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Figura 1. Parte del equipo transdisciplinar que ha trabajado en el proyecto IPBSL.

La geomicrobiologia del subsuelo profun-
do intenta entender el funcionamiento de
la denominada biosfera oscura (vida en
ausencia de radiacién), una nueva frontera
del conocimiento. Los ecosistemas subte-
rraneos son también de interés astrobio-
|6gico ya que permiten generar modelos
de posibles escenarios para el origen de la
vida en la Tierra y para evaluar su posible
existencia en otros sistemas planetarios.
Aunque Darwin predijo la existencia de

vida en el subsuelo han tenido que trans-
currir 200 afios para que se publicara el
primer trabajo describiendo la diversidad
microbiana asociada a la matriz rocosa de
una perforacién de 2,000 metros de pro-
fundidad en China (Zhang et al., 2005).

La actividad microbiana es fundamental
para el adecuado funcionamiento de los
ciclos biogeoquimicos de los que depende
la vida en nuestro planeta. La geomicrobio-
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logia del subsuelo continental es esencial
para entender la importancia de los ciclos
biogeoquimicos a escala local y planeta-
ria. Evaluaciones recientes estiman que la
mayor parte de la biomasa y diversidad pro-
caridtica se encuentra en el subsuelo (Mag-
nabosco et al., 2018). Desafortunadamente
la mayor parte de la informacién sobre el
subsuelo continental se ha obtenido a par-
tir de pozos artesianos (Stevans y McKinley,
1995), con sus limitaciones intrinsecas, ya
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Figura 2. La torre de perforacién, un elemento esencial para es estudio de la geomicrobiologia del
subsuelo profundo.
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que los mismos carecen de informacién
sobre el contexto geolégico de la compleja
matriz mineral sélida a la que los microor-
ganismos identificados estan asociados,
lo cual es fundamental para entender el
funcionamiento del ecosistema (Escudero
y Amils 2022). Para generar informacion
sobre la abundancia, diversidad, asi como el
funcionamiento del microbioma subterra-
neo se requieren perforaciones dedicadas
con el fin de generar muestras a partir de
testigos obtenidos en condiciones controla-
das sobre las que aplicar distintas metodo-
logias complementarias.

La Faja Piritica Ibérica (FPI), extendiéndo-
se alo largo de 250 kms en el suroeste de
la Peninsula Ibérica, posee la mayor con-
centracién de sulfuros metalicos conoci-
dos en el planeta (Tornos, 2006). Se formd
a partir dl hidrotermalismo submarino que
tuvo lugar durante la orogenia Hercinica
(380-280 millones de afos). Rio Tinto es un
rio de 92 kms de longitud que nace en Pefia
de Hierro, en el corazén de la FPI, desem-
bocando en el Océano Atlantico en Huelva.
Rio Tinto es un inusual ambiente extremo
debido a su acidez (pH 2.3) y a su elevada
concentracién de metales pesados, lo cual
no impide la existencia de un importante
nivel de diversidad microbiana, fundamen-
talmente eucariética (Amaral-Zettler et al.,
2002). Tradicionalmente se ha considerado
que las condiciones extremas existentes
en el cauce del Tinto son debidas a la acti-
vidad minera existente en la zona desde
hace 5000 afios, pero estudios geofisicos,
hidrologicos y geoldgicos recientes sugie-
ren que el subsuelo de la FPI actia como
un enorme bio-reactor en la que los sulfu-
ros metalicos son la fuente de energiay los
productos metabdlicos vierten al cauce del
Tinto (Gémez-Ortiz et al., 2014).

Las pocas perforaciones continentales
realizadas para obtener testigos del sub-
suelo, 8 en total, han reportado resultados
de biodiversidad a partir de muestras muy
distantes entre si, y en general utilizando
una Unica metodologia (secuenciacién del
gen 16S rRNA), informacién insuficiente
para describir el funcionamiento de los
ciclos biogeoquimicos operando en el
ecosistema. Con el fin de resolver estas
limitaciones en el proyecto Advance ERC
“Iberian Pyrite Belt Subsurface Life Detec-



tion” (IPBSL), se han obtenido a lo largo de
una perforacion dedicada de 613 metros
muestras mayoritariamente a distancias
menores de 20 metros y se han utilizado
distintas metodologias de analisis de diver-
sidad (secuenciacion, clonaje, inmunologia,
hibridacién, cultivos de enriquecimiento y
aislamiento), ademas de su correspon-
diente caracterizacion geoquimica. Siendo
la contaminacién el problema endémico
de la geomicrobiologia del subsuelo, en
este proyecto se ha utilizado NaBr como
marcador en el imprescindible fluido de
perforacion, con el fin de identificar las
muestras que han estado en contacto con
dicho fluido, y por lo tanto susceptibles
de estar contaminadas. A pesar de que la
extraccién de acidos nucleicos de mues-
tras de roca es extremadamente dificil, se
ha conseguido obtener suficiente ADN de
16 muestras de testigos de distinta pro-
fundidad. Amplicones de dichas muestras
se han analizado mediante hibridacion,
clonaje y secuenciacién masiva. Un chip
inmunolégico con 300 anticuerpos, desa-
rrollado por el Centro de Astrobiologia
para detectar sefiales de vida en Marte,
ha permitido identificar la presencia de
distintos microorganismos y sus productos
metabdlicos. Diferentes cultivos de enri-
quecimiento han permitido demostrar la
existencia de actividades microbianas rela-
cionadas con los ciclos del Fe y del S, la
presencia de actividades metanogénicas,
metanotroficas, acetogénicas y desnitrifi-
cantes. Los microorganismos presentes
en los cultivos mas activos se han identi-
ficado por secuenciacién y se han podido
asilar 28 bacterias, las cuales estan siendo
caracterizadas y la secuenciacion de sus
genomas utilizados para anotar la pre-
sencia de genes de interés. El conjunto
de metodologias utilizadas ha permitido
identificar la presencia de 670 microorga-
nismos a lo largo de los 20 intervalos ana-
lizados, mostrando un inesperado nivel de
diversidad procariética en el interior de la
matriz rocosa existente en el subsuelo de
la Faja Piritica Ibérica.

Con el fin de resolver el problema amplia-
mente debatido sobre la contaminacion
en muestras del subsuelo, y con el fin de
identificar los géneros mas representati-
vos del subsuelo de la Faja Piritica hemos
seleccionado los que han sido identifica-
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dos por al menos dos técnicas basadas en
principios diferentes y en cinco intervalos
de profundidad de los 20 monitoreados.
Este andlisis ha permitido seleccionar los
16 géneros que cumplen con este requisi-
to, la mayoria anteriormente reportados
en andlisis de diversidad del subsuelo con-
tinental. De estos géneros disponemos de
9 aislados con su genoma secuenciado. La
anotacion de los genes correspondientes
ha permitido demostrar el funcionamiento
acoplado de los ciclos del C, H, N, Sy Fe
en el subsuelo de la FPI a distintas pro-
fundidades en ausencia de radiaciéon en la
llamada biosfera oscura, favoreciendo la
hipotesis de la existencia de un bio-reactor
subterraneo responsable de las condicio-
nes extremas caracteristicas del Rio Tinto.
Es la primera vez que se reporta el fun-
cionamiento del microbioma del subsuelo
profundo continental a nivel de los ciclos
biogeoquimicos que lo sostienen (Ami-
Is etal., 2023).

La comparacion de los resultados obteni-
dos en este trabajo con los reportados en
18 proyectos de perforacién continental,
muestran un elevado nivel de similitud a
nivel de los filums identificados utilizando
muestras de perforacion en diferentes sus-
tratos minerales, distintos continentes y
profundidades, lo que sugiere que la bios-
fera oscura es a grandes rasgos universal.
Un aspecto importante de este trabajo es
su dimensién astrobiolégica tanto desde
un aspecto practico para la preparacion
de una futura misién de busqueda de vida
en el subsuelo de Marte (habida cuenta
de la imposibilidad de su existencia en la
superficie debido a las condiciones exis-
tentes en la misma), como fundamental,
considerando las implicaciones que este
tipo de vida tiene en la necesaria amplia-
cién del concepto clasico de zona de habi-
tabilidad (HZ) que Unicamente contempla
la posibilidad de vida en planetas con agua
liquida en su superficie, una situacién a
todas luces excesivamente restrictiva (
Escudero y Amils, 2023)
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