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RESUMEN 

El agua constituye más del 80% de la biomasa de la mayoría de los organismos e 

interviene en la mayor parte de los procesos metabólicos que se realizan en los seres 

vivos (Gleick 1993).  

La humedad del suelo y el pH son parámetros muy influyentes en la abundancia 

microbiana y la actividad del suelo. Sin embargo, existe un debate acerca de cómo el 

estrés por falta de agua afecta a la comunidad microbiana, su biomasa y su actividad 

(Williams 2007).  

La biorremediación de contaminantes orgánicos es dependiente de la cantidad de agua 

presente en el suelo. El agua es necesaria no sólo para los requerimientos fisiológicos 

de los microorganismos sino también para el trasporte de nutrientes y los productos 

metabólicos. Además la cantidad de agua presente en el suelo determina el oxígeno en 

los microambientes del mismo (Barker et al. 1994). Por tanto, en suelos sometidos a 

condiciones de estrés por falta de agua es necesario la aplicación de herramientas 

biotecnológicas adaptadas a las condiciones del lugar.  

El empleo de la técnica de rizorremediación es ventajosa para biorremediar suelos 

contaminados con diesel sometidos a condiciones de estrés por sequía. Las raíces 

penetran a través del suelo haciendo más biodisponible los contaminantes, que 

podrían estar previamente inaccesibles, además los exudados producidos por las 

raíces de la planta pueden mejora la desorción de contaminantes desde el suelo. Se ha 

demostrado que la planta y los microorganismos secretan enzimas y exudados que 
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actúan como surfactantes y pueden incrementar la biodisponibilidad del contaminante 

en el suelo (Makkar & Rockne 2003; Bogan & Sullivan 2003; Fava et al. 2004). Las 

raíces también permiten una mayor penetración del oxígeno y nutrientes en el perfil 

del suelo, lo cual beneficia a los microorganismos rizosféricos responsables de la 

degradación de los contaminantes. Para adaptar la técnica a las condiciones de estrés 

hídrico se deben emplear organismos adaptados a dichas condiciones 

(anhidrobiontes). En base a ello, en primer lugar caracterizamos microorganismos 

rizosféricos tolerantes a la desecación para su uso en técnicas de biorremediación e 

iniciamos la búsqueda de otros microorganismos que presentaran la capacidad de 

crecer en presencia de compuestos hidrocarbonados, además de tolerar la falta de 

agua. También estudiamos si los microorganismos aislados presentaban la capacidad 

de promover el crecimiento de las plantas en condiciones de estrés hídrico y si 

mejoraban el proceso natural de degradación de los contaminantes hidrocarbonados 

en conjunto con la planta (rizorremediación).  
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OBJETIVOS  

Las herramientas biotecnológicas utilizadas para la descontaminación de un ambiente 

deber estar adaptadas a las condiciones ambientales del lugar donde se pretenden 

emplear, para así proporcionar una mayor eficiencia en el proceso de degradación. Si 

utilizamos la técnica de rizorremediación en ambientes sometidos a condiciones 

extremas de sequía, hemos de emplear micoorganismos y plantas que toleren las 

condiciones de estrés hídrico y que además dichos microorganismos compitan con las 

comunidades autóctonas y expresen las funciones catabólicas requeridas.  

El aislamiento de microorganismos rizosféricos que presenten la capacidad de tolerar 

la falta de agua (anhidrobiontes) y con las propiedades catabólicas apropiadas, supone 

una ventaja ya que las bacterias rizosféricas están adaptadas para colonizar y competir 

por el espacio y los recursos que les ofrece la rizosféra. A tenor de lo expuesto, se 

plantea como objetivo principal establecer una metodología para aislar e identificar 

nuevos microorganismos rizosféricos tolerantes a la falta de agua y degradadores de 

hidrocarburos y su aplicación como herramientas biotecnológicas para la 

descontaminación de suelos sometidos a estrés hídrico.  
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Para alcanzar el objetivo principal, se definieron los siguientes objetivos parciales: 

1. Caracterización de microorganismos tolerantes a la desecación 

(anhidrobiontes) para su uso como herramientas biotecnológicas para la 

descontaminación de suelos.  

2. Aislamiento de microorganismos rizosféricos degradadores de hidrocarburos y 

tolerantes a la desecación. 

3. Aplicaciones biotecnológicas de las cepas anhidrobiontes para la protección de 

plantas y la descontaminación de suelos sometidos a condiciones de estrés 

hídrico. 
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El petróleo es la fuente más importante de energía para las actividades humanas, pero 

su uso industrial puede generar desastres ambientales (Atlas & Bartha 1992; Liu et al. 

2010). La Unión Europea estima que hay aproximadamente 3,5 millones de lugares 

potencialmente contaminados en 2006 (COM, 2006). Más del 50% de dichos lugares 

están afectados por aceites minerales, hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs) o 

hidrocarburos aromáticos volátiles, como por ejemplo benceno, tolueno, etilbenceno y 

xilenos (BTEX) (EEA, 2011). Dichos sustancias pueden encontrarse en los productos 

del petróleo como la gasolina, el disel y lubricantes, los cuales pueden ser puestos en 

libertad y difundirse en el suelo (Pinedo et al. 2014). Los hidrocarburos totales del 

petróleo (TPHs del inglés Total Petroleum Hydrocarbons) es un parámetro 

ampliamente aplicado para determinar la cantidad de hidrocarburos derivados del 

petróleo en el medio ambiente y entre ellos muchas sustancias peligrosas provenientes 

de compuestos con un número de átomos de carbono entre 10 y 40 (C10 a C40) (ISO, 

2004). El área mediterránea está fuertemente afectada por HAPs (Hidrocarburos 

Aromáticos Policíclicos), dado que por una parte se estima una emisión antropogénica 

anual de entre 40 a 700 toneladas de HAPs  en el área continental de los países de la 

cuenca mediterránea, a los que hay que sumar las 40 toneladas anuales producto de 

los depósitos por ríos, y a las 1.000 toneladas anuales emitidas como consecuencia del 

transporte marítimo de petróleo (UNEP, 2002).  

Con el paso del tiempo, se ha ido desarrollando una conciencia social de este peligro 

que lentamente va forzando el establecimiento de una legislación (Martín et al. 2004). 

En la Carta Europea de Suelos desarrollada por la Comunidad Europea en 1972 ya 

empieza a notarse una mayor sensibilización con los problemas de contaminación de 

suelos. Donde dice en su primer punto que el suelo es uno de los bienes más 

apreciados de la humanidad. Ya que el suelo permite la vida de los vegetales, los 

animales y las personas en la superficie de la Tierra. Y en el quinto y sexto punto dice 

que el suelo debe ser protegido de la erosión y de la contaminación (Carta Europea 

del suelo).  

En el 4º Programa de Acción Ambiental de la Comunidad Europea (1987-1992) se 

reconoce de manera oficial la necesidad de una reglamentación referente a la 

protección del suelo y se insta a los gobiernos de los países miembros a elaborar una 

normativa de protección bajo las directrices recogidas en las "Bases Científicas para 

la Protección del Suelo en la Comunidad Europea". En esta normativa se propone 
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"salvaguardar las propiedades y condiciones que aseguren el cumplimiento de las 

funciones del suelo". Considerándose como principales funciones: el crecimiento 

vegetal, la producción de alimentos, la filtración del agua, y la participación del suelo 

de forma activa en los ciclos geoquímicos de los elementos (Bases científicas 

Protección Suelo Comunidad Europea). 

A pesar de la evidente vulnerabilidad ecológica de los suelos, la legislación europea y 

la española han carecido de instrumentos normativos para promover su protección, y 

hasta la promulgación de la Ley 10/1998, de 21 de abril, de Residuos, en España no se 

disponía de ninguna norma legal que permitiera proteger eficazmente los suelos 

contra la contaminación y, en el caso de los ya contaminados, identificarlos y 

caracterizarlos utilizando para ello una metodología normalizada y técnicamente 

rigurosa para la identificación y caracterización de los suelos contaminados, la 

definición de los Niveles Genéricos de Referencia (NGR) y los procedimientos 

específicos a realizar para abordar su posible descontaminación (Real Decreto 9/2005, 

de 14 de enero).   

Desde la propia Unión Europea se elaboró en 2002 una comunicación que con el 

título "Estrategia Temática para la Protección del Suelo", dicha comunicación 

planteaba una profunda reflexión sobre el estado del suelo en la Unión Europea y sus 

potenciales amenazas. Lo que ha constituido la reflexión científica a partir de la cual 

se ha elaborado la Directiva Europea para la Protección del Suelo de septiembre de 

2006 (Rad y López, 2006), donde se establece una comunicación de la Comisión a 

otras instituciones europeas, en las que fija el marco de actuación y otras acciones 

necesarias para una adecuada protección del suelo. La cual se estructura según las 

siguientes líneas de prevención por la cual los Estados Miembro deben asegurar el uso 

sostenible del suelo y deberán prever medidas correctoras para aquellos casos en los 

que el suelo soportase un uso que merme sus funciones.  

Debido a la lentitud con la que se desarrolla y aplica la directiva se propueso el Real 

Decreto 9/2005 de 14 de Enero, sobre Relación de Actividades Potencialmente 

Contaminantes y Criterios y Estándares para la Declaración de Suelos 

Contaminados. El artículo 4 de este real decreto dice que, la recuperación de un suelo 

contaminado se llevará a cabo aplicando las mejores técnicas disponibles en función 

de las características de cada caso. Las actuaciones de recuperación deben garantizar 
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que se materialicen soluciones permanentes, priorizando, en la medida de lo posible, 

las técnicas de tratamiento in situ que eviten la generación, traslado y tratamiento de 

nuevos residuos (Real Decreto 9/2005). 

La rápida expansión y la sofisticación creciente de diferentes sectores industriales, 

fundamentalmente en los últimos treinta años, se ha traducido en un incremento de la 

cantidad y la complejidad de residuos tóxicos. En el caso del suelo, la contaminación 

por hidrocarburos provoca una reducción o inhibición del desarrollo de la cobertura 

vegetal, cambios en la dinámica y diversidad poblacional de la fauna y la biota 

microbiana y además puede suponer una contaminación de aguas subterráneas y 

superficiales (Chaîneau et al. 1997).  

 

i.1. HIDROCARBUROS DEL PETRÓLEO 

El petróleo es una mezcla homogénea de compuestos orgánicos, principalmente 

hidrocarburos insolubles en agua. Los hidrocarburos totales del petróleo son uno de 

los grupos de compuestos orgánicos más comunes persistentes en el medio ambiente 

y son conocidos por su toxicidad en los organismos (Huang et al. 2004). 

Dada la tetravalencia del átomo de carbono y de la monovalencia del hidrógeno, las 

distintas posibilidades de combinación de estos átomos pueden clasificarse según dos 

reglas generales, la adición de los átomos de carbono en cadenas o en ciclos y con 

saturación o no. El petróleo es una compleja mezcla de compuestos alcanos saturados 

lineales, ramificados y ciclicos, además de aromáticos (Gallego et al. 2001). En la 

Figura i.1 se representa los tipos de hidrocarburos que constituyen el petróleo.  
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Figura i.1. Esquema de clasificación de hidrocarburos del petróleo. 

 

Los alcanos, también llamados parafinas, son hidrocarburos saturados compuestos 

sólo por átomos de carbono y de hidrógeno. Dichos hidrocarburos se clasifican como 

lineales cuya la relación C/H es de CnH2n+2 o ramificados, cuya relación C/H es de 

CnH2n. Sin embargo, los alcanos cíclicos o cicloalcanos son hidrocarburos saturados 

(CnH2n) compuestos por átomos de carbonos unidos entre ellos con enlaces simples en 

forma de anillo. Por otra parte, los hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs) son 

hidrocarburos cíclicos no saturados con tres dobles enlaces, los cuales consisten en 

dos o más anillos aromáticos fusionados (Harvey, 1991).  

En la Figura i.2 se representan los HAPs utilizados en el trabajo, donde se indica, el 

nombre, la posición de los anillos aromáticos en cada uno de ellos, y los carbonos e 

hidrógenos que lo componen. El círculo representa los tres dobles enlaces 

deslocalizados. 
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Figura i.2. Disposición espacial de los anillos aromáticos que componen los HAPs. Se representa 
mediante un círculo los tres dobles enlaces deslocalizados.  

 

Las características más importantes que condicionan el comportamiento de los HAPs 

en el medio ambiente van ligadas a las características fisicoquímicas propias de la 

estructura de cada HAP. Son de gran importancia la hidrofobicidad, que aumenta 

cuanto mayor sea el número de anillos y la volatilidad de los HAPs de menor peso 

molecular. Debido a las propiedades hidrofóbicas, los HAPs muestran una fuerte 

tendencia a adsorberse a las superficies lo que dificulta su biodegradación, así como a 

acumularse en la cadena trófica (Clements et al. 1994). 

Los HAPs de 3 y 4 anillos son considerados como compuestos recalcitrantes debido a 

la energía de resonancia de la molécula y a la baja solubilidad en agua (Klevens, 

1950). Numerosos estudios han demostrado que el índice de degradación de los HAPs 

disminuye cuanto mayor sea el número de anillos de benceno fusionados en la 

molécula (Heitkamp & Cerniglia 1987). 

 

i.1.a Origen de los hidrocarburos 

Los hidrocarburos saturados, lineales, ramificados y cíclicos son formas altamente 

reducidas de carbono, que son producidos por procesos geoquímicos de la 

descomposición de plantas y algas. Los alcanos constituyen entre el 20 y el 50% del 

petróleo y depende del tipo de fuente. Además dichos compuestos, 

predominantemente los de cadena larga, son producidos por los organismos vivos de 

la biosfera (plantas, algas y bacterias) como productos de desecho, como elemento 

estructural, o mecanismo de defensa o como señal química.  

El origen de los HAPs en el medio ambiente es muy diverso, aunque básicamente 

podemos diferenciar tres fuentes distintas, pirolíticos, petrogénicos y diagéneticos. 
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Por una parte los de origen pirolítico proceden de la combustión incompleta de la 

materia orgánica, reciente o fósil, bien por causas naturales (incendios de bosques, 

erupciones volcánicas, etc.) o bien por origen antropogénico (utilización de 

combustibles fósiles, incineración de residuos, emisiones de vehículos, procesos 

industriales de gasificación y licuefacción del carbón, "cracking" del petróleo, etc.). 

Por otra parte los de orígen petrogénico se producen por vertidos accidentales o 

intencionados de derivados del petróleo. En último lugar, los HAPs de origen 

diagenético provienen de la materia orgánica sedimentaria, la cual puede sufrir una 

serie de procesos geoquímicos naturales, como son la descarboxilación, 

aromatización, desfuncionalización y otros, considerandose como HAPs de origen 

natural. (Blumer, 1976). 

 

i.2. DEGRADACIÓN DE HIDROCARBUROS  

Las técnicas convencionales utilizadas para la remediación han consistido en retirar el 

suelo contaminado y depositarlo en un vertedero, para limitar y contener las zonas 

contaminadas de un área más restringida. Estos métodos tienen algunos 

inconvenientes. El primer método simplemente mueve la contaminación a otros 

lugares y puede crear importantes riesgos en los procesos de excavación, 

manipulación y transporte de materiales peligrosos. Además, es muy difícil y cada 

vez más costoso encontrar nuevos vertederos para la disposición final del material. El 

método de limitación y contención es sólo una solución provisional ya que la 

contaminación se mantiene en el sitio, lo que requiere un control y mantenimiento de 

las barreras de aislamiento a largo plazo, con todos los costos asociados y la 

responsabilidad potencial (Vidali 2001).  

 

i.2.a Degradación Física 

Algunas tecnologías que se han utilizado son incineración a altas temperaturas y los 

distintos tipos de descomposición química (por ejemplo la oxidación por UV). Pueden 

ser muy eficaces para reducir los niveles de una amplia gama de contaminantes, pero 

tienen varios inconvenientes, principalmente, su complejidad tecnológica, el costo de 

la aplicación a pequeña escala, y la falta de aceptación pública. La eliminación física 
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de los HAPs pasa por lograr degradar alguno de sus anillos para hacerlos perder 

estabilidad (Vidali, 2001).  

 

i.2.b Degradación Química 

Hay una gran cantidad de técnicas disponibles basadas en el tratamiento químico de 

los compuestos hidrocarbonados, cuyo proceso se puede llevar a cabo in situ o ex situ. 

Ambos casos suelen conllevar elevados costes, ya que requiere de una inversión alta 

en infraestructuras y la producción de subproductos poco deseables. Algunas de las 

más innovadoras se han aplicado para casos de vertidos industriales como son la 

ozonización, así como la hidroxilación. La reacción con ozono molecular parece ser el 

camino de degradación más importante para estos compuestos (Beltrán, 1997). Este 

proceso se puede llevar a cabo in situ o ex situ, pero en ambos casos requiere de una 

inversión alta en infraestructuras (Battistel et al. 2007). 

 

i.2.c Degradación Biológica o biodegradación  

Se denomina biodegradación a la transformación de un compuesto catalizada 

biológicamente a formas más simples, en el caso de los hidrocarburos a ácidos grasos 

o dióxido de carbono. La capacidad de los microorganismos de degradar compuestos 

orgánicos depende de numerosos factores, entre los que encontramos, la estructura 

química, concentración y biodisponibilidad del contaminante, así como el tamaño y 

naturaleza de la población microbiana (Torstensoon, 1988; Huesemann 1995). La 

actividad microbiana también se ve influenciada por factores ambientales como la 

humedad, el pH, las propiedades físicas y químicas del suelo y el potencial redox 

(Vogel y Walter, 2002). La biodegradación de muchos compuestos orgánicos ocurre 

con mayor rapidez bajo condiciones aeróbicas, cuando el oxígeno es usado como 

aceptor final de electrones. 

Los hidrocarburos se diferencian en su susceptibilidad a la degradación microbiana y 

se han ordenado en función de su biodegradabilidad, en el siguiente orden de mayor a 

menor: alcanos lineales, alcanos ramificados, aromáticos de bajo peso molecular y 

cicloalcanos (Leahy & Colwell, 1990). Los alcanos lineales son considerados los 

compuestos del petróleo con mayor susceptibilidad a la biodegradación. Se ha 
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demostrado que existe degradación microbiana incluso por encima de C44 (Haines y 

Alexander, 1974). En general los compuestos más susceptibles son los saturados, 

seguidos de los aromáticos ligeros y por último, los aromáticos de alto peso molecular 

(Leahy & Colwell, 1990). La presencia de alcanos con un número reducido de 

carbonos, generalmente entre C5 y C10, a altas concentraciones, inhibe la 

biodegradación ya que actúan como solventes apolares rompiendo la membrana 

lipídica de los microorganismos. Hay muchos géneros de microorganismos que 

incluyen cepas con capacidad para crecer en alcanos (Tabla i.1). La degradación de 

alcano es llevada a cabo por dos importantes clases de enzimas, las alcano 

monooxigenasas, también conocidas como alkano hidroxilasa o alkB y ciertos 

sistemas de citocromo P450 (van Beilen et al. 2006).  

 

Tabla i.1. Microorganismos capaces de degradar aeróbicamente los hidrocarburos alifáticos. 

(Van Beilen et al. 2003). 

Bacteria  Levaduras Hongos  Algas 
Achormobacter Candida Apergillus Prototheca 

Acinetobacter Cryptococcus Cladosporium  

Alcanivorax Debaryomyces Corollasporium  

Alcaligenes Hansenula Cunninghamella  

Bacillus Pichia Dendryphiella  

Brevibacterium Thodotorula Fusarium  

Burkholderia Saccharomyces Gliocladium  

Corynebacterium  Sporbolomyces Lulworthia  

Flavobacterium  Torulopsis Penicillium  

Mycobacterium  Trichosporon Varicospora  

Nocardia Yarrowia Vericillium  

Pseudomonas     

Sphingomonas    

Streptomyces    

 

Se han descrito varios tipos de microorganismos capaces de degradar hidrocarburos 

alifáticos, incluidos bacterias, hongos filamentosos y levaduras (van Beilen & 

Funhoff 2007; Wentzel et al. 2007; Rojo 2009). Algunas caracterizaciones recientes 

describen especies con una alta especialización en la degradación de hidrocarburos. 



___________________________________  INTRODUCCIÓN ___________________________________ 

  17 

Dichas especies son denominadas como bacterias hidrocarbonoclasticas (HCB), las 

cuales juegan un importante papel en la eliminación de ambientes contaminados y no 

contaminados (Harayama et al. 2004; Yakimov et al. 2007; Wang et al. 2010). 

Se requieren diferentes tipos de enzimas dependiendo de la longitud de la cadena de 

los alcanos, para introducir oxígeno en dichos compuestos, y así iniciar la 

biodegradación aeróbica. A modo simplificado van Beilen y colaboradores (2007) 

distinguen tres categorías: (1) Las enzimas metano monooxigenasas, las cuales inician 

la degradación de los alcanos de cadena corta con un número de átomos de carbono 

entre 1 y 4 (C1-C4), es decir desde metano a butano. (2) Las enzimas citocromo P450 

o hemoproteína, las cuales pueden oxidar los alcanos con un número de átomos de 

carbono entre C5 y C16. Por último, (3) los alcanos de cadena larga (C>17) son 

oxidados por un sistema de enzimas desconocidos (van Beilen & Funhoff 2007). 

Los alcanos son generalmente activados por la oxidación terminal del correspondiente 

alcohol primario, el cual es además oxidado por las enzimas alcohol deshidrogenasa y 

aldehído deshidrogenasa (Figura i.3). Los ácidos grasos resultantes entran dentro del 

ciclo de la β-oxidación (Leahy & Colwell 1990; Watkinson & Morgan 1991).  El 

alcohol secundario es convertido a alcanona mediante una reacción de oxidación 

(Forney & Markovetz 1970), el cual es oxidado a través de la enzima Baeyer-Villiger 

monooxygenasa a éster (Figura i.3) (Forney & Markovetz 1968; Forney et al. 1967). 

El éster es hidrolizado por la acción de la enzima esterasa a alcohol y un ácido graso 

(Shum & Markovetz 1974; Ashraf et al. 1994).  
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Figura i.3. Ruta de degradación de alcanos mediante oxidación terminal, sub- y biterminal. (Van 

Beilen et al. 2003). 

 

Por otra parte, en cuanto a la degradación de compuestos aromáticos existen dos tipos 

de procesos al inicio de las rutas degradativas en condiciones aerobias que son 

comunes a todos los compuestos aromáticos, hidroxilación del anillo aromático y 

escisión del anillo bencénico. Ambos tipos de reacciones están catalizadas por 

enzimas, las cuales muestran una alta especificidad por su sustrato y requieren 

oxígeno. La hidroxilación del anillo aromático está catalizada por enzimas que 

reciben el nombre genérico de monooxigenasas o hidroxilasas. Y la escisión está 

catalizada por dioxigenasas. La acción conjunta de las dos enzimas origina la pérdida 

de aromaticidad del compuesto y hace posible la posterior utilización del carbono 

contenido en su estructura cíclica saturada mediante la intervención de otras enzimas. 

Generalmente, los productos de rotura son metabolizados hasta compuestos 

intermediarios del ciclo de Krebs (Suárez, 1993). 

Por otra parte, en cuanto a la degradación de compuestos aromáticos existen dos tipos 

de procesos al inicio de las rutas degradativas en condiciones aerobias que son 

comunes a todos los compuestos aromáticos, hidroxilación del anillo aromático y 

escisión del anillo bencénico. Ambos tipos de reacciones están catalizadas por 

enzimas, las cuales muestran una alta especificidad por su sustrato y requieren 
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oxígeno. La hidroxilación del anillo aromático está catalizada por enzimas que 

reciben el nombre genérico de monooxigenasas o hidroxilasas. Y la escisión está 

catalizada por dioxigenasas. La acción conjunta de las dos enzimas origina la pérdida 

de aromaticidad del compuesto y hace posible la posterior utilización del carbono 

contenido en su estructura cíclica saturada mediante la intervención de otras enzimas. 

Generalmente, los productos de rotura son metabolizados hasta compuestos 

intermediarios del ciclo de Krebs (Suárez, 1993). 

La degradación del naftaleno se inicia a través de varios componentes enzimáticos, la 

enzima naftaleno dioxigenasa ataca al anillo aromático para formar cis-(1R,2S)-

dihidroxi-1,2-dihidronaftaleno (dihidrodiol cis-naftaleno) (Figura i.2) (Goyal & 

Zylstra 1997; Simon et al. 1993). El dihidrodiol cis-naftaleno formado por el ataque 

del anillo de naftaleno, se deshidrogena a 1,2-dihidroxynaftaleno por la enzima cis-

dihidrodiol deshidrogenasa (Auger 1995; Goyal & Zylstra, 1997). Posteriormente, 

1,2-dihidroxynaftaleno es metabolizado a salicilato vía ácido 2-hidroxi-2H-cromeno-

2-carboxílico, ácido cis—o-hidroxibenzapiruvato y 2-hidroxi-benozaldehido (Goyal & 

Zylstra 1997; Baboshin et al. 2008; Denome et al. 1993; Kiyohara et al. 1994). 

También el salicilato es decarbosilado a catecol, el cual es además metabolizado por 

fisión del anillo en las vías meta- y ortho-. Fuenmayor y colaboradores (1998) 

informan sobre la conversión a gentisato mediante la enzima salicilato-5-hidroxilasa. 

Jouanneau y colaboradores (2007) purificaron la enzima salicilato 1-hidroxilasa de 

Sphingomonas sp. CHY-1 y se caracterizó sus propiedades catabólicas y bioquímicas. 

El sistema de enzimas catabólicas que codificadas por el plásmido NAH7, ha sido 

bien caracterizado en Pseudomonas putida G7 (Denome et al. 1993; Simon et al. 

1993; Goyal & Zylstra 1996)  
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Figura i.2. Vía de degradación del naftaleno por bacterias. (Denome et al. 1993; Kiyohara et al. 
1994; Auger 1995; Goyal & Zylstra 1997; Baboshin et al. 2008). 

 

i.3. BIORREMEDIACIÓN  

La biorremediación de los suelos contaminados con petróleo es una tecnología 

multidisciplinar, que implica al campo de la microbiología, ingeniería, ecología, 

geología y química. Dicha tecnología basada en la habilidad de los microorganismos 

de degradar los compuestos hidrocarbonados (Iwamoto & Nasu 2001; Watanabe 

2001). La biorremediación es el resultado de la ruptura biológica, o biodegradación, 

de compuestos contaminantes, en formas menos tóxicas (Crawford, 2002). Para que la 

biorremediación sea eficaz, los contaminantes deben ser susceptibles de ataque 

microbiano (transformación metabólica), los productos metabólicos deben ser 
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inocuos, y el proceso no debe tener efectos secundarios adversos en los ecosistemas. 

En muchos casos la biorremediación permite biodegradar, depurar o inmovilizar 

contaminantes peligrosos (Atlas, 1988). 

La biorremediación puede llevarse a cabo mediante dos tratamientos, el denominado 

in situ, el cual no necesita excavación ni retirada del suelo contaminado, por lo que 

hay menos liberación de polvo y contaminantes y además permite descontaminar un 

mayor volumen de suelo que el tratamiento ex situ. Aún así este tratamiento tiene 

otros inconvenientes, en comparación con los tratamientos ex situ, como mayor 

lentitud, dificultad de mantener las condiciones óptimas del proceso, riesgos de 

lixiviación y contaminación del subsuelo, además su eficacia depende en mayor 

medida del tipo de suelos, que deben ser permeables si se quiere asegurar un buen 

rendimiento del proceso. Sin embargo el tratamiento ex situ puede ser más rápido, 

más fácil de controlar y aplicables a más tipos de suelos (Martín et al., 2004), este 

requiere que el suelo contaminado sea desplazado del lugar donde se ha producido la 

contaminación (Madsen, 2002). 

 

i.3.a Técnicas de biorremediación ex situ 

Las técnicas de biorremediación ex situ más comunes son Landfarming, compostaje, 

biopilas y biorreactores. A continuación describimos con más detalle cada una de 

ellas. 

i.3.a.1 Landfarming 

La técnica de biorremediación mediante Landfarming fue utilizada durante muchos 

años por la industria petrolera de los Estados Unidos de Norteamérica. Ésta tecnología 

surgió del conocimiento empírico de los operadores de las refinerías del petróleo, 

quienes desecharon los lodos de los separadores tipo API (American Petroleum 

Institute) y otros residuos del petróleo en forma de una capa delgada sobre la parte 

superior del suelo en un sitio próximo a la refinería. Se dieron cuenta que estos 

residuos desaparecían durante el curso de varios meses. Previo a una mayor 

regulación y estricto control, esta técnica llamada labrado de tierras (del inglés 

landfarming) fue ampliamente utilizada sin comprender los procesos que causaban la 

degradación de los lodos (King et al. 1992).  
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Actualmente se sabe que la técnica de Landfarming consiste en provocar la oxidación 

biológica de los hidrocarburos contenidos en el suelo mediante la estimulación de la 

microflora natural que se encuentra en el mismo. El suelo contaminado se excava y es 

extendido sobre un lecho preparado. Esta técnica está limitada debido a que requiere 

de espacios grandes para su aplicación y además por la liberación de compuestos 

orgánicos volátiles (COVs) (Vidali 2001). 

La efectividad de esta metodología depende de innumerables factores tales como el 

tipo y la concentración de los contaminantes, nutrientes, aireación, condiciones 

ambientales, presencia de inhibidores, densidad de la comunidad microbiana, y otros 

(Marín et al. 2005). La capacidad de controlar y optimizar todas estas variables 

anteriormente citadas son las que determinaran la eficiencia del proceso de 

Landfarming. 

Estudios previos de Marín y colaboradores (2005) pusieron de manifiesto que la 

técnica de Landfarming resulta eficaz para la degradación de hidrocarburos, 

particularmente los de tipo alifático (Marín et al. 2005); hecho observado por otros 

autores en ambientes no semiáridos  (Litchfield 1991). La velocidad de degradación 

de los hidrocarburos está condicionada por el carácter más o menos aromático de los 

mismos. La degradación es muy rápida durante los primeros 4 meses, y se va 

ralentizando conforme los hidrocarburos más ligeros (alifáticos) van desapareciendo 

del medio y éste se va enriqueciendo en los más aromáticos. 

 

i.3.a.2 Compostaje 

El compostaje es un proceso bioxidativo que consiste en la estabilización de la 

materia orgánica, es una técnica que implica la combinación de suelos contaminados 

con compuestos orgánicos no peligrosos tales como el estiércol o residuos agrícolas. 

La presencia de estos materiales orgánicos apoya el desarrollo de una población 

microbiana rica y característica de la temperatura elevada de compostaje. Sus 

limitaciones son semejantes a las del caso anteriormente mencionado (Vidali 2001). 
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i.3.a.3 Biopilas  

La técnica consiste en la formación de pilas de material biodegradable de dimensiones 

variables, formadas por suelo contaminado y material orgánica (compost) en 

condiciones favorables para el proceso de biodegradación de los contaminantes. Las 

pilas pueden ser aireadas de forma activa, volteando la pila, o de forma pasiva, 

mediante tubos perforados de aireación. Las biopilas proporcionan un entorno 

favorable para los microorganismos autóctonos tanto aerobios como anaerobios, es un 

técnica muy controlada por lo que no existen pérdidas de eficacia. El mayor control 

sobre las condiciones, la mayor homogeneidad en la mezcla y la posibilidad de 

monitorización más precisa son las principales diferencias con el Landfarming (von 

Fahnestock et al. 1998). 

 

i.3.a.4 Biorreactores  

Los biorreactores de lodos o reactores acuosos son utilizados para el tratamiento ex 

situ de la contaminación del suelo y del agua contaminada. La biorremediación en 

reactores implica el procesamiento de material sólido contaminado (suelo, 

sedimentos, lodo) o agua a través de un sistema de ingeniería de contención.  

Un biorreactor de lodos puede ser definido como un recipiente de contención, así 

como el conjunto de aparatos utilizados para crear una condición de mezcla de las tres 

fases (sólido, líquido y gaseoso) para aumentar la tasa de biorremediación de los 

contaminantes solubles en agua, así como la mezcla de agua de los suelos 

contaminados y la biomasa (normalmente microorganismos), capaces de degradar 

contaminantes. En general, la velocidad y el grado de biodegradación es mayor en un 

sistema de biorreactor de conservación in situ porque el medio es más manejable y 

por lo tanto, más controlable y predecible.  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i.3.b Técnicas de biorremediación in situ 

Las técnicas de biorremediación in situ más comunes son la atenuación natural, 

bioestimulación, bioaumento, fitorremediación y rizorremediación. A continuación 

describimos con más detalle cada una de ellas. 

 

i.3.b.1 Biorremediación intrínseca o Atenuación natural  

La Agencia de protección Ambiental estableció la “atenuación natural” como una 

tecnología de limpieza pasiva que puede denominarse “biorremediación intrínseca”. 

La biorremediación intrínseca se basa en la capacidad de los microorganismos 

presentes en el lugar contaminado, de metabolizar los compuestos contaminantes. La 

atenuación natural supone la destrucción del contaminante mediante procesos 

bióticos, es decir, mediante la participación de los microorganismos presentes en el 

lugar contaminado, así como también la participación de los procesos abióticos como 

pueden ser el transporte, dilución, volatilización, sorción, reacciónes químicas y otros. 

La atenuación natural supone una gestión de la biodegradación de los contaminantes 

sin tener medidas ingenieriles de mejora del proceso. La capacidad de los 

microorganismos autóctonos de llevar a cabo la biorremediación, debe ser estudiado 

en el laboratorio donde se incluyan análisis químicos de los contaminantes y otros 

productos así como también productos que indiquen que se está produciendo 

biodegradación, requieriendo por tanto una adecuada monitorización del proceso 

(Madsen, 2002). El tiempo es un factor limitante en el proceso de atenuación natural, 

ya que la adaptación de la comunidad microbiana puede ser prolongada, dependiendo 

de la naturaleza de los xenobióticos y además no se puede aplicar en áreas domésticas 

cercanas al ambiente contaminado (Leahy & Colwell 1990). Este “tratamiento” se ha 

ido considerando poco a poco como una herramienta para el tratamiento de suelos 

contaminados (Kuiper et al. 2004).  

 

i.3.b.2 Bioestimulación  

En el campo de la bioestimulación la adición de nutrientes al suelo para favorecer la 

degradación de hidrocarburos, se ha enfocado en la adición de nitrógeno (N) y fósforo 
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(P), tanto en forma orgánica como en forma inorgánica, ya que el carbono (C) es el 

mayor constituyente del petróleo (Bento et al. 2005). Más recientemente, se ha 

estudiado la adición de C en el suelo, mediante la adición de glucosa, biosólidos o 

compost, para la biodegradación de hidrocarburos (Namkoong, 2002). Existen varias 

fuentes de nutrientes utilizadas en estudios de bioestimulación, como son los 

fertilizantes inorgánicos, urea, aserrín, compost, estiércol y biosólidos (Rosenberg et 

al. 1993; Walworth & Reynolds 1995; Cho et al. 1997; Namkoong 2002). Los 

biosólidos son una fuente de nutrientes para los microorganismos que participan en la 

biodegradación (Namkoong 2002; Sarkar et al. 2005). 

Sánchez y colaboradores (2000), describieron la atenuación natural como un conjunto 

de procesos biológicos, químicos y físicos que ocurren de forma natural en el lugar 

contaminado, lo cual provoca la transformación o destrucción de los contaminantes. 

En dichos procesos se incluye la sorción, volatilización, dilución y dispersión. Los 

estudios sugieren que la adición de nutrientes al suelo produce un incremento de la 

biomasa microbiana, estimulando la biodegradación y por tanto aceleran el proceso de 

biorremediación (Margesin & Schinner 2001; Duncan et al. 2003; Maki et al. 2003). 

En todos lo estudios antes citados describen la bioestimulación como un proceso que 

causa un rápido inicio de la bioremediación. Duncan y colaboradores (2003) discuten 

acerca de la rápida respuesta asociada a la aplicación de fertilizantes, aunque 

transcurridos 2 años no parecía haber diferencias entre la atenuación natural y la 

bioestimulación.  

 

i.3.b.3 Bioaumento 

El bioaumento es un método que se basa en la mejora de la degradación y 

trasformación de xenobióticos mediante la inyección de microbios específicos, que 

sean capaces de degradar los xenobióticos de interés. Hay muchos microorganismos 

descritos como herramientas para la mineralización de compuestos recalcitrantes, 

como son los HAPs, los alifáticos clorinados y aromáticos, así como alcanos de 

cadena larga (Grosser et al. 1991; Cerniglia 1993; Kastner et al. 1998; Heidelberg et 

al. 2002). Dichos microorganismos pueden ser silvestres o geneticamente modificados 

equipados con plásmidos catabólicos que contengan genes relevantes para la 

degradación de los compuestos contaminantes (King et al. 1990). 
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Goldstein y colaboradores (1985) informaron sobre cinco posibles razones por las que 

se puede cometer un error en la inoculación de bacterias autóctonas en el ambiente 

contaminado. La primera que la concentración del contaminante en el lugar puede ser 

demasiado baja para el crecimiento de los inóculos. La segunda que la presencia de 

ciertos compuestos en el ambiente puedan inhibir el crecimiento o la actividad del 

inóculo. La tercera que el crecimiento de la comunidad de protozoos presentes en el 

suelo contaminado sea mayor al crecimiento de las bacterias inoculadas, resultando 

un declive en la población bacteriana. La cuarta razón que el microorganismo 

inoculado prefiera usar otra fuente de carbono presente en el suelo en vez del 

contaminante. La quinta donde el inóculo puede que no difunda bien a través del 

suelo y por tanto se dificulta o imposibilita la biodisponibilidad del contaminante. 

Numerosos estudios observan a menudo un descenso en la población exógena que se 

ha añadido. Existen varias explicaciones para la muerte del microorganismo 

introducido que pueden ser tanto por causas bióticas como abióticas. Entre las 

abióticas encontramos fluctuaciones extremas en temperatura, contenido hídrico o 

sequías, pH y disponibilidad de nutrientes, además de los posibles niveles tóxicos del 

contaminante presente en el suelo. En el caso de las causas bióticas se encuentran la 

competencia con los organismos indígenas por los nutrientes, producción de 

sustancias antagonistas por estos organismos indígenas, así como la actividad 

depredadora de protozoos y virus bacteriófagos (Aprill y Sims 1990). 

 

i.3.b.5 Fitorremediación  

La fitorremediación es un método basado en el uso de plantas para la extracción, 

secuestro o detoxificación de contaminates. Este método es especialmente respetuoso 

con el medio ambiente, conserva la estructura del suelo y además es visualmente 

atractivo (Khan et al. 2000). Los contaminantes que pueden ser susceptibles de ser 

tratados con la técnica de fitorremediación son los contaminantes elementales y los 

contaminantes orgánicos (Meagher, 2000). El grupo referido a los contaminantes 

elementales se refiere a los metales pesados y radionucleidos (Khan et al. 2000; 

Clemens et al. 2002; Cobbett & Goldsbrough 2002). Hay una gran variedad de plantas 

utilizadas para descontaminar los suelos, como la planta del tabaco, los girasoles, la 

planta de la mostaza, el maíz y otros géneros, utilizadas por presentar la capacidad de 
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absorber o hiperacumular el contaminante. Por otra parte, el segundo grupo lo forman 

plantas utilizadas para la descontaminación de compuestos orgánicos, como pueden 

ser los bifenilos policlorados, compuestos aromáticos, nitroaromáticos o 

hidrocarburos halogenados (Meagher 2000). Este grupo de contaminantes pueden ser 

mineralizados utilizando álamos, sauce, alfalfa y diferentes variedades de hierbas 

forrajeras. La degradación de los contaminantes por parte de las plantas mediante 

metabolismo está más limitada que la realizada por los microorganismos (Kuiper et 

al. 2004). 

 

i.3.b.6 Rizorremediación  

En muchos casos de fitorremediación son los microorganismos presentes en la 

rizosfera de las plantas los que realizan la biodegradación del contaminante. Esta 

contribución de la microbiota asociada a la raíz de la planta en el proceso de 

biorremediación se conoce como rizorremediación (Anderson et al. 1993; Schwab & 

Banks 1994). Esto se debe probablemente a la capacidad de las bacterias de colonizar 

el sistema de raíces. Esta técnica depende de factores primarios y secundarios del 

metabolismo, del establecimiento, supervivencia e interacciones ecológicas con otros 

organismos. El uso de las plantas en combinación con los microorganismos ha sido 

ventajoso ya que causa un incremento de la población microbiana así como también 

de su actividad metabólica en la rizosfera (Kuiper et al. 2004). Los exudados de las 

raíces de las plantas estimulan a los microorganismos creando una zona con una gran 

actividad microbiana. La planta genera exudados que contienen azúcares, ácidos 

orgánicos, aminoácidos y vitaminas como principales componentes (Vancura y 

Hovadik, 1965). El efecto estimulatorio de la rizosfera ha sido reconocido durante 

muchos años y fue descrito por primera vez por Hiltner (1904), el cual define la 

rizosfera como la zona del suelo en la cual los microorganismos están influenciados 

por el sistema de raíces. Y a su vez los microorganismos de la rizosfera también 

tienen un fuerte impacto sobre la planta, pueden tener la propiedad de estimular el 

crecimiento de las raíces o bien tener propiedades en cuanto a la inhibición del 

crecimiento de estas (Campbell y Greaves 1990; Hartmann et al. 2008).  

La composición de la población microbiana en la rizosfera depende tanto de la 

composición de los exudados radiculares como de la especie de planta (Shann y Boyle 
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1994), el tipo de raíces, la edad de la planta, el tipo de suelo y la historia de este 

(Anderson et al. 1993). Existen estudios sobre las especies de plantas más adecuadas 

para la rizorremediación y muestran que existen variedades de hierbas y leguminosas 

(Kuiper et al. 2001; Qiu et al. 1994; Shann y Boyle 1994). 

La decisión de la técnica de biorremediación más efectiva depende de las 

características de los contaminantes, la toxicidad, la estructura molecular, solubilidad, 

volatilidad y susceptibilidad al ataque microbiano, así como también el lugar donde se 

encuentra el contaminante, la geología, la hidrología, el tipo de suelo, el clima y otros.  
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CAPÍTULO I 

CARACTERIZACIÓN DE LAS CEPAS TOLERANTES A LA 

SEQUÍA 4J27 Y 5J12A PARA SU UTILIZACIÓN EN 

TÉCNICAS DE BIORREMEDIACIÓN 

Introducción  

I.1 EL AGUA. FUENTE DE VIDA  

El agua constituye más del 80% de la biomasa de la mayoría de los organismos e 

interviene en la mayor parte de los procesos metabólicos que se realizan en los seres 

vivos. El agua en el planeta ocupa 3/4 (71%) partes de su volumen. Tal y como se 

indica en la Figura I.1, de la totalidad de agua en el planeta el 96,5% es agua salada 

(mares y océanos), mientras que un 2,5% es agua dulce y un 0,9% considerada como 

otro tipo de aguas saladas. De la totalidad del agua dulce un 68,7% lo ocupan los 

glaciares y capas de hielo, un 30,1% las aguas subterráneas y un 1,2% aguas 

superficiales y otras aguas dulces. Este último porcentaje lo componen el hielo 

subterráneo y permafrost (69%), lagos (20,9%), la humedad del suelo (3,8%), la 

atmósfera (3%), los pantanos (2,6%), los ríos (0,49%) y los seres vivos (0,26%) 

(Gleick, 1993). 
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Figura I.1. Distribución del agua en el Planeta Tierra. (Adaptado de Gleick, 1993) 

 

La humedad del suelo y el pH son parámetros conocidos por su especial  influencia en 

la abundancia microbiana y la actividad del suelo. La interacción microbiana en los 

procesos geoquímicos y los factores ambientales son complejos (Bock et al. 1986). 

Muchas áreas del planeta sufren pronunciadas sequías de alta intensidad y duración 

(Figura I.2) (Kindzewicz et al. 2006). La falta de humedad en una variedad de 

ambientes es conocido por su efecto en la comunidad microbiana, ya que aquellas 

poblaciones sensibles se verán considerablemente reducidas (Oliver et al. 1991; 

Vílchez et al. 2008; Vilchez & Manzanera 2011). 
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Figura I.2. Diferencia en la precipitación anual (mm) en Europa, entre el periodo control (1961-
1990) y proyección futura (2070-2099).   

 

La dinámica del agua y su falta provoca un estrés con gran influencia en la fisiología 

y función microbiana (Harris 1981; Kempf & Bremer 1998). Sin embargo, existe 

todavía un debate acerca de cómo el estrés por falta de agua afecta a la comunidad 

microbiana, su biomasa y su actividad (Williams 2007). La gran mayoría de los 

ecosistemas sometidos a cortos o largos periodos de sequía, causan en el suelo 

descensos bruscos en el contenido hídrico. De vez en cuando, el estrés por falta de 

agua es aliviado por las lluvias o por la irrigación (ecosistemas agrológicos). La 

desecación y rehidratación del suelo provoca inmediatos cambios en el ciclo de los 

nutrientes (Sørensen 1974; Saetre & Stark, 2005). Hay por ejemplo una evidencia de 

que tanto las fuentes microbianas como las no microbianas de carbono (C) 

contribuyen a los cambios de C y N y a la tasa de mineralización (Schimel et al. 1999; 

Denef et al. 2001; Steenwerth et al. 2005; Cosentino et al. 2006). En los ecosistemas 

semiáridos, los veranos con lluvias provocan una esporádica hidratación en unos 

pocos centímetros del suelo. Dicha hidratación durante las lluvias causa una 
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liberación de N, el cual puede ser tomado por las plantas y otros organismos (Saetre 

& Stark, 2005). Todavía existe un debate acerca de la respuesta abiótica y biótica que 

puedan explicar los cambios en los procesos del suelo debido a la desecación y 

rehidratación esporádica (Schimel et al. 1999; Denef et al. 2001; Steenwerth et al. 

2005; Cosentino et al. 2006).  

 

I.2 IMPORTANCIA DEL AGUA EN LA BIORREMEDIACIÓN 

La biorremediación de contaminantes orgánicos es dependiente de la cantidad de agua 

presente en el suelo. El agua es necesaria no sólo para los requerimientos fisiológicos  

de los microorganismos sino también para el transporte de nutrientes y los productos 

metabólicos. Además la cantidad de agua presente en el suelo determina el oxígeno en 

los microambientes del mismo (Barker et al. 1994). Esto implica que para lograr una 

tasa de biodegradación óptima debe haber una monitorización del contenido hídrico 

en el suelo. Según Vidali (2001) en nivel de agua requerido para la actividad 

microbiana está entre el 25 y el 28% de capacidad de retención de agua (Vidali 2001), 

mientras que Dibble y Bartha (1979) recomiendan un contenido hídrico con valores 

entre el 30 y el 80% de la capacidad de campo para que sea adecuado para 

biodegradación en suelo (Dibble & Bartha 1979). Y según Calvo y colaboradores 

(2009) la humedad del suelo debe estar entre el 50 y 80% de saturación. El nivel de 

agua existente durante la biodegradación es uno de los que en mayor grado afecta al 

proceso. En este sentido existe una correlación entre la humedad del suelo y el 

periodo de remediación (Ayotamuno et al. 2006).  

 

I.3 MICROORGANISMOS TOLERANTES A LA FALTA DE AGUA. 

ANHIDROBIOSIS  

El primero en describir el fenómeno de recuperar un organismo seco tras la adición de 

agua fue Antony van Leeuwenhoek en 1702. Este proceso fue originalmente 

denominado como “anabiosis” (volver a la vida), porque se consideraba que el 

organismo moría y volvía a la vida tras la rehidratación (L. M. Crowe & Crowe 1992; 

Crowe 2002). En 1959 David Keilin (1959) publicó el termino “anhidrobiosis” para 

referirse a la “vida sin agua”. Para estos microorganismos la falta de agua se traduce 



______________________________________ CAPÍTULO I ______________________________________ 

  35 

en una parada en el metabolismo, es decir, en una disminución de energía y por tanto 

biosíntesis. Un organismo en anhidrobiosis carece de las funciones dinámicas 

características de los organismos vivos, en este sentido esto no se puede definir como 

un organismo “sin vida” ni como un organismo muerto, ya que cuando se produce la 

rehidratación el organismo vuelve tener el estado de un organismo vivo (Crowe & 

Crowe 1992; Clegg 2001) . 

La anhidrobiosis ocurre en muchos organismos, incluido bacteria, levadura, rotíferos, 

tardígrados, huevos de algunos crustáceos (Artemia salina), nemátodos, esporas de 

hongos, líquenes y algunas plantas. Estos organismos son denominados 

anhidrobiontes y pueden permanecer en estado seco, mediante una parada del 

metabolismo (J. H. Crowe & Crowe 1992; Potts 1994; Billi & Potts 2002; Crowe 

2002).  

A nivel bacteriano, los microorganismos toleran la desecación a diferentes niveles 

dependiendo de su estado fisiológico, el medio ambiente o el grupo taxonómico entre 

otros factores. Las bacterias procariotas Gram positivas son los microorganismos más 

tolerantes a la desecación (Daly et al. 2004).  

A parte de las bacterias esporulantes, las Actinobacterias presentan la tolerancia a la 

desecación más alta, entre las que se encuentran los Actinomycetes y los 

Coryneformes. Las actinobacterias usualmente se encuentran en los suelos, 

encontrándose en suelos muy secos, como por ejemplo el Desierto de Atacama y el 

Desierto de Taklamakan, entre otros. Además se han encontrado en permafrost, donde 

el agua no está presente en forma disponible. Por tanto, las Actinobacterias son un filo 

que presenta bacterias adaptadas a vivir bajo periodos intensos sin agua (Sneath 1962; 

Gilichinsky et al. 1992). 

Narváez-Reináldo y colaboradores (2010) en su trabajo aislaron 5 cepas con una alta 

tolerancia a la desecación, donde 2 de ellas pertenecían al género Arthrobacter.   

 

I.3.a El género Arthrobacter 

Los miembros del género Arthrobacter son metabólica y ecológicamente diverso (J. 

S. Lee et al. 2003; Lee J. S , Lee K. C 2003; Mongodin et al. 2006), se han encontrado 
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arthrobacters en una amplia variedad de ambientes, incluido suelo, agua de mar, agua 

fresca, piel humana, aceite, salmuera, hojas de tabaco, aire, aguas residuales y lodos 

activos, pinturas, especimenes clínicos y en cianobacterias (Goodfellow et al. 2012). 

Van Waasbergen y colaboradores (2000) incluso detectaron cepas del género 

Arthrobacter en el sedimento, hasta una profundidad de 170-220 m. Dicho género 

presenta cepas con la capacidad de sobrevivir en ambientes extremos durante largos 

periodos de tiempo (Mongodin et al. 2006), como por ejemplo en condiciones de 

sequía (Boylen 1973; Mongodin et al. 2006).  

Arthrobacter crystallopoietes es la única especie del genero Arthrobacter clasificada 

como tolerante a la desecación, aún así existen otras cepas no identificadas 

(Arthrobacter spp.) clasificadas como tolerantes, aisladas de ambientes secos, como 

son suelos secos naturales sujetos a la falta de agua durante varios meses (Robinson et 

al., 1965; Eppard et al., 1996) o suelos secos artificiales como son los suelos secos en 

presencia de CaSO4 (Boylen, 1973).  

El genero Arthrobacter fue propuesto por Conn & Dimmick (1947), modificando el 

nombre propuesto por Fisher (1895). Conn y Dimmick (1947) clasificaron tres 

especie del género Arthrobacter, la especie Arthrobacter globiforme, Arthrobacter 

helvolum y Arthrobacter tumescens. Skerman et al. (1980) cambió el nombre de A. 

globiforme por A. globiformis, siendo a partir de entonces el nombre utilizado para 

designar a la especie.  Éste género pertenece a la clase Actinobacteria, incluidas como 

bacterias coreniformes Gram-positivas, con metabolismo aeróbio, no productoras de 

ácido tras el metabolismo de la glucosa. Presentan un contenido G+C entre 59 y 66 

mol% (Stackebrandt & Woese 1981; Jones & Collins 1986; Keddie et al., 1986). La 

mayoría de las especies del género Arthrobacter exhiben un ciclo de vida donde pasan 

de forma de bacilo a forma de coco cuando se encuentran en medios pobres en 

nutrientes (Keedy & Jones, 1981). De modo que un cultivo en fase estacionaria 

(generalmente 2-7 días) está compuesto por células en forma de coco con un diámetro 

de 0.6-1.0 µm, algunas especies muestran sólo células esféricas a lo largo del ciclo de 

vida. Los ácidos grasos predominantes son iso y anteiso de cadena ramificada con 

C15:0 anteiso, C15:0 iso, C17:0 anteiso y C16:0 iso. Pocas especies exhiben cantidades 

significantes de C16:0. El sistema de quinonas está compuesto por menaquinonas 

completamente insaturadas o mono-saturadas, con una longitud de cadena de 8 a 10 

unidades isoprenoides. Los peptidoglicanos de la pared celular son del tipo A3α y 
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A4α y contienen lisina con variaciones en el puente interpéptido (Goodfellow et al. 

2012).  

 

I.2.b Caracterizaciones de cepas bacterianas  

El estudio quimiotaxonómico de géneros y especies bacterianas, constituye uno de los 

objetivos de la Microbiología, aunque esté menos extendido que otros como las 

pruebas bioquímicas o la analogía del ADN, resultando de utilidad para la 

caracterización, y por tanto para una clasificación de especies más completa. Muchos 

taxónomos consideran que todos los datos válidos posibles deben ser utilizados para 

determinar la filogenia, es decir la utilización de información fenotípica y genotípica. 

Dicha información va desde las propiedades moleculares hasta las características 

ecológicas, de este modo se ha de utilizar pues el mayor número de propiedades como 

sea posible para obtener resultados más estables y fiables (Prescott et al. 2009). 

 

I.2.b.1 Peptidoglicanos 

Los sáculos de glucopéptido (mureína) son un elemento único y esencial en la pared 

celular de la mayoría de las bacterias. Estos sáculos están constituidos por cadenas de 

polisacáridos reticulados por péptidos. Los sáculos forman una estructura cerrada que 

rodea la membrana citoplasmática, donde las cadenas de glicano están compuestas 

por una secuencia alternante de N-acetil-glucosamina y el ácido N-acetil murámico, 

unidos mediante enlaces β1,4 (Figura I.3) (Vollmer et al. 2008). 

Hay una gran diversidad en la composición y secuencia de los péptidos en los 

peptidoglicanos, en las diferentes especies (Vollmer et al. 2008). Dentro de esta 

diversidad, los organismos corineformes muestran una gran variación de tipos de 

peptidoglicanos de todas las familias de bacterias que lo componen, entre las que se 

encuentran A1γ, A3γ, A3α, A4α, A4β y A4γ. Las cepas que poseen la variación de 

peptidoglicanos A3α, forman un grupo bastante uniforme, aunque muestran un gran 

número de puentes interpéptidos diferentes. La mayoría de estas cepas pertenecen al 

género Arthrobacter y son distinguidas por su crecimiento estrictamente aeróbio y un 

ciclo de vida completo (Schleifer & Kandler 1972).  
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Figura I.3. Hebra de glicano. Se representa una molécula de N-acetil-glucosamina y una de ácido N-
acetil murámico unidos mediante enlaces β1,4 (Vollmer et al. 2008).  

 

I.2.b.2 Ácidos grasos 

Los ácidos grasos son biomoléculas de naturaleza lipídica y son uno de los 

constituyentes más importantes del material celular. En las células bacterianas, los 

ácidos grasos están principalmente en las membranas de las células como 

constituyentes acilo de los fosfolípidos (Kaneda 1991). Dichos ácidos grasos unidos 

mediante enlace éster a una molécula de glicerol, son constituyentes comunes en casi 

todos los miembros de las Bacterias (Tindall et al. 2010).  

Cuando se determinan los patrones de ácidos grasos de las cepas, las condiciones de 

cultivo de dichas cepas han de ser idénticas antes de proceder a la extracción de los 

ácidos grasos. Aunque puede haber excepciones, ya que existen casos en el que los 

organismos no pueden cultivarse en las mismas condiciones. Por otra parte, los 

patrones de ácidos grasos entre los grupos taxonómicos no fluctúa significativamente 

(Tindall et al. 2010). 

 

I.2.b.3 Menaquinonas  

Las quinonas isoprenoides de las bacterias se clasifican en dos grupos estructurales 

(Figura I.4), las denominadas menaquinonas (vitamina K) (I) y las ubiquinonas 

(coenzima Q) (Collins et al. 1977). Las menaquinonas y las ubiquinonas son 

constituyentes de la membrana plasmática de las bacterias (Pennock, 1966) y juegan 
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un papel importante en el transporte de electrones y en la fosforilación oxidativa 

(Brodie y Wataabe, 1996; Redfearn, 1966). 

 

 

 

 

 
Figura I.4. Estructura principal de las menaquinas y ubiquinonas. (Collins et al. 1977) 
 
 

En las bacterias Gram-positivas, las cadenas laterales de isoprenoides muestran 

diferentes patrones de hidrogenación (saturación). En algunos casos, la primera 

posición de saturación es en el segundo doble enlace del isoprenoide (desde el anillo 

naftoquinone) seguido por la posición tres (Collins, 1985). El grado de saturación y la 

posición relaciona grupos como los determinados mediante la secuenciación del gen 

ARNr 16S (Tindall, 2004). 

 

I.2.b.3 El gen ARNr 16S  

El análisis del gen ARNr 16S es el método más usado para los estudios de evolución 

y parentesco microbianos, dado que son moléculas imprescindibles, ya que se 

encuentra en todos los microorganismos y su papel funcional es el mismo en todos los 

ribosomas. La estructura del ARNr 16S está altamente conservada y se considera que 

microorganismos que presentan un 97% o más de similaridad en los genes 

codificantes para ARNr 16S pueden pertenecer a la misma especie. También se acepta 

que la técnica de hibridación ADN-ADN es una de las más apropiadas para 

determinar si dos cepas son de la misma especie, cuando el grado de hibridación entre 

el ADN total de ambas especies supere el 70% (Stackebrandt & Goebel 1994) 

El promedio de la tasa de substitución de bases, del gen ARNr 16S, es del 1% cada 50 

millones de años. Su estructura se modifica muy lentamente en el tiempo debido 

probablemente a la función esencial y constante que desempeñan. Los árboles 

filogenéticos de filos, en base a la secuencia del gen ARNr 16S, hasta ahora no son 

representativos en términos generales. La técnica de hibridación ADN-ADN 
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determina si dos cepas son de la misma especie o por el contrario no lo son, es por 

tanto un buen método para determinar la relación entre taxones estrechamente 

relacionados, es decir, relaciones entre especies (Prescott et al. 2009). 

 

 Resultados 

Para mejorar el proceso de biorremediación en condiciones de sequía, nos planteamos 

el uso de microorganismos con capacidad para tolerar la falta de agua junto con 

plantas (rizorremediación). Para ello recurrimos a una colección de bacterias 

tolerantes a la desecación obtenida por nuestro grupo (Narváez-Reináldo et al. 2010). 

De ésta colección seleccionamos las cepas pertenecientes al género Arthrobacter 

(4J27 y 5J12A), que además de clasificarse como tolerante a la desecación, se 

identificaron como rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas (PGPR, del 

inglés Plant Growth-Promoting Rizhobacteria) (Vílchez et al. en preparación). Por 

otro lado, el genoma secuenciado de dichas cepas (Manzanera et al. en preparación), 

nos permitió identificar genes con homología a aquellos implicados en la degradación 

de hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs). Por ello, para hacer más óptima la 

inoculación de las cepas en un suelo árido o semiárido contaminado, decidimos 

estudiar las características fisiológicas, metabólicas y filogenéticas de las cepas del 

género Arthrobacter (4J27 y 5J12A) con más detalle. 

 

I.1. IDENTIFICACIÓN Y RELACIÓN TAXONÓMICA DE LAS CEPAS 4J27 Y 

5J12A 

I.1.a Identificación taxonómica en base al gen ARNr 16S  

Para identificar taxonómicamente y conocer las cepas estrechamente relacionadas con 

cada una de las cepas 4J27 y 5J12A, se recurrió a la amplificación y secuenciación del 

gen ARNr 16S. Para la amplificación de dicho gen se aisló previamente el ADN total 

de las cepas objeto de estudio mediante el sistema QIAquick “Blood and Tissue”. La 

estrategia de PCR empleada para identificar las cepas seleccionadas se basó en el uso 

de los oligonucleótidos Fd1 y Rd1 (Weisburg et al. 1991a), tal y como se describe en 

el apartado M9.c. El producto de esta amplificación se sometió a electroforesis para 
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estimar su tamaño, grado de pureza y concentración aproximada. Tal y como se 

observa en la Figura I.5, se obtuvo una banda en el caso de cada cepa como producto 

de amplificación del tamaño esperado, de aproximadamente 1.500 pb.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.5. Electroforesis de la reacción de amplificación del gen ARNr 16S de las cepas 4J27 y 
5J12A. La calle nombrada como MPM se corresponde con el marcador de peso molecular, DNA 
ladder 500 pb-10 kb, de la casa Molecular Biology Laboratory (MBL). La siguientes calles, nombradas 
como 4J27 y 5J12A corresponden con el producto de PCR de parte del gen ARNr 16S de cada una de 
ellas. 

 

Los productos de las PCR se limpiaron para eliminar sales, nucleótidos, Taq 

polimerasa y oligonucleótidos como paso previo a la secuenciación mediante el 

sistema comercial QIAquick PCR Purification Kit 50, tal y como se indica en el 

apartado M9.e.   

Tras su limpieza y una vez contrastado el tamaño, calidad y concentración de los 

amplicones de nuevo, se procedió a la secuenciación de los mismos. En el caso del 

producto correspondiente a la amplificación del gen ARNr 16S de la cepa 4J27 se 

logró una lectura de 1.420 pb y al igual que en el caso de 5J12A donde también se 

logró una secuenciación de 1.420 pb. Dicha secuenciación se realizó utilizando los 

oligonucleótidos Fd1, Rd2, Fd2 y Rd1 (Weisburg et al. 1991b), tal y como se indica 

en el apartado M9.e. Para la construcción de ambas secuencias se procedió al 

ensamblaje del producto de las cuatro secuenciaciones obtenidas de cada uno de los 

dos amplicones. Dichas construcciones fueron comparadas con todas las secuencias 
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de las cepas tipo que existen a fecha de 14 de noviembre de 2012 en la base de datos 

EzTaxon (Kim et al. 2012), mediante el servidor EzBioCloud (http://eztaxon-

e.ezbiocloud.net/, Kim et al. 2012), tal y como se indica en el apartado M11. Así se 

pudo identificar a qué género pertenecían dichas cepas, además de las especies con las 

que mantenía un mayor porcentaje de identidad. En base a la secuencia del gen ARNr 

16S de la cepa 4J27, se observó una máxima similitud con la especie Arthrobacter 

phenanthrenivorans DSM 18606T, presentando un valor de 99.2%. Por otra parte, en 

base la secuencia al gen ARNr 16S de la cepa 5J12A, se observó una máxima 

identidad con la especie Arthrobacter luteolus DSM 13067T, presentando un valor de 

99,5% y con la especie Arthrobacter koreensis DSM 16760T, presentando en este 

caso un valor de 99,4% de identidad. 

 

I.1.b Análisis filogenético en base al gen ARNr 16S 

Para establecer las relaciones filogenéticas de las cepas objeto de estudio con las más 

relacionadas, se realizó una comparación de secuencias del gen ARNr 16S. Esta 

comparación se realizó mediante la construcción de un árbol filogenético. Para 

realizar la construcción del árbol filogenético, se alinearon las secuencias parciales de 

dicho gen de las cepas 4J27 y 5J12A, con las secuencias de las especies más 

relacionadas del género Arthrobacter, según la base de datos EzTaxon, tal y como se 

indica en el apartado M11. Las distancias evolutivas se calcularon en base al modelo 

evolutivo de los dos parámetros de Kimura (Kimura´s two-parameters-K2P) y el 

árbol filogenético se realizó mediante el método evolutivo del vecino más próximo 

(Neighbour-joining), tal y como aparece en la Figura I.6. 
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Figura I.6. Árbol filogenético de las cepas 4J27 y 5J12A con las especies más cercanas en base al 
gen ARNr 16S. Se muestra las relaciones filogenéticas de las cepas 4J27 y 5J12A y las 28 especies 
más relacionadas, en base a la comparación de secuencias del gen ARNr 16S. Streptomyces albus se 
usó como exogrupo. El número, expresado en porcentaje, de cada bifurcación indica cuantas veces 
coincide cada especie en esa posición, en base a las 1.000 iteraciones realizadas. Se muestra sólo los 
valores mayores al 50%. La barra de escala indica 0.01 cambio por cada nucleótido.  
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El análisis filogenético en base al gen codificante para el ARNr 16S mediante el 

método del vecino más próximo, mostró que la cepa 4J27 mantenía mayor relación 

filogenética con la especie bacteriana Arthrobacter phenanthrenivorans DSM 18606T. 

Por otra parte, la cepa 5J12A mostró mayor relación filogenética con las especies 

bacterianas A. koreensis DSM 16760T y A. luteolus DSM 13067T. Corroborado con 

otro árboles realizados con diferentes modelos matemáticos, como son la probabilidad 

máxima (Maximum likelihood) y la mínima evolución (Minumum evolution).  

 

I.1.c Hibridación ADN-ADN 

Para conocer el grado de asociación filogenética de la cepa 4J27 con respecto a la 

especie bacteriana A. phenanthrenivorans DSM 18606T, se utilizó la técnica de 

hibridación ADN-ADN (DDH del inglés DNA-DNA Hybridization), para así 

determinar con cual de las dos mantiene una relación más estrecha. Tal y como se ha 

indicado en la Introducción de esta memoria, mediante dicha técnica se pueden 

establecer semejanzas entre genomas de forma directa y por tanto, de forma indirecta 

el grado de similitud taxonómica. Dicha técnica se realizó tal y como se indica en el 

apartado M10. Los resultados de la DDH indicaron que el ADN aislado de la cepa 

4J27 presentó un porcentaje de hibridación del 22,3% con el ADN aislado de la cepa 

A. phenanthrenivorans DSM 18606T, en un primer estudio, y un 22,6% en un 

segundo estudio. Según las recomendaciones del comité ad hoc para la definición de 

especies bacterianas (Wayne et al. 1987), dado que los porcentajes de hibridación no 

superaron el 70% de similitud con la cepa con la que mantiene la relación filogenética 

más estrecha, A. phenanthrenivorans DSM 18606T, podemos proponer que la cepa 

4J27 es una especie diferente a A. phenanthrenivorans.  

También se realizaron otras hibridaciones con especies que resultaron próximas a la 

cepa objeto de estudio, según los árboles filogenéticos que fueron realizados con otra 

metodología, al comienzo del trabajo. Dichas especies fueron A. oxydans DMS 

20119T y A. polychromogenes DSM 20136T. De modo que el ADN aislado de la cepa 

4J27, presentó un porcentaje de hibridación del 30,04% con el ADN aislado de la 

cepa A. oxydans DMS 20119T, en un primer ensayo y en un segundo ensayo resultó 

22,6%. Sin embargo, el ADN aislado de la cepa 4J27 presentó un porcentaje de 
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hibridación del 16,7% con la cepa A. polychromogenes DSM 20136T en un primer 

ensayo, y un 16,8% en un segundo ensayo, tal y como se indica en la Tabla I.1.  

Tabla I.1. Porcentaje de hibridación ADN-ADN de la cepa 4J27 con las especies del género 
Arthrobacter más relacionadas. En la primera columna se indica la especie del género Arthrobacter 
con la que se realizó la hibridación ADN-ADN, y en la segunda columna el porcentaje de similitud del 
estudio de hibridación, donde entre paréntesis se indica la replica del estudio.  

% Hibridación ADN-ADN  
 Arthrobacter sp. 4J27 

Arthrobacter phenanthrenivorans        
DSM 18606T 

22,3% (22,1) 

Arthrobacter oxydans                  
DSM 20119T 

30,04% (22,6) 

Arthrobacter polychromogenes             
DSM 20136T 

16,7% (16,9) 

 

Igualmente, para conocer el grado de asociación filogenética de la cepa 5J12A con 

respecto a las especies filogenéticamente más relacionadas A. luteolus DSM 13067T y 

A. koreensis DSM16760T, se utilizó la técnica de hibridación ADN-ADN, 

análogamente a como acabamos de describir para la cepa 4J27. 

Como resultado de este análisis, el ADN aislado de la cepa 5J12A, presentó un 

porcentaje de hibridación de 6,3% con la cepa A. luteolus DSM 13067T, en un primer 

análisis y 7,8% en un segundo análisis. Como resultado de la hibridación del ADN 

con la especie bacteriana A. koreensis DSM 16760T, se observó un porcentaje de 

hibridación del 80,9% en un primer estudio y 89,5 en un segundo estudio, tal y como 

se indica en la Tabla I.2. Así pues según las recomendaciones del comité ad hoc para 

la definición de especies bacterianas (Wayne et al. 1987), la cepa 5J12A no superó el 

70% de similitud ADN-ADN con la cepa A. luteolus DSM 13067T, pero dicho 

porcentaje sí fue superado cuando se hibridó con el ADN aislado de la especie 

bacteriana A. koreensis DSM 16760T, por lo que se consideró que dicha cepa 

pertenece a la especie bacteriana A. koreensis.  
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Tabla I.2. Porcentaje de hibridación ADN-ADN de la cepa 5J12A con respecto a las especies del 
género Arthrobacter más relacionadas. Se indica en la primera columna la especie del género 
Arthrobacter con la que se realizó la hibridación ADN-ADN, y en la segunda columna el porcentaje de 
similitud del estudio de hibridación, donde entre paréntesis se indica la replica del estudio.  

% Hibridación ADN-ADN  
 Arthrobacter sp. 5J12A 

Arthrobacter koreensis 
DSM 16760T 

80,9% (89,5) 

Arthrobacter luteolus   
DSM 13067T 

6,3% (7,8) 

 

 

I1.d Contenido G+C (mol%) 

El género Arthrobacter fue previamente descrito como Actinobacteria, Gram positiva 

y con alto contenido en G+C (Keddie et al. 1986; Jones y Keddie 1992), cuyo valor 

está dentro del rango 59-70 mol% (Keddie et al. 1986). Así pues, el contenido G+C 

de la de la cepa Arthrobacter sp. 4J27 fue 65,3 mol% (SantaCruz-Calvo et al. 2013). 

Sin embargo, según la bibliografía el contenido G+C de la especie A. 

phenanthrenivorans DSM 18606T fue de 67,5 mol% (Kallimanis et al. 2009), el de la 

especie A. oxydans DSM 20119T fue 63,1 mol% y el de la especie A. 

polychromogenes DSM 20136T  fue 62,9 mol% (Kim et al. 2008). Del mismo modo 

se determinó el contenido G+C de la cepa A. koreensis 5J12A el cual fue de 65 mol%. 

Así, según la bibliografía el contenido G+C de la especie A. luteolus DSM 13067T fue 

66 mol% y el de la especie A. koreensis DSM16760T fue   63 ± 2 mol% (Tabla I.3). 

Por lo tanto, dichas especies estuvieron dentro del rango G+C (mol%) esperado. 
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Tabla I.3. Contenido G+C (mol%) de las cepas del género Arthrobacter objeto de estudio. En la 
primera columna se indica las cepas Arthrobacter sp. 4J27 y sus controles A. phenanthrenivorans 
DSM18606T, A. oxydans DSM20119T y A. polychromogenes DSM20136T. Además de la cepa A. 
koreensis 5J12A y sus controles A. luteolus DSM 13067T y A. koreensis DSM16760T, en la segunda 
columna se indica el contenido G+C (mol%) y en la última columna la referencia.  

Cepas Contenido     
GC (mol%) 

Referencia 

Arthrobacter sp. 4J27 65,3 (SantaCruz-Calvo et al. 2013) 

A. phenanthrenivorans DSM 18606T 67,5 (Kallimanis et al. 2009) 

A. oxydans DSM 20119T 63,1 (Huang et al. 2005) 

A. polychromogenes DSM 20119T 62,9 (Huang et al. 2005) 

A. koreensis 5J12A  65 Este trabajo  

A. luteolus DSM 13067T 66 (Wauters et al. 2000) 

A. koreensis DSM 16760T 63 ± 2 (Lee et al. 2003) 

 

 

I2 CARACTERIZACIONES QUIMIOTAXONÓMICAS DE LAS CEPAS 

BACTERIANAS Arthrobacter sp. 4J27 y Arthrobacter koreensis 5J12A: 

QUINONAS RESPIRATORIAS, PEPTIDOGLICANOS, ÁCIDOS GRASOS Y 

AZÚCARES DE LA PARED CELULAR 

Dado que pretendemos utilizar estas cepas del género Arthrobacter como 

herramientas para el desarrollo de sistemas de rizorremediación y que por su novedad 

se desconocen muchas de sus propiedades fisiológicas, decidimos realizar una 

caracterización quimiotaxonómica, fisiológica y fenotípica de las cepas. El estudio 

quimiotaxonómico constituye uno de los objetivos de la Microbiología, resultando de 

utilidad para la caracterización, y por tanto para una clasificación de especies más 

completa (Prescott et al. 2009). Estos análisis quimiotaxonómicos incluyeron la 

determinación de los ácidos grasos, menaquinonas, peptidoglicanos, y azúcares de la 

pared celular.   
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I2.c Peptidoglicanos 

Hay una gran diversidad en la composición y secuencia de los péptidos en los 

peptidoglicanos de las diferentes especies (Vollmer et al. 2008) de bacterias Gram-

positivas (Schleifer & Kandler 1972). El conocimiento de las variadas estructuras de 

peptidoglicanos y sus posibles implicaciones filogenéticas, contribuye no sólo a la 

clasificación de las bacterias Gram-positivas, sino también a la clarificación de las 

relaciones filogenéticas entre procariotas (Schleifer & Kandler 1972).  

Los peptidoglicanos se aislaron en el servicio de identificación del Deutsche 

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, DSMZ (Braunschweig, 

Germany), a partir de 3 g de biomasa, preparados en el laboratorio. Sus estructuras se 

analizaron según el método descrito por Schleifer & Kandler (1972),  tal y como se 

indica en el apartado M8.a. Así pues, la determinación de los peptidoglicanos de la 

cepa Arthrobacter sp. 4J27 por cromatografía bidimensional (2D-TLC) revelaron la 

presencia de los aminoácidos alanina (Ala), serina (Ser), treonina (Thr), glutamina 

(Glu) y lisina (Lys), en una proporción molar de 2,8:1,2:1,0:1,0:1,5 y la presencia de 

los péptidos L-Ala – D-Glu, L-Lys – D-Ala, L-Lys – L-Ser, L-Lys – L-Ser – L-Thr, 

D-Ala – L-Lys – L-Ser – L-Thr, L-Ser – L-Thr y L-Ala – D-Ala. Tras estos resultados 

pudimos concluir que la cepa 4J27 contiene un peptidoglicano de tipo A3α  

(Schippers-Lammertse et al. 1963) con L-Lys – L-Ser – L-Thr – L-Ala como puente 

interpeptídico. De igual modo se determinaron los peptidoglicanos de la cepa A. 

koreensis 5J12A, cuya cromatografía reveló la presencia de los aminoácidos alanina 

(Ala), treonina (Thr), glutamina (Glu) y lisina (Lys), en una proporción molar 

3,7:0,6:1,0:0,8 y la presencia de los péptidos  L-Ala – D-Glu, L-Lys – D-Ala, L-Lys – 

L-Thr, D-Ala – L-Lys – L-Thr y L-Ala – L-Ala. Tras dichos análisis pudimos 

concluir que la cepa 5J12A presentó un peptidoglicano de tipo A3α  con L-Lys – L-

Thr – L-Ala2 como puente interpeptídico.  

   

I2.d Azúcares de la pared celular  

La composición de azúcares se considera una característica que también completa la 

descripción de una cepa a nivel taxonómico. El patrón de componentes aminoacídicos 

de la pared celular sirve para distinguir grupos taxonómicos grandes como son los 
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géneros, mientras que las especies dentro de ese grupo pueden distinguirse por el tipo 

de azúcares y amino azúcares de sus paredes celulares (Cummins & Harris, 1956).  

Para determinar que azúcares componían la pared celular de las cepas objeto de 

estudio, Arthrobacter sp. 4J27 y Arthrobacter koreensis 5J12A, se utilizaron 15 mg 

de células liofilizadas, obtenidas tal y como se describe en el apartado 2.a de este 

capítulo. Dichas células fueron hidrolizadas en H2SO4, 1N (2 h a 100ºC), como se 

indica en el apartado M8.a. Los azúcares encontrados en la pared celular del aislado 

Arthrobacter sp. 4J27 fueron galactosa, glucosa, manosa, ribosa y ramnosa. Y los 

encontrados en la cepa Arthrobacter koreensis 5J12A fueron galactosa, ribosa y 

ramnosa.  

 

I2.a Ácidos grasos 

Abel y colaboradores (1963) correlacionaron los tipos de ácidos grasos de la 

membrana plasmática con la clasificación taxonómica, dado que éstos son un grupo 

de lípidos ampliamente estudiados y con suficiente diversidad para ser usados en la 

definición de comunidades microbianas (Bobbie & White 1980). Los ácidos grasos 

más frecuentemente encontrados en las bacterias están entre C10 y C20 en longitud, 

siendo los que están entre C15 y C19 los que más prevalecen (Shaw, 1974).  

Para determinar la composición en ácidos grasos de las cepas Arthrobacter sp. 4J27 y 

A. koreensis 5J12A se necesitaron 30 mg de células liofilizadas para su envío al 

DSMZ. Las células liofilizadas se obtuvieron mediante siembra por estría de dichas 

cepas en 5 ml de medio TSA inclinado (pico de flauta), tal y como se indica en el 

apartado M8.a. Los resultados indicaron que la cepa 4J27 presentaba el siguiente 

perfil de ácidos grasos, nombrados de mayor a menor: anteiso C15:0, 41,20%; anteiso 

C17:0, 30,86%; C16:0, 10,21%; iso C16:0, 6,61%;  iso C15:0, 4,40%; C18:0, 2,38%; iso 

C17:0, 1,79%;  iso C14:0, 0,83%; C14:0, 0,75%;  anteiso C19:0, 0,61% e  iso C18:0, 0,36%. 

Por otra parte, los resultaros indicaron que la cepa 5J12A presentaba el siguiente 

perfil de ácidos grasos, nombrados de mayor a menor: anteiso C15:0, 43,26%; anteiso 

C17:0, 17,75%; C16:0, 16,72%; iso C15:0, 7,33%; iso C16:0, 5,65%; C15:0, 2,65%; iso 

C17:0, 1,73%; C14:0, 1,31%; C18:0, 1,30%; iso C14:0, 1,18%; C17:0, 1,11%. 
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I2.b Menaquinonas 

El estudio de los componentes de tipo quinónico es uno de los métodos más utilizados 

en los estudios taxonómicos. Las quinonas isoprenoides, constituyentes de la 

membrana plasmática (Pennock, 1966), juegan un papel importante en el transporte 

electrónico, en la fosforilación oxidativa y en el transporte activo (Brodie & 

Watanabe, 1966; Redfearn, 1966). Las bacterias corineformes poseen menaquinonas 

como quinonas isoprenoides. Ya en 1976 se indicaba que los análisis de las quinonas 

isoprenoides podían proporcionar características para la clasificación de coreniformes 

y taxones relacionados (Yamada et al. 1976; Collins et al. 1977).  

Para el análisis del sistema de transporte de electrones se partieron de 200 mg de 

células liofilizadas, obtenidas tal y como se describe en el apartado 2.a de este 

capítulo. Con estas células se realizó la determinación de la composición de 

menaquinonas, tal y como se indica en el apartado M8.a. Los resultados de estos 

análisis revelaron que la cepa Arthrobacter sp. 4J27 presentaba las siguientes 

menaquinonas, MK9 (I-H2), 68%; MK9, 21% y MK8 (I-H2), 11%. Por otra parte, los 

análisis de la cepa Arthrobacter koreensis 5J12A revelaron la presencia de 

menaquinonas del tipo MK8 (I-H2), 62%; MK7 (I-H2), 20% y MK9 (I-H2), 18%.  

 

I3. CARACTERIZACIONES FENOTÍPICAS DE LAS CEPAS BACTERIANAS 

Arthrobacter sp. 4J27 y A. koreensis 5J12A: CARACTERÍSTICAS 

METABÓLICAS,  ENZIMÁTICAS Y MOTILIDAD 

Con objeto de caracterizar a la cepa Arthrobacter sp. 4J27 y A. koreensis 5J12A a 

nivel fenotípico se realizaron ensayos de su potencial metabólico, enzimático, de 

susceptibilidad a antibióticos y de motilidad, así como su actividad catalasa, oxidasa y 

potencial para reducir nitratos.  

 

I3.a Características metabólicas  

Para estudiar qué substratos podrían ser oxidados por las cepas tolerantes a la 

desecación del género Arthrobacter aisladas en nuestro grupo, se realizaron ensayos 

colorimétricos en base al kit comercial BIOLOGTM, tanto para la cepa  Arthrobacter sp. 
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4J27 como para la cepa A. koreensis 5J12A así como para las cepas taxonómicamente 

más cercanas a éstas. Para realizar este ensayo procedimos tal y como se describe en 

el apartado M7.a. Como resultados de este análisis observamos que algunos de los 

pocillos que contenían ciertos substratos produjeron coloración, derivada de la 

utilización de esos compuestos como parte del metabolismo de la célula. Otros 

pocillos no se colorearon tras la adición del cultivo celular, ya que la cepa no fue 

capaz de metabolizar el substrato que en él se encontraba.  

Así pues, las cepas Arthrobacter sp. 4J27 y A. koreensis 5J12A fueron capaces de 

metabolizar ciertos compuestos presentes en la placa BIOLOGTM, tal y como se indica 

en la Tabla I.4 mediante un signo positivo (+), así como fue incapaz de metabolizar 

ciertos compuestos, marcados en dicha tabla con un signo negativo (-). También se 

representan los resultados del análisis de las especies más relacionadas con la cepa 

4J27, A. phenanthrenivorans DSM 18606T, A. oxydans DSM 20119T y A. 

polychromogenes DSM 20136T. Y las más relacionadas con la cepa 5J12A, A. 

luteolus DSM 13067T y A. koreensis DSM 16760T. 
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Tabla I.4. Características metabólicas diferenciales entre las cepas Arthrobacter sp. 4J27,  
Arthrobacter koreensis 5J12A y las más relacionadas filogenéticamente. En la primera columna se 
representa cada uno de los metabolitos, y en el resto de columnas las capacidades metabólicas de las 
cepas Arthrobacter sp. 4J27 y las especies relacionadas. Así como las capacidades enzimáticas de A. 
koreensis 5J12A y sus relacionadas. En gris claro se indica aquellas pruebas donde todas las cepas 
relacionadas fueron positivas (+) y en gris oscuro aquellas pruebas donde todas las cepas relacionadas 
fueron negativas (-). 
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De modo que, la cepa Arthrobacter sp. 4J27 y sus relacionadas, A. 

phenanthrenivorans DSM 18606T, A. oxydans DSM 20119T y A. polychromogenes 

DSM 20136T fueron capaces de metabolizar las siguientes fuentes de carbono: 

dextrina, N-acetil-D-glucosamina, L-arabinosa, D-fructosa, D-galactosa, D-manitol 3-

metil, glucosa, D-psicosa, D-rafinosa, D-sorbitol, sacarosa, D-xilosa, ácido p-

hidroxifenilacético, L-alaninamida, glicerol, adenosina y D-L-α-glicerolfosfato. Sin 

embargo, todas ellas fueron incapaces de metabolizar las siguientes fuentes de 

carbono: α-cyclodextrina,  β-cyclodextrina, manan, m-inositol, D-melibiosa, α-metil 

D-glucosida, sedoheptulosa, estachiosa, D-tagatosa, ácido γ-hidroxibutírico, ácido D-

málico, metil piruvato, mono metil succinato, ácido succinámico, ácido succinico, 

ácido N-acetil L-glutámico, L-alanil glicina, 2,3-butanodiol, adenosina-5´-

monofosfato, uridina-5´-monofosfato, fructosa-6-fosfato y glucosa-6-fosfato. 

Por otra parte, la cepa A. koreensis 5J12A y las especies relacionadas, A. luteolus 

DSM 13067T y A. koreensis DSM 16760T, fueron capaces de metabolizar las 

siguientes fuentes de carbono: dextrina, manan, tween 40,   tween 80, L-arabinosa, D-

fructosa, α-D-glucosa, D-ribosa, sacarosa, D-xilosa, ácido acético, ácido α-
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cetovalérico, lactamida, ácido propiónico, ácido pirúvico, glicerol, adenosina, 2´-

deoxiadenosina, inosina, timidina y uridina. Sin embargo, todas ellas fueron incapaces 

de metabolizar las siguientes fuentes de carbono: α-ciclodextrina, β-ciclodextrina, 

inulina, N-acetil-D-glucosamina, N-aceil-D-manosamina, amigdalina, D-arbulina, L-

fucosa, D-galactosa, ácido D-galacturónico, gentiobiosa, ácido D-glucónico,   m-

inositol, α-D-lactosa, β-metil D-galactosida, α-metil D-glucosida, β-metil D-

glucosida, α-metil D-manosida, salicina, sedoheptulosa, α-cetoglutarico, ácido D-

málico, ácido L-málico, metil piruvato, mono metil succinato, ácido succinámico, 

ácido succinico, L-alaninamida, uridina-5´-monofosfato, glucosa-1-fosfato y glucosa-

6-fosfato. 

De estos datos se generó un patrón de absorbancia de la cepa Arthrobacter sp. 4J27, 

con respecto a los metabolitos que la cepa oxida y aquellos que por el contrario no 

metaboliza, tal y como se indica en la Figura I.7. También se representó el patrón de 

absorbancia, obtenido mediante la misma prueba con las especies bacterianas, con la 

que mantenía mayor relación, A. phenanthrenivorans DSM 18606T, A. oxydans DSM 

20119T y A. polychromogenes DSM 20136T. 

 

Figura I.7. Patrón de absorbancia de la cepa Arthrobacter sp. 4J27, A. phenanthrenivorans DSM 
18606T, A. oxydans DSM 20119T y A. polychromogenes DSM 20136T. Se representa en forma de 
gráfica, la absorbancia a la longitud de onda de 585 nm del cultivo de las cepas Arthrobacter sp. 4J27 
(cuadrado), A. phenanthrenivorans DSM 18606T (rombo), A. oxydans DSM 20119T (triángulo) y A. 
polychromogenes DSM 20136T (círculo), en todas las fuentes de carbono contenidas en la microplaca 
GP2. Se indica en el eje de abscisas las fuentes de carbono, según la nomenclatura de la placa, y en el 
eje de ordenadas la absorbancia a 585 nm.  

 

Por otra parte, se generó un patrón de absorbancia de la cepa A. koreensis 5J12A, con 

respecto a los metabolitos que la cepa oxida y aquellos que por el contrario no 
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metaboliza, tal y como se indica en la Figura I.8. También se representó el patrón de 

absorbancia obtenido mediante la misma prueba, con la especies bacterianas con la 

que poseía mayor relación filogenética A. luteolus DSM 13067T y A. koreensis DSM 

16760T. 

 

 

 

 

 

Figura I.8. Patrón de absorbancia de la cepa A. koreensis 5J12A, A. luteolus DSM 13067T y A. 
koreensis DSM16760T. Se representa en forma de gráfica, la absorbancia a la longitud de onda de 585 
nm del cultivo de la cepa objeto de estudio, A. koreensis 5J12A (rombo), A. luteolus DSM 
13067T(cuadrado) y A. koreensis DSM 16760T (círculo), en todas las fuentes de carbono contenidas en 
la microplaca GP2. Se indica en el eje de abscisas las fuentes de carbono, según la nomenclatura de la 
placa, y en el eje de ordenadas la absorbancia a 585 nm.  

 

Con todos los datos recogidos de las capacidades metabólicas de las cepas objeto de 

estudio Arthrobacter sp. 4J27 y A. koreensis 5J12A, y sus respectivos controles, se 

generó un dendograma (Figura I.9), tal y como se indica en el apartado 10.a de 

Material y Métodos para así apreciar las relaciones de agrupación entre los datos, y la 

distancia entre ellos según las relaciones establecidas.  
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Figura I.9. Relaciones de agrupación entre los datos en forma de dendograma. Se representa las 
relaciones de agrupación entre los datos de las capacidades metabólicas, de la cepa Arthrobacter sp. 
4J27 y sus controles A. phenanthrenivorans DSM 18606T, A. oxydans DSM 20119T y A. 
polychromogenes DSM 20136T y los datos de la cepa A. koreensis 5J12A y sus controles A. luteolus 
DSM 13067T y A. koreensis DSM16760T.  

 

Según el dendograma en base a las capacidades metabólicas, se generaron 2 

agrupaciones, por una parte encontramos a la cepa A. koreensis 5J12A con A. luteolus 

DSM 13067T y A. koreensis DSM 16760T. Y en la otra agrupación se concentraron la 

cepa Arthrobacter sp. 4J27 y las especies control A. phenanthrenivorans DSM 

18606T, A. oxydans DSM 20119T y A. polychromogenes DSM 20136T.  

 

I3.b Ensayos enzimáticos  

Con el objeto de  determinar algunas de las actividades de las enzimas que presentan 

las cepas Arthrobacter sp. 4J27, A. koreensis 5J12A y las cepas taxonómicamente 

más cercanas, y por tanto qué reacciones se producen a partir de ciertos compuestos, 

se realizaron distintos tipos de ensayos API Las tiras API son un sistema 
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estandarizado para la identificación en 24 horas de diferentes tipos de bacterias, 

mediante ensayos miniaturizados.  

Para este estudio se utilizaron los kits API Coryne, API 20E y API 20NE, cuyas tiras 

fueron inoculadas con colonias de cada una de las cepas objeto de estudio, 

provenientes de placas de TSA de 24 horas de crecimiento, tratadas tal y como se 

indica en las instrucciones del fabricante. Como resultado de estos ensayos, tras 24 

horas de incubación, se observaron algunas pruebas positivas, tal y como se indica en 

Tabla I.5, señaladas con un signo positivo (+) y algunas pruebas negativas, señaladas 

con un signo negativo (-).  

 

Tabla I.5. Características enzimáticas diferenciales entre la cepa Arthrobacter sp. 4J27, la cepa A. 
koreensis 5J12A y las más relacionadas del género Arthrobacter. En la primera columna se indica 
cada una de las pruebas enzimáticas contenidas en las tiras API y en el resto de columnas se indican las 
capacidades enzimáticas de las cepas Arthrobacter sp. 4J27 y las especies relacionadas. Así como las 
capacidades enzimáticas de A. koreensis 5J12A y sus relacionadas. En gris claro se indica aquellas 
pruebas donde todas las cepas relacionadas fueron positivas (+) y en gris oscuro aquellas pruebas 
donde todas las cepas relacionadas fueron negativas (-). 
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De modo que destacamos que la cepa Arthrobacter sp. 4J27 y las especies 

relacionadas A. phenanthrenivorans DSM 18606T, A. oxydans DSM 20119T, A. 

polychromogenes DSM 20136T, resultaron todas positivas en las siguientes pruebas 

enzimáticas: β-galactosidasa (p-NitroFenil-βD-Galactopiranosidasa), asimilación 

glucosa, asimilación manosa, asimilación manitol, asimilación N-acetil-glucosamina, 

asimilación maltosa, asimilación gluconato potásico, asimilación malata, catalasa, 

producción de indol, fermentación/oxidación de la glucosa, manitol, inositol, sorbitol, 

ramnosa, sacarosa, melibiosa, amigdalina así como de la arabinosa, reducción de 

nitratos, pirazinamidasa, β-galactosidasa y α-glucosidasa. Sin embargo, dichas cepas 

resultaron negativas en las siguientes pruebas: formación de indol (triptofano), 

fermentación glucosa, arginina dihidrolasa, ureasa, hidrólisis gelatina, asimilación 

acido cáprico, asimilación ácido adípico, asimilación acido fenilacético, citocromo 

oxidasa, β-galactosidasa (orto-NitroFenil-βD-Galactoprianosidasa), arginina-

dihidrolasa,  lisina decarboxilasa, ornitina decarboxilasa, utilización del citrato, 

producción de H2S, ureasa, triptofano desaminasa, celatinasa, pirolidonil, arlamidasa, 

ureasa, hidrólisis gelatina, así como la fermentación glucosa, ribosa, xilosa, manitol, 

maltosa, lactosa, sacarosa y glicógeno. 

Por otra parte, la cepa A. koreensis 5J12A y las cepas filogenéticamente más 

relacionadas A. luteolus DSM 13067T y A. koreensis DSM16760T, resultaron 

positivas en las siguientes pruebas enzimáticas: reducción de nitratos a nitrito, 

asimilación glucosa,  arabinosa, manosa, manitol, N-acetil-glucosamina, maltosa, 

gluconato potásico, ácido adípico, malata, citrato trisódico, así como ácido 

fenilacético, además de catalasa. Sin embargo, dichas cepas resultaron negativas en 

las siguientes pruebas: reducción de nitratos en nitrógeno, formación de indol 

(triptofano), fermentación glucosa, arginina dihidrolasa, ureasa, hidrólisis esculina, 
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hidrólisis gelatina, β-galactosidasa (p-NitroFenil-betaD-galactopiranosidasa), 

asimilación ácido cáprico, citocromo oxidasa, β-galactosidasa (orto-NitroFenil-βD-

Galactoprianosidasa), arginina-dihidrolasa, lisina decarboxilasa, ornitina 

decarboxilasa, utilización del citrato, producción de H2S, ureasa, triptófano 

desaminasa, gelatinasa, pirolidonil arilamidasa, β-glucuronidasa, β-galactosidasa, α-

glucosidasa, N-acetil-β-glucosaminidasa, β-glucosidasa (esculina), ureasa, hidrólisis 

gelatina, fermentación glucosa, ribosa, xilosa, manitol, maltosa, lactosa, sacarosa, así 

como glicógeno. 

Con todos los datos recogidos de las capacidades enzimáticas de las cepas objeto de 

estudio Arthrobacter sp. 4J27 y Arthrobacter koreensis 5J12A, y sus respectivos 

controles, se generó un dendograma, tal y como se indica en la Figura I.10, para así 

apreciar las relaciones de agrupación entre los datos, y la distancia entre ellos según 

las relaciones establecidas.  

 

 

Figura I.10. Relaciones de agrupación entre los datos en forma de dendograma. Se representa las 
relaciones de agrupación entre los datos de las capacidades enzimáticas, de la cepa Arthrobacter sp. 
4J27 y sus controles A. phenanthrenivorans DSM 18606T, A. oxydans DSM 20119T y A. 
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polychromogenes DSM 20136T y los datos de la cepa A. koreensis 5J12A y sus controles A. luteolus 
DSM 13067T y A. koreensis DSM16760T.  

  

Según el dendograma en base a las capacidades enzimáticas, se generaron 2 

agrupaciones, por una parte se encontraban las cepas Arthrobacter sp. 4J27, con sus 

controles A. phenanthrenivorans DSM 18606T, A. oxydans DSM 20119T y A. 

polychromogenes DSM 20136T y por otra parte se concentraron la cepa 5J12A con 

sus controles A. luteolus DSM13067T y A. koreensis DSM16760T.  

 

I3.c Susceptibilidad a antibióticos  

Siguiendo con la caracterización de la cepa a nivel fenotípico, analizamos la 

sensibilidad de las cepas Arthrobacter sp. 4J27 y Arthrobacter koreensis 5J12A, 

presentaba a ciertos antibióticos. La caracterización del perfil de resistencia o 

sensibilidad a antibióticos nos permitirá realizar seguimientos o introducir marcadores 

genéticos a estas cepas para posteriores estudios de colonización de distintos 

ambientes. Dicho análisis de sensibilidad o antibiograma, mediante el uso de discos 

de difusión, está basado en el trabajo de Bauer y colaboradores (1966) y es uno de los 

métodos que el Comité Nacional de Normas de Laboratorios Clínicos (NCCLS) 

recomienda para la determinación de la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos. 

Este ensayo se realizó tal y como se indica en el apartado M7.e, y se basa en el uso de 

un disco con el antibiótico dispuesto sobre el cultivo, el cual causa una zona de 

inhibición en el crecimiento microbiano. En este tipo de ensayos se considera que si el 

diámetro del halo es de 30-35 mm o más, usualmente es indicativo de que la cepa es 

susceptible. Pero si el diámetro es de 15-20 mm o inferior, es indicativo de que la 

cepa es resistente (Piddock, 1990). Los antibióticos se utilizaron a las concentraciones 

finales indicadas en µg/ml: estreptomicina (Sm), 25; rifampicina (Rif), 30; 

cloramfenicol (Cm), 50; kanamicina (Km), 30; tetraciclína (Tc), 10. Los resultados de 

estos ensayos se muestran en la Tabla I.6, donde se observa que las cepas 

Arthrobacter sp. 4J27 y A. koreensis 5J12A fueron sensibles a todos los antibióticos 

ensayado. 
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Tabla I.6. Susceptibilidad a antibióticos. Se presenta en la primera columna el antimicrobiano 
utilizado, en la segunda columna la carga del disco (µg/µl), y en la tercera y cuarta el diámetro (mm) 
del halo de inhibición de las cepas Arthrobacter sp. 4J27 y Arthrobacter koreensis 5J12A 
respectivamente. 

Antimicrobiano 
Carga del 
disco (µg/ul) Diámetro del halo de inhibición (mm) 

  
Arthrobacter sp. 

4J27 
Arthrobacter 

koreensis 5J12A 
Estreptomicina 25 157 ± 12 183 ± 21 
Rifampicina 30 347 ± 6 307 ± 21 
Cloramfenicol  50 340 ± 10 388 ± 10 
Kanamicina 30 150 ± 0 147 ± 6 
Tetraciclina  10 157 ± 0 156 ± 0 

 

 

I3.d Motilidad y pruebas de reducción de nitratos, catalasa y oxidasa 

Los procariotas capaces de moverse lo pueden hacer por varios sistemas, dentro de los 

cuales el mejor estudiado es el uso de flagelos. Los flagelos bacterianos son apéndices 

filamentosos extracelulares largos y helicoidales, responsables del desplazamiento en 

medios líquidos de la mayor parte de las eubacterias móviles. Para determinar la 

movilidad de las cepas objeto de estudio, se utilizó el medio manitol-movilidad, tal y 

como se indica en el apartado M7.c. Como control positivo de la prueba de motilidad 

se utilizó a Escherichia coli (HB101) (Faddin, 2003), tal y como se indica en el 

apartado 1 de Material y Métodos. De este modo, tras 24 horas de incubación en el 

medio específico, se pudo observar que la cepa Arthrobacter sp. 4J27 no mostró 

motilidad aparente en el análisis, ya que no se observó crecimiento más allá de la 

siembra en picadura. Igualmente no se observó motilidad aparente para la cepa A. 

polychromogenes DSM 20136T, mientras que las cepas más cercanas A. 

phenanthrenivorans DSM 18606T y A. oxydans DSM20119T sí presentaron capacidad 

para moverse. Del mismo modo, la cepa A. koreensis 5J12A no presentó crecimiento 

más allá de la siembra en picadura, al igual que las cepas taxonómicamente más 

cercanas A. luteolus DSM 13067T, sin embargo la cepa A. koreensis DSM 16760T sí 

presentó capacidad para el movimiento. 
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Para seguir con la caracterización fenotípica de las cepas objeto de estudio, se 

analizaron las actividades enzimáticas nitrato reductasa, oxidasa y catalasa, en el 

mismo medio manitol-movilidad. De este modo, se determinó la capacidad de la cepa 

de reducir el nitrato a nitrito, es decir, si ésta presentaba la enzima nitrato reductasa. 

Para ello, se añadió al medio manitol-movilidad los reactivos Griess-Ilosvay A (α-

naftilamina al 0,5%) y B (ácido sulfanílico al 0,8%), tal y como se indica en el 

apartado M7.c. Según el ensayo la cepa objeto de estudio Arthrobacter sp. 4J27 y sus 

controles A. oxydans DSM20119T y A. polychromogenes DSM 20136T resultaron 

incapaz de reducir nitrato, a diferencia de la cepa control A. phenanthrenivorans DSM 

18606T, la cual si presentó la capacidad de reducir nitrato a nitrito. Por otro lado, tanto 

la cepa A. koreensis 5J12A como sus controles A. luteolus DSM 13067T y A. 

koreensis DSM 16760T, fueron capaces de reducir nitrato. Con la adición de dichos 

reactivos también fue posible determinar que la cepa Arthrobacter sp. 4J27 fue capaz 

de metabolizar el manitol (confirmado en ensayos anteriores, apartado 3.a y 3.b de 

este capítulo), al igual que sus controles A. phenanthrenivorans DSM 18606T, A. 

oxydans DSM20119T y A. polychromogenes DSM 20136T. Igualmente la cepa A. 

koreensis 5J12A y sus controles A. luteolus DSM 13067T y A. koreensis DSM 

16760T, fueron capaces de metabolizar en manitol (confirmado en ensayos anteriores, 

apartado 3.a y 3.b de este capítulo). 

La enzima citocromo C oxidasa o complejo IV, permite distinguir entre diferentes 

grupos de organismos (Steel 1961; Bascomb & Manafi 1998). Ésta es una enzima 

presente en la cadena de transporte de electrones, de la membrana plasmática. De este 

modo para determinar si las cepas Arthrobacter sp. 4J27 y A. koreensis 5J12A, así 

como las cepas taxonómicamente más cercanas presentaban dicha enzima, se adicionó 

a una colonia el reactivo de Kovac´s, tal y como se indica en el apartado M6.c. Como 

control positivo se utilizó la cepa E. coli HB101, ya que presenta actividad oxidasa 

positiva (Faddin, 2003) y como control negativo se consideró a la cepa 

Staphylococcus aureus NCTC 12035, puesto que no posee la enzima citocromo C 

oxidasa (Messina et al. 2002). Así, tras la adición de dicho reactivo no se observó el 

cambio de color a púrpura intenso en ninguna de las cepa ensayadas, Arthrobacter sp. 

4J27 y A. koreensis 5J12A. Como era de esperar el control positivo, E. coli HB101, 

presentó actividad oxidasa positiva a diferencia del control negativo, S. aureus NCTC 

12035, que no presentó dicha actividad.  
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La enzima catalasa se encuentra con frecuencia entre los organismos aerobios para 

eliminar H2O2 (subproducto de muchas reacciones metabólicas). Dicha enzima es 

utilizada para la identificación de organismos. La familia Micrococcaceae a la que 

pertenece el género Arthrobacter, presentan actividad catalasa positiva (Bascomb & 

Manafi, 1998). Para comprobar si la cepa objeto de estudio, presentaba actividad 

catalasa se añadió a una colonia aproximadamente 2 gotas de peróxido de hidrógeno 

(H2O2) al 3% (v/v), tal y como se describe en el apartado M6.c. De modo que, se 

utilizó como control positivo la cepa E. coli HB101 por presentar actividad catalasa 

positiva (Faddin, 2003). Nuevamente se utilizó la cepa S. aureus  KCTC 12035 como 

control negativo, por no presentar actividad catalasa (Messina et al. 2002). Tras dicha 

adición se observó que la cepa Arthrobacter sp. 4J24 y A. koreensis 5J12A, así como 

las cepas taxonómicamente más cercanas produjeron burbujas, por lo que se 

consideraron como cepas con actividad catalasa positiva. Como era de esperar el 

control positivo, E. coli HB101, presentó actividad catalasa positiva, a diferencia del 

control negativo, S. aureus  KCTC 12035, que presentó actividad catalasa negativa.   

 

I4. ESTUDIO DEL CRECIMIENTO EN FUNCIÓN DE PARÁMETROS 

FISICOQUÍMICOS 

Para continuar con la caracterización de las cepas Arthrobacter sp. 4J27 y A. 

koreensis 5J12A y dado que el fin último es la producción industrial de estas cepas en 

caso de poder utilizarse como herramientas en procesos de biorremediación, se 

decidió estudiar los parámetros fisicoquímicos más relevantes en el crecimiento 

bacteriano. Para estos estudios se determinaron los rangos de temperatura, pH y 

concentración de NaCl a las que las cepas Arthrobacter sp. 4J27 y A. koreensis 5J12A 

y las cepas taxonómicamente más cercanas proliferan, así como las condiciones a las 

que el crecimiento estaba impedido.  

 

I4.a Caracterización de la temperatura máxima tolerada y mínima inhibitoria 

El objetivo de este ensayo fue identificar tanto la temperatura máxima tolerada como 

la temperatura mínima inhibitoria, para el crecimiento de las cepas objeto de estudio, 

Arthrobacter sp. 4J27 y sus controles A. phenanthrenivorans DSM 18606T, A. 
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oxydans DSM 20119T y A. polychromogenes DSM 20136T y la cepa A. koreensis 

5J12A y sus controles A. luteolus DSM 13067T y A. koreensis DSM 16760T.   

Para caracterizar la temperatura máxima, por encima de la cual no se produce un 

crecimiento aparente de las cepas objeto de estudio, se procedió tal y como se indica 

en el apartado M3.1. De este modo, se observó que la cepa Arthrobacter sp. 4J27 

proliferó a las temperaturas de 30 y 35ºC, pero no se observó aumento de la 

absorbancia cuando los cultivos se incubaron a 40, 45 y 50ºC, al igual que ocurrió con 

las cepas control A. phenanthrenivorans DSM 18606T, A. oxydans DSM20119T y A. 

polychromogenes DSM 20136T. De igual modo, se realizó el ensayo enfocado a 

caracterizar la temperatura máxima, por encima de la cual no se produce un 

crecimiento aparente de la cepa A. koreensis 5J12A, así pues como se puede observar 

en la Tabla I.7 esta proliferó a las temperaturas de 30, 35 y 40ºC, a diferencia de sus 

controles A. luteolus DSM 13067T y A. koreensis DSM 16760T, que no fueron 

capaces de crecer a la temperatura de 40ºC, pero si a 30 y 35ºC.  

Análogamente, para identificar la temperatura mínima aproximada, por debajo de la 

cual no se registró aumento aparente de la absorbancia, se procedió tal y como se 

indica en el apartado M3.2. En este caso, la cepa Arthrobacter sp. 4J27 proliferó a las 

temperaturas de 15 y 20ºC, pero no se observó aumento aparente de la absorbancia, a 

las temperaturas de 5 y 10ºC, sin embargo, la cepa A. phenanthrenivorans DSM 

18606T fue capaz de crecer a todas las temperaturas ensayadas, pero A. oxydans DSM 

20119T sólo fue capaz de crecer a la temperatura mínima de 20ºC y A. 

polychromogenes DSM 20136T a las temperaturas mínimas de 10, 15 y 20ºC. De 

igual modo, se realizó el ensayo enfocado a caracterizar la temperatura mínima, por 

debajo de la cual no se produjo un crecimiento aparente de la cepa A. koreensis 5J12A 

y sus controles. Así pues como se puede observar en la Tabla I.7, ésta proliferó a las 

temperaturas de 15 y 20ºC, pero no a las temperaturas mínimas de 5 y 10ºC, a 

diferencia de sus controles A. luteolus DSM 13067T y A. koreensis DSM 16760T,  que 

no fueron capaces de crecer a las temperaturas de 5, 10 ni 15ºC, pero si a 20ºC.  

Los registros más altos de absorbancia (Abs600nm 8,7), se observaron cuando el cultivo 

de la cepa Arthrobacter sp. 4J27 se incubó a 30ºC, por lo que estimamos que la 

temperatura óptima de crecimiento está en torno a esta temperatura. Sin embargo, los 

para A. koreensis 5J12A los valores más elevados de absorbancia se registraron a 
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40ºC, por lo que estimamos que la temperatura óptima de crecimiento está en torno a 

esta temperatura (Tabla I.7). 

Tabla I.7. Características distintivas de las cepas bacterianas según la temperatura máxima y 
mínima. En la tabla se representa con signo positivo (+) el aumento significativo de la absorbancia de 
los cultivos de las distintas cepas, y se representa con doble signo positivo (++) la temperatura a la cual 
se registró la absorbancia más alta. Por el contrario se representó con signo negativo (–) cuando no se 
observó aumento aparente en la turbidez tras un periodo de 24 h.  

 Temperatura (ºC) 
Cepas 5 10 15 20 30 35 40 45 

Arthrobacter sp. 4J27 
 - - + + ++ + - - 
A. penanthrenivorans DSM 18606T 

 + + + + + ++ - - 
A. oxydans DSM 20119T 

 - - - + ++ + - - 
A. polychromogenes DSM 20136T 

 - + + ++ + + - - 
A. koreensis 5J12A  
 - - + + + + ++ - 
A. luteolus DSM 13067T 

 - - - + ++ + - - 
 
A. koreensis DSM 16760T - - - + + ++ - - 

 

 

I4.b Caracterización del pH máximo tolerado y mínimo inhibitorio 

Con objeto de identificar el pH máximo tolerado y el mínimo inhibitorio, para el 

crecimiento de las cepas Arthrobacter sp. 4J27 y A. koreensis 5J12A, así como las 

especies taxonómicamente más relacionadas, se planteó como primer paso la 

caracterización de la concentración máxima a la cual se produce crecimiento aparente 

de la cepa, de modo que se procedió tal y como se indica en el apartado M3.2. De 

modo que, tras la realización de dicho ensayo, tal y como se refleja en la Tabla I.8, 

observamos que la cepa Arthrobacter sp. 4J27 fue capaz de proliferar a pH 9, pero no 

se observó aumento aparente de la absorbancia, cuando el pH del medio se ajustó a 12 

o por encima de 12, al igual que las cepas control A. phenanthrenivorans DSM 

18606T, A. oxydans DSM20119T y A. polychromogenes DSM 20136T. Sin embargo, 

la cepa A. koreensis 5J12A creció a pH 9 y 12, pero no se observó crecimiento 

aparente a pH 13, respecto a las cepas control A. luteolus DSM 13067T y A. koreensis 

DSM 16760T que sólo fueron capaces de proliferar a pH 9. 
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Para identificar el pH mínimo inhibitorio aproximado al cual no se produce un 

crecimiento aparente de las cepas Arthrobacter sp. 4J27 y A. koreensis 5J12A, así 

como de sus respectivos controles, se procedió tal y como se indica en el apartado 

M3.2. Según este ensayo, tal y como se indica en la Tabla I.8, la cepa Arthrobacter 

sp. 4J27 fue capaz de proliferar a pH 5 y 7, pero a pH 3 no se observó aumento 

aparente de la absorbancia, al igual que las cepas control A. phenanthrenivorans DSM 

18606T, A. oxydans DSM 20119T y A. polychromogenes DSM 20136T. Del mismo 

modo, la cepa A. koreensis 5J12A fue capaz de proliferar a pH mínimo de 5 y 7 pero 

no fue capaz a pH 3, al igual que la cepa control A. koreensis DSM 16760T, sin 

embargo la cepa control A. luteolus DSM 13067T no proliferó a pH 5.  

El mayor aumento de absorbancia (Abs600nm de 9,2), se registró a pH 7 tanto para 

Arthrobacter sp. 4J27, como para A. koreensis 5J12A (Tabla I.8). 

Tabla I.8. Caracterización del pH máximo y mínimo tolerado. En la tabla se representa con (+) el 
aumento significativo de la absorbancia de los cultivos de las distintas cepas, y se representa con (++) 
el pH al cual se registró la absorbancia más alta. Por el contrario se representó con signo (–) cuando no 
se observó aumento aparente en la turbidez tras un periodo de 24 h.  

 pH 
Cepas 3 5 7 9 12 13 

Arthrobacter sp. 4J27 
 - + ++ + - - 
A. penanthrenivorans DSM 18606T 

 - + ++ + - - 
A. oxydans DSM 20119T 

 - + ++ + - - 
A. polychromogenes DSM 20136T 

 - + ++ + - - 
A. koreensis 5J12A  
 - + ++ + + - 
A. luteolus DSM 13067T 

 - - ++ + - - 
 
A. koreensis DSM 16760T - + ++ + - - 

 

 

I4.c Caracterización de la concentración de NaCl máxima tolerada y mínima 

inhibitoria 

Con objeto de identificar la concentración máxima tolerada y mínima inhibitoria de 

NaCl para el crecimiento de las cepas Arthrobacter sp. 4J27 y A. koreensis 5J12A, así 
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como las cepas taxonómicamente más relacionadas, se planteó como primer paso la 

caracterización de la concentración máxima a la cual se produce crecimiento aparente 

de las cepas, de modo que se procedió tal y como se indica en el apartado M3.3. 

Como se puede observar en la Tabla I.9, la cepa Arthrobacter sp. 4J27, fue capaz de 

proliferar a 0,8 M (NaCl) pero no a concentraciones mayores, al igual que las cepas 

control A. phenanthrenivorans DSM 18606T y A. oxydans DSM 20119T pero no la 

cepa control A. polychromogenes DSM 20136T, que no fue capaz de proliferar a la 

concentración de 0,8 M. Igualmente, la cepa A. koreensis 5J12A y sus controles A. 

luteolus DSM 13067T y A. koreensis DSM 16760T fueron capaces de proliferar en un 

medio con un concentración de 0,6 y 0,8 M en NaCl pero no a concentraciones más 

altas.   

Para identificar la concentración de NaCl mínima aproximada, a la cual se produjo un 

crecimiento aparente de las cepas Arthrobacter sp. 4J27 y A. koreensis 5J12A, así 

como de sus respectivos controles, se procedió tal y como se indica en el apartado 

M3.3. A continuación se tomaron medidas de absorbancia a una longitud de onda de 

600 nm a las 6, 12 y 24 horas de incubación. Así pues, tal y como se indica en la 

Tabla I.9, la cepa 4J27 proliferó en ausencia de NaCl y en presencia de NaCl a las 

concentraciones de 0,2 y 0,4 M, al igual que las cepas control A. phenanthrenivorans 

DSM 18606T, A. oxydans DSM20119T y A. polychromogenes DSM 20136T. De 

mismo modo, la cepa 5J12A y sus controles A. luteolus DSM 13067T y A. koreensis 

DSM 16760T, fueron capaces de proliferar en ausencia de NaCl y en presencia a las 

concentraciones de 0,2 y 0,4 M.  

La absorbancia más alta (Abs600nm de 8,6) para el cultivo de la cepa Arthrobacter sp. 

4J27 y la cepa A. koreensis 5J12A, se registró cuando se adicionó al medio LB, 0,2 M 

de NaCl, por lo que consideramos que la concentración óptima de NaCl para el 

crecimiento máximo de ambas cepas está entorno a ese valor. 
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Tabla I.9. Caracterización de la concentración de NaCl máxima y mínima. En la tabla se 
representa con (+) el aumento significativo de la absorbancia de los cultivos de las distintas cepas, y se 
representa con (++) la concentración a la cual se registró la absorbancia más alta. Por el contrario se 
representó con signo (–) cuando no se observó aumento aparente en la turbidez tras un periodo de 24 h.  

 Concentración NaCl (M) 
Cepas 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,6 

Arthrobacter sp. 4J27 
 + ++ + + + - - - 
A. penanthrenivorans DSM 18606T 

 ++ + + + + - - - 
A. oxydans DSM 20119T 

 + ++ + + + - - - 
A. polychromogenes DSM 20136T 

 ++ + + + - - - - 
A. koreensis 5J12A  
 + ++ + + + - - - 
A. luteolus DSM 13067T 

 + + + + + - - - 
 
A. koreensis DSM 16760T + + ++ + + - - - 

  

 

I4.d Tolerancia a la desecación  

Dado que las cepas objeto de estudio, Arthrobacter sp. 4J27 y A. koreensis 5J12A, 

fueron clasificadas como tolerantes a la sequía (Narváez-Reináldo et al. 2010), y a 

que su uso se destinará al tratamiento de las mismas en procesos de biorremediación 

de ambientes sometidos a sequía, se decidió realizar un ensayo para determinar la 

supervivencia de dichas cepas a la falta de agua, además se compararon con las cepas 

filogenéticamente más relacionadas. Dicho ensayo se realizó tal y como se indica en 

el apartado M4.d. La tolerancia a condiciones de sequía de las distintas cepas se 

expresó como porcentaje de supervivencia a la falta de agua. En este ensayo se 

incluyó como control positivo una cepa de Acinetobacter calcoaceticus PADD68, 

aislada en nuestro grupo e identificada como tolerante a la desecación, con 

aproximadamente un 4% de supervivencia, porcentaje a partir del cual consideramos 

que una cepas es tolerante a la desecación. Como control negativo se incluyó 

Pseudomonas putida KT2440 (Manzanera et al. 2002; Narváez-Reináldo et al. 2010), 

utilizada por ser una cepa sensible a la desecación (Manzanera et al. 2002), tal y como 

aparece en la Figura I.11. 
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Figura I.7. Tolerancia a la desecación. Se representa en forma de columnas el porcentaje de 
supervivencia de las cepas del género Arthrobacter objeto de estudio. Además de la cepa considerada 
como control positivo A. calcoaceticus PADD68 y la cepa considerada como sensible a la desecación, 
P. putida KT2440. En el eje de abscisas se indican las cepas objeto de estudio y en el eje de ordenadas 
se indica el porcentaje de supervivencia a la desecación. Se indica con asterisco (*) las diferencias 
significativas.  La desviación estándar, media de tres experiencias, se presenta en forma de barras de 
error.  

 

Todas las cepas presentaron diferencias significativas con respecto a la cepa 

considerada como control positivo A. calcoaceticus PADD68A la cual mostró un 

3.23% ± 0.2 de supervivencia a la falta de agua. Por otro lado, la cepa Arthrobacter 

sp. 4J27 mostró un grado de tolerancia a la desecación (31,58% ± 6,9) muy superior a 

la cepa considera como control positivo, al igual que la cepa A. koreensis 5J12A 

(34,63% ± 0,87). Además la cepa Arthrobacter sp. 4J27 presentó una clara diferencia 

significativa con respecto a las cepas filogenéticamente más relacionadas, A. 

phenanthrenivorans DSM 18606T (1.5% ± 0.41), A. oxydans DSM20119T (1,87 ± 

0,99) y A. polychromogenes DSM 20136T (1,8 ± 0,49), las cuales fueron consideradas 

como sensibles a la desecación por sus bajo porcentaje de supervivencia. Al igual que 

ocurrió con la cepa control A. luteolus DSM 13067T (0,65 ± 0,041) que fue 

considerada como sensible a la desecación. Sin embargo, la cepa control A. koreensis 

DSM 16760T presentó una alta tolerancia a la desecación (29,89 ± 1,035). La cepa 
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considerada como control negativo de la experiencia por ser sensible a la falta de 

agua, P. putida KT2440, presentó una supervivencia por debajo de los niveles de 

detección. 

 

Discusión  

El género Arthrobacter fue definido por primera vez por Conn & Dimmick (1947) 

como perteneciente a la clase Actinobacteria e incluida como bacteria corineforme, 

con metabolismo aeróbico. Existen numerosos casos de especies dentro de dicho 

género descritas como anhidrobiontes (Mulder & Antheunisse 1963) y como 

degradadoras de hidrocarburos (Casellas et al. 1997; Kallimanis et al. 2009a). Las 

cepas 4J27 y 5J12A, clasificadas como tolerantes a la desecación (Narváez-Reináldo 

et al. 2010), se identificaron como pertenecientes al género Arthrobacter mediante la 

secuenciación del gen ARNr 16S. De modo que en base a la secuencia del gen ARNr 

16S de la cepa 4J27 se observó una máxima similitud con las especies bacterianas A. 

phenanthrenivorans DSM 18606T, A. oxydans DSM 20119T y A. polychromogenes 

DSM 20136T. Sin embargo, la cepa 5J12A presentó máxima similitud con las 

especies bacterianas A. luteolus DSM 13067T y A. koreensis DSM 16760T. Así pues, 

para conocer el grado de similitud taxonómica entre las cepas objeto de estudio y las 

que están más relacionadas, se realizó la técnica de hibridación ADN-ADN. Según las 

recomendaciones del comité ad hoc para la definición de especies bacterianas, la cepa 

4J27 no perteneció a ninguna de las especies control A. phenanthrenivorans DSM 

18606T, A. oxydans DSM 20119T y A. polychromogenes DSM 20136T. Por ello se 

propuso como nueva especie dentro del género Arthrobacter y se nombró como 

Arthrobacter siccitolerans (sic.ci.to´le.rans. L. Adj. siccus dry, L. part. adj. Tolerans 

toleranting; N.L. part. adj. Siccitolerans dry-toleranting) (SantaCruz-Calvo et al. 

2013). Sin embargo, la cepa 5J12A resultó pertenecer a la especie bacteriana A. 

koreensis, por lo que se denominó como Arthrobacter koreensis 5J12A. Tras dicho 

análisis se determinó el contenido G+C (mol%) de cada una de las cepas, tras lo cual 

se observó que ambas presentaron un valor dentro del rango mostrado por todos los 

miembros del género Arthrobacter, considerado como bacterias de alto contenido en 

G+C (mol%) (Keddie et al. 1986).  
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Ya que el objetivo de este capítulo es caracterizar las cepas con capacidad para tolerar 

la falta de agua para su uso en técnicas de biorremediación en ambientes áridos o 

semiáridos y clasificar la cepa A. siccitolerans 4J27T como nueva especie dentro del 

género Arthrobacter, realizamos una serie de análisis quimiotaxonómicos, fenotípicos 

y fisicoquímicos. Entre las pruebas quimiotaxonómicos analizamos los 

peptidoglicanos, ácidos grasos, la composición de quinonas respiratorias y azúcares 

de la pared celular. Los peptidoglicanos de las especies del género Arthrobacter 

contienen lisina como diaminoácido. Aplicando el esquema de Schleifer and Kandler 

(1972), según las diferencias en la composición de los aminoácidos de la cadena 

interpéptidica, se distinguen dos grupos dentro del género Arthrobacter, por un lado 

aquellos que poseen el tipo de peptidoglicanos A3α y por otro lado aquellos que 

poseen el tipo A4α. La mayoría de las especies del género poseen el tipo A3α, los 

cuales presentan L-aminoácido monocarboxílico o glicina o ambos en el puente 

interpeptídico. Según los resultados obtenidos las cepas A. siccitolerans 4J27T y A. 

koreensis 5J12A pertenecen al grupo de especies con el tipo de peptidoglicanos A3α. 

Ambas presentaron diferencias en la composición de los aminoácidos del puente 

interpeptídico, ya que este grupo lo componen especies con una gran variedad de 

puentes, aquellos arthrobacters con el tipo de peptidoglicanos A3α pueden ser 

distinguidos en base a la composición de los aminoácidos que conforman dicho 

puente. Según los resultados obtenidos tras el análisis de los peptidoglicanos podemos 

decir que, la cepa A. siccitolerans 4J27T forma parte del grupo 3 compuesto por A. 

chlorophenolicus, A. sulfonivorans, A. oxydans, A. defluvii, A. polychromogenes y A. 

scleromae. Y la cepa A. koreensis 5J12A se clasifica dentro de la subclase III junto 

con A. citreus, A. gandavensis, A. koreensis y A. luteolus (Goodfellow et al. 2012).  

En referencia a la composición de azúcares de la pared celular se han analizado 

aproximadamente la mitad de las especies del género Arthrobacter y la mayoría de 

estas presentaron galactosa (Gal) como único azúcar de la pared celular o en 

combinación con otros azúcares, como la glucosa (Glu), ramnosa (Rha), manosa 

(Man), ribosa (Rib) y xilosa (Xyl) (Goodfellow et al. 2012). En el análisis de los 

azúcares de la pared celular de la cepa A. siccitolerans 4J27T, se observó que 

presentaba 5 tipos de azúcares, Gal, Glu, Rha, Man y Rib. Sin embargo, la cepa A. 

koreensis 5J12A presentó 3 tipos de azúcares en la pared celular, Gal, Rha y Rib, a 

diferencia de lo encontrado en la especie A. koreensis DSM 16760T (Rha), la cual 
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posee junto con las especies A. psychrophenolicus (Glc) y A. luteolus (Rha) un sólo 

tipo de azúcar (J.-S. Lee et al. 2003; Goodfellow et al. 2012). Según los resultados la 

composición de azúcares no es consistente entre las cepas de una misma especie. 

Muchos autores han considerado este análisis más adecuado para la caracterización de 

las especies que para la identificación de grupos estrechamente relacionados, ya que o 

bien existe una variada composición en el tipo de azúcares de la pared celular entre 

las especies estrechamente relacionadas, o bien ciertas composiciones son 

encontradas en diferentes subclases/ARNr (Goodfellow et al. 2012).  

Los ácidos grasos ramificados predominantes en las especies del género Arthrobacter 

son iso- y anteiso-. Las especies bacterianas A. siccitolerans 4J27T y A. koreensis 

5J12A presentaron como ácido graso ramificado predominante, el denominado ácido 

anteiso-pentadecanoico (C15:0 anteiso). La mayoría de especies dentro del género 

posee un perfil de ácidos grasos dominado por C15:0 anteiso y poseen usualmente 

grandes cantidades de C15:0 iso, C16:0  iso y C17:0 anteiso (Westerberg et al. 2000; 

Goodfellow et al. 2012). Algunas especies del género Arthrobacter poseen cantidades 

notables de C16:0, como son A. citreus, A. nicotianae, A. cumminsii, A. niigatensis, A. 

oxydans y A. polychromogenes (Goodfellow et al. 2012) y las cepas objeto de estudio 

A. siccitolerans 4J27T y A. koreensis 5J12A. Sin embargo, la presencia de estos 

ácidos grasos no está correlacionado con las relaciones genéticas (Goodfellow et al. 

2012).  

En cuanto a las quinonas respiratorias, el género Arthrobacter se divide en dos grupos 

según la composición en menaquinonas. El primer grupo incluye la mayoría de las 

especies del género. Dicho grupo lo componen aquellas especies que presentan como 

componente mayoritario, menaquinonas monosaturadas con 9 unidades isoprenoides 

en la cadena, MK-9(H2). Este grupo también incluye un pequeño número de especies 

que presentan como componente mayoritario menaquinonas monosaturadas con 8 

unidades isoprenoides, MK-8(H2), las cuales corresponden al grupo polifilético A. 

globiformis/ A. citreus (Keddie et al. 1986). Según los resultados obtenidos, la cepa A. 

koreensis 5J12A pertenece a dicho primer grupo. El segundo grupo lo conforman 

varias especies del género, las cuales exhiben menaquinonas con 8, 9 y/o 10 unidades 

de isporenoides insaturadas y corresponden al grupo de A. nicotianae (Keddie et al. 

1986). La especie bacteriana A. siccitolerans 4J27T presentó menaquinonas 

insaturadas y saturadas de 9 unidades de isoprenoides (SantaCruz-Calvo et al. 2013). 
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Este sistema de quinonas compuestas de menaquinonas monosaturadas y 

completamente insaturadas con isoprenoides de distintas longitudes, forman un grupo 

inusual entre las bacterias (Goodfellow et al. 2012). La especie A. scleromae, próxima 

a la cepa A. siccitolerans 4J27T según el árbol filogenético (ARNr 16S) también 

presentó menaquinonas insaturadas y saturadas de 8 unidades isoprenoides (Huang et 

al. 2005). Además la cepa con la que guarda una relación más estrecha, A. 

phenanthrenivorans, prosee menaquinonas insaturadas y saturadas de 9 y 8 unidades 

de isoprenoides respectivamente (Kallimanis et al. 2009a). 

Tras los análisis quimiotaxonómicos se realizaron análisis fenotípicos de las cepas A. 

siccitolerans 4J27T y A. koreensis 5J12A. Dichos análisis mostraron el potencial 

metabólico y enzimático de cada una de las cepas objeto de estudio y las especies 

estrechamente relacionadas. De modo que, según las capacidades metabólicas la cepa 

A. siccitolerans 4J27T presentó mayor relación con la cepa A. oxydans DSM 20119T, 

seguida de la especie bacteriana A. phenanthrenivorans DSM 18606T y por último la 

especie A. polychromogenes DSM 20136T. Según la agrupación en forma de 

dendograma de los datos metabólicos, la cepa 4J27 forma un grupo diferente al resto 

de especies con las que guarda relación filogenética. Sin embargo, según el árbol 

filogenético en base al gen ARNr 16S, dicha cepa presentó la relación más estrecha 

con la cepa A. phenanthrenivorans DSM 18606T, con la que comparte el mismo grupo 

según el árbol filogenético (ARNr 16S). Por otra parte, la cepa koreensis 5J12A 

presentó mayor relación según las capacidades metabólicas, con la cepa A. koreensis 

DSM 16760T. Sin embargo, la especie bacteriana A. luteolus DSM 13067T aparece 

separada del grupo, presentando mayores diferencias según las capacidades 

metabólicas. Según dichas capacidades la distribución de la cepa A. koreensis 5J12A 

y sus controles, concuerdan con la distribución obtenida tras la realización del árbol 

filogenético. En base al potencial enzimático, la cepa A. siccitolerans 4J27T guardó 

una relación más estrecha con la especie bacteriana A. phenanthrenivorans DSM 

18606T y la cepa A. koreensis 5J12A con la especie a la que pertenece, A. koreensis 

DSM  16760T. Ambas relaciones concuerdan con las obtenidas tras la realización del 

árbol filogenético en base al gen ARNr 16S. La cepa A. siccitolerans 4J27T presentó 

diferencias en cuanto a la capacidad para reducir nitrato a nitrito, con respecto a la 

especie con la que guarda más relación A. phenanthrenivorans DSM 18606T. Por otra 
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parte, la cepa A. koreensis 5J12A y la especie tipo a la que pertenece, A. koreensis 

DSM 16760T no presentaron diferencias en la capacidad de reducir nitrato a nitrito.  

Para utilizar las cepas A. siccitolerans 4J27T y A. koreensis 5J12A como herramientas 

biotecnológicas para la descontaminación de ambientes sometidos a estrés hídrico, 

temperaturas altas y pH ligeramente ácidos o ácidos. Realizamos un estudio para 

conocer las limitaciones en el crecimiento en base a distintas condiciones de 

temperaturas, pH y salinidad (NaCl). Con ello continuamos con la caracterización 

fisicoquíca de cada una de ellas. Así pues, la cepa A. siccitolerans 4J27T presentó la 

capacidad de proliferar en un ambiente sometido a temperaturas comprendidas entre 

15 y 35ºC, a un pH tanto ácido como básico y ausencia  o alta concentración salina. 

Sin embargo, la cepa A. koreensis 5J12A proliferó a temperaturas comprendidas entre 

15 y 40ºC, a pH tanto ácido como básico y en ausencia o alta concentración salina.  

La especie A. siccitolerans 4J27T se clasificó como tolerante a la desecación 

(Narváez-Reináldo et al. 2010), sin embargo ninguna de las cepas relacionadas 

filogenéticamente A. phenanthrenivorans DSM 18606T, A. oxydans DSM 20119T y A. 

polychromogenes DSM 20136T presentó capacidad para tolerar condiciones de falta 

de agua. Por otra parte, la especie A. koreensis DSM 16760T al igual que la cepa A. 

koreensis 5J12A presentó tolerancia a la desecación. Por ello nos planteamos que 

dentro del género Arthrobacter las cepas que pertenecen a una especie bacteriana 

tolerante a la desecación, podrían compartir esta propiedad.   
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CAPÍTULO II 

DEGRADACIÓN DE HIDROCARBUROS POR LAS CEPAS 

4J27 Y 5J12A Y AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS 

TOLERANTES A LA DESECACIÓN PARA SU USO EN 

PROCESOS DE RIZORREMEDIACIÓN 

Introducción  

La rizorremediación, es un tipo específico de fitorremediación, que implican a la 

planta y los microbios de la rizosféra asociados a las raíces de éstas, para la 

degradación de compuestos contaminantes. Dicha asociación puede establecerse 

naturalmente o bien por la introducción deliberada de microorganismos específicos. 

Estos microorganismos pueden ser degradadores del contamiante y/o promotores del 

crecimiento en planta, bajo condiciones de estrés ambiental (Gerhardt et al. 2009).  

Algunos microorganismos rizosféricos amortiguan estreses abióticos modificando el 

ambiente, dichos microorganismos son comúnmente denominados como bacterias 

promotoras del crecimiento en plantas (PGPR). Las PGPR facilitan directa o 

indirectamente el crecimiento de la planta (Glick et al. 1995; Glick et al. 1998); la 

estimulación indirecta incluye una variedad de mecanismos por los cuales la bacteria 

previene de fitopatógenos, inhibiendo su crecimiento y desarrollo (Sivan & Chet, 

1992; Glick & Bashan 1997). Sin embargo, la estimulación directa incluye la fijación 
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de nitrógeno atmosférico, la síntensis de fitohormonas (giberelinas, citocininas y 

auxinas), la solubilización de minerales como fosfatos. Además las PGPR poseen 

enzimas específicas, indicadas algunas en la Figura II.1, que producen cambios 

fisiológicos en las plantas a nivel molecular (Jacobson et al. 1994; Glick 1995; 

Saleem et al. 2007).  

La planta bajo condiciones de estrés disminuye su crecimiento como consecuencia de 

una serie de procesos fisiológicos, como son la sobreproducción endógena de etileno 

(Saleem et al. 2007; Belimov et al. 2009). El etileno es una hormona que produce la 

planta, la cual modifica su crecimiento y desarrollo (Arshad et al. 2002; Glick et al. 

2005). En condiciones de sequía su producción tiene efectos negativos en el 

crecimiento de las raíces y como consecuencia en el crecimiento de la planta. En este 

aspecto, un mecanismo de acción asociado a determinados microorganismos consiste 

en disminuir la concentración de etileno (Kloepper et al. 1989) mediante la actividad 

de la enzima 1-aminociclopropano-1 ácido carboxílico deaminasa (ACCd) (Glick et 

al. 1998), cuando ésta los produce en mayor concentración en respuesta a algún estrés 

ambiental (Glick et al. 1998; Glick 2005; Safronova et al. 2005), como puede ser el 

estrés por falta de agua (Mayak et al. 2004; Yowono et al. 2005). Recientemente 

varios grupos han demostrado que existen PGPR con capacidad para proteger a 

plantas frente a condiciones de sequía, aislados de suelos secos o sometidos a 

condiciones de falta de agua (Sharp et al. 2004; Mayak et al. 2004; Ahmad et al. 

2008; Vílchez et al. 2008; Yang et al. 2009).  
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Figura II.1. Esquema de actividad de la enzima 1-aminociclopropano-1 ácido carboxílico 
deaminasa (ACCd). 

 

II.2 AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS TOLERANTES A LA 

DESECACIÓN  

Algunos microorganismos acumulan pequeños compuestos orgánicos, denominados 

solutos compatibles, en respuesta a cambios extracelulares de osmolaridad, debido a 

la desecación o la adición de sales (Brown, 1976; Arakawa & Timasheff 1982). 

Dichos solutos permiten a los microorganismos que lo producen estabilizarse frente a 

situación de estrés ambiental. Los solutos compatibles que protegen a 

microorganismos ahidrobiontes son llamados “xeroprotectores” (Vílchez et al. 2008). 

Según Manzanera y colaboradores (2004), dichos solutos compatibles, como la 

trehalosa o hidroxiectoína protegen a las células vivas deshidratadas ante la presencia 

de solventes orgánicos (Manzanera et al. 2004; Vílchez et al. 2008). Vílchez y 

colaboradores (2008) demostraron que las células de Pseudomonas putida KT2440 

podían estabilizarse en presencia de xeroprotectores como la trehalosa o la 

hidroxiectoína y por tanto tolerar la presencia de disolventes, como el cloroformo. 

Aquellas células desprovistas de xeroprotectores dejaban de ser viables a causa de los 

efectos deletéreos del cloroformo, lo que denominó como esporas artificiales (Vílchez 

et al. 2008). A partir de esta investigación, Narváez y colaboradores (2010) 
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desarrollaron un método para el aislamiento de microorganismos tolerantes a la falta 

de agua, mediante el uso del cloroformo como agente selectivo. El cloroformo es un 

compuesto químico utilizado como desinfectante, capaz de matar células vegetativas 

aunque no a sus esporas. De modo, que aquellas bacterias silvestres estabilizadas por 

xeroprotectores, producidos por las mismas como respuesta a condiciones de estrés 

por falta de agua, pueden ser aisladas utilizando el cloroformo. Para proceder al 

aislamiento, el suelo del que proceden ha de estar en condiciones de sequía durante un 

periodo de tiempo prolongado para que aquellas bacterias xerotolerantes hayan 

producido los xeroprotectores, que la protegen del estrés ambiental y a su vez del 

cloroformo utilizado para el aislamiento (Figura II.2).    

 

Figura II.2. Esquema del proceso de aislamiento de bacterias tolerantes a la desecación mediante 

el método del cloroformo.  

 

Resultados  

Para adecuar la técnica de rizorremediación de suelos contaminados con hidrocaburos 

a las condiciones de condiciones de falta de agua, hemos de emplear microorganismos 
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y plantas que toleren la falta de agua y que dichos microorganismos presenten la 

capacidad para degradar compuestos contaminantes, en nuestro caso compuestos 

hidrocarbonados. La secuenciación del genoma de las cepas A. siccitolerans 4J27 y A. 

koreensis 5J12A, nos permitió identificar genes con homología a los implicados en el 

ciclo de degradación de ciertos hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs). En el 

caso de la especie A. siccitolerans 4J27 se identificaron genes implicados en la 

degradación del antraceno, fenantreno y pireno. Igualmente, en el caso de la cepa 

Arthrobacter koreensis 5J12A se identificaron genes con homología a los implicados 

en la degradación del antraceno, fenantreno y pireno. Tal y como hemos indicado en 

el capítulo I, dichos resultados nos encaminaron hacia la posibilidad de que ambas 

cepas pudieran utilizarse como herramientas biotecnológicas para la 

descontaminación de suelos sometidos a condiciones de estrés por falta de agua y 

contaminados con compuestos recalcitrantes como son el antraceno, el fenantreno y el 

pireno. 

En primer lugar procedimos al analisis del crecimiento de las cepas A. siccitolerans 

4J27 y A. koreensis 5J12A, en un medio mínimo adicionado con los hidrocarburos 

antes mencionados. Una vez analizados los resultados, decidimos aislar nuevos 

microorganismos que presentaran la capacidad de tolerar la falta de agua y de crecer 

en un medio mínimo adicionado con algunos hidrocarburos aromáticos y además 

incluimos el contaminante diesel.  

 

II.1. DEGRADACIÓN DE HIDROCARBUROS AROMÁTICOS POLICÍCLICOS 

POR LAS CEPAS A. siccitolerans 4J27 y A. koreensis 5J12A 

Para identificar si las cepas tolerantes a la desecación, A. siccitolerans 4J27 y A. 

koreensis 5J12A eran capaces de utilizar los hidrocarburos aromáticos policíclicos 

antraceno, fenantreno y pireno, realizamos un estudio de la capacidad de crecimiento 

de las cepas en medio mínimo (M9) líquido adicionado con cada uno de los 

hidrocarburos, como única fuente de carbono y como control negativo el medio 

mínimo M9 sin fuente de carbono, tal y como se indica en el apartado M5.a. El 

resultado del recuento para la cepa A. siccitolerans 4J27 se representa en la Figura 

II.3.  
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Figura II.3. Crecimiento de la cepa A. siccitolerans 4J27 en medio mínimo líquido (M9) 
adicionado con antraceno, fenantreno y pireno como única fuente de carbono. Se representa el 
crecimiento de la cepa en medio mínimo líquido adicionado con cada uno de los HAPs (cuadrado 
negro) y en medio mínimo sin fuente de carbono (cuadrado blanco). En el eje de abscisas se representa 
el tiempo en días y en el eje de ordenadas el log (UFC/ml).  

 

Según los resultados la cepa A. siccitolerans 4J27 no fue capaz de crecer en un medio 

mínimo líquido adicionado con ninguno de los HAPs antraceno, fenantreno y pireno. 

Así como tampoco fue capaz de proliferar en un medio mínimo sin fuente de carbono.  

Análogamente se procedió al estudio del crecimiento de la cepa A. koreensis 5J12A 

en medio mínimo líquido adicionado con antraceno, fenantreno y pireno (Figura II.4). 
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Figura II.4. Crecimiento de la cepa 5J12A en medio mínimo líquido (M9) adicionado con 
antraceno, fenantreno y pireno como única fuente de carbono. Se representa el crecimiento de la 
cepa en medio mínimo líquido adicionado con cada uno de los HAPs (cuadrado negro) y en medio 
mínimo sin fuente de carbono (cuadrado blanco). En el eje de abscisas se representa el tiempo en días y 
en el eje de ordenadas el log (UFC/ml).  

 

Según los resultados, la cepa A. koreensis 5J12A no fue capaz de crecer en un medio 

mínimo líquido adicionado con ninguno de los HAPs antraceno, fenantreno y pireno. 

Así como tampoco fue capaz de proliferar en un medio mínimo sin fuente de carbono.  

 

II2 AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS TOLERANTES A LA 

DESECACIÓN Y BIODEGRADADORES, PROCEDENTES DEL ÁREA 

CIRCUNDANTE A RAÍCES DE GAYOMBA 

Debido a la incapacidad de las cepas A. siccitolerans 4J27 y A. koreensis 5J12A de 

utilizar los hidrocarburos aromáticos policíclicos objeto de estudio, como única fuente 

de carbono en las condiciones ensayadas, decidimos realizar el aislamiento y 

selección de microorganismos que presentaran las siguientes caracteríticas, 1) la 

capacidad de tolerar las condiciones de estrés hídrico, 2) los genes catabólicos 
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necesarios para degradar hidrocarburos (naftaleno, antraceno, fenantreno, pireno y 

diesel) y 3) capacidad para colonizar las raíces de plantas. 

Los aislamientos se realizaron tal y como se indica en el apartado M4.b, es decir, 

mediante el método para el aislamiento de microorganismos tolerantes a la desecación 

de muestras procedentes de un suelo seco (Narvaez-Reinaldo et al. 2010), pero con 

una nueva variante. Para ello se tomó una muestra de suelo seco de la rizosféra de la 

gayomba, retama de olor (Spartium junceum), en Granada (España) cercanos a la 

autovía A-44 (37.182 N, 3.624 W), no expuesto a lluvia, ni riego, por un periodo 

superior a 3 meses, tal y como se indica en el apartado M.3.a. Dicha muestra se 

dividió en 2 viales de vidrio estéril, uno de ellos fue tratado con 3 ml de cloroformo y 

el otro vial con 3 ml de 1xM9. De ambos viales se realizaron diluciones seriadas, 

sembradas en TSA y se incubaron durante 24/48 horas en una estufa a temperatura de 

30ºC. Tras ello se realizó un recuento de la microbiota cultivables en TSA (MC) y de 

los microorganismos potenciales xerotolerantes cultivables (XC), respectivamente. El 

número de colonias detectado fue de 9,9·106 (UFC/g) de MC, en la muestra que no 

fue tratada con cloroformo, mientras que en la muestra tratada con el disolvente estas 

se redujeron hasta alcanzar valores promedio de 1,74·106 UFC/g de suelo de XC. De 

modo que el 17,46% de los microoganismos cultivables en TSA presentes en la 

muestra tomada de la rizosfera de la planta de la gayomba, se consideraron como 

potenciales tolerantes a la desecación.  

Tras el recuento, se tomaron 200 mg de la muestra contenida en el vial tratado con 

cloroformo, que se utilizaron como inóculo en 4 matraces con 30 ml de medio 

mínimo (M9). Cada uno de los matraces contenía uno de los HAPs objeto de estudio 

naftaleno, antraceno, fenantreno y pireno, al 1% (p/v). Dichos matraces se incubaron 

a una temperatura de 30ºC y una agitación de 150 rpm durante 4 días, momento en el 

que se realizó el conteo de bacterias cultivables potencialmente tolerantes a la sequía 

y degradadoras de HAPs (DXC), en forma de UFC/g de suelo.  

Tal y como se observa en la Tabla II.1, por lo general gran parte de la comunidad 

xerotolerante (XC) toleró la presencia de los contaminantes objeto de estudio, siendo 

la microbiota xerotolerante presente en el matraz con pireno la que más se redujo en 

número de colonias. Por otra parte, la XC que además toleró el naftaleno como única 
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fuente de carbono durante 4 días, presentó valores muy similares con respecto a la 

microbiota presente en el matraz con medio mínimo con antraceno.  

 

Tabla II.1. Recuento de microorganismos presentes en las muestras tratadas con cloroformo. En 
la primera columna se indica los HAPs objeto de estudio, en la segunda columna las UFC/g de suelo de 
potenciales degradadores xerotolerantes cultivables (DXC) y en la última columna se indica el 
porcentaje de DXC (de cada hidrocarburo) con respecto a la totalidad de la población microbiana 
xerotolerante cultivable (XC). 

HAPs DXC (UFC/g) DXC/XC (%) 

Naftaleno 1,3·106 76,6 

Antraceno 1,3·106 72,6 

Fenantreno 1,2·106 67,8 

Pireno 9,6·105 55,2 

 

Para reconsituir la población presente en cada matraz, de los matraces anteriores con 

cada uno de lo HAPs, se realizó un total de 3 traspasos de 1 ml de cultivo a un nuevo 

matraz con medio mínimo (M9) adicionados igualmente con dichos HAPs al 1% 

(p/v). Se realizaron un total de 3 pases cada 4 días. Sin embargo, a partir del cuarto 

pase, el medio de cultivo fue modificado, de modo que se substituyó la fuente de 

nitrógeno del medio M9 por el ácido 1-aminociclopropano-1 carboxílico (ACC) y se 

le denominó medio mínimo M8. Se realizaron un total de 2 traspasos en dicho medio 

mínimo M8, cada 4 días. Para proceder al recuento del segundo y último pase se 

realizaron diluciones seriadas y se sembraron 100 µl de las diluciones 103, 104, 105 y 

106 en placas de TSA, a los 0, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 días. Dichas placas se incubaron en una 

estufa a una temperatura de 30ºC durante 24/48 horas, para así realizar un recuento de 

células viables en forma de log (UFC/ml) (Figura II.5).  
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Figura II.5. Crecimiento bacteriano en medio M8 enriquecido con HAPs. Se representa el 
crecimiento de la población presente en los matraces con medio mínimo M8 adicionado con naftaleno 
(cuadrado), antraceno (rombo), fenantreno (círculo) y pireno (triángulo), como única fuente de carbono 
y ACC, como única fuente de nitrógeno. En el eje de abscisas se indica el tiempo en días, y en el eje de 
ordenadas se representa el log (UFC/ml).  

 

Como se puede observar en la Figura II.5, las poblaciones microbianas presentes en 

cada uno de los matraces con medio mínimo M8 adicionado con los HAPs objeto de 

estudio presentaron el máximo aumento aproximadamente a los 6-7 días de ensayo. 

La comunidad microbiana presente en el medio mínimo M8 adicionado con naftaleno 

como única fuente de carbono, alcanzó valores promedio de 1,65·106 UFC/ml al final 

del periodo de incubación. Dicha población aumentó 3,81 logarítmos a lo largo del 

periodo, al igual que la población presente en el matraz con el medio mínimo M8 

adicionado con antraceno, la cual aumentó 3,9 logarítmos a lo largo del periodo de 

incubación. Dicha población alcanzó valores promedio de 5,5·106 UFC/ml al final del 

periodo de incubación. Sin embargo, la comunidad microbiana presente en el matraz 

con el medio mínimo M8 adicionado con fenantreno presentó un aumento de 2,5 

logarítmos a lo largo del periodo de incubación, de modo que el número de colonias 

estimadas fue de 1,7·105 UFC/ml. Por último, la microbiota presente en el matraz con 

el medio mínimo adicionado con pireno como única fuente de carbono alcanzó 

valores promedio de 6,3·106 UFC/ml, es decir, dicha comunidad aumentó 4 

logarítmos a lo largo del periodo de ensayo.  

Los aislamientos se realizaron en el día 6 y 9 de muestreo, los aislamientos se 

sembraron en nuevas placas de TSA, y se consideraron como potencialmente 

tolerantes a la desecación y degradadoras de compuestos hidrocarbonados. Se aislaron 
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un total de 10, 4, 9 y 11 colonias provenientes de los matraces con medio M8 

adicionado con naftaleno, antraceno, fenantreno y pireno, respectivamente.  

 

II2.a Ensayo de esporulación  

Para distinguir las cepas que toleraron el tratamiento con disolventes orgánicos 

mediante mecanismos de xerotolerancia de aquellas que resisitían mediante 

producción de esporas, se realizó un ensayo de esporulación, tal y como se indica en 

el apartado M4.c. Este ensayo se basa en la diferente sensibilidad de las células 

vegetativas con respecto a las esporas, al tratamiento con calor (Vílchez et al. 2008). 

De modo que se ensallaron los 34 aislados anteriormente. Tras dicho ensayo resultó 

que el 100% de las cepas aisladas mediante el método del cloroformo, con HAPs 

como única fuente de carbono y ACC como única fuente de nitrógeno, eran no 

esporulantes.  

 

II2.b Ensayo de tolerancia a la desecación  

Con objeto de caracterizar el nivel de tolerancia a la falta de agua de los aislados, se 

realizó un estudio de tolerancia a la desecación. Para ello, las 34 colonias aisladas 

identificadas como no esporulantes se sometieron a un secado bajo una corriente de 

aire estéril durante 24 horas, tal y como se indica en el apartado M4.d. La tolerancia a 

condiciones de sequía de las distintas cepas se expresó como porcentaje de 

supervivencia a la falta de agua, tomando como 100% el recuento de viables en 

condiciones óptimas de humedad. En este ensayo se incluyó como control positivo 

una cepa de Acinetobacter calcoaceticus (PADD68) aislada del desierto de Tabernas 

(Almería) e identificada como tolerante a la desecación, con aproximadamente un 4% 

de supervivencia, porcentaje a partir del cual consideramos que una cepas es tolerante 

a la desecación (Narváez-Reináldo et al. 2010). Como control negativo se incluyó 

Pseudomonas putida KT2440, utilizada por ser una cepa sensible a la desecación 

(Manzanera et al. 2002).   

Los resultados obtenidos de estos ensayos mostraron que el nivel de tolerancia a la 

desecación de P. putida KT2440 estaba por debajo de los niveles de detección, 
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mientras que el de A. calcoaceticus PADD68 fue de 3,23% ± 0,2, coincidiendo con 

los resultados descritos por Narváez-Reináldo y colaboradores (Figura II.6). De los 10 

aislados provenientes del medio M8 adicionado con naftaleno, sólo la cepa 

denominada 56NL8 presentó un porcentaje de supervivencia superior al del control 

positivo. Sin embargo de los 4 aislados provenientes del medio M8 adicionado con 

anatraceno como única fuente de carbono, ninguno presentó tolerancia a la 

desecación, según el test realizado. Además de los 9 aislados provenientes del medio 

M8 adicionado con fenantreno, las cepas denominadas 56FL1 y 59FL3 presentaron 

un porcentaje superior a la cepa considerada como control positivo. Por último, de los 

11 aislados cuando al medio M8 se le adicionó pireno, las cepas denominadas 59FL3, 

56PL2 y 56PL3, fueron las que presentaron una supervivencia superior que la 

considerada como control positivo, A. calcoaceticus PADD68. Para comparar los 

resultados de tolerancia a la desecación de cada una de los aislados y los controles se 

realizó un análisis estadístico mediante la distribución de t-students con un nivel de 

significancia del 0,005, tal y como se indica en el apartado M11.a. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.6. Tolerancia a la desecación de las cepas aisladas. Se muestran aquellas cepas que 
mantuvieron un porcentaje mayor que la cepa considerada como tolerante a la sequía A. calcoaceticus 
PADD68. También se muestra la supervivencia de la cepa A. calcoaceticus PADD68 y la cepa 
considerada como control negativo P. putida KT2440. En el eje de abscisas se representa las cepas 
consideradas como tolerantes a la desecación y en el eje ordenadas el porcenaje de supervivencia. Se 
indica con asterisco (*) las diferencias significativas con respecto al control. Se incluye en forma de 
barras de error la desviación estándar a la media de tres experiencias. 
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Según el análisis estadístico todas las cepas presentaron diferencias significativas con 

respecto al control positivo. La cepa denominada 56FL1 presentó la mayor tolerancia 

a la desecación en comparación con los demás aislados, incluido la cepa considerada 

como control positivo, A. calcoaceticus PADD68. Dicha cepa presentó un porcentaje 

de supervivencia del 77,4% ± 7,1. Por otro lado, la cepa denominada 56PL3 presentó 

un porcentaje de supervivencia del 35,1% ± 0,3. Sin embargo, la cepa denominada 

56PL2 presentó un porcenatje de superviviencia del 13,4% ± 2,4, porcentaje muy 

similar al obtenido con la cepa 59PL3, la cual sobrevivió un 11,5% ± 1 tras la 

exposición a una corriente de aire estéril durante 24 horas. La cepa 56NL8 presentó 

un 8,9% ± 3 de supervivencia tras el secado, porcentaje muy similar al obtenido con 

la cepa 59FL3 que presentó un 8% ± 2 de supervivencia a las condiciones de falta de 

agua. 

Dado que el objetivo de este estudio es conseguir una colección de cepas que, además 

de tener la capacidad de degradar alguno de los compuestos aromáticos estudiados, 

sean capaces de proteger a plantas frente a condiciones de estrés hídrico, para su 

utilización en estudios de rizorremediación en zonas áridas y semiáridas, se 

seleccionaron aquellos aislados que presentaron un porcentaje de supervivencia 

mayor del 30%. Dicho porcentaje fue considerado por Vilchez y colaboradores (datos 

no publicados) como porcentaje umbral a partir del cual se considera que una cepa 

puede presentar la capacidad de proteger a plantas frente a la falta de agua. Así pues, 

de acuerdo con este porcentaje seleccionamos los aislados, 56FL1 y 56PL3 para los 

siguientes ensayos. 

 

II2.c Capacidad de crecimiento de las cepas 56FL1 y 56PL3 en medio mínimo líquido 

adicionado con HAPs 

Una vez realizado el ensayo de tolerancia a la desecación de las cepas aisladas en 

medio mínimo con HAPs como fuente de carbono y 1-aminociclopropano-. 1-

carboxílico (ACC) como fuente de nitrógeno y carbono, el objetivo de este ensayo fue 

identificar la capacidad de crecimiento en medio mínimo líquido, adicionado con cada 

uno de los HAPs como única fuente de carbono.  
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De este modo, para identificar el crecimiento de la cepa objeto de estudio 56FL1 en 

medio mínimo líquido adicionado con el HAPs del que proviene el aislamiento 

(fenantreno), se procedió tal y como se indica en el apartado M5a. Dicho matraz se 

incubó a una temperatura de 30ºC y una agitación de 150 rpm durante un perido de 6 

días. Se realizaron diluciones seriadas en solución salina 1xM9 a los 0, 1, 2 y 6 días. 

De manera análoga la cepa se cultivó en un medio mínimo sin fuente de carbono 

(Figura II.7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.7. Crecimiento de la cepa 56FL1 en medio mínimo líquido adicionado con fenantreno. 
Se indica el crecimiento de la cepa 56FL1 en medio mínimo adicionado con fenantreno (negro) y en 
medio mínimo sin fuente de carbono (blanco). En el eje de abscisas se representa el tiempo en días y en 
el eje de ordenadas el log (UFC/ml). 

 

Según los datos obtenidos, la cepa aislada caracterizada como tolerante a la sequía 

56FL1, no fue capaz de proliferar en medio mínimo adicionado con fenantreno como 

única fuente de carbono, en las condiciones ensayadas. Así como tampoco fue capaz 

de crecer en el mismo medio pero sin fuente de carbono. Debido a los resultados 

negativos se descartaron para su uso en técnicas de rizorremediación, aún así se 

utilizó para analizar su implicación en la protección de plantas frente a condiciones de 

estrés hídrico y en la promoción del crecimiento de la misma (capítulo IV).  

Analogamente se realizó un análisis del creciemiento de la cepa 56PL3 en medio 

mínimo adicionado con pireno como única fuente de carbono (Figura II.8).   
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Figura II.8. Crecimiento de la cepa 56PL3 en medio mínimo líquido adicionado con pireno.  Se 
representa el crecimiento de la cepa objeto de estudio 56PL3, en medio mínimo adicionado con pireno 
(negro) y en medio mínimo sin fuente de carbono (blanco). En el eje de abscisas se representa el 
tiempo y en el eje de coordenadas las UFC/ml. 

 

Según los datos obtenidos la cepa 56PL3, no fue capaz de proliferar en un medio 

mínimo adicionado con pireno, como única fuente de carbono en las condiciones 

ensayadas. Así como dicha cepa tampoco fue capaz de crecer en un medio mínimo sin 

fuente de carbono.  

En base a los resultados de los dos aislamientos, realizados en muestras procedentes 

del área circundante a raíces de gayomba, podemos decir que sí conseguimos aislar 

microorganismos tolerantes a la falta de agua, que superen el 30% de supervivencia, 

mediante el método del cloroformo, pero no hemos conseguido que estos aislados 

crezcan en presencia de alguno de los HAPs objeto de estudio, en las condiciones 

ensayadas. 

 

II3. AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS BIODEGRADADORES 

PROCEDENTES DE UN SUELO SECO CONTAMINADO CON DIESEL 

Tras el aislamiento de 6 microorganismos con capacidad para tolerar la falta de agua, 

y tras comprobar que las cepas 56FL1 y 56PL3 con un 30% o más de supervivencia, 

no presentaron la capacidad de crecer en un medio líquido adicionado con fenantreno 

y pireno, respectivamente, decidimos aislar microorganismos que procedieran de un 

suelo que hubiera estado en contacto directo con el contaminante durante un tiempo 
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prolongado y sometido a condiciones de estrés hídrico. Para ello recurrimos al 

aislamiento de microorganismos biodegradadores, procedentes de un suelo arenoso 

contenido en una planta piloto contaminada con diesel (Silva-Castro et al. 2013) y 

sometida a condiciones de estrés hídrico durante al menos 2 años.  

 

II3.a Condiciones iniciales del suelo  

La planta piloto consistió en un contenedor de polietilieno de dimensiones de 1,5 m 

de largo y 1,5 m de ancho y 1 m de alto con un volumen total de 1 m3 y un sistema de 

circulación de agua. Este tanque contenía aproximadamente 1.500 Kg de un suelo 

arenoso contamiando con 20.000 mg/Kg de diesel. En la parte inferior se del tanque 

se colocó una capa de 20 cm de espesor de grava para facilitar del drenaje. Esta planta 

construida en 2008, se construyó para realizar diferentes tratamientos de 

bioestimulación (Silva-Castro et al. 2013) y a partir de 2011 se mantuvo en el 

exterior, sin aplicar ningún tratamiento, sin riego y a temperatura ambiente. La falta 

de aporte hídrico durante un periodo prolongado y la contaminación con 

hidrocarburos, mayoritariamente fracciones recalcitrantes que no hubieran sido 

degradadas con los distintos tratamientos de biorremediación previamente aplicados 

(Silva-Castro et al. 2013) propició el hábitat idóneo para el aislamiento de 

microorganismos tolerantes a la falta de agua y degradadores de hidrocarburos. Para 

proceder a los aislamientos primero se tomó 1 Kg de suelo homogeneizado, el cual se 

almacenó en un lugar seco y fresco. Tras ello se analizaron las propiedades químicas 

y físicas del suelo por nuestro grupo y por la empresa AG-Ambiental. Tal y como se 

indica en la Tabla II.2 recogen las características del suelo. 
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Tabla II.2. Propiedades químicas y físicas del suelo arenoso contenido en la planta piloto.  

Parámetros Valor 

Textura Arenosa 

COT (%)* 0,27 

Nitrógeno (mg/Kg)* 1.111 

Fósforo (mg/Kg)* 40,66 

pH 6,24 

Humedad (%) 0,026% ± 0,004 

TPHs 5.854,67 ± 360,36 ppm 

*Granulometría: Determinado mediante el fraccionamiento por tamizado.                                                
*COT: Carbono total determinado mediante pérdida por calcinación.                          
*Nitrógeno total: Suma de NTK, nitrato y nitritos.                                                  
*Fósforo: Determinado mediante digestión ácida 

 

II3.b Aislamiento de microorganismos potencialmente degradadores de hidrocarburos 

aromáticos policíclicos 

En primer lugar realizamos una búsqueda de microorganismos potencialmente 

degradadores, sin utilizar el método del cloroformo, sin por ello descartar que entre 

los aislamientos existan cepas con potencial para tolerar la falta de agua. Para ello 

procedimos al aislamiento de microorganismos potencialmente degradadores de los 

hidrocarburos naftaleno, antraceno, fenantreno y pireno. En estos aislamientos 

decidimos introducir el diesel como fuente de carbono ya que la planta piloto se 

contaminó originariamente con dicho contaminante. A diferencia de los aislamientos 

anteriores, éstos se realizaron en medio mínimo M9 sólido adicionado con los 

hidrocarburos objeto de estudio, tal y como se indica en el apartado M5.b. Una vez 

preparadas las placas, se tomó 1 g de suelo homogenizado procedente de la muestra 

guardada de la planta piloto y se realizaron diluciones seriadas en 1xM9, las cuales se 

sembraron en placas de TSA para el recuento de la microbiota cultivable en TSA 

(MC) y en las placas de medio mínimo que acabamos de describir, para el recuento de 

microorganismos potencialmente degradadores cultivables (DC). De manera que se 

sembraron 100 µl de las diluciones 10-3, 10-4, 10-5 y 10-6 en dichas placas, las cuales se 

incubaron en una estufa a una temperatura de 30ºC durante 24/48 horas. Tras este 
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tiempo se observó, en las placas de medio mínimo con el hidrocarburo en cuestión, la 

posible aparición de colonias. Dichas colonias se aislaron mediante siembra por 

agotamiento en placas de TSA. 

Tras la siembra de las diluciones procedentes de la muestra de suelo, en placas de 

TSA y posterior incubación, se detectaron 1,87·106 UFC/g de suelo considerados 

como MC. Cuando la muestra se sometió a naftaleno como única fuente de carbono, 

se observó el mayor porcentaje de células viables en relación al recuento de MC. Sin 

embargo, cuando al medio mínimo M9 sólido se adicionó diesel como única fuente de 

carbono se detectó el menor porcentaje de células cultivables con respecto al recuento 

de MC (Tabla II.3).   

Tabla II.3. Recuento de microorganismos cultivables en TSA y microorganismos potencialmente 
degradadores de hidrocarburos. En la primera columna se indica cada uno de los contaminantes 
objeto de estudio, en la segunda columna se muestra las UFC/g de suelo de los degradadores totales 
cultivables (DC), y en la última columna se indica el porcentaje de DC (de cada hidrocarburo) con 
respecto a la totalidad de la población microbiana cultivable en TSA (MC).  

Contaminante DC DC / MC (%) 

Naftaleno 3,33·105 17,8 

Antraceno 6,67·104 3,6 

Fenantreno 8,33·104 4,5 

Pireno 1,83·105 9,8 

Diesel 5·104 2,7 

 

Como resultado de estas siembras observamos la aparición de colonias, por lo que se 

procedió al aislamiento de éstas en medio enriquecido TSA. De modo que se aislaron 

7, 8, 9, 7 y 3 colonias, cuando la comunidad microbiana cultivable (MC) se sometió a 

naftaleno, fenantreno, antraceno, pireno y diesel presente en la muestra de suelo se 

sometió a diesel como única fuente de carbono. 
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II3.b.1 Crecimiento de las cepas potencialmente degradadoras, en medio mínimo 

líquido adicionado con hidrocarburos 

El objetivo de este ensayo fue determinar que aislados crecían en presencia de las 

fuentes de carbono objeto de estudio naftaleno, antraceno, fenantreno y pireno, 

además de diesel. Es por ello por lo que analizamos el crecimiento de cada uno de los 

aislados en medio mínimo M9 líquido adicionado con cada uno de los hidrocarburos 

de los que proviene el aislamiento.    

Para caracterizar el crecimiento de las 7 cepas potencialmente degradadoras de 

naftaleno en medio mínimo líquido M9 adicionado con naftaleno como única fuente 

de carbono, se procedió tal y como se indica en el apartado M5.a. Se realizaron 

diluciones seriadas sembradas en TSA a los 0, 1, 2, 3, 4, 7, 10 y 14 días. 

Analogamente, se analizó el crecimiento de las cepas objeto de estudio en medio 

mínimo sin fuente de carbono (Figura II.9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.9. Crecimiento de las cepas N1, N2, N3, N4, N5, N6 y N8 en medio mínimo líquido 
adicionado con naftaleno, como única fuente de carbono. Se representa el crecimiento de las cepas 
potencialmente degradadoras de naftaleno en medio mínimo líquido adicionado con dicha fuente de 
carbono (cuadrado negro) y en medio mínimo sin fuente de carbono (cuadrado blanco). En el eje de 
abscisas se representa el tiempo en días y en el eje de ordenadas el log (UFC/ml). Se incluye en forma 
de barras de error la desviación estándar a la media de tres experiencias. 
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Tras el análisis de los resultados se observó que sólo las cepas N1 y N4 fueron 

capaces de crecer en un medio mínimo adicionado con naftaleno, como única fuente 

de carbono, según las condiones ensayadas. El número de colonias estimandas de la 

cepa N1 al inicio del experimento fue de 7,06·106 UFC/ml, el número de colonias 

proliferó alcanzando valores promedio de 6,3·108 UFC/ml, al final del periodo de 

ensayo. Por lo que la cepa aumentó la población 1,95 logarítmos a lo largo del 

periodo que dura el experimento (14 días). Por otra parte, el número de colonias de la 

cepa N4 al inicio del experimento fue de 2,11·106 UFC/ml y aumentó 2 logarítmos 

hasta el final del periodo de ensayo donde el número de UFC/ml fue de 2,2·108 

(UFC/ml). Dichas cepas no fueron capaces de proliferar en un medio mínimo sin 

fuente de carbono. Por otra parte, las demás cepas denominadas como N2, N3, N6 y 

N8 no fueron capaces de crecer en un medio mínimo adicionado con el naftaleno 

como única fuente de carbono, en las condiciones ensayadas.  

De manera análoga se caracterizó el crecimiento de las 8 cepas potencialmente 

degradadoras de antraceno, en medio mínimo M9 líquido adicionado con dicha fuente 

de carbono (Figura II.10). 
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Figura II.10. Crecimiento de las cepas A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7 y A8 en medio mínimo líquido 
adicionado con antraceno, como única fuente de carbono. Se representa el crecimiento de las cepas 
potencialmente degradadoras de antraceno en medio mínimo líquido adicionado con dicha fuente de 
carbono (triángulo negro) y en medio mínimo sin fuente de carbono (triángulo blanco). En el eje de 
abscisas se representa el tiempo en días y en el eje de ordenadas el log (UFC/ml). Se incluye en forma 
de barras de error la desviación estándar a la media de tres experiencias. 

 

Como se puede observar en la Figura II.10, las cepas denominadas A1 y A8 

presentaron la capacidad de crecer en un medio mínimo adicionado con antraceno 

como única fuente de carbono, según las condiones ensayadas. El número de colonias 

estimadas en el inicio del ensayo para la cepa A1 fue de 1,46·106 UFC/ml, 

transcurridos los 10 días de ensayo se produjo el mayor conteo de colonias 

alcanzando valores promedio de 2,6·109 UFC/ml. Por lo que dicha cepa aumentó 3,2 

logarítmos a los 10 días desde el inicio del experimento. Al final del periodo de 

ensayo la cepa A1 descenció el número de colonias viables, alcanzando valores 

promedio de 6,1·107 UFC/ml. Dicha cepa fue capaz de proliferar en un medio mínimo 

sin fuente de carbono, de manera muy similar a la descrita cuando se inoculó en un 

medio adicionado con antraceno. Por otra parte, el número de colonias estimadas de la 

cepa A8 en el inicio del experimento fue de 2,45·105 UFC/ml y ascendió hasta 

alcanzar valores promedio de 2,8·107 UFC/ml. Dicha cepa aumentó su población 2 

logarítmos a lo largo del periodo de incubación. Además la cepa A8 proliferó en un 

medio mínimo sin fuente de carbono, de manera muy similar a la descrita cuando se 

inoculó la cepa en medio mínimo con antraceno. Las cepas denominadas A2, A3, A4, 

A5, A6 y A7, no presentaron la capacidad de crecer en un medio mínimo adicionado 

con el antraceno, como única fuente de carbono, en las condiciones ensayadas. Así 

como tampoco presentaron la capacidad de proliferar en un medio sin fuente de 

carbono.  

Igualmente, se procedió a la caracterización del crecimiento de las 7 cepas aisladas 

potencialmente degradadoras de fenantreno, en medio mínimo M9 líquido adicionado 

con dicha fuente de carbono y en un medio mínimo sin fuente de carbono (Figura 

II.11). 
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Figura II.11. Crecimiento de las cepas F2, F3, F3.1, F4, F5, F6 y F7 en medio mínimo líquido 
adicionado con fenantreno como única fuente de carbono. Se representa el crecimiento de las cepas 
potencialmente degradadoras de fenantreno en medio mínimo líquido adicionado con dicha fuente de 
carbono (círculo negro) y en medio mínimo sin fuente de carbono (círculo blanco). En el eje de 
abscisas se representa el tiempo en días y en el eje de ordenadas el log (UFC/ml). Se incluye en forma 
de barras de error la desviación estándar a la media de tres experiencias. 

 

Como se puede observar en la Figura II.11, las cepas F3.1 y F5, presentaron la 

capacidad de crecer en un medio mínimo líquido adicionado con fenantreno, como 

única fuente de carbono, en las condiciones ensayadas. El número de colonias de la 

cepa F3.1 al inicio del experimento fue de 5,3·106 UFC/ml y alcanzó valores 

promedio de 4·108 UFC/ml al final del periodo de ensayo, por lo que dicha población 

aumentó 1,86 logaritmos a lo largo del periodo de incubación. La cepa F3.1 presentó 

capacidad de aumentar su población en un medio mínimo sin fuente de carbono (1,4 

logaritmos). Por otra parte, el número de colonias de la cepa F5 al inicio del ensayo 

fue de 1,1·104 UFC/ml y aumentó durante el periodo de incubación hasta alcanzar 

valores promedio de 5,3·106 UFC/ml. Dicha población aumentó 2,7 logaritmos a lo 

largo del periodo de ensayo. La cepa F5 no presentó la capacidad de crecer en un 

medio mínimo sin fuente de carbono. 
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Análogamente se procedió a la caracterización de las 7 cepas potencialmente 

degradadoras de pireno, en medio mínimo líquido adicionado con pireno como única 

fuente de carbono (Figura II.12).  

 

 

 

 

 

 

Figura II.12. Crecimiento de las cepas P2, P3, P4, P5, P6, P7 y P8 en medio mínimo líquido 
adicionado con pireno como única fuente de carbono. Se representa el crecimiento de las cepas 
potencialmente degradadoras de pireno, en medio mínimo líquido adicionado con dicha fuente de 
carbono (rombo negro) y en medio mínimo sin fuente de carbono (rombo blanco). En el eje de abscisas 
se representa el tiempo en días y en el eje de ordenadas el log (UFC/ml). Se incluye en forma de barras 
de error la desviación estándar a la media de tres experiencias. 

 

Tras el análisis de los resultados se observó que las cepas P3 y P7 presentaron la 

capacidad de crecer en un medio mínimo adicionado con pireno. El número de 

colonias estimadas de la cepa P3 en el inicio del experimento fue de 5,7·106 UFC/ml y 

aumentó a lo largo del periodo hasta alcanzar valores promedio de 4,9·107 UFC/ml. 

Dicha cepa presentó un aumento de población cercano al logaritmo a lo largo del 

periodo de ensayo. La cepa P3 presentó un ligero aumento de población cuando se 

inoculó en un matraz con medio mínimo sin fuente de carbono. Por otra parte, la cepa 

P7 presentó mayor crecimiento cuando se cultivó en un medio mínimo sin fuente de 

carbono. Aún así, el número de colonias estimadas de la cepa P7 al inicio del 

experimento fueron 9·104 UFC/ml y aumentaron alcanzando valores máximos a los 
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10 días de muestreo donde se estimaron 3,7·106 UFC/ml. Dicha cepa presentó un 

aumento de 1,6 logaritmos a los 10 días de ensayo, trascurridos los cuales descendió 

hasta alcanzar valores promedio de 1·106 UFC/ml. Las cepas P2, P4, P5, P6 y P8 no 

presentaron la capacidad de proliferar en un medio adicionado con pireno como única 

fuente de carbono, en las condiciones ensayadas.  

Igualmente, se caracterizó el crecimiento de los 3 aislados potencialmente 

degradadores de diesel, en medio mínimo M9 líquido adicionado con dicha fuente de 

carbono (Figura II.13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.13. Crecimiento de las cepas D1, D2 y D5 en medio mínimo líquido adicionado con 
diesel como única fuente de carbono. Se representa el crecimiento de las cepas potencialmente 
degradadoras de diesel en medio mínimo líquido adicionado con dicha fuente de carbono (rombo 
negro) y en medio mínimo sin fuente de carbono (rombo blanco). En el eje de abscisas se representa el 
tiempo en días y en el eje de ordenadas el log (UFC/ml). Se incluye en forma de barras de error la 
desviación estándar a la media de tres experiencias. 

 

Tras el ensayo se concluyó que sólo la cepa D2 presentó capacidad de proliferar en un 

medio mínimo líquido adicionado con diesel como única fuente de carbono. El 

número de colonias de la cepa D2 al inicio del experimento fue de 106 UFC/ml y 

aumentó hasta alcanzar 1,4·109 UFC/ml al final del periodo de incubación. La 
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población aumentó 3,1 logaritmo a lo largo del periodo de ensayo. La cepa D2 

presentó el mayor aumento a los 3 días de ensayo (5,7 logaritmos), donde la 

población alcanzó valores promedio de 5·1011 UFC/ml. Aún así también presentó la 

capacidad de crecer en un medio mínimo líquido sin fuente de carbono de manera 

muy similar. Por otro lado, ninguna de las cepas D1 y D5 presentaron la capacidad de 

crecer en un medio mínimo con diesel como fuente de carbono.    

 

II3.b.2 Ensayo de esporulación  

Para distinguir las cepas que son esporulantes de las que no los son se realizó un 

ensayo rápido de esporulación, tal y como se indica en el apartado M4.c. Este ensayo 

se basa en la diferente sensibilidad de las células vegetativas con respecto a las 

esporas al tratamiento con calor (Vílchez et al. 2008). Tras el ensayo se observó que 

sólo un de los aislados cuando al medio mínimo se le adicionó antraceno (A8), 

presentó tolerancia al tratamiento con calor.  

 

II3.b.3 Ensayo de tolerancia a la desecación de las cepas  

Con el objeto de caracterizar el nivel de tolerancia a la falta de agua de los aislados 

sin el método del cloroformo, se realizó un estudio de tolerancia a la desecación. Para 

ello se sometieron las 31 colonias aisladas identificadas como no esporulantes, a un 

secado bajo una corriente de aire estéril durante 24 horas, tal y como se indica en el 

apartado M4.d. Al igual que en el ensayo anterior, la tolerancia a condiciones de 

sequía de las distintas cepas se expresó como porcentaje de supervivencia a la falta de 

agua, tomando como 100% los datos húmedos. Se incluyó, como control positivo una 

cepa de Acinetobacter calcoaceticus (PADD68) aislada del desierto de Tabernas 

(Almería) e identificada como tolerante a la desecación (Narváez-Reinaldo et al. 

2010). Como control negativo se incluyó a P. putida KT2440, utilizada por ser una 

cepa sensible a la desecación (Manzanera et al. 2002). 

Como resultado del ensayo se determinó que el nivel de tolerancia a la desecación de 

la cepa considerada como control positivo fue del 3% ± 0,23, conincidiendo con los 

resultados descritos por Narváez-Reináldo. Mientras que el nivel de tolerancia a la 
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desecación de la cepa utilizada como control negativo estaba por debajo de los niveles 

de detección. También se observó que de los 6 aislados cuando al medio mínimo se le 

adicionó naftaleno como única fuente de carbono, ninguno sobrevivió a las 

condiciones del ensayo, sin embargo de las 6 cepas aisladas cuando al medio se le 

adicionó antraceno como única fuente de carbono, la cepa denominada como A2 

presentó capacidad de tolerar la falta de agua. Así, de los 7 aislados obtenidos cuando 

el medio fue limitado a fenantreno como única fuente de carbono, la cepa denominada 

F4 presentó una tolerancia superior a la cepa considerada como control positivo. Por 

otra parte, de los 7 aislados cuando la fuente de carbono del medio mínimo fue 

limitado a pireno, sólo la cepa P4 se consideró como tolerante a la sequía. Por último, 

de las 3 cepas aisladas en medio mínimo con diesel, sólo la cepa D5 presentó 

tolerancia a la desecación (Figura II.14). Análogo al ensayo anteriormente 

mencionado, para determinar las diferencias significativas entre las cepas se realizó 

un análisis estadístico según la distribución de probabilidad t-student, con un nivel de 

significancia del 0,005. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.14. Tolerancia a la desecación de las cepas aisladas sin el método del cloroformo. Se 
muestra el porcentaje de supervivencia a la desecación de las cepas aisladas. También se muestra la 
supervivencia de la cepa A. calcoaceticus PADD68 clasificada como tolerante a la sequía, considerada 
como control positivo. Y la cepa P. putida KT2440 considerada como control negativo, por ser 
sensible a la falta de agua. En el eje de abscisas se representa cada una de las cepas objeto de estudio y 
en el eje de ordenadas el porcentaje de supervivencia. Se indica con asterisco (*) las diferencias 
significativas. Se incluye en forma de barras de error la desviación estándar a la media de tres 
experiencias. 
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Como se puede observar en la Figura II.14, la cepa denominada P4 presentó mayor 

tolerancia a la desecación con respecto a los demás aislados, con un porcentaje de 

supervivencia del 20,25% ± 1,2, seguida de la cepa F4, la cual presentó un porcentaje 

de supervivencia del 17,46% ± 3,4. La cepa denominada A2 presentó un porcentaje 

de supervivencia tras el secado bajo una corriente de aire estéril del 9,4% ± 0,6. Sin 

embargo, la cepa D5 presentó un nivel de tolerancia a la desecación próxima al nivel 

de la cepa considerada como control positivo (A. calcoaceticus PADD68), siendo el 

porcentaje de supervivencia del 3,03% ± 0,17. Todas las cepas descritas, a excepción 

de la cepa D5, presentaron diferencias significativas con respecto a la cepa clasificada 

como tolerante a la desecación A. calcoaceticus PADD68.  

Como resultado del ensayo de crecimiento en medio mínimo líquido adicionado con 

los HAPs objeto de estudio, además de diesel y el ensayo de tolerancia a la 

desecación de los aislados (sin el método del cloroformo), se observó que aquellas 

cepas que presentaron capacidad de crecer en un medio mínimo líquido adicionado 

con el hidrocarburo del que provenía, no presentaron la capacidad de tolerar la falta 

de agua. En la Tabla II.4 se indicó con un signo positivo (+) si la cepa en cuestión fue 

capaz de superar el ensayo y con signo negativo (-) si por el contrario no fue capaz de 

superar el ensayo. Aquellas cepas que resultaron negativas en ambas pruebas no 

aparecen en la Tabla II.4.  
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Tabla II.4. Cepas aisladas con capacidad de tolerar la falta de agua o capacidad para crecer en 
medio mínimo con hidrocarburos. En la primera columna se indica la cepa, en la segunda columna se 
indica la tolerancia a la desecación y en la tercera columna se indica el crecimiento en hidrocarburos.  

Cepa  Tolerancia a la 
desecación  

Crecimento en 
hidrocarburos  

N1 - + 

N4  - + 

A1 - + 

A2 + - 

A7 - + 

F3.1 - + 

F4 + - 

F5 - + 

P2 - + 

P3 - + 

P4 + - 

P7 - + 

D2 - + 

D5 + - 

 

 

II3.b.4. Caracterización de los aislados  

A continuación se realizó para cada uno de los aislados indicados en la Tabla II.4 

ensayos para la caracterización morfológica y fisiológica de los mismos (Tabla II.5). 

Para determinar la morfología celular de la bacteria en cuestión se realizó una tinción 

Gram, tal y como se indica en el apartado M7.f. Para determinar algunas 

características fisiológicas se realizó un ensayo para conocer si presentaban actividad 

catalasa y/o oxidasa, además de si producían indol y/o ácido sulfhídrico (H2S) y por 

último si solubilizan fosfatos, tal y como se indica en el apartado M7.d. También se 

determinó la presencia o no de órganos de movimiento (motilidad). 
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De modo que todos los aislados a excepción de la cepa F5, presentaron actividad 

catalasa positiva. Por otro parte, ninguno de los aislados presentó capacidad para 

producir indol. Además, ninguno de los aislados a excepción de la cepa denominada 

como D5 presentó la capacidad de producir H2S. Casi la mitad de los aislados (6) 

presentaron la capacidad de solubilizar fosfatos. Por último, de los 14 aislados sólo 4 

de ellos presentaron la capacidad para el movimiento.  
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Tabla II.5. Caracterizaciones morfológicas y fisiológicas. 

Cepa Morfología 
celular 

Catalasa Oxidasa  Prod. 
indol 

Prod. 
H2S 

Solubilización 
fosfatos 

Motilidad 

N1 Bacilos Gram + 
cortos y delgados 

+ - - - - - 

N4 Bacilos Gram + 
alargados y 

rectos 

+ + - - - - 

A1 Bacilos Gram - 
pequeños 

+ + - - + - 

A2 Cocos Gram + + - - - + + 

A7 Bacilos Gram - 
cortos y delgados 

+ + - - + - 

F3.1 Bacilos Gram - 
pequeños 

+ + - - - - 

F4 Cocos Gram + + - - - - + 

F5 Bacilos Gram + 
medianos 

- + - - - - 

P2 Bacilos Gram – 
pequeños 

+ + - - + + 

P3 Bacilos Gram – 
alargados y 

delgados 

+ + - - - - 

P4 Cocos Gram + + - - - - - 

P7 Bacilos Gram - 
cortos y delgados 

+ + - - - - 

D2 Bacilos Gram - 
pequeños 

+ + - - + + 

D5 Bacilos Gram - 
alargados y 

delgados 

+ - - + + - 

 

Los resultados de las pruebas de tinción Gram y morfología colonial de cada uno de 

los aislados hasta ahora seleccionados, se representan en la Figura II.15.  
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Figura II.15. Tinción Gram, morfología celular y forma de la colonia de los aislados. 

 

II3.c Aislamiento de microorganismos potencialmente degradadores de hidrocarburos 

aromáticos policíclicos con el método del cloroformo  

Una vez realizado los aislamientos de microorganismos que presentaban capacidad de 

crecer en un medio mínimo con los hidrocarburos objeto de estudio o presentaban la 

capacidad de tolerar la falta de agua, sin utilizar el método del cloroformo, decidimos 

continuar buscando microorganismos con ambas capacidades mediante dicho método. 

Para ello se tomó 1 g de suelo de la planta piloto homogenizado, el cual se trató con 

cloroformo, tal y como se indica en el apartado M4.b. Tras ello se realizaron 

diluciones seriadas en 1xM9 y se sembraron en las placas de TSA, para el recuento de 

microorganismos potencialmente xerotolerantes cultivables (XC) y en las placas de 
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medio mínimo descritas en el apartado M5.b, para el recuento de microorganismos 

potencialmente degradadores y xerotolerantes cultivables (DXC). De manera que se 

sembraron 100 µl de las diluciones 10-3, 10-4, 10-5 y 10-6 en dichas placas, las cuales 

se incubaron en una estufa a una temperatura de 30ºC durante 24/48 horas. Una vez 

transcurrido el tiempo se observó la posible aparición de colonias, las cuales se 

aislaron mediante siembra por agotamiento en placas de TSA.  

Como se puede observar en la Tabla II.6, la comunidad microbiana tratada con 

cloroformo presente en el medio mínimo (M9) adicionado con naftaleno, no presentó 

el mayor porcentaje de tolerancia al contaminante como ocurrió con los aislamientos 

antes mencionados, sin embargo la comunidad presente en los matraces con medio 

mínimo M9 adicionado con antraceno y pireno presentaron el mayor porcentaje de 

tolerancia a dichos contaminantes, con un 80%. Por otra parte, cuando la comunidad 

microbiana tratada con cloroformo se cultivó en medio mínimo M9 con diesel como 

única fuente de carbono presentó un porcentaje de tolerancia muy bajo (0,04%), en 

comparación con los demás hidrocarburos probados.  

 

Tabla II.6. Recuento de la microorganismos presentes en las muestras tratadas con cloroformo. 
En la primera columna se indica cada uno de los contaminantes objeto de estudio, en la segunda 
columna se muestra las UFC/g de suelo de potenciales degradadores xerotolerantes cultivables en TSA 
(DXCT), y en la última columna se indica el porcentaje de DXC (de cada hidrocarburo) con respecto a 
la totalidad de la población microbiana xerotolerante (XC).  

Contaminante DXC (UFC/g) DXC / XC      
(%) 

Naftaleno 1,5·104 60 

Antraceno 2·104 80 

Fenantreno 2·104 80 

Pireno 1,5·104 60 

Diesel 10 0,04 

 

Tras el conteo de UFC/g de suelo, se realizaron aislamientos de colonias individuales, 

de modo que se aislaron 5 cepas cuando la comunidad potencialmente tolerante se 

cultivó en medio mínimo adicionado con naftaleno, como única fuente de carbono. 

También se aislaron 5 cepas cuando la población se cultivó en medio mínimo 
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adicionado con antraceno. Sin embargo se aislaron 4 cepas cuando la población 

potencialmente xerotolerante se sometió a fenantreno, como única fuente de carbono, 

al igual que con pireno. Sin embargo sólo se aisló 1 cepa cuando se sometió el cultivo 

a diesel, como única fuente de carbono.  

 

II3.c.1 Ensayo de esporulación  

Al igual que en aislamientos anteriores se realizó un ensayo de esporulación, el cual 

permite la discriminación de cepas en función de su capacidad de esporulación, 

basándose en la sensibilidad de las esporas con respecto al tratamiento con calor, tal y 

como se indica en el apartado M4.d. De este modo, tras la realización de la técnica se 

observó que de los 19 aislamientos, sólo 5 de ellos resultaron ser no esporulantes.  

 

II3.c.2 Ensayo de tolerancia a la desecación  

Para conocer cuales de las cepas aisladas con el método del cloroformo, 

caracterizadas como no esporulantes, eran capaces de soportar la falta de agua, se 

realizó un ensayo de tolerancia a la desecación. Para ello se sometió a cada una de las 

cepas aisladas a un flujo continuo de aire estéril durante 24 horas, tal y como se indica 

en el apartado M.3.e, para así provocar el desecado del medio donde estaban 

resuspendidas y así someterlas durante dicho periodo a condiciones de falta de agua. 

Tras ello, se pudo calcular el porcentaje de supervivencia de la colección de cepas no 

esporulantes. 

Como resultado del ensayo se determinó que el nivel de tolernacia a la desecación de 

la cepa considerada como control positivo fue del 4,08% ± 0,8. Mientras que el nivel 

de tolerancia a la desecación de la cepa utilizada como control negativo, P. putida 

KT2440 estaba por debajo de los niveles de detección. También se observó que sólo 

el aislado en cloroformo, cuyo crecimiento se limitó a antraceno como única fuente de 

carbono (AC2) presentó tolerancia a la desecación, con un 30,7% ± 1,8  (Figura 

II.16).  
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Figura II.16. Ensayo de tolerancia a la desecación de las cepas aisladas con el método del 
cloroformo. Se muestra el porcentaje de supervivencia de las cepas aisladas mediante el método del 
cloroformo, además de la cepa A. calcoaceticus y la cepa P. putida KT2440. En el eje de abscisas se 
representa cada una de las cepas objeto de estudio y en el eje de ordenadas el porcentaje de 
supervivencia. Se indica con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye en forma de barras 
de error la desviación estándar a la media de tres experiencias. 

  

Tras el análisis de los resultados se observó que la cepa AC2 presentó capacidad de 

tolerar la falta de agua, con un porcentaje de supervivencia del 30,68% ± 1,82, en las 

condiciones ensayadas. Las demás cepas aisladas con el método del cloroformo, 

consideradas como no esporulantes denominadas como FC3, AC5, PC1, NC5, no 

presentaron la capacidad para tolerar la falta de agua, en las condiciones ensayadas.  

 

3.c.3 Capacidad de crecimiento de las cepas potencialmente degradadoras y tolerantes 

a la sequía, en medio mínimo líquido adicionado con hidrocarburos  

Para identificar el crecimiento de la cepa tolerante a la desecación AC2, en medio 

mínimo líquido adicionado con antraceno como única fuente de carbono, ya que es el 

hidrocarburo del que procede el aislamiento, se procedió tal y como se indica en el 

apartado M5.a. Tras ello se realizaron diluciones seriadas a las 0, 1, 2, 3, 4, 10 y 14 

días. 
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Figura II.17. Crecimiento de la cepa AC2 en medio mínimo líquido adicionado con antraceno, 
como única fuente de carbono. Se representa el crecimiento de la cepa AC2 en medio mínimo 
adicionado con antraceno (triángulo negro) y en medio mínimo sin fuente de carbono (triángulo 
blanco). En el eje de abscisas se representa el tiempo en días y en el eje de ordenadas el log (UFC/ml). 
Se incluye en forma de barras de error la desviación estándar a la media de tres experiencias. 

 

Como se puede observar en la Figura II.17, la cepa AC2 no presentó capacidad para 

proliferar en un medio mínimo M9 líquido, adicionado con antraceno como única 

fuente de carbono, así como tampoco presentó capacidad para crecer en un medio 

mínimo sin fuente de carbono.  

 

II3.c.4 Caracterización del aislado tolerante a la desecación  

A continuación se caracterizó el único aislado con el método del cloroformo que 

presentó tolerancia a la desecación, AC2. De modo que dicha cepa se clasificó como 

Gram-positiva con una morfología de coco (Figura II.18). Dicha cepa presentó 

actividad catalasa y oxidasa positiva. Por otra parte AC2 resultó negativa en las 

pruebas de producción de indol y H2S. Además no presentó capacidad para solubilizar 

fosfatos. Por otra parte, dicha cepa no presentó capacidad para el movimiento.  
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Figura II.18. Tinción Gram, morfología celular y forma de la colonia de la cepa AC2. 

 

 

Discusión  

Las herramientas biotecnológicas utilizadas para la descontaminación de un ambiente, 

deben estar adaptadas a las condiciones ambientales del lugar donde se pretenden 

emplear, para así conseguir la mayor eficacia posible en el proceso de 

biodegradación. De modo que si queremos emplear la técnica de rizorremediación  

para descontaminar suelos sometidos a estrés hídrico, debemos recurrir a aquellas 

bacterias y plantas que soporten dichas condiciones. Tras una revisión bibliográfica 

acerca de plantas tolerantes a la sequía, utilizadas para la descontaminación de suelos 

contaminados con compuestos hidrocarburos, sólo encontramos una planta que 

presentaba cierta tolerancia a la sequía (capítulo V), razón por la cual propusimos el 

uso de microorganismos que protejan a las plantas frente a condiciones de estrés 

hídrico, para así aumentar la tolerancia de la misma frente a dicho estrés. 

Por ello seleccionamos las cepas aisladas por nuestro grupo (Narváez-Reináldo et al. 

2010), pertenecientes al género Arthrobacter (4J27 y 5J12A) y caracterizadas como 

PGPRs (Vílchez et al. en preparación). Las bacterias PGPRs tienen un gran potencial 

en la agricultura, ya que favorecen el crecimiento de las plantas y la protección de 

éstas frente a condiciones adversas, como las condiciones de estrés hídrico (Mayak et 

al. 2004; Vilchez & Manzanera, 2011; Yuwono et al. 2005), bajas temperaturas, 

salinidad y otros estreses ambientales. Dichos estreses ambientales pueden ser debido 

a la contaminación por presencia diferente tipos de contaminantes, desde aromáticos 
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hasta hidrocarburos lineales, compuestos clorinados dioxinas, pesticidas y otros 

(Marques et al. 1999; Gibson & Parales, 2000; Vilchez & Manzanera 2011; Reed & 

Glick 2005; Kanaly & Harayama, 2010). Además, muchos PGPRs también producen 

la enzima 1-aminociclopropano-1 ácido carboxílico (ACC) deaminasa, la cual 

metaboliza el ACC (ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico), un precursor del 

etileno en plantas (Jacobson et al. 1994; Glick 1995). El etileno es producido como 

resultado de una serie de cambios fisiológicos en la planta cuando esta sujeta a estrés 

ambiental. De modo que el microorganismo es capaz de reducir la concentración de 

etileno mediante el consumo de ACC, el cual es hidrolizado a α-cetobutirato y 

amonio.  

La secuenciación del genoma realizado en nuestro grupo de las cepas A. siccitolerans 

4J27 y A. koreensis 5J12A (Manzanera et al. no publicado), nos permitió identificar 

ciertos genes implicados en las rutas de degradación de algunos hidrocarburos 

aromáticos policíclicos (HAPs), como son el antraceno, fenantreno y pireno. Por lo 

tanto, según los datos recogidos, las especies bacterianas A. siccitolerans 4J27 y A. 

koreensis 5J12A, podrían ser utilizadas como herramientas biotecnológicas para la 

descontaminación de ambientes sometidos a condiciones de estrés hídrico. Por ello se 

estudió el crecimiento de cada una de las cepas en medio mínimo líquido adicionado 

con cada uno de los HAPs (antraceno, fenantreno y pireno), como única fuente de 

carbono. La ausencia de crecimiento de las cepas A. siccitolerans 4J27 y A. koreensis 

5J12A en dicho medio mínimo, se tradujo en la búsqueda de nuevas cepas que 

presentaran la capacidad de crecer (degradar) en presencia de compuestos 

hidrocarbonados y de sobrevivir en ambientes sometidos a condiciones de estrés 

hídrico.  

Para ello recurrimos al método descrito por Narváez-Reináldo y colaboradores 

(2010), pero introduciendo una variante. El método se basa en un ciclo de selección 

de cepas tolerantes a la desecación mediante el uso del cloroformo como agente 

selectivo, seguido de la siembra de los supervivientes en un medio rico. La variante 

consistió en incluir dos pasos en dicho ciclo, de manera que obtuvieramos 

microorganismos tolerantes a la desecación, microorganismos degradadores de 

hidrocarburos aromáticos policíclicos y colonizadores de la raíz (Penrose & Glick 

2003). Las muestras de suelo se recogieron de la rizosfera de la planta de la gayomba, 
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retama de olor (Spartium junceum), la cual se ubicaba cercana a una zona de tráfico 

rodado continuo (autovía). Se seleccionó dicha zona ya que debido a la combustión 

incompleta del combustible en los vehículos, aparecen subproductos como 

hidrocarburos no quemados que van a parar al suelos.  

Así pues tras el aislamiento se obtuvo una colección de cepas consideradas como 

tolerantes a la desecación, aunque sólo dos de ellas superaron el 30% de 

supervivencia, porcentaje umbral considerado por Vílchez y colaboradores (en 

preparación), a partir del cual una cepa tiene potencial en la protección de plantas. Las 

cepas aisladas en HAPs como única fuente de carbono y ACC como única fuente de 

nitrógeno, se identificaron como pertenecientes al género Miccorcoccus. Dicho 

género presenta especies clasificadas como ACC deaminasa positivas (Patten & Glick 

1996; Ali et al. 2010). Debido a la ausencia de crecimiento de las cepas en medio 

mínimo líquido adicionado con HAPs como única fuente de carbono, se utilizaron 

para ensayos destinados a la protección de plantas sensibles a la sequía y utilizadas en 

la producción agrícola (capítulo IV).   

Tras dicho aislamiento, se procedió a la realización de nuevos aislamientos de 

muestras procedentes de un suelo que llevaba 4 años contaminado con diesel, cuyos 

dos últimos años estuvo sometido a un largo periodo de sequía. Se realizaron dos 

tipos de aislamientos uno de ellos mediante el método del cloroformo de Narváez y 

colaboradores (2010) y otro sin dicho método. Con ellos queríamos comprobar la 

eficacia del método del cloroformo en la búsqueda de microorganismos tolerantes a la 

desecación y degradadores de compuestos hidrocarbonados. De este modo, según los 

resultados se aislaron un mayor número de cepas tolerantes a la desecación cuando no 

se utilizó el método del cloroformo. Aún así, no conseguimos en ninguno de los casos 

aislar microorganismos que crecieran en un medio mínimo con algún hidrocarburo y 

que además presentara tolerancia a la desecación.  

Los aislados de la planta piloto sin utilizar el método del cloroformo, considerados 

como tolerantes a la desecación, se clasificaron como bacterias Gram-positivas con 

una morfología celular de coco, a excepción de una de las cepas que se clasificó como 

bacteria Gram-negativa con morfología de bacilo alargado. De modo que, en base a 

los resultados consideramos que las bacterias Gram-positivas con morfología celular 

de coco presentan mayor resistencia a la desecación que aquellas bacterias Gram-
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negativas con morfología de bacilo, según las condiciones de ensayo. Por otro lado, la 

cepa aislada con el método del cloroformo (AC2), considerada como tolerante a la 

desecación también se clasificó como Gram-positiva y además presentó morfología 

celular de coco. Por lo que, quizás dicho tipo de bacterias además de presentar mayor 

tolerancia a la desecación, también sean más resistentes a la presencia de disolventes, 

como el cloroformo.  

Tras los resultados expresados en el Capítulo pensamos en la posibilidad de utilizar 

un microorganismo PGPR tolerante a la desecación y un microorganismo rizosférico 

capaz de crecer (degradar) a expensas de los compuestos hidrocarbonados objeto de 

estudio, de forma conjunta. Ya que el mecanismo de acción de algunos 

microorganismos se basa en la acumulación de pequeños compuestos orgánicos en 

respuesta a cambios extracelulares de osmolaridad, debido a la desecación o la 

adición sal (Brown 1976; Arakawa & Timasheff, 1982), por lo que dicha producción 

de compuestos xeroprotectores podría afectar positivamente en la protección de otros 

microorganismos presentes en el ambiente. 
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CAPÍTULO III 

BIOPROTECCIÓN DE UNA CEPA SENSIBLE A LA 

DESECACIÓN POR LA CEPA TOLERANTE Microbacterium 

sp. 3J1 

Introducción 

Los microorganismos anhidrobiontes acumulan pequeños compuestos orgánicos, 

denominados solutos compatibles, en respuesta a cambios extracelulares de 

osmolaridad, debido a la desecación o la adición de sales (Brown, 1976; Arakawa & 

Timasheff 1982). La acumulación de solutos compatibles es un mecanismo descrito 

en varias especies de diferentes grupos taxonómicos, entre los que están los 

procariotas (Klähn & Hagemann 2011), hongos (Magan 2008), plantas (Hoekstra et 

al. 2001) y animales incluido células humanas (Garcia-Perez & Burg 1991).  

Los solutos compatibles son solutos orgánicos de bajo peso molecular, los cuales 

mantienen un balance osmótico en condiciones de estrés por falta de agua, gracias a 

procesos como son la osmoregulación, lo cual no interfiere en el metabolismo celular. 

Dichos solutos también tienen la función de estabilizar proteínas y componentes 

celulares (Kempf & Bremer 1998; Hoekstra et al. 2001; Yancey, 2005; Klähn & 

Hagemann 2011).  
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Los solutos compatibles pueden ser químicamente diferenciados, entre ellos están los 

amino ácidos y derivados (ectoína, hidroxiectoína), poliols y azúcares, metilaminas 

(N-óxido trimetilamina y glicina-betaina), compuestos de metil sulfonio y urea, está 

última no denominada como soluto compatible (Kempf & Bremer 1998).  

Por lo general, se ha establecido que varios anhidrobiontes pueden tolerar la 

desecación debido a la acumulación intracelular de disacáridos no reductores, tales 

como la trehalosa y sacarosa, pudiendo representar hasta el 20% de su peso seco 

(Crowe & Crowe 1992; Clegg 2001).  

Narváez y colaboradores (2010), describen en su trabajo los xeroprotectores (solutos 

compatibles producidos por organismos anhidrobiontes) producidos por la cepa 

Microbacterium sp. 3J1. Así pues, la cepa Microbacterium sp. 3J1 produjo los 

xeroprotectores en orden de mayor a menor cantidad, trehalosa, lactato, piruvato, 

ácido oxoglucorónico,  ácido glutámico. 

 

Resultados 

Los microorganismos aislados descritos en el Capítulo II no presentaban la doble 

capacidad de tolerar la falta de agua y crecer en medio mínimo adicionado con 

hidrocarburos (potenciales degradadores), por ello decidimos analizar el beneficio que 

una cepa xerosensible obtiene cuando está presente en el suelo junto con una cepa 

xerotolerante. Para ello partimos de la hipótesis de que la cepa xerotolerante al estar 

en estado de estrés hídrico y producir solutos compatibles (xeroprotectores) es 

probable que genere un microclima en su entorno (colonia), del cual se beneficie la 

cepa xerosensible. La especie bacteriana, Pseudomonas putida KT2440 es una cepa 

cuyo crecimiento está afectado por las condiciones de sequía (Manzanera et al. 2002; 

Narváez-Reináldo et al. 2010) y por tanto su rendimiento biodegradativo en 

ambientes áridos y semiáridos también está limitado a las estaciones húmedas 

(Molina et al. 1998). Dicha cepa se utiliza en técnicas de biorremediación debido a su 

versatilidad para colonizar lugares y para metabolizar determinados compuestos 

xenobióticos (Franklin et al. 1981; Ramos-Gonzalez & Molin 1998), además de ser 

un microorganismo modelo en ingeniería genética (Franklin et al. 1981). Para 

comprobar si Pseudomonas putida KT2440 es más estable a los cambios abióticos 
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como la falta de agua en presencia de una cepa xerotolerante, utilizamos la cepa 

tolerante a la desecación Microbacterium sp. 3J1 (Narváez-Reináldo et al. 2010), ya 

utilizada en el ensayo de protección de plantas frente a condiciones de estrés hídrico y 

caracterizada como PGPR (Vílchez et al. en preparación).  

Los ensayos para caracterizar la protección de un microorganismo sobre el otro se 

realizaron a tres escalas. En un primer nivel, se caracterizó utilizando como soporte 

placas de Petri en ausencia de medio de cultivo, luego se utilizó suelo compuesto por 

vermiculita como sustrato de fácil manejo y de secado rápido y finalmente se utilizó 

un suelo franco-arenoso artificial, seleccionado por ser un suelo característico de las 

zonas áridas y semiáridas, además de presentar características similares con respecto 

al suelo del que se aisló la cepa Microbacterium sp. 3J1. 

 

III.1 BUSQUEDA DE MUTANTES RESISTENTES DE LA CEPA Microbacterium 

sp. 3J1 

Para identificar en el suelo a cada una de las cepas objeto de estudio se emplearon 

mutantes resistentes de dichas cepas a ciertos antibióticos. La cepa de P. putida 

MAX40 un mutante resistente a rifampicina y tetraciclina que además es 

bioluminiscente por inserción del operon lux (pUT mini-Tn5 luxCDABE) de 

Photorhabdus luminescens (Manzanera et al. 2004).  

Para el seguimiento de la cepa Microbacterium sp. 3J1 se optó por buscar resistencias 

espontáneas a antibióticos mediante siembra en placas de TSA con discos de papel 

impregnados en distintos antibióticos. Inicialmente se caracterizó el perfil de 

resistencia natural de la cepa a distintos antibióticos utilizando discos con 

estreptomicina (Sm) a 25 µg/ml, rifampicina (Rif) a 30 µg/ml, cloramfenicol (Cm) a 

50 µg/ml, kanamicina (Km) a 30 µg/ml, tetraciclina (Tc) a 10 µg/ml. El disco con el 

antibiótico se colocó en el centro de una placa de TSA previamente sembrada con   

100  µl de un cultivo saturado en TSB y se incubó a una temperatura de 30ºC durante 

24 horas. Los resultados de estos ensayos se muestran en la Tabla III.1, donde se 

observa que la cepa fue sensible a todos los antibióticos ensayados.  
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Tabla III.1. Susceptibilidad a antibióticos. En la primera columna se indica el antimicrobiano 
utilizado, en la segunda columna la concentración del antibiótico en el disco (µg/µl), y en la tercera el 
diámetro (mm) del halo de inhibición de la cepa Microbacterium sp. 3J1. 

Antimicrobiano  Concentración 
final del disco 

(µg/ul) 

Diámetro del halo 
de inhibición (mm) 

Estreptomicina 25 207 ± 12 

Rifampicina 30 337 ± 12 

Cloramfenicol 50 428 ± 13  

Kanamicina 30 153 ± 12 

Tetraciclina 10 106 ± 0 

 

Como producto de los ensayos de sensibilidad y tras 48 horas de incubación, se 

observó la aparición de colonias en el halo de inhibición del crecimiento. Para la 

obtención de mutantes espontáneos se utilizaron las colonias aparecidas en la zona de 

inhibición más cercanas al disco. Dichas colonias se resembraron por agotamiento 

para la obtención de cultivos puros en una placa de TSA adicionada con el antibiótico 

(1:1.000) utilizado en el ensayo del que se obtuvo. Se obtuvieron mutantes 

espontáneos a los antibióticos estreptomicina, rifampicina y kanamicina. Finalmente 

se seleccionó un mutante espontáneo resistente a kanamicina porque es un antibiótico 

efectivo para el seguimiento de microorganismos del suelo dada la baja frecuencia de 

resistencias. A dicho mutante resistente a kanamicina se le denominó Microbacterium 

sp. 3J1K.   

 

III.2 TOLERANCIA A LA DESECACIÓN DE LAS CEPAS Microbacterium sp. 

3J1K y P. putida MAX40 EN PLACAS 

Para determinar si la tolerancia a la sequía de la cepa Microbacterium sp. 3J1 era 

extensible a otros microorganismos sensibles a la falta de agua como P. putida 

KT2440, decidimos estudiar la tolerancia de ambas cepas de forma independiente, así 

como combinada en las mismas condiciones de ensayo.  

 



____________________________ CAPÍTULO III ___________________________ 

  123 

III.2.a Ensayo de tolerancia a la desecación de las cepas Microbacterium sp. 3J1K y 

P. putida MAX40 de forma individual 

Para la realización del ensayo se partió de una colonia aislada de la cepa P. putida 

MAX40 de 24 horas de crecimiento, procedente de una placa de TSA con el 

antibiótico al que es resistente (rifampicina y tetraciclína) y una colonia aislada de la 

cepa Microbacterium sp. 3J1K de 48 horas de crecimiento, procedente de una placa 

de TSA con kanamicina. Tras ello se desarrolló el método modificado por el cual se 

evalúa la tolerancia a la desecación, de manera que las diluciones seriadas se 

sembraron en placas adicionadas con el antibiótico al que es resistente cada una de las 

cepas objeto de estudio, tal y como se indica en el apartado M4.d. Además se realizó 

el ensayo a las cepas que no presentaban resistencia a los antibióticos objeto de 

estudio. En este ensayo se incluyó como control positivo la cepa de A. calcoaceticus 

(PADD68) aislada del desierto de Tabernas (Almería) (Narváez-Reinaldo et al. 2010) 

y como control negativo se incluyó a  P. putida KT2440, utilizada por ser una cepa 

sensible a la desecación (Manzanera et al. 2002). En la Tabla III.2 se indica la 

supervivencia de cada una de las cepas objeto de estudio en porcentaje. 

Tabla III.2. Tolerancia a la desecación de las cepas Microbacterium sp. 3J1K y P. putida MAX40 
de forma individual. En la primera columna se indica el nombre de la cepa empleada y en la segunda 
columna se indica el porcentaje de supervivencia. 

Cepa Porcentaje de 
supervivencia 

Microbacterium sp. 3J1 33,4 ± 1,8  

Microbacterium sp. 3J1K 30,7 ±  3,5 

P. putida KT2440 ND 

P. putida MAX40 ND 

A. calcoaceticus PADD68 4,03 ± 0,2  

    ND. No detectado 

 

Según los resultados de la Tabla III2, la cepa A. calcoaceticus PADD68 presentó un 

porcentaje de supervivencia del 4,03% ± 0,2. En el caso de ambas cepas de P. putida 

los valores de supervivencia quedaron por debajo de los niveles de detección tras las 

24 horas de secado, en las condiciones ensayadas. Por otro lado, la cepa 

Microbacterium sp. 3J1K presentó un porcentaje de supervivencia especialmente alto, 
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siendo este del 30,7% ± 3,5, dicho valor no se consideró como significativamente 

distinto al presentado por la cepa parental Microbacterium sp. 3J1.  

 

III.2.b Ensayo de tolerancia a la desecación de las cepas Microbacterium sp. 3J1K y 

P. putida MAX40 de forma combinada 

El objetivo de este ensayo fue comprobar si la cepa Microbacterium sp. 3J1K era 

capaz de proteger a la cepa sensible a la desecación P. putida MAX40 frente a 

condiciones de falta de agua, mediante un ensayo en placas de Petri en ausencia de 

medio de cultivo. Para determinar la tolerancia a la desecación de las cepas objeto de 

estudio cuando ambas se suministran de forma conjunta, se procedió a lo indicado en 

el apartado M4.d. En la Tabla III.3 se indica la supervivencia en porcentaje de cada 

una de las cepas objeto de estudio Microbacterium sp. 3J1K y P. putida MAX40 

cuando ambas se suministraron de forma combinada, además de los controles A. 

calcoaceticus (PADD68) y P. putida KT2440. 

 

Tabla III.3. Tolerancia a la desecación de las cepas Microbacterium sp. 3J1K y P. putida MAX40 
de forma combinada. En la primera columna se indica el nombre de la cepa y en la segunda columna 
se indica el porcentaje de supervivencia. 

 

Cepa Porcentaje de 
supervivencia 

Microbacterium sp. 3J1K 30,4 ± 0,59 

P. putida MAX40 ND 

P. putida KT2440 ND  

A. calcoaceticus PADD68 4,26 ± 0,37 

   ND. No detectado 

 

Tras el ensayo de tolerancia a la desecación se observó que la cepa A. calcoaceticus 

PADD68 presentó un nivel de tolerancia del 4,26 ± 0,37. Sin embargo, la cepa 

sensible a la desecación P. putida KT2440 presentó un nivel de tolerancia por debajo 

de los niveles de detección. Por otra parte la cepa Microbacterium sp. 3J1K presentó 
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una supervivencia a la falta de agua del 30,4% ± 0,58, mientras que los niveles de 

supervivencia registrados de la cepa P. putida MAX40 estuvieron por debajo de los 

niveles de detección, incluso cuando se incubó conjuntamente con la cepa con la cepa 

clasificada como tolerante a la sequía Microbacterium sp. 3J1K.  

 

III.3 TOLERANCIA A LA DESECACIÓN DE LAS CEPAS Microbacterium sp. 

3J1K y P. putida MAX40 EN MICROCOSMOS CON VERMICULITA 

Dado que no se observó un efecto protector de la cepa xerotolerante (Microbacterium 

sp. 3J1K) hacia la cepa xerosensible (P. putida MAX40), en las condiciones 

ensayadas, decidimos estudiar la posible interacción entre ambas cepas en un sistema 

más complejo, por si requería de un soporte físico y un mayor área de interacción 

entre ambas cepas y por tanto con un efecto más parecido al de un suelo real. Para 

ello estudiamos la tolerancia a la falta de agua de Microbacterium sp. 3J1K y de P. 

putida MAX40 en microcosmos utilizando vermiculita como soporte sólido. Dichos 

microcosmos estaban compuestos por 71,5 g de vermiculita en recipientes de 500 ml 

de volumen, tal y como se observa en la Figura III.1.  

 

 

Figura III.1. Microcosmos edáficos con vermiculita como sustrato. Se muestra los microcosmos 
inoculados con la cepa P. putida MAX40 tras 10 días. A la izquierda, el microcosmos en condiciones 
de humedad y a la derecha el microcosmos sometido a condiciones de estrés hídrico.   

 



____________________________ CAPÍTULO III ___________________________ 

  126 

Para ello se realizaron 8 microcosmos divididos en 4 grupos, el primero de ellos 

denominado V3J1K, fue inoculado con la cepa Microbacterium sp. 3J1, el segundo de 

ellos denominado VMAX40 fue inoculado con la cepa P. putida MAX40, el tercero 

de ellos denominado V3J1KMAX40 fue inoculado con  las cepas Microbacterium sp. 

3J1 y P. putida MAX40 y finalmente el denominado V0 utilizado como control para 

la detección de posibles cepas resistentes a los antibióticos utilizados. De cada grupo 

se realizaron dos replicas a una de las cuales se le eliminó el riego durante todo el 

periodo que duró el ensayo, mientras que la otra replica se regó durante todo el 

periodo de muestreo cada 48 horas con 0,5 ml/g (Tabla III.4). 

 

Tabla III.4. Microcosmos en vermiculita sometidos a distintas condiciones. En la primera columna 
se indica el nombre del microcosmos, en la segunda columna el nombre de la cepa con el que se 
inoculó y en la tercera columna las condiciones a las que se incubaron cada uno de los microcosmos. 

Microcosmos Inóculo Condiciones 

Humedad  V3J1K Microbacterium sp. 3J1K 

Sequía 

Humedad  VMAX40 P. putida MAX40 

Sequía 

Humedad  V3J1KMAX40 Microbacterium sp. 3J1K 

y P. putida MAX40 

MAX40 
Sequía 

 

La inoculación de los microcosmos con las cepas P. putida KT2440 y 

Microbacterium sp. 3J1, se realizó tal y como se indica en el apartado M6.a. Tras ello 

se realizó un recuento de células viable, donde en el caso de las células de P. putida 

MAX40 sembradas en placas de TSA sin antibiótico se detectaron 2,24·108 UFC/ml, 

mientras que en placas de TSA con rifampicina y tetraciclina se observaron 2,54·108 

UFC/ml. En el caso de las células de Microbacterium sp. 3J1K sembradas en placas 

de TSA sin antibiótico se detectaron 1,27·109 UFC/ml, mientras que en placas de TSA 

adicionadas con kanamicina se observaron 1,05·109 UFC/ml. Para comprobar si era 

necesario adicionar a los inóculos el antibiótico calculamos la frecuencia de la 

reversión de la mutación, la cual al ser inferior al 12%, consideramos que no era 
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necesario adicionar al medio enriquecido antibiótico para el crecimiento de las cepas 

marcadas. 

 

III.3.a. Contenido hídrico de los microcosmos compuestos por vermiculita 

Se realizó un seguimiento de la humedad contenida en el suelo de cada uno de los 

microcosmos a los 0, 1, 3, 4, 6, 9 y 10 días, para conocer en que punto de muestreo la 

diferencia entre el contenido hídrico del suelo en condiciones de humedad y el suelo 

sometido a condiciones de estrés hídrico era significativamente mayor, se determinó 

tal y como se indica en el apartado M5.d.2.  

En la Figura III.2 se representa la evolución del contenido hídrico de cada uno de los 

microcosmos a lo largo del periodo de muestreo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.2. Contenído hídrico de los microcosmos con vermiculita. Se representa el contenido 
hídrico del suelo en cada uno de los microcosmos en condiciones de humedad (simbolos negros) y en 
condiciones de sequía (simbolos blancos). En el eje da abscisas se indica el tiempo en días y en el eje 
de ordenadas se indica la humedad en porcentaje. Se incluye en forma de barras de error la desviación 
estándar a la media de tres experiencias. 

 

La humedad de los microcosmos en ausencia de estrés hídrico se mantuvo constante 

en valores entorno al 65-70%. Por otro lado, los valores de humedad (%) de los 

microcosmos sometidos a estrés hídrico descendieron hasta aproximadamente un 7% 

al final del ensayo. Mediante un análisis de la distribución t de Student se determinó 
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que los microcosmos en condiciones de humedad no presentaron diferencia 

significativa en ningún punto de muestreo, al igual que ocurrió con los sometidos a 

condiciones de sequía entre sí. Sin embargo, las diferencias entre los microcosmos en 

condiciones de humedad y los sometidos a condiciones de sequía fueron 

significativamente diferentes a partir del día 6 de ensayo. 

 

III.3.b. Ensayo de tolerancia a la desecación de la cepa Microbacterium sp. 3J1K y P. 

putida MAX40 en vermiculita 

Una vez determinado que a partir del día 10 se lograba la mayor diferencia en 

contenido hídrico entre los microcosmos en condiciones de humedad y los 

microcosmos sometidos a estrés hídrico decidimos evaluar la tolerancia de las cepas 

Microbacterium sp. 3J1K y P. putida MAX40, tanto por independiente como cuando 

se suministraban de forma conjunta, en los microcosmos compuestos por vermiculita. 

Para estimar las células viables tras el periodo de 10 días, tanto en los microcosmos 

incubados en condiciones de humedad como los microcosmos sometidos a sequía, se 

recurrió al método de siembra en placa y posterior recuento de UFC/g de suelo de 

cada una de las cepas, tal y como se indica en el apartado M6.a.1.  

En la Figura III.3 se representa el recuento de colonias como producto de las UFC/g 

de suelo de la cepa Microbacterium sp. 3J1K  en los microcosmos V3J1K y de la cepa 

de la cepa P. putida MAX40 en los microcosmos VMAX40, en condiciones de 

irrigación continua y en condiciones sequía. Sólo se sembraron las diluciones seriadas 

al día 10 del ensayo ya que es cuando se observó mayor diferencia significativa, con 

respecto al contenido hídrico de los microcosmos expuestos a un riego continuo y los 

microcosmos sometido a condiciones de estrés hídrico.  
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Figura III.3. Células viables presentes en los microcosmos V3J1K y VMAX40. Se indica la 
viabilidad en forma de UFC/g de suelo de la cepa Microbacterium sp. 3J1K y la cepa P. putida 
MAX40, en un suelo compuesto por vermiculita sometido a condiciones de humedad (gris) y en un 
suelo sometido a condiciones de estrés hídrico (blanco). Se indica el porcentaje de humedad de cada 
microcosmos encima de cada barra. En el eje da abscisas se la cepa y en el eje de ordenadas se indica 
las UFC/g de suelo. Se incluye en forma de barras de error la desviación estándar a la media de tres 
experiencias. 

 

Como resultado del ensayo para determinar la tolerancia a la desecación de las cepas 

Microbacterium sp. 3J1K  y P. putida MAX40, se estimaron 1,3·108 UFC/g de suelo 

de la cepa Microbacterium sp. 3J1K en el suelo sometido a condiciones de humedad, 

a los 10 días. El contenido hídrico al final del ensayo en el microcosmos V3J1K en 

condiciones de humedad fue de 72,9% ± 1,0. Por otro lado, cuando el suelo se 

sometió a condiciones de sequía se estimaron 5,5·107 UFC/g de suelo al final del 

ensayo, dicho suelo presentó una humedad del 7% ± 0,3 en el momento del muestreo 

(V3J1K). En ninguno de los suelos se identificó la aparición de colonias resistentes a 

los antibióticos rifampicina y tetraciclina.  

Por otra parte se estimaron 1,8·109 UFC/g de suelo de células viables de la cepa P. 

putida MAX40 en un suelo sometido a condiciones de humedad en el microcosmos 

VMAX40. En dicho punto de muestreo la humedad fue del 74,4% ± 4,2. Por otro 

lado, cuando el suelo se sometió a condiciones de sequía se estimaron 8,9·103 UFC/g 

de suelo al final del ensayo, dicho suelo presentó una humedad del 6,8% ± 1,3 en el 

momento del muestreo (Figura III.3). En ninguno de los suelos contenidos en los 

microcosmos objeto de estudio se identificaron resistentes al antibiótico kanamicina.  
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De manera análoga se realizó un recuento de células viables en forma de UFC/g de 

suelo de cada una de las cepas objeto de estudio Microbacterium sp. 3J1K y P. putida 

MAX40, en los microcosmos donde ambas cepas se suministraron de forma 

combinada (V3J1KMAX40). Para ello se tomó 1 g tanto del suelo en condiciones de 

humedad, así como del suelo sometido a condiciones de estrés hídrico, cada uno de 

los cuales se resuspendieron en 1xM9. Tras ello se realizaron diluciones seriadas en 

dicha solución salina a los 10 días. Dichas diluciones se sembraron en placas de TSA 

adicionado con kanamicina para el seguimiento de la cepa Microbacterium sp. 3J1K y 

en placas de TSA suplementado con rifampicina y tetraciclina para el seguimiento de 

la cepa sensible a la sequía P. putida MAX40.  

En la Figura III.4 se representa el número de células viables como UFC/g de suelo de 

la cepa Microbacterium sp. 3J1K y la cepa sensible a la sequía P. putida MAX40 en 

forma combinada a los 10 días de ensayo, en un suelo en condiciones de humedad y 

de sequía. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.4. Células viables presentes en los microcosmos V3J1KMAX40. Se indica la viabilidad 
en forma de UFC/g de suelo de la cepa Microbacterium sp. 3J1K  y la cepa P. putida MAX40 cuando 
se suministran de forma conjunta (c), en un suelo compuesto por vermiculita sometido a condiciones de 
humedad (gris) y en un suelo sometido a condiciones de estrés hídrico (blanco). Se indica el porcentaje 
de humedad de cada microcosmos encima de cada barra. En el eje da abscisas se indica la cepa y en el 
eje de ordenadas se indica las UFC/g de suelo Se incluye en forma de barras de error la desviación 
estándar a la media de tres experiencias. 

 

Como resultado del ensayo se estimaron 6·108 UFC/g de suelo de la cepa 

Microbacterium sp. 3J1K en el microcosmos V3J1KMAX40 cuyo suelo se incubó en 

condiciones de humedad. En dicho punto de muestreo la humedad fue del 71,3% ± 
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1,3. Sin embargo, cuando el suelo se sometió a condiciones de sequía se estimaron 

1,7·108 UFC/g de suelo al final del ensayo, dicho suelo presentó una humedad del 7% 

± 0,5 en el momento del muestreo. Por otro lado, se estimaron 1,7·109 UFC/g de suelo 

de la cepa P. putida MAX40 en el suelo sometido a condiciones de humedad, en el 

microcosmos V3J1KMAX40. En dicho punto de muestreo la humedad del suelo fue 

del 71,3% ± 1,3. Cuando el suelo se sometió a condiciones de estrés por falta de agua 

se estimaron 6,7·107 UFC/g de suelo de la cepa P. putida MAX40. Dicho suelo 

presentó una humedad del 7% ± 0,5 en el momento del muestreo.  

El objetivo de este ensayo fue determinar si existe un efecto protector de la cepa 

clasificada como xerotolerante Microbacterium sp. 3J1K, sobre la cepa clasificada 

como sensible a la desecación, P. putida MAX40, en un suelo compuesto por 

vermiculita. Para ello con los datos de viabilidad de cada una de las cepas 

Microbacterium sp. 3J1K y P. putida MAX40, calculamos el porcentaje de 

supervivencia de cada una de ellas en un suelo sometido a condiciones de estrés 

hídrico, tomando como referencia los datos del suelo sometido a condiciones de 

humedad. Dicho porcentaje se calculó tanto en los microcosmos inoculados con la 

combinación de ambas cepas, como en aquellos donde se inocularon de forma 

individual. En la Figura III.5 se representa el porcentaje de supervivencia de la cepa 

tolerante a la sequía Microbacterium sp. 3J1K, el porcentaje de supervivencia de la 

cepa sensible a la sequía P. putida MAX40 y el porcentaje de supervivencia de ambas 

cuando fueron suministradas de forma combinada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.5. Supervivencia de microorganismos suministrados de forma individual y conjunta en 
microcosmos sometidos a estrés hídrico. Se representa la supervivencia en porcentaje de la cepa 
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tolerante a la sequía Microbacterium sp. 3J1K y la cepa sensible a la sequía  P. putida MAX40 de 
forma individual (gris claro) y cuando de forma combinada (gris oscuro). Se indica el porcentaje de 
humedad de cada microcosmos encima de cada barra. En el eje da abscisas se la cepa y en el eje de 
ordenadas se indica el porcentaje de supervivencia. Se incluye en forma de barras de error la 
desviación estándar a la media de tres experiencias. 

 

Como se puede observar en la Figura III.5, la cepa Microbacterium sp. 3J1K en el 

microcosmos donde se cultivó de forma individual (V3J1K), presentó una 

supervivencia del 44,42% ± 4 en un suelo sometido a condiciones de falta de agua, el 

cual presentó una humedad del 7% ± 0,3 en el momento del muestreo. Por otra parte 

la cepa sensible a la desecación P. putida MAX40 presentó una supervivencia del 

0,3% ± 0,03 en un suelo sometido a condiciones de sequía, cuando no se combinó con 

la cepa tolerante a la falta de agua. Dicho suelo presentó un porcentaje de humedad 

del 6,8% ± 1,3 en el momento del muestreo. Este contenido hídrico no fue 

significativamente diferente del observado en el microcosmos V3J1K en condiciones 

de sequía. Sin embargo, cuando ambas cepas se suministraron de forma conjunta la 

cepa sensible a la sequía P. putida MAX40 presentó una supervivencia del 3,8 ± 0,5. 

Siendo esta, significativamente distinta a la tolerancia observada cuando la cepa se 

inoculó individualmente en vermiculita. Mientras que la cepa tolerante a la sequía 

presentó una supervivencia del 29,1% ± 3 en un suelo sometido a condiciones de 

sequía. Dicho suelo presentó una humedad del 7% ± 0,5 en el momento del muestreo.  

 

III.4 TOLERANCIA A LA DESECACIÓN DE LAS CEPAS Microbacterium sp. 

3J1K y P. putida MAX40 EN MICROCOSMOS CON UN SUELO FRANCO-

ARENOSO 

Con el fin de evaluar la posible interacción de las cepas objeto de estudio 

Microbacterium sp. 3J1K y P. putida MAX40 en suelos más similares a los reales, se 

preparó un suelo artificial en el laboratorio, cuya composición granulométrica fue 

arena en un 80% y arcilla en un 20%. Según el diagrama triangular que representa los 

valores de las tres fracciones (arena, limo y arcilla) dicho suelo presentó una textura 

franco-arenosa. El suelo se seleccionó por presentar las características típicas de las 

zonas áridas y semiáridas, además de presentar características similares con respecto 

al suelo del que se aisló la cepa parental Microbacterium sp. 3J1. Para ello se 
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realizaron microcosmos edáficos en recipientes de 5 litros de volumen con 3.5 Kg de 

suelo. Dicho suelo se compuso por un 80% de arena y un 20% de arcilla sin 

esterilizar. Para proporcionar drenaje al sistema se colocó en fondo de los recipientes 

grava con un tamaño de canto de aproximadamente de 3 cm de diámetro (Figura 

III.6). 

 

 

Figura III.6. Microcosmos edáficos compuestos por un suelo franco-arenoso. A la izquierda se 
muestra un microcosmos sometido a condiciones de sequía y a la derecha un microcosmos en 
condiciones de humedad.   

 

Al igual que en los anteriores ensayos se realizaron 8 microcosmos clasificados en 4 

grupos, los cuales fueron denominados como se detalla a continuación: el primero de 

ellos denominado S3J1K fue inoculado con la cepa tolerante a la falta de agua 

Microbacterium sp. 3J1K, el segundo denominado SMAX40 que fue inoculado con la 

cepa sensible a la desecación P. putida MAX40, el tercero denominado 

S3J1KMAX40 el cual fue inoculado con las cepas Microbacterium sp. 3J1K y P. 

putida MAX40, las cuales fueron suministradas de forma combinada y el cuarto 

denominado S0, microcosmos que se utilizó como control para la detección de 

mutantes espontáneos a los antibióticos utilizados. De cada grupo se realizaron dos 

replicas a una de las cuales se le eliminó el riego durante todo el periodo que duró el 

ensayo, mientras que la otra replica se mantuvo en condiciones de humedad durante 
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todo el periodo de muestreo, con una adición homogénea de 250 ml de agua destilada 

cada 96 horas (Tabla III.4). 

 

Tabla III.4. Microcosmos compuestos por un suelo franco-arenoso sometido a distintas 
condiciones. En la primera columna se indica el nombre del microcosmos, en la segunda columna el 
nombre de la cepa con el que se inoculó cada microcosmos y en la tercera columna las condiciones a 
las que se sometieron cada uno de ellos. 

Microcosmos Cepa Condiciones 

Humedad  S3JIK Microbacterium sp. 3J1K 

Sequía 

Humedad  SMAX40 P. putida MAX40 

Sequía 

Humedad  S3J1KMAX40 Microbacterium sp. 3J1K y 

P. putida MAX40 Sequía 

Sequía S0  Sin inocular 

Humedad 

 

Para proceder a la realización del ensayo se inocularon 2 matraces de 1 L de volumen 

con 500 ml de TSB, tal y como se indica en el apartado M6.a.  

 

III.4.a Contenido hídrico de los microcosmos compuestos por un suelo franco-arenoso 

Análogamente al ensayo realizado con vermiculita como sustrato, se realizó un 

seguimiento de la humedad contenida en el suelo de cada uno de los microcosmos a 

los 0, 1, 4, 7 y 14 días, para conocer en que punto de muestreo la diferencia entre el 

contenido hídrico del suelo en condiciones de humedad y el suelo sometido a 

condiciones de estrés hídrico era significativamente mayor. La toma de muestras se 

realizó más tarde, que en los microcosmos con vermiculita para permitir que se 

alcanzara un grado de humedad similar al obtenido en los ensayos de tolerancia a la 

desecación de las cepas en vermiculita. Para determinar el contenido hídrico de cada 
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uno de los microcosmos se procedió tal y como se indica en el apartado M5.d.2. En la 

Figura III.7 se representa el contenido hídrico de cada uno de los microcosmos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.7. Contenído hídrico de los microcosmos con suelo franco-arenoso. Se representa el 
contenido hídrico del suelo en cada uno de los microcosmos en condiciones de huemdad (simbolos 
negros) y en condiciones de sequía (simbolos blancos). En el eje da abscisas se indica el tiempo en días 
y en el eje de ordenadas se representa la humedad en porcentaje. Se incluye en forma de barras de error 
la desviación estándar a la media de tres experiencias. 

 

 

Los microcosmos en condiciones de humedad presentaron un porcentaje de humedad 

entre 20-35%, manteniéndose entorno a dicho rango durante todo el periodo que dura 

el ensayo. Por otro lado, aquellos microcosmos que se sometieron a condiciones de 

sequía presentaron una disminución del contenido hídrico a lo largo del periodo que 

dura el ensayo. Mediante un análisis de la distribución t de Student se determinó que 

los microcosmos en condiciones de humedad no presentaron diferencia significativa 

en ningún punto de muestreo, al igual que ocurrió con los sometidos a condiciones de 

sequía. De modo que el suelo sometido a condiciones de sequía inoculado con la cepa 

tolerante a la sequía Microbacterium sp. 3J1K presentó un porcentaje de humedad del 

3,73% ± 0,96. El suelo inoculado con P. putida MAX40, presentó un 2,2% ± 0,0 de 

humedad al final del periodo que dura el ensayo. Y finalmente el suelo sometido a 

condiciones de falta de agua, inoculado con ambas cepas presentó un porcentaje de 

humedad del 4,2 ± 0,28.  
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III.4.b Ensayo de tolerancia a la desecación de la cepa Microbacterium sp. 3J1K y P. 

putida MAX40 en suelo franco-arenoso 

Una vez determinado que a partir del día 14 se lograba un contenido hídrico similar al 

de los 10 días en condiciones de sequía cuando se utilizaba vermiculita como sustrato, 

decidimos evaluar la tolerancia de las cepas Microbacterium sp. 3J1K y P. putida 

MAX40 tanto de manera individual como en forma conjunta, en microcosmos 

compuestos por suelo franco-arenoso. La estimación del número de células de 

Microbacterium sp. 3J1K y la cepa P. putida MAX40, en los microcosmos donde se 

presentan tanto de forma individual como de forma conjunta, se realizó tal y como se 

indica en el apartado M6.a.1.  

En la Figura III.8 se representa el recuento de las células viables en forma de UFC/g 

de suelo de la cepa Microbacterium sp. 3J1K y la cepa P. putida MAX40 en un suelo 

franco-arenoso en condiciones de humedad y de estrés por falta de agua, a los 14 días 

de ensayo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.8.  Células viables presentes en los microcosmos S3J1K y SMAX40. Se indica la 
viabilidad en forma de UFC/g de suelo de la cepa Microbacterium sp. 3J1K y la cepa P. putida 
MAX40, en un suelo compuesto por vermiculita en condiciones de humedad (gris) y en un suelo 
sometido a condiciones de estrés hídrico (blanco). Se indica el porcentaje de humedad de cada 
microcosmos encima de cada barra. En el eje da abscisas se indica la cepa y en el eje de ordenadas se 
indica las UFC/g de suelo. Se incluye en forma de barras de error la desviación estándar a la media de 
tres experiencias. 

 

Como se puede observar en la Figura III.8, se estimaron 1,1·108 UFC/g de suelo de la 

cepa Microbacterium sp. 3J1K, en el microcosmos S3J1K cuyo suelo se incubó en 
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condiciones de humedad. En dicho punto de muestreo la humedad fue del 24,8% ± 

0,96. Sin embargo, cuando el suelo se sometió a condiciones de sequía se detectaron 

6,4·107 UFC/g de suelo al final del ensayo, dicho suelo presentó una humedad del 

3,73% ± 0,11 en el momento del muestreo. En el suelo contenido en cada uno de los 

microcosmos no aparecieron mutantes dobles a los antibióticos rifampicina y 

tetraciclina. Por otro lado se estimaron 8,3·107 UFC/g de suelo de la cepa P. putida 

MAX40 en el microcosmos SMAX40 cuyo suelo se incubó en condiciones de 

humedad. En dicho punto de muestreo la humedad fue del  25,9% ± 4,5. Sin embargo, 

cuando el suelo se sometió a condiciones de estrés hídrico se detectaron 1,1·105 

UFC/g de suelo al final del ensayo, dicho suelo presentó una humedad del 2,2% ± 0,0 

en el momento del muestreo. En ninguno de los suelos aparecieron cepas resistentes a 

kanamicina.  

Análogamente se realizó un recuento de células viables en forma de UFC/g de suelo 

de cada una de las cepas objeto de estudio Microbacterium sp. 3J1K y P. putida 

MAX40, en los microcosmos S3J1KMAX40 donde ambas cepas se suministraron de 

forma conjunta. En la Figura III.9 se representan las UFC/g de suelo de la cepa 

tolerante a la falta de agua Microbacterium sp. 3J1K y de la cepa sensible a la sequía 

P. putida MAX40 cuando se suministraron de forma conjunta, en un suelo franco-

arenoso en condiciones de humedad y de sequía, al final del periodo que dura el 

ensayo (14 días). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.9. Células viables presentes en los microcosmos V3J1KMAX40. Se indica la viabilidad 
en forma de UFC/g de suelo de la cepa Microbacterium sp. 3J1K y la cepa P. putida MAX40 cuando 
se suministran de forma conjunta (c), en un suelo compuesto por vermiculita en condiciones de 
humedad (gris) y en un suelo sometido a condiciones de estrés hídrico (blanco). Se indica el porcentaje 
de humedad de cada microcosmos encima de cada barra. En el eje da abscisas se indica la cepa y en el 
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eje de ordenadas se indica las UFC/g de suelo. Se incluye en forma de barras de error la desviación 
estándar a la media de tres experiencias. 

 

Como se puede observar en la Figura III.9 se estimaron 9,3·107 UFC/g de suelo de la 

cepa Microbacterium sp. 3J1K en los microcosmos S3J1KMAX40 cuyo suelo se 

incubó en condiciones de humedad. En dicho punto de muestreo la humedad fue del 

23,8% ± 3,35. Sin embargo, cuando el suelo se sometió a condiciones de sequía se 

estimaron 1,3·107 UFC/g de suelo al final del ensayo, dicho suelo presentó una 

humedad del 4,2% ± 0,28 en el momento del muestreo. Por otro lado se estimaron 

9,3·107 UFC/g de suelo de la cepa P. putida MAX40 en el microcosmos 

S3J1KMAX40 cuyo suelo se sometió a condiciones de humedad. En dicho punto de 

muestreo el porcentaje de humedad en el suelo fue del 23,8% ± 3,3. Cuando el suelo 

se sometió a condiciones de falta de agua se estimaron 1,3·107 UFC/g de suelo al final 

del ensayo. Dicho suelo presentó una humedad del 4,2% ± 0,28, en el momento del 

muestreo.  

 

Para determinar si existe un efecto protector de la cepa clasificada como tolerante a la 

desecación Microbacterium sp. 3J1K, hacia la cepa sensible P. putida MAX40 en un 

suelo franco-arenoso calculamos el nivel de supervivencia de cada una de las cepas, 

cuando se suministraron de forma conjunta, en un suelo sometido a condiciones de 

estrés hídrico, tomando como referencia los datos del suelo sometido a condiciones de 

humedad. Además se calculó la supervivencia cuando se suministraron de forma 

individual. En la Figura III.10 se representa el porcentaje de supervivencia de la cepa 

tolerante a la sequía Microbacterium sp. 3J1K, la supervivencia de la cepa sensible a 

la sequía P. putida MAX40 y la  supervivencia de cada una de las cepas cuando se 

suministran en forma combinada en un suelo sometido a condiciones de sequía.  
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Figura III.10. Supervivencia de las cepas suministradas de forma individual y conjunta en 
microcosmos sometidos a estrés hídrico. Se representa la supervivencia en porcentaje, de la cepa 
tolerante a la sequía Microbacterium sp. 3J1K y la cepa sensible a la sequía P. putida MAX40 de 
forma individual (gris) y cuando ambas fueron combinadas (c) (blanco). Se indica el porcentaje de 
humedad de cada microcosmos encima de cada barra. En el eje da abscisas se indica la cepa y en el eje 
de ordenadas se indica el porcentaje de supervivencia. Se incluye en forma de barras de error la 
desviación estándar a la media de tres experiencias. 

 

Cuando la cepa tolerante a la sequía Microbacterium sp. 3J1K se suministró de forma 

individual, presentó una supervivencia del 63,4% ± 3,7 en un suelo sometido a 

condiciones de falta de agua, el cual presentó una humedad del 3,8% ± 0,9 en el 

momento del muestreo. Por otra parte, cuando la cepa sensible a la desecación P. 

putida MAX40 se suministró de forma individual, presentó una supervivencia del 

0,13% ± 0,03 en un suelo sometido a condiciones de sequía. Dicho suelo presentó una 

humedad del 2,2% en el momento del muestreo. Por otro lado cuando ambas cepas se 

suministraron de forma conjunta (c), la cepa sensible a la sequía P. putida MAX40, 

presentó un porcentaje de supervivencia del 14,2 ± 2,1, sin embargo la cepa tolerante 

a la sequía Microbacterium sp. 3J1K presentó un porcentaje de supervivencia del 

91,47% ± 15,8 en un suelo sometido a condiciones de sequía. Dicho suelo presentó 

una humedad del 4,7% ± 0,0 en el momento del muestreo.  

 

Discusión  

La biorremediación de ambientes sometidos a condiciones de estrés por falta de agua 

supone el uso de organismos que soporten dichas condiciones y que realicen la 
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función para la que se destinan. Tal y como indicamos en el capítulo III  (Resultados)  

para recuperar un suelo contaminado con hidrocarburos y sometido a condiciones de 

estrés por falta de agua, proponemos el uso de plantas (bioacumuladoras o no 

bioacumuladoras) y microorganismos que toleren las condiciones de sequía. De modo 

que los microorganismos protejan a plantas frente a dicho estrés y degraden los 

compuestos recalcitrantes. Tal y como indicamos en el Capítulo mencionado antes, 

tras varios intentos no conseguimos aislar ningún microorganismo que presentara 

dichas propiedades, por lo que nos planteamos la combinación de microorganismos. 

De modo que comprobamos si un microorganismo tolerante a la desecación, podía 

proporcionar un aumento de la supervivencia de la población de un microorganismo 

clasificado como xerosensible (con capacidad para degradar compuestos 

recalcitrantes) en un suelo sometido a condiciones de estrés hídrico.  

Tal y como hemos indicado en la Introducción, la síntesis de grandes cantidades de 

azúcares, en particular disacáridos no reductores (como trehalosa y sacarosa), está 

asociada a la habilidad de aquellos microorganismos para sobrevivir en estado de 

sequía (Crowe et al. 1987; Billi et al. 2000; de Castro et al. 2000). Sin embargo, hay 

estudios que indican que algunos organismos anhidrobiontes poseen un mecanismo 

para tolerar la desecación no sólo produciendo azúcares, sino también varios 

osmolitos, antioxidantes e incluso proteínas (Crowe et al. 2005; Illing et al., 2005). 

Entre las diferentes estrategias desarrolladas por los microorganismos, la síntesis de 

solutos compatibles y proteínas especializadas son los más importantes. Nuestra 

hipótesis se basa en suponer que la cepa xerosensible puede beneficiarse del 

microclima generado por la cepa xerotolerante en el suelo. Y que la cepa xerosensible 

presente la capacidad para metabolizar determinados compuestos, que la cepa 

xerotolerante no posee, en las condiciones de sequía.  

Para comprobar nuestra hipótesis seleccionamos la cepa Microbacterium sp. 3J1, 

clasificada como tolerante a la desecación (Narváez-Reináldo et al. 2010) y protectora 

de plantas (Vílchez et al. en preparación) y la cepa P. putida MAX40, clasificada 

como sensible a las condiciones de estrés por falta de agua (Manzanera et al. 2002; 

Narváez-Reináldo et al. 2010), que además se utiliza en técnicas de biorremediación 

debido a su versatilidad para colonizar lugares y para metabolizar determinados 

compuestos xenobióticos (Franklin et al. 1981; Ramos-Gonzalez & Molin 1998). Tal 

y como hemos indicado en la Introducción según Narváez y colaboradores (2010) los 
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xeroprotectores producidos por la cepa Microbacterium sp. 3J1 (xerotolerante) 

fueron, en orden de mayor a menor, trehalosa, lactato, piruvato, glutamina y ácido 

oxoglucurónico. Dichos xeroprotectores presentaron resultados positivos en cuanto a 

la estabilización de la enzima lipasa, aunque los resultados obtenidos fueron menores 

que los logrados utilizando la trehalosa como xeroprotector. Al igual que ocurrió 

cuando se probó la capacidad estabilizadora de dichos xeroprotectores en células 

procariotas sometidas a secado (Narváez-Reináldo et al. 2010).  

Según los resultados, la cepa sensible a las condiciones de estrés por falta de agua, P. 

putida KT2440 aumentó su supervivencia cuando se inoculó junto con la cepa 

Microbacterium  sp. 3J1, en un suelo compuesto por vermiculita sometido a 

condiciones de estrés hídrico. De modo que presentó un porcentaje de supervivencia 

similar a los de la cepa considerada como control positivo en los ensayos de 

tolerancia a la desecación en placas, Acinetobacter calcoaceticus PADD68. Sin 

embargo, el porcentaje de supervivencia de la cepa P. putida KT2440 aumentó 

considerablemente cuando se inoculó junto con la cepa xerotolerante en un suelo 

franco-arenoso como sustrato, en vez de vermiculita. Según los resultados de 

supervivencia de la cepa P. putida KT2440 junto con la cepa xerosensible, habría que 

comprobar si es rentable su utilización en un tratamiento de suelos contaminados 

sometidos a condiciones de estrés por sequía. 

Es probable que la cepa Microbacterium sp. 3J1 al producir los xeroprotectores 

cuando se encuentra en condiciones de estrés por falta de agua, genere un microclima 

propicio para que la cepa xerosensible P. putida MAX40 sobreviva a tales 

condiciones. Aún así la producción de los xeroprotectores es intracelular, hecho por el 

cual también nos planteamos la posibilidad de que ambas cepas formaran una 

biopelicula, quizás también junto con otros microorganismos presentes en el suelo. Ya 

que una de las ventajas importantes de la formación de biopeliculas por las bacterias 

del suelo (rizobacterias) es la protección contra la escasez de agua (desecación o 

efecto osmótico). Las biopeliculas están formadas por comunidades microbianas que 

se adhieren a superficies bióticas o abióticas, las cuales quedan encerradas en una 

matriz protectora de compuestos extracelulares. Aún así, la composición de las 

biopeliculas bacterianas en suelos es poco conocida (Bogino et al. 2013).  
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Para nuestro conocimiento no existen estudios acerca de la protección de un 

microorganismo sensible a las condiciones de estrés por falta de agua, por un 

microorganismos tolerante a dichas condiciones.  
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CAPÍTULO IV 

PROTECCIÓN DE PLANTAS FRENTE A LA FALTA DE 

AGUA POR MICROORGANISMOS 

Introducción  

La escasez de agua afecta negativamente a varios sectores de la sociedad, como por 

ejemplo la agricultura. La sequía junto con las actividades humanas pueden conducir 

a la desertificación de zonas vulnerables mediante la cual la fertilidad de los suelos se 

degradan y disminuyen los recursos bio-productivos o desaparecen (Kundzewicz 

1997). Las principales causas de las sequías son anomalías en el clima, que conducen 

a menos precipitaciones, lo que pasa a ser insuficientes para la demanda de agua en la 

agricultura (Panu & Sharma 2002). 

La gestión de los recursos hídricos da lugar a conflictos en los paíeses áridos o 

semiáridos, como España, por lo que garantizar un uso sostenible del agua es una 

tarea que presenta serias dificultades (Rodríguez et al. 2008). España es el país 

europeo más árido y que más recursos hídricos dedica a la irrigación. Según datos del 

Ministerio de Medio Ambiente (2007), el sector agrario usa aproximadamente el 70% 

del total de agua captada en España. Dicho país presenta ventajas como son la 

localización resepecto a grandes mercados, la disponibilidad de suelo, las horas de sol 

y sus infraestructuras, aún así dichas ventajas se ven disminuidas por una gran 

desventaja, que es hacer frente a la disponibilidad limitada de agua con un régimen 
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irregular de precipitaciones y sequías recurrentes. En esas condiciones, disponer de 

cantidades suficientes de agua se convierte en un elemento estratégico que garantiza 

la viabilidad de muchas explotaciones agrícolas (Maestu, 2008). Las limitaciones 

climáticas y edáficas de determinados territorios impiden que muchos de los cultivos 

de mayor productividad agraria puedan cultivarse en régimen de secano.  

La huella hidrológica de una persona, colectivo o país se define como el total de agua 

usada para producir los bienes y servicios consumidos por esa persona, colectivo o 

país. Según Rodríguez y colaboradores (2008) la huella hidrológica de España se sitúa 

en unos 1.150 m3 de agua per cápita al año, siendo el volumen anual total cercano a 

los 48.000 hm3. La agricultura es responsable de algo más del 80% de la huella 

hidrológica, siendo los cereales y los cultivos industriales los grupos de cultivos con 

mayor peso.  

Tal y como hemos indicado en el capítulo II, existen microorganismos rizosféricos 

capaces de facilitar el crecimiento de la planta en condiciones ambientales adversas 

(Glick & Bashan 1997; Timmusk & Wagner 1999), como son las condiciones de falta 

de agua (Mayak et al. 2004b) y otros estreses como la presencia de metales pesados 

(Burd et al. 1998), inundación (Grichko & Glick 2001), elevada salinidad (Mayak et 

al. 2004a) o presencia de fitopatógenos (Wang et al. 2000).  

Los mecanismos de las PGPR que se han sugerido para estimular el crecimiento en 

condiciones ambientales adversas, es que presentan la capacidad para reducir la 

producción de etileno, a través de la acción de la enzima 1-aminociclopropano-1 

ácido carboxílico (ACC) deaminasa (Glick & Bashan 1997), tal y como indicamos en 

el Capítulo II y en el aumento de la expresión del gen ERD15, el cual responde a las 

condiciones de estrés por falta de agua (Timmusk & Wagner 1999) 

 

Resultados  

Una vez aislados los microorganismos con capacidad para la tolerar la falta de agua, 

con un 30% o más de supervivencia, descritos en el Capítulo II, nuestro objetivo fue 

determinar el efecto que dichos microorganismos ejercen sobre las plantas en 

condiciones de humedad y sometidas a condiciones de estrés hídrico. Para evaluar los 
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efectos de las bacterias en la tolerancia de las plantas frente a condiciones de sequía, 

se realizaron medidas de la longitud del tallo y de la raíz. También determinamos el 

peso fresco, el peso totalmente túrgido y el peso seco para calcular el Contenido 

Relativo de Agua (CRA) y el Índice de Recuperación de Agua (IRA)  de cada una de 

las plantas y así estudiar el efecto que causa la adición de las bacterias sobre las 

plantas en condiciones de sequía. Dichos analisis también se relizaron cuando la 

planta se incubó en condiciones de humedad para así evaluar los posibles efectos de 

las bacterias en la promoción del crecimiento.  

 

IV.1 SELECCIÓN DE MICROORGANIMOS Y PLANTAS 

IV.1.a Microorganismos seleccionados  

En este capítulo se evaluó el efecto protector de determinados microorganismos 

previamente aislados y que han sido descritos en el Capítulo II, sobre la tolerancia de 

las plantas frente a la falta de agua y la capacidad de estos microorganismos para 

estimular el crecimiento en plantas (PGPR) en condiciones óptimas de humedad. Para 

ello se seleccionaron las cepas 56FL1 y 56PL3, ambas aisladas de la raíz de la 

Gayomba, en medio mínimo con ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC) 

como única fuente de nitrógeno y con una supervivencia a la desecación mayor del 

30%. También se seleccionó la cepa Arthrobacter sp. LNX25 aislada en nuestro 

grupo, con un porcentaje de supervivencia a la falta de agua superior al 30%. El grado 

de protección frente a la sequía que ofrecen los microorganismos seleccionados se 

compararon con el obtenido con las plantas inoculadas con la cepa tolerante a la 

sequía Microbacterium sp. 3J1 (Narváez-Reináldo et al. 2010), ya utilizada en 

ensayos de protección de plantas frente a condiciones de estrés hídrico (Vílchez et al. 

en preparación). Además utilizamos la cepa P. putida KT2440 clasificada como 

rizobacterias promotora del crecimiento en plantas (PGPR) y sensible a la falta de 

agua (Manzanera et al. 2002). La simbiosis planta-microorganismos es en general 

muy específica, por lo que con este ensayo podemos probar el uso ubicuo de los 

inóculos.  

En primer lugar se identificaron taxonómicamente las cepas 56FL1 y 56PL3. Para ello 

se recurrió a la secuenciación del gen ARNr 16S, tal y como se indica en el apartado 
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M9.c. Tal y como se observa en la Figura IV.1, se obtuvieron dos bandas como 

producto de amplificación del tamaño esperado, de aproximadamente 1.500 pb.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.1. Electroforesis de la reacción de amplificación del gen ARNr 16S de las cepas 56FL1 
y 56PL3. La calle nombrada como MPM se corresponde con el marcador de peso molecular, DNA 
ladder 500 pb-10 kb, de la casa Molecular Biology Laboratory (MBL), las siguientes calles, nombradas 
como 56FL1 y 56PL3 se corresponde con el producto de PCR del gen ARNr 16S de las cepas objeto de 
estudio. 

 

Los productos de PCR se limpiaron, tal y como se indica en el apartado M9.d.  Tras 

su limpieza y una vez contrastado el tamaño y calidad de los amplicones, se procedió 

a la secuenciación de los mismos. Así pues, en el caso del producto correspondiente a 

la amplificación del gen ARNr 16S de la cepa 56FL1,  se logró una lectura de 1.388 

pb. Por otra parte, del producto correspondiente a la amplificación del gen ARNr 16S 

de la cepa 56PL3, se consiguió una lectura de 1.405 pb. Dicha secuenciación se 

realizó utilizando los oligonucleótidos fd1, rd2, fd2 y rd1 (Weisburg et al. 1991b), tal 

y como se indica en el apartado M9.e. Para la construcción de las secuencias se 

procedió al ensamblaje del producto de las cuatro secuenciaciones obtenidas de cada 

una de las cepas. Dichas construcciones fueron comparadas con todas las secuencias 

de las cepas tipo que existen en la base de datos EzTaxon (Tabla IV.1), mediante el 

servidor EzBioCloud (http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/, Kim et al. 2012), tal y como se 

indica en el apartado M10.  
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Tabla IV.1. Identificación taxonómica de las cepas 56FL1 y 56PL3 en base al gen ARNr 16S. En 
la primera columna se indica la cepa objeto de estudio, en la segunda columna el número de acceso de 
la especie más cercana y el porcentaje de similitud, en la tercera columna se indica la especie más 
relacionada filogenéticamente. Y en la última columna se indica la referencia.  

Cepa  Número de accesión 
especie más cercana 

(% similitud) 

Especie Referencia 

FJ214355 (99,86) Micrococcus 
yunnanensis YIM 

65004T 

(Zhao et al. 2009) 56FL1 

CP001628 (99,57) Micrococcus luteus 
NCTC 2665T 

(Wieser et al. 
2002) 

56PL3 FJ214355 (100) Micrococcus 
yunnanensis YIM 

65004T 

(Zhao et al. 2009) 

 

En base a la secuencia del gen ARNr 16S de la cepa 56FL1, se observó una máxima 

similitud con las especies Micrococcus yunnensis YIM 65004T y la cepa Micrococcus 

luteus NCTC 2665T. Por otra parte, en base a la secuencia del gen ARNr 16S de la 

cepa 56PL3, se observó un 100% de máxima identidad con la especie Micrococcus 

yunnanensis YIM 65004T. Dicha especie bacteriana se clasificó como endofítica 

(Zhao et al. 2009). Siddikee y colaboradores identificaron una cepa aislada del suelo 

como perteneciente a la especie bacteriana M. yunnanensis y la clasificaron como 

rizobacteria halotolerante, PGPR e indol acética positiva. Por tanto, según el gen 

ARNr 16S las cepas se clasificaron dentro de la clase Actinobacteria, pertenecientes 

al género Micrococcus.  

De este modo se utilizaron los microorganismos indicados en la Tabla IV.2 para 

determinar el efecto que ejercen sobre las plantas en condiciones de humedad y 

sometidas a condiciones de estrés hídrico.  
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Tabla IV.2. Microorganismos utilizados en ensayos de promoción del crecimiento en plantas y 
protección frente a condiciones de estrés hídrico. En la primera columna se indica el nombre de la 
cepa, en la segunda columna el fenotipo de cada una de ellas, en la tercera la fuente de carbono y 
nitrógeno utilizada en el aislamiento y en la cuarta la referencia.  

Cepas Fenotipo Aislamiento Referencia 

Micrococcus sp. 56FL1 Tolerante a la 
sequía 

HAP/ACC Este trabajo 

Micrococcus sp. 56PL3 Tolerante a la 
sequía 

HAP/ACC Este trabajo  

Arthrobacter sp. 
LNX25 

Tolerante a la 
sequía 

HAP/NH4Cl  En el grupo de 
investigación 

Microbacterium sp. 3J1 Tolerante a la 
sequía 

Glucosa/NH4Cl (Narváez-
Reináldo et al. 
2010) 

P. putida KT2440 PGPR. Sensible a 
la sequía 

 (Franklin et al 
1981) 

 

 

IV.1.b Plantas seleccionadas y diseño experimental 

Dado que los estudios anteriores de protección de plantas contra la sequía por parte de 

microorganismos se han realizado con plantas de pimiento (Caspicum annuum) como 

modelo (Mayak et al. 2004), decidimos utilizar esta misma planta para estos estudios. 

Estas plantas fueron inoculadas con distintos microorganismos caracterizados como 

tolerantes a la desecación. Dichas plantas se incubaron en condiciones de humedad 

para determinar como afectaba la colonización del microorganismo sobre el 

crecimiento de la planta. También se sometieron a condiciones de estrés hídrico para 

evaluar el efecto de los microorganismos antes descritos, sobre la tolerancia a la falta 

de agua de las plantas. Para ello se utlizaron macetas de polietileno negro con forma 

redondeada con sustrato compuesto por vermiculita estéril, tal y como se indica en el 

apartado M.5.b. Dichas macetas se distribuyeron utilizando la metodología de los 

cuadrados latinos, tal y como se indica en la Figura IV.2, para minimizar el efecto de 

la iluminación .  
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Figura IV.2. Disposición de las macetas. En la imagen se muestra la distribución de cada una de las 
macetas, donde cada letra corresponde a cada una de las cepas, la letra A corresponde a la cepa 
Micrococcus sp. 56FL1, la letra B a la cepa Micrococcus sp. 56PL3, la letra C a P. putida KT2440, la 
letra D a Microbacterium sp. 3J1 y la letra E a Arthrobacter sp. LNX25. La letra H indica que las 
macetas están en condiciones de humedad y la letra S en condiciones de sequía.  

 

Para identificar qué microorganismos fueron capaces de estimular el crecimiento de 

las plantas de pimiento en condiciones óptimas de humedad y en condiciones de 

estrés hídrico, se esterilizaron semillas de pimiento, tal y como se indica en el 

apartado M6.b. Transcurridos 14 días desde su germinación las plántulas se dividieron 

en dos grupos, donde las plantas de cada grupo se inocularon con cada una de las 

cepas objeto de estudio Micrococcus sp. 56FL1, Micrococcus sp. 56PL3, 

Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y P. putida KT2440. Al primer 

grupo se les eliminó el regado durante todo el periodo de ensayo, mientras que las 

otras macetas se regaron cada 96 horas con 20 ml de agua destilada. Se realizaron 3 

replicas de cada una de las macetas inoculadas y se tomaron muestras a los 7, 14, 21 y 

34 días (Figura IV.3).  
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Figura IV.3. Esquema del proceso de la preparación de las plantas.  

 

Para añadir las células a las macetas se inocularon previamente 5 matraces de 1.000 

ml con 500 ml de TSB. Cada uno de ellos se inocularon con una colonia de 24 horas 

de crecimiento procedentes de una placa de TSA de las cepas Micrococcus sp. 56FL1, 

Micrococcus sp. 56PL3, Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y P. putida 

KT2440. Dichos matraces se incubaron en un agitador orbital a una temperatura de 

30ºC y una agitación de 150 rpm durante 24 horas. Una vez alcanzada una alta 

densidad celular (Abs600nm de 9 o superior) cada cultivo se centrifugó a 10.000 rpm 

durante 10 minutos, tras los cuales se recogieron aproximadamente 3 g de biomasa. 

Dicha biomasa se resuspendió en medio 1xM9 hasta alcanzar la Abs600nm de 1. Tras 

ellos se inocularon cada una de las plantas con 20 ml de cultivo. 

 

IV.2 EFECTO DE LAS CEPAS SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA PLANTA 

IV.2.a Efecto de las cepas en el crecimiento de la planta en condiciones de sequía 

Como hemos indicado en la Introducción, ciertos PGPR poseen la enzima 1-

aminociclopropano-1 ácido carboxílico (ACC) deaminasa (Glick et al. 1998), la cual 

descompone el ACC, precursor inmediato de la vía de biosintesis del etileno, a α-

cetobutirato y amoníaco (Glick et al. 2007). La adición de inoculantes de bacterias 

tolerantes a la falta de agua y PGPR productoras de ácido indol-3-acético (IAA del 
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inglés Indol Acetic Acid), supone para la planta un mayor desarrollo de raíces laterales 

y adventicias (Manzanera et al. 2004; Manzanera et al. 2002a). Dichas bacterias 

pueden contrarrestar los efectos negativos ante el estrés hídrico disminuyendo la 

producción de etileno mediante la enzima ACC deaminasa o incrementando la 

producción de IAA (Mayak et al. 2004). 

Para evaluar los efectos de las cepas Microccocus sp. 56FL1, Micrococcus sp. 56PL3, 

Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y P. putida KT2440 en plantas 

sometidas a condiciones de estrés hídrico, se midió la longitud de la raíz y del tallo, 

así como se determinó el contenido relativo de agua (CRA), mediante el registro del 

peso fresco (PF), peso totalmente túrgido (PTT) y peso seco (PS), a los 7, 14, 21 y 34 

días.  

En la Figura IV.4 se muestra el aspecto de las plantas inoculadas con cada una de las 

cepas objeto de estudio tras 34 días sin recibir nigún aporte de agua. Todas las plantas 

presentaron un aspecto saludable a los 34 días de muestreo a excepción de las plantas 

inoculadas con la cepa sensible P. putida KT2440, las cuales presentaron un aspecto 

totalmente marchito al final del periodo de ensayo.  

Figura IV.4. Aspecto de las plantas inoculadas tras 34 días sin aporte de agua. De izquierda a 
derecha se sitúan las plantas inoculadas con las cepas Micrococcus sp. 56PL3, Micrococcus sp. 56FL1, 
Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y P. putida KT2440. 
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La producción de pigmentos fotosínteticos en las partes expuestas a la luz de las 

plantas inoculadas con las cepas Microbacterium sp. 3J1, Micrococcus sp. 56FL1, 

Micrococcus sp. 56PL3 y Arthrobacter sp. LNX25, aparentemente no estuvieron 

afectadas por el déficit hídrico. Las plantas inoculadas con la cepa P. putida KT2440 

no sobrevivieron 34 días sin ningún aporte de agua. Por otra parte, la planta inoculada 

con la cepa Microbacterium sp. 3J1 no desarrolló hojas secundarias, al igual que 

ninguna de sus replicas. Sin embargo las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus 

sp. 56PL3 presentaron un asepecto muy saludable con el desarrollo de hojas 

secundarias de un tamaño aproximado al de las hojas principales. Al igual que la 

planta inoculada con la cepa Micrococcus sp. 56FL1 de la imagen y sus replicas, las 

cuales también desarrollaron las hojas secundarias pero con un tamaño menor que el 

de las hojas principales. En la planta inoculada con la cepa Arthrobacter sp. LNX25 

se observó el inicio del desarrollo de las hojas secundarias, al igual que ocurrió con 

las replicas.   

 

IV.2.a Longitud de la raíz y el tallo en plantas sometidas a condiciones de estrés 

hídrico 

Para evaluar el desarrollo de las plantas se tomaron registros de la longitud de la raíz 

y del tallo a lo largo de 34 días. Para comparar la longitud de las raíces de las plantas 

inoculadas con cada una de las cepas se realizó un análisis de comparaciones 

múltiples, utilizando el método Tukey, con un grado de significancia de 0,05, tal y 

como se indica en el apartado M10.a. En la Figura IV.5 se puede observar la longitud 

de las raíces de las plantas inoculadas con las cepas Micrococcus sp. 56FL1, 

Micrococcus sp. 56PL3, Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y P. putida 

KT2440.  
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Figura IV.5. Longitud de las raíces de plantas en condiciones de sequía. Se indica la longitud de 
raíces de cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 días de muestreo (blanco), 14 días 
(gris claro), 22 días (gris oscuro) y 34 días (negro). Se indica con un asterisco (*) la diferencia 
significativa. Se incluye en forma de barras de error la desviación estándar a la media de tres 
experiencias.   

 

Como resultado del ensayo para determinar el efecto de las cepas en el desarrollo de 

las plantas sometidas a condiciones de estrés hídrico, se observó que todas las plantas 

aumentaron la longitud de las raíces desde el inicio del muestreo (7 días) hasta el final 

del periodo de ensayo (34 días). La raíz de las plantas inoculadas con la cepa 

Microbacterium sp. 3J1 incrementaron de media 2,8 ± 1,7 cm a lo largo del ensayo. 

De forma similar aumentó la longitud de las raíces de las plantas inoculadas con la 

cepa P. putida KT2440 (2,4 ± 1,02 cm), a lo largo del periodo de muestreo. Por otra 

parte, las raíces de las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56FL1 

presentaron el mayor incremento registrado a lo largo del periodo con un valor medio 

de 4,6 ± 1,8 cm. Las raíces de las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 

56PL3 también presentaron un incremento similar con un valor medio registrado de 

4,2 ± 2,7 cm a lo largo del periodo. Según el análisis estadístico multivariante las 

plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56PL3 y Microbacterium sp. 3J1 

presentaron diferencias significativas en la longitud de las raíces con respecto a las 

demás plantas, en el tiempo 7 días. Sin embargo, la longitud de las raíces de las 
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plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56PL3 presentaron diferencia 

significativa con respecto a las demás plantas inoculadas a los 21 días. 

Igualmente para determinar el efecto de las cepas objeto de estudio en el desarrollo de 

las plantas sometidas a condiciones de sequía se tomaron registros de la longitud de 

los tallos de las plantas inoculadas con las cepas objeto de estudio, tal y como se 

indica en la Figura IV.6. 

 

 

 

 

Figura IV6. Longitud del tallo de plantas en condiciones de sequía. Se indica la longitud de los 
tallos de cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 días de muestreo (blanco), 14 días 
(gris claro), 22 días (gris oscuro) y 34 días (negro). Se indica con un asterisco (*) la diferencia 
significativa. Se incluye en forma de barras de error la desviación estándar a la media de tres 
experiencias.   

 

Como se puede observar en la Figura IV.6, la longitud de los tallos de las plantas 

inoculadas con las cepas tolerantes a la sequía presentaron un aumento desde el 

principio del muestreo (7 días) hasta el final del ensayo (34 días). Sin embago, la 

longitud de los tallos de las plantas inoculadas con la cepa sensible P. putida KT2440,  

no presentaron diferencias significativas en el final del ensayo con respecto al inicio. 

Los tallos de las plantas inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1 aumentaron 

1,2 ± 0,12 cm a lo largo del periodo. Por otra parte, la longitud de los tallos de las 

plantas inoculadas con la cepa P. putida KT2440 presentaron una disminución del 

tallo a los 34 días de ensayo. Sin embargo, los tallos de las plantas inoculadas con la 

cepa Micrococcus sp. 56PL3 presentaron el mayor aumento desde el inicio del ensayo 

hasta el final, con un valor medio de 2,1 ± 0,37 cm. Según el tratamiento estadístico 

multivariante basado en el método de Tukey (p<0,05), las plantas inoculadas con la 
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cepa Micrococcus sp. 56PL3 presentaron diferencias significativas en la longitud de 

los tallos con las demás plantas inoculadas a los 21 días de muestreo y a los 34 días de 

muestreo. Por otro lado, las plantas inoculadas con las cepas Arthrobacter sp. LNX25 

y Microbacterium sp. 3J1 presentaron diferencias significativas en la longitud del 

tallo con respecto a las plantas inoculadas con las cepas Micrococcus sp. 56FL1 y P. 

putida KT2440.  

 

IV2.b Contenido relativo de agua e índice de retención de agua de las plantas 

inoculadas   

Para conocer el estado hídrico de las plantas inoculadas con las cepas Microccocus sp. 

56FL1, Micrococcus sp. 56PL3, Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y 

P. putida KT2440, calculamos el Contenido Relativo de Agua (CRA) y el Índice de 

Retención del Agua (IRA), mediante el registro del peso fresco (PF), el peso 

totalemente túrgido (PPT) y el peso seco (PS) de cada una de las plantas, a lo largo 

del tiempo de muestreo.  

Primero realizamos registros del peso fresco de cada una de las plantas inoculadas, tal 

y como se indica en la Figura IV.7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.7. Peso fresco de las plantas sometidas a condiciones de sequía. Se indica el peso fresco 
en cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 días (blanco), 14 días (gris claro), 22 días 
(gris oscuro) y 34 días (negro). En el eje de abscisas se indica la cepa y en el eje de ordendas el peso 
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fresco (mg). Se indica con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye en forma de barras de 
error la desviación estándar a la media de tres experiencias. 

 

Como se puede observar en la Figura IV.7, el peso fresco (PF) de las plantas 

inoculadas con las cepas incrementa conforme aumenta el tiempo, a excepción de las 

plantas inoculadas con las cepas Micrococcus sp. 56FL1 y P. putida KT2440, cuyos 

pesos disminuyen a los 34 días de muestreo. El peso fresco de las plantas inoculadas 

con la cepa Microbacterium sp. 3J1 presentaron un incremento medio de 20,9 ± 9,6 

mg. Sin embargo, el peso fresco de las plantas inoculadas con la cepa P. putida 

KT2440 presentaron una disminución pronunciada a los 34 días de ensayo, de modo 

que el peso fresco disminuyó 22 ± 1,07 mg al final del periodo de ensayo. Por otra 

parte, el peso fresco de las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56PL3 

presentaron el mayor aumento a lo largo del periodo de ensayo con un valor medio 

registrado de 67,8 ± 18,1 cm. Según el tratamiento estadístico multivariante, las 

plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56PL3 presentaron diferencia 

significativa en el PF con respecto a las demás plantas inoculadas a los 21 y 34 días 

de ensayo. Las plantas inoculadas con las cepas Arthrobacter sp. LNX25 y 

Microbacterium sp. 3J1 también presentaron diferencias significativas con respecto a 

todas las demás plantas inoculadas menos con aquellas inoculadas con la cepa 

Micrococcus sp. 56PL3. 

Para medir el peso totalmente túrgido (PTT), se procedió del mismo modo que en el 

ensayo anterior, de modo que se colocaron cada una de las plantas en tubos de ensayo 

con un volumen de agua suficiente para cubrir las raíces y se incubó en oscuridad 

durante un periodo de 48 horas, a temperatura ambiente. Tal y como se inidica en la 

Figura IV.8, se midió el PTT de las plantas sometidas a condiciones de sequía 

inoculadas con las cepas, Microccocus sp. 56FL1, Micrococcus sp. 56PL3, 

Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y P. putida KT2440.  
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Figura V.8. Peso totalmente túrgido de las plantas sometidas a condiciones de sequía. Se indica el 
peso totalmente túrgido en cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 días (blanco), 14 
días (gris claro), 22 días (gris oscuro) y 34 días (negro). En el eje de abscisas se indica la cepa y en el 
eje de ordendas el peso totalmente túrgido (mg). Se indica con asterisco (*) las diferencias 
significativas. Se incluye en forma de barras de error la desviación estándar a la media de tres 
experiencias. 

 

Como se puede observar en la Figura IV.8 el peso totalmente túrgido de las plantas 

inoculadas con las cepas Micrococcus sp. 56PL3 y Arthrobacter sp. LNX25 aumentó 

significativamente durante el periodo que dura el ensayo, sin embargo el PTT 

disminuyó en las plantas inoculadas con las cepas Micrococcus sp. 56FL1 y  P. putida 

KT2440. El peso totalmente túrgido de las plantas inoculadas con la cepa P. putida 

KT2440 disminuyó 37,56 ± 8,3 mg a los 34 días de ensayo. Sin embargo, el peso 

totalmente túrgido de las plantas inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1 no 

presentaron incremente significativo a lo largo del periodo de ensayo. Por otra parte, 

las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56PL3 presentaron el mayor 

aumento en el peso totalmente túrgido a lo largo del periodo de muestreo, cuyo valor 

medio registrado fue 82,4 ± 19,6 mg. Según el análisis estadístico el PTT de las 

plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56PL3 fue significativamente 

diferente al resto de las plantas a los 21 y 34 días de muestreo. Las plantas inoculadas 

con la cepa Arthrobacter sp. LNX25 presentaron diferencias significativas con 

respecto a las demás plantas excepto aquellas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 

56PL3, a los 34 días de ensayo. 
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Para determinar el peso seco (PS) se colocaron cada una de las plantas envueltas en 

papel de filtro en un horno pasteur a 100ºC durante 24 horas, trascurridas las cuales se 

pesaron en una balaza de precisión para determinar el peso (Figura IV.9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.9. Peso seco de las plantas sometidas a condiciones de sequía. Se indica el peso seco de 
cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 días (blanco), 14 días (gris claro), 22 días (gris 
oscuro) y 34 días (negro). En el eje de abscisas se indica la cepa y en el eje de ordendas el peso seco 
(mg). Se indica con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye en forma de barras de error la 
desviación estándar a la media de tres experiencias. 

 

Tras el ensayo para determinar el peso seco de las plantas objeto de estudio se 

observó que todas las plantas inoculadas con las cepas tolerantes a la falta de agua 

Microccocus sp. 56FL1, Micrococcus sp. 56PL3, Arthrobacter sp. LNX25 y 

Microbacterium sp. 3J1 incrementó a lo largo del periodo de ensayo, sin embargo en 

las plantas inoculadas con la cepa P. putida KT2440 se registró una disminución 

significativa del peso seco desde el día 21 hasta el 34 días de ensayo. Se registró un 

aumento aproximado de 1,8 ± 1,3 mg en las plantas inoculadas con la cepa 

Microbacterium sp. 3J1 desde el inicio hasta el final de ensayo. Por otra parte, el 

mayor incremento en cuanto al PS se registró en las plantas inoculadas con la cepa 

Micrococcus sp. 56PL3, con un valor medio de 5,6 ± 1 mg. Según el análisis 

estadístico multivariante las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56PL3 
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presentaron diferencias singnificativas con respecto a las demás plantas en el peso 

seco registrado a los 34 días de ensayo.  

Una vez determinados cada uno de los pesos (PF, PTT, PS) de las plantas inoculadas 

con cada una de las cepas Microccocus sp. 56FL1, Micrococcus sp. 56PL3, 

Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y P. putida KT2440, se calculó el 

contenido relativo de agua (CRA) (Figura IV.10). El contenido relativo de agua 

(CRA) es un índice que se utiliza para medir el estado fisiológico de la planta (Fisher, 

2000), el cual es uno de los factores que afectan a la concentración de nutrientes. Las 

variables de las que depende el CRA son el peso fresco de la planta (PF), el peso 

totalmente túrgido (PTT) y el peso seco (PS). Dicho índice se calcula como la 

diferencia del PF y el PS entre la diferencia del PTT y el PS, tal y como se indica en 

el apartado M6.b. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.10. Contenido relativo de agua de las plantas sometidas a condiciones de sequía. Se 
indica el contenido relativo de agua de cada una de las plantas inoculadas con las cepas Micrococcus 
sp. 56FL1 Micrococcus sp. 56PL3, Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y P. putida 
KT2440 (cuadrado negro) a los 7 (blanco), 14 (gris claro), 21 (gris) y 34 días (gris oscuro). En el eje de 
abscisas se indica el tiempo (días) y en el eje de ordendas el CRA. Se incluye en forma de barras de 
error la desviación estándar a la media de tres experiencias. 

 

Según la Figura IV.10, todas las plantas inoculadas presentaron un aumento en el 

CRA desde el inicio del periodo de muestreo hasta los 21 días de ensayo. Sin 

embargo, todas las plantas presentaron una disminución del contenido relativo de 
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agua a los 34 días de muestreo, siendo el más pronunciado el de las plantas inoculadas 

con la cepa P. putida KT2440. Las plantas inoculadas con la cepa P. putida KT2440 

presentaron una disminución del índice CRA con un valor medio registrado de 0,37 ± 

0,1, la disminución más pronunciada ocurrió a los 34 días sin aporte de agua. Las 

plantas inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1 presentaron un aumento del 

ínidice CRA de 0,22 ± 0,09 a lo largo del periodo. Por otra parte, las plantas 

inoculadas con las cepas Micrococcus sp. 56PL3 y Arthrobacter sp. LNX25 no 

presentaron un incremento significativo en el índice CRA. Según el tratamiento 

estadístico multivariante las plantas inoculadas con la cepa P. putida KT2440 

presentaron diferencias significativas a los 34 días con respecto a las demás plantas 

inoculadas con las cepas tolerantes a la sequía.  

Para continuar con el estudio del estado hídrico de la planta también se calculó el 

Índice de Retención del Agua (IRA) de cada una de las plantas inoculadas con las 

cepas Microccocus sp. 56FL1, Micrococcus sp. 56PL3, Arthrobacter sp. LNX25, 

Microbacterium sp. 3J1 y P. putida KT2440 (Figura IV.11), para así determinar el 

agua presente en el sistema plantas en el momento del muestreo. Dicho índice se 

calcula como la diferencia entre el peso fresco (PF) y el peso seco (PS), tal y como se 

indica en el apartado M6.b. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



___________________________ CAPÍTULO IV ____________________________                      

  163 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.11. Índice de Retención de Agua de las plantas sometidas a condiciones de sequía. Se 
indica el índice de retención de agua de cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 días 
(blanco), 14 días (gris claro), 22 días (gris oscuro) y 34 días (negro). En el eje de abscisas se indica la 
cepa y en el eje de ordendas el peso seco (mg). Se indica con asterisco (*) las diferencias significativas. 
Se incluye en forma de barras de error la desviación estándar a la media de tres experiencias. 

 

Según la Figura IV.11, el índice de retención de agua de las plantas inoculadas con las 

cepas Micrococcus sp. 56PL3, Arthrobacter sp. LNX25 y Microbacterium sp. 3J1 

aumentaron significativamente el índice de retención de agua al final del periodo de 

ensayo. Las plantas inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1 presentaron un 

aumento significativo del índice de retención de agua (IRA) de 19,1 ± 8,4 desde el 

inicio del ensayo hasta el final. Sin embargo, las plantas inocuadas con la cepa P. 

putida KT2440 presentaron la mayor disminución en cuanto al IRA a lo largo de los 

34 días de ensayo, con un valor de 22,4 ± 0,9. Por otra parte, las plantas inoculadas 

con la cepa Micrococcus sp. 56PL3 presentaron el mayor aumento significativo con 

un valor medio registrado de 62,2 ± 17,6 desde el inicio del muestreo hasta el final. 

Para las plantas inoculadas con la cepa Arthrobacter sp. LNX25 se regsitró un 

aumento medio de IRA de 16,2 ± 6,3, muy próximo al valor registrado para las 

plantas inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1. Por otra parte, se registró una 

disminución, aunque no significativa del IRA en las plantas inoculadas con la cepa 

Micrococcus sp. 56FL1.  
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IV2.b Efecto de las cepas en el crecimiento de la planta en condiciones de regadío 

Al igual que en el ensayo anterior para evaluar los efectos de las cepas Microccocus 

sp. 56FL1,  Micrococcus sp. 56PL3 y Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 

3J1 y P. putida KT2440 en las plantas expuestas a condiciones de humedad, se midió 

la longitud del tallo y de la raíz, así como se determinó el Contenido Relativo de Agua 

(CRA) y el Índice de Retención de Agua (IRA), mediante el registro del peso fresco 

(PF), el peso totalmente túrgido (PTT) y el peso seco (PS) a los 7, 14, 21 y 34 días, tal 

y como se indica en el apartado M6.b.  

En la Figura IV.12 se muestra el aspecto de las plantas inoculadas con cada una de las 

cepas tras 34 días con irrigación continua, donde se seleccionaron aquellas plantas del 

triplicado más representativas de cada uno de los inóculo. Todas las plantas 

presentaron un aspecto saludable durante todo el periodo de muestreo.  

 

Figura IV.12. Aspecto de las plantas inoculadas tras 34 días con irrigación continua. De izquierda 
a derecha se sitúan las plantas inoculadas con las cepas Micrococcus sp. 56PL3, Micrococcus sp. 
56FL1, Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y P. putida KT2440. 
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Como se puede observar en la Figura IV.12 la planta inoculada con cepa P. putida 

KT2440 presentó un aspecto saludable, pero no formó hojas secundarias tras los 34 

días de ensayo con irrigación continua, al igual que ocurrió con las replicas. Sin 

embargo, la planta inoculada con la cepa Microbacterium sp. 3J1 presentó un gran 

desarrollo de las hojas secundarias, al igual que sus replicas. Por otra parte, la planta 

inoculada con la cepa Micrococcus sp. 56PL3 y sus replicas desarrollaron las hojas 

secundarias, con un tamaño menor al de las hojas principales. La planta inoculada con 

la cepa Micrococcus sp. 56FL1 de la imagen no presentó desarrollo de hojas 

secundarias al igual que sus replicas.  

 

IV3.a. Longitud de la raíz y el tallo 

Para medir el cremiento de las plantas realizamos registros tanto de la longitud de la 

raíz como de la longitud del tallo de la planta. Para los datos de la altura se tomó 

como medida la longitud en cm desde la base blanquecina del tallo o el punto donde 

se encontraban las primeras raíces, hasta el plano horizontal formado por el primer 

par de hojas (hojas seminales). Mientras que para las raíces se tomó como medida la 

longitud en cm desde la base blaquecina del tallo o el punto donde se econtraban las 

primeras raíces, hasta la punto del ápice radical más largo sin forzar el estiramiento 

del mismo. En la Figura IV.13 se representa la longitud de la raíz de cada una de las 

plantas inoculadas con las cepas Microccocus sp. 56FL1, Micrococcus sp. 56PL3 y 

Arthrobacter sp. LNX25, además de la cepa Microbacterium sp. 3J1 y P. putida 

KT2440. Para comparar la longitud de las raíces de las plantas inoculadas con cada 

una de las cepas se realizó un análisis de comparaciones múltiples, utilizando el 

método Tukey o método de la diferencia significativa honesta de Tukey (DSH), con 

un grado de significancia de 0,05, tal y como se indica en el apartado M10.a. 
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Figura IV.13. Longitud de las raíces de plantas en condiciones de humedad. Se indica la longitud 
de las raíces de cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 días de muestreo (blanco), 14 
días (gris claro), 22 días (gris oscuro) y 34 días (negro). Se indica con un asterisco (*) la diferencias 
significativas. Se incluye en forma de barras de error la desviación estándar a la media de tres 
experiencias.   

 

Como resultado del ensayo para determinar el efecto de las cepas Microccocus sp. 

56FL1, Micrococcus sp. 56PL3,  Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y 

P. putida KT2440 en el crecimiento de las plantas, se observó que todas promovieron 

el aumento en la longitud de la raíz desde el inicio del ensayo (7 días) hasta llegar al 

final del periodo (34 días). Por otra parte, el menor aumento en la longitud de las 

raíces de las plantas se observó cuando éstas se inocularon con la cepa P. putida 

KT2440, donde se registró un aumento de 1,6 ± 1,2 cm a lo largo del periodo de 

ensayo. Las raíces de las plantas inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1 

aumentaron 1,9 ± 1 cm desde el inicio hasta el final del periodo de muestreo. Sin 

embargo, el mayor aumento significativo en la longitud de las raíces de las plantas se 

observó cuando éstas fueron inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56FL1 con un 

incremento medio de 3,1 ± 1,8 cm. Por otra parte, se registró un aumento significativo 

de 2,6 ± 0,7 cm en las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56PL3. De 

forma similar la aumentó la longitud de las raíces de las plantas inoculadas con la 
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cepa Arthrobacter sp. LNX25, con un valor medio registrado de 2,2 ± 0,7 cm. Según 

el análisis estadístico multivariante (p<0,05) las plantas inoculadas con la cepa 

Micrococcus sp. 56PL3 presentaron diferencias significativas a los 21 días de ensayo, 

con respecto a las demás plantas inoculadas.   

 

Otro de los factores que se utilizaron para medir el crecimiento de las plantas, 

expuestas a condiciones de humedad inoculadas con las cepas Microccocus sp. 

56FL1, Micrococcus sp. 56PL3, Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y 

P. putida KT2440, fue la medida de la longiutd del tallo de cada una de dichas plantas 

(Figura IV.14).  

 

 

 

 

 

 

Figura IV.14. Longitud del tallo de plantas inoculadas en condiciones de humedad. Se indica la 
longitud de los tallos de cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 días de muestreo 
(blanco), 14 días (gris claro), 22 días (gris oscuro) y 34 días (negro). Se indica con un asterisco (*) la 
diferencias significativas. Se incluye en forma de barras de error la desviación estándar a la media de 
tres experiencias.   

 

Como se puede observar en la Figura IV.14, la longitud del tallo de las plantas 

inoculadas con las cepas objeto de estudio aumentaron a lo largo del periodo de 

ensayo. La longitud del tallo de las plantas inoculadas con la cepa P. putida KT2440 

aumentaron significativamente 2,1 ± 0,9 cm a lo largo del periodo de ensayo. Al igual 

que las plantas inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1 cuyos tallos 

presentaron un aumento medio de 2,1 ± 0,65 cm a lo largo del periodo de ensayo. Sin 
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embargo, las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56FL1 presentaron el 

mayor aumento significativo con 2,6 ± 0,25 cm a lo largo del periodo que dura el 

ensayo. También se observó que las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 

56PL3 presentaron un aumento similar con un valor de 2,23 ± 0,61 cm. Según el 

análisis multivariante (p<0,05) sólo las plantas inoculadas con la cepa Arthrobacter 

sp. LNX25 presentaron diferencias significativas con respecto a la longitud del tallo, 

en el tiempo 7 días.   

 

IV3.b Contenido relativo de agua e índice de retención el agua de las plantas 

inoculadas  

Tal y como hemos indicado anteriormente tanto el contenido relativo de agua (CRA)  

como el índice de retención de agua son índices que se utilizan para medir el estado 

hídrico y por tanto fisiológico de la planta (Fisher, 2000). Las variables de las que 

dependen ambos índices son el peso fresco de la planta (PF), el peso totalmente 

túrgido (PTT) y el peso seco (PS). El contenido relativo de agua se calcula como la 

diferencia del PF y el PS entre la diferencia del PTT y el PS, tal y como se indica en 

el apartado M.5.b. Y el índice de retención de agua se calcula como la diferencia entre 

el peso fresco (PF) y el peso seco (PS), indicado en el mismo apartado de Material y 

Métodos mencionado con anterioridad.Al igual que en los demás análisis para 

comparar el peso de las plantas con diferentes inoculantes, se realizó un análisis de 

comparaciones múltiples, utilizando el método Tukey, con un grado de significancia 

de 0,05. 

Para calcular tanto el contendio relativo de agua como el índice de retención, de las 

plantas inoculadas con cada una de las cepas Microccocus sp. 56FL1, Micrococcus 

sp. 56PL3, Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y P. putida KT2440 se 

realizaron resgistros del peso fresco de cada una de ellas, tal y como se indica en la 

Figura IV.15.  
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Figura IV.15. Peso fresco de las plantas en condiciones de humedad. Se indica el peso fresco en 
cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 días (blanco), 14 días (gris claro), 22 días (gris 
oscuro) y 34 días (negro). En el eje de abscisas se indica la cepa y en el eje de ordendas el peso fresco 
(mg). Se indica con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye en forma de barras de error la 
desviación estándar a la media de tres experiencias. 

 

Según los resultados obtenidos el peso fresco (PF) de las plantas inoculadas aumentó 

con el tiempo, obsevandose el mayor incremento en el tiempo 34 días. Por otra parte, 

el peso fresco de las plantas inoculadas con la cepa P. putida KT2440 incrementó en 

57,26 ± 22,02 mg a lo largo del periodo de ensayo. Las plantas inoculadas con la cepa 

Microbacterium sp. 3J1 incrementaron 59 ± 32,7 mg su peso fresco. Sin embargo, las 

plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56PL3 presentaron el mayor aumento 

significativo con un valor medio registrado de 78 ± 18,3 mg a lo largo del periodo de 

ensayo. También se observó un aumento significativo en el peso de las plantas 

inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56FL1, con un valor medio registrado de 74,3 

± 19,7 mg. Las plantas inoculadas con la cepa Arthrobacter sp. LNX25 presentaron el 

menor incremento con un valor medio de 50,2 ± 13,8 mg. Según el análisis estadístico 

multivariante (p<0,05), el peso de las plantas inoculadas con la cepa Arthrobacter sp. 

LNX25 mostraron diferencia significativa con respecto a las demás plantas a los 7 

días de ensayo. Por otra parte, las plantas inoculadas con la cepa P. putida KT2440 

presentaron diferencias significativas con respecto a las demás plantas a los 14 días de 

ensayo.  
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Para medir el peso totalmente túrgido (PTT) se colocaron cada una de las plantas en 

tubos de ensayo con un volumen de agua suficiente para cubrir las raíces. Tras ello los 

tubos se dejaron en oscuridad durante 48 horas, registrando su peso en ese momento, 

con una balanza de precisión. Tal y como se indica en la Figura IV.16, se midió el 

PTT de las plantas sometidas a condiciones de humedad inoculadas con las cepas 

Microccocus sp. 56FL1, Micrococcus sp. 56PL3, Arthrobacter sp. LNX25, 

Microbacterium sp. 3J1 y P. putida KT2440.  

 

 

 

Figura IV.16. Peso totalmente túrgido de las plantas en condiciones de humedad. Se indica el peso 
totalmente túrgido de cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 días (blanco), 14 días 
(gris claro), 22 días (gris oscuro) y 34 días (negro). En el eje de abscisas se indica la cepa y en el eje de 
ordendas el peso totalmente túrgido (mg). Se indica con asterisco (*) las diferencias significativas. Se 
incluye en forma de barras de error la desviación estándar a la media de tres experiencias. 

 

Como se puede observar todas las plantas presentaron un incremento en cuanto el 

peso totalmente túrgido (PPT) a lo largo del periodo de ensayo, siendo el aumento 

más pronunciado a los 34 días de muestreo. Por otro lado, las plantas inoculadas con 

la cepa P. putida KT2440 aumentaron su peso totalmente túrgido en un 55,93 ± 19,7 

mg a lo largo del periodo de ensayo. Cuando las plantas se inocularon con la cepa 

Microbacterium sp. 3J1, incrementaron su PTT 59,6 ± 38,5 mg al final del periodo de 

ensayo. Sin embargo, las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56PL3 

presentaron el mayor aumento significativo en el PTT, con un valor de 74,5 ± 10,7 

mg desde que se inició el muestreo hasta el final, siendo el aumento progresivo a lo 

largo del ensayo. Las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56FL1 
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incrementaron el PTT a lo largo del ensayo con un valor medio de 65,27 ± 25,3 mg. 

Las plantas inoculadas con la cepa Arthrobacter sp. LNX25 presentaron el menor 

aumento de PTT a lo largo del periodo de ensayo, registrandose un valor medio de 

50,20 ± 19,2 mg. Según el análisis multivariante con un nivel de significacia de 0,05 

no se observaron diferencias significativas, entre ninguna de las plantas por causas del 

inóculo empleado en ninguno de los puntos de muestreo. 

Para determinar el peso seco se colocaron cada una de las plantas envueltas en papel 

de filtro en un horno pasteur a 100ºC durante 24 horas, trascurridas las cuales se 

pesaron en una balaza de precisión para determinar el peso seco, tal y como se indica 

en la Figura IV.17. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.17. Peso seco de las plantas en condiciones de humedad. Se indica el peso seco de cada 
una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 días (blanco), 14 días (gris claro), 22 días (gris 
oscuro) y 34 días (negro). En el eje de abscisas se indica la cepa y en el eje de ordendas el peso seco 
(mg). Se indica con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye en forma de barras de error la 
desviación estándar a la media de tres experiencias. 

 

En la Figura IV.17 se observa que todas las plantas inoculadas presentaron un 

aumento en cuanto al peso seco (PS) durante todo el periodo del ensayo, siendo a los 

34 días cuando presentaron el mayor incremento. Las plantas inoculadas con la cepa 

P. putida KT2440 incrementaron su PS en 3,6 ± 0,25 mg a lo largo del periodo de 

ensayo. Las plantas inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1 incrementaron su 

peso 4,6 ± 1,51 mg a lo largo del ensayo. Sin embargo, las plantas inoculadas con la 
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cepa Micrococcus sp. 56FL1 presentaron el mayor incremento significativo de PS con 

un valor medio de 5,1 ± 1 mg. Por otra parte, las plantas inoculadas con la cepa 

Arthrobacter sp. LNX25 presentaron el menor incremento en el peso seco con un 

valor de 3 ± 0,9 mg, a lo largo del ensayo. Las plantas incouladas con la cepa 

Micrococcus sp. 56PL3 presentaron un valor incremental de 4,1 ± 0,8 mg, a lo largo 

del periodo de ensayo. Según el análisis de comparaciones múltiples, utilizando el 

método de Tukey (p>0,05), ninguna de las plantas inoculadas presentaron diferencia 

significativa entre ellas en ningún momento del periodo de ensayo.  

Una vez determinados cada uno de los pesos (PF, PTT y PS) de las plantas inoculadas 

con cada una de las cepas Microccocus sp. 56FL1, Micrococcus sp. 56PL3, 

Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y P. putida KT2440, se calculó el 

Contenido Relativo de Agua (CRA) y el índice de Retención del Agua (IRA).  

Mediante el cálculo del índice CRA, como la diferencia del PF y el PS entre la 

diferencia del PTT y el PS, evaluamos los efectos de las bacterias en el estado hídrico 

de las plantas (Figura IV.18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.18. Contenido relativo de agua de las plantas en condiciones de humedad. Se indica el 
contenido relativo de agua de cada una de las plantas inoculadas con las cepas Micrococcus sp. 56FL1 
Micrococcus sp. 56PL3, Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y P. putida KT2440 
(cuadrado negro) a los 7 (blanco), 14 (gris claro), 21 (gris) y 34 días (gris oscuro). En el eje de abscisas 
se indica el tiempo (días) y en el eje de ordendas el CRA. Se incluye en forma de barras de error la 
desviación estándar a la media de tres experiencias. 
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Todas las plantas inoculadas presentaron un contenído relativo de agua entre 0,8 y 1 

al final del periodo de ensayo (34 días). Las plantas inoculadas con la cepa P. putida 

KT2440 presentaron un aumento del índice CRA de 0,25 ± 0,16, a lo largo del 

periodo de ensayo. Por otra parte, las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 

56PL3 presentaron el mayor aumento significativo de CRA desde el inicio del 

muestreo hasta el final del ensayo, con un valor medio de 0,35 ± 0,15, junto con las 

plantas inoculadas con las cepas Micrococcus sp. 56FL1 presentaron un valor similar 

con un incremento de 0,35 ± 0,1. Por otra parte las plantas inoculadas con las cepas 

Arthrobacter sp. LNX25 y Microbacterium sp. 3J1 presentaron un aumento similar 

del índice CRA desde le inicio hasta el final del ensayo. Según el análisis estadístico 

multivariante mediante el método de Tukey, las plantas inoculadas con cada una de 

las cepas presentaron diferencia significativa en el inicio del experimento (CRAi7d) 

con respecto al final (CRAf34d). Sin embargo, dichas plantas no presentaron 

diferencias significativas entre ellas en ningún tiempo de muestreo.   

Al igual que en el ensayo anterior se calculó el Índice de Retención de Agua (IRA) de 

cada una de las plantas inoculadas con las cepas (Figura IV.19) para continuar con el 

análisis del estado hídrico de las plantas. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.19. Índice de Retención de Agua de las plantas en condiciones de humedad. Se indica el 
índice de retención de agua de cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 días (blanco), 14 
días (gris claro), 22 días (gris oscuro) y 34 días (negro). En el eje de abscisas se indica la cepa y en el 
eje de ordendas el peso seco (mg). Se indica con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye 
en forma de barras de error la desviación estándar a la media de tres experiencias. 
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Según la Figura IV.19, todas las plantas inoculadas presentaron un aumento 

significativo desde el comienzo del muestreo hasta el final del mismo. Las plantas 

inoculadas con la cepa P. putida KT2440 fueron las que menos aumentaron con un 

valor medio registrado de 56,8 ± 21,81 a lo largo del periodo de ensayo. Las plantas 

inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1 presentaron un aumento similar con 

un valor medio registrado de 57,2 ± 31,5 a lo largo del periodo de ensayo. Por otra 

parte, las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56PL3 presentaron el mayor 

aumento significativo desde el inicio del muestreo hasta final, con un valor medio 

registrado 72,5 ± 17,7. Un valor similar presentaron las plantas inoculadas con la cepa 

Micrococcus sp. 56FL1, las cuales aumentaron el índice de retención de agua con un 

valor medio registrado de 71,9 ± 19,41 a lo largo del ensayo. Por último, las plantas 

inoculadas con la cepa Arthrobacter sp. LNX25 representaron un aumento en el valor 

de IRA de 48,2 ± 13,4.  Según el análisis estadístico multivariante (p<0,05) sólo las 

plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56PL3 presentaron diferencia 

significativa en cuanto al IRA en el día 14 y las plantas inoculadas con la cepa 

Arthrobacter sp. LNX25 presentaron diferencias significativas a los 7 días de ensayo.  

 

 
Discusión  

Los microorganismos clasificados como PGPRs presentan la capacidad de promover 

el crecimiento de las plantas mediante estimulaciones directas o indirectas. Además 

dichas bacterias pueden proteger a las plantas del deterioro debido a estreses 

ambientales, como puede debido a condiciones de sequía (Mayak et al. 2004; 

Yowono et al. 2005). Dichos microorganismos son denominados como DPPR (del 

inglés Drought Plant Protecting Rhizobacteria) por Vílchez y colaboradores (2008). 

En general, los DPPRs son capaces de contrarrestar los efectos negativos del estrés 

por falta de agua sobre la planta, mediante la producción de ACCd, reduciendo la 

producción de ácido abscísico (ABA) o incrementando la producción de ácido Indol-

acético (IAA) (Mayak et al. 2004). El ácido Indol-acético (IAA) juega un papel 

central en la regulación del crecimiento de las raíces, promueve la elongación del tallo 

e inhibe el crecimiento de brotes laterales manteniendo la dominancia apical (Galston 

& Davies, 1969). El ácido abscísico juega un papel importante durante muchas fases 
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del ciclo de vida de una planta, incluyendo el desarrollo de las semillas y latencia, 

además como respuesta ante varios estreses ambientales (Koornneef et al. 1998; Seo 

& Koshiba, 2002; Zhu, 2011).  

En situaciones de estrés hídrico, la producción de ABA induce el cierre de los 

estomas para prevenir la pérdida de agua (Zhang et al. 1987; Steuer et al. 1988), por 

lo que también disminuye la fotosíntesis. Además dicha fitohormona producida en 

condiciones de estrés por falta de agua, es en parte responsable de la inhibición del 

desarrollo lateral de las raíces (Xiong et al. 2006). Sin embargo, la enzima ACC 

deaminasa (ACCd) participa en la regulación del etileno, mediante la desaminación 

del ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC) (Penrose & Glick 2003a). El 

etileno es una hormona que produce la planta, la cual juega un importante papel en la 

iniciación de la raíz y la elongación, nodulación, senescencia, abscisión y en la 

madurez, así como en señales de estrés (Mattoo & Suttle, 1991; Abeles & Morgan, 

1992; Arshad & Frankenberger, 2002). Durante los periodos ambientales estresantes, 

la planta produce altos niveles de etileno, lo cual se traduce en una inhibición en la 

elongación de la raíz, nodulación y el transporte de auxinas, hipertrofia, aceleración 

del proceso de envejecimiento y promoción de la senescencia y abscisión (Glick, 

2010). Las plantas tratadas con una PGPR que posea la enzima ACCd, son más 

resistente a los efectos de deterioro debido al estrés por etileno, el cual se sintetiza 

como consecuencia de condiciones de estrés ambiental como puede ser el estrés 

hídrico y alta concentración salina (Penrose & Glick 2003b; Mayak et al. 2004a). 

Dicha actividad ACCd podría ser utilizada tanto en agricultura y horticultura, así 

como también para la limpieza de ambientes contaminados 

(fitorremediación/rizorremediación) (Penrose & Glick 2003a).  

Es por ello por lo que se seleccionaron para el ensayo, los microorganismos aislados 

en medio mínimo con ACC como única fuente de nitrógeno, descritos en el capítulo 

II. Dichos microorganismos se sometieron a un ensayo para comprobar si 

promocionaban el crecimiento en plantas (PGPR) en condiciones óptimas de 

humedad y además las protegen frente a condiciones de sequía (DPPR). El 

crecimiento de una bacteria en medio mínimo con ACC como única fuente de 

nitrógeno, es indicativo de que dicha bacteria posee la enzima ACCd (Glick et al. 

1995) y por tanto será más probable que las bacterias presenten la capacidad de 

proteger a la planta frente condiciones de estrés ambiental y de promocionar el 
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crecimiento en las mismas. Las cepas seleccionadas fueron las denominadas 56FL1 y 

56PL3, las cuales superaron el umbral por encima del cual se considera 

potencialmente DPPR (Vílchez et al. en preparación). La identificación taxonómica 

en base al gen ANRr 16S, las clasificó dentro del género Micrococcus. La cepa 5PL3 

se clasificó como perteneciente a la especie bacteriana Micrococcus yunnanensis, 

dicha especie bacteriana se aisló de la superficie de las raíces de la planta Polyspora 

axillaris y se clasificó como bacteria endofítica, de modo que coloniza el interior del 

tejido de la planta sin mostrar señales externas de infección o efectos negativos en su 

hospedador (Holliday, 1989; Schulz & Boyle, 2006).  

Al igual que en los ensayos de Mayak y colaboradores (2004), utilizamos la planta del 

pimiento como modelo para los ensayos de promoción del crecimiento y protección 

frente a la sequía. Para evaluar los efectos en el estado de hídrico de la planta 

inoculadas con las cepas Micrococcus sp. 56FL1 y Micrococcus sp. 56PL3, además 

de la cepa Arthrobacter sp. LNX25 (aislada en el grupo con un 30% de 

supervivencia), la cepa considerada como control positivo Microbacterium sp. 3J1 y 

la cepa considerada como xerosensible P. putida KT2440, se determinó el contenido 

relativo de agua (CRA) y el índice de retención de agua (IRA), de forma análoga a los 

estudios realizados por Mayak y colaboradores sólo que éstos utilizaron la cepa 

Achromobacter piechaudii ARV8 aislada de la rizosfera de la planta Lycium Saji, 

situada en el cauce seco de un río en la región del sur de Israel (Mayak, 2004a; 

Mayak, 2004b). Para calcular el CRA e IRA se analizó el peso fresco (PF), peso 

totalmente túrgido (PTT) y peso seco (PS). Además medimos la longitud del tallo y 

las raíces como medida del crecimiento y desarrollo de las plantas.  

Cuando las plantas se sometieron a las condiciones de estrés por falta de agua, todas  

aumentaron progresivamente la longitud de las raíces hasta el final del periodo de 

ensayo, incluidas las plantas inoculadas con la cepa xerosensible P. putida KT2440, la 

cual quizás para amortiguar el estrés hídrico aumentó el desarrollo apical de la raíz 

para conseguir una mayor penetración de ésta en el suelo (Alami et a. 2000) para 

buscar zonas más húmedas. La inhibición del desarrollo de las raíces laterales es una 

respuesta adaptativa al estrés por falta de agua y el ácido abscísico (ABA) es en parte 

responsable de dicha inhibición (Xiong et al. 2006). Dicha inhibición pudo provocar 

una disminución en el desarrollo del tallo, lo cual se refleja al final del periodo de 

ensayo sólo en las plantas que fueron tratadas con la cepa xerosensible P. putida 
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KT2440. En condiciones de sequía el tallo es más sesible que la raíz, ya que ésta 

mantiene el estado hídrico del tallo (Sharp and Davies, 1989; Sharp & LeNoble 

2002). Además la producción de ABA pudo provocar el cierre de los estomas y por 

tanto provocar una disminución progresiva de la fotosíntesis, todo ello provocó la 

muerte de la planta. La cepa xerosensible aún siendo caracterizada como PGPR, no 

pudo proteger a la planta del pimiento ante las condiciones de estrés por falta de agua. 

Sin embargo, la longitud de la raíz y del tallo de aquellas plantas inoculadas con las 

cepas tolerantes a la desecación Micrococcus sp. 56FL1, Micrococcus sp. 56PL3, 

Arthrobacter sp. LNX25 y Microbacterium sp. 3J1, aumentaron a lo largo del periodo 

que duró el ensayo. Lo cual puede deberse a que dichas bacterias presentaran la 

capacidad de disminuir la producción de ABA en las raíces de la planta y/o disminuir 

la concentración de etileno y/o aumentar la producción de IAA.  

El contenido relativo de agua (CRA) probablemente es el índice más apropiado para 

medir el estado hídrico de la planta en términos fisiológicos, como consecuencia del 

estrés por falta de agua. Las plantas inoculadas con las cepas Microbacterium sp. 3J1 

presentaron el mayor incremento significativo en el CRA desde que se inició el 

experimento hasta el final del periodo de ensayo, es decir, las plantas aumentaron su 

biomasa estructural conforme pasaron los días, reflejado en el aumento de peso fresco 

que se registró a lo largo del periodo de ensayo, además del peso totalmente túrgido y 

el peso seco. Las plantas inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1 amortiguaron 

el estrés por falta de agua durante los 34 días sin ningún aporte de agua, debido a la 

presencia de la cepa. Dichos resultados concuerdan con los expuestos por Vílchez y 

colaboradores en su trabajo, el cual está en proceso de elaboración. Dichos autores 

demuestran que la cepa Microbacterium sp. 3J1 disminuye la concentración de etileno 

en una planta de pimiento expuesta a condiciones de estrés por falta de agua. Por el 

contrario las plantas inoculadas con la cepa P. putida KT2440 presentaron una 

disminución de CRA a partir del día 21 de ensayo, demostrando que la cepa 

xerosensible no presentó la capacidad para proteger a la planta del pimiento frente a 

condiciones de estrés hídrico prolongadas, por lo que dichas plantas no soportaron las 

condiciones ambientales adversas. El peso seco no descendió tan bruscamente 

probablemente debido a que la planta presentaba un buen desarrollo de la biomasa 

estructural pero en su interior no había suficiente agua para poder sobrevivir a las 

condiciones de estrés hídrico.  
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Las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56PL3, al igual que las plantas 

inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1, mantuvieron a la planta en buen 

estado hídrico, ya que su contenido relativo de agua se mantuvo cercano al límite 

superior. El contenido hídrico de las plantas no presentó grandes diferencias entre los 

diferentes puntos de muestreo, lo cual nos indicó que las plantas presentaron buen 

estado hídrico desde el primer punto de muestreo (7 días) hasta el final del periodo de 

incubación. Además las hojas secundarias se había desarrollado a lo largo del periodo 

sometido a condiciones de estrés por falta de agua. La cepa Micrococcus sp. 56PL3, 

al igual que la cepa Microbacterium sp. 3J1 considerada como control positivo del 

ensayo (Vílchez et al. en preparación), se consideró como DPPR ya que según los 

resultados la cepa proporcionó a la planta protección frente a las condiciones adversas 

por falta de agua. Para nuestro conocimiento, no hay descrita ninguna especie del 

género Micrococcus como tolerante a la desecación, aunque se ha aislado y 

caracterizado una cepa perteneciente a dicho género como halotolerante, PGPR y 

ACC positiva, cuya identificación taxonómica en base al gen ARNr 16S, la relacionó 

con la especie M. yunnanensis (Siddikee et al. 2011), a igual que ocurrió con las 

especies 56PL3 y 56FL1, las cuales tiene la relación filogenética más estrecha con 

dicha especie del género Micrococcus.  

La cepa Micrococcus sp. 56FL1 también perteneciente al género Micrococcus 

presentó resultados positivos en cuanto a la protección de la planta del pimiento de las 

condiciones de estrés por falta de agua. Las planta inoculadas con la cepa presentaron 

un incremento considerable del CRA a partir de los 7 días de ensayo, aunque al final 

del periodo tanto el peso fresco como el peso totalmente túrgido descendieron 

considerablemente, lo cual provocó una desestabilización del CRA en el último punto 

de muestreo, aunque según las imágenes tomadas en dicho punto de muestreo las 

plantas sobrevivieron al ensayo. Aún así tendríamos que realizar más pruebas con 

plantas inoculadas con la cepa. Las planta inoculadas con la cepa tolerante a la 

desecación Arthrobacter sp. LNX25 también sobrevivieron a las condiciones de estrés 

por falta de agua. El CRA de las plantas inoculadas con dicha cepa no presentaron 

diferencias significativas entre los diferentes puntos de muestreo, dichas plantas 

presentaron un aumento en el peso fresco y totalmente túrgido a lo largo del periodo 

de ensayo. Existen casos de especies descritas como anhidrobiontes dentro del género 

Arthrobacter (Mulder & Antheunisse 1963). Es muy común encontrar especies de 
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dicho género en ambientes con escasez de nutrientes (oligotrófos), además hay 

especies descritas caracterizadas como rizobacterias halotolerantes, como son A. 

globiformis y A. tumescens (Ahmad et al. 2008). También se ha caracterizado una 

cepa de la especie A. citreus como bacterias promotoras del crecimiento en la planta 

de la canola (Brassica napus) (Kloepper et al. 1998).  

Las plantas sometidas a condiciones de estrés hídrico parecen diferenciarse a partir de 

los 21 días, ya que es cuando se aprecian las diferencias entre la inoculación con 

cepas tolerantes a la sequía o cepas que por el contrario no lo son, según las 

condiciones de ensayo. El índice de retención de agua (IRA) nos proporciona una idea 

del contenido hídrico que la planta presenta en el momento del muestreo. Los 

resultados obtenidos tras el cálculo concuerdan con los obtenidos con el índice CRA, 

a excepción de las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56FL1, donde el 

índice disminuye al final del periodo de ensayo, es decir, la planta presentó muy poco 

contenido de agua al final del periodo de ensayo.  

Las plantas inoculadas con cada una de las cepas e incubadas en condiciones de 

humedad, nos permitió conocer que cepas presentaban la capacidad de promocionar el 

crecimiento en plantas, considerando la cepa xerosensible P. putida KT2440 y la cepa 

xerotolerante Microbacterium sp. 3J1 como controles positivos en el ensayo (Víchez 

et al. en preparación). En general, todas las plantas aumentaron la longitud de la raíz y 

del tallo a lo largo del ensayo y también presentaron un aumento del CRA e IRA a lo 

largo del periodo de incubación, con un gran aumento al final del periodo de ensayo. 

Por lo que dichas plantas presentaron un estado hídrico bueno durante todo el periodo 

de ensayo, lo cual es corroborado por las imágenes del aspecto de las plantas. Los 

resultados nos permitieron clasificar a las especies tolerantes a la desecación, 

Micrococcus sp. 56FL1, Micrococcus sp. 56PL3 y Arthrobacter sp. LNX25 como 

promotoras del crecimiento en plantas.  
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CAPÍTULO V 

RIZORREMEDIACIÓN DE SUELOS CONTAMINADOS 

CON DIESEL EN CONDICIONES DE SEQUÍA MEDIANTE 

LA INOCULACIÓN DE MICROORGANISMOS 

DEGRADADORES 

Introducción  

La popularidad de la técnica de rizorremediación ha ido aumentando entre los 

científicos, como una estrategia atractiva, ya que las raíces de las plantas 

proporcionan un nicho rico para que las bacterias crezcan a expensas de los exudados 

radicales. A su vez, las bacterias actúan como biocatalizadores que eliminan los 

contaminantes. La complejidad de las relaciones beneficionsas entre plantas y 

bacterias es una interesante área de investigación que ha mostrado un progreso 

constante en la última década. Aún así a pesar de los avances en el campo, los 

aspectos específicos de las interacciones entre la rizobacteria degradadora y plantas 

son aún desconocidos, incluyendo la expresión de genes de degradación en la 

rizosfera, la influencia de la transferencia horizontal de genes en la rizorremediación y 

las posibilidades de la selección de bacterias específicas en la rizosfera de la planta 

(Segura & Ramos 2013).  
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La utilización de microorganismos de laboratorio en la eliminación de contaminantes 

del suelo utilizando la bioaumentación se ha empleado con diferentes grados de éxito. 

La biorremediación sin éxito puede ser causada por la falta de nutrientes en el suelo, 

propiedades de la superficie de éste, toxicidad o reducción de la biodisponibilidad del 

contaminante, ineficacia de la competencia de microorganismos extraños con las 

comunidades autóctonas y el hecho de no expresar las funciones catabólicas 

requeridas para la degradación, entre otros (Segura et al. 2009). Uno de los 

principales problemas encontrados es la dificultad de establecer un número adecuado 

de bacterias degradadoras de contaminantes en los suelos contaminados y su 

persistencia. Una solución para superar algunas de estas limitaciones es la utilización 

de bacterias rizosféricas (adaptadas para colonizar y competir por el espacio y los 

recursos que les ofrece la rizosfera) con las propiedades catabólicas apropiadas 

(Kuiper et al. 2001). La rizosfera es un entorno rico en nutrientes que contiene un 

mayor número de microbios, los cuales son metabólicamente más activos, que en el 

suelo (Hartmann et al. 2008). Además, algunas plantas pueden estimular las 

actividades de degradación requeridas para la eliminación de contaminantes 

(Toussaint et al. 2012). 
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Figura V.1. Relación planta-microorganismo para la biorremediación de suelos contaminados 
por hidrocarburos.  

 

Las bacterias promotoras del crecimiento en plantas (PGPR) incrementan la 

viabilidad y la salud de las plantas hospedadoras, cuando colonizan las raíces de las 

plantas y participan en la simbiosis asociativa (Bashan et al. 2004). A cambio la 

viabilidad de las PGPRs se incrementa debido a que la planta suministra nutrientes y 

por tanto genera un ambiente más protector (Richardson et al. 2009). Las PGPRs 

tienen un gran potencial en la agricultura ya que la combinación de ciertos 

microorganismos y plantas pueden aumentar la productividad de los cultivos, además 

pueden aumentar la protección contra las heladas, salinidada, la sequía y otros 

problemas ambientales, como la presencia de contaminantes xenobióticos (Glick & 

Bashan 1997; Timmusk & Wagner 1999). Pero hay un gran desafío en la 

combinación de plantas y microorganismos sin comprometer la viabilidad de los 

microorganismos o las semillas. Manzanera y colaboradores (2011) realizan una 

revisión para determinar la utilización de organismos anhidrobiontes como 

herramienta biotecnológica que garanticen la estabilidad de la planta y los 
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microorganismos, en condiciones de sequía. También describen dicha tecnología para 

la selección de PGPRs tolerantes a la desecación (DPPR) para la degradación de 

hidrocarburos aromáticos policíclicos en suelos sometidos a condiciones de sequía 

estacional, mediante el proceso de rizorremediación (Vilchez & Manzanera 2011). 

 

Resultados  

El objetivo principal de este Capítulo fue mejorar y acelerar el proceso natural de 

degradación de un suelo contaminado por diesel, sometido a condiciones de estrés 

hídrico, mediante la técnica de rizorremediación adaptada a las condiciones 

ambientales de estrés por sequía. Para cumplir con el objetivo planteado recurrimos a 

la cepa Microbacterium sp. 3J1 (Narváez-Reináldo et al. 2010), clasificada como 

PGPR y DPPR y utilizada en los ensayos de protección de la planta del pimiento 

(Vílchez et al. en preparación). Tal y como indicamos en el Capítulo II, tras varios 

aislamientos no encontramos ninguna cepa tolerante a la sequía que presentara la 

capacidad de degradar los hidrocarburos objeto de estudio, aún así conseguimos 

demostrar en el Capítulo III que existe una cierta transferencia de la tolerancia a la 

desecación por parte de la cepa xerotolerante hacia una cepa xerosensible. Por ello 

además de la cepa Microbacterium sp. 3J1, seleccionamos la cepa F3.1, la cual fue 

una de las mejores cepas aisladas de la planta piloto, que creció en medio mínimo con 

HAPs como única fuente de carbono (fenantreno). 

Para evaluar el proceso de rizorremediación de un suelo contaminado con diesel, 

sometido a condiciones de falta de agua, se estudiaron parámetros biológicos como 

son la cuantificación de células viables de la cepa Microbacterium sp. 3J1 y la cepa 

F3.1 a lo largo del periodo de ensayo, para analizar como les afectaban las 

condiciones de estrés debido a la falta de agua y la presencia de hidrocarburos. Sin 

embargo, con el fin de conocer el efecto de dichas condiciones adversas en el 

desarrollo y crecimiento de la planta, se realizó un registro de la longitud de la raíz y 

el tallo. Por otro lado, como parámetro químico se determinó la cantidad de TPHs (y 

sus fracciones) a lo largo del ensayo, para determinar si la técnica de rizorremediación 

era factible en las condiciones de ensayo. Se determinaron los TPHs tanto en el suelo 

como en la planta (raíz y tallo). 
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V.1 SELECCIÓN DE MICROORGANISMOS Y PLANTAS  

V.1.a Microorganismos seleccionados  

En primer lugar decidimos identificar taxonómicamente la cepa F3.1 mediante el gen 

ARNr 16S, tal y como se indica en el apartado M.8.c. Como se puede observar en la 

Figura V1, se obtuvieron una banda como producto de amplificación del tamaño 

esperado, de aproximadamente 1.500 pb. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.2. Electroforesis de la reacción de amplificación del gen ARNr 16S de la cepa F3.1. La 
calle nombrada como MPM se corresponde con el marcador de peso molecular, DNA ladder 500 pb-10 
kb, de la casa Molecular Biology Laboratory (MBL), las siguiente calle nombrada como F3.1 se 
corresponde con el producto de PCR del gen ARNr 16S de la cepa. 

 

El producto correspondiente a la amplificación del gen ARNr 16S de la cepa F3.1 fue 

de 1.263 pb. Para la construcción de las secuencias se procedió de forma análoga a las 

descritas en otros capítulos y comparadas igualmente con todas las secuencias de las 

cepas tipo que existen en la base de datos EzTaxon. En base a la secuencia del gen 

ARNr 16S la cepa F3.1 presentó máxima similitud con las especies bacterianas 

Achromobacter dentrificans DSM 30026T (Rüger & Tan, 1983; Coenye et al. 2003) y 

con Achromobacter xylosidans DSM 10346T (Yabuuchi & Yano 1981). Ambas con 

un porcentaje de similitud del 99,68%.  
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V.1.b Plantas y suelo seleccionados  

Dado que existen estudios en protección de plantas realizados por nuestro grupo, 

decidimos seleccionar aquellas plantas que presentaron, en las condiciones ensayadas, 

resultados favorables en tolerancia a la desecación, cuando se combinaron con la cepa 

seleccionada Microbacterium sp. 3J1. Dichas plantas fueron la soja (Glycine max) y 

el maíz (Zea mays) (Vílchez et al. en preparación). Ambas se adaptan bien a cualquier 

tipo de suelo, además la soja puede crecer en un amplio rango de texturas (Ohlrogge 

& Kamprath, 1968). Por otra parte también se seleccionó la planta de la canola 

(Brassica napus var. oleifera) ya que según Adam y Duncan (1999) dicha variedad de 

planta presentaba un 100% de germinación en suelos contaminados con diesel a una 

concentración de 25 g por Kg de suelo y un 95% de germinación en suelos 

contaminados con el doble de contaminante (50 g/Kg). La planta de la canola presenta 

requerimientos altos en nitrógeno y crece tanto en suelos arenosos como en suelos 

orgánicos, además crece en suelos con un pH comprendido entre 5,5 y 6,8. Crece en 

un amplio rango de temperaturas tanto a 28ºC (Qaderi et al. 2006) como a 0ºC 

(Stefanowska et al. 1999), con algunas modificaciones en su fisiología. Por lo general, 

cuando la planta está expuesta a altas temperaturas disminuye la producción de 

etileno (Yu et al. 1980), sin embargo dicha producción incrementa cuando la planta 

está expuesta a condiciones de estrés hídrico (Nilsen & Orcutt, 1996). Además dicha 

planta tolera las condiciones de estrés por falta de agua (Wright et al. 1995; 

Gunasekera et al. 2006).  

Para desarrollar el ensayo de rizorremediación se utilizó un suelo artificial generado 

en el laboratorio, cuya composición granulométrica fue la misma que la composición 

del suelo empleado en el Capítulo IV, por lo que el suelo presentó un 80% de arena y 

20% de arcilla (textura franco-arenosa). Todos los ensayos de este Capítulo se 

realizaron con el suelo estéril, para ello una vez realizada la mezcla homogénea de 

arena y arcilla, se adicionó el volumen de agua necesario para que quedara totalmente 

humedecido, tras lo cual se autoclavo dos veces a 121ºC durante 30 min con 24 horas 

entre cada autoclavado. Tras ello se procedió al secado del mismo en un horno 

Pasteur a 50ºC durante 24 horas. Una vez finalizado el secado se adicionó 20 mg de 

diesel por Kg de suelo y se homogenizó.  
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V.2 RIZORREMEDIACIÓN DE UN SUELO CONTAMINADO CON DIESEL EN 

CONDICIONES DE SEQUÍA  

Para determinar si la combinación de la cepa tolerante a la sequía Microbacterium sp. 

3J1 y la cepa xerosensible Achromobacter sp. F3.1, junto con algunas de las plantas 

seleccionadas aceleraba (mejoraba) el proceso natural de degradación de compuestos 

hidrocarbonados que forman parte del diesel, decidimos estudiar el crecimiento tanto 

de cada uno de los microorganismos inoculados, así como de cada una de las plantas 

en un suelo franco-arenoso contaminado con 20 mg de diesel por Kg de suelo.  

 

V.2.1 Viabilidad de la cepa Microbacterium sp. 3J1 en un suelo contaminado con 

diesel  

Para evaluar el crecimiento de la cepa Microbacterium sp. 3J1 en un suelo franco-

arenoso contaminado con diesel y así examinar los efectos negativos de los 

contaminantes en dicha población, realizamos microcosmos edáficos en recipientes de 

500 ml de volumen con 300 g de suelo estéril contaminado con diesel a una 

concentración de 20.000 mg/Kg de suelo. Como control del proceso se realizaron 

microcosmos igualmente en recipientes de 500 ml de volumen, con 300 g de suelo 

franco-arenoso sin contaminar. De cada uno de los microcosmos se realizaron 3 

réplicas. Para adicionar las células a los microcosmos se procedió tal y como se indica 

en el apartado M6.a. Tras ello se inocularon cada uno de los microcosmos con 50 ml 

de inóculo (1xM9). Para lograr el grado de humedad óptimo (aprox. 28%) se regaron 

cada uno de los microcosmos con 20 ml de agua una vez por semana.  

Para determinar la viabilidad de la cepa Microbacterium sp. 3J1 en cada uno de los 

microcosmos edáficos elaborados, se realizó un recuento de células viables en forma 

de UFC/g suelo de la cepa objeto de estudio, tal y como se indica en la Figura V.3. 

Para ello se tomó 1 gramo de suelo de cada uno de los microcosmos, contaminado y 

sin contaminar, los cuales se resuspendieron en 1xM9. Tras ello se realizaron 

diluciones seriadas en dicha solución salina a los 1, 2, 7, 12 y 22 días, las cuales se 

sembraron en placas de TSA.  



____________________________________ CAPÍTULO V _____________________________ 

  190 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.3. Crecimiento de la cepa Microbacterium sp. 3J1 en un suelo contaminado con diesel y 
sin contaminar. Se indica la viabilidad en forma de UFC/g de suelo de la cepa Microbacterium sp. 3J1 
en un suelo franco-arenoso contaminado con diesel (círculo negro) y en un suelo franco-arenoso sin 
contaminar (círculo blanco). En el eje de abscisas se indica el tiempo (días) y en el eje de ordenadas se 
indica las UFC/g suelo. Se incluye en forma de barras de error la desviación estándar a la media de tres 
experiencias.  

 

Como se puede observar en la Figura V.3, en los microcosmos cuyo suelo se 

contaminó con diesel, se estimaron 9,6·107 UFC/g de suelo de la cepa 

Microbacterium sp. 3J1 en el tiempo 0 días, sin embargo transcurridas 24 horas de 

ensayo disminuyeron hasta llegar a 9,3·106 UFC/g de suelo, manteniéndose entorno 

dicho valor hasta llegar a los 22 días que duró el ensayo, donde se estimaron 2·107 

UFC/g de suelo. Por otro lado, cuando la cepa Microbacterium sp. 3J1 se inoculó en 

el suelo sin contaminar se estimaron 8,4·107 UFC/g de suelo al inicio del 

experimento, las cuales descendieron conforme transcurrió el tiempo de ensayo hasta 

llegar a las 6·106 UFC/g de suelo. Según el análisis estadístico realizado, la cepa 

Microbacterium sp. 3J1 sólo presentó diferencias significativas en cuanto al 

crecimiento en un suelo contaminado con respecto al crecimiento en un suelo sin 

contaminar en el día 1 y 22 de muestreo.   

Análogamente determinamos el crecimiento de la cepa Achromobacter sp. F3.1 en un 

suelo contaminado con diesel a una concentración de 20.000 mg/Kg. Para ello se 

procedió de la misma forma que la anteriormente descrita. En este ensayo se realizó 

un recuento de UFC/g de suelo a los 1, 2, 7, 12, 22 y 30 días, tal y como se indica en 

la Figura V.4.  
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Figura V.4. Crecimiento de la cepa Achromobacter sp. F3.1 en un suelo contaminado y sin 
contaminar. Se indica la viabilidad en forma de UFC/ g de suelo de la cepa Achromobacter sp. 3J1 en 
un suelo franco-arenoso contaminado con diesel (triángulo negro) y en un suelo franco-arenoso sin 
contaminar (triángulo blanco). En el eje de abscisas se indica el tiempo (días) y en el eje de ordenadas 
se indica las UFC/g suelo. Se incluye en forma de barras de error la desviación estándar a la media de 
tres experiencias.  

 

Tal y como se observa en la Figura V.4, la cepa Achromobacter sp. F3.1 creció mejor 

en un suelo franco-arenoso contaminado con diesel (20.000 mg/Kg), que en un suelo 

sin contaminar. De modo que se detectaron 3·107 UFC/g de suelo al inicio del ensayo. 

A partir del día 2 de ensayo se detectó un aumento de la población de la cepa 

Achromobacter sp. F3.1, donde se estimaron 2,1·108 UFC/g de suelo a los 7 días 

desde que se inició el ensayo. Dicha población continuó creciendo hasta llegar su 

máximo crecimiento a los 12 días de ensayo, donde se estimaron 4,5·108 UFC/g de 

suelo. A partir de los 12 días de ensayo las células viables descendieron, donde se 

estimaron 1,8·108 (UFC/g) al final del periodo de ensayo (30 días). Por otra parte, 

cuando el suelo no se contaminó con diesel se detectaron 4,9·107 UFC/g de suelo al 

inicio del ensayo, sin embargo la población bacteriana presentó el máximo 

crecimiento a los 22 días de ensayo, donde se detectaron 1,7·108 UFC/g de suelo. 

Según el análisis estadístico la cepa Achromobacter sp. F3.1 presentó diferencias 

significativas cuando creció en un suelo contaminado, con respecto al crecimiento en 

un suelo sin contaminar, a partir de día 7 de ensayo.  
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V.2.b Viabilidad de las plantas seleccionadas en un suelo contaminado con diesel  

Para determinar si las plantas seleccionadas (soja, maíz y canola) eran capaces de 

germinar y crecer en un suelo franco-arenoso contaminado con 20 mg de diesel por 

Kg de suelo, procedimos a la elaboración de microcosmos edáficos de 1.000 ml de 

volumen con 700 g de suelo artificial sin esterilizar. Como control se procedió a la 

realización de microcosmos edáficos con suelo franco-arenoso sin contaminar para 

cada uno de los tipos de semillas (soja, maíz y canola). Se realizaron 3 replicas de 

cada tipo de microcosmos.  

Para comprobar si la soja (Glycine max) era capaz de crecer en un suelo franco-

arenoso contaminado con diesel, se suministró a dicho suelo un total de 20 semillas de 

soja. Igualmente se suministró dicha cantidad al suelo franco-arenoso sin contaminar 

(Figura V4). Para mantener el grado de humedad en el suelo, se regaron cada uno de 

los microcosmos con 50 ml de agua destilada estéril 1 vez por semana.  

 

Figura V.5. Viabilidad de las semillas de soja (Glycine max) en un suelo franco-arenoso. En el 
panel A se muestra el germinado de las semillas en un suelo franco-arenoso contaminado y en un suelo 
sin contaminar. En el panel B se muestra el estado de la planta tras 6 días (imagen 1) y tras 18 días 
(imagen 2) de germinado, en un suelo sin contaminar. En el panel C se muestra el estado de la planta 
tras 6 días (imagen 1) y tras 18 días (imagen 2) de germinado, en un suelo contaminado con 20.000 
mg/Kg de suelo.  
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Tal y como se observa en la Figura V.5, las semillas de soja germinaron a las 48 horas 

tanto en el suelo franco-arenoso sin contaminar, como en el suelo franco-arenoso 

contaminado con diesel (20.000 mg/Kg suelo). Dichas semillas germinadas no 

presentaron diferencia visual. Trascurridos los 6 días tras la siembra de las semillas, 

se observaron grandes diferencias en el crecimiento de la planta, ya que en el suelo 

franco-arenoso sin contaminar ya se visualizaban plántulas, sin embargo en el suelo 

contaminado con diesel las semillas todavía estaban germinando. Tras 18 días desde 

el sembrado de las semillas aquellas presentes en el suelo sin contaminar crecieron 

hasta alcanzar la mayoría de ellas un tamaño de tallo entre 15 y 20 cm. Pero entre las 

semillas sembradas en el suelo contaminado con diesel sólo creció una, la cual no 

presentó supervivencia transcurridas las 24 horas desde que se realizó la fotografía 

(Figura V.5C.2). 

Para analizar comportamiento de la planta de soja ante la contaminación por diesel, 

una vez alcanzado el tamaño de plántula, se realizaron microcosmos como los 

mencionados anteriormente. De modo que una vez la semilla salió de su estado de 

latencia, germinó y alcanzó el tamaño de plántula el suelo se contaminó con diesel a 

una concentración de 20.000 mg/Kg de suelo (Figura V.6).  

 

Figura V.6. Viabilidad de la plántula de soja (Glycine max) en un suelo franco-arenoso. En el 
panel A se muestra el estado de la planta 48 horas tras la adición del contaminante (imagen 1) y el 
estado de la planta tras 16 días en contacto con el contaminante (imagen 2). En el panel B se muestra el 
estado del la planta tras 16 días creciendo en un suelo sin contaminar.  
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Como se puede observar en la Figura V.6, en el panel A (1), las hojas de la plántula se 

tornaron a una textura oleosa tras 24 horas de exposición al contaminante. Sin 

embargo, transcurridos 16 días se comprobó que las plántulas no presentaron 

capacidad para crecer en un suelo contaminado por diesel. Por otro lado, al igual que 

en el ensayo anterior crecieron sin problemas cuando el suelo franco-arenoso no se 

contaminó con dicho contaminante. 

De manera análoga, para comprobar la viabilidad de la planta de maíz (Zea mays) en 

un suelo franco-arenoso contaminado, se realizaron microcosmos edáficos con suelo 

franco-arenoso contaminado con diesel (20.000 mg/Kg) y microcosmos con suelo 

franco-arenoso sin contaminar, tal y como se indica en la Figura V.7. 

 

Figura V.7. Viabilidad de la planta de maíz (Zea mays) en un suelo franco-arenoso. En el panel A 
se muestra el aspecto de la semilla de maíz tras 6 días después del sembrado en un suelo franco-
arenoso contaminado con diesel. En el panel B se muestra el aspecto de la planta de maíz tras 6 días en 
un suelo franco-arenoso sin contaminar.  

 

Las semillas de la planta del maíz no germinaron cuando el suelo franco-arenoso se 

contaminó con diesel, pero si germinaron en un suelo franco-arenoso sin contaminar. 
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Para comprobar la germinación y supervivencia de la planta de la canola (Brassica 

napus var. oleífera) en un suelo franco-arenoso contaminado con diesel a una 

concentración de 20.000 mg/Kg de suelo, se procedió de la misma forma que con las 

plantas mencionadas anteriormente. Debido al tamaño tan reducido de la semilla de la 

planta de canola, se sembraron 0,5 g de semillas tanto en un suelo contaminado con 

diesel y en un suelo sin contaminar (Figura V.8).  

 

Figura V.8. Viabilidad de la planta de canola (Brassica napus var. oleífera) en un suelo franco-
arenoso. En el panel A se muestra el aspecto la planta de canola tras 7 días después del sembrado en 
un suelo franco-arenoso contaminado con diesel. En el panel B se muestra el aspecto de la planta de 
canola tras 7 días en un suelo franco-arenoso sin contaminar.  

 

Las semillas sembradas en el suelo contaminado con diesel germinaron transcurridos 

4 días desde la siembra, al igual que las semillas presentes en el suelo sin contaminar. 

A partir de los 4 días desde el sembrado de las semillas de la canola, se observó que 

las plantas presentes en el suelo sin contaminar crecieron a mayor velocidad que 

aquellas presentes en el suelo franco-arenoso contaminado con diesel. La planta en el 

suelo contaminado, en condiciones óptimas de humedad y a una temperatura de 30ºC 

presentó una viabilidad prolongada (>30 días). 



____________________________________ CAPÍTULO V _____________________________ 

  196 

A continuación se representa en la Figura V.9 cada uno de los porcentajes de 

germinación de las plantas de soja, maíz y canola, en un suelo franco-arenoso 

contaminado con diesel y en un suelo sin contaminar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.9. Germinación de las plantas de Soja, Maíz y Canola. Se representa en abscisas el 
nombre de la planta y en el eje de ordenadas el porcentaje de germinación de cada una de las semillas 
en un suelo franco-arcilloso sin contaminar (barra blanca) y en un suelo contaminado con diesel a una 
concentración de 20.000 mg/Kg de suelo (barra gris). 

 

Como se observa en la Figura V.9, las semillas de la planta de la soja (Glicine max) 

presentaron un alto porcentaje de germinación (75% ± 1), aunque tal y como 

mencionamos anteriormente dichas semillas no sobrevivieron en un suelo franco-

arenoso contaminado con diesel (20.000 mg/Kg), debido a la presencia del 

contaminante. Por otro lado, las semillas de maíz (Zea mays) no fueron capaces de 

germinar en un suelo contaminado con diesel, debido también a la presencia del 

contaminante, aunque si lo hicieron cuando el suelo no se contaminó. Sin embargo, 

las semillas de la planta de canola (Brassica napus var. oleifera) germinaron un 98% 

en un suelo franco-arenoso contaminado con diesel a una concentración de 20.000 

mg/Kg de suelo, con respecto a la germinación de las semillas en un suelo franco-

arenoso sin contaminar.  

Según los resultados obtenidos se seleccionó la planta Brassica napus var. oleífera ya 

que las semillas germinaron un 98% en un suelo franco-arenoso contaminando con 

diesel a una concentración de 20.000 mg/Kg de suelo y crecieron durante un largo 

periodo de tiempo.  
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V.2.c Desarrollo de un ensayo de rizorremediación en un suelo franco-arenoso 

contaminados con diesel, sometido a condiciones de sequía 

Una vez comprobado la viabilidad de la cepa Microbacterium sp. 3J1 y el crecimiento 

de la cepa Achromobacter sp. F3.1 en un suelo franco-arenoso artificial contaminado 

con diesel a una concentración de 20.000 mg/Kg de suelo. Además del crecimiento de 

la planta Brassica napus var. oleífera en dicho suelo contaminado. Se procedió a la 

realización de un ensayo de rizorremediación en un suelo franco-arenoso sometido a 

condiciones de estrés debido a la presencia de diesel y a la falta de agua. Para ello 

prepararon microcosmos edáficos en vasos de precipitado de plástico de 100 ml de 

volumen, con 100 g de suelo franco-arenoso estéril (Figura V.10). El suelo contenido 

en cada uno de los microcosmos se contaminó con diesel a una concentración 20.000 

mg/Kg.   

 

 

Figura V.10. Microcosmos edáficos. La imagen de la izquierda presentan los microcosmos con 
plantas y la imagen de la derecha aquellos microcosmos sin plantas.  

 

Tal y como se indica en la Tabla V.1, los microcosmos se dividieron en 4 grupos, el 

primero de ellos denominado dQ, se preparó sin inoculante y sin planta. Dichos 

microcosmos estaban destinados a determinar la pérdida del contamínate por 

dispersión, dilución, sorción, volatilización y estabilización química. El segundo de 

ellos denominado sM, cuyo suelo se inoculó con la combinación de las cepas 

Microbacterium sp. 3J1 y Achromobacter sp. F3.1 (bioaumento), el tercero de ellos 

denominado sP se destinó al tratamiento del suelo con la planta de la Brassica napus 

var. oleífera (fitorremediación), donde en cada uno de los microcosmos se 
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transplantaron 9 plantas de canola. Y finalmente el denominado sPM en cuyo suelo se 

transplantaron 9 plantas de canola y se inocularon con la combinación de las cepas 

Microbacterium sp. 3J1 y Achromobacter sp. F3.1 (rizorremediación). Se realizaron 

tres replicas para cada tiempo de muestreo. El suelo contenido en cada uno de los 

microcosmos mencionados se mantuvieron en condiciones de estrés hídrico. Se 

realizaron muestreos a los 0, 1, 7 y 11 días.  

Tabla V.1. Tratamientos empleados en un suelo franco-arenoso contaminado con diesel. En la 
primera columna se indica el tratamiento empleado, en la segunda columna el nombre designado a cada 
microcosmos, en la tercera y cuarta columna se indica si se utilizó inóculo y/o planta mediante un signo 
(+) si se utilizó o un signo (-) si por el contrario no se utilizó. Y en la última columna las condiciones a 
las que se sometieron los microcosmos.  

Tratamientos Microcosmos Inóculo 
(Combinación 

cepas) 

Planta Condiciones 

Degradación 
química 

sDQ - - · Diesel (20.000 
ppm) 
· Estrés hídrico 

Bioamento  sM + - · Diesel (20.000 
ppm) 
· Estrés hídrico 

Fitorremediación sP - + · Diesel (20.000 
ppm) 
· Estrés hídrico 

Rizorremediación sPM + + · Diesel (20.000 
ppm) 
· Estrés hídrico 

 

Para añadir las células a los microcosmos se inocularon previamente dos matraces de 

500 ml con 250 ml de TSB, tal y como se indica en el apartado M6.a. Una vez 

obtenida y resuspendida la biomasa en 1xM9, se mezclaron los inóculos de la cepa 

Microbacterium sp. 3J1 y la cepa Achromobacter sp. F3.1 en volúmenes iguales para 

proceder a la inoculación de los microcosmos denominados como sM y sPM, con 7,6 

ml del inóculo-mezcla.  

Para conocer que tratamiento aceleraba y mejoraba el proceso de degradación de 

suelos contaminados por diesel en condiciones de sequía, se determinaron los 

hidrocarburos totales del petróleo (TPHs), así como las fracciones de TPHs (alcanos 
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lineales, alcanos ramificados y naftalenos) contenido en el suelo contenido en cada 

uno de los microcosmos (sDQ, sM, sP y sPM). Además se determinó la presencia de 

dichos compuestos en el tallo/hoja y las raíces de las plantas en los microcosmos sP y 

sPM. También se realizó un recuento de las células viables de las cepas 

Microbacterium sp. 3J1 y Achromobacter sp. F3.1 en el suelo contenido en los 

microcosmos denominados como sM y sPM y en las raíces de las plantas presentes en 

los microcosmos denominados como sPM. Para controlar el crecimiento de la planta 

se tomaron medidas de la longitud del tallo y de la raíz de las mismas en los 

microcosmos sP y sPM. La humedad se controló en cada uno de los microcosmos 

para que se mantuviera por debajo del 10%. La habitación se mantuvo a 28ºC durante 

el periodo de ensayo. 

 

V.2.c.1 Contenido hídrico de los microcosmos compuestos por un suelo contaminado 

con diesel  

Para controlar la humedad se realizó un seguimiento del contenido hídrico del suelo 

en cada uno de los microcosmos a los 0, 1, 7 y 11 días. De esta manera se trató de que 

el suelo no alcanzara humedades superiores al 10%. Para ello se pesó 1 gramo de 

suelo por triplicado en viales de vidrio y se procedió tal y como se indica en el 

apartado M5.d.2.  

En la Figura VI.11 se representa la evolución del contenido hídrico de cada uno de los 

microcosmos a lo largo del periodo de muestreo. Para comparar la humedad en cada 

uno de los tratamientos se realizó un análisis de la probabilidad t-student, utilizando, 

tal y como se indica en el apartado M11.a. Los microcosmos se regaron con 6 ml de 

agua estéril destilada cada 3 días, para así evitar el completo secado de los mismos. 
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Figura V.11. Contenido hídrico del suelo en cada uno de los microcosmos contaminados con 
diesel. Se representa el contenido hídrico del suelo en cada uno de los microcosmos, sDQ (cuadrado), 
sM (rombo), sP (triángulo) y sPM (círculo). En el eje de abscisas se indica el tiempo en días y en el eje 
de ordenadas se representa la humedad en porcentaje. Se incluye en forma de barras de error la 
desviación estándar a la media de las tres experiencias.  

 

Se procuró que la humedad inicial del suelo contenido en cada uno de los 

microcosmos fuese del 10%. Para ello se añadió 2,4 ml de diesel (20.000 mg/Kg) y 

7,6 ml de inóculo mezcla (combinación cepas), es decir un total de 10 ml. Primero se 

añadió el diesel y luego el inóculo (resuspendido en 1xM9) en los microcosmos sM y 

sPM. Sin embargo, los microcosmos sDQ y sP se añadió 10 ml de solución salina 

1xM9. La humedad media registrada fue de 10,92% en el inicio del ensayo. La 

humedad en cada uno de los microcosmos descendió bruscamente durante los 

primeros 7 días de ensayo. Según el tratamiento estadístico ninguno de los 

tratamientos presentaron diferencias significativas en el día 1 de ensayo. A los 7 días 

de ensayo, la humedad del suelo contenido en cada uno de los microcosmos continuó 

descendiendo hasta valores comprendidos entre el 4 y el 2%, siendo el tratamiento sM 

y sP, los que más descendieron. Tras el tratamiento estadístico se observó que el suelo 

contenido en los microcosmos sDQ y sPM presentaron diferencias significativas con 

respecto al suelo contenido en los microcosmos sP y sPM, en cuanto a la humedad 

contendida en cada uno de ellos. Al final del ensayo (11 días) se observó un ligero 

aumento de la humedad en los suelos contenidos en cada uno de los microcosmos, 

con un rango comprendido entre 5 y 2.5% de humedad. Siendo los microcosmos sDQ 

y sM, los que menos humedad presentaron. Así los microcosmos denominados sP y 
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sPM presentaron diferencias significativas con respecto a los microcosmos sDQ y sM, 

en cuanto al contenido hídrico del suelo.  

 

V.2.c.2 Recuento de células viables de la cepa Microbacterium sp. 3J1 y 

Achromobacter sp. F3.1 

Para comprobar la viabilidad de la cepa tolerante a la sequía Microbacterium sp. 3J1 y 

la cepa sensible a la sequía Achromobacter sp. F3.1, en los microcosmos 

denominados como sM y sPM, se realizó un recuento de células viables en forma de 

UFC/g de suelo de cada una de las cepas objeto de estudio. Para ello se tomó 1 gramo 

de suelo de cada uno de los tratamientos, los cuales se resuspendieron por separado en 

1xM9, tal y como se indica en el apartado M6.a.1. Tras ello se realizaron diluciones 

seriadas en dicha solución salina a los 0, 1, 7 y 11 días.  

Tal y como se indica en la Figura V.12 se estimaron las células viables en forma de 

UFC/g de suelo de las cepas objeto de estudio, Microbacterium sp. 3J1 y 

Achromobacter sp. F3.1, en los microcosmos sM (bioaumento). 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.12. Células viables presentes en el suelo contenido en los microcosmos sM. Se indica en 
forma de UFC/g de suelo las células viables de la cepa Microbacterium sp. 3J1 (barra blanca) y la cepa 
Achromobacter sp. F3.1 (barra gris), en un suelo franco-arenoso contaminado con 20.000 mg/Kg de 
suelo y sometido a condiciones de sequía. En el eje de abscisas se indica el tiempo (días) y en el eje de 
ordenadas se indica las UFC/g de suelo. Se incluye en forma de barras de error la desviación estándar a 
la media de tres experiencias.  
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Como resultado del ensayo para determinar la viabilidad de las cepas objeto de 

estudio Microbacterium sp. 3J1 y Achromobacter sp. F3.1, en un suelo franco-

arenoso contaminado con diesel y sometido a condiciones de sequía, se observó que 

el recuento de células viables la cepa Microbacterium sp. 3J1 no presentó diferencias 

significativas entre ninguno de los puntos de muestreo. Sin embargo, el recuento de 

células viables de la cepa Achromobacter sp. F3.1 disminuyó durante la primera 

semana, manteniéndose hasta llegar a los 11 días de ensayo, presentando diferencias 

significativas en los dos últimos puntos de muestreo con respecto a los demás. De 

modo que, se estimaron 3,1·108 UFC/g de suelo de la cepa Microbacterium sp. 3J1 y 

1,3·108 UFC/g de suelo de la cepa Achromobacter sp. F3.1 en el inicio del 

experimento (0 días). Y al final del periodo de ensayo se detectaron 1,9·108 UFC/g de 

suelo de la cepa tolerante a la sequía Microbacterium sp. 3J1 y 2,85·107 UFC/g de 

suelo de la cepa sensible a la sequía Achromobacter sp. F3.1. Cuando se realizó el 

tratamiento estadístico entre ambas cepas se observó que ambas presentaron 

diferencias significativas en el día 7 y 11.  

Del mismo modo se estimó la viabilidad de las células de la cepa Microbacterium sp. 

3J1 y la cepa Achromobacter sp. F3.1 en forma de UFC/g de suelo, en el tratamiento 

donde se combinan ambas cepas, junto con la planta de la canola (rizorremediación), 

es decir, los microcosmos denominados sPM (Figura V.13).  

 

 

  

 

 

 

 

Figura V.13. Células viables presentes en el suelo de los microcosmos sPM. Se indica el número de 
células viables en forma de UFC/g de suelo de la cepa Microbacterium sp. 3J1 (barra blanca) y la cepa 
Achromobacter sp. F3.1 (barra gris), en un suelo franco-arenoso contaminado con diesel a una 
concentración de 20.000 mg/Kg de suelo y sometido a condiciones de sequía. En el eje de abscisas se 
indica el tiempo (días) y en el eje de ordenadas se indica las UFC/g de suelo. Se incluye en forma de 
barras de error la desviación estándar a la media de tres experiencias.  



____________________________________ CAPÍTULO V _____________________________ 

  203 

Como resultado del ensayo para determinar la viabilidad celular de las cepas objeto de 

estudio, en el tratamiento donde ambas se combinan de forma conjunta y junto con la 

planta, se observó que la cepa Microbacterium sp. 3J1, sólo presentó una disminución 

significativa en el recuento de viables en el día 1, con respecto a los demás puntos de 

muestreo. Sin embargo, la cepa Achromobacter sp. F3.1 aumentó la viabilidad celular 

en el primer día de ensayo manteniéndose entorno al mismo valor hasta llegar al final 

del periodo de ensayo por lo que sólo presentó diferencias significativas en el inicio 

del ensayo. Cuando se realizó el tratamiento estadístico entre ambas cepas en cada 

punto de muestreo, se observó que sólo presentaron diferencias significativas en el día 

1 de muestreo. De modo que, se detectaron 3,15·108 UFC/g de suelo de la cepa 

tolerante a la sequía Microbacterium sp. 3J1 y 1,3·108 UFC/g de suelo de la cepa 

sensible a la falta de agua Achromobacter sp. F3.1, al inicio del ensayo (0 días). Y al 

final de ensayo se detectaron 1,55·108 UFC/g de suelo de la cepa tolerante a la sequía 

Microbacterium sp. 3J1 y 108 UFC/g de suelo de la cepa sensible a la sequía 

Achromobacter sp. F3.1, al final del periodo de ensayo. 

Por otra parte, se estimaron las células viables en forma de UFC/mg de raíz de las 

cepas objeto de estudio, en las raíces de las plantas de los microcosmos denominados 

sPM, tal y como se indica en la Figura V13. Para ello se cortaron las raíces de las 

plantas presentes en cada uno de los microcosmos, tras lo cual se realizó un 

homogenizado de dichas raíces en un microtubo con 1 ml de solución salina 1xM9. 

Una vez homogenizado se realizaron diluciones seriadas en la misma solución salina 

a los 0, 1, 7 y 11 días.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.14. Células viables presentes en las raíces de las plantas de los microcosmos sPM. Se 
indica las células viables en forma de UFC/mg de raíz de la cepa Microbacterium sp. 3J1 (barra blanca) 
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y la cepa Achromobacter sp. F3.1 (barra gris), en un suelo franco-arenoso contaminado con 20.000 
mg/Kg de suelo. En el eje de abscisas se indica el tiempo (días) y en el eje de ordenadas se indica las 
UFC/g de suelo. Se incluye en forma de barras de error la desviación estándar a la media de tres 
experiencias.  

 

Según el recuento de viables la cepa Microbacterium sp. 3J1 no estuvo presente en la 

raíz de las plantas a los 11 días de muestreo. Además presentó una viabilidad muy 

reducida en todos lo puntos de muestreo. Sin embargo, la cepa Achormobacter sp. 

F3.1 presentó una alta viabilidad en las raíces de la planta de la canola, cuyo recuento 

presentó diferencias significativas con respecto a la cepa xerotolerante (3J1), en todos 

los puntos de muestreo a excepción del día 1.  

  

V.2.c.3 Longitud del tallo y raíces de las plantas de Brassica napus var. oleífera 

Para medir el cremiento de las plantas realizamos registros tanto de la longitud de la 

raíz como de la longitud del tallo de la planta. Para los datos de la atura, al igual que 

en otros ensayos se tomó como medida la longitud en cm desde la base blanquecina 

del tallo o el punto donde se encontraban las primeras raíces, hasta el plano horizontal 

formado por el primer par de hojas (hojas seminales). Mientras que para las raíces se 

tomó como medida la longitud en cm desde la base blaquecina del tallo o el punto 

donde se econtraban las primeras raíces, hasta la punto del ápice radical más largo sin 

forzar el estiramiento del mismo. Para comparar tanto la longitud de las raíces como 

del tallo de las plantas inoculadas con cada una de las cepas, se realizó un análisis de 

comparaciones múltiples, utilizando el método Tukey o método de la diferencia 

significativa honesta de Tukey (DSH), con un grado de significancia de 0,05, tal y 

como se indica en el apartado M11.a. 

En la Figura V.15, se representa la longitud del tallo de las plantas presentes en los 

microcosmos sP (planta) y sPM (planta y combinación de microorganismos). 

 

 

 



____________________________________ CAPÍTULO V _____________________________ 

  205 

 

 

 

 

 

 

Figura V.15. Longitud del tallo de las plantas presentes en los microcosmos sP y sPM. Se indica la 
longitud de las raíces de las plantas presentes en los microcosmos sP (barra blanca) y sPM (barra gris). 
Se incluye en forma de barras de error la desviación estándar a la media de tres experiencias. 

 

Los tallos de las plantas presentes en los microcosmos sP presentaron una longitud 

media de 2,5 ± 0,05 cm en el día 1 de ensayo, la longitud aumenta conforme pasan los 

días hasta llegar a 3,9 ± 0,8 cm al final del periodo de ensayo (11 días). Por lo que, la 

longitud del tallo de las plantas presentes en los microcosmos sP aumentó 1,4 ± 0,75 

cm en un suelo contaminado y expuesto a condiciones de sequía, a lo largo del 

periodo. Por otra parte, la longitud del tallo de las plantas presentes en los 

microcosmos sPM midieron 2,6 ± 0,23 cm en el día 1 de muestreo y 3,3 ± 0,1 cm a 

los 11 días de ensayo, por lo que aumentaron 0,6 ± 0,25 cm. Dichas plantas no 

presentaron diferencias significativas con respecto a las plantas presentes en los 

microcosmos sP, en cuanto a la longitud del tallo, en cada uno de los tiempos de 

muestreo.  

A continuación se tomaron medidas de la longitud de la raíz de cada una de las 

plantas presentes en los microcosmos sP (planta) y sPM (planta y combinación de 

microorganismos), tal y como se indica en la Figura V.16.  
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Figura V.16. Longitud de raíz de las plantas presentes en los microcosmos sP y sPM. Se indica la 
longitud de las raíces de las plantas presentes en los microcosmos sP (barra blanca) y sPM (barra gris). 
Se indica con un asterisco (*) la diferencias significativas. Se incluye en forma de barras de error la 
desviación estándar a la media de tres experiencias. 

 

Las raíces de las plantas presentes en los microcosmos sP (planta) presentaron una 

longitud media de 1,4 ± 0,4 cm en el día 1 de ensayo, manteniéndose entorno dicho 

valor a lo largo del periodo de ensayo (11 días). Por otra parte, la longitud de las 

raíces de las plantas presentes en los microcosmos sPM (planta y combinación de 

microorganismos) fue de 1 cm al inicio del ensayo y 1,3 ± 0,25 cm al final del 

periodo. La longitud de las raíces de las plantas presentes en los microcosmos sP no 

presentó diferencias significativas con respecto a la longitud de las plantas presentes 

en los microcosmos sPM.    

 

V.2.c.4 Degradación de hidrocarburos totales del petróleo (TPHs) 

Tras analizar como afectaba la contaminación por diesel y las condiciones de sequía 

en el crecimiento de la cepas Microbacterium sp. 3J1 y Achromobacter sp. F3.1 tanto 

en el suelo como en las raíces de las plantas. Así como también al crecimiento de las 

plantas, se determinó la concentración de TPHs presente en cada uno de los 

tratamientos, tanto en el suelo como en las plantas (tallo, hoja y raíces). Además se 

determinó los n-alcanos de cadena lineal de longitud intermedia (C10 – C20), los n-

alcanos de cadena lineal larga (C20 – C40), alcanos ramificados y naftalenos.  
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V.2.c.3.1 Determinación de hidrocarburos en el suelo  

La presencia de dichos hidrocarburos se evaluó según la norma EPA 8015 mediante la 

determinación gravimétrica de hidrocarburos del petróleo totales (TPHs), y tal y como 

se indica en el apartado M5.d.3. Tanto los TPHs como las fracciones descritas 

anteriormente se analizaron en el Centro de Instrumentación Científica (CIC) de la 

Universidad de Granada, mediante cromatografía de gases/espectometría de masas, tal 

y como se indica en el apartado M5.d.4. Con ellos determinamos la eficiencia del 

proceso de degradación en cada uno de los tratamientos. Para comparar cada uno de 

los tratamientos se realizó un análisis de comparaciones múltiples, utilizando el 

método de Tukey, con un grado de significancia de 0,05, tal y como se indica en el 

apartado M11.a. 

Se determinó la concentración de TPHs al inicio y al final de los tratamientos en cada 

una de las condiciones experimentales ensayadas. Tal y como se indica en la Figura 

V.17 se determinaron los TPHs en el tiempo inicial y el tiempo final (11 días) del 

experimento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.17. Determinación de los hidrocarburos totales del petróleo en cada uno de los 
tratamientos. En el eje de abscisas se representa cada uno de los tratamientos al inicio del periodo 
(barra blanca) y al final del periodo de ensayo (barra gris) y en el eje de ordenadas la concentración de 
TPHs (mg/Kg). Se india con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye en forma de barras 
de error la desviación estándar a la media de tres experiencias.   
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La concentración de TPHs inicial en el suelo franco-arenoso fue igual en todos los 

tratamientos, donde se registró una concentración media de 9.511,1 ± 392,55 mg/Kg 

de suelo. Partiendo de dicha concentración de TPHs totales en el suelo, el suelo 

contenido en los microcosmos sDQ presentó una concentración media de TPHs de 

10.807,8 ± 900,9 al final de periodo de ensayo (11 días). Según el análisis estadístico 

los microcosmos DQ no presentaron diferencias significativas al final del periodo de 

ensayo, con respecto a la concentración del contaminante registrada en el inicio del 

ensayo. Por otra parte, en el suelo contenido en los microcosmos denominados sM 

donde se evaluó la combinación de las cepas Microbacterium sp. 3J1 y 

Achromobacter sp. F3.1, se registraron 7.080,4 ± 279,1 mg/Kg de suelo lo que supuso 

una disminución de 2.430,7 ± 220 mg/Kg de TPHs durante los 11 días de ensayo. 

Según el análisis estadístico dicho tratamiento presentó diferencias significativas a los 

11 días de ensayo, en comparación con el inicio del ensayo y con respecto a los demás 

tratamientos. El suelo contenido en los microcosmos sP, donde se evalúa el uso de la 

planta de Brassica napus var. oleífera para la descontaminación de un suelo, presentó 

la concentración de TPHs de 10.112,72 ± 159,75 mg/Kg de suelo al final del periodo 

de ensayo. Según el análisis estadístico realizado dicho tratamiento no presentó 

diferencias significativas con respecto al tiempo inicial y por tanto con respecto al 

resto de tratamientos. Por otro lado, el suelo contendido en los microcosmos sPM, 

donde se evalúa la acción de la planta junto con la combinación de microorganismos, 

presentó una concentración de TPHs totales de 8.790,9 ± 777,5 mg/Kg al final de 

periodo de ensayo. Según el análisis estadístico dicho tratamiento no presentó 

diferencias significativas con respecto tiempo inicial y por tanto con respecto a los 

demás tratamientos.  

Análogamente se determinaron los n-alcanos de longitud intermedia con un número 

de átomos de carbono entre 10 y 20 (C<20), en cada uno de los tratamientos, al inicio 

(0 días) y al final del periodo de ensayo (11 días), tal y como se indica en la Figura 

V.18. 
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Figura V.18. Determinación de n-alcanos C<20 en cada uno de los tratamientos. En el eje de 
abscisas se representa cada uno de los tratamientos al inicio del periodo de ensayo (barra blanca) y al 
final del periodo (barra gris) y en el eje de ordenadas la cantidad de n-alcanos C<20 (mg/Kg de suelo). 
Se india con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye en forma de barras de error la 
desviación estándar a la media de tres experiencias.   

  

Según los datos obtenidos la cantidad de n-alcanos C<20 presentes en el suelo al 

inicio del ensayo en cada uno de los microcosmos fue 5.581,5 ± 177 mg/Kg de suelo. 

De modo que, en el suelo contenido en los microcosmos sDQ (degradación química) 

se registró una concentración media de n-alcanos C<20 de 7.850,4 ± 407,3 mg/Kg de 

suelo, por lo que no presentó disminución significativa en el periodo que duró el 

ensayo. Por otro lado, en el suelo contenido en los microcosmos denominados sM 

(combinación de microorganismos) se registró una concentración media de n-alcanos 

C<20 de 4.922,25 ± 124,6 mg/Kg de suelo. Según el análisis estadístico dicho 

tratamiento presentó diferencias significativas, en cuanto a la concentración de n-

alcanos C<20 detectados en el tiempo final con respecto al tiempo inicial y con 

respecto a los demás tratamientos. En el suelo contenido en los microcosmos donde se 

evaluó la acción de la planta sobre la descontaminación del suelo (sP) se detectaron 

una concentración de n-alcanos C<20 de 6.516,95 ± 195,06 mg/Kg de suelo, al final 

del periodo de ensayo. Dicho tratamiento no presentó disminución en la 

concentración de diesel. Por otra parte, en el suelo contenido en los microcosmos sPM 

(planta y combinado de microorganismos) se registraron 6.080,9 ± 970,2 mg/Kg de 
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suelo. Dicho tratamiento tampoco presentó disminución en cuanto a la concentración 

de n-alcanos C<20 presentes en el diesel.  

De igual modo, se determinaron los n-alcanos de cadena lineal larga con un número 

de átomos de carbono entre 20 y 40 (C>20) en cada uno de los tratamientos, al inicio 

del ensayo y al final del periodo del mismo (11 días), tal y como se indica en la Figura 

V.19.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.19. Determinación de n-alcanos C>20 en cada uno de los tratamientos. En el eje de 
abscisas se representa cada uno de los tratamientos, al inicio del periodo de ensayo (barra blanca) y al 
final del periodo (barra gris) y en el eje de ordenadas la cantidad de n-alcanos C>20 (mg/Kg). Se india 
con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye en forma de barras de error la desviación 
estándar a la media de tres experiencias.   

 

Se detectó una concentración media de n-alcanos C>20 de 1.584,1 ± 301,7 mg/Kg de 

suelo, en cada uno de los tratamientos al inicio del ensayo. En el suelo contenido en 

los microcosmos sDQ (degradación química) se registró una concentración media de 

alcanos C>20 de 2.198, ± 632,06 mg/Kg de suelo al final del periodo de ensayo (11 

días). Dichos microcosmos no presentaron diferencias significativas con respecto al 

tiempo inicial ni con respecto a los demás tratamientos. Por otro lado, en el suelo 

contenido en los microcosmos denominados sM (combinación de microorganismos) 

se detectó una concentración media de n-alcanos C>20 de 1.422,9 ± 33,96 mg/Kg de 

suelo al final del periodo de ensayo (11 días). Según el análisis estadístico dicho 

tratamiento no presentó diferencias significativas con respecto al tiempo inicial y por 
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tanto con respecto a los demás tratamientos. En el suelo contenido en los 

microcosmos sP (planta) se registró una concentración media de n-alcanos C>20 de 

2.238,02 ± 200,8 mg/Kg de suelo al final del periodo de ensayo. Dicho tratamiento 

con plantas no presentó diferencias significativas con respecto al tiempo inicial ni con 

respecto a los demás tratamientos. Por otra parte, en el suelo donde se aplicó el 

tratamiento en el cual se combinan la planta (Brassica napus var. oleífera) y ambos 

microorganismos (Microbacterium sp. 3J1 y Achromobacter sp. F3.1) se detectó una 

concentración de n-alcanos C>20 de 1.406 ± 118,8 mg/Kg de suelo, al final del 

periodo de ensayo. Dicho tratamiento no presentó diferencias significativas con 

respecto al tiempo inicial ni tampoco con respecto a los demás tratamientos.  

De manera análoga, se estimó la concentración de alcanos ramificados presentes en el 

suelo contaminado con diesel en cada uno de los microcosmos donde se evalúa la 

degradación química (sDQ), el bioamento (sM), fitorremediación (sP) y 

rizorremediación (sPM), al comienzo del experimento y en el tiempo final (11 días), 

tal y como se indica en la Figura V.20. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.20. Determinación de alcanos ramificados en cada uno de los tratamientos. En el eje de 
abscisas se representa cada uno de los tratamientos, al inicio del periodo de ensayo (barra blanca) y al 
final del periodo (barra gris) y en el eje de ordenadas la cantidad alcanos ramificados (mg/Kg de suelo). 
Se india con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye en forma de barras de error la 
desviación estándar a la media de tres experiencias.   
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Como se puede observar en la Figura V.20, la concentración de alcanos ramificados 

detectada en el suelo en cada uno de los microcosmos al inicio de experimento fue de 

125,71 ± 15,31 mg/Kg de suelo. En el suelo contenido en los microcosmos donde se 

evalúa la degradación química (sDQ) se detectó una concentración media de alcanos 

ramificados de 194,7 ± 23,25 mg/Kg de suelo. Dichos microcosmos no presentaron 

diferencias significativas con respecto a los demás tratamientos. Por otra parte, en el 

suelo de los microcosmos donde se aplicó el tratamiento de bioaumento (combinación 

de microorganismos) se detectaron 121,4 ± 2 mg/Kg de suelo. Según el tratamiento 

estadístico dicho tratamiento no presentó diferencias significativas con respecto al 

inicio del ensayo y por tano con respecto a ningún tratamiento. En el suelo contenido 

en los microcosmos denominados sP, donde se evalúa la presencia de la planta en la 

descontaminación del suelo, se detectaron 138,1 mg/Kg de suelo al final del periodo 

de ensayo (11 días). Por otro lado, en el suelo contenido en los microcosmos sPM, 

donde se evalúa la acción tanto del inoculante como de la planta, se registró una 

media de alcanos ramificados de 143,2 ± 14,7 mg/Kg de suelo. Dichos microcosmos 

no presentaron diferencias significativas con respecto al tiempo inicial ni con respecto 

a los demás tratamientos incluido los microcosmos control.  

Por último, se determinó la presencia de algunos compuestos naftalenos presentes en 

el diesel en cada uno de los tratamientos al inicio y al final de periodo de ensayo, tal y 

como se indica en la Figura V.21.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.21. Determinación de compuestos naftalenos en cada uno de los tratamientos. En el eje 
de abscisas se representa cada uno de los tratamientos, al inicio del periodo de ensayo (barra blanca) y 
al final del periodo (barra gris) y en el eje de ordenadas la cantidad alcanos ramificados (mg/Kg de 
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suelo). Se india con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye en forma de barras de error la 
desviación estándar a la media de tres experiencias.   

 

Como se puede observar en la figura V.21, tras el análisis por cromatografía de las 

muestras se registró una concentración media de algunos compuestos naftalenos de 

227,05 ± 15,6 mg/Kg de suelo al inicio del ensayo, en cada uno de los tratamientos. 

Por otra parte, en el suelo contenido en los microcosmos sDQ (degradación química) 

se registró una concentración media de compuestos naftalenos de 330,72 ± 26,7 

mg/Kg de suelo, al final del periodo de ensayo (11 días). Sin embargo, en el suelo 

contenido en los microcosmos sM (combinación de microorganismos) se registró una 

concentración media de compuestos naftalenos de 182,2 ± 9,8 mg/Kg de suelo, a los 

11 días de ensayo. Dichos microcosmos presentaron diferencias significativas con 

respecto al tiempo inicial y con respecto a los demás tratamientos. Por otro lado, en el 

suelo contenido en los microcosmos denominados sP (planta) se registró una 

concentración media de compuestos naftalenos de 245,5 ± 58,3 mg/Kg de suelo. Los 

microcosmos tratados con plantas no presentaron diferencias significativas con 

respecto al tiempo inicial, ni con respecto a los demás tratamientos. Por último, en el 

suelo contenido en los microcosmos donde se evaluó la acción de la planta y los 

microorganismos, se registró una concentración media de compuestos naftalenos de 

257,2 ± 33,5 mg/Kg de suelo. Dicho tratamiento no presentó diferencias significativas 

con respecto al inicio del experimento ni con respecto a los demás tratamientos.  

 

V.2.c.3.2 Determinación de hidrocarburos en el tallo, hoja y raíces 

Al igual que en el suelo, la presencia de las fracciones de TPHs tanto en el tallo y hoja 

como en las raíces de la planta, se evaluó según la norma EPA 8015 mediante 

determinación gravimétrica. Para ello, se congelaron las muestras de planta de cada 

uno de los microcosmos donde se utilizó la planta de Brassica napus var. oleífera, es 

decir, los denominados como sP (planta) y sPM (planta y combinación 

microorganismos). Por un lado se realizó la extracción de TPHs del tallo y las hojas y 

por otro lado se realizó la extracción de TPHs de las raíces de las plantas. De modo 

que tras el congelado, se procedió tal y como se indica en el apartado M5.d.3.  
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Así pues se procedió al análisis de cada una de las muestras provenientes de los 

microcosmos sP (planta) y sPM (planta y combinación de microcosmos). Para ello 

primero analizamos la parte aérea de la planta, es decir, tallo y hojas (Figura V.22). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.22. Fracciones de TPHs presentes en los microcosmos sP y sPM. Se representan las 
fracciones de TPHs (n-alcanos C<20; n-alcanos C>20, alcanos ramificados y compuestos naftalenos) 
presentes en los microcosmos sP (barra blanca) y en los microcosmos sPM (barra gris), al final del 
periodo de ensayo (11 días). En el eje de abscisas se indica las fracciones de TPHs y en el eje de 
ordenadas la cantidad de TPHs (mg). Se india con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye 
en forma de barras de error la desviación estándar a la media de tres experiencias. 

 

Los microcosmos sPM donde se evaluó la presencia de la planta y el combinado de 

microorganismos, presentaron diferencias significativas en todas las fracciones de 

TPHs, a excepción de los alcanos ramificados, con respecto a los microcosmos sP. En 

el tallo/hoja de las plantas presentes en los microcosmos donde se evaluó el potencial 

de la planta de Brassica napus var. oleífera (sP) se registró una cantidad media de n-

alcanos C<20 de 2,27 ± 2 mg, al final del periodo de ensayo (11 días), sin embargo en 

el tallo/hojas de las plantas presentes en los microcosmos donde se evaluó el potencial 

de la planta junto con la combinación de los microorganismos Microbacterium sp. 3J1 

y Achromobacter sp. F3.1 (sPM) se registró una cantidad media de 16,81 ± 6,3 mg, al 

final del periodo de ensayo. Por otra parte, en el tallo/hojas de las plantas presentes en 

los microcosmos sP se registró una cantidad media de n-alcanos C>20 de 1,12 ± 0,7 

mg, al final del periodo de ensayo, sin embargo en el tallo/hoja de las plantas 

presentes en los microcosmos sPM se registró una cantidad media de 6,1 ± 2,4 mg al 

final de ensayo. En el tallo/hojas de las plantas presentes en los microcosmos sP se 

determinó 0,04 ± 0,03 mg de alcanos ramificados, sin embargo en las plantas 
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presentes en los microcosmos sPM se registró una media de 0,15 ± 0,08 mg. Por 

último, en el tallo/hojas de las plantas presentes en los microcosmos sP se detectó la 

cantidad de 0,15 ± 0,07 mg de compuestos naftalenos, al final del periodo de ensayo, 

sin embargo en el tallo/hojas de las plantas presentes en los microcosmos sPM se 

registró una cantidad media de 0,53 ± 0,26 mg,  a los 11 días de ensayo. 

 

El aspecto de las plantas inoculadas con la combinación de cepas, Microbacterium sp. 

3J1 y Achromobacter sp. F3.1 fue diferente que el de las plantas no inoculadas, de 

modo que las hojas de las plantas inoculadas eran de menor tamaño y con coloración 

verde oleosa (Figura V.23). Sin embargo, las plantas de Brassica napus que no fueron 

inoculadas presentaron un mayor tamaño de hoja, cuya coloración fue verde menos 

intenso y sin aspecto oleoso.  

 

 

Figura V.23. Aspecto de las plantas a los 11 días de ensayo. Los 3 microcosmos de la parte superior 
de la imagen muestran el aspecto de las plantas sin inocular y los 3 de abajo muestran el aspecto de las 
plantas inoculadas.    

 

De manera análoga se extrajo y determinó la cantidad de TPHs presentes en las raíces 

de el conjunto de plantas de cada microcosmos (sP y sPM). Según los datos obtenidos 
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del Centro de Instrumentación Científica (CIC), las raíces de las plantas de ambos 

tipos de microcosmos no presentaron ninguna cantidad de ninguna fracción de TPHs.  

 

Discusión  

La interacción planta-microorganismo (PGPR) está extensamente estudiada y 

aplicada para la mejora de la agricultura. El efecto beneficioso de las rizobacterias en 

las plantas ha sido estudiada durante más de tres décadas, desde el comienzo de los 

los ensayos de Rovira y colobaradores (1974). Un campo prometedor es la 

explotación de dicha interacción en la remediación de suelos contaminados con 

hidrocarburos (Vilchez & Manzanera 2011; Khan et al. 2013). La aplicación de una 

combinación efectiva de planta y bacteria para la rizorremediación de hidrocarburos, 

depende en gran medida de la actividad metabólica de la planta asociada a la 

rizobacteria, la cual posee los genes requeridos para la degradación de los 

contaminantes hidrocarbonados. Las plantas son una fuente de carbono que estimula a 

la bacteria para degradar los contaminantes orgánicos. En cambio, la planta en su 

asociación con la rizobacteria mejora su respuesta ante los cambios ambientales 

adversos y por tanto aumenta su crecimiento y desarrollo, el desarrollo de las raíces 

implica una mejora en la estructura del suelo. Los microorganismos al tener el 

potencial de degradar los compuestos hidrocarbonados, mejoran la mineralización de 

los contaminantes y por tanto disminuyen la fitotoxicidad y evaporación de los 

compuestos volátiles (Khan et al. 2013). Hay una alta diversidad de bacterias 

degradadoras de hidrocarburos que poseen los genes implicados en la degradación de 

alcanos, como son el gen alcano monooxigenasa (alkB) y el gen citocromo P450 

alcano hidroxilasa (CYP153). El factor de inhibición primaria son los considerados 

compuestos de bajo peso molecular, que debido a su carácter hidrofóbico limita la 

capacidad de la planta para absorber agua y nutrientes (Tesar 2002; Peng et al. 2009; 

Wyszkowski & Ziólkowska 2009). El microorganismo en su interacción con la planta 

también puede mejorar la respuesta de la misma frente a condiciones estresantes 

generadas por la falta de agua.  

Para comprobar la eficiencia en el proceso de degradación de la técnica de 

rizorremediación utilizamos un microorganismos DPPR como herramienta 
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biotecnológica para garantizar la supervivencia de la planta y otros microorganismos 

xerosensibles, a su vez seleccionados por presentar las características necesarias para 

la biodegradación de los compuestos contaminantes. Tal y como indicamos en el 

capítulo II, las cepas aisladas que presentaron la capacidad de tolerar la falta de agua, 

no crecieron en presencia de hidrocarburos como única fuente de carbono. Por ello 

propusimos la combinación de dos microorganismos, uno de ellos tolerante a la 

desecación y con la capacidad para proteger a microorganismos xerosensibles 

(capítulo III) y a plantas (capítulo IV) y el otro sensible a la falta de agua pero con 

capacidad para crecer en presencia de hidrocarburos. Por tanto, seleccionamos a la 

cepa xerotolerante Microbacterium sp. 3J1 y la cepa xerosensible Achromobacter sp. 

F3.1.  

Previo al ensayo se realizó un estudio del crecimiento de cada una de las cepas en un 

suelo contaminado con diesel, en condiciones óptimas de humedad, para ello se 

procedió a la preparación de microcosmos con suelo franco-arenoso y se inocularon 

con las cepa Microbacterium sp. 3J1 y Achromobacter sp. F3.1, por separado. De 

modo que la cepa Microbacterium sp. 3J1 toleró la presencia de diesel en un suelo 

franco-arenoso en condiciones óptimas de humedad, durante 22 días. Según Narváez 

y colaboradores (2010) la cepa Microbacterium sp. 3J1 presenta la capacidad para 

tolerar la falta de agua (comprobado en este trabajo), además según Vílchez y 

colaboradores (en preparación) dicha cepa promovió el crecimiento de plantas frente a 

condiciones de estrés por falta de agua, por lo que se clasificó como PGPR/DPPR 

(comprobado en este trabajo). Hay estudios de cepas pertenecientes al género 

Microbacterium caracterizadas como promotoras del crecimiento en plantas y 

productoras de ácido indolacético (IAA) (Karlidag et al. 2007; Egamberdieva 2008; 

Sheng et al. 2009). La cepa Microbacterium sp. F10a aislada por Sheng y 

colaboradores, además de promocionar el crecimiento en plantas (PGPR) presentó la 

capacidad para degradar compuestos aromáticos policíclicos (fenantreno y pireno).  

Sin embargo, la cepa Achromobacter sp. F3.1 presentó mayor viabilidad celular en un 

suelo franco-arenoso contaminado con diesel que en un suelo sin contaminar, en 

condiciones óptimas de humedad. Hay estudios de cepas pertenecientes al género 

Achromobacter, descritas como degradadoras de n-alcanos de cadena intermedia 

(Ciric et al. 2010; Tanase et al. 2013). Dichas cepas pertenecen a la especie 

Achromobacter xylosoxidans, con la que la cepa objeto de estudio Achromobacter sp. 
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F3.1 comparte el más alto porcentaje de similaridad en base al gen ARNr 16S. Por 

otro lado, Kaczorek y colaboradores (2013) aislaron de un suelo contaminado con 

diesel una cepa perteneciente a dicho género con resultados significantes en cuanto a 

la degradación del diesel. También se ha caracterizado una cepa perteneciente a la 

especie bacteriana A. xylososidans como rizobacteria promotora del crecimiento en la 

planta de la Brassica napus, dichas plantas inoculadas con la cepa aumentaron 

considerablemente el peso seco del tallo y las raíces, además aumentó el consumo de 

NO3
- por parte de todo el sistema radical (Bertrand et al. 2000).  

Para la realización del ensayo se seleccionó la planta de la canola (Brassica napus 

var. oleífera), debido a su capacidad para germinar en un suelo contaminado con 

diesel (Adam & Duncan 2000), comprobado en nuestro estudio con resultados 

similares. Además dicha planta creció en un suelo franco-arenoso contaminado con 

diesel durante un tiempo prolongado. También hay estudios donde analizan el 

crecimiento de la planta de la canola (Brassica napus) en presencia de una bacteria 

PGPR, para biorremediar suelos contaminados por hidrocarburos aromáticos 

policíclicos (Reed & Glick 2005). 

Para comprobar si la combinación de las bacterias, Microbacterium sp. 3J1 y 

Achromobacter sp. F3.1, junto con la planta de la canola (Brassica napus) mejora y 

acelera el proceso de degradación en un ambiente sometido a condiciones de estrés 

por falta de agua, elaboramos microcosmos con suelo franco-arenoso contaminados 

con diesel. Con ello analizamos la acción en el proceso de degradación de ambos 

microorganismos y la planta en combinación y por separado, mediante el estudio 

algunos parámetros biológicos y químicos.   

El aspecto de las plantas en los microcosmos donde se evaluó la acción de ésta (sP) en 

la degradación del diesel, fue saludable durante todo el periodo, ya que las hojas con 

de color verdoso aumentaron de tamaño conforme pasaban los días. La longitud del 

tallo aumentó a lo largo del ensayo, en valores absolutos. Aún así, la longitud de las 

raíces se mantuvo más o menos igual durante el ensayo. Sin embargo, el aspecto de 

las plantas presentes en los microcosmos donde se evaluó la acción de la planta junto 

con la combinación de microorganismos (sPM) fue diferente, ya que conforme 

pasaron los días la hoja no crecían en tamaño y se tornaron a un color verde intenso y 

de aspecto oleoso. Dicho aspecto nos llevó a pensar que la planta bioacumuló una 
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mayor cantidad de hidrocarburos en su parte aérea (hoja/tallo), que las presentes en 

los microcosmos sin inocular (comprobado después mediante cromatografía de gases 

masa). Además dicha bioacumulación provocó un menor crecimiento del tallo y la 

raíz, sobretodo al final del periodo de ensayo. Debido muy probablemente a la acción 

de las bacterias (Microbacterium sp. 3J1 y Achromobacter sp. F3.1), que pudieron 

hacer más accesible la incorporación de compuestos hidrocarbonados parcialmente 

degradados por éstas.  

Según el ensayo en microcosmos, tanto las plantas inoculadas (sPM) como las no 

inoculadas (sP) soportaron las condiciones de estrés hídrico en un suelo contaminado 

con diesel, a lo largo del periodo de ensayo (11 días). Estudios como los de 

Gunasekera y colaboradores (2006) muestran la adaptabilidad de la planta de la 

canola (Brassica napus) y la mostaza (Brassica juncea) en un ambiente tipo 

mediterráneo, donde hay periodos de escasez de lluvias y altas temperaturas. En 

dichas condiciones ambos tipos de planta pertenecientes al género Brassica son 

capaces de adaptarse a las condiciones de estrés por falta de agua y producir semillas 

con un buen rendimiento, aún así la planta de la mostaza está mejor adaptada a las 

condiciones asociadas a la escasez de agua y altas temperaturas, que la planta de la 

canola. Las plantas presentes en los microcosmos crecieron a lo largo del periodo de 

ensayo. Según Qaderi y colaboradores (2006), las altas temperaturas y condiciones de 

sequía provocan en la planta de la canola una mayor producción de Chl a y Chl b en 

comparación con las plantas expuestas a bajas temperaturas. Por otra parte, las plantas 

sometidas a estrés hídrico presentan hojas más pequeñas y tallos más finos y cortos, 

que las plantas incubadas en condiciones óptimas de humedad (Gunasekera et al. 

2006).  

En los microcosmos (sPM) donde se comprueba la acción de la planta y de la 

combinación de microorganismos, se analizó la viabilidad de las células bacterianas 

de Microbacterium sp. 3J1 y Achromobacter sp. F3.1, tanto en el suelo como en las 

raíces de las plantas. De modo que, tras dicho análisis se observó que las cepas 

estuvieron presentes a lo largo de los 11 días de ensayo. Sin presentar diferencias 

estadísticas entre ellas en cada punto de muestreo. Por lo que probablemente la cepa 

Microbacterium sp. 3J1 protegió a la cepa Achromobacter sp. F3.1 de las condiciones 

de falta de agua. Sin embargo, la presencia de la cepa Microbacterium sp. 3J1 en la 

raíces de las plantas fue casi nula hasta los 7 días y a los 11 no se determinó su 
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presencia, probablemente debido a que en el homogenizado de las raíces no fue 

suficiente la rotura de la raíz para extraer a la cepa ya que ésta es endofítica 

(Santacruz et al. no publicado) o que dicha no presentara la capacidad para colonizar 

la raíz de la planta de la canola, aunque según ensayos llevados a cabo en nuestro 

grupo la cepa presentó poder de colonización en una amplia gamas de plantas como el 

tomate, pimiento, colza, rábano, trébol y otras (Vílchez et al. en preparación).   

Por otro lado, analizamos el crecimiento de las cepas objeto de estudio en los 

microcosmos donde ambas se combinan (sM). En este caso, la cepa Microbacterium 

sp. 3J1 presentó una mayor supervivencia significativa que la de la cepa 

Achromobacter sp. F3.1 a los 7 y 11 días. Ambas cepas sobrevivieron a lo largo del 

periodo de ensayo en un suelo contaminado con diesel y expuesto a condiciones de 

estrés por falta de agua. Según los resultados, la cepa Achromobacter sp. F3.1 creció 

mejor en el suelo, en presencia de la planta (sPM) que en ausencia de ésta (sM).  

En referencia a la degradación que se produjo en cada uno de los microcosmos, en el 

microcosmos donde se evaluó la degradación química (sDQ) no se produjo 

disminución de los TPHs presentes en el suelo, ni de sus fracciones, a lo largo del 

periodo de ensayo. Sin embargo, en los microcosmos donde se combinan ambos 

microorganismos (sM) se determinó una disminución significativa de TPHs, debido 

muy probablemente a la acción de ambas cepas. Cuando se determinaron las 

fracciones de TPHs (alcanos lineales C<20 y C>40, alcanos ramificados y 

naftalenos), se observó que el suelo contenido en dichos microcosmos presentó una 

disminución significativa de los alcanos lineales C<20 y determinados compuestos 

naftalenos. Debido muy probablemente a la acción de la cepa Achromobacter sp. 

F3.1, ya que como indicamos anteriormente existen cepas pertenecientes a dicho 

género capaces de degradar los compuestos alcanos de cadena intermedia. Así como 

también debido probablemente a la acción de la cepa Microbacterium sp. 3J1, ya que 

según Manzanera y colaboradores (no publicado), dicha cepa presentó en su genoma 

genes con homología a los implicados en el ciclo de degradación de compuestos 

naftalenos.  

Por otra parte, los microcosmos donde se evalúa la acción de planta (sP) no presentó 

disminuciones significativas de TPHs al final del periodo de ensayo, ni por tanto en 

ninguna de sus fracciones, al igual que le ocurrió al suelo contenido en los 
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microcosmos donde se evaluó la presencia de la planta junto con ambos 

microorganismos.  

Para comprobar si el aspecto oleoso de las hojas de la planta se debía a una mayor 

acumulación de los compuestos hidrocarbonados en su interior, se determinó el 

contenido de dichos compuestos en la hoja/tallo de los microcosmos donde la planta 

estaba presente. Según los ensayos, las plantas inoculadas (sPM) presentaron una 

mayor cantidad significativa de hidrocarburos en su interior, que las plantas sin 

inocular. Dicha acumulación provocó que las plantas presentaran menor capacidad 

para sobrevivir a las condiciones de estrés hídrico ya que probablemente la 

acumulación provocó una disminución de la fotosíntesis y por tanto una disminución 

en la capacidad de crecimiento de las mismas.  
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CONCLUSIONES 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, así como la bibliografía consultada, 

concluimos que: 

• En base a los estudios de hibridación ADN-ADN de la cepa 4J27 con la cepa 

tipo A. phenanthrenivorans DSM 18606T y los realizados con las cepas, A. 

oxydans DMS20119T y A. polychromogenes DSM 20136T, proponemos a ésta 

como una nueva especie dentro del género Arthrobacter, que denominaremos 

como Arthrobacter siccitolerans 4J27T (sic.ci.to'le.rans. L. adj. siccus, dry, L. 

part. adj. tolerans, tolerating; N.L. part. adj. siccitolerans, dry-tolerating). 

• El empleo del cloroformo como agente selectivo no es necesario en un 

ambiente sometido a condiciones de sequía prolongadas en el tiempo, ya que 

dicho disolvente disminuye la diversidad de microorganismos tolerantes a la 

desecación.  

• La cepa sensible a la desecación Pseudomonas putida KT2440 aumenta su 

tolerancia a la falta de agua, en presencia de la cepa tolerante a la desecación 

Microbacterium sp. 3J1, en un suelo sometido a condiciones de estrés hídrico.  

• Las cepas Micrococcus sp. 56FL1 y Micrococcus sp. 56PL3 protegen al la 

planta del pimiento frente a condiciones de estrés por falta de agua. Y ambas 

promueven el crecimiento de dicha planta en condiciones óptimas de 

humedad. 
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• La combinación de las cepas Microbacterium sp. 3J1 y Achromobacer sp. 

F3.1 mejoran el proceso de degradación de TPHs, en un suelo sometido a 

condiciones de estrés hídrico. 

• La planta de la canola (Brassica napus var. oleífera) acumula mayor cantidad 

de diesel cuando es inoculada con la combinación de cepas Microbacterium 

sp. 3J1 y Achromobacer sp. F3.1. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 

M1 MEDIOS DE CULTIVO 

La composición de los medios de cultivo utilizados durante el desarrollo del trabajo se 

detalla a continuación. Todos ellos se esterilizaron en autoclave por calor húmedo a 

121ºC durante 30 minutos y 1 atmósfera de presión, o por filtración usando filtros de 

0,22 µm de diámetro de poro. 

 

M1.a Medios enriquecidos  

Como medio enriquecido habitual de crecimiento de las cepas bacterianas se 

utilizaron Tryptone soya agar (TSA) como medio sólido y Tryptone soya broth (TSB) 

como medio líquido, ambos del laboratorio OXOID. La composición de TSA fue: 

triptona, 15 g; peptona de soja, 5 g; cloruro sódico, 5 g; agar, 15 g y H2O hasta 1 litro.  

La composición del medio líquido TSB fue: digerido pancreático de caseína, 17 g; 

digerido papaíco de harina de soja, 3 g; fosfato potásico di-básico, 2,5 g; cloruro 

sódico, 5 g; glucosa, 2,5 g y H2O hasta 1 litro.  

Como medio líquido para la caracterización de las cepas bacterianas se utilizó Luria 

Bertani (LB). La composición de este medio fue: bacto-triptona, 10 g; NaCl, 10 g; 

extracto de levadura, 5 g y H2O hasta 1 litro. 
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M1.b Medios mínimos  

Para el cultivo de las células en medio mínimo se utilizó una modificación del medio 

M9, cuya composición fue la siguiente: solución 10xM9, 100 ml; solución A9 

(“goodies”), 2,5 ml; MgSO4 1 M, 1 ml; citrato férrico amónico 6‰ (p/v), 1 ml y H2O 

hasta 1 litro (Abril et al., 1991). Las soluciones utilizadas en este medio se prepararon 

y  esterilizaron en el autoclave por separado.   

La composición del 10xM9 fue: Na2HPO4 x 7H2O, 70 g; KH2PO4, 30 g; NH4Cl, 10 g; 

NaCl, 5 g; y H2O hasta 1 litro.  

La solución de A9 (“goodies”) se compuso de: HBO3, 300 mg; ZnCl2, 50 mg; MnCl2 

x 4H2O, 30 mg; CoCl2, 200 mg; CuCl2 x 2H2O, 10 mg; NiCl2 x 6H2O, 20 mg; 

NaMoO4 x 2H2O, 30 mg y H2O hasta 1 litro.  

También se utilizó solución salina disolviendo 9 g de NaCl en 1 L de agua destilada, 

para resuspender las muestras de suelo. 

Como fuente de carbono para el medio mínimo se utilizaron cuatro hidrocarburos 

aromáticos policíclicos (HAPs), naftaleno, antraceno, fenantreno y pireno, además de 

diesel, cada uno por separado. Para la preparación de medio mínimo sólido se añadió 

agar a una concentración de 2,5% (p/v). El agar se esterilizó previamente mediante 

autoclave en soluciones en H2O. 

 

M1.c Condiciones del cultivo  

Todas las cepas se cultivaron a una temperatura de 30ºC y a 150 rpm en un agitador, 

excepto cuando se indique lo contrario en el texto. 
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M2 CEPAS BACTERIANAS 

Las estirpes bacterianas utilizadas en este trabajo, junto con sus fenotipos más 

relevantes se recogen en la Tabla M1.  

Tabla M1. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo. 

ESPECIE FENOTIPO Fuente o referencia 

Arthrobacter sp. 5J12A Tolerante a la sequía (Narváez-Reináldo et al. 
2010) 

Arthrobacter koreensis 
16760T 

Aislado del suelo (Lee et al. 2003) 

Arthrobacter luteolus 
13067T 

Aislado de sangre (Wauters et al. 2000) 

Arthrobacter sp. 4J27 Tolerante a la sequía (Narváez-Reináldo et al. 
2010) 

Arthrobacter 
phenantrenivorans 

18606T 

Aislado del suelo  (Kallimanis et al. 2009) 

Arthrobacter oxydans 
20119T 

Aislado del tabaco (Sguros 1954) 

Arthrobacter 
polychromogenes 20136T 

Productor indigoidina 
(pigmento soluble) 

(Schippers-lammertse et 
al. 1963) 

Acinetobacter 
calcoaceticus PADD68 

Resistente a la desecación  (Manzanera et al. 2002) 

Microbacterium sp. 3J1 Resistente a la desecación (Narváez-Reináldo et al. 
2010) 

Pseudomonas putida 
KT2440 

Sensible a la desecación (Franklin et al. 1981) 

Pseudomonas putida 
MAX40 

Sensible a la desecación. 
Rifampicina y tetraciclina 

resistente 

(Manzanera et al. 2004) 

Escherichia coli (HB101) Cloramfenicol resistente. 
Motil 

 (Winson et al. 1998) 
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M3 CRECIMIENTO DE LAS CEPAS A DISTINTAS CONDICIONES  

M3.1 Caracterización de la temperatura máxima tolerada y mínima inhibitoria 

Para caracterizar la temperatura máxima, por encima de la cual no se produce un 

crecimiento aparente de las cepas objeto de estudio, se procedió a inocular las cepas 

en 5 ml de medio TSB, incubando el cultivo a una temperatura de 30ºC y una 

agitación de 150 rpm durante 12 horas, hasta alcanzar la fase estacionaria, tras lo cual 

cada inóculo se diluyeron a una Abs600nm inicial de 0,05 en 5 matraces con 30 ml de 

medio LB. Una vez realizada esta dilución cada cultivo se incubó a 30, 35, 40, 45 y 

50ºC en las mismas condiciones de agitación. A continuación se registró la 

absorbancia, a una longitud de onda de 600 nm a las 6, 12, y 24 horas de incubación. 

 

Análogamente, para identificar la temperatura mínima aproximada, por debajo de la 

cual no se registró aumento aparente de la absorbancia, se procedió a la realización 

del ensayo en las mismas condiciones citadas arriba, pero incubando los matraces a 

las temperaturas de 5, 10, 15 y 20ºC. 

 

M3.2 Caracterización del pH máximo tolerado y mínimo inhibitorio 

Para caracterizar el pH máximo, por encima del cual no se produce un crecimiento 

aparente de las cepas objeto de estudio, se procedió a inocular las cepas en 5 ml de 

medio TSB a una temperatura de 30ºC y una agitación de 150 rpm durante 12 horas, 

para que así alcanzaran la fase estacionaria, tras lo cual se diluyeron a la Abs600nm 

inicial de 0,05 en 30 ml de medio LB, cuyo pH se había ajustado previamente a 9, 12 

y 13. Una vez alcanzada esta dilución, los 3 matraces se incubaron en las mismas 

condiciones de temperatura y agitación, es decir, a una temperatura de 30ºC y una 

agitación de 150 rpm. A continuación se tomaron medidas de absorbancia (600 nm) a 

las 6, 12 y 24 horas de incubación. 

Para identificar el pH mínimo inhibitorio aproximado al cual no se produce un 

crecimiento aparente de las cepas objeto de estudio, se procedió de manera análoga a 

la anteriormente descrita pero el pH del medio LB se ajustó previamente a 3, 5 y 7. 

Una vez alcanzada esta dilución cada cultivo se incubó en las mismas condiciones de 

temperatura y agitación. A continuación se tomaron medidas de absorbancia a la 
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longitud de onda de 600 nm a las 6, 12 y 24 horas de incubación. 

M3.3 Caracterización de la concentración de NaCl máxima tolerada y mínima 

inhibitoria 

Para caracterizar la concentración de NaCl por encima de la cual no se produce un 

crecimiento aparente d elas cepas objeto de estudio, se procedió a inocular las cepas 

en 5 ml de medio TSB a una temperatura de 30ºC y una agitación de 150 rpm durante 

12 horas, para que alcanzara la saturación celular en el cultivo, tras lo cual los mismos 

se diluyeron a la Abs600nm inicial de 0,05 en 30 ml de medio LB, a las concentraciones 

de NaCl de 0,6; 0,8; 1; 1,2; 1,6 M. Una vez alcanzada esta dilución, cada uno de los 

cultivos se incubaron en las mismas condiciones de temperatura y agitación, es decir a 

una temperatura de 30ºC y una agitación de 150 rpm. A continuación se tomaron 

medidas de la absorbancia a la longitud de onda de 600 nm a las 6, 12 y 24 horas de 

incubación. 

Para identificar la concentración de NaCl mínima aproximada, a la cual se produjo un 

crecimiento aparente de las cepas cepas objeto de estudio, se procedió a inocular a 

ésta en medio TSB a una temperatura de 30ºC y una agitación de 150 rpm durante 12 

horas, para que así los cultivos alcanzasen la saturación celular, tras lo cual se 

diluyeron a una Abs600nm inicial de 0,05 en medio LB, a la concentración de NaCl de 

0; 0,2; 0,4 M. Una vez alcanzada esta dilución cada cultivo se incubó en las mismas 

condiciones de temperatura y agitación. A continuación se tomaron medidas de 

absorbancia a una longitud de onda de 600 nm a las 6, 12 y 24 horas de incubación. 

 

M4 AISLAMIENTO DE CÉLULAS BACTERIANAS TOLERANTES A LA 

DESECACIÓN Y POTENCIALMENTE DEGRADADORAS 

M4.a Recogida de muestras  

Para realizar los aislamientos se tomaron muestras de suelo seco de la rizosféra de la 

gayomba, retama de olor (Spartium junceum), cercanos a la circunvalación, 

procedentes de Granada (37º9,48.39´´ Latitud N y 3º36´33.19´´ Longitud O), no 

expuesto a lluvia, ni riego, por un periodo superior a tres meses. También se tomaron 

muestras de una planta piloto, contaminada con 20.000 ppm de diesel y sometida a 
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diferentes tratamientos de bioestimulación mediante la adición de fertilizantes y 

surfactantes (Silva-Castro et al. 2013). Dicha planta piloto, consistió en un contenedor 

de polietileno con un volumen de 1 m3, 1,5 m de largo; 1,5 m de ancho y 1 m de alto, 

y se mantuvo en ausencia de riego durante aproximadamente 2 años. 

 

M4.b Tratamiento de muestras de suelo mediante el método del cloroformo 

Para el aislamiento de cepas bacterianas resistentes al tratamiento con cloroformo, se 

tomaron muestras de suelo secas que fueron homogenizadas para obtener un grano de 

tierra fino que garantizará su contacto con el cloroformo (Narváez-Reináldo et al. 

2010). Se depositó 1 g de muestra en un vial al que se le añadió 3 ml de cloroformo 

puro. Paralelamente y por cada uno de estos viales sometidos a tratamientos se utilizó 

1 vial no tratado con cloroformo y que sirvió como control para realizar el recuento de 

bacterias cultivables totales. Tras la adición del cloroformo se incubaron a 

temperatura ambiente durante 60 minutos con agitación esporádica para maximizar el 

contacto de la muestra con el disolvente (Figura M.1). Para eliminar el cloroformo de 

las muestras una vez transcurrido el tiempo de contacto, estas fueron depositadas en 

una placa Petri de vidrio estéril sin tapadera hasta completar la evaporación del 

cloroformo, en una campana de extracción de gases. Una vez libre de cloroformo se 

tomó el gramo de suelo de la muestra sin tratar y se resuspendieron en 10 ml de 

solución salina 1xM9. Tras lo cual se realizaron diluciones seriadas de cada una de las 

muestras (tratada y no tratada con cloroformo) en placas de TSA y se incubaron 

durante 24/48 horas en una estufa a una temperatura de 30ºC. Trascurrido dicho 

tiempo se cuantificó el número de unidades formadoras de colonias (UFC) por 

mililitro de muestra. Por otra parte, de la muestra tratada con cloroformo se dividieron 

200 mg entre 4 matraces con 30 ml de medio mínimo M9 adicionado con cada uno de 

los HAPs (naftaleno, antraceno, fenantreno y pireno) y otros 200 mg se utilizaron para 

el recuento de xerotolerantes cultivables (XC).  

De los matraces antes mencionados se realizaron 3 traspasos de 1 ml a nuevos medio 

mínimos con cada uno de los HAPs a una concentración final del 1% (p/v), cada 4 

días. Tras ello se traspasó un 1 ml de cada uno de los 4 matraces a otros 4 matraces 

con medio mínimo modificado. De modo que se substituyó la fuente de Nitrógeno del 

medio M9 por ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC), a una concentración 
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final de 3mM y se le denominó medio mínimo M8. Además el medio mínimo M8 

contenía cada uno de los HAPs antes mencionados. Se realizaron un total de 2 

traspasos en el medio M8 con HAP, cada 4 días. Tras lo cual se realizó el recuento y 

los aislamientos de colonias.  

 

Figura M1. Esquema del tratamiento de muestras con el método del cloroformo modificado. 

 

Para el aislamiento de microorganismos de muestras de la rizosfera de la planta de la 

gayomba, así como de una planta piloto, tolerantes a la sequía y potencialmente 

degradadores, se resuspendió 1 g de suelo sometido al tratamiento con cloroformo en 

matraces con 30 ml de medio mínimo, suplementado con hidrocarburos, al 1% (p/v), 

es decir, naftaleno, antraceno, fenantreno, pireno, y diesel, como única fuente de 

carbono. 

 

M4.c Ensayo de esporulación  

Para identificar las cepas que producían esporas realizamos un ensayo basado en la 

diferente sensibilidad de las células vegetativas con respecto a las esporas al 

tratamiento con calor, en base al método descrito por Vílchez y colaboradores 

(Vílchez et al. 2008). De esta forma se tomaron colonias independientes procedentes 
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de placas de TSA de al menos una semana de antigüedad. Estas colonias se 

resuspendieron en 1 ml de solución 1xM9 en microtubos estériles de 1,5 ml. 

Seguidamente se sembraron 10 µl de esta suspensión en TSA. A continuación se 

incubó el resto de la suspensión en un termobloque Mixing Block MB-102 a 72ºC 

durante 30 minutos. Nuevamente se tomaron 10 µl de cada muestra y se sembraron en 

placa de TSA. Aquellas cepas con capacidad para tolerar el tratamiento con calor se 

consideraron como esporulantes, mientras que aquellas que no toleraron el 

tratamiento por calor se consideraron no esporulantes. 

 

M4.d Ensayo de tolerancia a la desecación  

Para calcular la tolerancia a la desecación se partió de colonias aisladas procedentes 

de placas de TSA de 48 horas de crecimiento. Utilizando un asa estéril se tomó una 

única colonia que se resuspendió en 1 ml de solución 1xM9 estéril. Partiendo de esta 

suspensión celular se realizaron diluciones seriadas, que se sembraron en placas de 

TSA con objeto de identificar el número de UFC/ml de partida. Por otra parte, se 

tomaron 100 µl de cada suspensión y se depositaron en gotas de 5-10 µl sobre 

microplacas de petri estériles sin medio. Las microplacas se situaron bajo una 

corriente de aire estéril en una campana de flujo laminar marca Telstar modelo 

Biostar, durante 24 horas. Las placas quedaron secas tras 2-3 horas de incubación. 

Trascurridas 24 horas de incubación se resuspendieron en 1 ml de solución 1xM9 

estéril. Partiendo de esta solución se realizaron diluciones seriadas que se sembraron 

en placas de TSA. Del recuento de UFC/ml de esta segunda siembra se calcularon las 

proporciones de supervivencia en referencia al número de UFC/ml antes del proceso 

de secado. Estos ensayos se realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron 

como la media de los tres ensayos, en porcentaje, tomando como referencia del 100% 

los datos húmedos.  

Para la realización del ensayo con cepas marcadas con antibióticos, procedimos a la 

realización del ensayo partiendo de colonias aisladas procedentes de placas de TSA 

con el antibiótico al que es resistente la cepa objeto, de estudio de 48 h de 

crecimiento. Utilizando un asa estéril se tomó una única colonia que se resuspendió 

en 1 ml de solución 1xM9 estéril. Partiendo de esta suspensión celular se realizaron 

diluciones seriadas que se sembraron en placas de TSA con el antibiótico al que es 
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resistente la cepa en estudio, con objeto de identificar el número de UFC/ml de 

partida. Por otra parte se tomaron 100 µl de cada suspensión y se depositaron en gotas 

de 5-10 µl sobre microplacas de petri estériles sin medio.  Las microplacas se situaron 

bajo una corriente de aire estéril en una campana de flujo laminar, las cuales quedaron 

secas tras 2-3 horas de incubación. Trascurridas 24 horas de incubación se 

resuspendieron en 1 ml de solución 1xM9 estéril. Partiendo de esta solución se 

realizaron diluciones seriadas que se sembraron en placas de TSA con el antibiótico 

correspondiente. Del recuento de UFC/ml de esta segunda siembra se calcularon las 

proporciones de supervivencia en referencia al primer conteo. Estos ensayos se 

realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron como la media de los tres 

ensayos en porcentaje, tomando como referencia del 100% los datos obtenidos en 

humedad. 

Cuando el ensayo se realizó con dos cepas de forma conjunta, previo a la 

combinación de ambas colonias se procedió al lavado de cada una de ellas para 

eliminar restos de antibiótico, para lo cual se resuspendió una colonia de cada una de 

las cepas por separado en 1 ml de solución 1xM9 estéril. Las suspensiones bacterianas 

se centrifugaron a 14.000 rpm durante 1 minuto, trascurrido dicho tiempo se retiró el 

sobrenadante. Tras ello se procedió a la realización del ensayo de tolerancia a la 

desecación de forma análoga al descrito anteriormente, pero se suspendieron ambas 

biomasas celulares de cada una de las cepas, en un único microtubo con 1 ml de 

1xM9 estéril. De dicha suspensión celular se realizaron diluciones seriadas que se 

sembraron en placas de TSA con el antibiótico al que es resistente cada cepa. A partir 

de aquí se procedió de igual forma a la explicada al principio del apartado.  

 

M4.e Conservación de las cepas bacterianas  

La conservación de las cepas a corto plazo se hizo en cultivos en estrías en placas de 

medios enriquecidos a 4ºC. Para la conservación a largo plazo se realizaron dos 

copias de cultivos en 40% (v/v) de glicerol por la cepa, quedando cada una de las 

copias en congeladores a -20ºC y -80ºC.    
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M5. ENSAYOS DE CRECIMIENTO EN PRESENCIA DE HIDROCARBUROS 

AROMÁTICOS POLICÍCLICOS  

M5.a Crecimiento de las cepas en medio líquido 

Para comprobar que cepas de las aisladas eran capaces de crecer en presencia de los 

hidrocarburos de los que se han aislado, se partió de un preinóculo de la cepas objeto 

de estudio, incubado durante 16-20 horas a una temperatura de 30ºC, en medio 

enriquecido TSB, hasta alcanzar la fase estacionaria, tras lo cual cada uno de los 

inóculos se diluyeron a una Abs600nm aproximada de 0,05 en matraces, cada uno de 

ellos adicionado con 30 ml de medio mínimo (M9) y con cada uno de los HAPs 

antraceno, fenantreno y pireno en lascas al 1% (p/v). Tras lo cual se incubaron a una 

temperatura de 30ºC y una agitación de 150 rpm. Se realizaron diluciones seriadas en 

los tiempos seleccionados para cada experimento y se sembraron en medio TSA. 

Estas placas se incubaron a una temperatura de 30ºC durante 24 horas, al cabo de las 

cuales se estimó el número de células viables en forma de UFC/ml. Así mismo, como 

control negativo, se analizó de manera análoga el crecimiento de las cepas objeto de 

estudio en medio mínimo M9 sin fuente de carbono. 

 

M5.b Crecimiento de las cepa en medio mínimo sólido  

Para crecimiento/aislamiento de cepas potencialmente degradadoras de hidrocarburos 

se prepararon 15 ml de dicho medio mínimo con 1,25% (p/v) de agar y se adicionó el 

hidrocarburo en cuestión a una concentración de 0,5% (p/v). Tras ello, se agitó 

vigorosamente hasta conseguir una mezcla homogénea. Una vez homogenizado se 

vertió en una placa de Petri estéril y se dejó enfriar. Una vez el medio solidificó se 

añadieron otros 15 ml de medio mínimo M9 (agar) pero sin hidrocarburo, para evitar 

que la suspensión de la muestra (dilución) estuviera en contacto directo con el 

contaminante. Las placas de Petri con diesel se prepararon vertiendo directamente el 

diesel al 0,5% (v/v) en 30 ml de medio mínimo M9 con 1,25% (p/v) de agar 
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M5.b Crecimiento de las cepas en un suelo franco-arenoso contaminado 

La disposición de los microcosmos consistió en recipientes de vidrio de 500 ml de 

volumen, a los que se le añadieron 300 g de suelo franco-arenoso, elaborado en el 

laboratorio, compuesto por un 80% de arena y un 20% de arcilla, contaminado con 

20.000 mg/Kg de diesel. Análogamente, como control negativo, se prepararon 

microcosmos con suelo franco-arenoso sin contaminar, tanto a los microcosmos 

adicionados con el contaminante como sin contaminante se suplementaron con 20 ml 

de cultivo según procediera. Se estimó el número de células adicionadas mediante 

diluciones seriadas en 1xM9 sembradas en TSA, para calcular las UFC/ml a los 0, 1, 

2, 3, 7, 14 y 31 días. 

 

M5.c Crecimiento de las plantas en un suelo franco-arenoso contaminado  

Para los ensayos de rizorremediación se seleccionaron tres tipos de plantas, Glycine 

max (soja), Zea mays (maíz) y Brassica napus var. Oleifera (rape), en base a 

características como, requerimientos de suelo, tolerancia a la escasez de agua y 

tolerancia al contaminante diesel. Para determinar la tolerancia al contaminante de 

cada una de las plantas, se sembraron semillas estériles de cada una de las especies 

seleccionadas en 700 g de suelo franco-arenoso contaminado. Análogamente, se 

sembraron semillas igualmente estériles para determinar el crecimiento normal de la 

planta en suelo no contaminado como control negativo.  

 

M5.d Análisis físico-químicos  

M5.d.1 pH 

Cuando fue necesario determinar el pH del suelo se tomaron 20 g del mismo y se 

dispusieron en un vaso de precipitado de 50 ml al que se le añadieron 20 ml de agua 

destilada, tras una agitación continua durante 5 minutos, se dejó reposar la suspensión 

durante 1 h aproximadamente y se determinó el valor de pH con un pH-metro marca 

Crison modelo GLP 22. 
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M5.d.2 Porcentaje de humedad 

Para calcular el contenido hídrico de la muestra de suelo, se pesaron tres viales vacíos 

en una balanza de precisión, tras lo cual se dispuso 1 g de suelo en cada uno de ellos y 

se incubó a 100ºC durante 24 horas hasta alcanzar un peso constante. Con los datos 

del peso antes y después del tratamiento con calor se obtuvo el porcentaje de 

humedad, tal y como se indica en la siguiente fórmula. 

 

 

H; Humedad                                                                                                   
Ph; Peso húmedo                                                                                                                              
Ps; Peso seco 

 

M5.d.3 Hidrocarburos totales (TPHs) 

El análisis de hidrocarburos totales (TPHs) presentes en el suelo, se determinó por 

gravimetría según la norma EPA 8015. La extracción se realizó utilizando 25 g de 

suelo en matraces de 250 ml con 50 ml de hexano/acetona (1:1), los matraces se 

agitaron a 100 rpm durante 5 minutos en un agitador marca Selecta modelo Rotavit, 

tras lo cual se sometieron a ultrasonidos durante 5 minutos marca Selecta y modelo 

Rotavit o Ultrasons. La solución se filtró mediante papel de celulosa, recogiéndose el 

filtrado en un nuevo matraz (250 ml), al cual se le añadió 0,1 g de sodio-sulfato-

anhidro, a continuación se filtró nuevamente utilizando un papel de celulosa a un 

recipiente/matraz previamente pesado. Estos pasos se realizaron por triplicado. Los 

recipientes/matraces se llevaron a un rotavapor marca Heidolph y modelo Laborota 

4000 efficient, a 90 rpm, una vez eliminado el disolvente, se procedió a pesar los 

balones nuevamente. La diferencia entre ambos pesos corresponde a la concentración 

de TPHs.   

 

M5.d.4 Fracción de  hidrocarburos  

La mezcla de hidrocarburos extraídos según se ha descrito en el apartado anterior, se 

disolvió en 1 ml de cloroformo para su determinación por cromatografía de gases 

acoplada a espectrometría de masas. Las muestras se analizaron en el centro de 
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Instrumentación científica (CIC) de Granada se realizaron con un cromatógrafo de 

gases AGILENT modelo 7890A, con inyectores splits/splitless y PTV para columnas 

capilares y un espectrómetro de masas con analizador de triple cuadrupolo (triple-

quad) WATERS modelo QUATTRO micro GS. Dichas muestras se prepararon de la 

misma manera que las analizadas en el laboratorio.  

 

M6. PROTECCIÓN DE PLANTAS Y MICROORGANISMOS FRENTE A LA 

SEQUÍA POR ESPECIES MICROBIANAS TOLERANTES A LA DESECACIÓN 

M6.a Protección de microorganismos frente a condiciones de sequía 

Para determinar la supervivencia de las cepas objeto de estudio, se realizaron 

microcosmos edáficos, unos compuestos por 71,5 g de vermiculita estéril (recipientes 

de 500 ml de volumen) y otros con 3.5 Kg suelo sin esterilizar (recipientes de 5 litros 

de volumen). El suelo se compuso de un 80% de arena y 20% de arcilla (textura 

franco-arenosa). En el fondo de los recipientes se colocó grava de tamaño de canto de 

aproximadamente 3 cm de diámetro, para proporcionar drenaje al sistema. 

Para añadir las células de las cepas objeto de estudio a los microcosmos con 

vermiculita, se inocularon previamente matraces de 500 ml con 250 ml de TSB. Cada 

uno de los cuales se inoculó con cada una de las cepas objeto de estudio, procedentes 

de una placa fresca de TSA con el antibiótico al que es resistente cada cepa. A los 

matraces no se les añadió antibiótico, ya que previo al ensayo se comprobó la 

estabilidad de los marcadores. Para ello se inocularon dos tubos de ensayo con cada 

una de las cepas y se incubaron en un agitador orbital a una temperatura de 30ºC y 

una agitación de 150 rpm durante 24 horas. Una vez trascurrido el periodo de tiempo 

de incubación se realizaron diluciones seriadas y se sembraron 100 µl de cada 

dilución tanto en placas de TSA como en placas de TSA con el antibiótico en cuestión 

(1:1.000). 

Una vez comprobado la estabilidad de los marcadores, se procedió a añadir las células 

de las cepas objeto de estudio a cada uno de los microcosmos, para ello se inocularon 

5 ml de TSB con una colonia procedente de una placa fresca de TSA, de cada una de 

las cepas. Tras ello se incubaron durante 24 horas a una temperatura de 30ºC y una 

agitación de 150 rpm. Una vez alcanzada una alta densidad celular (Abs600nm de 9 o 
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superior) cada cultivo se centrifugó a 10.000 rpm durante 10 minutos, tras los cuales 

se recogieron aproximadamente 1,5 g de biomasa. Dicha biomasa se resuspendió en 

medio 1xM9 hasta alcanzar la Abs600nm de 1, para los microcosmos que fueron 

inoculados con cada una de las cepas de manera individual y a la Abs600nm de 2 para 

aquellos microcosmos que fueron inoculados con las cepas de forma simultánea. Los 

microcosmos inoculados con cada una de las cepas se inocularon con 30 ml de cultivo 

de cada una de éstas. Sin embargo, los microcosmos donde las cepas se combinan se 

inocularon con 15 ml de cada una de las cepas objeto de estudio. 

Para los microcosmos con suelo franco-arenoso se procedió de la misma forma pero 

se utilizó un matraz de 1 L con 500 ml de TSB, ya que se requería un mayor volumen 

de inóculo. Con lo que se obtuvieron 3 g de biomasa, la cual se resuspendió, al igual 

que en el otro ensayo en medio 1xM9, hasta alcanzar la Abs600nm de 1, para los 

microcosmos que fueron inoculados con cada una de las cepas de manera individual y 

a la Abs600nm de 2 para aquellos microcosmos que fueron inoculados con las cepas de 

forma simultánea. Tras ello se inocularon cada uno de los microcosmos con 500 ml de 

volumen, para los microcosmos inoculados con las cepas de forma individual se 

añadió una mezcla de 250 ml de inóculo y 250 ml de solución salina estéril (1xM9). 

Sin embargo, para el microcosmos donde ambas cepas se inoculan de forma conjunta 

se añadieron 250 ml del inóculo de cada una de las cepas, en una mezcla homogénea. 

A los microcosmos sin inocular se añadieron 500 ml de 1xM9 para lograr un grado de 

humedad y sales similares a los microcosmos inoculados.  

 

M6.a.1 Recuento viables en muestras de suelo  

Para proceder la recuento de viables de las cepas objeto de estudio en muestras de 

suelo, se tomó 1 g de suelo de cada uno de los microcosmos. Tras ello, el gramo de 

suelo se suspendió en 10 ml de solución salina 1xM9 y se realizaron diluciones 

seriadas en dicha solución salina, en los tiempos correspondientes a cada ensayo. 

Dichas diluciones seriadas se sembraron en placas de TSA suplementado con el 

antibiótico al que es resistente cada cepa. Además se realizaron siembras de las 

diluciones en TSA con los antibióticos al que es resistente la cepa con la que se 

combina para así detectar si se producía la aparición de resistencias espontáneas a los 

antibióticos.  
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M6.b Protección de plantas frente a condiciones de sequía 

Para analizar si las cepas seleccionadas por ser tolerantes a la sequía, eran capaces de 

proteger, frente a condiciones de falta de agua, a la planta de pimiento (Capsicum 

annuum L. cv. Maor), caracterizada por ser sensible a la sequía, se prepararon macetas 

de polietileno negro con forma redondeada y con un volumen de 0,4 cm3, con 

aproximadamente 0,3 cm3 de sustrato compuesto por vermiculita estéril. Tras ello se 

sembraron 4 semillas por cada maceta, las cuales se esterilizaron previamente con 

hipoclorito sódico al 5% (v/v). Dichas macetas se taparon con papel de aluminio y se 

dejaron germinar durante 7 días en una habitación a una temperatura de 30ºC y una 

humedad del 40%. Transcurrido dicho tiempo, una vez que las semillas hayan 

germinado las macetas se destaparon y se incubaron a una temperatura de 25ºC y una 

humedad del 40%. Se generaron mediante halógenos 12 horas de luz a una intensidad 

lumínica de 1.000 lux y 12 horas de oscuridad. Tras 14 días desde la siembra las 

macetas se inocularon con 40 ml de cultivo con una densidad óptica (Abs600) de 1. 

Las macetas se mantuvieron en condiciones de humedad y de sequía controladas. Se 

tomaron muestras de las plantas a los 7, 14, 21 y 34 días. En cada punto de muestreo 

se midió la longitud del tallo y de la raíz, así como se analizó el peso fresco (PF), el 

peso totalmente túrgido (PTT) y el peso seco (PS), los ensayos fueron realizados por 

triplicado. Con ello calculamos la fórmula el Contenido Relativo de Agua (CRA) y el 

Índice de Retención de Agua (IRA). 

 

 

 

 

 

 

M7 CARACTERÍSTICAS METABÓLICAS Y CELULARES. 

M7.a Características metabólicas. 

Para la caracterización de las bacterias se utilizó el kit comercial Biolog MicroPlate™ 

(Cat. No. 1014), cuya química está basada en la reducción de tetrazolium, en 

respuesta a procesos metabólicos como la fermentación y oxidación. La reducción del 

tetrazolium produce formazan el cual tiene una variedad de colores desde el azul 



__________________________ MATERIAL Y MÉTODOS _________________________ 

  244 

oscuro hasta el rojo y naranja, dependiendo del tetrazolium (sal) original usado para la 

reacción. Las fuentes de carbono probadas se localizaron en pocillos de microplaca de 

96 pocillos (entre paréntesis se indica la posición relativa en la placa que ocupaban), 

que según GP2 MicroPlate fueron: α-ciclodextrina (A2), β-ciclodextrina (A3), 

dextrina (A4), glucógeno (A5), inulina (A6), manan (A7), tween 40 (A8), tween 80 

(A9), N-acetil-D-glucosamina (A10), N-acetil-D-manosamina (A11), amigdalina 

(A12), L-arabinosa (B1), D-arabitol (B2), D-arbutina (B3), D-celobiosa (B4),            

D-fructosa (B5), L-fucosa (B6), D-galactosa (B7), ácido D-galacturónico (B8), 

gentiobiosa (B9), Acido D-glucónico (B10), α-D-glucosa (B11), m-inositol (B12), α-

D-lactosa (C1), lactulosa (C2), maltosa (C3), maltotriosa (C4), D-manitol (C5), D-

manosa (C6), D-melezitosa (C7), D-melibiosa (C8), α-metil D-galactosida (C9), β-

metil D-galactosida (C10), 3-metil glucosa (C11), α-metil D-glucósido (C12), β-metil 

D-glucósido (D1), α-metil D-manosida (D2), palatinosa (D3), D-psicosa (D4), D-

rafinosa (D5), L-ramnosa (D6), D-ribosa (D7), salicina (D8), sedoheptulosa (D9), D-

sorbitol (D10), estaquiosa (D11), sacarosa (D12), D-tagatosa (E1), D-trehalosa (E2), 

turanosa (E3), xilitol (E4), D-xilosa (E5), ácido acético (E6), ácido α-hidroxibutírico 

(E7), ácido β-hidroxibutírico (E8), ácido γ-hidroxibutírico (E9), ácido p-

hidroxifenilacético (E10), α-cetoglutárico (E11), ácido α-cetovalérico (E12), 

lactamida (F1), ácido metil éster D-láctico (F2), ácido L-láctico (F3), ácido D-málico 

(F4), ácido L-málico (F5), metil piruvato (F6), mono metil succinato (F7), ácido 

propiónico (F8), ácido pirúvico (F9), ácido succinámico (F10), ácido succínico (F11), 

ácido N-acetil L-glutámico (F12), L-alaninamida (G1), D-alanina (G2), L-alanina 

(G3), L-alanil glicina (G4), L-asparagina (G5), ácido L-glutámico (G6), ácido glicil-

L-glutámico (G7), ácido L-piroglutámico (G8), L-serina (G9), putrescina (G10), 2,3-

butanodiol (G11), glicerol (G12), adenosina (H1), 2´-deoxiadenosina (H2), inosina 

(H3), timidina (H4), uridina (H5), adenosina-5´-monofosfato (H6), timidina-5´-

monofosfato (H7), uridina-5´-monofosfato (H8), fructosa-6-fosfato (H9), glucosa-1-

fosfato (H10), glucosa-6-fosfato (H11), D-L-α-glicerolfosfato (H12). Además uno de 

los pocillos  presentaba agua (A1), como control negativo del ensayo. 

Para la determinación de las fuentes de carbono que fermenta/oxida cada bacteria se 

siguieron las instrucciones del fabricante. Para ello se partió de un cultivo incubado 

en medio TSA durante 12-16 horas, del cual se tomó una cantidad aproximada de       

3 mg evitando arrastrar el agar del medio. Se resuspendió en 15 ml GN/GP-IF Prod. 
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No.72101, adicionado con 3 gotas de tioglicolato concentrado, que actúa como agente 

antiencapsulante, hasta alcanzar una transmitancia del 20%. Una vez alcanzada dicha 

transmitancia se depositaron 150 µl de la suspensión bacteriana obtenida en cada uno 

de los 96 pocillos. El resultado se registró mediante un lector de fluorescencia en 

microplacas BMG, modelo Fluostar Óptima a la longitud de onda de 585 nm, 

trascurridas las 12 horas tras la inoculación. 

 

M7.b Caracterizaciones enzimáticas 

Para la caracterización enzimática de las cepas objeto de estudio se empleó el kit 

comercial API coryne, API 20E y API 20NE siguiendo, para cada uno de ellos las 

instrucciones del fabricante. Mediante el kit API coryne se analizaron enzimas nitrato 

y nitrito reductasa, pirazinamidasa, pirrolidonil arilamidasa, fosfatasa alcanlina, β-

glucuronidasa, β-galactosidasa, α-glucosidasa, N-acetil-β-glucosaminidasa, β-

glucosidasa (esculina), ureasa, hidrólisis (gelatina origen bovino), oxidación de la 

glucosa, ribosa, xilosa, manitol, maltosa, lactosa, sacarosa, glucógeno y la prueba 

catalasa. Por razón del API 20E se analizaron las enzimas β-galactosidasa, arginina-

dihidrolasa, lisina decarboxilasa, ornitina decarboxilasa, utilización del citrato, 

producción del H2S, ureasa, triptófano deaminasa, producción de indol, producción de 

acetoina, gelatina, fermentación/oxidación glucosa, manitol inositol, sorbitol, 

ramnosa, sacarosa, melibiosa, amigdalina, arabinosa y por último citocromo-oxidasa. 

Según el API 20NE determinamos la presencia o no de las siguientes enzimas 

mediante las siguientes reacciones: reducción de nitratos en nitritos, reducción de 

nitratos en nitrógeno, formación de indol (triptófano), fermentación de la glucosa, 

arginina dihidrolasa, β-galactosidasa (p-nitrofenil-βD-galactopiranosidasa), 

asimilación glucosa, arabinosa, manosa, manitol, N-acetil-glucosamina, maltosa, 

gluconato potásico, ácido cáprico, ácido adípico, malata, citrato trisódico y ácido 

fenilacético y por último citocromo-oxidasa.  
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M7.c Motilidad. Manitol. Reducción nitratos a nitritos. Oxidasa. Catalasa. 

Para analizar si las cepas bacterianas objeto de estudio presentaban la capacidad de 

moverse espontánea e independientemente, se sembró una colonia por picadura en 

medio de cultivo semi-sólido manitol-movilidad (código 413782 Ultimed). Así se 

considera que hay motilidad si se observa crecimiento más allá de la picadura, tras 24 

horas en incubación en una estufa a una temperatura de 30ºC. De este modo, 

añadiendo a dicho medio los reactivos Griess-Ilosvay A (α-naftilamina al 0,5%) y B 

(ácido sulfanílico al 0,8%) en partes iguales, se determinó la actividad nitrato 

reductora y el catabolismo del manitol. Para la determinación de la actividad nitrato 

reductora el medio incorpora 1 g/l de potasio nitrato, un cambio de color hacia el 

amarillo en los 30 segundos de incubación indicó un resultado positivo. En el caso de 

mantenerse el color, se agregó 20 mg de zinc puro, totalmente exento de nitratos o 

nitritos, y se observó el cambio de color pasados otros 30 segundos, al cabo de los 

cuales se realizó la lectura final. Por otra parte, para determinar el posible catabolismo 

del manitol, el medio contiene 7,5 g/l de D-manita. El cambio de color del medio a 

amarillo indicó que la prueba fue positiva, ya que en la degradación del manitol se 

liberan productos ácidos detectados mediante dicho cambio de color.  

La prueba oxidasa se realizó añadiendo reactivo Kovac´s (N,N,N’,N’-tetramethyl-p-

phenylenediamin) al 1% (v/v) a un papel de filtro sobre el cual se extendió una 

colonia proveniente de una placa de TSA de 24 horas de crecimiento, el cambio de 

coloración a un púrpura intenso indicó que la prueba fue positiva. La prueba catalasa 

se determinó añadiendo peróxido de hidrógeno (H2O2) al 3% (v/v), a una colonia 

proveniente de una placa de TSA de 24 h de crecimiento, la formación de burbujas 

indicó que la prueba fue positiva, ya que la degradación de dicho compuesto supone 

la liberación de agua y oxigeno al medio.  

 

M7.d Solubilización de fosfatos, producción de indol y H2S 

Para determinar que cepas eran capaces de solubilizar fosfatos se utilizó el medio 

SMRS1 con indicador de pH. De modo que se tomó una colonia proveniente de una 

placa de TSA de 24 h de crecimiento, y se realizó una suspensión en 1 ml de 1xM9. 

De la suspensión se sembraron 20 µl en 5 puntos diferentes en la misma placa. Dicha 
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placa se incubó a 30ºC durante 24 h, transcurridas las cuales se midió el halo de 

solubilización definido por el cambio de color del medio de púrpura a amarillo 

intenso. 

La composición del medio SMRS1 fue la siguiente: (NH4)2SO4, 0,5 g; KCl, 0,2 g; 

MgSO4 x H2O, 0,3 g; MnSO4 x H2O, 0,004 g; FeSO4 x 7 H2O, 0,0004 g; NaCl, 0,2 g; 

glucosa, 10 g; extracto de levadura, 0,5 g; púrpura de bromocresol, 0,1 g; Ca3(PO4)2, 

5 g; agar, 18 g y agua destilada hasta completar 1 litro. Tras adicionar todos los 

componentes a excepción del agar y el Ca3(PO4)2 al agua, se ajusta el pH a 7,2 con 

NaOH 1 N o HCl 1N. Posteriormente se adiciona el agar y se esteriliza en el 

autoclave a 116,9ºC y 1 atmósfera de presión, durante 15 min. El Ca3(PO4)2 se 

esteriliza en seco por separado y se adiciona al medio una vez el medio esté estéril.  

Para determinar la producción de indol y H2S se utilizó medio SIM (Sigma, 85438), 

de modo que una vez preparado el medio y dispuesto en tubos de ensayo, se sembró 

con una colonias proveniente de una placa de TSA de 24 horas de crecimiento. Tras 

lo cual se incubó durante 24 horas en una estufa a una temperatura de 30ºC. La 

producción de H2S era positiva si el medio tornaba a una coloración negra. Y la 

producción de indol se comprobó adicionando unas gotas de reactivo de Kovac´s, de 

modo que si el medio tornaba a una coloración rosa en la parte superficial del medio.  

 

M7.e Ensayo tolerancia a antibióticos. Antibiograma 

Las soluciones de antibióticos se prepararon 1.000 veces concentradas en H2O 

destilada, excepto el cloramfenicol que se preparó en etanol absoluto, y la rifampicina 

y la tetraciclína que se disolvieron en metanol. Las soluciones preparadas en H2O se 

esterilizaron por filtración y se almacenaron a -20ºC. Los antibióticos se utilizaron a 

las concentraciones finales indicadas en µg/ml: estreptomicina (Sm), 25; rifampicina 

(Rif), 30; cloramfenicol (Cm), 50; kanamicina (Km), 30; tetraciclína (Tc), 10. 

Para medir la sensibilidad o resistencia a los antibióticos citados anteriormente se 

utilizaron discos de susceptibilidad antimicrobiana, del laboratorio OXOID, siguiendo 

las instrucciones del fabricante. Para ello se partió de un cultivo saturado de las cepas 

en medio TSB incubado a 30ºC durante 12 horas, en un orbital modelo Gallenkamp 

Cat. 100x400.xxi.c. De este cultivo se tomaron 100 µl y se sembraron en placas de 
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TSA. Tras ello se colocó el disco con 0,5 µl de antibiótico, en el centro de la placa y 

se incubó a 30ºC durante 24 horas, tras las cuales se midió el halo de inhibición del 

crecimiento y se volvió a incubar otras 24 horas, para el conteo de mutantes 

espontáneos y aislamiento de éstos (Bondi et al., 1947). La difusión del antibiótico 

através del agar produce un halo alrededor del disco indicativa de la zona de acción 

del antibiótico. Si el diámetro de la zona está entre 30-35 mm es indicativo de la 

susceptibilidad de la bacteria al antibiótico y si dicho de halo presenta un diámetro de 

15-20 mm es resistente.  

 

M7.f Características celulares. Tinción Gram 

A partir de un cultivo líquido de las células a teñir se realizó un frotis en un 

portaobjetos, tras ello con la ayuda de un mechero se fijo el extendido bacteriano al 

cristal. A continuación se cubrió con cristal violeta y se dejó durante 1 minuto. Una 

vez transcurrido dicho tiempo se lavó con agua corriente con cuidado de no arrastrar 

la preparación. Tras ello se cubrió la extensión con solución de lugol y se dejo 1 

minuto y se lavó con agua corriente. Para decolorar la solución se utilizó un 

decolorante compuesto por acetona (30 ml) y etanol al 95% (p/v) (70 ml), dicho 

colorante se dejó actuar aproximadamente durante 10 segundos, tras lo cual se lavó 

con agua corriente. Una vez lavado, se volvió a cubrir la extensión bacteriana con 

safranina y se dejó actuar durante 1 minuto. Trascurrido dicho tiempo se lavo con 

agua corriente durante 10 segundos y se secó al aire. Para finalizar se colocó una gota 

de aceite de inmersión sobre la preparación y se observó al microscopio.  

 

M8 PROPIEDADES QUIMIOTAXONÓMICAS 

M8.a Peptidoglicanos, azucares de la pared celular, ácidos grasos y quinonas 

respiratorias 

Todos los análisis fueron llevados a cabo en el DSMZ (Deutsche Sammlung Von 

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH). Para la determinación de los ésteres 

metilos se necesitaron 30 mg de células liofilizadas para su envío al DSMZ. Las 

células liofilizadas se obtuvieron mediante siembra por estría de dichas cepas en 5 ml 



__________________________ MATERIAL Y MÉTODOS _________________________ 

  249 

de medio TSA inclinado (pico de flauta), tras lo cual se incubaron durante 24 horas a 

una temperatura de 30ºC, para que el cultivo alcanzase la fase exponencial. Una vez 

trascurrido dicho periodo de tiempo se añadieron 4 ml de leche en polvo estéril 

(agente protector) y se resuspendió la biomasa de cada una de las cepas con ayuda de 

un asa estéril. La leche con la biomasa resuspendida se vertió en un vial estéril y se 

congeló a -80ºC durante 24 horas, trascurrido dicho periodo de tiempo los viales se 

llevaron al liofilizador. A partir de las células liofilizadas se extrajeron los ácidos 

grasos mediante el método de Miller (1982) y Kuykendall (1988). La separación de la 

mezcla de ácidos grasos se realizó mediante el sistema de identificación microbiana 

(MIS del inglés Microbial Identification System) (MIDI, Microbial ID, Newark, DE 

19711 U.S.A.), para ello se utilizó un cromatógrafo de gases Agilent modelo 6890N 

equipado con una columna de 5% fenil-metil con un capilar de silicona y un detector 

de ionización de llama marca Agilent modelo 7683ª con muestreador automático y un 

equipo HP con la base de datos MIDI. Los pico se integraron automáticamente 

mediante el software estándar MIDI. Las menaquinonas se analizaron mediante el 

método descrito por Tindall (1990a; b), mediante cromatografía UV de capa fina 

(TLC) y un espectofotómetro de masas.  Los peptidoglicanos se aislaron y sus 

estructuras analizadas según Schleifer & Kandler (1972). Tras la derivación según 

Mackenzie (1987), la proporción molar de aminoácidos se determinó por 

cromatografía. La detección de grupos de aminoácidos libres dentro en los 

peptidoglicanos se realizó por unión al 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno (Schleifer, 1985). 

Para el análisis de los azucares presentes en la pared celular, las células se 

hidrolizaron en H2SO4, 1N (2 h a 100ºC), se analizaron por cromatografía de capa fina 

(TLC) en placa, según Staneck & Roberts (1974). El análisis de quinonas respiratorias 

se realizó en cromatografía en capa fina y por U.V. y espectofotometría de masas. 

 

M9. MANIPULACIÓN DEL ADN  

M9.a Aislamiento del ADN total 

Para la preparación del ADN total se utilizó el sistema QIA quick “Blood and Tissue” 

kit 50 (Cat No 69504), para la extracción de ADN de procariotas, siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 
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M9.b Electroforesis de ADN en gel de agarosa 

La separación y visualización tanto de fragmentos de PCR, así como de ADN 

cromosómico se realizó mediante electroforesis en gel de agarosa. Por cada 5 µl de 

muestra a analizar se añadió 1 µl de tampón de carga, y esta mezcla se depositó en un 

pocillo de gel de agarosa al 0,7% (p/v) en TAE, sumergido en una cubeta con el 

mismo tampón. La separación se realizó por electroforesis horizontal sumergida a un 

voltaje entre 70-90 V.  

Las moléculas de ADN se tiñeron con bromuro de etidio. Para ello se añadió 0,5 µl de 

bromuro de etido al 1% (p/v) a 30 ml de solución de agarosa en tampón Tris, acetato, 

EDTA (TAE) previamente fundida. El ADN se visualizó mediante exposición del gel 

a la luz ultravioleta a una longitud de onda de 254 nm. El registro fotográfico se 

realizó con un equipo de documentación de imágenes Volver Lourmat, modelo DOC-

print II.  

 

M9.c Reacción de amplificación en cadena con ADN polimerasa termorresistente 

(PCR) 

Éste método se utilizó para la amplificación del gen codificante para el ARNr 16S 

partiendo de ADN total. La reacción de amplificación constó de: ADN molde, 0,2 ng 

de ADN cromosómico; cebadores, 50-100 pmoles; Taq ADN-polimerasa, 0,5 U/100 

µl; H2O hasta 100 µl. Las condiciones estándar de la reacción de amplificación fueron 

las siguientes: Fase de inicialización a 95ºC durante tres minutos, que fue seguida por 

25 ciclos compuestos de fase de desnaturalización (30 segundos a 95ºC), fase de 

hibridación con los cebadores (30 segundos a 56ºC), y fase de elongación (2 minutos 

a 72ºC). Finalmente se incluyó un paso de 10 minutos a 72ºC para terminar de 

extender posibles cadenas incompletas. La conservación del producto de PCR en la 

temocicladora (Eppendorf, modelo Mastercycler pro) se realizó a 10ºC por tiempo 

indefinido.  
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Tabla M2. Oligonucleótidos utilizados en la PCR 

Cebador Secuencia 5´3 Utilización Referencia 

fD1 CCGAATTCGTCGACAA
CAGAGTTTGATCCTGGC
TCAG 

Amplificación 
y 

secuenciación 

(Weisburg et al. 1991) 

rD1 CCCGGGATCCAAGCTT
AAGGAGGTGATCCAGC
C 

Amplificación 
y 

secuenciación 

(Weisburg et al. 1991) 

fD2 GTGCCAGCAGCCGCGG
TAATAC 

Amplificación 
y 

secuenciación 

(Weisburg et al. 1991) 

rD2 GACTACCAGGGTATCT
AATCC 

Amplificación 
y 

secuenciación 

(Weisburg et al. 1991) 

 

M9.d Purificación del producto de PCR y comprobación de la pureza 

Las muestras se limpiaron para eliminar sales, nucleótidos, taq polimerasa y 

oligonucleótidos como paso previo a la secuenciación. Para ello se utilizó el sistema 

comercial QIA quick PCR Purification Kit 50 (Cat. No 28104) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Para comprobar la pureza, así como determinar la 

concentración  del producto de amplificación se utilizó un Nanodrop marca Thermo 

Scientific modelo 2000 Spectrophotmeter, para ello se midió el ratio de absorbancia 

de 260/280, el cual indica como de pura es la muestra, este ratio debe estar entre 1.8-

2.0. Y el ratio 230/260 deb e ser de 2.0 o mayor, un ratio menor podría significar que 

hay contaminación por fenol en la muestra.  

 

M9.e Secuenciación del ADN 

La secuenciación de los distintos fragmentos del ADN, se realizó por el servicio de 

secuenciación del Instituto de Biomedicina y Parasitología “López-Neyra” del CSIC 

en Granada. Para ello se emplearon muestras amplificadas por PCR de entre 500-1000 

pb, con una concentración de 40 ng, junto con 6,4 pmoles de oligonucleótidos (fd1, 

fd2, rd2 y rd1). 
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M10 HIBRIDACIÓN ADN-ADN Y DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO GC 

DEL DNA 

La hibridación ADN-ADN se realizó por el servicio de hibridación de DSMZ 

(Dutsche Sammlung van Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH), para ello se 

inoculó la cepa objeto de estudio en matraces de 1.000 ml con 500 ml de TSB, con 

una colonia proveniente de una placa fresca de TSA. Dicho matraz se incubó durante 

24 horas a una temperatura de 30ºC y 150 rpm. Una vez alcanzada una Abs600nm de 8 

en cada cultivo, se centrifugó a 10.000 rpm durante 10 minutos y se recogieron 3 g de 

biomasa, que se resuspendió en 10 ml de iso-propanol y agua (1:1, v/v), para su envió. 

La hibridación ADN-ADN se realizó según la siguiente metodología: El ADN se aisló 

usando la prensa de French (Thermo Spectronic) y se purificó por cromatografía en 

hidroxiapatito siguiendo el protocolo descrito por (Cashion et al. 1977). La  

hibridación ADN-ADN se llevó a cabo como es descrito por (Ley et al. 1970), 

considerando las modificaciones descritas por Huss et al. (1983), usando un 

espectrofotómetro modelo Cary 100 Bio UV/VIS equipado. El contenido GC del 

DNA de las cepas objeto de estudio se llevó a cabo por el DSMZ. La proporción de 

desoxiguanosina (dG) y timidina (dT) se calculó de acuerdo con el método de Mesbah 

et al. (1989). 

 

M11 PROGRAMAS INFORMÁTICOS 

Los análisis taxonómicos, en base al gen ARNr 16S, se realizaron con la base de datos 

EzTaxon (Kim et al., 2012), disponible en el servidor de internet EzBioCloud 

(http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/, Kim et al. 2012). Las secuencias, casi completas, 

del gen ARNr 16S (aprox. 1.500 pb) se compararon con las de otras especies con 

otras especies del género Arthrobacter relacionadas filogenéticamente, mediante el 

programa informático ClustalX2 (Larkin et al. 2007). El árbol filogenético se 

construyó en base al gen ARNr 16S, con el programa MEGA v5.1 (Tamura et al. 

2007) usando el método del vecino más próximo (Saitou & Nei 1987), y también 

mediante el método de máxima probabilidad (Felsenstein 1981). Las distancias 

evolutivas fueron calculadas usando el modelo de Kimura´s two parametes (K2P) 

(Kimura, 1980). La topología del árbol filogenético se evaluó mediante el análisis 

bootstrap basado en 1000 iteraciones (Felsenstein 1985). 
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M11.a Análisis estadístico  

Para la realización del dendograma se utilizó el programa estadístico SPSS14.0 para 

MS-Windows, usando el método del vecino más próximo con el coeficiente de 

correlación de Pearson. Con dicho programa se realizó el cálculo de la media y la 

desviación estándar de los parámetros microbiológicos y químicos a partir de los 

valores obtenidos en cada medición de las muestras por triplicado. Para determinar si 

existe diferencia estadísticamente significativa entre las variables seleccionadas 

utilizó el método de Tukey o método de la diferencia significativa honesta de Tukey 

(DSH), con un grado de significancia de 0,05 (confianza 95%).  
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