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Resumen

Durante los ultimos afios, los avances en las técnicas metagendmicas y bioinformaticas
han permitido explorar la biodiversidad microbiana presente en distintos tipos de
ambientes. Entre todos ellos, los ambientes extremos y artificiales han despertado un
especial interés en la comunidad cientifica debido a su alto valor ecolégico y su enorme
potencial como fuente de microorganismos con aplicaciones industriales.

Las placas solares son una de las estructuras hechas por el hombre mds extendidas y se
caracterizan por combinar estas dos propiedades: son ambientes artificiales sometidos a
condiciones fisicoquimicas extremas. En un trabajo anterior, nuestro grupo caracterizé este
ecosistema utilizando una aproximacién metagendmica en placas solares de la ciudad de
Valencia, y determind que la comunidad microbiana presente tenia mas relaciéon con
ambientes naturales extremos, como desiertos, que con otro tipo de ambientes relacionados
con los humanos o las areas urbanas.

El objetivo de este trabajo es discernir el origen de esta comunidad microbiana. Para ello,
se partid de la hipdtesis de que el microbioma de placas solares dependia en gran medida de
las migraciones microbianas desde los desiertos a través de las tormentas de polvo. Se
analizaron diferentes perfiles taxondmicos extraidos de la bibliografia y correspondientes a
ecosistemas susceptibles de ser el germen de la biocenosis presente en los paneles
fotovoltaicos (aire sin polvo, aire con polvo desértico y suelo desértico), y se compararon con
muestras de placas solares de Valencia y Berkeley secuenciadas por nuestro grupo.

Los resultados demostraron que la comunidad microbiana presente en los paneles solares
no es fruto de una simple deposicién de microorganismos aéreos, sino que se trata de una
comunidad compleja en la que se seleccionan aquellos organismos mejor adaptados. Se
encontré que tanto el aire como los desiertos ejercian una importante influencia en la
formacién del microbioma de placas solares. Ademads, las comunidades microbianas que
habitan estas estructuras presentaban un elevado grado de similitud entre las dos
localizaciones estudiadas, y un reducido nlicleo de esta poblacién se encontraba
significativamente infrarrepresentado en los otros ecosistemas analizados. Este core se
compone de bacterias resistentes a la desecacién y la radiacidon que se caracterizan por su
capacidad de sintetizar carotenoides.
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Abstract

During the last years, new advances in metagenomic and bioinformatic techniques
have allowed the exploration of the biodiversity present in different types of environments.
Among them, extreme and artificial environments have been found of special interest by the
scientific community due to their high ecological value and their potential as a source of
microorganisms with industrial applications.

Solar panels are one of most widespread man-made structures that combine these
two characteristics: they are artificial environments that are subjected to extreme
physicochemical conditions. In a previous work, our group characterized this ecosystem by
means of a metagenomic approach performed on solar panels in the city of Valencia. The
microbial community present in the surface of these structures proved more similar to that
associated to other extreme environments, such as deserts, than to other human-associated
or urban-associated areas.

The objective of this work is to explore the origin of this microbial community, under
the hypothesis that the microbiome present on solar panels is largely dependent on
microbial migrations coming from deserts through dust storms. Different taxonomic profiles
that corresponded to the ecosystems susceptible to be the germ of the solar panels
biocenosis (air without dust, air with dust, and desert soil) were retrieved from the literature
and compared with those of solar panels sampled in Valencia and Berkeley that had been
previously sequenced by our group.

Our results showed that the microbial community present in the surface of solar
panels was not a simple deposition of air microorganisms, but a complex community in
which resistant microorganisms are selected. Air and deserts proved to have an important
influence on the formation of the solar panels microbiome. Furthermore, the microbial
communities inhabiting solar panels were found to be strikingly similar in the two locations
analyzed, and a reduced core of those communities was found to be significantly
underrepresented in the other ecosystems studied. This core is composed of desiccation-
and radiation-resistant bacteria, characterized by the ability to synthesize carotenoids.
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1. INTRODUCCION

1.1 La era del microbioma

La biodiversidad, entendida como la variedad estructural y funcional de los seres vivos a
distintos niveles, es un hecho inherente a la vida en la Tierra. Los millones de afios de
evolucidn desde la aparicién de la primera molécula organica en el planeta han permitido la
aparicion de innumerables organismos adaptados a practicamente cualquier habitat existente.

Asimismo, el afan por la exploracidn de dicha diversidad esta presente en la idiosincrasia
del ser humano desde la formacién de nuestra especie. No obstante, las motivaciones han
cambiado. Mientras que los primeros humanos pretendian descubrir nuevas formas de vida
gue usar como recurso para su supervivencia, los cientificos actuales basan sus investigaciones
en obtener conocimiento molecular, celular o supracelular de los procesos que nos rodean.
Sea como fuere, existe un objetivo comun: usar la naturaleza como fuente de aplicaciones
practicas (Vilanova, 2016).

En este sentido, los microorganismos juegan un importante papel, ya que se trata de los
seres vivos mas extendidos y con mayor versatilidad metabdlica y funcional. Desde que Antoni
van Leewenhoek describidé la primera bacteria en 1683 (Brock, 1961), la microbiologia ha
avanzado a pasos agigantados, sobre todo a partir de la introduccidn de las técnicas de cultivo
por Robert Koch (Carter, 1987). El descubrimiento de las bacterias patdgenas causantes de
epidemias, el aislamiento de microorganismos productores de antibidticos o el desarrollo de
las vacunas son solo algunas muestras de ello.

Sin embargo, en lo referente a la exploracion de la biodiversidad microscépica, la
verdadera revolucion surge del desarrollo de la metagendmica y la bioinformatica.

La metagendmica es una disciplina englobada dentro de la gendmica y que tiene como
objeto estudiar el conjunto de genomas o genes concretos (el gen ribosomal 16S, por ejemplo)
de una muestra compleja compuesta por distintas especies microbianas. De este modo, se
puede inferir informacidn funcional y taxonédmica sin necesidad de realizar cultivos previos
(Handelsman et al., 2002).

La bioinformatica, por su parte, desempefia un papel fundamental en los estudios
metagendmicos, no solo debido a la gran cantidad de datos con los que se trabaja, sino por la
gran complejidad existente en el procesamiento y analisis de la informacién (Wooley y Ye,
2010).

Solo a través de estas disciplinas ha sido posible la construccion de un nuevo concepto: el
concepto de microbioma. Este término se emplea para designar genéricamente al “conjunto
de microorganismos autdctonos asociados a un huésped” (Salvucci, 2016) o cualquier otro tipo
de ambiente. Sin embargo, tiene unas connotaciones mucho mayores, que implican intentar
llegar a obtener una imagen fidedigna de la enorme diversidad microbiana presente en
cualquier ecosistema.

En un mundo donde se estima que el 99% de los microorganismos no son cultivables
(Wooley y Ye, 2010), la exploracion de los distintos microbiomas abre una nueva era en el
descubrimiento y caracterizacion de especies con interés humano y biotecnoldgico, que
permitira responder grandes preguntas: écudl es la diversidad microbiana real de los
diferentes ambientes?, équé interacciones se producen entre las distintas especies
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microbianas y/o entre estas y el organismo huésped?, écomo evolucionan las comunidades
microbianas?

1.2 Técnicas para el analisis masivo de comunidades microbianas

1.2.1 Metagenomica y next generation sequencing (NGS)

La secuenciacidn del ADN es uno de los pilares fundamentales de la metagendmica. En
este sentido, las técnicas de next generation sequencing (NGS) han supuesto una gran
revolucion. Pese al escepticismo inicial, el bajo precio de secuenciacién y la capacidad de
generar una gran cantidad de informacion con menos esfuerzo han establecido la tecnologia
NGS como una herramienta indispensable dentro de este campo.

Existen ciertos inconvenientes en el uso de este tipo de estrategias, tales como la peor
calidad y menor longitud de las secuencias obtenidas frente al método Sanger, lo que podria a
su vez repercutir en una peor asignacion taxondmica debido a los errores de lectura, asi como
en un ensamblaje y anotacién mas dificultosa debido al pequefio tamafio de secuencia
(Temperton y Giovannoni, 2012; Scholz et al., 2012).

No obstante, esto no ha sido un gran impedimento. Tal y como se puede observar en la
Figura 1.1, la caida del precio por megabase (Mb) de ADN secuenciado gracias al desarrollo de
las NGS se corresponde claramente con el incremento en el nimero de proyectos relacionados
con la metagendmica. Estos se han beneficiado a su vez del gran esfuerzo invertido en la
mejora y optimizacidn de las herramientas bioinformaticas (Oulas et al., 2015).
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Figura 1.1. Coste de la secuenciacion y su impacto en el campo de la metagendmica. Eje y (negro): coste
por Mb secuenciada en escala logaritmica. Eje y (azul): el nimero total de publicaciones en PubMed
encontradas bajo el término de busqueda “Metagenomics”. Adaptado de Temperton y Giovannoni, 2012

Como consecuencia, han salido a la luz estudios de todo tipo que han permitido entender
en mayor profundidad la vida microbiana y su relacidon con el entorno. Uno de ellos es el
Proyecto Microbioma Humano (Human Microbiome Project Consortium, 2012a), el cual ha
posibilitado conocer la estructura, funcidn y diversidad de la microbiota normal de individuos
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sanos, gracias a lo cual se espera poder identificar de una manera mas precisa variaciones
responsables de patologias (Human Microbiome Project Consortium, 2012b).

1.2.2 Estrategias: secuenciacion dirigida y metagenomica

Pese a la variedad de técnicas independientes de cultivo existentes, las estrategias
basadas en secuenciacidon son las mas extendidas y se pueden englobar en dos variantes:
secuenciacion dirigida a un gen concreto (normalmente un gen marcador de taxonomia que es
amplificado por PCR) o la secuenciacién de genomas completos (Whole Genome Secuencing o
WGS), tal y como se puede observar en la Figura 1.2. Esta ultima aproximacion suele recibir el
nombre de “metagendémica” (o metagenomics) (Bragg & Tyson, 2014).

La secuenciacion basada en genes marcadores es usada desde mediados de la década de
los noventa para determinar la diversidad microbiana presente en muestras ambientales
complejas. En concreto, se suele optar por secuenciar las regiones hipervariables del gen que
codifica para la subunidad 16S del ARN ribosémico (16S rRNA) (Yoo et al., 2017). El gen
candidato en el caso de los microorganismos eucariotas suele ser el 18S rRNA o la regiéon ITS
(Kim et al., 2017a).

Las principales ventajas de este método incluyen una mayor rapidez analitica, una mayor
facilidad computacional debido al menor nimero de secuencias que se obtienen, y una mayor
eficiencia en la reaccién gracias a la posibilidad de combinar muestras usando barcodes. En
este aspecto, el crecimiento de bases de datos como SILVA (Quast et al., 2012) o Greengenes
(Desantis et al., 2006) permite el estudio de la diversidad y abundancia bacteriana de manera
rapida y con una alta resolucién taxondmica (Yoo et al., 2017).

Sin embargo, contindan existiendo errores asociados a la necesidad de amplificar la
region a estudiar mediante PCR. Algunos de ellos son la formacién de quimeras en los
amplicones generados, el sesgo de los primers utilizados hacia un determinado grupo
taxondmico, o la pérdida de informacién por errores de secuenciacién en los barcodes (Yoo et
al., 2017).

Por su parte, la secuenciacion de genomas completos o metagendmica se basa en la
fragmentacion aleatoria del ADN de una muestra ambiental y la secuenciaciéon de estos
fragmentos mediante técnicas de NGS. Posteriormente, las secuencias que solapan se van
ensamblando en fragmentos mayores y se van rellenando los huecos (gaps) hasta obtener un
metagenoma completo (Yoo et al., 2017).

A diferencia de la secuenciaciéon de genes concretos, con la metagendmica se obtiene
informacidon funcional y metabdlica mas alla de la informacion taxondmica, por lo que puede
ayudar a comprender el contexto ecoldgico en el que se desarrollan los microorganismos
(Hugenholtz & Tyson, 2008).

Las limitaciones de esta técnica incluyen la variabilidad de resultados con respecto a
cambios en el protocolo de extraccién de ADN o de secuenciacién (Hugenholtz & Tyson, 2008),
asi como la mayor complejidad computacional y la dificultad de realizar anotaciones precisas
debido a la carencia de bases de datos y referencias para comparar los resultados (Thomas et
al.,, 2012). Ademas, la gran cantidad de datos generados mediante esta aproximacion
aumentan el tiempo del analisis, sobre todo si se trata de experimentos de metagendmica
comparativa donde se evalian un nimero elevado de muestras.
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Figura 1.2. Esquema general de las dos principales estrategias empleadas en los estudios
metagendmicos: a) Secuenciacion de genomas completos b) Secuenciacién basada en genes
marcadores. Adaptado de Yoo et al., 2017.

1.3 El microbioma ambiental

Desde los origenes de la metagendmica, uno de los principales objetivos ha sido siempre
conocer y comprender la ecologia microbiana y entender qué adaptaciones adquieren los
microorganismos que pueblan los distintos ambientes. De este modo, es posible obtener una
idea mas precisa del alcance que pueden tener las distintas aplicaciones derivadas.

Al principio, se comenzd explorando habitats que albergaban una gran biodiversidad,
tales como suelos (Daniel, 2005), océanos (Sogin et al., 2006) o el intestino humano
(Turnbaugh et al., 2007). De hecho, el primer analisis metagendémico, llevado a cabo por
Venter et al. (2004), se centrd en estudiar el microbioma presente en el mar de los Sargazos,
encontrando al menos 1800 especies microbianas y mas de 1,2 millones de genes
desconocidos hasta el momento, lo que popularizé esta tendencia entre el resto de
investigadores.

Con el avance de la disciplina, ha sido posible abordar estudios cada vez mas grandes y
complejos. Uno de los mas interesantes es el proyecto del microbioma terrestre (The Earth
Microbiome Project), a través del cual se han estudiado 200.000 muestras provenientes de
mas de 40 biomas diferentes. La intencién final es crear un catdlogo global de la diversidad de
los microorganismos no cultivables que habitan a lo largo de todo el planeta (Gilbert et al.,
2014).
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No obstante, en los Ultimos afos los mayores esfuerzos se han centrado en la
investigacion de dos tipos de ambientes con caracteristicas muy peculiares: los ambientes
extremos y los artificiales.

Los primeros tienen un alto valor biotecnolégico, ya que disponen de proteinas y enzimas
adaptadas a condiciones fisicoquimicas muy estresantes que pueden ser aplicables a la
industria (Ferrer et al., 2007). En este sentido, existen diversos estudios que han puesto de
manifiesto la ubiquidad de los microorganismos y su capacidad de aclimatarse a cualquier tipo
de entorno. Por ejemplo, Konstantinidis et al. (2009) estudiaron la comunidad microbiana
presente en las profundidades del océano Pacifico, un ecosistema caracterizado por presentar
altas presiones y bajas temperaturas, demostrando que la adaptacidn de los microorganismos
a este entorno se debe a sutiles cambios metabdlicos y gendmicos, en lugar de a grandes
alteraciones génicas o estructurales. Otros ambientes extremos como desiertos aridos (Neilson
et al, 2012), aguas termales submarinas (Lépez-Lépez et al., 2013), o residuos radioactivos
(Williamson et al., 2014) también han demostrado ser colonizables por microorganismos
especializados.

En cambio, los ambientes artificiales constituyen un habitat nuevo a los que los
microorganismos han tenido que adaptarse, por lo que a priori presentan un alto valor
ecolégico, asi como implicaciones para la salud humana cuando se trata de ambientes
artificiales habitados o transitados por personas como viviendas (Barberan et al.,, 2015) o
transportes publicos (Triado-Margarit et al., 2016). Entre los ultimos estudios metagendmicos
realizados en ambientes artificiales, destacan las maquinas de café (Vilanova et al., 2015) y
otros electrodomésticos (Savage et al., 2016)

1.4 El caso particular de placas solares

Las placas solares combinan dos caracteristicas que las convierten en un biotopo muy
particular: son estructuras artificiales sometidas a condiciones extremas. Su verdadera funcién
es convertir la luz solar en energia o calor, por lo que se engloban dentro de las energias
renovables. A dia de hoy, estos paneles ocupan alrededor de unos 4000 kildémetros cuadrados
de superficie terrestre y se espera que su popularidad siga aumentando hasta convertirse en la
principal fuente de energia mundial en 2050 (Dorado-Morales et al., 2016).

1.4.1 Las placas solares como biotopos

Las singulares caracteristicas fisicoquimicas de los paneles solares incrementan el interés
en el estudio de su rol como biotopos. Las superficies de estas estructuras consisten
normalmente en un fino y plano vidrio caracterizado por maximizar la exposicion a la luz solar
y por presentar una capacidad minima de retencion de agua. De este modo, los
microorganismos susceptibles a desarrollarse sobre ella deberian ser capaces de soportar
condiciones extremas de desecacidn, calor y radiacién, por lo que serian potencialmente
aplicables en la industria biotecnoldgica (Dorado-Morales et al., 2016).

También existe un gran interés en conocer la influencia de estas comunidades
microbianas en el rendimiento energético, ya que Shirakawa et al. (2015) determinaron que la
colonizacion microbiana afectaba a la eficiencia de los paneles fotovoltaicos, mostrando
disminuciones de hasta un 11% en la potencia generada.
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1.4.2 Estudios previos

En un estudio previo, nuestro grupo caracterizé el microbioma asociado a las placas
solares en la ciudad de Valencia (Espafia) mediante estrategias de cultivo, secuenciacién del
16S rRNA y secuenciacion metagendmica. La biocenosis presente demostrd ser mas similar a la
que se puede encontrar en ambientes naturales extremos, como desiertos, que a otras
comunidades microbianas presentes en cualquier otro ecosistema urbano o asociado a
humanos (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) a partir del perfil taxondmico
extraido de un conjunto de metagenomas de diferentes ecosistemas. Adaptado de Dorado-Morales
etal, 2016.

Ademas, se encontraron Deinococcus, Hymenobacter y Sphingomonas, como algunos de
los géneros mayoritarios. Interesantemente, algunas especies englobadas en estos habian sido
descritas con anterioridad como resistentes a la desecacidn, asi como a las altas temperaturas
y dosis de radiacidn. De hecho, una revision sistematica del lugar donde se aislaron por
primera vez las 50 especies bacterianas mas abundantes en placas solares revelaron la
adaptacion de estas a condiciones extremas, ya que muchas de ellas fueron halladas en
desiertos, tanto frios como calidos, en aguas termales o en zonas de alta salinidad (Dorado-
Morales et al., 2016).

En lo referente al metabolismo, muchas de las especies identificadas eran productoras de
pigmentos, principalmente carotenoides, asi como de esfingolipidos (Dorado-Morales et al.,
2016). Los primeros juegan un importante papel en la tolerancia de las bacterias frente a la
radiacion, mientras que los segundos han sido descritos como mediadores de la adhesién a
superficies de silice y poliamida (Tian & Hua, 2010; Gutman et al., 2014).
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Recientemente, se ha secuenciado el microbioma de las placas solares de la ciudad de
Berkeley (California) mediante una estrategia metagendmica. Los resultados de este estudio
estdn siendo analizados actualmente en el laboratorio en paralelo al desarrollo de este
trabajo. Con esto se pretende observar si existen nexos comunes entre ambas comunidades
microbianas y cuantificar hasta qué punto las condiciones geograficas determinan la seleccién
funcional y taxonédmica del microbioma.

No obstante, desde el punto de vista ecoldgico existen otra serie de preguntas bioldgicas
qgue permanecen sin respuesta: écual es el origen del microbioma de estas estructuras? ¢se
trata de una simple deposicion de microorganismos o estamos ante una comunidad
microbiana compleja acondicionada a las distintas presiones selectivas? écuales son los
elementos transportadores de las distintas especies microbianas? éla colonizacidon de las
placas solares ocurre siempre de la misma manera?, es decir, ése trata de un proceso
universal?, i existen especies marcadoras que demuestren la universalidad del proceso?

1.4.3 Origen del microbioma de placas solares: hipotesis

Las investigaciones previas de Dorado-Morales et al. (2016) parecen descartar a los
humanos como fuente de la comunidad microbiana presente en las placas solares. Este hecho
cobra todavia mds sentido si tenemos en cuenta que estas estructuras se suelen instalar
normalmente en lugares con acceso restringido para las personas, tales como azoteas de
edificios o granjas solares. De este modo, la superficie donde habitan los microorganismos es
raramente manipulada por los usuarios o técnicos.

Habiendo descartado en primera instancia a los humanos como vehiculo transportador de
las distintas especies microbianas, la opcidn mas evidente es que sea el aire quien ejerza esta
funcién. Con respecto a esto, existen varios estudios que demuestran que incluso en
instalaciones con un elevado trafico de personas como oficinas o universidades, la
composicion del aire exterior determina en gran medida el microbioma de dichas instalaciones
(Meadow et al., 2014; Adams et al., 2015).

Sin embargo, este hecho no explicaria la presencia de una comunidad microbiana tan
parecida a otros ambientes extremos naturales. Por tanto, la hipétesis inicial que se plantea es
que los microorganismos que se encuentran en las placas solares tienen un origen en el propio
desierto y que son las tormentas de polvo las que ejercen un papel vehicular en el transporte
de estos hasta la superficie de los paneles fotovoltaicos. Asi, la hipétesis nula seria que este
microbioma sea una simple deposicién de los microorganismos presentes en el aire.

Existen varias razones que apoyarian a priori la hipotesis que se propone. Una de las mas
obvias es el hecho de que ambos ecosistemas estdn sometidos a condiciones extremas muy
parecidas. Con respecto a esto, al igual que pasa en las placas solares, los desiertos se
caracterizan por presentar altas temperaturas y grandes fluctuaciones entre el dia y la noche y
elevados niveles de radiacidn ultravioleta (Lester et al., 2007).

Por otro lado, es comun que en los desiertos se formen tormentas de polvo capaces de
migrar miles de kildmetros. En este sentido, se calcula que existen unas siete areas que ejercen
un papel fundamental como fuentes del polvo que se distribuye globalmente debido al
movimiento de las masas de aire. Estas suelen ser zonas dridas o semiaridas tales como el
desierto del Sahara, los desiertos arabes o los desiertos y las cuencas situadas en Asia central
(Figura 1.4) (Varga, 2012).
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Figura 1.4. Mapa de la distribucién global media de las medidas diarias del indice de Aerosoles
capturadas por el satélite TOMS (NASA). Los cuadrados indican las zonas que se proponen como las
principales fuentes mundiales de polvo: 1. Sdhara 2. Arabia 3. Asia 3b. Asia del Este 4. América del Norte
5. América del Sur 6. Suddfrica 7. Australia. Adaptado de Varga, 2012.

Por poner un ejemplo, se estima que el viento es responsable de transportar por todo el
mundo mas de 182 millones de toneladas de polvo proveniente del Sdhara cada afio, pudiendo
llegar a recorrer distancias de mas de 5000 kilémetros (National Aeronautics And Space
Administration, 2015). Ademas, no es raro que estas tormentas lleguen cada cierto tiempo a
nucleos urbanos o zonas susceptibles de albergar placas solares (InfoLibre, 2017).

Asimismo, las ciudades en las que se ha estudiado el microbioma de placas solares, esto
es, Valencia y Berkeley, coinciden con rutas de transporte de polvo desértico proveniente del
Sadhara en el primer caso, y de los desiertos de Asia Central y de América del Norte en el
segundo.

Figura 1.5. Fuentes principales del polvo desértico y su distribucién atmosférica global. Las lineas naranjas
muestran las rutas del polvo africano, las amarillas del proveniente de los desiertos de Asia Central, las
marrones muestran las rutas del polvo proveniente de otros desiertos, y las lineas negras punteadas
representan los movimientos del aire. Adaptado de Griffin, 2007.
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Uno de los primeros cientificos que describié el proceso de transporte de las particulas
del desierto mediante el aire fue Charles Darwin, quien mientras viajaba por el Atlantico a
bordo del Beagle recogié muestras de polvo que enviaria a su amigo el Profesor Christian G.
Ehrenberg (Darwin, 1846). Mas de siglo y medio después, Gorbushina et al. (2007) fueron
capaces de observar vida microscopica en aquellas muestras, demostrando que los
microorganismos son capaces de adherirse a las particulas de polvo y sobrevivir facilmente al
transporte incluso pasados cientos de afos.

Otros estudios recientes han mostrado la diversidad microbiana presente en las muestras
de aire con polvo del desierto del Sdhara (Favet et al., 2012) o de los desiertos del Gobi y Takla
Maklan (Asia Central) (Cha et al., 2017). Asimismo, existen investigaciones que revelan como la
comunidad microbiana asociada a estas particulas hacen variar la composicion del microbioma
autéctono de la nieve de Los Alpes (Meola et al., 2015) y de la interfase agua-aire de algunos
lagos en los Pirineos (Barberan et al., 2014), entre otros.

Con todo esto, existen indicios suficientes que parecen indicar que el microbioma de las
placas solares podria estar influenciado por las particulas provenientes de las tormentas de
polvo desértico. Por lo tanto, en el siguiente trabajo se propone una aproximacién de
metagendmica comparativa para explorar en qué grado estos ecosistemas estan
ecolégicamente conectados y resolver asi el misterio sobre el origen del microbioma de estas
estructuras.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es discernir el origen del microbioma presente en la
superficie de las placas solares y evaluar, en la medida de lo posible, el grado de universalidad
en el proceso de colonizacion de estas estructuras.

Para la consecucién de este objetivo, se realizardn distintos analisis metagendmicos
combinando muestras secuenciadas por el grupo con secuencias publicadas en otros estudios.
Asi, los objetivos especificos planteados son:

e Comparar los perfiles taxondmicos y funcionales de placas solares de la ciudad de
Valencia con distintos ecosistemas susceptibles de ser el germen del microbioma de
estos paneles fotovoltaicos: aire de la region mediterrdnea sin polvo desértico, aire
con polvo proveniente del desierto del Sahara y suelo desértico de este mismo.

e Comparar los perfiles taxonémicos de placas solares de la ciudad de Berkeley con
distintos ecosistemas susceptibles de ser el germen del microbioma de estos
paneles fotovoltaicos: aire de Colorado, aire con polvo y control proveniente de los
desiertos de Asia Central y muestreado en Corea Sur, y suelo de los desiertos
estadounidenses de Chihuahua, Mojave y la Gran Cuenca

e Determinar la posible universalidad del proceso de colonizacién, asi como
cuantificar el grado de contribucion de cada ecosistema germen al microbioma de
las placas solares

e Analizar en detalle la biocenosis propia de placas solares en busca de un nucleo
comun de microorganismos caracteristicos de este ecosistema con respecto a los
ecosistemas germen.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Disefio experimental

Debido al elevado coste y tiempo que se emplearia en poner en marcha un proyecto
puramente experimental que permitiera responder a la pregunta que se esta planteando, se
optd por realizar una estrategia de metagendmica comparativa a partir de estudios
previamente publicados.

Para ello, se realizé una revisién sistematica de la bibliografia y las bases de datos
metagendmicas en busca de secuencias provenientes de aquellos ecosistemas que se
proponen como germen del microbioma de placas solares, esto es, desiertos, polvo desértico,
y aire.

Tras la primera busqueda, se encontraron un total de 31 estudios con muestras que
podrian resultar de interés para el presente trabajo (Tabla 7.1, en Anexo). De entre ellos, solo
6 proyectos seguian una estrategia de secuenciacién de genomas completos, mientras que el
resto se basaban en genes marcadores, y en concreto, en 16S rRNA. Por ello, se decidid
seleccionar Unicamente este ultimo tipo de estudios debido a la complejidad que resultaria de
comparar datos provenientes de ambas aproximaciones.

En este sentido, el trabajo se divide principalmente en tres ejes con el fin de estudiar cada
uno de los casos particulares, asi como la universalidad del proceso de colonizaciéon de los
paneles:

1. Estudio comparativo del microbioma de placas solares de Valencia (Espafia).
2. Estudio comparativo del microbioma de placas solares de Berkeley (EE. UU.).

3. Estudio comparativo global usando muestras de ambos estudios.
3.2 Seleccion de muestras

3.2.1 Secuencias propias

El grupo disponia de una serie de secuencias propias correspondientes a los estudios
previos a este trabajo. En concreto, se trata de muestras de placas solares de Valencia y de
Berkeley. Ademas, se secuencié una muestra de polvo recogida en la ciudad de Valencia
durante una tormenta de polvo del Sahara. Las caracteristicas de todas estas secuencias
vienen detalladas en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Set de datos metagendmicos de las muestras secuenciadas en estudios anteriores del grupo.
P.S. = Placas solares; WGS = whole genome shotugun; 16S = Secuenciacién del gen 16S rRNA.

Tecnologia de

Muestra Estrategia experimental . Fecha Muestreo
secuenciacion
P. S. Valencia 16S/18S lon Torrent Junio 2014
P.S. Valencia WGS llumina Junio 2014
Polvo Sahara 16S [lumina Abril 2015
P. S. Berkeley WGS llumina Agosto 2016

11



3. MATERIALES Y METODOS

3.2.2 Estudio comparativo de placas solares: Valencia

Se realizé una seleccién de secuencias provenientes de muestras del desierto del Sdhara,
asi como de aire urbano de ciudades cercanas a Valencia o con unas caracteristicas climaticas
similares, ya que no existen estudios de este tipo realizados en esta ciudad. Ademas, se
afiadieron muestras de aire rico en polvo del Sadhara y aire control (dias antes o después de la
tormenta de polvo) recogidas en otras ciudades mediterraneas. Todas las caracteristicas de las
secuencias que se seleccionaron para este analisis se describen en la Tabla 3.2. Existen varios
estudios que no contenian ninguna informacion relativa a la descarga de las secuencias desde

repositorios publicos. En esos casos se contacté con los autores para solicitar una copia de las
secuencias.

Tabla 3.2. Set de datos metagendmicos de las muestras seleccionadas en el estudio comparativo de
Valencia. Se incluyen las secuencias propias que se usaron en el analisis. Todos los estudios incluidos
seguian una estrategia experimental basada en la secuenciacion del gen 16S rRNA.

Tipo de L . Tecnologia de  Incluido en
Localizacion Estudio . .. e
muestra secuenciacion analisis
Placas Solares Valencia PIGIRIE G125 & lon Torrent Si
al., 2016
Polvo Sahara Valencia - llumina Si
Suelo Sahara Chad Favet et al., 2012 lllumina Si
. o Barberan et al., 3
Suelo Sahara Mauritania 2014 454 No
POI.VO = LEIEY) Rejovot (Israel) Mazar et al., 2016 lllumina Si?
Aire Control
POI.VO Sahara / Beerseba Katra et al., 2014 454 No?
Aire Control (Israel)
POI.VO BN/ Cerdefia Roselli et al., 2015 lllumina Si?
Aire Control
Aire Urbano Milan Bertolini et al., 2013 llumina Si
Aire Urbano Milan/Venecia®  Gandolfi et al., 2015 lllumina Si

1. Solo se tuvieron en cuenta las secuencias provenientes de Venecia en este caso.

2. En estos casos no se recibié informacion esencial para el andlisis de las secuencias (presencia

de barcodes, correspondencia entre barcodes y muestras, pre-tratamiento, etc.)

3. No se recibid respuesta por parte de los autores.

3.2.3 Estudio comparativo de placas solares: Berkeley

Se seleccionaron muestras de todos los desiertos de América del Norte cercanos a
Berkeley (ver Figura 3.1), asi como de los desiertos de Asia Central (Takla Makan y Gobi),
debido a las corrientes de aire que conectan estas dos localizaciones (ver Figura 1.5). Por otra
parte, se usaron muestras de aire (sin polvo) del Storm Peak Laboratory (Colorado) como
control. Finalmente, como no fue posible conseguir muestras de polvo desértico recogido en la
propia ciudad de Berkeley o cerca de esta, se aifadid al estudio muestras de polvo procedente
de los desiertos de Asia Central, asi como aire control (sin polvo) de la misma region (ambas
muestras fueron capturadas en Seul, Corea del Sur). Todas las caracteristicas de las secuencias
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que se seleccionaron para este analisis se describen en la Tabla 3.3, donde se indican también
las secuencias que no fue posible obtener.

Tabla 3.3. Set de datos metagendmicos de las muestras seleccionadas en el estudio comparativo de
Berkeley. Se incluyen las secuencias propias que se usaron en el analisis. WGS = whole genome
sequencing; 16S = Secuenciacion del gen 16S rRNA

Tipo de Localizacién Estudio Estrategia Tecnologia de Incluido en
muestra experimental secuenciacién analisis
Berkeley . ,
Placas Solares (EE.UU) - WGS lllumina Si
Suelo La Gran Steven et al., ,
Cuenca EE.UU. 2013 16S 454 Si
Suelo Sonora EE.UU Andrew et 165 454 No"
o al., 2012
. Fierer et al., . ,
Suelo Mojave EE.UU. 2012 16S lumina Si
. Lauber et al., ,
Suelo Mojave EE.UU. 2009 16S 454 Si
Suelo Fierer et al., . ,
Chihuahua EE.UU. 2012 16S llumina Si
Suelo Takla . Anetal., )
Makan China 2013 16S 454 No
Suelo Gobi Mongolia Anetal, 16S 454 No?
& 2013
. Bowers et ,
Aire Control EE.UU. al,, 2012 16S 454 Si

Polvo/Control Corea del Sur Chaetal.,

Desierto Asia 2017 165 454 Si

1. Estudio no incluido en el andlisis porque no se recibié la informacion relativa a la relacion de
cada archivo con el tipo de muestra que se estudiaba en cada caso.
2. No se recibid respuesta por parte de los autores.

L {
' &
_) La Gran Cuenca J Desierto de Sonora
= Desierto de Mojave ) Desierto de Chihuaha

Figura 3.1. Desiertos de EE. UU. Solo se incluye la parte estadounidense de los desiertos de
Sonora y Chihuahua. La flecha roja indica la posicion de Berkeley (California). Adaptado de
http://www.desertusa.com/north-american-deserts.html
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3.2.4 Estudio comparativo global

Para este estudio se seleccionaron las muestras de los estudios de Valencia y Berkeley que
resultaron mas informativas

3.3 Analisis bioinformatico

3.3.1 Pre-procesamiento de secuencias

Con el fin de evitar sobredimensionar el andlisis, tan solo se seleccionaron tres réplicas
experimentales en aquellos casos en que los estudios seleccionados incluyeran un elevado
numero de estas.

En lo referente al tratamiento de las secuencias, aquellas muestras que presentaban
cientos de miles de secuencias fueron filtradas aleatoriamente ajustando el nimero de estas a
100.000 por razones de optimizacién computacional.

Por otro lado, las secuencias que se recibieron sin ser previamente filtradas por tamafio y
calidad de secuencia fueron ajustadas siguiendo las mismas indicaciones que aparecian en el
estudio del que fueron extraidas.

3.3.2 Asignacion taxonémica

La identificacién de las secuencias se realizd en cada uno de los tres casos descritos con
anterioridad mediante la herramienta bioinformatica QIIME (Caporaso et al., 2010). El flujo de
trabajo seguido hasta la obtencién de los archivos de salida se indica en la Figura 3.2.

El primer paso fue convertir todas las secuencias descargadas a formato FASTA, puesto
que es el formato con el que trabajan los scripts informaticos de QIIME. Para ello, se usaron
scripts de elaboracién propia capaces de transformar tanto los formatos FASTQ como los
QSEQ. A continuacién, se unieron todas las secuencias en un Unico archivo usando el script de
QIIME add_giime_labels.py.

El segundo paso consistio en agrupar las secuencias del 16S rRNA en unidades
taxondmicas operativas (OTUs, por sus siglas en inglés). En este contexto, el término OTU hace
referencia a un grupo de secuencias que son consideradas como una Unica unidad de
diversidad microbiana dentro del analisis debido a su similitud nucleotidica (Koeppel y Wu,
2013). Para realizar este paso se usé el script pick_otus.py. El umbral de similitud se fijé en el
97%, ya que es el mas aceptado cuando se quiere trabajar a nivel de especie (Stackebrandt y
Goebel, 1994). La similitud de secuencia se determind mediante el método uclust (Edgar,
2010). Ademas, también se habilité la opcidn que permitia la coincidencia de la cadena reversa
para poder tener en cuenta las muestras que habian sido secuenciadas en sentidos opuestos.
El resto de parametros se mantuvo por defecto.

Posteriormente, se selecciond una secuencia para representar a cada OTU mediante el
script pick rep set.py. Para ello, se usaron los parametros por defecto y se selecciond
arbitrariamente la primera secuencia de cada cluster como representativa. Seguidamente, se
asignd la taxonomia de dichas secuencias mediante el script assign_taxonomy.py usando el
método blast (Altschul et al., 1990). La base de datos que se usé como referencia fue
Greengenes (Desantis et al., 2006) en su versién mas reciente (Greengenes 13_8). El umbral de
e-value maximo para dar por valida una asignacidon se establecié en su valor por defecto
(0,001), al igual que el resto de parametros. Ademads, se eliminaron aquellas secuencias que no
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recibieron ninguna asignacién o que fueron catalogadas como mitocondrias o cloroplastos, ya
gue en estos casos las secuencias puede provenir de restos de polen y no de microorganismos.

Por dltimo, se usaron los scripts make_otu_table.py y summarize _taxa.py para obtener
outputs analizables por el resto de programas que se describiran a continuacion. En cualquier
caso, todos los archivos de salida que se obtuvieron fueron configurados para presentar la
abundancia en nimeros absolutos y la taxonomia hasta el nivel de género.

Seleccion muestras /réplicas
Filtrado calidad /tamafio ———
100.000 secs. maximo por estudio

Pretratamiento

Convertir a fasta
Juntar en 1 archivo

Scripts propios/
add_giime_labels.py

Uclust )
Coincidencia de —* +— pick_otus.py

cadena reversa

pick_rep_set.py

Blast
Base de datos; ——*=
Greengenes

<———  assign_taxonomy.py

Eliminar mitocondrias,
cloroplastosy ——=
secuencias no asignadas

make_otu_table.py
summarize_taxa.py

Figura 3.2. Flujo de trabajo utilizado para la transformacion de las secuencias y la asignacién
taxondmica. Las flechas rojas indican cambios en la configuracion por defecto establecida para cada
paso, mientras que las azules hacen referencia a los scripts informaticos usados en cada caso (los que no
se indican como propios pertenecen al software bioinformatico QIIME). Sec. = secuencia; Rep. =
representativa. OTU = unidad taxondémica operativa.

3.3.3 Comparacion de los perfiles taxonémicos

Los diferentes perfiles taxondmicos fueron procesados con MEGAN (Huson y Mitra, 2012).
Los datos fueron normalizados y la distancia entre los perfiles fue calculada por el método de
Bray-Curtis (Beals, 1984) y representadas en los siguientes formatos:
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- PCoA: algoritmo que transforma distancias filogenéticas en distancias fisicas en un
plano de 2 dimensiones (Grower, 2005)

- Neighbor-Net: arbol consenso que representa todas las componentes en que se
descompone las distancias (Bryant y Moulton, 2004).

Por otro lado, se usé el programa estadistico STAMP (Statistical Analysis of Metagenomic
Profiles) (Parks et al., 2014) para la comparacidon de la abundancia relativa de los géneros
bacterianos de interés presentes en los distintos ecosistemas incluidos en el estudio
comparativo global.

3.3.4 Cuantificacion de la fuente de origen del microbioma

A fin de tener una cuantificacion de los ecosistemas contribuyentes a la formacion del
microbioma de las placas solares se empled el método SOURCETRACKER (Knights et al., 2011)
tanto en el estudio comparativo de Valencia, como en el de Berkeley. Para ello, se usé como
input el archivo de salida obtenido tras realizar el flujo de trabajo de QIIME descrito en la
Figura 3.2, y se siguieron los mismos pasos que se describen en el tutorial de SOURCETRACKER
para QIIME (http://qiime.org/tutorials/source tracking.html), excepto el de filtrado, ya que de
este modo se perdia informacion de interés.

3.3.5 Inferencia funcional

Se realizd una prediccién funcional inferida a partir del perfil taxondmico basado en el gen
16S rRNA de las muestras de aire control, polvo desértico, suelo del Sadhara y placas solares
que se incluyeron en el andlisis comparativo de Valencia (ver Tabla 3.2). Con este propdsito se
us6é PICRUSt (Phylogenetic Investigation Of Communities By Reconstruction Of Unobserved
States), un software bioinformatico que predice el contenido funcional de una determinada
comunidad microbiana mediante el uso de la informaciédn gendmica de OTUs de referencia
que coinciden con las OTUs secuenciadas presentes en las muestras (Langille et al., 2013).

Para obtener esta informacion se siguieron los pasos que se indican en el tutorial de
PICRUSt de GITHUB (https://picrust.github.io/picrust/tutorials/metagenome _prediction.html).
Como input se usd el archivo de salida del script pick closed_reference_otus.py de QIIME. Este
script usa el método closed reference para seleccionar las OTUs, el cual consiste en comparar
las secuencias contra una referencia preestablecida y descartar aquellos reads que no hayan
dado resultado (Rideout et al., 2014). Se us6 un umbral del 97% de similitud de secuencia para
seleccionar las OTUs y se permitio la coincidencia de la cadena reversa. El resto de pardmetros
se mantuvieron por defecto. La asignacién taxondmica se hizo frente a la base de datos
Greengenes en su versidn anterior (13_5), ya que la versidn actual no esta disponible para su
uso en PICRUSL.

Las anotaciones funcionales se obtuvieron a través de la base de datos COG (Cluster of
Orthologous Groups of Proteins) y aportaban informacién sobre proteinas concretas que se
inferian a partir de las distintas OTUs. No obstante, como el interés del estudio era observar
cambios en grandes grupos de funciones (p.e. sintesis de metabolitos secundarios o motilidad
celular), las anotaciones obtenidas fueron convertidas y agrupadas en categorias funcionales
mas generales mediante un script de elaboracidon propia tomando como referencia la
informacién COG actualizada en 2014 (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/COG/COG2014/data).

Finalmente, esta informacion fue procesada mediante STAMP de manera andloga a la
descrita anteriormente, pero teniendo en cuenta que ahora los datos hacen referencia a la
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funcién y no a la taxonomia. En esta ocasion, se decidio representar los resultados mediante
un dendrograma y un mapa de calor (o heatmap).

Cabe destacar que en el caso de Berkeley no fue posible realizar este andlisis. Pese a que
se intentd comparar el output de PICRUSt directamente con los datos metagenémicos de las
muestras de placas solares, resultd inviable obtener un formato que permitiera el analisis de
una forma computacionalmente viable.

3.3.6 Adaptacion de datos de WGS

Las secuencias que se disponian provenientes de las placas solares de Berkeley (California)
correspondian a una estrategia metagendmica y no de genes marcadores (16S rRNA) como el
resto de muestras. Por ello, estas muestras tuvieron que ser transformadas en un formato
comparable al resto. Con este objetivo se utilizd el algoritmo LMAT (Ames et al., 2013) para
obtener asignaciones taxondmicas para cada lectura de manera rdpida.Posteriormente, se
elaboraron scripts que permitieron unir el output de dicha herramienta con el obtenido por el
flujo de trabajo de QIIME.

Como control positivo de que esta aproximacion podia dar lugar a resultados comparables
a los que se obtendrian si se hubieran secuenciado las placas solares de Berkeley siguiendo
una estrategia de genes marcadores, se realizd un analisis adicional con el grupo de muestras
de Valencia en el que se incorpord una muestra de placas solares que habia sido secuenciada
mediante una estrategia metagendmica y transformada siguiendo los pasos anteriormente
descritos.

17



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Estudio comparativo de placas solares: Valencia

En este estudio se incluyeron secuencias correspondientes a muestras de aire urbano de
ciudades italianas, del desierto del Sahara y de polvo desértico procedente del mismo y
capturado en Valencia, ademds de las muestras de placas solares. Cabe destacar que, por
limitaciones experimentales, sélo pudo disponerse de una muestra de polvo desértico.

El nimero total de secuencias que se incluyeron en el analisis teniendo en cuenta el
conjunto de todas las muestras consideradas fue 1.816.773.

4.1.1 Comparacion de los perfiles taxonémicos

De manera preliminar, se optd por realizar un analisis en el que se filtraran aquellas OTUs
que no fueran mayoritarias, es decir, que no representaran a un numero de secuencias
considerable. El umbral se establecid en 25 secuencias por OTU (cabe recordar que en
nuestros analisis, cada OTU corresponde con una especie microbiana, como se explica en el
apartado 3.3.2).

En los resultados obtenidos de la comparacién de los perfiles taxonémicos se pudo
observar una gran diferencia entre las muestras de los estudios de tipo polvo desértico y aire
control de Israel y Cerdefia respecto al resto de muestras (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Andlisis de Coordenadas Principales (PC1 (25,3%) vs PC2 (17,8%)) realizado con los perfiles
taxondmicos de las muestras incluidas en el analisis comparativo de placas solares de Valencia (mdximo
nivel de asignacidn taxondmica: género). Las OTUs que no representaban a mas de 25 secuencias fueron
eliminadas. Se observan tres grandes grupos constituidos por: 1. Muestras del estudio de Israel (Polvo y

Aire Control); 2. Muestras del estudio de Cerdefia (Polvo y Aire Control); 3. El resto de muestras del
analisis (aire sin polvo, polvo desértico Valencia, suelo desértico y placas solares)

El hecho de no haber recibido suficiente informacion acerca del contexto en que estas
secuencias fueron tratadas antes de descargarlas pudo haber ocasionado que se cometieran
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errores durante el tratamiento bioinformatico, que podrian explicar la formacién de estos tres
grandes grupos. De hecho, se observaron errores recurrentes en la asignacién de las
secuencias provenientes de dichos estudios, por lo que se decidié eliminarlas del analisis.

Se realizé un nuevo andlisis con las muestras restantes y se obtuvieron los resultados que
se presentan en la Figura 4.2. Es interesante observar como las muestras correspondientes a
los cuatro ecosistemas que se estdn considerando (aire, polvo desértico, suelo desértico y
placas solares) se agrupan formando clusters bien diferenciados, lo que sugiere la
individualidad de los mismos. No obstante, cabe remarcar el hecho de que las muestras que
supuestamente tienen un origen en el desierto (polvo desértico y placas solares, ademas del
propio suelo desértico) se encuentran en el mismo lado de la componente principal 1. Esta
disposicion podria indicar que, pese a tratarse de comunidades microbianas diferentes, parece
existir un nexo de union entre todas ellas.

Por otro lado, la muestra correspondiente al polvo desértico recogido en Valencia se
encuentra también préxima a las muestras de aire urbano. Esta similitud concuerda con lo
descrito por Roselli et al. (2015) en su estudio de Cerdefia, donde se determind que existia un
gran nucleo de especies microbianas que se compartian entre las muestras de aire en dias
libres de polvo y en dias de tormenta de polvo (Figura 7.1, en Anexo).

milan.summer.1.1
B milan.summer.3.1

@}ad o781

d.076 .1 ;
K_M(TJ 0741 3 venice.porto 2.1
1 venice maatee 3.1
venice. mestre.1.1

venice.mestre. 2.1 .

pnice. pono 3.1

wenice porto.1.1

pice mesire 2.1 vic.dust

Figura 4.2. Comparacién de los perfiles taxondmicos una vez eliminadas las muestras de polvo/aire control
de Israel y Cerdefia (maximo nivel de asignacidn taxondmica: género). Las OTUs que no representaban a
mas de 25 secuencias fueron eliminadas. A) Analisis de Coordenadas Principales. (PC1 (36,1%) vs PC2

(23,6%)). B) Neighbor-Net. Se observan cuatro grupos constituidos por: 1. Suelo del Sdhara (Chad); 2. Placas

solares de Valencia 3. Aire urbano (ltalia); 4.Polvo del Sahara recogido en Valencia;

Habiendo obtenido estos resultados, se decidid realizar un nuevo analisis teniendo en
cuenta todas las OTUs, es decir, sin establecer ningin umbral de abundancia. Como las
muestras de aire habian demostrado compartir un alto grado de similitud, se decidié escoger
solo tres réplicas para optimizar la parte computacional. Las muestras de Israel y Cerdefia no
se tuvieron en cuenta por los motivos antes mencionados.

Tal y como se observa en la Figura 4.3, los resultados que se obtuvieron en este caso
presentan variaciones respecto al analisis anterior. Sin embargo, se puede realizar una
interpretacion muy similar: se trata de ecosistemas independientes que parecen estar
conectados atendiendo a como la muestra de polvo desértico se dispone practicamente en
medio de las muestras de placas solares y suelo del Sdhara. Ademads, se continta apreciando la
similitud existente entre esta muestra de polvo y las muestras de aire.
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Figura 4.3. Comparacion de los perfiles taxondmicos (maximo nivel de asignacidén taxonémica: género).
A) Anélisis de Coordenadas Principales (PC1 (44,7%) vs PC2 (30,0%)). B) Neighbor-Net. Las muestras de
Israel y Cerdefia se excluyeron. Solo se tienen en cuenta tres muestras de aire urbano. Se observan
cuatro grupos constituidos por: 1. Suelo del Sahara (Chad); 2. Placas solares de Valencia; 3. Aire urbano
(Italia); 4.Polvo del Sahara recogido en Valencia.

4.1.2 Cuantificacion de la fuente de origen del microbioma

Para cuantificar las fuentes de origen del microbioma de placas solares, se utilizd el
software SOURCETRACKER, que permite calcular qué proporcion de un determinado
microbioma proviene de otros ecosistemas “fuente” (Figura 4.4).

Placa solar1

B Aire

B Polvo

B Desierto
B Desconocido

Placa solar 2 Placa solar 3

Figura 4.4. Contribucién de las distintas fuentes a la formacién del microbioma de placas solares de
Valencia segun el software SOURCETRACKER. Solo se muestran los porcentajes de las influencias
mayoritarias

Los resultados obtenidos incidieron en la conexidn existente entre el microbioma de
placas solares y el resto de ecosistemas estudiados. En este sentido, es interesante observar
como el aire urbano ejercié una influencia mayor de la que se pensaba en un primer momento
como fuente de la comunidad microbiana de la superficie de los paneles. Esto se puede
explicar atendiendo a la gran diversidad microbiana detectada en este ecosistema.
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No obstante, el suelo desértico presentd una influencia elevada en todas las placas
solares. De hecho, en la placa nimero 3 se detectd un influjo mayoritario de microorganismos
procedentes del Sdhara, mientras que el aire ejercié un peso infimo. Esta muestra se
correspondia con aquella en la que se detectd una mayor cantidad de Deinococcus, un género
bacteriano tipico de un gran nimero de desiertos (Yu et al., 2015; Hussain et al., 2016) (Tabla
7.2, en Anexo). Por su parte, el polvo desértico mostré un peso relativo similar como fuente de
origen del microbioma de todas las muestras de placas solares, corrobordndose asi su
importancia como vehiculo transportador de diferentes microorganismos hasta las placas
solares.

4.1.3 Comparacion de los perfiles funcionales inferidos

Con el fin de examinar los genes que se seleccionan en cada ecosistema, se realizé una
inferencia de los perfiles funcionales a partir de los perfiles taxondmicos usando la
herramienta PICRUSt. Los resultados derivados de esta prediccién demostraron que existia una
estrecha similitud entre las muestras de suelo desértico, placas solares y polvo desértico mas
alla de la taxonomia (Figura 4.5).

En lo referente a las funciones COG concretas, estos ecosistemas presentaban un
aumento a nivel gendmico de secuencias dedicadas a motilidad celular, la transduccién de
sefales y los mecanismos de defensa respecto a las muestras de aire. En lineas generales, los
microorganismos presentes en el aire los dias libres de polvo mostraban un aumento en las
funciones dedicadas al metabolismo (transporte y metabolismo de aminoacidos, produccion y
conversion de energia, etc) y la transcripcién, lo que coincide en gran medida con los
resultados que se obtuvieron en el anterior estudio de Dorado-Morales et al. (2016), a pesar
de que las muestras de aire que se usaron en este caso provenian de otra ciudad diferente
(Pekin).
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Figura 4.5. Heatmap y dendrograma basado en el analisis comparativo de los perfiles funcionales
inferidos de los distintos tipos de ecosistemas estudiados. Se resaltan las funciones COG en las que mas
diferencias se encontraron entre los distintos tipos de muestra.
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Por otro lado, también se observd que en las placas solares existia un mayor nimero de
genes dedicados a la biosintesis y transporte de metabolitos secundarios. Esto se
corresponderia con la gran cantidad de microorganismos productores de carotenoides y
esfingolipidos presentes en el microbioma de placas solares (Dorado-Morales et al., 2016), lo
gue confirmaria su gran potencial como fuente de nuevas cepas microbianas super-
productoras de estos compuestos, y por tanto, susceptibles de tener aplicacion industrial.

En cualquier caso, estos datos deben tratarse como resultado de una inferencia funcional
hecha en base a informacién taxondmica, y precisarian de estudios complementarios para ser
validados.

4.2 Estudio comparativo de placas solares: Berkeley

En este estudio se consideraron muestras de aire sin polvo de Colorado, polvo desértico
procedente de los desiertos de Asia Central (Takla Makan y Gobi) y aire control tomados en
Corea del Sur, asi como suelo de tres desiertos distintos de EE.UU. (Mojave, Gran Cuenca y
Chihuahua). Todas las secuencias fueron unidas y comparadas posteriormente con las
derivadas del estudio de placas solares de Berkeley. Cabe destacar que no fue posible obtener
las secuencias de las muestras correspondientes a suelos de los desiertos asiaticos.

El nimero final de muestras que se consideraron en el andlisis fue de 22, incluyendo las
muestras de placas solares de Berkeley que se analizaron mediante secuenciacién
metagendmica, las cuales fueron sometidas a un tratamiento diferente. En total, se analizaron
405.201 secuencias de 16S rRNA, y mds de 36 millones de secuencias metagendmicas.

4.2.1 Comparacion de los perfiles taxonomicos

A fin de obtener una idea previa de las similitudes existentes entre los distintos
microbiomas estudiados, se realizé un analisis preliminar en el que se tuvieron en cuenta todas
las muestras excepto las de placas solares (Figura 4.6). Los resultados mostraron que existia
una clara separacion entre muestras de suelo desértico y las de aire o polvo. Asimismo, se
pudo observar que todos los desiertos de Estados Unidos tienen un grado de similitud muy
alto atendiendo a su composicion microbiana y sin importar la tecnologia utilizada para la
secuenciacién de las muestras (lllumina o 454; Tabla 3.3). En lo referente a las muestras de
aire, se aprecia una division entre las muestras de origen asidtico y las de origen
estadounidense. Dentro de estas Ultimas, es interesante el hecho de que el perfil taxonémico
del polvo desértico se encuentre mas cercano a las muestras de desiertos, pese a tener origen
en un continente diferente (Asia).

Al incorporar las muestras de placas solares de Berkeley los resultados que se obtuvieron
fueron ligeramente diferentes (Figura 4.7 A y B). En este caso, se formaron tres grupos
compuestos por cada uno de los tres grandes ecosistemas estudiados: suelo, aire y placas
solares.

El grupo mas complejo es el correspondiente al aire, puesto que en él se incluyen
muestras de aire control (EE.UU. y Corea del Sur) y de polvo desértico, sin apreciar una
distincidn tan clara como la hallada en el analisis preliminar. Este hecho hace pensar que debe
existir un nucleo comun de microorganismos aéreos que se mantiene estable a lo largo de la
Tierra y que no varia demasiado pese a sufrir episodios de tormentas de polvo. De este modo,
se explicaria que al afiadir al andlisis muestras con perfiles taxondmicos muy similares (placas
solares de Berkeley) se fuerce esta agrupacion.
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Figura 4.6. Analisis de Coordenadas Principales (PC1 (41,6%) vs PC2 (18,6%)) preliminar realizado a
partir de perfiles taxondmicos (maximo nivel de asignacidn taxondmica: género). Se observan cuatro
grupos constituidos por: 1. Desiertos de EE.UU.; 2.Aire Control (Colorado); 3. Polvo desértico (Corea); 4.
Aire Control (Corea)

Por otro lado, se puede observar que existe una distancia relativamente grande entre los
tres grupos. Esta percepcion podria estar causada por el hecho de que no existe ningln estado
intermedio entre los diferentes ecosistemas, al contrario de lo que pasaba en el anterior
estudio comparativo donde este papel era ejercido por el polvo desértico recogido en Valencia
(ver Figura 4.3). En este sentido, hubiera sido muy interesante disponer de muestras de polvo
recogidas en la propia ciudad de Berkeley para ver cdmo se comportaban en el andlisis.

No obstante, cuando se representaron las componentes 1y 3 del PCoA, en lugar de las
componentes 1 y 2 (la variabilidad explicada disminuyé tan solo un 5%), se obtuvo una
distribucidn que establecia una clara diferencia entre las muestras de aire procedentes de
EE.UU vy las tomadas en Corea (Figura 4.7 C). Dentro de estas ultimas, también existia una
separacion entre las muestras de aire control y las de polvo desértico. Resulta especialmente
interesante la posicién de las placas solares, ya que se encuentran a una distancia menor de
los desiertos estadounidenses y del polvo asiatico que de los dos grupos de aire control. Este
hecho incidiria sobre la influencia que ejercen los desiertos en la formacion de la comunidad
microbiana de la superficie de los paneles fotovoltaicos.

Cabe destacar que la fiabilidad del proceso de transformacion de los datos
metagendmicos procedentes de las placas solares de Berkeley se corroboré mediante un
experimento complementario. Para ello, se usd6 como modelo el estudio comparativo de
Valencia, se introdujo en él una muestra de placas solares de esta misma ciudad secuenciada
mediante una estrategia metagendmica, y se comprobd que la muestra transformada se
agrupaba correctamente en el analisis (Figura 7.2, en Anexo).
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Figura 4.7. Comparacion de los perfiles taxondmicos incluyendo las muestras de placas solares de
Berkeley (maximo nivel de asignacidn taxondmica: género). A) Andlisis de Coordenadas Principales (PC1
(33,5%) vs PC2 (21,1%)). B) Neighbor-Net. C) Analisis de Coordenadas Principales (PC1 (33,5%) vs PC3
(14,6%)). Se observan 3 grupos que se corresponden con los distintos biomas estudiados: 1. Suelo
desiertos (EE.UU). 2. Placas solares (Berkeley); 3. Aire (3.1 Aire control (EE.UU.); 3.2 Aire control (Corea);
3.3 Polvo desértico (Corea))

4.2.2 Cuantificacion de la fuente de origen del microbioma

En esta ocasion, los resultados del analisis con SOURCETRACKER presentan un alto grado
de similitud con los obtenidos en el caso de Valencia. Tal y como se puede apreciar en la Figura
4.8, el aire parece tener un gran peso como fuente de origen del microbioma de placas solares.
No obstante, el suelo desértico también aporta un contenido elevado de microorganismos a
cada muestra, siendo la fuente mayoritaria en la placa solar 3.

Cabe destacar el poco peso de las muestras procedentes de Asia, tanto aire control como
polvo desértico. Al mismo tiempo se puede observar como el porcentaje de origen
desconocido aumenta en todos los casos de forma andloga. Tomando como base los
resultados de Valencia y lo descrito en los apartados anteriores, todo parece indicar que esta
aportacién desconocida podria corresponderse con el polvo desértico de Berkeley, ya que
casualmente representa un porcentaje similar al que presentaba el polvo del Sidhara en el

anterior analisis.
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Figura 4.8. Contribucidn de las distintas fuentes en la formacién del microbioma de placas solares de
Berkeley segun el software SOURCETRACKER. Solo se muestran los porcentajes de las influencias
mayoritarias.

4.3 Estudio comparativo global

El numero total de secuencias total que se habian seleccionado para realizar los dos
experimentos anteriormente descritos ascendia a 2.221.974 correspondientes a 16S rRNA y
mas de 36 millones secuencias metagendmicas. A fin de realizar un analisis que resultara
computacionalmente viable, hubo que realizar una criba de muestras que fueran prescindibles
por presentar alta redundancia respecto a otras. En primer lugar, se decidid eliminar las
muestras de aire control y polvo desértico de los estudios de Israel y Cerdefia por los motivos
comentados en el apartado 4.1.1. También se redujo el nimero de muestras de aire urbano de
ciudades italianas a Unicamente 3. Por ultimo, se elimind el estudio de Corea del Sur (aire
control y polvo desértico) al considerarse que su influencia en la formacién del microbioma de
las placas solares que se estan estudiando no era muy elevada. De este modo, se consiguid
reducir el nimero de secuencias de 16S rRNA a 892.973.

La comparacion de los perfiles taxondmicos reforzé los resultados obtenidos en los
anteriores andlisis comparativos. En la Figura 4.9 se observa como los perfiles taxondmicos se
agruparon claramente en tres grupos: uno constituido por todas las muestras de suelo
desértico, otro formado por las placas solares, y un ultimo grupo en el que se engloban todas
las muestras de aire control junto a la muestra de polvo desértico de Valencia. Esto ultimo
fortalece la idea presentada en el apartado 4.2.1 de que existe un core de microorganismos
aéreos que se mantiene constante a lo largo del tiempo y del espacio pese a las variaciones
climdticas y las fluctuaciones en el resto de comunidad microbiana.

Por dltimo, también resulta resaltable la fuerte influencia que ejercen las distintas
presiones selectivas en el establecimiento de los ecosistemas microbianos. En este sentido, se
puede ver cédmo ecosistemas que se encuentran separados por miles de kildmetros acaban
albergando una comunidad microbiana similar siempre que compartan unas caracteristicas
fisicoquimicas semejantes. El paradigma de todo esto se ve reflejado claramente en las placas
solares, ya que independientemente de las condiciones climaticas y geograficas del lugar
donde se instalan, el microbioma que se forma acaba teniendo una composicidon similar.
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Figura 4.9. Andlisis de Coordenadas Principales (PC1 (29,0%) vs PC2 (20,1%)) de todas las muestras
incluidas en el estudio comparativo global (maximo nivel de asignacion taxondémica: género). Se
observan 3 grupos que se corresponden con los distintos biomas estudiados: 1. Suelo desiertos (EE.UU y
Sdhara). 2. Placas solares (Valencia y Berkeley); 3. Aire (Aire control (EE.UU.); Aire urbano control
(Italia)) y polvo desértico (Valencia)

4.3.1 La biocenosis de placas solares

Con el objetivo de comprender y conocer el ecosistema tipico de placas solares, se realizd
una revision mas profunda de los perfiles taxondmicos de las muestras incluidas en este
andlisis. En este aspecto, se observd que, a nivel cualitativo, la composicion microbiana de
estas estructuras era muy similar en ambas localizaciones (Tabla 7.2 y Tabla 7.3, en Anexo), lo
que explicaria los resultados presentados.

Al comparar el microbioma de placas solares con el del resto de muestras, se encontré
que habia cuatro géneros bacterianos que se encontraban sobrerrepresentados:
Hymenobacter, Deinococcus, Rubellimicrobium y Kaistobacter (Figura 4.10). Los tres primeros
engloban especies que han sido descritas anteriormente como productoras de pigmentos (Lee
et al., 2016; Kim et al., 2017b; Denner et al., 2006), mientras que Kaistobacter esta poco
caracterizado. Tomando estos resultados en conjunto con los obtenidos en el apartado de
inferencia funcional (ver apartado 4.1.3), se pone de manifiesto la importancia de los paneles
fotovoltaicos como reservorio de bacterias con elevado interés biotecnoldgico e industrial.

El género Hymenobacter representé de media el 19,5% de la composicién microbiana de
las placas solares, siendo el Unico taxdn sobrerrepresentado de una forma estadisticamente
significativa si se compara con microbiomas del resto de ecosistemas estudiados (p-valor =
9,26e'3). Se han descrito anteriormente especies pertenecientes a este género que poseen
complejos mecanismos antioxidantes y de reparacién del ADN (Oh et al., 2016; Kim et al.,
2016) que les confieren una gran resistencia a la radiacién ultravioleta (UV) (Marizcurrena et
al., 2017; Paulino-Lima et al., 2016). Este hecho explicaria la enorme adaptacion que presentan
estas bacterias al biotopo que conforma la superficie de los paneles solares. Interesantemente,
existen otros estudios que se centran en la influencia que tienen los pigmentos producidos por
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Hymenobacter en la produccién de energia de las células fotovoltaicas (Ordenes-aenishanslins
etal., 2016).
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Figura 4.10. Comparacidn de la abundancia relativa media de los cuatro géneros mas sobrerrepresentados
en placas solares frente a los otros ecosistemas (polvo desértico, suelo desértico y aire sin polvo).

Rubellimicrobium y Deinococcus se caracterizan por ser extremdfilos (Koberl et al., 2011).
En este sentido, es bien conocido que existen bacterias dentro del género Deinococcus
adaptadas a condiciones extremas de desecacidn y exposicidn a la radiacién UV muy similares
a las que se encuentran en la superficie de los paneles solares, llegando a desarrollarse incluso
bajo condiciones que imitan a las del espacio exterior o el planeta Marte (de la Tour et al.,
2017; Ranawat y Rawat, 2017; Frosler et al., 2017).

4.4 Discusion general
4.4.1 Limitaciones del analisis

Hay que tener la realizacion de un metaandlisis como el descrito en este trabajo conlleva
algunas limitaciones que deben ser consideradas.

Una de las mas importantes ha sido el no haber podido conseguir las secuencias de todas
las muestras que se habian seleccionado en un principio, especialmente las correspondientes a
los desiertos de Asia Central. En este aspecto, también cabe resaltar la falta de muestras de
polvo desértico recogido en la propia ciudad de Berkeley, lo que hubiera aportado mucha mas
informacidn sobre el papel de este como vehiculo transportador de los microorganismos hasta
la superficie de los paneles fotovoltaicos. Ademds, existen limitaciones derivadas de las
diferentes metodologias empleadas en cada estudio, lo que supone una heterogeneidad en
términos de estrategias de muestreo, tratamiento de las muestras, tecnologias empleadas en
la secuenciacion y la falta de uniformidad en el pretratamiento de las secuencias (filtrado de
calidad, tamafio, etc). Ademas, las muestras de placas solares de Berkeley fueron secuenciadas
siguiendo una estrategia metagenémica, por lo que tuvieron que ser tratadas
independientemente para obtener un archivo de salida comparable con el output del resto de
muestras. Pese a que los datos se normalizaran, la enorme diferencia en la profundidad de
secuenciacién pudo desembocar en sesgos y discrepancias en la asignacidon taxonémica. Todo
ello, unido a la falta en muchos casos del contexto en que las muestras fueron secuenciadas,
pudo haber originado distorsiones en los resultados.

4.4.2. El origen del microbioma de placas solares

Analizando conjuntamente los resultados obtenidos a lo largo del trabajo se hace
evidente que las placas solares albergan un microbioma unico, y con una composicion muy
similar entre localizaciones tan distantes como Valencia y Berkeley. A la luz de nuestros
analisis, el microbioma de las placas solares no es el resultado de una simple deposicidn de los
microorganismos presentes en el aire, sino de una interaccion de varias fuentes de
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microorganismos y de las presiones selectivas a las que las placas solares estan sometidas
como biotopos.

Nuestros resultados indican que pese al importante papel que ejerce el aire como fuente
de microorganismos, existe una alta contribucién de otros ecosistemas al microbioma de
placas solares. Estos ecosistemas son los desiertos, y el polvo de éstos que es transportado por
las corrientes de viento. El transporte de microorganismos resistentes a desecacion, estrés
oxidativo, y sobre todo, luz UV, hasta la superficie de las placas, hace que estos sean
seleccionados en el nuevo ecosistema, aumentando su abundancia relativa y dando lugar a
una comunidad adaptada a las condiciones extremas y mds similar, en ultimo término, a las
comunidades presentes en los desiertos. De acuerdo con los andlisis realizados, este proceso
se produce en las dos localizaciones estudiadas, lo que sugeriria que el proceso de colonizacién
de estas estructuras artificiales tiene un caracter universal.

Finalmente, las particularidades de las especies identificadas en este trabajo como
caracteristicas de las placas solares con respecto a los otros ecosistemas considerados
(géneros Hymenobacter, Deinococcus, Rubellomicrobium vy Kaistobacter) resaltan la
importancia de las placas solares como fuentes de microorganismos de gran interés
biotecnoldgico por su elevada resistencia a condiciones de estrés, asi como a su capacidad de
producir compuestos de alto valor afiadido como carotenoides u otras sustancias
antioxidantes.

4.4.3 Plan de trabajo futuro

Con el fin de entender en mayor grado el proceso de colonizaciéon de las placas solares, se
estd llevando a cabo un experimento enfocado a estudiar los cambios en las comunidades
microbianas en los meses sucesivos a la instalacion de unos paneles fotovoltaicos. De este
modo, se espera identificar las especies pioneras y obtener informacién sobre cémo los
eventos climaticos, tales como las lluvias o las tormentas de polvo, afectan al dinamismo de
este microbioma.

Ademds, se estan secuenciando muestras de placas solares de la Antartida y el Artico, con
el fin de realizar un nuevo analisis comparativo que permita confirmar la existencia de un core
de especies todavia mas robusto que el planteado en este trabajo, asi como establecer el
grado de universalidad de la colonizacidn de placas solares a nivel global.
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5. CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los resultados discutidos anteriormente, las conclusiones mas
importantes que se derivan de este trabajo son:

e Los perfiles taxondmicos de las comunidades microbianas de las placas solares de
Valencia son mas préoximos a los de las comunidades presentes en el desierto del
Sdhara o del polvo del Sdhara transportado por el aire, que a los perfiles de las
comunidades presentes en el aire de regiones de clima mediterrdneo no
desértico.

e Las similitudes observadas entre las placas solares de Valencia y los ambientes
relacionados con el desierto del Sahara (suelo y polvo desértico) se producen
tanto a nivel taxondmico como funcional.

e Los perfiles taxondmicos de las comunidades microbianas de las placas solares de
Berkeley son mas préximos a los de las muestras de los distintos desiertos de
EE.UU., que a las procedentes de aire libre de polvo (procedente de Norteamérica
o Asia) o aire con polvo desértico recogido en Asia.

e En los analisis de las placas solares de ambas localizaciones (Valencia y Berkeley),
el microbioma demuestra no ser consecuencia de una simple deposicién de los
microorganismos presentes en el aire. Si bien el aire ejerce un papel importante
como fuente de microorganismos pioneros del microbioma de placas solares,
existen conexiones a nivel taxonémico que vinculan la biocenosis de las placas
solares con las presentes en los suelos de distintos desiertos, asi como con el
polvo de los mismos transportado a través del aire.

e Existe un nucleo de microorganismos representativos del ecosistema de placas
solares. Entre ellos destacan especies de los géneros Hymenobacter, y en menor
medida, Deinococcus, Kaistobacter y Rubellimicrobium, caracterizados por ser
productores de pigmentos y altamente resistentes a la desecacion y la radiacion
ultravioleta. Estos géneros son detectables en los otros ecosistemas estudiados,
pero su frecuencia es significativamente mas alta en placas solares.

e Las biocenosis de las placas solares de Valencia y Berkeley han demostrado ser
sorprendentemente similares. La elevada similitud taxondémica detectada en
placas solares de localizaciones tan distantes, enfatiza la universalidad del
proceso de colonizacién asi como el papel de presiones selectivas comunes
(radiacion ultravioleta, desecacidn, etc) en la formacidn de este microbioma, muy
poco estudiado hasta la fecha.
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7. ANEXO

Tabla 7.1. Set de datos metagendmicos de las muestras seleccionadas en la busqueda bibliografica
preliminar. WGS = whole genome shotugun; 16S = Secuenciacién del gen 16S rRNA

Tipo de muestra  Localizaciéon Referencia (URL) Estrategia Tecnologia
Placas Solares Espaiia https://goo.gl/mItf89 16S/WGS lonTorrent
Placas Solares EE.UU - WGS lumina
Suelo La Gran EE.UU https://g00.gl/NNFNqU WGS -

Cuenca
Suelo La Gran EE.UU https://g00.gl/RYKbSF 165 454
Cuenca
Suelo Sonora EE.UU https://goo.gl/Er8y3f 16S 454
Suelo Mojave EE.UU https://goo.gl/OK5Fkg 16S lumina
Suelo Mojave EE.UU https://go0.gl/17Lss6 16S 454

Suelo Chihuahua EE.UU https://goo.gl/OK5Fkg 16S llumina
Suelo Sahara Chad https://goo.gl/fk4yFT 16S [llumina
Suelo Sahara Mauritania https://goo.gl/MHpSLM 16S 454

Suelo Gobi China https://goo.gl/XV6Ujh 16S 454

Suelo Takla Mongolia https://g00.gl/XV6Ujh 165 454
Makan

Aire Control EE.UU https://goo.gl/3FM2Ar WGS Illumina

Aire Control EE.UU https://goo.gl/3XjU5D 16S 454

Aire Control EE.UU https://goo.gl/OHHU8S 16S 454

Polvo Desértico - https://goo.gl/x|1a0e WGS llumina

Polvo Desértico Espafia https://go0.gl/MHpSLM 16S 454

Polvo Desértico Israel https://g00.gl/VxSTij 16S lumina

Polvo Desértico Suiza https://goo.gl/dnfNT5 16S [lumina

Polvo Desértico Israel https://goo.gl/ncR4AO 16S 454
Polvo Desértico Italia https://goo.gl/LuONgb 16S [lumina
Polvo Desértico "%/ https://go0.gl/0BJe7Y 165 454

Corea

Polvo Desértico Corsejrdel https://goo.gl/Eg2pIX 16S 454

Polvo Agricola EE.UU https://goo.gl/twalgT 16S 454
Aire Urbano Italia https://go0.gl/092CvW 16S 454
Aire Urbano Italia https://goo.gl/CYU2GH 16S llumina
Aire Urbano China https://goo.gl/rCVagn WGS [llumina
Aire Urbano Italia https://goo.gl/HKF6sM 16S llumina
Aire Urbano EE.UU https://goo.gl/iaDnzh WGS [llumina

Polvo Agricolay EE.UU https://g00.gl/agiidf 165 454

Suburbano
Filosfera EE.UU https://goo.gl/nQ4yKK 16S 454
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7. ANEXO

Tabla 7.2. Muestra de los 15 taxones mds abundantes en placas solares de Valencia y su abundancia
relativa en cada muestra. Vlc = Valencia; Bk = Berkeley.

Abundancia relativa (%)

Taxon vic.l wvic.2 vic.3 bk.l bk.2 bk.3
f__Cytophagaceae;g__Hymenobacter 40.0 11.8 11.0 186 125 229
f__Sphingomonadaceae;g__Kaistobacter 11.2 111 7.9 0.0 0.0 0.0
f__Deinococcaceae;g__Deinococcus 8.9 11.1  37.8 0.7 2.4 0.5
f__Geodermatophilaceae;g__Modestobacter 4.0 0.2 0.2 0.4 0.5 0.7
f__Acetobacteraceae;g__ 3.3 4.0 4.8 0.1 0.1 0.0
f__Erythrobacteraceae;g__ 3.0 8.0 1.8 0.1 0.0 0.0
f__Sphingomonadaceae;g__Sphingomonas 3.0 2.5 1.9 1.4 0.8 0.7
f__Oxalobacteraceae;g__ 2.8 1.3 1.8 0.1 0.1 0.1
f_Rhodobacteraceae;g__Rubellimicrobium 2.5 7.6 4.8 0.0 0.0 0.0
f__Sphingomonadaceae;g__ 2.4 4.3 4.4 0.9 0.5 0.4
f__Chitinophagaceae;g__Flavisolibacter 1.6 8.5 5.5 0.0 0.0 0.0
f__Sphingomonadaceae;g__Novosphingobium 0.7 2.4 0.5 0.1 0.1 0.1
f__Sporichthyaceae;g__ 0.6 0.6 0.6 0.0 0.0 0.0
f__Kineosporiaceae;g__ 0.6 0.1 0.2 0.4 0.5 0.3
f__Oxalobacteraceae;g__Janthinobacterium 0.5 1.4 0.7 0.0 0.0 0.0

Tabla 7.3. Muestra de los 15 taxones mas abundantes en placas solares de Berkeley y su abundancia
relativa en cada muestra.

Abundancia relativa (%)

Taxon viccl vilc.2 vlc.3 bk.l bk.2 bk.3
f__Cytophagaceae;g__Hymenobacter 40.0 11.8 11.0 186 125 229
f_Methylobacteriaceae;g__Methylobacterium 0.0 0.2 0.1 3.4 4.6 2.7
f__Sphingomonadaceae;g__Sphingomonas 3.0 2.5 1.9 1.4 0.8 0.7
f_Methylobacteriaceae;g__ 0.0 0.0 0.0 1.3 1.7 1.0
f__Kineosporiaceae;g__Kineococcus 0.1 0.0 0.0 1.2 1.5 0.9
f__Streptomycetaceae;g__Streptomyces 0.0 0.0 0.0 1.0 14 0.9
f__Deinococcaceae;g__Deinococcus 89 111 37.8 0.7 2.4 0.5
f__Nocardioidaceae;g__Friedmanniella 0.1 0.1 0.1 0.7 0.6 0.9
f_Pseudomonadaceae;g__Pseudomonas 0.0 0.0 0.0 0.6 0.8 0.6
f__Nocardioidaceae;g__ 0.3 0.3 0.3 0.5 0.5 0.5
f__Streptomycetaceae;g__ 0.0 0.0 0.0 0.4 0.6 0.4
f__Geodermatophilaceae;g__Modestobacter 4.0 0.2 0.2 0.4 0.5 0.7
f__Kineosporiaceae;g__ 0.6 0.1 0.2 04 0.5 0.3
f__Burkholderiaceae;g__Burkholderia 0.0 0.0 0.0 0.4 0.4 0.3
f_Mycobacteriaceae;g__Mycobacterium 0.0 0.0 0.0 0.3 0.4 0.3
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7. ANEXO
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Figura 7.1. Perfil taxondmico (porcentaje de secuencias asignables a bacterias identificables en bases de

datos) procedente de muestras de Cerdefia en dias libres de polvo (2, 4) y dias de tormenta de polvo
(1,3). Extraido de Roselli et al., 2015.

Metagenomica

chad 074.1
thad 078.1

cthad 076.1

= desierto H polvo
= aire 1 placa solar

Figura 7.2. Analisis de Coordenadas Principales (PC1 (33,6%) vs PC2 (23,1%)) realizado a partir de
perfiles taxondmicos (maximo nivel de asignacion taxonémica: género). Se incorpord al analisis una
muestra de placas solares de Valencia secuenciada mediante una estrategia metagendmica. Se observan
cuatro grupos constituidos por: 1. Suelo del Sdhara (Chad); 2. Placas solares de Valencia; 3. Aire urbano;
4.Polvo del Sdhara recogido en Valencia.
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