tampoco entre ellos presentaron una composicion similar, como también se

deduce de los valores de ANI'y AAI.

Por tanto, los andlisis que se obtienen tanto por comparacion de la secuencia
completa del 16S rRNA como por la comparacion de los genomas de los
componentes mayoritarios contra las bacterias de referencia en la familia
Pseudonocardiaceae, indicarian que los componentes mayoritarios recogidos
dentro de este cluster, podrian constituir un “nuevo género” dentro de la familia
Pseudonocardiaceae con 5 especies distintas. Ademas, este nuevo género
estaria compuesto de bacterias especializadas en ambientes de cueva que a
dia de hoy son practicamente desconocidas, posiblemente por su incapacidad
de recuperarse como cultivos puros, pero son las que durante este tiempo han
desarrollado las herramientas necesarias para sobrevivir en estos entornos.
Color Key 1

nnnnnnnn

Kutmeria albida
Kibdeiosporangium aridin
Longimy celium hiufanmse

Lentzea terra

Adtinocrispum wyahmicin
Sciscimeila marina
Tharmocrispum sgreste
Adinogynema mium
Saccharapalyspora 5.
Adtinophytocaia oryza
Adtincaitoteichus fordlicu

Streptoatialeichus hindustanus
Amycdlatopsis methanalic

Atioactinosynnema_sp._L~0:

Adinomycelspaa aucaned
Adtinokineospora auranticoio
Herbihabitans rhizasphaeras

Tamaricitabitans halophy Saus

Figura 59. Distancias estimadas entre los genomas de los componentes mayoritarios
gue agruparon en el cluster 11l y al menos un representante de los genomas de

referencia de los géneros descritos dentro de la familia Pseudonocardiaceae.
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Cluster IV

Dentro de este cluster, sélo agruparon 2 componentes mayoritarios, MAG082 y
MAGO098, y 2 componentes secundarios en colonias amarillas (MAG090) y en
colonias grises (MAGO050). En base a la técnica de amplicones y utilizando la
region V3-V4 (411 pb) estos tres MAGs se integraron en la misma OTU1 que
fue asignada a la familia Euzebyaceae, indicando que los 16S rRNA de estos
componentes presentaban en ese fragmento una identidad superior al 97%.
Para confirmar esta observacion se llevo a cabo una comparacion de las
secuencias totales de DNA y proteina (Figura 61). Los valores de ANI y AAI
obtenidos no soportaron esa homogeneidad del cluster. Los MAGs del cluster
IV podrian pertenecer a 2 especies diferentes dentro del mismo género, una
representada solamente por MAGO082 y la otra conteniendo los MAG098, 90 y
50. Ademas, todos estos MAGs presentaron una copia completa del 16S rRNA
y como se ha descrito mas arriba, la combinacion de los 3 enfoques seguiria
reafirmando la hipétesis de la presencia de 2 bacterias diferentes (Figura 60).
En este cluster en particular, los valores de ANI y AAI que indicarian que se
tratara de la misma especie, correlacionaron con una identidad del 16S rRNA
>99,7%.

BC:YC BC:G2

100,00 A ) o Y& 100
<21: [5) Misma especie segun AN| y AA| 95
99,50 | €
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S WZYC waBC |, . %0
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97,50 | -
97,00 60
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Figura 60. Comparacion de las secuencias del 16S rRNA, valores ANI y AAl para los

componentes agrupados en el cluster IV.
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Comparacion de la Comparacion de la
secuencia de DNA secuencia de proteina
Valor ANI
Misma especie >93 MAG082 MAG050 Valor AAI
Mismo género >77 Mgfggo Misma especie >93
MAG082 MAGO097 Mismo género >65
100
i L MAG097 MAGO082 MAGO090 -2
90 BC-CM 80
85 70
80 MAGO50 MAGO090 60
. L MAG090
65 YC-CS MAGO050 MAGO097
60
f =
50
MAG082 MAG090 ol MAGO97

W2-CM : H 1 i
0 20 40 60¢ 80 bOO

Limite Limite
género especie

Figura 61. Valores de ANI y AAI de los componentes mayoritarios en las colonias que agruparon en el cluster IV. En este cluster han agrupado
también los componentes secundarios MAGs 50 y 90 tratandose de la misma especie que el componente mayoritario MAG097. CM:
Componente Mayoritario; CS: Componente Secundario.
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La clasificacién taxon6mica en eeste cluster ha sido siempre incierta. En base
al amplicon obtenido (411pb), se clasificaban dentro de la familia Euzebyaceae
con una identidad del 97%, pero si consideramos la secuencia completa, la
identidad contra las secuencias de este orden es inferior al 92%. Este orden se
encuentra dentro de la clase Nitriliruptoria que recoge en total 4 6rdenes:
Euzebyales, Egibacterales, Egicoccales y Nitriliruptorales. La identidad de las
secuencias del 16S rRNA de los CMs a las secuencias recogidas en los

restantes Ultimos érdenes también es inferior al 94%.

El arbol, por tanto, fue construido con las secuencias recogidas dentro de la
clase Nitriliruptoria, que son un total de 143 secuencias. Las secuencias de los
componentes mayoritarios agruparon dentro de un cluster con 71 secuencias
pertenecientes a bacterias no cultivadas (Figura 62). De nuevo, observamos
gue el origen de estas bacterias cercanas a los componentes en la gran

mayoria fue también de colonias visibles similares a las de Altamira.

Si estimamos las distancias entre los genomas de referencia que encontramos
de estos 4 6rdenes mencionados anteriormente contra los componentes
mayoritarios, volvemos a encontrarnos con una muy baja similitud (Figura 63).
Estos genomas, 13 en total, se han descargado de la base de datos “NCBI
genoma” y se encuentran recogidos en el Anexo-Tabla S8. Esta baja similitud
también es correlacionada a que estamos comparando bacterias de 6rdenes
diferentes. También hay que tener en cuenta que el nimero de genomas de
referencia disponibles de cada orden dentro de la clase Nitriliruptoria es muy
escasa, tan s6lo 13 genomas, y, por tanto, la poca informacion a dia de hoy

complica la obtencion de una taxonomia muy precisa en estos componentes.
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Bacillus solani, KP268082, 1410

Uncultured

Uncultured

9 ———  Euzebyales

Egibacterales

Uncultured

uncultured bacterium, KC331731, 1311, white microbial mat from lava tube wall
uncultured bacterium, JN615981, 1348, white microbial mat from lava cave wall
uncultured bacterium, JN615985, 1346, white microbial mat from lava cave wall
100%uncultured bacterium, ING15989, 1344, white microbial mat from lava cave wall
uncultured bacterium, JN615996, 1344, white microbial mat from lava cave wall
100%% uncultured bacterium, HM444891, 1343, yellow microbial mat from lava tube walls
uncultured bacterium, JF266168, 1343, yellow microbial mat lava tube wall
uncultured bacterium, JF266133, 1343, yellow microbial mat lava tube wall
uncultured bacterium, JF266184, 1343, yellow microbial mat lava tube wall
uncultured bacterium, JF266126, 1346, yellow microbial mat lava tube wall
uncultured bacterium, KC331742, 1344, yellow microbial mat from lava tube wall
uncultured I , FI535091, 1361, cave wall biofilm
uncultured bacterium, JF266146, 1341, yellow microbial mat lava tube wall
uncultured bacterium, JF265843, 1343, white microbial mat lava tube wall
49uncultured actinobacterium, HE603178, 1406, cave wall biofilm
WC2_16S_rRNA,1458

uncultured bacterium, IN615802, 1347, white microbial mat from lava cave wall

uncultured bacterium, KC331729, 1340, white microbial mat from lava tube wall

uncultured bacterium, HM445551, 1348, white microbial mat from lava tube walls

uncultured bacterium, JF265979, 1351, white microbial mat from lava tube wall

uncultured bacterium, JF266523, 1344, white microbial mat lava tube wall

uncultured bacterium, HM444912, 1337, white microbial mat from lava tube walls

uncultured bacterium, HM444836, 1345, yellow microbial mat from lava tube walls
uncultured bacterium, JN616005, 1343, white microbial mat from lava cave wall

uncultured bacterium, KC331715, 1392, white microbial mat from lava tube wall

uncultured bacterium, KC569806, 1357, white microbial mat floating on pool in lava tube
uncultured bacterium, HM444919, 1328, white microbial mat from lava tube walls

uncultured bacterium, JN615971, 1345, tan microbial mat from lava cave wall

uncultured bacterium, KC331732, 1342, white microbial mat from lava tube wall

Figura 62. Arbol de maxima verosimilitud que muestra las relaciones filogenéticas de
los genes del 16S rRNA de los componentes mayoritarios agrupados en el cluster IV
con las secuencias disponibles de los géneros descritos en la clase Nitriliruptoria. Se
incluyen representantes de secuencias de especies para cada género descrito dentro
de esta clase. El arbol se ha construido con el software ARB por el método de PHYML
version 20130708 (Guindon and Gascuel, 2003). Los soportes de ramificacion
determinados por la estimacién bayesiana >51 se muestran en los puntos de
ramificacion. La barra de escala indica 0,1 cambios por nucleétido El andlisis involucré
143 secuencias de nucle6tidos. La version de SILVA utilizada fue SSURef

NR_99 release_132.
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Figura 63. Distancias estimadas entre los genomas de los componentes mayoritarios

gue agruparon en el cluster IV y los genomas de referencia de los géneros descritos

dentro de la clase Nitriliruptoria.

5.2.5 Métodos para deteccion de componentes mayoritarios de las

colonias mediante el disefio de primers

Los resultados obtenidos a lo largo de esta tesis han permitido determinar que
en las colonias siempre encontramos la presencia particular de una o dos
bacterias muy abundantes denominadas como componentes mayoritarios de
las colonias, y que estos componentes no se encuentran en cantidades
apreciables en el soporte carente de colonias. La presencia de estos
componentes en la pared por encima de unos niveles basales sera indicativa
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de la aparicion y futuro desarrollo del tipo de colonia caracteristico de este

componente.

Aprovechando esta singularidad, y al disponer de borradores muy completos
de los genomas de esos componentes, decidimos que el disefio de primers
especificos para estos componentes podria proporcionar herramientas para la
deteccidon temprana del comienzo de desarrollo de estas colonias en zonas no
colonizadas de la cueva de Altamira. De acuerdo con esta estrategia, se han
disefiado al menos un par de primers para cada uno de los componentes
mayoritarios caracteristicos de cada tipo de colonia. Para el disefio de estos
primers se han utilizado genes presentes solamente en cada uno de los
genomas de estos componentes (Tabla 5). Los genes seleccionados para
disefiar los primers han sido genes codificantes de proteinas, excepto para el
MAGO082 que en cuyo caso el target elegido fue una region intrénica presente
en el 23S rRNA que sélo se ha localizado en este componente mayoritario. Los
programas usados y la metodologia seguida para la blusqueda de estos targets
se encuentran descritos en el apartado de materiales y métodos.

Por tanto, excepto en el caso del MAGO082, la eleccion de los targets se hizo en
base a que fuera la Unica proteina descrita en su familia, sin mas proteinas
homologas, siempre cumpliendo que en los metagenomas de Altamira soélo se
detectara en el genoma del componente contra el que se estaba disefiando.
Para comprobar que estos primers solo hibridarian con cada componente
mayoritario, se hizo un blast de la secuencia de los primers disefiados contra la
base de datos que contiene los contigs de todos los metagenomas
(YC,W1,W2,G1,G2y BC) que contiene tanto los contigs de los componentes
mayoritarios como los de los secundarios. Las secuencias de cada uno de los

primers se recogen en el Anexo-Tabla S9.

163



RESULTADOS

Contig Gen Tipo o!e Tamano Target Cov |ldentidad ID accesion
colonia | target
CLUSTER PSEUDONOCARDIACEAE
NODE_101_length_27352 cov_42.187012_25 | MAGO088_55860 YC 198 Pyrimidine reductase family protein | 93 49.59 | WP_040836632.1
NODE_4_length_219108 cov_56.835965_118 | MAG073_09480 w1 173 UbiA family prenyltransferase 97 62.16 | WP_158886769.1
NODE_272 length 17251 cov_43.970852 4 MAGO098_00060 BC 297 Phage tail sheath family protein 100 68.41 | WP_029337936.1
NODE_118 length_51204_cov_153.155_21 MAGO001_13070 G1 230 CopD family protein 93 53.02 |WP_037317570.1
NODE_18 length 131575 cov_137.795_15 MAGO046_01690 G2 411 Hypothetical protein 100 51,09 |WP_162424531.1
CLUSTER NITRILIRUPTORIA

NODE_4_length_93391_cov_135.934123 - w2 150 Intron in the 23S rRNA - - -
NODE_470_length_11208_cov_107.744577_6 | MAGO097_00060 BC 280 Hypothetical protein 82 | 34.80 MBE1533496.1

Tabla 5. Targets seleccionados para la deteccion primaria de los componentes mayoritarios que corresponden a cada tipo de colonia.

Cov:Coverage
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Los resultados de la comparacién con Blastn de los primers disefiados para
cada componente fueron muy selectivos. Los primers disefiados para el
MAGO088 (YC) dieron so6lo un hit con el contig 101 que pertenece al
componente mayoritario de las colonias amarillas, y el producto de
amplificacion obtenido fue una banda de 198 pb. Los primers disefiados para el
MAGO073 (W1) dieron también con un solo hit en el contig 4 que pertenece al
componente mayoritario de las colonias blancas subtipo W1, y el producto de
amplificacion correspondié con una banda de 173 pb. Los primers disefiados
para el MAGOO1 (G1) también tuvieron una alta selectividad dando un hit con el
contig 118, que pertenece al componente mayoritario de las colonias grises
subtipo G1, y el producto de amplificacién fue una banda de 230 pb. Los
primers disefiados para el MAG046 (G2) también dieron un hit Unico con el
contig 18, que pertenece al componente mayoritario de las colonias grises
subtipo G2, y el producto de amplificacién correspondié con una banda de 411
pb.

Los primers seleccionados para los componentes mayoritarios de las colonias
beis ofrecen una situacion mas compleja. Los primers disefiados para el
MAGO098 se produjeron dos hits, uno con el contig 272 que pertenece al
componente mayoritario de las colonias beis y otro con el contig 2453 que
pertenece al secundario MAGO60 (G2). El producto de amplificacion fue una
banda de 297 pb. La aparicion de dos hits se debe a que este componente
mayoritario MAGO090 se ha detectado como secundario en el metagenoma de
las colonias grises subtipo G2. En el caso del otro componente mayoritario de
las colonias beis, el MAG097, se obtuvieron tres hits, uno con el contig 470 que
forma parte del componente mayoritario de las colonias beis MAG097, y otros
dos con el contig 1018 que forma parte del secundario MAG090 (YC) y con el
contig 1501 que forma parte del secundario MAGO50 (G2). La aparicion de tres
hits en este caso se debe a que este componente mayoritario se ha detectado
como secundario en los metagenomas de colonias amarillas (MAG090) y en
colonias grises subtipo G2 (MAGO050). El producto de amplificacion para estos

altimos primers fue una banda de 280 pb.
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Los primers en el componente mayoritario de las colonias blancas subtipo W2,
correspondiente al MAGO082, fueron disefiados aprovechando la presencia de
intrones dentro del gen del 23S rRNA. Estos intrones cuando se eliminan
permiten que el 23S rRNA maduro, pueda formar las subunidades ribosomales
que daran lugar al ribosoma, esencial para la sintesis de proteinas. Ejemplos
concretos de intrones en el gen del 23S rRNA se han detectado en bacterias
del filo Proteobacteria como Brucella, Coxiella, Campylobacter, Haemophilus,
Helicobacter, Proteus, Salmonella o Yersinia (Pronk and Sanderson, 2001).
También se han detectado en otros filos como Actinobacteria (Crapoulet et al.,

2005), Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus o Firmicutes (Pei et al., 2009).

En el componente mayoritario de las colonias blancas subtipo W2, el gen del
23S rRNA (3065 pb sin intrones) se encuentra interrumpido por 2 regiones
intronicas una de 389 pb y una segunda de 309 pb, lo que genera tres posibles
exones uno de 2083 pb, otro de 38 pb y un tercero de 944 pb, utilizando como
modelo el mejor hit que fue contra Egibacter rhizosphaerae strain EGI 80759
con una id de 88,50% (Figura 64). Las comparaciones de la region completa
del 23S con el programa blastn indicaban la ausencia de las dos regiones

intrénicas en otras secuencias en las bases de datos.

Estos exones tampoco estan presentes en el MAG097 que es con el MAG082
el otro componente de la clase Nitriliruptoria. Los primers por tanto se han
disefiado el forward en el intron 1y el reverse en el intrén 2. Los resultados del
blastn de estos primers dieron 2 hits, con el contig 4 que pertenece al
componente mayoritario de las blancas subtipo W2, y con el contig 4977 que
pertenece a colonias amarillas pero no se encuentra bineado en ningin MAG.

El producto de amplificacion corresponde con una banda especifica de 150 pb.
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Figura 64. Representacion de la estructura del gen 23S rRNA en el genoma del MAG082, componente mayoritario de las colonias W2

intervenido por 2 regiones intronicas. En color verde los genes ribosomales 16S, 23S y 5S rRNA, en rojo las regiones intronicas, en amarillo los

primers disefiados para su amplificacion y en marrén el contig.
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Una vez disefiado los primers para la deteccién de cada componente, se han
ensayado en una reaccion de PCR con muestras de al menos de un ejemplo
de cada subtipo de colonia, para la confirmacion de la obtencion de una sola
banda correspondiente al componente mayoritario. Se han hecho 3 reacciones
de PCR independientes, siendo la PCR1 y 2 discriminatoria de los
componentes que conforman el cluster Il correspondiente a la familia
Pseudonocardiaceae, y la PCR3 discriminatoria de los componentes que

conforman el cluster IV correspondiente a la clase Nitriliruptoria (Figura 65).

Los primers para la PCR1 ensayados fueron los primers disefiados contra el
MAGO088 (componente mayoritario de las colonias amarillas) que da una banda
de 198 pb, del MAG073 (componente mayoritario de las colonias blancas
subtipo W1) que da una banda de 173 pb, del MAG098 (componente
mayoritario de las colonias beis) que da una banda de 297 pb, y ademas de
primers universales (PA8F y 1100R) que dan una banda de 1100 como control
de la presencia de DNA cargado en cada muestra analizada. Los primers
ensayados para la PCR2 fueron los primers disefiados contra los 2 subtipos de
colonias grises, del MAGOO1 (componente mayoritario de las colonias grises
subtipo G1) que da una banda de 230 pb, del MAG046 (componente
mayoritario de las colonias grises subtipo G2) que da una banda de 411 pby
los mismos primers universales ensayados para la PCR1 como control.
Finalmente, los primers ensayados para la PCR3 fueron los primers del
MAGO082 (componente mayoritario de las colonias blancas subtipo W2) que da
una banda de 150 pb, del MAG097 (componente mayoritario de las colonias
beis) que da una banda de 280 pb y de nuevo los mismos primers universales

ensayados para la PCR1y 2 como control.

Cabe destacar que, en estos ensayos, en general los primers seleccionadas
fueron diagnaostico selectivo para el tipo de colonia para el que fueron
disefiados sin ofrecer problemas de amplificacion heterdloga. La selectividad
de los primers fue esperada excepto en los casos que implicaban amplificacién
de los CMs de las colonias beis: MAG098 en la PCR1 y MAG097 en la PCRS3.

168



Tipo de Tamafio

RESULTADOS

colonia  target Cov Identidad N2 de Acceso
CLUSTER Ill - PSEUDONOCARDIACEAE
NODE 101 length 27352 cov 42.187012 25 MAGO088_55860 YC Pyrimidine reductase family protein 93 49,59 WP_040836632.1
PCR1 NODE_4_length_219108_cov_56.835965_118 MAGO073_09480 w1 173 UbiA family prenyltransferase 97 62,16 WP_158886769.1
NODE 272 length 17251 cov 43.970852 4 MAGO098 00060 BC 297 Phage tail sheath family protein 100 68,41 WP_029337936.1
PCR2 NODE_118 length 51204 cov 153.155 21  MAGOO1 13070 G1 230 CopD family protein 93 53,02 WP _037317570.1
NODE_18_length_131575_cov_137.795_15 MAGO046_01650 G2 411 Hypothetical protein 100 51,09 WP 162424531.1
CLUSTER IV - NITRILIRUPTORIA
PCR3 { NODE_4_length_93391_cov_135.934123 - w2 Intervening sequences in the 235 rRNA
NODE_470_length_11208_cov_107.744577_6  MAG097_00060 BC Hypothetical protein 82 34,80 MBE1533496.1
L
| Univ | | 16S rRNA

C- BC YC W1w2 G1 G2 cC- BC yC W1 W2 G1 G2 C- BC

% Ere A

YC W1

W2 G1 QG2

Figura 65. Imagen de los resultados del ensayo de primers disefiados para cada componente mayoritario con las distintas muestras de

colonias por la técnica de PCR. PCR1 se ha llevado a cabo con los primers disefiados para la deteccion del MAG088 (YC), MAG073 (W1)y

MAGQ098 (BC) mas primers universales; PCR2 se ha llevado a cabo con los primers disefiados para la deteccion del MAG001 (G1) y MAG046

(G2) mas primers universales; PCR3 se ha llevado a cabo con los primers disefiados para la deteccion del MAG097 (BC) y MAG082 (W2) mas

primers universales.
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Como se describié més arriba estos primers ofrecieron dos y tres hits
respectivamente en ensayos “in silico” debido a la aparicién doble como CM en
colonias beis y como componente secundario en otras colonias. Sin embargo,
en los ensayos de PCR realizados unicamente mostraron amplificacion en las
colonias beis demostrando que pueden ser utilizados como diagnéstico de
estas colonias. Para una deteccion precoz de los componentes MAG097 y
MAGO098 como componentes secundarios o antes de formar parte del
consorcio como colonias visibles, seria posible utilizar una técnica con mayor
poder de deteccion como la PCR a tiempo real y ajustar los ciclos de

amplificacion y concentracion de DNA molde.

Los primers y PCRs descritos constituyen una prueba de concepto para ilustrar
las posibilidades que las secuencias de los metagenomas obtenidos pueden
ofrecer para disefiar ensayos de andlisis o herramientas de control para el
estudio o seguimiento de la proliferacion de colonias visibles en Altamira y

posiblemente en otras localizaciones donde se encuentran.

5.2.6 Capacidad codificante y andlisis funcional de los metagenomas

Como paso previo para obtener una imagen completa de las capacidades
metabdlicas de las comunidades microbianas presentes en las colonias, hemos
llevado a cabo una prediccion de los ORFs presentes en cada metagenoma
seguida de su anotacion funcional y clasificacién en grupos de ortologos.

Los ORFs predichos por “Prodigal” en cada genoma fueron identificados
mediante la asignacién de un identificador propio con la siguiente anotacion,
MAGXYZ_abcdO, donde MAGXYZ indica el MAG en el que se localiza el ORF y
abcdO es un numeral consecutivo en incrementos de 10 que se asigna

secuencialmente.

Para los ORFs codificados en contigs no clasificados en MAGs usamos la
anotacion MAGOXX_abcd0, donde simplemente indicamos el metagenoma
(tipo de colonia) en la que se localiza cada ORF, asi encontraremos MAGOBC
para las colonias beis, MAGOYC para las amarillas, y MAG0OG1, MAG0G2,
MAGOW1 y MAGOW?2 para las restantes. Con este procedimiento hemos
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anotado la posicion y asignado un ID propio a 609.009 ORFs distribuidos en los

6 metagenomas como se muestra en la Tabla 6.

De los 609.009 CDS predichos, 139.876 (23%) no encontraron ningun ortélogo
por lo que se clasificaron como “proteinas hipotéticas”. El resto (77%)
obtuvieron algun tipo de anotacion, aunque en algunos casos solo fuera una
indicacion de la probable posicion taxonomica del ORF. El nimero de ORFs
que finalmente debemos clasificar como proteinas sin funcion conocida resulta
de sumar las que no encontraron ningun ortélogo (proteinas hipéteticas) mas
las que no obtuvieron clasificacion funcional (proteinas con ortélogos, pero sin
funcién) mas las que fueron clasificadas en la categoria S (funcién
desconocida) lo que entonces sumaria un total de 258.381 (42,43%) del total

de los ORFs predichos.

Estos porcentajes no variaron de forma significativa en los diferentes
metagenomas, asi los porcentajes de ORFs totales sin funcidén oscilaron entre
un 40% minimo en el metagenoma G1 y un maximo de 45,57% en el

metagenoma W1 (Figura 66).

BC YC w1 w2 Gl G2

ORFs predichos | 27.140 58.623 57.227 38.159 210.722 217.138
ORFs anotados | 21.584 44.647 41.607 29.439 169.051 162.805
Prots hipotéticas | 5.556 13.976 15.620 8.720 41.671 54.333

ORFs anotados con funcion | 20.118  41.517  38.949 27.770  159.454 153.489
ORFs anotados sin funcion | 1.466 3.130 2.658 1.669 9.597 9.316

ORFs totales sin funcion | 11.156  25.741  26.079 15.938  84.268 95.199
ORFs totales con funcion

15.984 32.882 31.148 22.221 126.454 121.939
verdadera

Tabla 6. Tabla del nimero total de ORFs con/sin funcién en cada metagenoma de
colonia. Las proteinas hipotéticas son la diferencia de los ORFs predichos y los ORFs
anotados. Los ORFs totales sin funcion es la suma de las proteinas hipoteticas mas
las que no obtuvieron clasificacion funcional (ORFs anotados sin funcién) mas las que
fueron clasificadas en la categoria S (ORFs anotados con funcién desconocida). Los
ORFs con funcion verdadera es la diferencia de los ORFs predichos y los ORFs

totales sin funcion.
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La informacion recogida en estas anotaciones puede proporcionar informacion
clave sobre ecosistemas dominados por la oligotrofia como ocurre en la cueva
de Altamira. Se utilizaron las asignaciones de COG para predecir y clasificar
posibles funciones de las secuencias Unicas por homologia con secuencias de
ortélogos. Un total de 350.628 ORFs (57,57%) fueron finalmente mapeados en
19 categorias COG diferentes y se representd su porcentaje normalizado con el
namero de ORFs predichos en cada metagenoma (Figura 66). Del total de
ORFs mapeados en categorias funcionales, inicamente 601 ORFs (0,1%)
fueron asignados a categorias de genes eucaribticos (categorias W, Z y B) que

no se muestran en la grafica.

. ORFs totales sin fundén x|
o Biosintesis, transporte y cataboli de bolitos secundarios
o Transporte y metabolismo de iones inorganicos
- Transporte y metabolismo de lipidos
- Transporte y metabolismo de coenzimas Meta bo | is mo
(U] Transporte y metabolismo de carbohidratos
- Transporte y metaboli de nucledtid
w Transporte y metabolismo de aminoacidos
[®) Produccion y conversion de energia
- Replicacion, recombinacion y reparacion
= Transcripcion Almacenamiento de
- Traduccién, estructura ribosémica y biogénesis informacion y procesamiento
< Procesamiento y modificacion de ARN
> Mecanismos de defensa
=) Trafico intracelular, secrecion y transporte vesicular
- Mecanismos de transduccién de sefial Seializacion y
© Modificacion postraduccional, tumover de proteinas y chaperonas procesos Cel u Ia res
z Motilidad celular
s Biogénesis de la pared celular / brana / Itura
(=) Control del ciclo celular, division celular, particion cromosémica S

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
BEG2 EG1 OW2 OW1 OYC OBC

Figura 66. Lista de las categorias funcionales de los grupos de ort6logos anotados en
los metagenomas de las colonias visibles.

La comparacion funcional general basada en las categorias COG mostro una
gran uniformidad en todos los metagenomas. Llama la atencion que la
distribucion de categorias funcionales de los ORFs en los 6 metagenomas es
practicamente igual, lo que sugiere una adaptacion muy alta al medio y que las
diferentes colonias poseen basicamente las mismas capacidades metabdlicas y

fisiologicas.
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Ademas del 40% de ORFs sin una asignacion funcional clara, es notable la
cantidad de genes dedicados al transporte y metabolismo, especialmente a
procesos energéticos y transporte y metabolismo de aminoacidos, lo que
sugiere que su disponibilidad puede ser esencial en el crecimiento activo de las
colonias. También es elevado el numero de ORFs dedicados a replicacion,
recombinacion y reparacion del DNA. Son muy abundantes los productos
implicados en mecanismos de reparacion y especialmente los dedicados a
superar el stress oxidativo, presumiblemente generado al uso generalizado de
la respiracion aerobia. En la discusion haré un comentario sobre los genes

detectados y su posible papel en el metabolismo de las colonias.

Finalmente, mencionaré la presencia de un 4% de genes involucrados en el
metabolismo secundario de los que muchos van a ser responsables de la
biosintesis de antibibticos y otros compuestos bioactivos, que ademas de jugar
un papel esencial en las interacciones entre organismos en la cueva, pueden

tener gran interés industrial o biotecnolégico.

5.3 Cultivo de componentes de las colonias

Con la metodologia descrita se lograron obtener 136 cultivos puros a partir de
las muestras de colonias de los cuales 52 se obtuvieron de colonias amarillas,
34 de colonias grises, 31 de colonias blancas y 19 de colonias beis (Anexo-
Tabla S10). La mayor parte de estos aislados se obtuvieron en medio de
actinomicetos (AIA) con un total de 65, de los cuales 52 fueron recuperados a
una temperatura de 28°C,12 restantes lo fueron a una temperatura de 16°C y
80% de humedad y 1 a una temperatura de 162C. Otro de los medios
empleados fue TSA, en el que se obtuvieron 36 aislados, 35 a una temperatura
de 28°C y solo un aislado a una temperatura de 16°C. Finalmente, en medio
TSA 0,1X se obtuvieron 23 aislados, 18 a una temperatura de 28°C y 5 a una
temperatura de 26°C, y TSA 0,1X con NaHCOs también a 28°C con 10

aislados y a 16°C con 2 aislados.
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Se amplificé y secuencio el 16S RNA de estos aislados por la técnica de
Sanger. Las secuencias de los 16S rRNAs obtenidas fueron comparadas con
las presentes en las bases de datos para proceder a su asignacion taxonémica.
En cuanto a los taxones obtenidos entre estos cultivables, Actinobacteria fue el
filo més aislado con 95 bacterias. Dentro de este filo se detectaron 5 6rdenes
que fueron Streptomycetales (53 aislados), Corynebacteriales (19),
Micrococcales (16), Pseudonocardiales (6) y Micromonosporales (1). Dentro del
orden Streptomycetales, todos los aislados pertenecieron al género
Streptomyces (53). En el orden Corynebacteriales se detectaron 2 géneros
Nocardia (12) y Rhodococcus (7). En el orden Micrococcales fueron 5 géneros
correspondientes a Microbacterium (5), Agromyces (4), Micrococcus (4),
Kocuria (2) y Frigoribacterium (1). Dentro del género Pseudonocardiales se
detectaron 2 géneros que fueron Crossiella (3) y Pseudonocardia (3).
Finalmente, en el orden Micromonosporales solo se obtuvo un aislado

correspondiente con la bacteria Micromonospora matsumotoense.

El segundo filo mas abundante correspondi6 con Firmicutes con 25 aislados de
los cuales la gran mayoria pertenecieron al orden Bacillales (24) y s6lo 1 a
Lactobacillales. Dentro de la clase Bacillales se detectaron 3 géneros
correspondientes con Bacillus (20), Paenibacillus (2), Psychrobacillus (1) y
Sporosarcina (1), mientras que en el orden Lactobacillales correspondi6 con la

bacteria Facklamia tabacinasalis.

El tercer filo fue Proteobacteria con 15 aislados donde se detectaron las clases
Alphaproteobacteria (11) y Gammaproteobacteria (4). Dentro de la clase
Alphaproteobacteria se detectaron 3 érdenes que fueron Rhizobiales (6),
Rhodospirillales (3) y Sphingomonadales (2). Dentro del orden Rhizobiales se
detectaron 3 géneros Phyllobacterium (4), Aminobacter (1) y Agrobacterium (1).
En el orden Rhodospirillales, 2 aislados fueron del género Inquilinus, mientras
que un aislado clasificaba al 90% de identidad con 2 géneros Dongia y
Reyranella. En el orden Sphingomonadales fueron 2, de los cuales uno
correspondio con el género Sphingobium mientras que el otro aislado

clasificaba al 99,43% de identidad con 2 géneros Sphingomonas y
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Blastomonas. Por el contrario, dentro de la clase Gammaproteobacteria todos

los aislados pertenecieron al género Pseudomonas (4).

El cuarto filo detectado fue Bacteroidetes con un solo representante
correspondiente a la bacteria Sphingobacterium faecium, aislado en medio AIA
a 162C y 80 % humedad.

La mayor parte de los aislados del filo Actinobacteria (95) se recuperaron en
medio AlA con 49 cultivables, donde se detectaron los 6rdenes
Pseudonocardiales (6), Micromonosporales (1), la mayor parte de los aislados
de Micrococcales (8) y Corynebacteriales (13), y 21 del orden
Streptomycetales. El segundo medio que mas actinomicetos aislo fue el medio
rico TSA con 21 aislados, entre los que se detectaron los 6rdenes
Micrococcales (3) y Corynebacteriales (2), siendo la mayoria de aislados en
este medio al orden Streptomycetales (16). El tercer medio fue TSA diluido
0,1X con 19 cultivables, entre los que se detectaron los érdenes
Streptomycetales (13), Micrococcales (4) y Corynebacteriales (2). El medio
TSA diluido 0,1X con NaHCOs tuvo 6 aislados de Streptomycetales (3),

Corynebacteriales (2) y Micrococcales (1).

Respecto al filo Firmicutes (25), el medio que mas bacterias aisl6 de estos
cultivables fue TSA (15), en el que se detectaron los 6rdenes Bacillales (14) y
Lactobacillales (1). El resto de aislados del orden Bacillales se detectaron en
AAI (7) y en TSA diluido 0,1X (3).

Dentro de la clase Alphaproteobacteria (11), el medio mas satisfactorio para su
aislamiento fue TSA diluido 0,1X con NaHCOs en el que se detectaron los
ordenes Rhizobiales (4) y Sphingomonadales (2). EI medio AIA fue el segundo
que mas aislo esta clase detectandose los ordenes Rhizobiales (2) y
Rhodospirillales (2). Finalmente, en medio TSA 0,1X sdlo se recupero un
aislado del orden Rhodospirillales. Dentro de la clase Gammaproteobacteria (4)

todos los aislados del género Pseudomonas se recuperaron en el medio AlA.
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Las secuencias de los 16S RNAs de los aislados fueron alineadas con el
programa ClustalW junto con los 16S rRNAs de bacterias de referencia mas
cercanas a ellas. Después con las secuencias alineadas, se ha construido un
arbol filogenético por el método de maxima verosimilitud basado en el modelo
Tamura-Ne con el software de MEGA v7.0.26 (Figura 67). La informacion de
las bacterias de referencia utilizadas en este arbol se encuentra recogida en el
Anexo-Tabla S11.

Niguno de los aislados obtenidos en los intentos de cultivo coincide con alguno
de los componentes esenciales descritos como componentes tanto
mayoritarios como secundarios para las colonias, a juzgar por los bajos indices
de identidad que mostraron por la comparacion de sus 16S rRNAs (<97%).
Esto no quiere decir que las bacterias recuperadas de muestras de colonias no
puedan ser posibles componentes minoritarios de las colonias, aunque
creemos mucho mas probable que se trate de bacterias que forman parte de la

microbiota del material soporte de la pared.

Por su interés y especial relacidbn con componentes coloniales hemos
selecionado 4 bacterias para la secuenciacion total de su genoma. Dos de ellas
que se identificaron con las bacterias Crossiella cryophila (VC61) y
Pseudonocardia eucalypti (VC74) fueron seleccionadas principalmente por
pertenecer a la misma familia que los CMs, concretamente del cluster Ill. La
tercera bacteria seleccionada fue clasificada con la especie Inquilinus
ginsengisoli (VC62), y su seleccion se debioé a que un componente secundario
de las colonias grises subtipo G1 (MAGO055) fue asignado a este mismo
género, aunque comparaciones posteriores de la secuencia del genoma
reflejan un valor de ANI del 89,95%, que sugiere que no se tratan de la misma
bacteria (Figura 55). La ultima bacteria seleccionada fue clasificada con la
especie Pseudomonas chlororaphis (VC102) y su seleccion fue debida al
pigmento de color anaranjado que secreta durante su crecimiento en medio de

cultivo que lo hacia reminiscente de las colonias amarillas.
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Figura 67. Andlisis filogenético molecular por el método de méaxima verosimilitud con el software de MEGA7 de los 16S rRNA de los aislados
cultivables de las colonias visibles junto con las bacterias de referencias mas cercanas de la base de datos del NCBI. La historia evolutiva se
infirid utilizando el método de maxima verosimilitud basado en el modelo Tamura-Nei. Se muestra el arbol con la mayor probabilidad
logaritmica. El arbol est4 dibujado a escala, con las longitudes de las ramas medidas en el nUmero de sustituciones por sitio. La proporcién de

sitios donde al menos 1 base inequivoca esté presente en al menos 1 secuencia para cada clado descendiente se muestra junto a cada nodo

interno en el arbol. El analisis involucré 196 secuencias de nucleétidos.
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DISCUSION

6.1 La cueva de Altamira y su situacion actual

La cueva de Altamira destaca en su ambito por la singularidad y la calidad del
arte que alberga, asi como por la buena conservacion que presentan sus
pinturas, por lo que a dia de hoy ostenta la categoria de icono del arte rupestre
paleolitico. Ademas, fue el primer lugar en el mundo donde se identifico arte
rupestre del periodo Paleolitico Superior. El descubrimiento de las pinturas en
la cueva fue tan impactante para la sociedad en ese momento, que con los
afos la cueva se convirtio en objeto de estudio para cientificos de una gran
variedad de campos y desde el principio atrajo la atencion de visitantes y
curiosos. Como consecuencia, la cueva ha sido constantemente modificada
estructuralmente y estudiada con el objetivo de una mayor comprension (Figura
10). Muchas de estas modificaciones estructurales en la primera etapa del
descubrimiento de la cueva fueron orientadas a las visitas que comenzaron a
partir del afio 1875. Estas visitas, especialmente en los primeros afios, se

tradujeron en entradas masivas y constantes a la sala de las pinturas.

Por otro lado, la cueva de Altamira, como cualquier otro entorno natural de tipo
karstico sufre un proceso continuo de alteracion geoquimica. La contemplacion
de veladuras de carbonato célcico en muchos puntos de la cueva, asi como la
infiltracion de agua de escorrentia por la gran cantidad de fisuras o grietas que
presentan los techos de la cueva, favorecen la pérdida del pigmento por lavado
o la desaparicion del mismo. Estos fenbmenos naturales no son controlables y

en su mayor parte son irreversibles.

Igualmente, las cuevas también son habitats naturales para microorganismos
gue juegan un papel importante en la dindmica y los ciclos geoquimicos de
éstas. Lo que vamos a encontrar en la cueva son microorganismos bien
adaptados al ambiente subterraneo, que han evolucionado hasta alcanzar un
equilibrio estable pero delicado. Mientras las condiciones sean constantes, las
poblaciones microbianas no experimentan grandes cambios. Pero de la misma
manera, alteraciones ambientales o nutricionales pueden dar lugar a cambios
en la microbiota normal con efectos impredecibles. La cueva de Altamira tras

su descubrimiento, ha experimentado estos cambios, y asi ha sufrido
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colonizaciones espontaneas de microorganismos como la aparicién de
comunidades fotosintéticas en zonas de pinturas (algas o cianobacterias) o la
presencia de rizomorfos en estructuras artificiales. Como colonizacion
microbiana mas relevante se detecta alrededor del afio 1999 la presencia de
colonias visibles desarrolladas en los techos y paredes de la cueva, que se
originaron y son mas abundantes cerca de la entrada, pero que con los afios su
desarrollo ha ido en avance hacia el interior de la cueva alcanzando incluso la
sala de Policromos. El analisis de riesgo elaborado en el Plan de Conservacion
Preventiva de Altamira considera que la presencia de colonias visibles es el
mayor riesgo bioldgico que amenaza las pinturas de la cueva. Inicialmente las
colonias visbles en la cueva de Altamira eran de tres tipos denominadas en
funcion de la pigmentacion que presentaban como colonias amarillas, grises y
blancas. En el transcurso de este trabajo se identifica un cuarto tipo de colonia

visible con un color distintivo diferente, al cual se ha denominado colonias beis.

La preocupacion por los cambios microbiolégicos que esté sufriendo Altamira
no son nuevos. En los afios 70 y 80 del siglo veinte se impulsaron los primeros
estudios microbiol6gicos en la cueva, los cuales consistian generalmente en el
cultivo de los componentes microbianos presentes en muestras de agua, tierra
0 soporte, asi como el analisis del efecto que las entonces masivas visitas
pudieran tener sobre los microorganismos presentes. Con la presencia de las
colonias visibles, se ampli6 el estudio a ellas, pero pronto se observé que las
técnicas habituales de cultivo no eran satisfactorias para la descripcion precisa

de los habitantes microbianos de Altamira.

Por ello, estudios posteriores llevados a cabo a partir del afio 2000, sobre todo
para estudiar las colonias visibles, se hicieron con técnicas de secuenciaciéon
sin necesidad de cultivo. Estos primeros analisis describieron la presencia de
bacterias de los filos Actinobacteria y Proteobacteria como claros protagonistas
en estas muestras. Otros filos de menor abundancia detectados en las colonias
fueron Acidobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Gemmatimonadetes,
Firmicutes, Candidate NC10, Nitrospirae, Planctomycetes, Verrucomicrobia, y
especialmente en colonias blancas Cyanobacteria y Candidate division SPAM,
y en colonias amarillas Candidate phylum SBR1093. A parte, se siguieron
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haciendo intentos de cultivo de componentes de las colonias lo que permitio la
descripcion de nuevas especies de bacterias aisladas de colonias grises
Nocardia altamirensis (Actinobacteria, Jurado et al., 2008), y de colonias
blancas Aurantimonas altamirensis (Alphaproteobacteria, Jurado et al., 2006) y
Hoyosella altamirensis (Actinobacteria, Jurado et al., 2009b).

A dia de hoy, con las nuevas técnicas de secuenciacion masiva se puede
obtener una mayor cantidad de secuencias por muestra lo que supone una
diferencia cualitativa bastante grande en comparacion con las primeras
técnicas utilizadas. Esta diferencia es una ventaja en la resolucion de
problemas microbiolégicos como los que atafien a la cueva de Altamira.

Esta tesis se plantea con el objetivo de mejorar nuestro conocimiento sobre la
composicién de los componentes de las colonias empleando nuevas técnicas
de secuenciacion masiva hasta ahora no utilizadas en la cueva de Altamira.
Estas técnicas fueron la técnica de amplicones, en la que se secuencia el gen
del 16S rRNA de todos los componentes presentes en la muestra si el esfuerzo
de secuenciacion empleado es el adecuado, y la técnica de shotgun que nos
permitira obtener borradores, al menos de los genomas de los componentes

mas abundantes en las colonias.

6.2 Composicion de las colonias

Las técnicas empleadas en este trabajo nos han proporcionado una cantidad
de datos de secuencia muy superior al total de la disponible hasta ahora sobre
la poblacion microbiana de Altamira. Por la técnica de amplicones hemos
obtenido 5.697.876 lecturas totales (de unos 400 nt cada una)
correspondientes a los segmentos hipervariables V3-V4 del RNA ribosomal
16S. La técnica de secuenciacion total de shotgun nos ha proporcionado mas
de 500 Mb de secuencias gendémicas en fragmentos mayores de 1 kb
correspondientes a los metagenomas de los seis tipos de colonia visible

analizadas.

En el caso de la técnica de amplicones, los pasos previos a la secuenciacion

como son la amplificacion por la técnica de PCR de la region de interés y la
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preparacion de librerias, y pueden introducir errores que se traduciran en unos
resultados erréneos sobre la diversidad microbioldgica o la abundancia relativa
de los componentes de las muestras. Todos nuestros analisis han incluido
controles experimentales consistentes en mezclas comerciales con distinta
abundancia y composicion de bacterias (ZymoBiomics Microbial Community
Standards). Los resultados que se obtuvieron sistematicamente con estos
controles incluidos en todos nuestros ensayos fueron los esperados para la
composicion conocida de las muestras control, sirviendo al menos en parte

para asegurar la fidelidad de nuestros resultados.

Este trabajo parte con el objetivo mas esencial de averiguar la diversidad real
presente en las colonias visibles, saberlo serd fundamental para el desarrollo
de medidas de control. En estudios previos en Altamira en colonias, la riqueza
detectada en colonias amarillas fue de 42 OTUs, sin embargo, el nimero
esperado de especies basado en abundancias con los indices ACE y Chaol
fue de 291 y 172 respectivamente (Porca et al., 2012). Los estudios de
rarefaccion aplicados a estos resultados mostraban que las curvas de
acumulacion no llegaban a alcanzar una saturacién, sugiriendo que se
necesitaba un mayor esfuerzo de secuenciacion para alcanzar una descripcion
completa. En otro estudio en Altamira en colonias blancas, el nimero de OTUs
detectado fue 47 y tampoco la curva de rarefaccion alcanz6 una asintota
(Portillo Guisado et al., 2009). Estas estimaciones de la diversidad en colonias
concuerdan con el resultado final que hemos obtenido tras el andlisis detallado
de OTUs y que formaron un core en las colonias, aunque no todas las OTUs
del core han sido detectadas en los estudios previos.

Por la técnica de amplicones en este estudio hemos obtenido 4.288 OTUs
(Tablal) a partir de 57 muestras analizadas, correspondientes a 55 muestras
de colonias de los cuatro tipos descritos y dos muestras de soporte sin colonias
aparentes. La diversidad obtenida en las colonias en este estudio ha sido
bastante superior a lo observado en los estudios previos, y las curvas de
rarefaccidén alcanzaron la saturacion en todas las muestras (Figura 29)
indicando que la profundidad de secuenciacion obtenida habia sido suficiente.
La riqueza media detectada en colonias beis fue de 323 OTUs, 618 en colonias
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grises, 351 en colonias blancas y 382 en colonias amarillas. Los indices de
diversidad obtenidos indicaron para las colonias una riqueza media (Figura 30),
inferior a la que suele obtenerse habitualmente en muestras de suelo y soporte
(Anexo-Figura S2). Ademas, se detectaron a las colonias grises como las

muestras con mayor riqueza y diversidad entre las muestras de colonias.

Este estudio aporta evidencia de la existencia en las colonias de unos
componentes (uno o dos) predominantes, al menos 10 veces mas abundantes
que el resto y que son caracteristicos en cada colonia (Figura 34). La técnica
de amplicones identifica tres de estos componentes, a los que hemos
denominado componentes mayoritarios de las colonias. Su distribucion
desigual en las colonias han sido la base para diferenciar en 2 subtipos a las
colonias grises y blancas. La existencia de estos subtipos quedd confirmada
con los andlisis de B-Diversidad (Figura 31). Esta heterogeneidad detectada en
muestras de colonias aparentemente del mismo color no se ha mencionado
anteriormente en otros estudios, indicando que la clasificacién por color no es

suficiente para describir la diversidad de tipos de colonia existentes.

Aungue el tamafio de los amplicones que se usan en esta técnica es pequenio,
permite una razonable asignacion taxondmica de las OTUs por comparacion
con las secuencias de los 16S rRNAs presentes en las bases de datos (SILVA).
Tras esta asignacion tenemos una imagen general de la composicion en
taxones de las colonias que esta dominada por el filo Actinobacteria (43,36%
de las secuencias), seguido de Proteobacteria (25,87%), Acidobacteria (9,70%)
y Plantomyces (6,41%). Filos con menor frecuencia detectados fueron
Dadabacteria con 3,22%, Chloroflexi con 3,08%, Rokubacteria con 2,34% y
Nitrospirae con 1,20%. Es de notar que ninguno del resto de los Phyla
detectados alcanza una riqueza equivalente al 5% de las secuencias. Las
concentraciones de la mayor parte de estos componentes minoritarios son
equivalentes en las muestras de colonias y las muestras de sustrato sin
colonias, lo que arroja dudas sobre su pertenecia real a los consorcios de las

colonias.

185



DISCUSION

Por esta razon y por una tendencia a considerar las colonias como consorcios
no excesivamente complejos, seleccionamos un core de 36 OTUs, que
cumpliesen la condicién de que su abundancia media en cada subtipo de
colonia fuera >1% y que la OTU estuviera presente en al menos 2 muestras de
colonias (Figura 34). Dentro de esta seleccién encontramos como las mas
abundantes de todas, a las OTUs correspondientes a los componentes
mayoritarios clasificandolas dentro del filo Actinobacteria con la familia

Euzebyaceae (OTUL) y con el género Crossiella (OTUs 2y 4).

La presencia de colonias visibles, al igual que los componentes identificados no
son exclusivos de la cueva de Altamira, sino que también se han detectado
previamente en otros estudios en cuevas. Los trabajos anteriores en colonias
de Altamira habian identificado varios de los componentes que describimos
ahora. Secuencias con una identidad mayor al 99% con la OTU2 se obtuvieron
de colonias amarillas en la cueva de Altamira (clones AY960224.1,
AY960256.1, AY960236.1, Portillo et al., 2008) y en otro estudio hecho en
colonias amarillas en 3 cuevas distintas entre las que se encuentra
nuevamente Altamira (clones HE602849.1 y HE602845.1, Porca et al., 2012),
asi como en otras cuevas como en la cueva de Llonin en pigmentos rojos de
pintura sin aparente colonizacion (clon AJ421159.1, Schabereiter-Gurtner et al.,
2004). La OTU1 se ha detectado con una identidad del 100% en una mezcla de
colonias de color blanco, amarillo, gris, azul grisaceo y rosa en una cueva de
Eslovenia (clon FJ535092.1, Pasi¢ et al., 2010) o previamente en Altamira con
una identidad del 99,51% en colonias grises (clon HE603178.1, Cuezva et al.,
2012). La OTU4 es la menos detectable en cuevas, aunque igualmente con
una identidad del 99,76% se ha detectado previamente en la Cueva de
Altamira (clon EF188338.1, Portillo et al., 2009) o con una identidad del 98% de
nuevo en colonias blancas en una cueva volcanica en Nuevo Mégjico, USA
(clones KC331738.1, KC331736.1).

Dentro de los componentes secundarios que aparecen en este core es notable
la presencia particular de la OTU3, practicamente presente en todas las
muestras que hemos analizado y asignada taxonomicamente a la clase

Gammaproteobacteria y orden Wb1-P19. También se detecté como la segunda
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OTU més abundante en muestras de suelos y soportes en la cueva (Figura 36).
Este componente ademas ha sido detectado previamente en Altamira 'y en
otros andlisis de cuevas. Se ha descrito antes como uno de los 3 miembros
claves en el analisis de 128 muestras de cueva (0,32% aire; 5,20% agua,
4,42% roca; 6,15% sedimento) en 8 cuevas karsticas en China (Zhu et al.,
2019), y filogenéticamente se ha agrupado en un cluster relacionado con
bacterias autotrofas oxidantes de nitrito y/o azufre. Ademas, esta OTU se ha
detectado anteriormente con una identidad del 99,05% en colonias blancas
grisaceas en la cueva de Tito Bustillo (clones AJ421204.1, AJ421216.1,
Schabereiter-Gurtner et al., 2002) y con una identidad del 99,54% en colonias
amarillas conformando uno de los cores en 3 cuevas distintas en Eslovenia,
Republica checa y Espafia, de nuevo en la cueva de Altamira (clones
HE602901.1, HE602902.1, Porca et al., 2012). También se ha detectado con
una identidad del 99,54% en pinturas con arte prehistorico en la cueva de
Magura en Bulgaria (clon HE653868) relacionados con la familia
Chromatiaceae con un 92-95% de identidad, las cuales son bacterias
oxidadoras de sulfuro de hidrégeno (Ilvanova et al., 2013). En cuevas de origen
volcanico se han obtenido clones con una identidad del 99,54% en colonias
marrones (clones LR130704-06) y en colonias amarillas (clones LT854971.1,
JN850513.1, IN672508.1, JN850448.1, JIN850498.1, HQ721141.1).

A pesar de la gran diversidad obtenida en los analisis, consideramos que existe
un conjunto esencial y discreto de taxones que son los verdaderos
componentes de las colonias visibles de Altamira. Los filos encontrados en este
core han sido Acidobacteria, Actinobacteria, Chloroflexi, Candidatus
Dadabacteria, Candidatus Rokubacteria, Proteobacteria y Nitrospirae. La gran
mayoria de estos filos ya han sido detectados en las colonias en Altamira, a
excepcion de Candidatus Dadabacteria y Candidatus Rokubacteria. Todos
estos filos suelen estar asociados a entornos de cueva como por ejemplo en
muestras de biofilms o espelotemas (Lavoie et al., 2017; Oliveira et al., 2017;
Ortiz et al., 2014; Xian et al., 2020). Los filos detectados Rokubacteria y
Dadabacteria se han descrito como taxones involucrados en ciclos
biogeoquimicos del carbono, nitrégeno y azufre (Hug et al., 2016). Bacterias
del filo Rokubacteria son capaces de reducir completamente sulfato y oxidar
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thiosulfato a sulfato, oxidar nitrato a nitrito y fijar carbono, mientras que
bacterias del filo Dadabacteria son capaces de reducir nitrato a amonio, asi
como sulfato o tiosulfato. También tiene un papel importante en la nitrificacion

las bacterias correspondientes al filo Nitrospirae (Lavoie et al., 2017).

La composicion final de este core, a pesar de las 4.288 OTUs detectadas en un
inicio, nos permite proponer una composicion simple para cada subtipo de
colonia que presentaremos un poco mas adelante. No sélo los componentes
mayoritarios sino muchos de los componentes secundarios también se estan
detectando en entornos similares, reforzando la idea sugerida de la existencia
de determinadas bacterias adaptadas a su desarrollo en cuevas. Estas
bacterias constituirian lo que podria considerarse como “microbiota de cuevas”
y una informacion mas detallada de las mismas proveniente necesariamente de
estudios metagenomicos sera esencial para una mejor descripcién y una mayor

comprension de sus condiciones de crecimiento.

La secuenciacion del DNA total de muestras de las colonias descritas por la
técnica de shotgun es una aportacién nueva a la caracterizacion de la
microbiota de Altamira y una de las primeras que se lleva a cabo sobre
microbiota de cuevas. Como se adelanté mas arriba con los datos obtenidos
hemos sido capaces de generar seis metagenomas con un tamarfio total de 529
megabases en secuencias mayores de 1 kb. Los metagenomas individuales
obtenidos oscilaron entre los 25,3 Mb (colonias beis) y los 188,2 Mb (colonias

grises subtipo G1).

La clasificaciéon de las secuencias de cada metagenoma en “bines” nos ha
permitido recomponer 90 borradores de genomas (MAGS) correspondientes
hipotéticamente a otros tantos componentes de las colonias. El recuento de
secuencias simples (reads) que mapean en cada uno de los MAGs
reconstruidos demuestra la presencia de MAGs mayoritarios con los que
alinean hasta el 80% de las secuencias totales (Figura 38). La asignacion
taxondmica de estos MAGs nos muestra una buena coincidencia con las OTUs

gue presentaron abundancias altas por la técnica de amplicones. Lo que la
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secuenciacion total no nos muestra fue una diversidad tan alta como la que

ofrecia el analisis de amplicones.

Frente a las méas de 4000 OTUs detectadas, solamente se obtuvieron 90 MAGs
por la técnica de shotgun, lo que es consecuencia de la diferente tecnologia.
Unas pocas secuencias de amplicones bastan para definir una OTU mientras
gue un MAG representa la reconstruccion de un genoma completo. Es evidente
que solo los genomas mas abundantes van a recuperarse como MAGs y que
las bacterias contaminantes del soporte no podran ser recuperadas como
MAGs. De hecho, cerca de dos tercios del total de secuencia ensamblada se
encuentra en contigs de menos de 1 kb y por tanto esta excluida de los MAGs.
La mala calidad de ensamblado de toda esta informacion se debe a que
proviene de genomas poco abundantes presumiblemente contaminantes de

suelo o soporte.

Desde este punto de vista el analisis metagenomico por shotgun nos libra
probablemente de contaminantes de suelo muy presentes entre las OTUs y
aunqgue podriamos perder algunos componentes poco abundantes, nos ofrece

una buena representacion de los mas abundantes.

No obstante, con 90 MAGs recuperados, obtenemos unos resultados sobre la
complejidad de las colonias similares a los que obtuvimos usando el core de las
36 OTUs mas abundantes. El niumero de componentes estimados por ambas
técnicas fue similar, oscilando entre 6 y 34 componentes (Tabla 2). Esta
diversidad ademés fue nuevamente minima para las colonias beis y mas alta
para las colonias grises recuperandose un mayor numero de MAGs en los

metagenomas de estas muestras.
A continuacion, vamos a proponer una composicion en componentes para cada

uno de los tipos de colonia combinando los resultados de secuenciacion de

amplicones y de DNA total.
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Colonias Beis

Las colonias beis fueron las que generaron los metagenomas mas simples
resultando en la recuperacion de 5 MAGs (Figura 68). Lo m&s destacable fue la
coexistencia de dos componentes mayoritarios en estas colonias que
correspondieron con las actinobacterias clasificados con la clase Nitriliruptoria
(MAGO097/0TU1) y la familia Pseudonocardiaceae (MAG098/OTU?2). El resto de
los componentes minoritarios pertenecieron, dos a la clase
Gammaproteobacteria (uno al orden PLTA13 y otro al género Lysobacter), y el
altimo al filo Actinobacteria (orden Solirubrobacterales y género 67-14). Todos
estos componentes se confirmaron por ambas técnicas como los componentes
mas abundantes. Ademas de los 5 MAGs se detectd en el metagenoma la
secuencia completa de un 16S rRNA correspondiente con una
Gammaproteobacteria (orden wh1-P19). Esta secuencia de 16S rRNA es igual
al 16S rRNA del componente secundario mas abundante en la mayoria del

resto de metagenomas, de los que si que se han recuperado MAGs.

Por ello pensamos que este 16S rRNA pertenezca a un sexto componente de
las colonias beis, ya que coincide con la OTU3 que es una de las que se
obtiene con mayor abundancia en esta muestra por la técnica de amplicones.
El que el proceso de bineado no haya producido un MAG que corresponda a
este sexto componente puede deberse a su menor abundancia en la colonia lo
gue va a dificultar su ensamblado frente a genomas mas abundantes. También
es posible que los contigs de este genoma sean similares en composicion y
abundancia a otro y de lugar a un MAG muy contaminado. Aunque la OTU3
sea muy abundante puede ocurrir también que corresponda a mas de una
especie como ocurre con los CMs clasificados con la OTUZ2, y por eso este
componente por la técnica de amplicones muestra una abundancia mas alta de

la que en realidad presenta y que dificulta su recuperacion.
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Nitriliruptoria
Pseudonocardiaceae
67-14 Wb1-P19
Lysobacter PLTA13

Figura 68. Propuesta de componentes finales para las colonias beis. Cada
componente esta representado por un circulo de diferente color y tamafio
aproximadamente proporcianal a su abundancia. Los CMs llevan el nombre de un tipo

mayor y de color azul.

Colonias amarillas

Las colonias amarillas presentaron una diversidad también baja con 9
componentes (Figura 69). Como ocurre en todas las colonias lo mas
caracteristico fue el componente mayoritario clasificado dentro de la familia
Pseudonocardiaceae (MAG088/0OTU2). El segundo componente mas
abundante fue una Gammaproteobacteria, que en base a la comparacién de su
secuencia del 16S rRNA se clasificé en el orden wb1-P19 y en base a sus
ORFs, perteneceria al orden Chromatiales. Este componente es muy
interesante, ya que se observa en casi todos los metagenomas. No hay en las
bases de datos muchos genomas disponibles que se encuentren clasificados
en taxones cercanos a él, sélo uno correspondiente con la bacteria
Chromatiales bacterium USCg_Taylor (GenBank assembly accession:
GCA_002007425.1) secuenciada de muestras de suelo antartico (Figura 47) y

gue aparece como no clasificado dentro del orden Chromatiales.

Como componentes menos abundantes en las colonias amarillas se recupero
una Actinobacteria (clase Nitriliruptoria) que por comparacion de las 3
aproximaciones mencionadas a lo largo de esta tesis (secuencia de DNA y de
proteina y secuencia del 16S rRNA) entre los componentes clasificados en esta
misma clase, se tratd del componente mayoritario de las colonias beiges

(Figura 61). Este dato fue de los primeros indicios de que los componentes
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mayoritarios también podian ser secundarios en otras colonias. El resto de
componentes en las colonias amarillas clasificaron como Gammaproteobacteria
(orden PLTAL13), Actinobacteria (familia Mycobacteriaceae), Acidobacteria
subgroup 6, Alphaproteobacteria (orden Rhizobiales), Actinobacteria y
Bacteroidetes. Todos estos taxones fueron detectados igualmente por la
técnica de amplicones, a excepcion de los componentes clasificados con

Mycobacteriaceae y Actinobacteria.

Pseudonocardiaceae

Actinobacteria

Nitriliruptoria Mpycobacteriaceae
Acidobacteria Subgroup6
Bacteroidetes PITA13

Rhizobiales
Wb1-P19
Figura 69. Propuesta de componentes finales de las colonias amarillas. Cada
componente esta representado por un circulo de diferente color y tamafio
aproximadamente proporcianal a su abundancia. El CM lleva el nombre de un tipo
mayor y de color azul.

Colonias blancas (subtipos W1 y W?2)

Las colonias blancas también presentan una composicion poco compleja. En el
subtipo W1 hemos identificado 9 componentes y en el subtipo W2 solamente 6
(Figura 70). Los dos subtipos se diferenciaron en base al componente
mayoritario, en ambos pertenecientes al filo Actinobacteria, siendo el del
subtipo W1 de la familia Pseudonocardiaceae (MAG073/0OTU2), y el del subtipo
W2 de la clase Nitriliruptoria (MAG082/0OTU1). Aparte, ambos subtipos
compartieron como secundario mas abundante la Gammaproteobacteria
clasificada con el orden Wb1-P19 segun SILVA y orden Chromatiales en el

NCBI, que ya se ha identificado en las colonias anteriores.
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De entre los componentes secundarios de las colonias blancas del subtipo W1
cabe destacar la presencia de una arquea de la familia Nitrosopumilaceae.
Otros componentes pertenecieron a una Rokubacteria (clase NC10, orden
Methylomirabilales, familia Methylomirabilaceae y género wb1-A12),
Alphaproteobacteria (orden Rhodospirillales y familia Rhodospirillaceae),
Nitrospirae, Candidatus Dadabacteria, Deltaproteobacteria y Acidobacteria
(familia Blastocatellia y orden 11-24). La arquea detectada en estas colonias
también se detectd en colonias grises subtipo G1 correspondiendo con las
Unicas arqueas en estos metagenomas. La presencia de todos estos

componentes se confirmd por ambas técnicas de secuenciacion.

Los otros componentes secundarios de las colonias blancas del subtipo W2
correspondieron a una Actinobacteria (clase Thermoleophilia y orden
Solirubrobacterales), Parcubacteria, Betaproteobacteria y Acidobacteria. Todos
han sido detectados por la técnica de amplicones, a excepcién de los
componentes clasificados con el superfilo Parcubacteria y con el orden
Solirubrobacterales. En el caso del componente clasificado con el superfilo
Parcubacteria, su secuencia del 16S rRNA se encuentra interrumpido por 3
intrones (Figura 50) y esto hace que no se detecte por la técnica de
amplicones. Los hits mas cercanos para el 16S asignaron a esta bacteria a los
filos Candidatus Nomurabacteria y Candidatus Campbellbacteria, aunque con
una identidad inferior al 80%. En la literatura, hay muy poca informacién
publicada sobre estos taxones y no se han detectado antes en cuevas
probablemente porque muchos de estos estudios se basan en la amplificacion
de regiones variables del gen 16S rRNA. Si se ha detectado en ambientes
marinos en muestras de sedimento (Ledn-Zayas et al., 2017) y en muestras de
suelo forestal (Pu et al., 2019), cuevas y en depdsitos provenientes de

vermiculaciones (Addesso et al., 2020).
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Pseudonocardiaceae Nitriliruptoria
Nitrosopumilales Wb1-P19 Solirubrobacterales
Wh1-A 12
11-24 Candidatus Dadabacteria Acidobacteria
Nitrospira Wb1-P19

Rhodospirillaceae

Deltaproteobacteria Betaproteobacteria

Parcubacteria

Figura 70. Propuesta de componentes finales para las colonias blancas subtipos W1y
W2. Cada componente esta representado por un circulo de diferente color y tamafio
aproximadamente proporcianal a su abundancia. Los CMs llevan el nombre de un tipo

mayor y de color azul.

Colonias grises (subtipos G1 y G2)

Las colonias grises fueron las mas diversas de todas las analizadas estimando
en ellas un mayor nimero de componentes como se muestra en la figura 71
(34 en el subtipo G1y 27 en el subtipo G2). En ambos subtipos hubo 2 MAGs
que fueron descartados por presentar alta contaminacién y otros 2 por tener

poca completitud, no facilitando una taxonomia significativa.

En ambas colonias, el componente mayoritario fue clasificado dentro de la
familia Pseudonocardiaceae, tratdndose de 2 especies diferentes
(MAG001/0TU4 en G1 y MAG046/0TU2 en G2). Como componentes
secundarios encontramos 7 MAGs pertenecientes al filo Actinobacteria con los
ordenes Pseudonocardiales (1 en G1y 2 en G2), Micromonosporales (1 en G1)
y la clase Nitriliruptoria (1 en G2). Se detectaron los componentes mayoritarios
de las colonias beis (MAG097/98) como secundarios en las colonias G2
(MAGO050/60). Algo también notable en estas colonias fue la abundancia de
componentes del filo Proteobacteria de las clases alpha, beta y delta, de las
gue se recuperaron 17 MAGs en G1y 14 en G2. Los filos restantes
pertenecieron a Acidobacteria (4 en G1y 1 en G2), Nitrospirae (1en G1y 2 en
G2), Chloroflexi (2 en cada subtipo), Candidatus Rokubacteria y Candidatus
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Dadabacteria (1 en cada subtipo). So6lo en el subtipo G1 se detect6 un
componente clasificando con el superfilo Parcubacteria (detectada en las
colonias blancas subtipo W2), el filo Candidate division NC10 (orden
Methylomirabilales, familia Methylomirabilaceae y género wb1-A12) y la arquea
Thaumarchaeota (familia Nitrosopumilaceae) también detectada en las colonias
blancas subtipo W1.

Pseudonocardiaceae Pseudonocardiaceae
Qp.Proteobacteria . Pseudonocardiaceae Proteobacteria
Q.o Alphaproteobacteria Inquilinus

Hypomicrobium Nordella

Acidobacteria 1) Rhodospirillaceae Nitriliruptoriar Rhizobiales
Acidobacteria Subgroup9 QJ AR Betaproteobacteria 11-24 Alphaproteobacteria
Acidobacteria Subgroup17i =0 Ferrovaceae Chloroflexi phap
11-24 ) Burkholderiales

Whb1-P19

Ferrovaceae
cCD24

Ardenticatenales

Candidatus Dadabacteria

Deltaproteobacteria Candidatus Rokubacteria
Nitrosopumilales Nitrospira

Parcubacteria

. . Xanthomonadales
Candidatus Dabacteria O Nitrospirae Delt teobacteri Lysobacter
N . eltaproteobacteria
Candidatus Rokubacteria  \yp1.a72 P Haliangum

Figura 71. Propuesta de componentes finales para las colonias grises subtipos G1y
G2. Cada componente estéa representado por un circulo de diferente color y tamafio
aproximadamente proporcianal a su abundancia. Los CMs llevan el nombre de un tipo
mayor y de color azul.

6.3 Novedad taxonémica de los componentes de las
colonias

De todos los componentes descritos, los componentes mayoritarios, debido a
su abundancia, son los que nos han proporcionado MAGs de mayor calidad
(més completos y menos contaminados), lo que nos permite profundizar con
bastante detalle, tanto en la posicién taxonédmica como en las capacidades
metabdlicas y fisioldégicas de dichos componentes. Disponemos de la
secuencia de la mayoria de los genes que codifican proteinas, de los clusters
completos de los rRNA ribosomales (16S, 23S y 5S) y sus correspondientes
regiones intergénicas. La comparacion de los genomas (MAGs completos) de
estos componentes nos muestra que forman dos clusters diferentes
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clasificando dentro del filo Actinobacteria. Los andlisis filogenéticos basados en
comparaciones del 16S rRNA o de genomas completos muestran la ausencia
de genomas muy relacionados, o lo que es lo mismo, sugiere que se
representan taxones nuevos no definidos dentro de las actinobacterias.

Los componentes mayoritarios de las colonias G1, G2, W1, YC y BC formaron
un cluster (Cluster Ill) separado de los géneros descritos dentro la familia
Pseudonocardiaceae. La comparacion de los 16S rRNAs de estos
componentes revel6 identidades entre ellos del orden del 97%, la
secuenciacion de amplicones solamente resuelve dos OTUs en este grupo. Por
este criterio se deberian considerar como pertenecientes a una misma especie.
Sin embargo, la comparacion de los genomas completos y sobre todo un
andlisis de las familias de ortologos presentes en cada MAG, nos revelan una
mayor heterogeneidad con un “core” que contendria un 30% de los genes de
cada MAG, siendo el resto de genes especifico de cada uno de ellos (datos no
mostrados). Por lo tanto, nos inclinamos por la propuesta de considerar a estos
cinco genomas pertenecientes a un nuevo género en la familia
Pseudonocardiaceae en el que representarian posiblemente 5 especies

diferentes.

En el caso del cluster IV, donde agruparon los componentes de las colonias
W2 y BC también formaron un cluster separado de los érdenes descritos de la
clase Nitriliruptoria, por lo que igualmente se justificaria la propuesta de un

nuevo orden en el que situariamos estos dos MAGs.

Las secuencias de 16S rRNAs de estos componentes no tienen homélogos
cercanos en las bases de datos de secuencias completas o taxonémicamente
bien clasificadas, sin embargo, podemos encontrar secuencias muy proximas a
ellas en bases de datos de proyectos de secuenciacion de amplicones o clones
de origen metagenodmico, que no proporcionan una clasificacion taxonémica
precisa. Podemos encontrar (octubre de 2020) 262 secuencias relacionadas
con los componentes mayoritarios del cluster Ill y con 71 en el caso del cluster
IV. Estas secuencias no clasificadas no nos ayudan a afinar la taxonomia de
los MAGs de los componentes mayoritarios, pero si soportarian nuestra

propuesta de un nuevo género en la familia Pseudonocardiaceae y de un orden
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nuevo en la clase Nitriliruptoria especifico de bacterias de cueva, y para los que
estariamos proporcionando los primeros borradores de genomas de alta

calidad.

6.4 La formacion de colonias visibles como solucién
universal para los microorganismos de cuevas.

Como resumen y conclusion de la composicion de los distintos tipos de
colonias vislumbramos un patrén comun que se repite y que permite hacer una
propuesta sobre la composicion general de las colonias visibles coloreadas de
cuevas (Figura 72), que representarian un tipo de consorcio bacteriano
adaptado a la vida en condiciones de escasa disponibilidad de nutrientes, que
son frecuentes en cuevas, y que se localizan con relativa frecuencia en cuevas

de diferente naturaleza geoquimica y distribucién geografica universal.

En todas las colonias analizadas se encuentra uno o dos componentes muy
abundantes (CMs) del filo Actinobacteria (Pseudonocardiaceae o Nitriliruptoria)
y en menor abundancia uno o dos de la clase Gammaproteobacteria
relacionadas con los 6rdenes Chromatiales, PLTA13 o Xanthomonadales
(Lysobacter). Como componentes mas minoritarios a menudo encontramos
otras actinobacterias que puede ser alguno de los CMs (Pseudonocardiaceae o
Nitriliruptoria) u otra diferente (Pseudonocardia, Mycobacteriaceae o
Solirubrobacterales), una Acidobacteria (11-24), una Alphaproteobacteria
(Rhodospirillales o Rhizobiales), una Betaproteobacteria (Burkholderiales,
Ferrovaceae o B1-7BS) y una Deltaproteobacteria (Myxococcales). Como
componentes menos generalizados se encontraria algiin componente
relacionado con los filos Candidatus Dadabacteria, Candidatus NC10,
Candidatus Rokubacteria, Nitrospirae, Chloroflexi y Thaumarchaeota, y el

superfilo Parcubacteria.
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Gammaproteobacteria Actinobacteria (Pseudonocardiaceae, Nitriliruptoria,
(Chromatiales, PLTA13 Pseudonocardia, Mycobacteriaceae, Solirubrobacterales)
Xanthomonadales) Acidobacteria (Blastocatellia)
Alphqproteobagtgr/a Candidatus Dadabacteria, Candidatus NC10, Candidatus
(Rhizobiales, Rhodospirillales) Rokubacteria, Nitrospirae, Chloroflexi, Thaumarchaeota o
Betaproteobacteria Parcubacteria

(Burkholderiales, Ferrovaceae, De/taproteobacteria
B1-7BS)
(Myxococcales)

Figura 72. Modelo propuesto de la composicion general de una colonia visible del tipo

observado habitualmente en cuevas.

De acuerdo con este modelo podemos interpretar la diversidad en las colonias
y la aparicién de nuevos tipos como resultado de una evolucion continua
basada en la combinacion de determinados componentes de las colonias
actuales para el desarrollo de nuevas colonias en la cueva. Esto se ha podido
evidenciar en las colonias beis, que fueron las ultimas colonias en ser
detectadas en la cueva y resultaron ser las mas simples de todas. Mas de la
mitad de sus componentes (4/6) entre los que se incluyen los componentes
mayoritarios, son componentes detectados como secundarios en otras colonias
como amarillas o grises. Mas recientemente se han observado en Altamira
colonias con una clara tonalidad rosa que aun no han sido analizadas. Si
nuestra hipotesis es correcta, encontraremos gque estas colonias estan
formadas esencialmente por los mismos componentes ya descritos
combinados en una nueva proporcion dentro de las reglas propuestas en el
modelo general para las colonias visibles. Esta posibilidad de seleccion de
componentes para producir combinaciones mas adaptadas a la vida en la
cueva se traduce en una ventajay a la vez en un arma que las bacterias tienen

para conseguir proliferar a las condiciones de Altamira.

Colonias visibles parecidas a las que se estan desarrollando en la cueva de
Altamira se observan en otras cuevas en Espafia (Figural5) o en el mundo
(Figura 16) con una composicion muy similar. Algunas de estas cuevas

contienen arte paleolitico, y han sido en mayor o menor medida visitadas por el
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publico, pero, sin embargo, otras se tratan de cuevas de origen volcanico con
condiciones bastante diferentes. Altamira siempre ha estado en debate de
permanecer cerrada a visitantes por miedo a que la presencia de estas
colonias fuese causada por estas visitas, y que una continuidad de estas
desencarrilara una mayor colonizacién. Los resultados obtenidos en esta tesis
sugieren gue los componentes detectados en las colonias de Altamira se
detectan igualmente en las colonias de otras cuevas en otros lugares del
mundo, sin relacion alguna con Altamira. Ademas, también confirma la idea de
un core de componentes que se encuentran presentes dentro de este tipo de
muestras biolégicas y sin una relacion aparente con bacterias asociadas
habitualmente con el hombre. No hay duda de que el trato que se le ha dado a
la cueva anteriormente, asi como acciones desarrolladas en sus alrededores
pueden haber acelerado el desarrollo de estas colonias naturales en ella. Lo
gue nuestros resultados sugieren es que esta proliferacion ha sido debida a
cambios nutricionales o ambientales y que aparentemente no ha habido aporte
externo significativo de microorganismos. Por ello, el foco del control o
prevencion, debe colocarse sobre todo en el mantenimiento de las condiciones
ambientales y en evitar en lo posible el aporte de materia organica del exterior
y en un continuado seguimiento de parametros ambientales y microbioldgicos
que permitan controlar la constancia de las condiciones y que no se alteren los

delicados equilibrios que gobiernan la vida de la cueva.

6.5 El metabolismo de las colonias de la cueva de
Altamira

Desde un punto de vista ecoldgico las cuevas proporcionan ambientes estables
y protegidos donde el desarrollo de la vida microbiana se halla resguardada
frente a condiciones adversas cambiantes, por el contrario, son ambientes que
pueden ser muy aislados y esto se puede traducir en una disponibilidad

limitante de nutrientes.

La cueva de Altamira es un ejemplo claro en cuanto a la constancia de las
condiciones ambientales y lo que cabe suponer ante esta constancia, es que el

principal factor que va a determinar el tipo de seres vivos que proliferen en la
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cueva va a ser la disponibilidad de nutrientes. De este modo la microbiota que
encontremos en la cueva va a depender directamente de la disponibilidad de

nutrientes disponibles en cada momento.

En los afios anteriores al afio 2000, la cueva de Altamira era considerada un
ambiente poco oligotréfico (Lugue and Labrada, 2016) en el que el interior de la
cueva presentaba grandes cantidades de materia organica procedente de una
actividad grande de microvertebrados, insectos, etc. Ademas, la cueva venia
de pasar por un régimen de visitas muy fuerte, habia estado iluminada
artificialmente e incluso se mantenia actividad ganadera en el entorno de la
cueva. En estas circunstancias no es de extrafiar que en el periodo de 2003 a
2005 la cueva sufriera una colonizacion visible en la sala de las pinturas por
cianobacterias del orden Chroococcales y Oscillatoriales; y de algas
unicelulares eucariotas en concreto de los géneros Cyanidium,
Chladmydomonas y Chlorococcum en menor frecuencia (Informe CSIC 2003-
2005 pag 88-91). La causa de esta colonizacion fue la presencia de focos de
iluminacion fija en la sala, que al retirarse provocaron la desparicion de estos

biofilms fototroficos.

La presencia de luz permitia la formacion de este tipo de biopeliculas en las
que podemos encontrar estos taxas (grupos fototroficos como cianobacterias o
algas), que son mas favorecidos y considerados como colonizadores primarios
debido a su metabolismo mas sencillo, los cuales obtienen de la luz la energia
necesaria para fijar COz a partir del que producir moléculas mas complejas
como carbohidratos que son alimento para el desarrollo heterétrofo (Jurado et
al., 2020; Popovic¢ et al., 2020). Por tanto, la actividad de estos productores
primarios permite el desarrollo de microorganismos heterétrofos. Si no hay luz,
los grupos fototréficos no se desarrollan y encontramos entonces como
microorganismos quizas mas elementales a los microorganismos
guimioautotrofos considerados como los principales productores de la materia
organica en estos biofilms de cueva. Otros microorganismos como hongos,
amebas, metazoos, bacterias o arqueas dependeran energéticamente de los

autotrofos o de la materia organica que entre a la cueva por otros medios, y en
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consecuencia juegan un papel menos importante en estos biofilms autotroficos.
(Popovi¢ et al., 2017; Urzi et al., 2010).

Sin embargo, las condiciones energéticas de Altamira han variado mucho hasta
el dia de hoy. La presencia de murciélagos hace tiempo que no se detecta, en
cuanto a los roedores se tiene evidencia de su entrada, ya que en alguna
ocasion se detectan algunas huellas, pero sin otra evidencia visible de los
mismos. Tampoco es ya frecuente la presencia de cadaveres de animales,
aunque si alguna vez de artropodos del orden Trichoptera o de la clase
Arachnida. En cuanto a la materia organica que se puede detectar en suelos
exteriores y que puede conllevar al arraste de estos nutrientes al interior de la
cueva por accion del agua circulante, andlisis de compuestos organicos en
estos suelos en el periodo de 2007 a 2009 fueron altos y de nitratos del 2003 al
2009, aunque se puede observar que con los afios su concentracion ha ido
disminuyendo sugiriendo un proceso de dilucién de estos compuestos en los
suelos por la accion de la lluvia (Figura 9). La actividad ganadera en los
alrededores de la cueva hace tiempo que ha desaperacido, y es probable que
el resultado de estas acciones hace que el aporte de materia organica en el
agua de infiltracién haya disminuido. La retirada de la iluminacion artifical
estable de la cueva ha determinado también la practica desaparicion de
biofilms verdes fototroéficos.

Actualmente, la cueva sin aporte de luz natural y cerrada excepto a visitas
controladas y a trabajos de investigacibn/mantenimiento, se vigila con mayor
detenimiento llevandose a cabo entradas de control de estado por personal del
museo con periodicidad semanal, en las que se presta especial atencién a
eliminar al momento cualquier posible fuente de alimento que soporte el
crecimiento de microorganismos. Esta vigilancia se complementa con un
especial cuidado en no introducir nada en la cueva que no esté
escrupulosamente limpio de materia organica y exento de contaminantes
bioldgicos, asi como de prevenir acciones en los alrededores que favorezcan la

entrada de nutrientes en la cueva.
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Como se ha mencionado, la falta de iluminacién ha conducido a la desaparicién
casi total de los organismos fototréficos y de biofilms formados por los mismos.
No fue asi en el caso de las manchas verdosas tenues detectadas en 2016 en
el pasillo entre la Sala de los Muros y la Hoya, coincidiendo con un punto de
iluminacion temporal durante las visitas experimentales. En estas manchas fue
posible detectar un alga mixotrdéfica clasificada con la especie Jenufa
aeroterrestrica. Esta alga tiene la capacidad de alternar fases autotroficas
mientras haya luz disponible con fases oscuras en las que el alga se comporta
como un organismo heterotrofo. La eliminacion de la iluminacion en este punto
ha producido la disminucion del color verde, aunque con certeza el alga

persiste en el techo de la zona en una forma de vida heterétrofa, o latente.

En otras cuevas como la cueva de Nerja (Malaga), la ausencia de organismos
fototréficos se ha atribuido a la presencia de una mayor abundancia de amebas
o bacterias depredadoras (Jurado et al., 2020) que conducen a la desaparicion
de las algas. En principio la ausencia de luz en Altamira parece ser la causa
mas probable de la desaparicién (o poca prevalencia) de organismos

fotosintéticos.

Todos estos datos nos permiten plantear que en la actualidad el ambiente de la
cueva de Altamira es nutricionalmente oligotréfico, y esta circunstancia como
deciamos al principio va a determinar la microbiota de la cueva. Una estrategia
microbiana de supervivencia en ambientes oligotroficos es la formacion de
estos biofilms en los que participan varias especies diferentes. Ninguna de las
especies que forman parte del biofilm es capaz por ella sola de proliferar en las
condiciones disponibles, sino que es la cooperacion metabdlica entre los
miembros del biofilm la que permite la suficiente capacidad metabdlica para
poder desarrollarse en este ambiente. Una consecuencia de esta estrategia es
la dificultad para conseguir la recuperacion de componentes de los biofilms en
cultivos puros. Por eso no es extrafio nuestra repetida falta de éxito intentando

cultivar componentes de las colonias coloreadas de Altamira.

En Altamira se detectan este tipo de biofilms en forma de lo que hemos llamado

“colonias visibles” microbianas de distintos colores (blancas, grises, amarillas y
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beis). Con caracteristicas externas similares a las de Altamira, este tipo de
biofilms se decriben can mucha frecuencia en cuevas de todo tipo y
localizacion, convirtiéndose en el mecanismo principal de supervivencia de
bacterias que habitan en estos entornos subterraneos. En Altamira las colonias
se desarrollan en las paredes y techos de la cueva, su descripcion comienza
cerca del afio 1999, son mucho mas frecuentes cerca de la entrada y como se
dijo anteriormente se consideran el principal riesgo para el biodeterioro de las

pinturas.

Los resultados presentados muestran que las colonias visibles estan
compuestas de comunidades microbianas con gran dominancia de bacterias y
menor de arqueas. Se descarta la presencia de hongos en las colonias.
Experimentos iniciales que trataban de amplificar ITS fungicas a partir de DNA
total de las colonias nunca dieron resultado. Por otra parte, no se obtienen
secuencias de origen fungico en los metagenomas. Otro tanto podemos decir
de la presencia de protozoos, de los que Unicamente tuvimos evidencia en el
analisis de una muestra de “moonmilk”, un tipo de espeleotema de posible
origen biolégico, completamente separado de las colonias visibles, que también

se encuentra en algunas zonas de la cueva de Altamira.

Una de las cuestiones relevantes sobre la microbiologia de Altamira no
despejada en esta tesis es el soporte energético y nutricional para el desarrollo
de las colonias visibles. La hipétesis dominante hasta la fecha propone que
estas colonias son consorcios heterétrofos que prosperan gracias a la materia
organica disuelta (MOD) detectada en aguas de infiltracion, y que disponen de
la cantidad suficiente de nitrdgeno y otros elementos a partir del agua de
infiltracion o de los materiales de suelos y paredes. Por lo general, la gran
mayoria de cuevas se consideran ambientes oligotréficos con bajas cantidades
de recursos tréficos en forma de sustancias organicas oxidables. Estos
ambientes suelen presentar una concentracion inferior a 2 mg/l de carbono
organico en las aguas de goteo. En estas condiciones y teniendo ademas en
cuenta la alta disponibilidad de CO:2 en la cueva, no es descabellado pensar en
cierta capacidad autotrodfica de fijacion de CO2, que deberia estar energizada

por alguna sustancia quimica susceptible de oxidacion dada la ausencia de luz.

203



DISCUSION

Entre los sustratos que podrian ser oxidados para generar el potencial reductor
necesario para la asimilacion del carbono a partir de didxido de carbono (CO2),
y a falta de evidencias que soporten el uso del azufre o el hierro como
energizantes, cabe pensar en la utilizacion de gases atmosféricos como
mondxido de carbono (CO) o hidrogeno (Hz). Un tercer compuesto candidato
en esta categoria es el amonio (NH4*) que podria ser oxidado parcialmente
hasta nitrito (NO,™) o completamente hasta nitrato (NOs’) como han
demostrado ser capaces de hacer las bacterias del grupo “Commammox”

(Complete ammonium oxidizers).

Algunos de los componentes identificados en las colonias son conocidos por
tener capacidad quimioautotrofica. En especial, las actinobacterias, que son el
phylum mayoritario en las colonias presentan capacidad demostrada para fijar
CO:z2 utilizando donadores inorganicos de energia. Algunas especies del género
Pseudonocardia se han demostrado capaces de fijar CO2 usando el enzima
Ribulosa bis-fosfato carboxilasa (RuBisCo). P. dioxanivorans, ademas de fijar
CO2 por ciclo de Calvin-Benson- Bassham, posee la capacidad de oxidar
hidrégeno atmasferico por medio de una hidrogenasa, de manera que es capaz
de crecer de manera autotréfica en un medio con sélo Hz-bicarbonato (Grostern
and Alvarez-Cohen, 2013). Otras especies de Pseudonocardia son igualmente
fijadoras de CO2 pero usan alternativamente monoxido de carbono o amonio
como fuente de potencial reductor (Park et al., 2008). La presencia de
hidrogenasas es habitual en especies de micobacterias, lo que dota este grupo
de una capacidad enérgetica importante que va a ser explotada para la
capacidad de las bacterias de este género para causar infecciones persistentes

y estados de latencia (Greening et al., 2014).

Las arqueas detectadas en algunos metagenomas corresponden con el filo
Thaumarchaeota que es bien conocido por ser arqueas oxidadoras de amonio
(AOA), descritas principalmente como aerobios quimiolitoautotrofos oxidantes
de amonio, aunque también pueden ser mixotrofas o heterotrofas (Bartossek et
al., 2012).También hemos encontrado miembros del filo Nitrospirae, detectados
en las colonias como componentes secundarios minoritarios. Bacterias de este

género juegan un papel importante en la nitrificacion como bacterias aerobias
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quimiolitoautotréficas oxidantes de nitritos (Daims and Wagner, 2018).
Recientemente se ha reconocido su capacidad para llevar a cabo la oxidacion
completa de amonio hasta nitrato por lo que las coloca en un grupo
(Comammox) de gran importancia en el ciclo del nitrdgeno (Daims et al., 2015;
van Kessel et al., 2015).

De los borradores de los genomas obtenidos de los componentes de las
colonias hemos obtenido informacion sobre sus capacidades metabdlicas, y
estos datos podrian darnos alguna respuesta sobre las capacidades
metabdlicas de las colonias e indirectamente sobre las reacciones basicas que

pueden estar soportando en el interior de la cueva.

El catalogo de genes que hemos obtenido puede ser interrogado para
encontrar en €l genes marcadores de las reacciones metabdlicas en las que se
basaria la capacidad quimioautotréfica (Tabla S7). En primer lugar, hemos
investigado la presencia de las diferentes rutas posibles para la fijacién de CO:2
conocidas en bacterias. De ellas, solamente hemos encontrado de forma
consistente evidencias de la presencia del ciclo de Calvin-Benson- Bassham,
basadas en la presencia de los genes rbcLS, que codifican las dos
subunidades cataliticas del enzima RuBisCo (EC:4.1.1.39, K01601, K01602).
Estos dos genes se han localizado en todos los MAGs de los componentes
mayoritarios y también en algunos de los componentes secundarios. En los
CMs, los genes rbcLS generalmente se encuentran formando parte de clusters
de genes con otras funciones auxiliares en la regulacién o ensamblado del

enzima, lo que mejora la evidencia de su funcionalidad.

Un gen asociado a la funcionalidad de fijacién de CO:z es el que codifica la
anhidrasa carbonica. Este enzima que suele formar parte de los carboxisomas,
organulos especializados en fijacion de carbono, asegura la disponibilidad de
CO: a partir de bicarbonato, un compuesto que esta disponible ad libitum en la
cueva de Altamira. Este enzima es ubicuo en todos los metagenomas. Se
encuentra en todos los componentes mayoritarios y es a su vez muy

abundante en componentes secundarios (Tabla 7).
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Sustrato Gen Enzima EC number KOs YC BC W1 W2 Gl G2
coxL aerobic carbon-monoxide EC:1.253 K03520 13 3 19 27 99 104
dehydrogenase large subunit
co coxM aerobic carbon-monoxide EC:1253 K03519 4 4 11 11 62 55
dehydrogenase medium subunit
coxS aerobic carbon-monoxide EC:1.253 K03518 13 6 14 18 98 89
dehydrogenase small subunit
H.COs cynT, can carbonic anhydrase EC:4.2.1.1 K01673 18 9 10 7 53 48
fdoG fscijrg:]"’r‘]ti‘f dehydrogenase major EC:1.17.1.9 K00123 25 8 18 18 89 74
Formate fdoH ‘;‘l’;gl‘;tlf dehydrogenase iron-sulfur — £0q 41719 koo124 7 3 6 4 34 29
fdol formate dehydrogenase subunit EC:1.17.19 K00127 5 1 4 2 23 22
gamma
Y hyaB, hybC hydrogenase large subunit EC:1.12.99.6 K06281 9 3 5 6 24 22
2 hyaA, hybO hydrogenase small subunit EC:1.12.99.6 K06282 11 2 5 5 26 19
amoA/pamoA ?uegﬂﬁi?%ammon'a MONOOXYQENase  £c.1.14.99.39 K10944 1 0 5 1 7 5
NHs ureC urease alpha subunit EC:3.5.1.5 K01428 3 1 11 0 25 25
amt ammonium transporter K03320 26 13 27 15 120 92
rbcL ribulose-bisphosphate carboxylase g4 1139 k01601 5 4 3 2 12 11
CO: large chain
fixation beS rlbulose-b_lsphosphate carboxylase EC41.139 KO1602 3 3 5 5 12 8
small chain
nifD hitrogenase molybdenum-iron EC:1.186.1 K02586 0 O 0 0o 3 0
protein alpha chain
N2 fixation nifk hitrogenase molybdenum-iron EC:11861 K02591 0O O O O 3 0O
protein beta chain e
nifH nitrogenase iron protein NifH EC:1.18.6.1 K02588 0 0 0 0 1 1

Tabla 7. Lista de marcadores de genes autotréficos y nimero de genes detectados en cada metagenoma.
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Por lo que respecta a posibles reacciones de oxidacién que proporcionen el
potencial reductor necesario para la fijacion oscura de CO2, encontramos los
genes que podrian catalizar las reacciones de este tipo habituales en
actinobacterias. Todos los componentes mayoritarios y algunos de los
componentes secundarios contienen genes para las dos subunidades de la
hidrogenasa (K06281 y K06282), y también frecuentemente los necesarios
para el ensamblado y maduracion del enzima. Los genes coxL y coxS
(EC:1.2.5.3, K03520, K03518), que codifican las dos subunidades de una
deshidrogenasa de mondxido de carbono, se encuentran en todas las colonias,
aungue no siempre en los componentes mayoritarios, de hecho, esta ausente

en MAGO082 y MAGO097 que son los miembros de la clase Nitriliruptoria.

En principio, y casi exclusivamente gracias a los componentes mayoritarios las
colonias visibles podrian tener al menos etapas de su vida en condiciones
quimioautotroficas. La disponibilidad de CO:zen la cueva de Altamira no es un
factor limitante sobre todo en la época de invierno. No es tan clara respecto a
las concentraciones disponibles de Hz o de CO, gases presentes en
concentraciones mucho menores. Sin embargo, los gases atmosféricos han
demostrado ser suficientes para energizar la fijacion de carbono por parte de
microorganismos en ambientes antarticos extremos (Ji et al., 2017) o en
ecosistemas de suelo (Bay et al., 2021).

Una posibilidad adicional seria la utilizacion de la oxidacion del amonio por
parte de las colonias visibles como reaccion energizante. En todas las colonias,
con excepcién de las colonias beis, detectamos genes de oxidacién del amonio
a hidroxilamina (amoA/pamoA, EC:1.14.99.39, K10944), que es el primer paso
del proceso de nitrificacion al que seguiria su oxidacién a nitritos. La presencia
de oxidasas de amonio se complementa con dos genes que puedes ser
necesarios para asegurar la disponibilidad de este ion, si es necesario para el
crecimiento de las colonias. Estos dos sistemas complementarios son los
transportadores de amonio (amt, K0O3320) y la metaloenzima ureasa (ureC,
EC:3.5.1.5, K01428), capaz de hidrolizar urea y proporcionar CO2y amonio,

necesarios para el crecimiento de las colonias.
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En este caso no son los componentes mayoritarios los que albergan estos
genes, sino que los encontramos en componentes secundarios como las
arqueas (Tolar et al., 2017) o los miembros del philum Nitrospira (Palomo et al.,
2018). Es probable que esta reaccion sea importante en el metabolismo global
de las colonias lo que nos daria una justificacion nutricional para la necesidad
de la formacién de consorcios microbianos para una forma de vida autonoma.
En todas las colonias se detectan genes relacionados con el metabolismo
oxidativo (respiracion aerobia) y transporte electronico usando oxigeno como
aceptor. Igualmente se han detectado la mayoria de los genes implicados en
las reacciones catabdlicas centrales necesarias para la oxidacion de moléculas
organicas como la glucosa, acidos grasos y/o aminoacidos, para la obtencion
final de energia y compuestos mas simples utilizados para procesos de

biosintesis o asimilatorios (H20, CO2 0 NH4").

Este andlisis del potencial metabdlico se presenta para abrir una hipétesis de
trabajo que propondria la capacidad de las colonias visibles para crecer de
forma autotroéfica en las condiciones naturales en Altamira al menos durante la
parte del afio (otofio-invierno) en la que la concentracion de CO2 atmaosferico es
mas alta y la actividad vegetal en la cobertera mas baja, y al tiempo, la
disponibilidad de sustratos organicos oxidables en el agua de infiltracion mas

limitante (Figura 73).
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Figura 73. Hipotesis del potencial metabdlico sugerido para las colonias. En épocas de
invierno el agua de infiltracién es pobre en materia organica y las colonias optan por

una forma de vida autotréfica (izq) favorecida por las altas concentraciones de CO;. En
verano la mayor concentracion de materia organica disuelta (MOD) permite una forma

de vida heterotrofica.

Aunqgue la evidencia presentada de la abundancia de genes esenciales para
una etapa quimioautotrofica es grande, necesitard una demostracion al menos
de la expresion de esos genes por analisis transcripcional o una demostracion
fisiologica de las reacciones que se reclaman. Igualmente ha quedado fuera del
alcance de esta tesis un analisis en profundidad de las capacidades
metabdlicas de las colonias, que podria ser abordado a partir de los datos
metagendmicos disponibles, que en el caso de los MAGs de mayor calidad
podria proporcionar casi una reconstruccion metabdlica completa de sus

duenos.

6.6 Recuperacion en cultivo puro de las bacterias de
Altamira

Una buena manera para el estudio de los componentes de las colonias seria
poder obtenerlos en cultivos puros, pero ninguno de los intentos hasta ahora en
las colonias de Altamira ha permitido el cultivo de los componentes
mayoritarios y secundarios detectados en este estudio por las técnicas

moleculares empleadas.

Los intentos de cultivo en esta tesis de muestras de los seis tipos de colonias
detectadas han proporcionado 136 cultivos puros. Algunos de estos
aislamientos correspondientes a los géneros Crossiella o Pseudonocardia
pertenecian a la misma familia que los componentes mayoritarios, aunque
basados en las secuencias del 16S rRNA, ninguno resultd ser alguno de ellos.
Estudios de cultivo anteriores permitieron el aislamiento de bacterias
pertenecientes a los géneros Acinetobacter, Agromyces, Afipia,

Aneurinibacillus, Arthrobacter, Bacillus, Brevibacillus, Brevundimonas,
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Catellatospora, Cellulomonas, Gordonia, Hydrogenophaga, Inquilinus,
Janibacter, Kibdelosporangium, Lechevalieria, Methylobacterium,
Methylobacterium, Micromonospora, Mycobacterium, Nocardia, Sphingomonas,
Streptomyces, Ochrobactrum, Paenibacillus, Pseudomonas, Pseudonocardia,
Microbacterium, Ralstonia, Rhodococcus, Sinorhizobium, Staphylococcus,
Stenotrophomonas, Tsukamurella, Variovorax y algunas otras sin afiliacion
cercana a bacterias cultivables (Informe CSIC 2007-2009, pag 352-357).
Muchos de estos taxones se han vuelto a obtener como aislados puros en este
estudio.

Por el contrario, las nuevas especies obtenidas de colonias visibles en Altamira
(Hoyosella, Nocardia, Aurantimonas altamirensis) no se han conseguido
recuperar en los intentos de cultivo o en la lista de componentes mas
abundantes por las técnicas moleculares realizados en esta tesis, indicando
gue podian tratarse de componentes minoritarios de las colonias o de la
microbiota adicional del soporte. En otro estudio hecho en las colonias
presentes en la cueva de Altamira y en la cueva Tito Bustillo se subraya la
dificultad de crecer los componentes de las colonias (Laiz et al.,2008). De
nuevo, los resultados de cultivo obtenidos en esta tesis siguen apoyando la
idea de que los componentes de las colonias son dificiles de crecer, y de la
diferencia tan grande que hay entre lo que se obtiene por métodos clasicos de

cultivo y lo que nos muestran los métodos de la metagenoémica.

La incultivabilidad de los componentes de las colonias, asi como la poca
informacion presente en las bases de datos sobre ellos, plantea que los
meétodos de control microbiolégicos empleados hasta ahora, aunque
proporcionan informacién valida del estado microbiol6gico de la cueva no se
estan dirigiendo adecuadamente al control de las colonias que solo podran ser

seguidos por métodos moleculares sin cultivo o por técnicas de imagen.

La obtencion de borradores de buena calidad de los componentes mas
predominantes en las colonias ha permitido el desarrollo de primers especificos
contra estos componentes y la capacidad de poder detectarlos de una manera
rapida, sencilla y poco costosa (Figura 66). Ademas, el uso de estos primers

210



DISCUSION

también se podria emplear en otras técnicas como PCR cuantitativa o FISH
entre otras como complementacion para una mayor deteccion de estos

componentes.

La estructura de las colonias visibles se ha estudiado previamente por la
técnica de microscopia electronica de barrido ambiental que revela detalles
estructurales y algun detalle funcional asociado con procesos de
biomineralizacién (Cafaveras et al., 2001; Sanchez-Moral et al., 2003).

El uso de primers como sondas fluorescentes por la técnica FISH y su
observaciéon bajo un microscopio de fluorescencia revelaria la organizacion
espacio-temporal de los componentes de las colonias e incluso podria llegar a
ofrecer detalles de posibles relaciones nutricionales o fisiologicas entre ellos.
El planteamiento de estrategias destinadas al control frente al avance de estas
colonias en las paredes y techos de Altamira podrian derivarse de un estudio
mas exhaustivo de los borradores de estos genomas al igual que de la
anotacién funcional de las comunidades presentes en ellas, prestando atencion
a genes implicados en las interacciones sociales de los componentes como

son los sistemas CRISPR o sistemas toxina-antitoxina.

De momento, el control y seguimiento de parametros ambientales y
microbiolégicos, asi como el cuidado de no alterar el ambiente ni introducir
nada exdgeno a la cueva son las mejores medidas preventivas para evitar un

crecimiento indeseado de estas colonias.
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La secuenciacion masiva nos ha proporcionado una imagen completa de

la composicion de las colonias visibles de Altamira.

Las colonias de un mismo color no son homogéneas, las colonias
blancas y grises se han dividido en 2 subtipos, cada una en base a los

componentes que las forman.

La diversidad en las colonias es media-baja en comparacion con lo
habitual en muestras de suelos. La composicién es bastante diferente

entre ellas y muy distinta de la composicion del soporte adyacente.

El nimero de componentes considerados mas abundantes en las
colonias es bajo, oscila entre 6 y 34 componentes siendo las colonias

beis las mas sencillas y las grises las mas diversas.

Las colonias presentan uno o dos componentes muy abundantes a los
gue hemos llamado componentes mayoritarios, suelen representar mas
del 20% de las células totales y son caracteristicos para cada tipo de

colonia.

Los componentes mayoritarios de las colonias clasifican dentro del filo
Actinobacteria, en dos taxones diferentes: la familia
Pseudonocardiaceae y la clase Nitriliruptoria. Constituyen un grupo
bacteriano muy adaptado a la formacion de biofilms coloreados en

cuevas.
Los componentes mayoritarios de la familia Pseudonocardiaceae

representan probablemente 5 especies distintas dentro de un género

nuevo.
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Los componentes mayoritarios de la clase Nitriliruptoria representan 2
especies pertenecientes a géneros diferentes formando posiblemente un

nuevo orden en la clase.

Los componentes de las colonias visibles de Altamira presentan alta
identidad de secuencia con bacterias detectadas en otras cuevas del
mundo, sugiriendo que existe un grupo de bacterias muy adaptado a la

formacion de biofilms coloreados en cuevas.

Las comparaciones de los diferentes tipos de colonias de Altamira
sugieren un modelo general de composicion de colonia aplicable a las
colonias de Altamira y probablemente a cualquier biofilm similar formado

en cuevas.

Combinaciones diferentes de los mismos componentes pueden dar lugar

a nuevos tipos (colores) de colonia.

El potencial metabdlico de las colonias soporta la posibilidad de una
forma de vida mixotréfica, alternando periodos heterotréficos y

autotroficos, dependiendo de la disponibilidad de nutrientes.

Los intentos de cultivo de los componentes de las colonias no han
permitido recuperar ninguno de los componentes mayoritarios o

secundarios detectados por las técnicas de secuenciacién masiva.

Se han disefiado primers que amplifican y permiten identificar de forma

especifica los componentes mayoritarios de las colonias.

El disefio de primers frente a los componentes mayoritarios, proporciona
un método de deteccion precoz para el control del biodeterioro y una

enorme capacidad analitica para el estudio de las colonias.
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Tabla S1. Metadatos de las muestras analizadas por la técnica de amplicones.

En color azul se resaltan las muestras analizadas también por la técnica de

shotgun.

B11M1
B11M2
B12M1
B12M2
B12M3
B12M4
B12M5
B12M6
G6M1
G8M1
G8M2
GoM1
GOM2
G10M1
G10M2
G10M3
G10M4
G1iM3
GlimM4
G11M5
G11M6
GlimM7
Gl2M1
Gl12M2
G12M3
G12M4
W6M1
W8M1
W8M?2
WIoM1
W10M1
W10M2
W10M3
W10M4
W11M4
W11M5
W11M6
W11M7
W12M1
W12M?2
Y6M1
Y8M1
Y8M2
Y9M1
YOM2

Beis
Beis
Beis
Beis
Beis
Beis
Beis
Beis
Gris
Gris
Gris
Gris
Gris
Gris
Gris
Gris
Gris
Gris
Gris
Gris
Gris
Gris
Gris
Gris
Gris
Gris
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Amarilla
Amarilla
Amarilla
Amarilla
Amarilla

BC
BC
BC
BC
BC
BC
BC
BC
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
G2
Gl
G2
G2
Gl
G2
G2
Gl
G2
G2
G2
Gl
W1
W2
w2
w2
w2
W2
w2
w2
w2
w2
W2
W2
w2
w1
YC
YC
YC
YC
YC

30/10/2018
30/10/2018
28/05/2019
28/05/2019
28/05/2019
28/05/2019
28/05/2019
28/05/2019
24/02/2015
23/02/2016
23/02/2016
13/09/2016
13/09/2016
28/11/2017
28/11/2017
29/08/2017
29/08/2017
30/10/2018
30/10/2018
30/10/2018
30/04/2019
30/04/2019
27/08/2019
27/08/2019
27/08/2019
27/08/2019
24/02/2015
23/02/2016
23/02/2016
13/09/2016
28/11/2017
28/11/2017
29/08/2017
29/08/2017
30/04/2019
30/04/2019
11/07/2018
11/07/2018
27/08/2019
27/08/2019
24/02/2015
23/02/2016
23/02/2016
13/09/2016
13/09/2016
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Vestibulo
Vestibulo
Vestibulo
Vestibulo
Vestibulo
Pasillo Policromos
Pasillo Policromos
Vestibulo
Vestibulo
Vestibulo
Vestibulo
Vestibulo
Cruce
Vestibulo
Vestibulo
Cruce
Cruce
Vestibulo
Vestibulo
Vestibulo
Cruce
Cruce
Vestibulo
Vestibulo
Cruce
Cruce
Vestibulo
Vestibulo
Vestibulo
Cruce
Cruce
Cruce
Cruce
Cruce
Cruce
Cruce
Vestibulo
Vestibulo
Cruce
Cruce
Vestibulo
Vestibulo
Vestibulo
Vestibulo
Vestibulo



Y10M1
Y10M2
Y10M3
Y10M4
Y10M5
Y11M3
Y11M4
Y11M5S
Y12M1
Y12M2
SOP10M1
SOP10M2

Amarilla
Amarilla
Amarilla
Amarilla
Amarilla
Amarilla
Amarilla
Amarilla
Amarilla
Amarilla
Control
Control

YC
YC
YC
YC
YC
YC
YC
YC
YC
YC

28/11/2017
28/11/2017
29/08/2017
29/08/2017
29/08/2017
30/04/2019
11/07/2018
11/07/2018
27/08/2019
27/08/2019

CONTROL 28/11/2017
CONTROL 28/11/2017
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Vestibulo
Vestibulo
Vestibulo
Vestibulo
Vestibulo
Vestibulo
Vestibulo
Vestibulo
Vestibulo
Vestibulo
Vestibulo
Vestibulo
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Tabla S2. Metadatos de las muestras de suelo y soporte analizadas por la

técnica de amplicones.

HBPI14
HBPI18
HBPO18
HBPP18
HBPV19
HBSI14
HBSI18
HBSO15
HBSO16
HBSO18
HBSP17
HBSV15
HBSV16
HBSV18
HCPI18
HCPO16
HCPO18
HCPP16
HCPP17
HCPP19
HCPV18
HCPV19
HCSI18
HCSP17
HCSV17
HCSV19
P1PI14
P1PI15
P1PO15
P1PO16
P1PP16
P1PV15
P1Si14
P1SI15
P1SO15
P1SO16
P1SP16
P1SV15
P1SV16
P2PI14
P2PI15
P2PO15
P2PV15
P25016

HOYA BISONTE
HOYA BISONTE
HOYA BISONTE
HOYA BISONTE
HOYA BISONTE
HOYA BISONTE
HOTA BISONTE
HOYA BISONTE
HOYA BISONTE
HOYA BISONTE
HOYA BISONTE
HOYA BISONTE
HOYA BISONTE
HOYA BISONTE
HOYA CABRA
HOYA CABRA
HOYA CABRA
HOYA CABRA
HOYA CABRA
HOYA CABRA
HOYA CABRA
HOYA CABRA
HOYA CABRA
HOYA CABRA
HOYA CABRA
HOYA CABRA
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS

SOPORTE
SOPORTE
SOPORTE
SOPORTE
SOPORTE
SUELO
SUELO
SUELO
SUELO
SUELO
SUELO
SUELO
SUELO
SUELO
SOPORTE
SOPORTE
SOPORTE
SOPORTE
SOPORTE
SOPORTE
SOPORTE
SOPORTE
SUELO
SUELO
SUELO
SUELO
SOPORTE
SOPORTE
SOPORTE
SOPORTE
SOPORTE
SOPORTE
SUELO
SUELO
SUELO
SUELO
SUELO
SUELO
SUELO
SOPORTE
SOPORTE
SOPORTE
SOPORTE
SUELO
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INVIERNO
INVIERNO
OTONO
PRIMAVERA
VERANO
INVIERNO
INVIERNO
OTONO
OTONO
OTONO
PRIMAVERA
VERANO
VERANO
VERANO
INVIERNO
oToNO
OTONO
PRIMAVERA
PRIMAVERA
PRIMAVERA
VERANO
VERANO
INVIERNO
PRIMAVERA
VERANO
VERANO
INVIERNO
INVIERNO
OTONO
OTONO
PRIMAVERA
VERANO
INVIERNO
INVIERNO
OTONO
OTONO
PRIMAVERA
VERANO
VERANO
INVIERNO
INVIERNO
OoTONO
VERANO
OoTONO

2014
2018
2018
2018
2019
2014
2018
2015
2016
2018
2017
2015
2016
2018
2018
2016
2018
2016
2017
2019
2018
2019
2018
2017
2017
2019
2014
2015
2015
2016
2016
2015
2014
2015
2015
2016
2016
2015
2016
2014
2015
2015
2015
2016



P25Vv15
P25V16
PPI18
PPO18
PPP17
PPP18
PPP19
PPV18
PPV19
PSI18
PSO18
PSP17
PSP18
PSP19
PSV18
PSV19
VPI14
VPI15
VPI18
VPO15
VPO16
VPO18
VPP16
VPP17
VPP18
VPP19
VPV15
VPV16
VPV18
VPV19
VSIi14
VSI15
VSI18
VSO15
VSO16
VSP16
VSP17
VSP18
VSP19
VSV15
VSv18
VSv19

POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
POLICROMOS
VESTIBULO
VESTIBULO
VESTIBULO
VESTIBULO
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Tabla S3. Numeros de secuencias obtenidas para las muestras analizadas por

la técnica de amplicones.

. . No
Colonia Muestra Crudas Filtradas quiméricas
B11M1 35714 21216 20396
B11M2 367220 199316 192065
B12M1 19102 15415 15074
BEIS B12M2 32330 26950 26202
B12M3 60225 50217 48882
B12M4 173936 142010 136350
B12M5 144610 122342 118743
B12M6 7450 6176 6027
G6M1 378967 36324 24593
G8M1 260295 24365 13595
G8M2 227298 24535 14039
GoM1 325847 29788 24165
GIM2 1160510 127847 110692
GloM1 368773 246835 216781
G10M2 283425 180971 159801
G10M3 361863 236885 221522
GRIS G10M4 240056 145543 131333
G11M3 631788 409292 389515
G1iM4 417247 244818 228881
G11M5 247797 132972 125549
G11M6 205012 128216 122931
G1lim7 186956 94644 89223
Gi2M1 209730 166971 158738
G12M2 169986 134893 129014
G12M3 173190 141956 133516
G12M4 74947 61156 57926
W6M1 345716 23362 15299
W8M1 232454 40239 22690
W8M2 158096 25464 13966
WoM1 483957 82803 69175
W1i0M1 166768 124435 112129
W10M2 97235 68777 61134
W10M3 146724 99777 94340
BLANCA W10mM4 177698 108737 100275
W11M4 340935 220831 214895
W11M5 248009 158253 154685
W11M6 546257 362346 346453
W11M7 287099 186960 180547
W12M1 137534 114713 108512
W12M2 75543 60651 57706
Y6M1 291414 27866 18331
Y8M1 260781 27628 17158
Y8M2 241875 20512 12507
AMARILLA YOM1 1376991 162500 146962
YIM2 766569 77701 64568
Y10M1 136722 69527 59650
Y10M2 187942 91523 80960
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Y10M3 137590 60439 55462

Y10M4 122376 59865 53289

Y10M5 161535 82443 74058

Y11M3 307509 179197 173091

Y11M4 116531 66031 60927

Y11M5 130418 71557 67217

Y12M1 153893 125532 119463

Y12M2 119478 96996 91264

SOP10M1 96624 60637 56194

CONTROL SOP10M2 124259 82915 79416

TOTAL

14940806 @ 6191870
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Tabla S4. Taxonomia asignada a las OTUs que forman parte del core en las

muestras de colonias visibles analizadas por la técnica de amplicones.

M.O: nimero de muestras en las que aparece esa OTU.

OTU ID

OoTuU1

OoTuU2

OTU3

OoTU4

OTUS

OTU6

OoTu7

OTUs8

OTuU9

OTU10

OTuU1l1

OTuU12

OTU13

oTu14
OTU15
OTU1l6

OTuU18

OTU19

OoTu20

OoTu21

Taxonomia

Bacteria; Actinobacteria; Nitriliruptoria;
Euzebyales; Euzebyaceae

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Pseudonocardiales; Pseudonocardiaceae;
Crossiella

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Nitrosococcales; Nitrosococcaceae; wbh1-P19
Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Pseudonocardiales; Pseudonocardiaceae;
Crossiella

Bacteria; Acidobacteria; Blastocatellia
(Subgroup 4); 11-24

Bacteria; Dadabacteria; Dadabacteriia;
Dadabacteriales

Bacteria; Acidobacteria; Blastocatellia
(Subgroup 4); Blastocatellales;
Blastocatellaceae; JGI 0001001-HO3

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Hyphomicrobiaceae

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
PLTA13

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Betaproteobacteriales; B1-7BS

Bacteria; Acidobacteria; Blastocatellia
(Subgroup 4); 11-24

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
PLTA13

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Hyphomicrobiaceae;
Hyphomicrobium

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Betaproteobacteriales; B1-7BS

Bacteria; Rokubacteria; NC10; Rokubacteriales

Bacteria; Nitrospirae; Nitrospira; Nitrospirales;
Nitrospiraceae; Nitrospira

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Betaproteobacteriales

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria;
Myxococcales; Haliangiaceae; Haliangium
Bacteria; Chloroflexi; Anaerolineae;
Ardenticatenales

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Xanthomonadales; Xanthomonadaceae;
Lysobacter
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Frecuencia

1042377

972004

306256

249867

104103

90996

53933

53181

47932

44215

43008

41976

40765

38082
37092
36796

31106

30955

30493

30493

M.O
50

54

57

36

48

51

24

55

37

55

47

52

52

48
53
57

46

31

49

39



oTu24

OTuU25
OoTuU26
oTu27

OTU30
OoTu32
OTU34

OTU36

OTuU37
OTuU41

oTu47

OTUS0

OTU57

OTU58

OTUG6

OTU159

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Steroidobacterales; Steroidobacteraceae;
Steroidobacter

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rhizobiales; Rhizobiales Incertae Sedis

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria

Bacteria; Chloroflexi; Ktedonobacteria;
Ktedonobacterales; Ktedonobacteraceae
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
CCD24

Bacteria; Acidobacteria; Subgroup 6

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Betaproteobacteriales; TRA3-20

Bacteria; Chloroflexi; Anaerolineae;
Caldilineales; Caldilineaceae; Litorilinea
Bacteria; Dadabacteria; Dadabacteriia;
Dadabacteriales

Bacteria; Acidobacteria; Subgroup 6

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Azospirillales; Inquilinaceae; Inquilinus;
Inquilinus limosus

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Xanthomonadales; Xanthomonadaceae;
Arenimonas

Bacteria; Actinobacteria; Thermoleophilia;
Solirubrobacterales; 67-14

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria;
Pseudonocardiales; Pseudonocardiaceae;
Pseudonocardia

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;
Sphingomonas
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28471

25515
24979
24461

22150
21445
21359

19301

18942
16940

16109

15016

12827

12797

10969

3853
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Figura S1. Representacion de los filos mas abundantes (con una abundancia

>1%) en las muestras de suelo y soporte.

28,07

245

10,83

1,72

6,53

@ Acidobacteria

W Actinobacteria
O Bacteroidetes

O Chloroflexi

@ Firmicutes

0O Gemmatimonadetes
@ Latescibacteria
B Nitrospirae

B Planctomycetes
@ Proteobacteria
O Rokubacteria

O Verrucomicrobia
O Minoritarios

B No clasificados



ANEXO

Figura S2. Representacion de los parametros indiocadores de a-diversidad en
las muestras de suelos y soportes analizados por la técnica de amplicones. Se
representa para cada zona de la cueva donde se ha recogido muestra tanto de
suelo como de sporte el n° de OTUs y los indices de Shannon y de

Dominancia.
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Figura S3. Correlacion de los indices de a-diversidad obtenidos por la técnica
de amplicones (indice de Shannon) y shotgun (indice Nd) en las muestras de

metagenomas.

Pearson correlation: 0.9656838
1 p-value:0.001746

16S

Nd
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Tabla S5. Resumen de datos de los MAGs obtenidos de los metagenomas de las colonias. Para cada MAG se recoge su nhivel de

contaminacion y completitud obtenidos con el programa CheckM, y su taxonomia asignada primero en base a la comparacion de

los ORFs contra la base de datos del NCBI y segundo en base a la asignacién obtenida por comparacién de las secuencias de los

16S rRNAs contra la base de datos de SILVA.
T.C: Tipo de Colonia; Cal: Calidad; M: Media; A: Alta; B: Baja; Compl: Completitud; Cont:Contaminacion.

~ . No TaNma
T.C MAG Cal Compl Cont Tagrr;ﬁg(r)ngel mg(sjrll;r%o cor;tig Genes | %GC NCBI taxonomia SILVA taxonomia lnGOS
rRNA
Bacteria;Actinobacteria;Actino | Bacteria;Actinobacteria;Actinoba
MAGO001 M 100 12,9 7488565 131484 438 | 8121 | 0,67 | bacteria;Pseudonocardiales;Ps | cteria;Pseudonocardiales;Pseud | 1537
eudonocardiales bacterium onocardiaceae;Crossiella
Bacteria;Dadabacteria;Dadabact
eriia;Dadabacteriales;Candidatu
s Dadabacteria bacterium
MAG002 A 98,28 2,1 4346002 240073 316 | 4307 | 0,50 | Bacteria CSP1-2;Candidatus 1585
Dadabacteria bacterium CSP1-
2;Candidatus Dadabacteria
bacterium CSP1-2
G1 Bacteria;Proteobacteria;Gamma
MAGO003 A 100 1,7 2420963 | 450802 63 2264 | 0,59 | Bacteria;Proteobacteria proteobacteria;Betaproteobacter | 1546
iales;Ferrovaceae;Ferrovum
MAGO04 | A | 9483 | 0 |11324678 | 126714 | 885 | 9767 | 0,59 | Bacteria;Acidobacteria Bacteria;Acidobacteria;Blastocat | g,
ellia(Subgroup4);11-24
MAGO05 | M | 71,47 | 69 | 2242066 | 38247 | 316 | 2370 | 0,70 | BacteriaProteobacteria;Betapr | -
oteobacteria
MAGO006 M 78,42 0 918735 113411 73 1039 | 0,47 | Bacteria Bacteria; Parcubateria 1522
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Bacteria;Proteobacteria;Betapr

MAGO007 51,41 7,7 2790673 49395 692 | 3348 | 0,68 . - -
oteobacteria
MAGO08 80,88 | 1.2 | 3209398 | 41215 | 479 | 3489 | 0,66 | BacteriaProteobacteria;Betapr | -
oteobacteria
MAGO009 96,55 1,9 7720411 84070 694 | 7283 | 065 Bactgna;Amd_obacter|a;AC|dob Bacteria;Acidobacteria;Subgrou | 368/
acteriabacterium P9 1276
Archaea;Thaumarchaeota;Tha
MAGO010 70,87 5,6 1219028 28867 279 | 1676 | 0,34 | umarchaeota archaeon CSP1- | - -
1
MAGO011 46,03 7,8 3020414 19937 1024 | 3650 | 0,71 | Bacteria;Proteobacteria - -
Bacteria;Proteobacteria;Alpha Bacterla;Pr_o'Feot_)act(_ana;Alphapr
roteobacteria;Rhizobiales;Hy otfaoba_cterla,Rh|zob|a|<_es,H)_/pho 1164
MAGO012 84,48 3,8 2683247 82040 422 | 2721 | 0,65 P X N N microbiaceae;Hyphomicrobium/
phomicrobiaceae;Hyphomicrob . L /71
' Bacteria;Proteobacteria;Alphapr
ium BN
oteobacteria;Micavibrionales
Bacteria;Proteobacteria;Deltapro
MAGO013 79.31 0 3562342 64777 268 | 3659 | 054 Bactena;Pr(_)teobacterla;DeItap teobacterlq;I\(IBNTlS/Bactena;F_’r 840/
roteobacteria oteobacteria;Deltaproteobacteria | 1569
;Myxococcales;bacteriap25
Bacteria;Actinobacteria;Actino
bacteria;Pseudonocardiales;Ps
MAGO014 77,98 3,3 5460614 25516 1814 | 6778 | 0,72 eudonocardiaceae:Pseudonoc | -
ardia
MAGO015 81,03 6,2 2228533 37147 368 | 2396 | 0,64 | Bacteria;Proteobacteria - -
MAGO016 8229 | 9,8 | 4956333 | 53384 | 1113 | 5471 | 0,66 | Bacteria;Proteobacteria Bacteria;Proteobacteria,Gamma | ;54
proteobacteria;PLTA13
Bacteria;Candidate division Bacteria;Rokubacteria;NC10;Me
MAGO017 75,32 3,5 1200372 11017 554 | 1589 | 0,64 | NC10;Candidate division thylomirabilales;Methylomirabila 208

NC10 bacterium CSP1-5

ceae;wb1-Al12;Candidate
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division NC10 bacterium CSP1-
5

Bacteria;Actinobacteria;Actino

Bacteria;Actinobacteria;Actinoba

MAGO018 74,92 4,6 5444691 48659 1736 | 6549 | 0,65 | bacteria;Micromonosporales;M | cteria;Micromonosporales;Micro | 1459
icromonosporaceae monosporaceae
Bacteria;Proteobacteria;Alpha

MAGO19 3642 | 99 | 1348858 | 14797 | 711 | 1778 | 0,65 | ProteobacteriaRhizobiales;Hy | i
phomicrobiaceae;Hyphomicrob
ium

MAGO020 47,19 6,1 1874449 17834 1078 | 2549 | 0,58 | Bacteria;Nitrospirae - -

MAG021 8433 | 6 | 4439330 | 24209 | 1149 | 4900 | 0,58 | Bacteria;Chloroflexi Bacteria,Chloroflexi;Anaerolinea |, 1»q

’ ’ ' e;SBR1031;A4b
MAGO022 58,56 55 2489691 16671 967 | 3136 | 0,45 | Bacteria - -
MAGO023 37,21 6,7 2248755 17324 1250 | 3116 | 0,62 | Bacteria;Proteobacteria - -
Bacteria;Proteobacteria;,Gamma
MAG024 34,31 7,5 3123590 29230 1605 | 4417 | 0,63 | Bacteria;Proteobacteria proteobacteria;Betaproteobacter | 407
iales;B1-7BS

MAGO025 49,75 0 2807380 11772 1157 | 3452 | 0,53 | Bacteria;Chloroflexi - -

MAG026 50,92 17 2989753 10472 1399 | 3688 | 0,71 Bacterla;AC|d_obacterla;AC|dob Bacteria;Acidobacteria;Subgrou 384
acteriabacterium pl7

MAG027 36,05 | 93 | 2215502 | 9891 | 1153 | 3001 | 0,64 | Dacteria;ProteobacteriajAlpha | i
proteobacteria

MAG028 36,44 | 52 | 2207395 | 9890 | 1078 | 2835 | 0,68 | Dacteria;ProteobacteriaAlpha i

proteobacteria;Rhodospirillales
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;Rhodospirillales;Rhodospirilla
ceae

Bacteria;Proteobacteria;Betapr

MAG029 31,66 5,2 3696441 11972 1754 | 4867 | 0,68 . : - -
oteobacteria;Burkholderiales
MAG030 2265 | O | 1542583 | 8311 | 990 | 2239 | 0,69 | Bacteria;Proteobacteria,Betapr | .
oteobacteria;Burkholderiales
MAGO031 4161 | 64 | 2147570 | 11969 | 1222 | 3031 | 0,69 | C@ndidatus Rokubacteria/ ] ;
Acidobacteria
MAG032 39,51 6,7 2245107 13668 1465 | 3156 | 0,69 | Bacteria;Acidobacteria - -
MAGO033 3052 | 86 | 2193223 | 7282 | 1380 | 3109 | 0,72 | BacteriaCandidatus ] ]
Rokubacteria
MAGO034 41,11 8,6 2131053 6468 1473 | 3192 | 0,72 | Bacteria;Proteobacteria - -
Bacteria;Actinobacteria;Actino | Bacteria;Actinobacteria;Actinoba 1300
MAGO046 98,28 3,5 6936749 158394 480 | 7421 | 0,68 | bacteria;Pseudonocardiales;Ps | cteria;Pseudonocardiales;Pseud 1320
eudonocardiales bacterium onocardiaceae;Crossiella
Bacteria;Proteobacteria;Gamm - .
aproteobacteria;Chromatiales; Bacterla,Prot.eob_actena,Gamma
MAG047 100 8,9 | 4820905 | 97614 516 | 5113 | 0,60 . o ' | proteobacteria;Nitrosococcales; | 1543
Chromatiales bacterium . )
Nitrosococcaceae;wb1-P19
USCg_Taylor
G2 Bacteria;Actinobacteria;Actino
bacteria;Pseudonocardiales;Ps | Bacteria;Actinobacteria;Actinoba
MAGO048 100 1,7 6877059 | 172399 | 345 | 6994 | 0,68 | eudonocardiaceae;Pseudonoc | cteria;Propionibacteriales;Nocar 70
ardia;Pseudonocardia dioidaceae;Aeromicrobium
spinosispora
Bacteria;Proteobacteria;Gamma
MAGO049 100 0 2446040 | 478026 165 | 2377 | 0,59 | Bacteria;Proteobacteria proteobacteria;Betaproteobacter | 1251

iales;Ferrovaceae;Ferrovum
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Bacteria;Actinobacteria;Nitrilirupt

MAGO050 63,95 6,9 4471934 48012 632 | 4930 | 0,69 | Bacteria;Actinobacteria e i 1458
oria;Euzebyales;Euzebyaceae
Bacteria;Proteobacteria;Gamm
MAGO051 74,37 6,9 3195188 | 155875 | 134 | 2846 | 0,65 | aproteobacteria;Xanthomonad | - -
ales
Bacteria;Dadabacteria;Dadabact
eriia;Dadabacteriales;Candidatu
s Dadabacteria bacterium
MAGO052 98,28 5,6 3267255 160999 214 | 3155 | 0,47 | Bacteria CSP1-2;Candidatus 1585
Dadabacteria bacterium CSP1-
2;Candidatus Dadabacteria
bacterium CSP1-2
MAGO053 76,57 | 95 | 5134356 | 173801 | 297 | 4951 | 0,68 | Bacteria;Proteobacteria;Deltap | i
roteobacteria
Bacteria;Proteobacteria;Gamm | Bacteria;Proteobacteria;Gamma | 327 /
MAGO54 92,01 0 3440239 | 143633 199 | 3453 | 065 aproteobacteria proteobacteria;CCD24 1262
Bacteria;Proteobacteria;Alphapr
MAGO55 9451 | 7,8 | 6022827 | 101991 | 779 | 6246 | 0,70 | Bacteria;Proteobacteria oteobacteria,Azospirillales;Inquili | ) 5
naceae;Inquilinus;Inquilinus
limosus DSM16000
MAGO056 65,52 7,8 1839710 12052 884 | 2407 | 0,63 | Bacteria;Nitrospirae;Nitrospira | - -
Bacteria:Proteobacteria: Alpha Bacteria;Proteobacteria;Alphapr
MAGO057 90,91 6,1 4689839 75397 495 | 5015 | 0,62 L P oteobacteria;Rhizobiales;Rhizob | 836
proteobacteria;Rhizobiales . o
iales Incertae Sedis;Nordella
. . Bacteria;Proteobacteria;Gamma
Bacteria;Proteobacteria,Gamm roteobacteria;Xanthomonadale
MAGO058 59,53 3,5 2901216 42914 610 | 2928 | 0,68 | aproteobacteria;Xanthomonad p. ’ ; 1556
. s;Xanthomonadaceae;Lysobact
ales;Xanthomonadaceae ] .
er;Lysobacter koreensis
MAGO059 61,58 | 3.8 | 2548397 | 70671 | 916 | 3287 | 0,61 | Bacteria,Proteobacteria;Alpha | i

proteobacteria;Rhizobiales
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Bacteria;Actinobacteria;Actino

MAGO060 83,04 6,4 5954220 76294 1348 | 6939 | 0,68 | bacteria;Pseudonocardiales;Ps | - -
eudonocardiales bacterium
MAGO061 6125 | 2,0 | 4218948 | 12065 | 1816 | 4685 | 0,60 | Bacteria;Acidobacteria Bacteria;Acidobacteria;Blastocat | 4 /o,
ellia(Subgroup4);11-24
Bacteria;Nitrospirae;Nitrospira;N 837/
MAGO062 93,68 4,7 6888699 47141 | 2214 | 8593 | 0,57 | Bacteria;Nitrospirae itrospirales;Nitrospiraceae;Nitros 675
pira
MAGO063 43,18 3,5 4005047 57864 | 1914 | 5446 | 0,62 | Bacteria;Proteobacteria - -
MAGO064 59,44 0 5498228 18979 1747 | 5658 | 0,56 | Bacteria;Chloroflexi - -
MAGO65 2429 | 79 | 3383476 | 23221 | 1695 | 4733 | 0,58 | BacteriaiProteobacteriaiAlpha | _ i
proteobacteria
Bacteria:Proteobacteria:Delta Bacteria;Proteobacteria;Deltapro
MAGO066 61,41 6,1 4065178 17072 1159 | 4489 | 0,68 Lo ' P teobacteria;Myxococcales;Halia 137
roteobacteria . RS
ngiaceae;Haliangium
MAG067 3448 | 86 | 2150610 | 16309 | 952 | 2620 | 0,71 | BacteriaProteobacteriajAlpha | _ i
proteobacteria
MAGO68 20,89 | 1,7 | 2676600 | 6224 | 1660 | 3807 | 0,71 | BacteriaCandidatus - -
Rokubacteria
MAGO69 51.69 56 4703340 15844 1977 | 5849 | 0,51 Bacterlla;ChIoroerxuChIoroerX| B-acterla;.ChIoroerX|;Anaer0I|nea 728/
bacterium e;Ardenticatenales 1502
MAGO070 57,16 7,8 2349258 9498 1239 | 3244 | 0,66 | Bacteria;Proteobacteria - -
Archaea;Thaumarchaeota;Nitros
MAGO071 42,15 6,9 1954064 11828 1158 | 2770 | 0,45 | Archaea/ Bacteria osphaeria;Nitrosotaleales;Nitros | 1467

otaleaceae
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MAGO072 39,22 3,3 2333591 10643 1495 | 3557 | 0,67 | Bacteria - -
Bacteria;Actinobacteria;Actino | Bacteria;Actinobacteria;Actinoba
MAGO073 100 0 6458129 310637 124 | 6583 | 0,67 | bacteria;Pseudonocardiales;Ps | cteria;Pseudonocardiales;Pseud | 1544
eudonocardiales bacterium onocardiaceae;Crossiella
Archaea;Thaumarchaeota;Tha | Archaea;Thaumarchaeota;Nitros 798 |
MAGO074 96,26 6,1 1794280 | 172710 157 | 2249 | 0,34 | umarchaeota archaeon CSP1- | osphaeria;Nitrosopumilales;Nitro 692
1 sopumilaceae
Bacteria;Candidate division
MAGO075 79,39 9,8 2897467 109079 | 1223 | 3999 | 0,64 | NC10;Candidate division - -
NC10 bacterium CSP1-5
Bacteria;Proteobacteria;Alpha
MAGO76 94.83 53 5065649 61341 826 | 5312 | 0,64 Proteobac_t(_arla;Rhodosplrll]a}les Bactena;Pr_oteobacterla;AIphapr 502/
W1 ;Rhodospirillales;Rhodospirilla | oteobacteria 350
ceae
Bacteria;Rokubacteria;NC10;Me
thylomirabilales;Methylomirabila
MAGO77 74,58 5,6 4454290 53151 | 2097 | 6376 | 0,56 | Bacteria;Nitrospirae ceae;wb1-A12;Candidate 590
division NC10 bacterium CSP1-
5
Bacteria;Proteobacteria;Gamm
aproteobacteria;Chromatiales; | i
MAGO078 68,12 4.9 2490235 21853 1020 | 3324 | 0,61 Chromatiales bacterium
USCg_Taylor
MAGO079 93,5 1,7 3338816 61539 656 | 3638 | 0,47 | Bacteria - -
MAGO080 4283 | 03 | 2002005 | 11962 | 1034 | 2727 | 0,70 | Bacteria;Protecbacteria,Deltap | _ i

roteobacteria
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Bacteria;Acidobacteria;Blastocat

MAGO081 41,84 3,3 3358834 13062 2018 | 4426 | 0,60 | Bacteria;Acidobacteria . i 779
ellia(Subgroup4);11-24
MAG082 96,55 6.9 5463669 126841 268 | 5477 | 0,69 Bacterlla;ACtlnobactena;AcUno Ballc.terla;Actlnob.acterla;N|tr|I|rupt 1531
bacteria oria;Euzebyales;Euzebyaceae
Bacteria;Proteobacteria;Gamm . b .
aproteobacteria;Chromatiales; Bactena,Prot_eo _actena,Gamma
MAGO083 92,95 0,2 3204176 76861 275 | 3317 | 0,60 - ' - ' | proteobacteria;Nitrosococcales; 1135
Chromatiales bacterium . .
Nitrosococcaceae;wb1-P19
USCg_Taylor
MAG084 62,08 | 2.6 | 5231336 | 28337 | 1338 | 6241 | 0,73 | Bacteria/Actinobacteria;Therm | ]
W2 oleophilia;Solirubrobacterales
MAGO085 76,54 3,5 1420772 49482 357 1824 | 0,50 | Bacteria Bacteria; Parcubacteria 1522
MAGO086 76,18 3.4 3517794 21168 1350 | 4424 | 0,68 | Bacteria;Proteobacteria - -
MAGO087 55,02 1,4 5461098 59338 1503 | 5883 | 0,58 | Bacteria;Acidobacteria - -
Bacteria;Actinobacteria;Actino | Bacteria;Actinobacteria;Actinoba
MAGO088 100 10,3 6179751 256681 172 | 6599 | 0,68 | bacteria;Pseudonocardiales;Ps | cteria;Pseudonocardiales;Pseud | 1528
eudonocardiales bacterium onocardiaceae;Crossiella
Bacteria;Proteobacteria;Gamm . b .
aproteobacteria;Chromatiales; Bactena,Prot_eo _actena,Gamma
MAGO089 91,85 4,5 4113265 51226 856 | 4723 | 0,60 : ’ ; ' | proteobacteria;Nitrosococcales; 1543
Chromatiales bacterium . )
YC USCg_ Taylor Nitrosococcaceae;wb1-P19
MAG090 76.49 | 103 3793170 34399 806 | 4379 | 0,69 Bacteﬁla;Actlnobacterla;Actlno Bcherla;Actlnopacterla;N|tr|I|rupt 1530
bacteria oria;Euzebyales;Euzebyaceae
MAGO091 79,53 | 6,9 | 3614549 | 26977 | 738 | 3894 | 0,66 | Bacteria:Proteobacteria Bacteria;Proteobacteria,Gamma |

proteobacteria;PLTA13
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Bacteria;Actinobacteria;Actino

Bacteria;Actinobacteria;Actinoba
cteria;Corynebacteriales;Mycob

MAG092 44,81 4,2 2417819 15651 756 | 3143 | 0,65 | bacteria;Corynebacteriales;My . : A 141
: acteriaceae;Mycobacterium;Myc
cobacteriaceae . )
obacterium noviomagense
MAG093 57,99 | 2,2 | 3579880 | 23930 | 1798 | 4553 | 0,63 | Bacteria;Acidobacteria SgCte”a;AC'dObaCte”a;S“bgrou 998
MAG094 49,03 | 40 | 2073275 | 10289 | 1010 | 2750 | 0,69 | BacteriaProteobacteria,Alpha | ]
proteobacteria;Rhizobiales
MAGO95 46,32 | 1,7 | 2463887 | 8806 | 1550 | 3647 | 0,70 | BacteriaActinobacteria;Actino | i
bacteria
MAGO096 35,52 6,6 2127477 11648 1386 | 3167 | 0,39 | Bacteria;Bacteroidetes - -
MAG097 96,55 6.9 5316480 59461 689 | 5568 | 0,69 Bacter_|a;Act|nobacter|a;Act|no chFena;Actmopactena;N|tr|I|rupt 1219
bacteria oria;Euzebyales;Euzebyaceae / 408
Bacteria;Actinobacteria;Actino | Bacteria;Actinobacteria;Actinoba 1219
MAG098 98,28 2,6 5780955 172933 267 | 5977 | 0,67 | bacteria;Pseudonocardiales;Ps | cteria;Pseudonocardiales;Pseud ] 406
eudonocardiales bacterium onocardiaceae;Crossiella
MAGO099 100 0 | 4345056 | 165655 | 292 | 4239 | 0,63 | Bacteria:Proteobacteria Bacteria;Proteobacteria,Gamma | oqq
BC proteobacteria;PLTA13
Bacteria;Actinobacteria;Thermol
MAG100 98,12 0 2257677 37922 322 | 2462 | 0,68 | Bacteria;Actinobacteria eophilia;Solirubrobacterales;67- | 1155
14
. . Bacteria;Proteobacteria;,Gamma
Bacteria;Proteobacteria,Gamm roteobacteria;Xanthomonadale
MAG101 67,89 4,3 2898466 13277 1248 | 3424 | 0,67 | aproteobacteria;Xanthomonad P ’ 1556

ales;Xanthomonadaceae

s;Xanthomonadaceae;Lysobact
er;Lysobacter koreensis
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Tabla S6. Clusters de MAGs en base a su similitud (AAl'y ANI).
T.C: Tipo de Colonia; Cal: Calidad; M: Media; A: Alta; B: Baja.

Taxonomiadelos | o Taxonomia del MAG | T.C|calidad| AAI | ANI

MAGs cluster
MAGO010 | G1
Thaumarchaeota Cluster | Thaumarchaeota 95,64 | 96,51
MAGO074 | W1

<

MAGO081 | W1
Cluster Il Acidobacteria MAGO004 | G1
MAGO061 | G2

>90,09 | >94,49

MAGO093 | YC
MAGO087 | W2
MAGO009 | G1
MAGO032 | G2
MAGO026 | G1

Acidobacteria

MAGO088 | YC
MAGO046 | G2
MAGO098 | BC
MAGO060 | G2
MAGO001 | G1
MAGO73 | W1

Cluster Ill | Pseudonocardiaceae >71,66 | >77,10

MAGO097 | BC

N ) MAGO090 | YC
) ) Cluster IV Nitriliruptoria
Actinobacteria MAGO050 | G2

MAGO082 | W2

>82,25 | >85,85

MAGO014 | G1
MAGO048 | G2
MAGO084 | W2
MAGO095 | YC
MAG092 | YC
MAG100 | BC
MAGO018 | G1

MAGO023 | G1
MAGO070 | G2
MAGO034 | G1
MAGO063 | G2
MAGO015 | G1
MAGO11 | G1

Proteobacteria

MAGO094 | YC
MAGO067 | G2

Cluster V Rhizobiales 93,21 | 95,79

MAGO065 | G2
MAGO059 | G2
MAGO057 | G2
MAGO019 | G1

Alphaproteobacteria

ARG G iuiieRivalvRiEdiviiciEqiviiEd b iviivAED b EdE4dEdED E4b A Ed Ed b2 b A EdEd b B B Ed b vl e
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MAGO012

G1

ANEXO

MAGO028

G1

MAGO055

G2

MAGO076

w1

MAGO027

G1

Betaproteobacteria

Cluster VI

Ferrovaceae

MAGO049

G2

MAGO003

G1

99,84

99,81

MAGO007

G1

MAG024

G1

Cluster VII

Betaproteobacteria

MAGO086

W2

MAGO005

G1

72,33

78,99

MAGO030

G1

MAG029

G1

MAGO008

G1

Gammaprotebacteria

Cluster
VIl

Lysobacter

MAG101

BC

MAGO058

G2

95,41

96,55

MAGO051

G2

Cluster IX

Chromatiales

MAGO047

G2

MAGO089

YC

MAGO083

w2

MAGO78

w1

>86,91

>91,30

MAGO054

G2

MAGO016

G1

MAGO091

YC

MAGO099

BC

Deltaproteobacteria

MAGO013

Gl

MAGO053

G2

MAGO066

Gl

MAGO080

W1

Nitrospirae

Cluster X

Nitrospira

MAGO77

W1

MAGO062

G2

91,60

92,31

MAGO020

G1

MAGO056

G2

Candidate division
NC10

Cluster Xl

Candidate division
NC10

MAGO017

Gl

MAGO075

w1

96,90

98,40

Candidatus
Rokubacteria

MAGO068

G2

MAGO033

G1

Parcubacteria

Cluster Xl

Parcubacteria

MAGO006

G1

MAGO085

w2

99,50

99,90

Candidatus
Dadabacteria

Cluster
X1

Candidatus
Dadabacteria

MAGO002

Gl

MAGO079

w1

A S Al Ed v Ed ED Ediv i 2 EdiviED Ed ED b EAEd b EAD A P A ED Ed EAED EqiviiviEd EG vl b g b R o R g o )

>99,70

>99,80
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MAG052

G2

Chloroflexi

MAGO021

G1

MAGO069

G2

MAGO064

G2

MAGO025

G1

Bacteroidetes

MAGO096

YC

No clasificados

MAGO072

G2

MAG022

G1

Bines contaminados

MAGO031

G1

MAGO071

G2

W o mm|m| 2 ZZ
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Tabla S7. Genomas de referencia utilizados para la comparacion a nivel de de

los MAGs agrupados o0 no en clusters y sus niumeros de acceso en GenBank.

Tipo Taxonomia de los Numero de
Ensamblados de los genomas
de genomas de . acceso en
. de referencia
cluster referencia GenBank
Nitrosarchaeum sp. AC2 GCA 013407385.1
Nitrosarchaeum koreense MY1 GCA 000220175.2
Candidatus Nitrosomarinus sp. GCA 003702465.1
Canqlldatus Nitrosomarinus GCA 002156965.1
Cluster Nitrosopumilaceae Ca_ltallna - — —
Nitrosopumilus maritimus SCM1 GCA _000018465.1
! (Thaumarchaeota) Thaumarchaeota archaeon CSP1-
1 GCA 001443365.1
Candidatus Nitrosopumilus sp. SW | GCA 006740685.1
Car!dlq§tus Nitrosopumilus GCA_000299395.1
sediminis
Chloracidobacterium sp. UBA2026 | GCA 002333435.1
(Blhloramdobacterlum thermophilum GCA_000226295.1
CIu”ster ;gj:;cggxz ) Pyrinomonadaceae bacterium GCA 013816505.1
Pyrinomonas methylaliphatogenes | GCA 000820845.2
Blastocatellia bacterium AA13 GCA 003222245.1
Blastocatellia bacterium GCA 011058595.1
Pseudonocardiales bacterium GCA 003244055.1
Cluster | Pseudonocardiaceae | Pseudonocardiales bacterium GCA _003244245.1
" (Actinobacteria) Pseudonocardiales bacterium GCA 013696175.1
Pseudonocardiales bacterium GCA 003244235.1
Ferrovum sp. 34-44-207 GCA 002279055.1
Ferrovum myxofaciens GCA 013181395.1
Ferrovum sp. JA12 GCA 001431705.1
Ferrovum sp. 37-45-19 GCA _002279305.1
Cluster Ferrovaceae Ferrovum sp. PN-J185 GCA_001581925.1
Vi (Betaproteobacteria) Ferrovum sp. Z-31 GCA 001581915.1
Uncultured Ferrovum sp
Umea3p4 bin-1559 GCA _903826585.1
ggzultured Ferrovum sp- 7_bin- GCA_903829055.1
Lysobacter soli GCA 009755585.1
Lysobacter concretionis Ko07 =
DSM 16239 GCA_000768345.1
Lysobacter capsici GCA 002355295.1
Cluster Lysobacter Lysobacter antibioticus GCA 001442745.1
VI (Gammaproteobacteria) | Lysobacter defluvii IMMIB APB-9 =
DSM 18482 GCA_000423325.1
Lysobacter spongiicola DSM
51749 GCA _900167055.1
Lysobacter alkalisoli GCA _006547045.1
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Cluster Chromatiales Chromatiales bacterium
IX (Gammaproteobacteria) | USCg_Taylor GCA_002007425.1
Nitrospira sp GCA 005116745.1
Nitrospira defluvii GCA _000196815.1
Nitrospira moscoviensis GCA 001273775.1
Cluster Nitrospira Nitrospira japonica GCA 900169565.1
X (Nitrospirae) Candidatus Nitrospira nitrificans GCA 001458775.1
Candidatus Nitrospira nitrosa GCA 001458735.1
Candidatus Nitrospira inopinata GCA 001458695.1
Nitrospira lenta GCA 900403705.1
Candidate division NC10
bacterium CSP1-5 GCA _ 001443495.1
Uncultured candidate division
NC10 bacterium GCA 903827505.1
Candidatus Methylomirabilis GCA_000091165.1
oxyfera
Candidate division NC10
bacterium SPGG6 GCA 001643535.1
Cluster . . Candidate division NC10
x| | Candidate division NC10 |\ i rium GCA_001771245.1
RIFCSPLOWO2 02 FULL 66 22
Candidate division NC10
bacterium GCA _001771285.1
RIFCSPLOWO2 12 FULL 66 18
Candidate division NC10
bacterium RBG 16 65 8 GCA_001772295.1
Candlqlate division NC10 GCA 003105305.1
bacterium -
Candidatus Campbellbacteria
bacterium GW2011 GWC1 35 31 GCA_000990745.1
Candidatus Campbellbacteria
bacterium GCA _001774415.1
RIFCSPHIGHO2 01 FULL 34 10
Candidatus Campbellbacteria
bacterium RIFCSPHIGHO2 12 | SCA_001776215.1
Candidatus Campbellbacteria
bacterium GCA _001774495.1
Cluster parcubacteria RIFOXYC2 FULL 35 25
Xl Candidatus Nomurabacteria

bacterium
CG 4 9 14 0 2 um filter 32 10

GCA_002788475.1

Candidatus Nomurabacteria
bacterium GW2011 GWE1 32 28

GCA_000989515.1

Candidatus Nomurabacteria
bacterium
RIFOXYD1 FULL 42 14

GCA_001787275.1

Candidatus Nomurabacteria
bacterium UBA5155

GCA_002413705.1
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Candidatus
Dadabacteria bacterium CSP1-2

GCA_001443445.1

Candidatus
Dadabacteria bacterium
RBG 19FT COMBO 40 33

GCA_001775245.1

Candidatus

Cluster Candidatus Dadabacteria bacterium GCA_001775255.1
Xl Dadabacteria RIFCSPHIGHO2 12 FULL 53 21
Candidatus
Dadabacteria bacterium UBA1144 GCA_002311855.1
Candidatus
Dadabacteria bacterium UBA2774 GCA_002352485.1
Candlqlatus Dadabacteria GCA 014075295.1
bacterium -
Inquilinus sp. GCA 013003675.1
Inquilinus limosus GCA 002195995.1
No Inquilinus Inquilinus sp. KBS0705 GCA 005938025.2
Cluster | (Alphaproteobacteria) | Inquilinus ginsengisoli SRX6876147

Inquilinus limosus DSM 16000

GCA_000423185.1

Inquilinus limosus MPQ06

GCA_000767795.1
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Tabla S8. Genomas de referencia utilizados para los analisis de estimacion de

distancias con los genomas de los componentes mayoritarios y su numero de

acceso en GenBank. En asterisco se representan solo los géneros descritos en

la base de datos del NCBI y no en SILVA.

Tipo de cluster

Taxonomia de los
genomas de
referencia

Ensamblados de
los genomas de
referencia

NUumero de
acceso en
GenBank

Cluster llI-
Pseudonocardiaceae

Actinoalloteichus

Actinoalloteichus
flordicus

GCA_001941625.1

Actinocrispum*

Actinocrispum
wychmicini

GCA_004345645.1

Actinokineospora

Actinokineospora
auranticolor

GCA_002934265.1

Actinomycetospora

Actinomycetospora
succinea

GCA_004363095.1

. Actinophytocola
Actinophytocola oryzae GCA _004364325.1
. Actinopolyspora
Actinopolyspora halophila GCA _000371785.1
Actinorectispora no genome -

Actinosynnema

Actinosynnema
mirum

GCA_000023245.1

Alloactinosynnema

Alloactinosynnema
sp. L-07

GCA_900070365.1

Allokutzneria

Allokutzneria albata

GCA_000720955.1

Amycolatopsis

Amycolatopsis

GCA_000739085.1

methanolica
Crossiella Crossiella equi GCA _002155995.1
Gandjariella* Gandjariella GCA_005405885.1
thermophila

Goodfellowiella

Goodfellowiella sp

GCA_008386585.1

Haloechinothrix

Haloechinothrix alba

GCA_900188115.1

Haloechinotrix

Haloechinothrix alba

GCA_900188115.1

Herbihabitans

Herbihabitans
rhizosphaerae

GCA_004216555.1

Kibdelosporangium

Kibdelosporangium

GCA_001302585.1

phytohabitans
Kutzneria Kutzneria albida GCA _000525635.1
Labedaea Labedaea GCA_004362825.1

rhizosphaerae

Lechevalieria

Lechevalieria deserti

GCA_003148865.1

Lentzea

Lentzea terrae

GCA_003265345.1

Longimycelium

Longimycelium
tulufanense

GCA_014645795.1

Prauserella

Prauserella muralis

GCA_007993965.1

Pseudonocardia

Pseudonocardia
dioxanivorans

GCA_000196675.1
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Pseudonocardiales

Pseudonocardiales

GCA_003244255.1

bacterium

Saccharomonospora Saccha_lromonospora GCA_000383775.1
halophila

Saccharopolyspora ?gccharopolyspora GCA _012277335.1

Saccharothrix Saccharothrix GCA_009498035.1
syringae -

Sciscionella Sciscionella marina GCA _000379465.1

Streptoalloteichus

Streptoalloteichus
hindustanus

GCA_900129375.1

Tamaricihabitans

Tamaricihabitans

GCA_004340875.1

Cluster V-
Nitriliruptoria

halophyticus

Thermocrispum Thermocrispum GCA _000427905.1
agreste

ThermOTUnica no genome -

Umezawaea Umezawaea GCA_003002815.1
tangerina

Yuhushiella Yuhushiella deserti GCA 004365925.1

Egicoccales Egicoccus GCA_004300825.1
halophilus
Nitriliruptor sp GCA 007693285.1
Nitriliruptor GCA_000969705.1
alkaliphilus

Nitriliruptorales

Nitriliruptoraceae
bacterium ZYF776

GCA_009720505.1

Nitriliruptorales

GCA_007119035.1

bacterium
Nltrlllrgptoraceae GCA 003565155.1
bacterium —
Euzebya sp GCA _003344865.1
Euzebyaceae GCA_013812395.1
bacterium

Euzebyales Euzebyales GCA 013817125.1
bacterium —

Euzebya rosea

GCA_003073135.1

Euzebya tangerina

GCA_003074135.1

Egibacterales

Egibacter sp

GCA_003553795.1

Egibacter
rhizosphaerae

GCA_004322855.1
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Tabla S9. Lista de primers y su secuencia disefiados para identificar los

componentes mayoritarios de las colonias.

Primer Secuencia Tipo d.e Tipo de cluster
colonia
MAGOO1F GTTCTATAGCGTGGCGAGTCAT -
MAGOO1R CTTGGAGTAGCGAGGCAATAC
MAGO46F GGCCGACAACCTGTACGA G2
MAGO46R CTCACCTCGCTTAGGTCCTG
MAGO73F GTCGCCTTAGCCTGGTTCTAC W1 1l
MAGO073R ACCAAAAACAGTGGGACACAG Pseudonocardiaceae
MAGO88F TACGACGTGTACTGTGCGAAG ve
MAGO88R ACAGACAATCGTAGCTGGACAA
MAGO98F GGGTTATTGTGTTTGTCGATCTT
MAGO098R CATTAATGTCCTGCGGGTCT BC
MAGO97F ATACGGGTCGTAGGTGGTGA
MAGO97R CTACTCGCCCTCGAGCTATG vV
MAGO082F CAGAGCCAGACAGAAATGATCT W2 Nitriliruptoria
MAGO82R GTAGGGATTCGCCGTTATGAG
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Tabla S10. Lista de los aislados cultivables de las colonias visibles.
T.C: Tipo de colonia; C.C: Condiciones de Crecimiento; H: Humedad.

Medio Fecha de Identid

ID T.C | Sala cueva . Cc.C . Tamario Taxonomia
aislado siembra ad
Vel YC Vestibulo TSA 28°C 13/9/16 954 99,58 Flrmlcutes;BaC|II|;Ba_cnlalgs;BacHIaceae;BacnIus;
Bacillus simplex
VC?2 YC Vestibulo TSA 28°C 13/9/16 1471 99,86 Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Bacillaceae;Bacillus;

Bacillus licheniformis

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str
VC3 YC Vestibulo TSA 28°C 13/9/16 1442 99,09 eptomycetaceae; Streptomyces;Streptomyces
spiroverticillatus

Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Bacillaceae;Bacillus;

VC4 YC Vestibulo TSA 282C 13/9/16 1471 99,86 g . . .
Bacillus licheniformis
VC5 Ve Vestibulo TSA 28°C 13/9/16 1467 99,93 Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Bacillaceae;Bacillus;
Bacillus subtilis
VCE vC Vestibulo TSA 28°C 13/9/16 1473 99,86 Flrmlcutes;BacnIl;Bgc:lllales;Bacnlaceae;Bacnlus;
Bacillus mycoides
VC7 Ve Vestibulo TSA 28°C 13/9/16 1473 99,00 Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Bacillaceae;Bacillus;
Bacillus mobilis
vCs YC Vestibulo TSA 28°C 13/9/16 952 99.89 Flrmlcutes;BacnIl;_BacH_IaIes;_Ba(:lI_Iaceae;BacnIus;
Bacillus licheniformis
VC9 Wwe Cruce TSA 28°C 13/9/16 1477 99.38 F|rm|cutes;BaC|I_I|ELactobac_lIlales;Aeroco_ccaceae;
Facklamia;Facklamia tabacinasalis
VC10 | we Cruce TSA 28°C 13/9/16 1446 99,58 Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micr

ococcaceae;Micrococcus;Micrococcus luteus
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VvCll | we Cruce TSA 28°C 13/9/16 1441 99,58 Act|nobacterla_;Agtmobacter_la;Mlcrococcales;Mlcr
ococcaceae;Micrococcus;Micrococcus luteus

VvCi3 | we Cruce TSA 28°C 13/9/16 1440 99.79 Actmobacterla;Act.lnobacterla;S'freptomycetales;Str
eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp

Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Bacillaceae;Bacillus;

a ) ’ ’ 1) ’

VCi14 | WC Cruce TSA 282C 13/9/16 1473 99,86 Bacillus mycoides

VCi5 | WC Cruce TSA 28°C 13/9/16 1447 99.79 Actmobacterla;Act.lnobacterla;S'freptomycetales;Str
eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp

vCl7 | we Cruce TSA 28°C 13/9/16 1440 99,58 Actlnobacterla;Act.lnobacterla;S‘Freptomycetales;Str
eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp

VCis GC Cruce TSA 28°C 13/9/16 1448 99,65 Actlnobacterla;Act.lnobacterla;S‘Freptomycetales;Str
eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp

VC19 GC Cruce TSA 28°C 13/9/16 1447 99.79 Actlnobacterla;Act.lnobacterla;S‘Freptomycetales;Str
eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp

VC20 GC Cruce TSA 28°C 13/9/16 1448 99,65 Actmobacterla;Act.lnobacterla;SFreptomycetaIes;Str
eptomycetaceae;Streptomyces; Streptomyces sp

VC22 Ge Cruce TSA 28°C 13/9/16 1447 99,58 Actmobacterla;Actllnobacterla;S'freptomycetales;Str
eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp

VC25 YC Vestibulo TSA 28°C 13/9/16 1441 99,65 Actlnobacterla;Actllnobacterla;St.reptomycetales;Str
eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp

VC26 YC Vestibulo TSA 28°C 13/9/16 948 99.89 Flrmlcutes;BacnIl;_BacH_IaIes;_Ba(:lI_Iaceae;BacnIus;

Bacillus licheniformis
VC27 We Cruce TSA 28°C 13/9/16 948 99.79 Flrmlcutes;BacnIl;ng::lilﬁbis;lsauIIaceae;BacHIus;
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Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Bacillaceae;Psychrob

vVC28 | WC Cruce TSA 28%C 13/9/16 1475 99,59 o A N
acillus;Psychrobacillus lasiicapitis
VC29 | WC Cruce TSA 28°C 13/9/16 1439 99,86 Actmobacterla;Act.lnobacterla;S'freptomycetales;Str
eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp
VC30 We Cruce TSA 28°C 13/9/16 1426 99.72 Actlnobacterla;Act.lnobacterla;S'freptomycetales;Str
eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp
Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str
VC31 | WC Cruce TSA 28°C 13/9/16 1441 99,72 eptomycetaceae;Streptomyces;Streptomyces
exfoliatus
VC32 We Cruce TSA 28°C 13/9/16 1442 99.72 Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp

Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;N
VC33 WC Cruce TSA 282C 13/9/16 1438 100,00 ocardiaceae;Rhodococcus;Rhodococcus
wratislaviensis

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

a
vea4 GC Cruce TSA 28°C 13/0/16 1441 99,65 eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp
VvC3s | Ge Cruce TSA 28°C 13/9/16 1467 99,58 F|rm|cutes;BaC|II|;_BaC|I_IaIes;_BaC|I_Iaceae;BacnIus;
Bacillus licheniformis
vC36 | Ge Vestibulo TSA 28°C 13/9/16 1475 98.96 Flrmlcutes;Ba_cuI.l;Bacnlales_;PIanoc_occaceae;Spor
osarcina;Sporosarcina globispora
VC37 GC Vestibulo TSA 28°C 13/9/16 1431 99,00 Actlnobacterl_a;Actllnobacterlall;Coryngbacterlales;N
ocardiaceae;Nocardia;Nocardia alba

VC38 GC Vestibulo TSA 28°C 13/9/16 1441 99,58 Actlnobacterla;Act.lnobacterla;St.reptomycetales;Str

eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp
VC39 vC Vestibulo TSA 28°C 13/9/16 1442 99,65 Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp
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vCao | ae Vestibulo TSA 28°C 13/9/16 1471 99,86 Flrmlcutes;BacnIl;Bgcula_les_;Baqllaceae;BacHlus;
Bacillus idriensis
vCal Ge Cruce TSA 01X | 28°C 27/9/16 1440 99.72 Actmobacterla;Act.lnobacterla;S'freptomycetales;Str
eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp
Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Bacillaceae;Bacillus;
a ) ’ ’ 1) ’
VC42 GC Cruce TSA0,1X 282C 27/9/16 1472 100,00 Bacillus mycoides
Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;N
VC43 GC Cruce TSA 0,1X 28%C 27/9/16 1435 100,00 ocardiaceae;Rhodococcus;Rhodococcus
wratislaviensis
vCaa GC Cruce TSA 0,1X 28°C 27/9/16 1444 99,58 Actlnobacterla';Ac_tlnobacter.la;Mlcrococcales;Mlcr
ococcaceae;Micrococcus;Micrococcus luteus
vCas | ae Cruce TSA 01X | 28C 27/9/16 1433 99.93 Actlnobac'_cerla;Atctlnoba(_:te.rla;Corynebacte_rlales;N
ocardiaceae;Nocardia;Nocardia asteroides
vCa6 | Ge Cruce TSAOIX | 28°C 27/9/16 1471 99.73 Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Bacillaceae;Bacillus;
Bacillus zhangzhouensis
Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str
VC47 YC Vestibulo AlA 28°C 31/1/17 1442 99,72 eptomycetaceae;Streptomyces;Streptomyces
exfoliatus
VC49 YC Vestibulo AIA 28C 31/1/17 1433 99.79 Actlnobac;erla;Alctlnobagtejrla;Corynebacte_rlales;N
ocardiaceae;Nocardia;Nocardia asteroides
. Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micr
0 1 ’ ]
VC50 YC Vestibulo AlA 28°C 31/1/17 1443 99,93 ococcaceae:Kocuria:Kocuria palustris
VC51 | YC Vestibulo AIA 289C 31117 1432 98.99 Actlnobacter!a;Actlhobacterla.l;Coryne_bacterlales;N
ocardiaceae;Nocardia;Nocardia alba
VC52 | We Vestibulo AIA 289C 31117 1448 99.79 Actlnobact.erla;A_ctlnobacterl_a;Mlcrococcales;Mlcr
obacteriaceae;Agromyces;Agromyces fucosus
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Firmicutes;Bacillales;Bacillaceae;Bacillus;Bacillus

VC53 | WC Vestibulo AlA 28°C 31/1/17 1472 99,94 .
mycoides

Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;N

VC54 | WC Vestibulo AlA 28°C 31/1/17 1273 100,00 . ) T . .
ocardiaceae;Nocardia;Nocardia asteroides

Actinobacteria;Actinobacteria;Pseudonocardiales;
VC55 WC Cruce AlA 28°C 31/1/17 1434 100,00 Pseudonocardiaceae;Crossiella;Crossiella
cryophila

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str
VC56 | WC Cruce AlA 28°C 31/1/17 1450 98,96 eptomycetaceae;Streptomyces;Streptomyces
spiroverticillatus

Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;N

VC57 | WC Cruce AlA 28°C 31/1/17 1433 99,00 . ) T ) .
ocardiaceae;Nocardia;Nocardia asteroides

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str
VC58 | WC Cruce AlA 28°C 31/1/17 1442 99,79 eptomycetaceae;Streptomyces;Streptomyces
exfoliatus

Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;N

0
VE59 we Cruce AlA 28°C 37 1433 99,86 ocardiaceae;Nocardia;Nocardia asteroides

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

VC60 | WC Vestibulo AlA 28°C 31/1/17 1442 100,00 . .
eptomycetaceae;Streptomyces; Streptomyces sp

Actinobacteria;Actinobacteria;Pseudonocardiales;
VC61 WC Cruce AlA 28°C 31/1/17 1515 99,00 Pseudonocardiaceae;Crossiella;Crossiella
cryophila

Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillal
VC62 WC Cruce AlA 28°C 31/1/17 1402 99.05 es;Rhodospirillaceae; Inquilinus;Inquilinus
ginsengisoli

Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micr

VC63 | WC Cruce AlA 28°C 31/1/17 1454 99,72 . ) )
obacteriaceae;Agromyces;Agromyces fucosus

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str
VC64 | WC Cruce AlA 28°C 31/1/17 1442 99,00 eptomycetaceae;Streptomyces; Streptomyces
mauvecolor

270



ANEXO

Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;N

VvC65 | WC Cruce AlA 28°C 31/1/17 1438 99,79 . ) L ) .
ocardiaceae;Nocardia;Nocardia asteroides
VCE6 | WC Cruce AlA 289C 31/1/17 1440 99.72 Actmobacterla;Act.lnobacterla;S'freptomycetales;Str
eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp
Actinobacteria;Actinobacteria;Pseudonocardiales;
VC67 GC Cruce AlA 28°C 31/1/17 1430 99,02 PseudoNocardiaceae;Crossiella;Crossiella
cryophila
Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str
VC68 GC Cruce AlA 28°C 31/1/17 1449 99,58 eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces
exfoliatus
vCe9 | ae Cruce AlA 289C 31/1/17 1448 98,62 Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Bacillaceae;Bacillus;

Bacillus idriensis

Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;N
VC70 GC Cruce AlA 28°C 31/1/17 1432 99,08 ocardiaceae;Rhodococcus;Rhodococcus
maanshanensis

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

VC71 GC Vestibulo AlA 28°C 31/1/17 1442 100,00 ) )
eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp
VCT2 GC Vestibulo AIA 289C 31117 1472 96,65 Flrmlcutes;BacnIl;Bz_icnla_les_;Bag:lllaceae;BacnIus;
Bacillus idriensis
vC73 | ae Vestibulo AIA 289C 31117 1448 99.72 Actlnobac‘c_erla;Af:tlnobacterlla;Mlcrococcales;Mlcr
obacteriaceae;Agromyces;Agromyces fucosus
Actinobacteria;Actinobacteria;Pseudonocardiales;
VC74 GC Vestibulo AlA 28°C 31/1/17 1497 99,29 Pseudonocardiaceae;Pseudonocardia;Pseudonocar
dia eucalypti
Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;N
VC76 GC Vestibulo AlA 28°C 31/1/17 1430 99,14 ocardiaceae;Rhodococcus;Rhodococcus

maanshanensis

Actinobacteria;Actinobacteria;Micromonosporales
VCT77 GC Vestibulo AlA 28°C 31/1/17 1437 99,79 | MicromonosporaceaeMicromonosporaMicromonos
pora matsumotoense
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Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;N

VC78 GC Vestibulo AlA 28°C 31/1/17 1437 98,95 . ) . .
ocardiaceae;Nocardia;Nocardia alba

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str
VC79 YC Vestibulo TSA0,1X | 28°C 29/02/17 1441 99,79 eptomycetaceae; Streptomyces;Streptomyces
sporoclivatus

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

VC80 YC Vestibulo TSA0,1X 28°C 29/02/17 1439 99,86 . .
eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

VC82 YC Vestibulo TSA 0,1X 28°C 29/02/17 1439 99,58 . )
eptomycetaceae; Streptomyces;Streptomyces sp

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

i (o]
VC84 | YC Vestibulo TSAQ,1X | 28°C 29/02/17 1448 99,93 eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

VC85 YC Vestibulo TSA 0,1X 28°C 29/02/17 1447 99,79 . .
eptomycetaceae; Streptomyces;Streptomyces sp

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

VC86 YC Vestibulo TSA 0,1X 28°C 29/02/17 1447 99,86 . .
eptomycetaceae; Streptomyces;Streptomyces sp

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str
VC87 YC Vestibulo TSA0,1X | 28°C 29/02/17 1449 99,93 eptomycetaceae; Streptomyces;Streptomyces
olivochromogenes

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

VC88 YC Vestibulo TSA 0,1X 28°C 29/02/17 1440 98,68 . .
eptomycetaceae; Streptomyces;Streptomyces sp

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

VC90 YC Vestibulo TSA 0,1X 28°C 29/02/17 1439 99,72 . .
eptomycetaceae; Streptomyces;Streptomyces sp

16°C,
80% H

Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;N

veal Ye Vestibulo AlA ocardiaceae;Nocardia;Nocardia salmonicida

31/04/17 1442 98,00
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16°C Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;N
VC92 YC Vestibulo AlA 80% H 31/04/17 1442 99,51 ocardiaceae;Rhodococcus;Rhodococcus
wratislaviensis
VCO3 vC Vestibulo AIA 16°C, 31/04/17 1441 99,58 Actlnopacterl_a,Actlnobacte_rla,CorynebacterlaleszN
80% H ocardiaceae;Rhodococcus;Rhodococcus koreensis
Vo4 vC Vestibulo AIA 16°C, 31/04/17 1443 99,65 Actlnobacterla,Act.lnobacterla,S'freptomycetales,Str
80% H eptomycetaceae;Streptomyces; Streptomyces sp
16°C Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micr
VC95 YC Vestibulo AlA 80% H 31/04/17 1447 98,62 obacteriaceae;Microbacterium;Microbacterium
0 foliorum
16°C Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micr
VC96 YC Vestibulo AlA 80% H 31/04/17 1447 99,93 obacteriaceae;Microbacterium;Microbacterium
0 oxydans
16°C Bacteroidetes;Sphingobacteriia;Sphingobacteriales
VC97 YC Vestibulo AlA 80% H 31/04/17 1451 98,61 ;Sphingobacteriaceae;Sphingobacterium;Sphingob
0 acterium faecium
16°C Proteobacteria;Gammaproteobacteria; Pseudomona
VC99 YC Vestibulo AlA 80% H 31/04/17 1454 99,93 | dales;Pseudomonadaceae;Pseudomonas;Pseudomo
0 nas chlororaphis
16°C Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales; P
VC100 | YC Vestibulo AlA 80 H 31/04/17 1403 99,06 hyllobacteriaceae;Phyllobacterium;Phyllobacteriu
0 m myrsinacearum
0, H H - H HY H - H - H .
velol | ve Vestibulo AIA 16°C, 31/04/17 1473 99,86 Flrmlcutes,BacnIl,Ba_cHIaIes,Ba_cnlaceae,Bacnlus,
80% H Bacillus mobilis
16°C Proteobacteria;Gammaproteobacteria; Pseudomona
VC102 | YC Vestibulo AlA 80% H 31/04/17 1512 99,00 | dales;Pseudomonadaceae;Pseudomonas;Pseudomo
nas chlororaphis
vC104 | ye Vestibulo AIA 16°C, 31/04/17 1446 99,58 Actlnobacterla,Act.lnobacterla,S'freptomycetales,Str
80% H eptomycetaceae;Streptomyces; Streptomyces sp
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vC107 | YC Vestibulo TSA 0,1X 28°C 14/11/17 1441 99,65 Actmobacterla;Act_lnobacterla;S'Freptomycetales;Str

+NaHCOs eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp

TSA 0.1X Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Sphingomona
VC109 | wWC Vestibulo +NaHéO 28°C 14/11/17 1401 99,78 | dales;Sphingomonadaceae;Sphingobium;Sphingobi

’ um hydrophobicum

TSA 0.1X Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;P

VC110 | GC Vestibulo N Héo 28%C 24/11/17 1380 99,42 hyllobacteriaceae;; Aminobacter;Aminobacter
At Ah anthyllidis

TSA 0.1X Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;P

VC111 | YC Vestibulo +NaHéos 28°C 24/11/17 1388 99,78 | hyllobacteriaceae;Phyllobacterium;;Phyllobacteriu
m trifolii

TSA 0.1X Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Sphingomona

VC112 | WC Vestibulo +NaHéO 28°C 24/11/17 1402 99,43 | dales;Sphingomonadaceae;Sphingomonadaceae;Sp
} hingomonadaceae sp

TSA 0.1X Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;P

VC113 | YC Vestibulo +NaHéos 28°C 24/11/17 1400 99,72 hyllobacteriaceae;Phyllobacterium;Phyllobacteriu
m trifolii

TSA 0.1X Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micr

VC115 | GC Vestibulo +NaHéOs 28%C 15/12/17 1430 99,44 obacteriaceae;FrigoribacteriumFrigoribacterium
faeni
Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;R
VC116 | YC Vestibulo AlA 28°C 2/11/18 1408 99,22 hizobiaceaeAgrobacteriumAgrobacterium
tumefaciens
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomona
VC117 | YC Vestibulo AlA 28°C 2/11/18 1461 99.79 | dales;Pseudomonadaceae;Pseudomonas;Pseudomo
nas chlororaphis
vC118 | ye Vestibulo AIA 28°C 2/11/18 1474 99,80 Flrmlcutes;BacnIl;Ba_cHIaIes;Ba_cnlaceae;Bacnlus;
Bacillus mobilis
VC121 | YC | Vestibulo AIA ogic | 211118 1436 | 99,00 | Actinobacteria;Actinobacteria,Corynebacteriales;N
ocardiaceae;Nocardia;Nocardia alba
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Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomona
VC122 | YC Vestibulo AlA 28%C 2/11/18 1452 99.72 dales;Pseudomonadaceae;Pseudomonas;Pseudomo
nas chlororaphis

Actinobacteria;Actinobacteria;Pseudonocardiales;
VC123 | GC Vestibulo AlA 282C 22/2/19 1423 99.36 PseudoNocardiaceae;PseudoNocardia;Pseudonoca
rdia eucalypti

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

1 a
VC124 | GC | Vestibulo AIA 282C 22/2/19 1441 99,45 eptomyCetaceas: Streptomyces:Streptomyces sp

Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillal
VC125 | GC Vestibulo AlA 28%C 22/2/19 1407 99,05 es;Rhodospirillaceae; Inquilinus;Inquilinus
ginsengisoli

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str
VC126 | GC Vestibulo AlA 28°C 22/2/19 1427 99,10 eptomycetaceae;Streptomyces;Streptomyces
spiroverticillatus

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

VC127 | GC Vestibulo AlA 28%C 22/2/19 1444 99,72 . .
eptomycetaceae; Streptomyces;Streptomyces sp

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

VC128 | YC Vestibulo AlA 28%C 22/2/19 1444 99,72 . .
eptomycetaceae;Streptomyces;Streptomyces sp

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

VC129 | YC Vestibulo AlA 28%C 22/2/19 1444 99,72 . .
eptomycetaceae;Streptomyces; Streptomyces sp

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

VC130 | YC Vestibulo AlA 28%C 22/2/19 1441 99,72 . .
eptomycetaceae; Streptomyces;Streptomyces sp

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

VC131 | YC Vestibulo AlA 28%C 22/2/19 1442 99,65 . ’ . .
eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces finlayi

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

VC132 | YC Vestibulo AlA 282C 22/2/19 1442 99,93 . .
eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp
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Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

VC133 | YC Vestibulo AlA 282C 22/2/19 1442 100,00 . .
eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp
Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micr
VC134 | YC Vestibulo AlA 28%C 22/2/19 1439 99,79 obacteriaceae;Microbacterium;Microbacterium
profundi
VvC135 | YC Vestibulo AIA 28°C 29/2/19 1451 99,86 Actlnobacterla;Act.lnobac'gerla;Mlc_rococc_ales;Mlcr
ococcaceae;Kocuria;Kocuria marina
TSA 0,1X Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

VC136 | BC Vestibulo 28°C 24/11/20 1437 99,00

+NaHCOs eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp
. Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str
a ’ ) 3
VC137 | BC Vestibulo AlA 16°C 24/11/20 1439 99,00 eptomycetaceae: Streptomyces: Streptomyces sp
TSA 0.1X Bacteria; Actinobacteria; Corynebacteriales;
VC138 | BC Vestibulo ! 28°C 24/11/20 1368 100,00 Nocardiaceae; Rhodococcus; Rhodococcus
+NaHCOs L.
kronopolitis
’ TSA0,1X 0 Bacteria; Actinobacteria; Corynebacteriales;
VC139 | BC Vestibulo +NaHCOs 28°C 24111720 1429 99,00 Nocardiaceae; Nocardia; Nocardia alba

Bacteria; Actinobacteria; Streptomycetales;
VC146 | BC Vestibulo TSA0,1X | 28°C 24/11/20 1439 99,00 Streptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces
mauvecolor

Bacteria; Actinobacteria; Micrococcales;

VC147 | BC Vestibulo TSA0,1X | 28°C 24/11/20 1438 99,00 . : ) ) .
Microbacteriaceae; Agromyces; Agromyces cerinus

Bacteria; Actinobacteria; Micrococcales;
VC148 | BC Vestibulo TSA 0,1X 16°C 24/11/20 1434 99,00 Microbacteriaceae; Microbacterium;
Microbacterium oxydans

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales;
VC149 BC Vestibulo TSA 0,1X 16°C 24/11/20 1470 98,00 Paenibacillaceae; Paenibacillus; Paenibacillus
sinopodophylli

276



ANEXO

Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Str

VC150 | BC Vestibulo TSA 0,1X 16°C 24/11/20 1438 99,00 . .
eptomycetaceae;Streptomyces; Streptomyces sp

VCi51 | BC Vestibulo TSA 0,1X 16°C 241120 1438 99,00 Actmobacterla;Act.lnobacterla;S?reptomycetales;Str
+NaHCOs eptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces sp
TSA 0.1X Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;

VC152 | BC Vestibulo +NaHéog 16°C 24/11/20 1395 99,00 Rhizobiales; Phyllobacteriaceae; Phyllobacterium;

Phyllobacterium trifolii

Bacteria; Actinobacteria; Micrococcales;
VC157 | BC Vestibulo TSA 16°C 24/11/20 1433 99,00 Micrococcaceae; Micrococcus; Micrococcus
yunnanensis

Bacteria; Actinobacteria; Streptomycetales;
VC161l | BC Vestibulo TSA0,1X | 16°C 24/11/20 1436 99,00 Streptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces
mauvecolor

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;

VC162 | BC Vestibulo | TSA0,1X | 28°C 24/11/20 1398 97,00 L ) h
Rhodospirillales; Rhodospirillaceae sp

Bacteria; Actinobacteria; Pseudonocardiales;
VC163 | BC Vestibulo AlA 28°C 24/11/20 1386 100,00 Pseudonocardiaceae; Pseudonocardia;
Pseudonocardia eucalypti

Bacteria; Actinobacteria; Streptomycetales;
VC1l64 | BC Vestibulo AlA 28°C 24/11/20 1440 99,00 Streptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces
mauvecolor

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales;

VC165 | BC Vestibulo AlA 28°C 24/11/20 1461 96,00 . ) el . S
Bacillaceae; Bacillus; Bacillus idriensis
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales;
VC166 | BC Vestibulo AlA 28°C 24/11/20 1457 96,00 Paenibacillaceae; Paenibacillus; Paenibacillus
endophyticus
Bacteria; Actinobacteria; Micrococcales;
VC172 | BC Vestibulo TSA 0,1X 16°C 24/11/20 1438 99,00 Microbacteriaceae; Microbacterium;

Microbacterium profundi
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Tabla S11. Lista de las bacterias de referencias y su nimero de acceso a

GenBank mas cercanas a los aislados cultivables de las colonias visibles

utilizados en la construccion del arbol filogénetico de los aislados.

Taxonomia

N° Acceso en

Bacteria de referencia

GenBank
NR_157609.1 | Bacillus haynesii
NR_043268.1 | Bacillus idriensis
NR_116023.1 | Bacillus licheniformis
NR_157731.1 | Bacillus mobilis
NR_115993.1 | Bacillus mycoides
o NR_114919.1 | Bacillus simplex
Firmicutes NR_116017.1 | Bacillus subtilis
NR_137421.1 | Bacillus paralicheniformis
NR_148786.1 | Bacillus zhangzhouensis
NR_026482.1 | Facklamia tabacinasalis
NR_159144.1 | Psychrobacillus lasiicapitis
NR_029233.1 | Sporosarcina globispora
NR_115516.1 | Agrobacterium tumefaciens
NR_108530.1 | Aminobacter anthyllidis
NR_040824.1 | Blastomonas natatoria
NR_029046.1 | Inquilinus limosus
Alphaproteobacteria NR_112560.1 | Inquilinus ginsengisoli
NR_113874.1 | Phyllobacterium myrsinacearum
NR_043193.1 | Phyllobacterium trifolii
NR_152071.1 | Sphingobium hydrophobicum
NR_040825.1 | Sphingomonas ursincola
Gammaproteobacteria NR_116763.1 | Pseudomonas chlororaphis
NR_104982.1 | Agromyces fucosus
NR_024964.1 | Crossiella cryophila
NR_026511.1 | Frigoribacterium faeni
_ _ NR_025723.1 | Kocuria marina
Actinobacteria NR_026451.1 | Kocuria palustris
NR_025368.1 | Microbacterium foliorum
NR_044931.1 | Microbacterium oxydans
NR_044321.1 | Microbacterium profundi
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NR_075062.2 | Micrococcus luteus
NR_025015.1 | Micromonospora
matsumotoense
NR_025726.1 | Nocardia alba
NR_041856.1 | Nocardia asteroides
NR_114571.1 | Nocardia salmonicida
NR_116816.1 | Pseudonocardia eucalypti
NR_114500.1 | Rhodococcus koreensis
NR_025190.1 | Rhodococcus maanshanensis
NR_026524.1 | Rhodococcus wratislaviensis
NR_112527.1 | Streptomyces anulatus
NR_112255.1 | Streptomyces atroolivaceus
NR_041132.1 | Streptomyces avidinii
NR_115396.1 | Streptomyces exfoliatus
NR_043354.1 | Streptomyces finlayi
NR_041154.1 | Streptomyces mauvecolor
NR_043854.1 | Streptomyces microflavus
NR_042303.1 | Streptomyces nojiriensis
NR_112483.1 | Streptomyces
olivochromogenes
NR_041214.1 | Streptomyces spiroverticillatus
NR_041413.1 | Streptomyces sporoclivatus
NR_042306.1 | Streptomyces spororaveus
NR_026203.1 | Streptomyces subrutilus
Bacteroidetes NR_025537.1 | Sphingobacterium faecium
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