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El género Salinivibrio constituye un linaje
filogenético separado dentro de la familia
Vibrionaceae de acuerdo con el analisis
de la secuencia del gen ARNr 16S. Actual-
mente, este género comprende cuatro
especies, una de ellas con tres subespe-
cies.

Tras numerosos muestreos y aislamien-
tos, a partir de diferentes salinas de Espa-
fia'y Puerto Rico, se obtuvo una coleccion
de 70 cepas pertenecientes al género
Salinivibrio. Ademas del estudio inicial
basado en la comparacion de secuencias
del gen ARNr 16S de estas cepas, jun-
to con las 6 cepas tipo de las especies y
subespecies del género, se llevd a cabo un
estudio MLSA, basado en las secuencias
de los genes gyrB, recA, oAy rpoD.

Los arboles filogenéticos obtenidos
mostraron que estas 76 cepas se clasi-
ficaban en 4 filogrupos diferentes, con
una sola cepa, perteneciente a la especie
Salinivibrio sharmensis, que no pudo ser
incluida en ningun filogrupo, constituyendo
por tanto un filotipo. Con el objetivo de
validar este estudio MLSA, se realiz6 un
andlisis de hibridacion ADN-ADN (DDH) en
33 cepas seleccionadas, incluyendo a las
cepas tipo de las especies y subespecies
ya descritas del género. Los valores por-
centuales de DDH para las cepas dentro
del mismo filogrupo fueron siempre supe-
riores al 70 %, confirmando que pertene-
cen a la misma especie, mientras que los
valores de DDH entre filogrupos siempre
mostraron valores inferiores al 70 %, lo
que indica que cada filogrupo constituye
una especie diferente. Tras esto, se reali-
z6 una correlacion entre ambos estudios
(MLSA y DDH), proponiéndose el 97 % de
semejanza en la secuencia concatenada
de los cuatro genes MLSA como valor de
corte para la delineacion de especies en
el género Salinivibrio.

Por otro lado, se llevo a cabo un estudio
MALDI-TOF MS, el cual pudo identificar
tanto a nivel de género como de especie a
todas las cepas objeto de estudio, asi como
la asignacion a un filogrupo determinado
acorde con los estudios previos realizados.

Ademads, se secuenciaron los genomas
de estas 33 cepas del género Salinivibrio.
Segun los diferentes indices calculados
(ANIb, ANIm, OrthoANI) asi como los valo-
res de DDH in silico y el analisis del pan-
genoma, estas cepas se clasificaron en
cinco especies diferentes pertenecientes
al género Salinivibrio, correlacionandose
con los filogrupos definidos anteriormente.
Ademas, uno de los filogrupos no incluia
ninguna de las especies previamente des-
critas, por lo que proponemos (tras la rea-
lizacion de un completo estudio polifasico),
la descripcion de una nueva especie con la
denominacion Salinivibrio kushneri sp. nov.

Finalmente se llevd a cabo la secuen-
ciacion y analisis del genoma completo
de la cepa Salinivibrio kushneri AL184T,
elegida como cepa tipo de la nueva espe-
cie Salinivibrio kushneri debido a su facili-
dad de crecimiento en el laboratorio. Esta
secuenciacion ha permitido la obtencion de
dos contigs, correspondientes a dos cro-
mosomas, como ocurre en algunas, sino
todas, las especies de Vibrio. Este geno-
ma presenta un tamafio total de 3,4 Mb
y contiene nueve operones ribosomicos
completos ubicados en el cromosoma |, lo
que puede justificar el rapido crecimiento
de esta bacteria. Tras el estudio de la con-
servacion del orden de los genes entre el
genoma completo de Salinivibrio kushneri
AL184"y una cepa representante de cada
filogrupo v filotipo, se observd un elevado
nivel de sintenia entre los miembros del
género Salinivibrio a pesar de constituir
taxones diferentes.
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Las metalotioneinas (MTs) constituyen una
superfamilia de proteinas citosdlicas de
baja masa molecular, capaces de quelar
metales pesados a través de sus nume-
rosos residuos de cisteina (Cys). Las del
ciliado Tetrahymena muestran un especial
interés ya que presentan caracteristicas
Unicas frente a las MTs descritas en otros
organismos. En esta tesis se han desarro-
llado tres aspectos en torno a las MTs de
este microorganismo eucariota; un analisis
completo de su biodiversidad molecular,
experimentos de “evolucion dirigida-adap-
tativa” frente al estrés por metales (adap-
tacion genética, fisiologica y estructural) y
un estudio de la regulacion de la expresion
de los genes MT, utilizando cepas knockout
y/o knockdown, junto con el analisis de la
expresion de genes que codifican factores
de transcripcion del tipo AP-1. Los dos
ultimos aspectos se desarrollaron en la
especie 1. thermophila.

Resumimos, a continuacion, los hitos
mas importantes y novedosos alcanzados
en esta tesis: 1- El andlisis de las nuevas
MTs ha confirmado el elevado grado de
conservacion de los patrones de Cys en las
Cd-MTs, y el origen de nuevas isoformas
génicas creadas por duplicacion génica a
partir de dos copias de otra preexistente.
2- La obtencion de 3 cepas adaptadas a
elevadas concentraciones de Cd?*, Ph?*
0 Cu?*. 3- La adaptacion al Cd** conlleva
un incremento en el nimero de copias del
subfragmento cromosémico macronuclear
que contiene los genes MTT1y MTT3,
siendo este un proceso rapido y reversible.
4- La cepa adaptada al Pb?* muestra una
de las alteraciones ultraestructurales mas
espectaculares, ya que desarrolla un sis-
tema de super-acumulacion del metal en
vesiculas citoplasmaticas, que luego expul-
sa al exterior en forma de nanoparticulas
metalicas. 5- Del andlisis de expresion de
los diferentes genes MT de T. thermophila,
inferimos que: a)- El gen MTTT es clave en
la adaptacion al Cd?*. b)- El gen MTT5 se
puede considerar como un gen “de alar-
ma”, que se induce enormemente ante una
situacion de estrés, y a su vez promueve
la expresion de otros genes MT (MTT1,
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MTT2 y/o MTT4) que también participan
en la destoxificacion. El gen MTT5 tiene
un papel clave en la adaptacion al Pb?.
¢)- Las isoformas MTT2 y/o MTT4 actdan
como Cu-MTs, teniendo un papel clave en
la cepa Cu-adaptada. 6- EI gen MTT5 es
un gen esencial para la célula, ya que no
es posible obtener una cepa knockout esta-
ble para este gen, a diferencia del MTT7.

La disminucion de un 97% en la ploidia
del MTT5 en una cepa knockdown parece
compensarse con la creacion de dos nue-
vas isoformas génicas (MTT1ay MTT1b),
generadas por recombinacion homologa a
partir de dos copias del gen MTT7 original,
las cuales se sobre-expresan en presen-
cia de Cd?*, Esta es la primera vez que se
describe en microbiologia un mecanismo

adaptativo de este tipo. 7- El factor de
transcripcion bZIP1 parece estar relacio-
nado con la expresion del gen MTT1, el
bZIP3 esta relacionado con el gen MTT5
y el bZIP4 1o estd con los genes MTT3y
MTTZ2/4. 8- La cepa Pb-adaptada es la
mejor candidata para biorremediacion de
Pb, ya que elimina hasta un 90% del mismo
en 24 horas.
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