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I. INTRODUCCION

I.1. EL GENERO Halomonas
I.1.1. HISTORIA Y COMPOSICION ACTUAL

Este género fue descrito por Vreeland y colaboradores en 1980 para acomodar una nueva
especie, Halomonas elongata. A mediados de la década de los noventa, se propuso que los
miembros por aquel entonces de los géneros Deleya, Halovibrio y Volcaniella, asi como la especie
Paracoccus halodenitrificans, se reunieran en un solo género, el género Halomonas, dentro de la
familia Halomonadaceae, por su parte creada en 1988 para englobar los géneros Deleya y
Halomonas (Franzmann y col., 1988). Esta reclasificacion se bas6é fundamentalmente en el analisis

de las secuencias del gen ADNr 16S (Mellado y col., 1995; Dobson y Franzmann, 1996).

Posteriormente, otros estudios de filogenia basados en el gen ADNr 23S (Arahal y col.,
2002a) condujeron a nuevas reordenaciones en el género Halomonas, transfiriéndose la especie
Halomonas marina a un nuevo género dentro de la familia Halomonadaceae al cual se denomind
Cobetia (Arahal y col., 2002b). En este mismo estudio se vio que dentro del género Halomonas se
podian distinguir dos filotipos, y que especies como Halomonas marisflavi filogenéticamente no
podian ser asignadas a ninguno de ellos. En la Tabla 1, se recogen los miembros actuales de la

familia Halomonadaceae perteneciente a la clase Gammaproteobacteria.

Tabla 1. Géneros de la familia Halomonadaceae validamente publicados hasta la fecha.

Descripcion original de la Transferencia a la posicién

Género N° de especies® . .
especie tipo taxonomica actual
Carnimonas 1 Garriga y col., 1998 Arahal y col., 2002a
Chromohalobacter 8 Volcani, E.B., 1940 Ventosa y col., 1989
Cobetia 1 Cobet y col., 1970 Arahal y col., 2002b
Halomonas 43 Vreeland y col., 1980 Vreeland y col., 1980
[Halovibrio i@ Fendrich, C., 1988 Dobson y Franzmann, 1996
Salicola 2 Maturrano y col., 2006 Euzeby, J.P., 2007
Zymobacter 1 Okamoto y col., 1993 Dobson y Franzmann, 1996

* De acuerdo a Euzeby, J.P. (2007).

I La situacién taxonémica de Halovibrio variabilis, con la cepa DSM 3050" como tipo, esta siendo dilucidada por la
Comision Judicial en respuesta a un articulo de opinién remitido por Sorokin y Tindall (2006). De ser aceptado, el género
estaria constituido por las especies Halovibrio variabilis y H. denitrificans.
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Los géneros recogidos en la Tabla 1 se agrupan en halofilos y halotolerantes
(Chromohalobacter, Cobetia, Halomonas y Salicola) y no halodfilos (Carnimonas y Zymobacter).
Esta clasificacion, que serd manejada de nuevo mas adelante, responde a los criterios propuestos
en 1988 por Kushner y Kamekura, segun los cuales los microorganismos se podian dividir en
diferentes categorias atendiendo a la concentracion de NaCl necesaria para su dptimo crecimiento.

En la Tabla 2, hemos recogido los diferentes grupos, asi como sus caracteristicas.

Tabla 2. Clasificacion de microorganismos de Kushner y Kamekura (1988), en funcion de la
concentracion de NaCl 6ptima para su crecimiento.

Denominacion Caracteristicas

No haléfilos Crecimiento 6ptimo a una concentracion de NaCl inferior al 0,2 M (1% p/v)
Halotolerantes Microorganismos no haléfilos capaces de crecer en medios con hasta
2,5M (15% p/v) de NaCl

HalOﬁlf)S . débiles Crecimiento 6ptimo en medios con 0,2-0,5 M (1-3% p/v) de NaCl
(bacterias marinas)
Crecen de forma 6ptima entre una concentracion de NaCl de 0,5-2,5 M (3-15%
p/v) de NaCl

Haléfilos extremos Tienen un crecimiento dptimo entre 2,5-5,2 M (15-32% p/v) de NaCl*

Haloéfilos moderados

*El limite superior (5,2 M) constituye la concentracion de saturacion del NaCl.

El género Halomonas es el mas ampliamente representado dentro de la familia
Halomonadaceae. Como se puede comprobar en la Tabla 2 y 3, en el momento de escribir esta
memoria, esta constituido por 43 especies validamente publicadas, asi como por otras 4 mas cuyas
descripciones se encuentran ya en prensa (pagina web de la revista IJSEM:

http://ijs.sgmjournals.org/misc/pip.shtml, 22/06/07) (véase Tabla 4). En los ultimos afios se ha

producido un incremento asombroso en el nimero de especies pertenecientes a este taxdn; asi
desde el afio 2000 se han descrito hasta 27 especies nuevas en Halomonas, es decir, en tan sélo
siete afios se ha duplicado el nimero de miembros del género y la tendencia reinante parece seguir
con este aumento continuo. Los miembros actuales del género Halomonas, asi como las especies

cuya descripcion esta ya aceptada, se muestran en las Tablas 3 y 4, respectivamente.

La heterogenicidad observada en cuanto a las caracteristicas del género Halomonas, se ha

hecho atn mas acusada con la incorporacion de nuevas especies. Fenotipicamente esta diversidad
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fue recogida hace unos afios en varios trabajos (Arahal y col., 2002a; Mata y col., 2002). En
cuanto al contenido en G+C, la variacion es muy superior a 10 moles %, que es lo recomendado
por Owen y Pitcher (1985) para miembros de un mismo género. Y, por ultimo, filogenéticamente
ya se ha mencionado que el género Halomonas no puede ser considerado monofilético (Arahal y
col., 2002a). Por ello, con vistas a un futuro y necesario reajuste del género, se estan haciendo
diversos intentos por uniformizar las descripciones, especialmente desde el punto de vista

fenotipico, estableciéndose unos criterios minimos a la hora de describir un miembro de

Halomonas (Arahal y col., 2007).

Tabla 3. Especies del género Halomonas, validamente publicadas hasta la fecha.

Especie

Referencia

Halomonas alimentaria DSM 15356"
Halomonas almeriensis CECT 7050"
Halomonas anticariensis CECT 5854"
Halomonas aquamarina CECT 5000"
Halomonas avicenniae CECT 7193"
Halomonas axialensis CECT 58127
Halomonas boliviensis DSM 15516"
Halomonas campaniensis DSM 15293
Halomonas campisalis ATCC 700597"
Halomonas cupida ATCC 27124"
Halomonas denitrificans DSM 18045"
Halomonas desiderata DSM 9502"
Halomonas elongata ATCC 33173"
Halomonas eurihalina ATCC 49336"
Halomonas gomseomensis DSM 18042"
Halomonas gudaonensis LMG 23610"
Halomonas halmophila ATCC 19717"
Halomonas halocynthiae DSM 14573"
Halomonas halodenitrificans ATCC 135117
Halomonas halodurans ATCC 29686"
Halomonas halophila ATCC 49969"
Halomonas hydrothermalis CECT 5814"
Halomonas indalinina CECT 5902"
Halomonas janggokensis DSM 18043
Halomonas koreensis JCM 12237"
Halomonas magadiensis DSM 15367"

Yoon y col., 2002

Martinez-Checa y col., 2005a

Martinez-Canovas y col., 2004c

ZoBell y Upham, 1944; Dobson y Franzmann, 1996
Soto-Ramirez y col., 2007

Kaye y col., 2004

Quillaguaman y col., 2004

Romano y col., 2005

Mormile y col., 1999

Baumann y col., 1972; Dobson y Franzmann, 1996
Kim y col., 2007

Berendes, 1996

Vreeland y col., 1980

Quesada y col., 1990; Mellado y col., 1995

Kim y col., 2007

Wang y col., 2007a

Volcani, 1940; Dobson y col., 1990

Romanenko y col., 2002

Robinson y Gibbons,1952; Dobson y Franzmann,1996
Hebert y Vreeland, 1987

Quesada y col.,1984; Dobson y Franzmann, 1996
Kaye y col., 2004

Cabrera y col., 2007

Kimy col., 2007

Lim y col., 2004

Duckworth y col., 2000
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Tabla 3. Continuacion.

Especie Referencia
Halomonas marisflavi DSM 15357" Yoon y col., 2001
Halomonas maura CECT 5298" Bouchotroch y col., 2001
Halomonas meridiana DSM 5425" James y col., 1990
Halomonas muralis DSM 14789" Heyrman y col., 2002
Halomonas neptunia CECT 5815" Kaye y col., 2004
Halomonas organivorans CECT 5995" Garcia y col., 2004
Halomonas pacifica ATCC 271227 Baumann y col., 1972; Dobson y Franzmann, 1996
Halomonas pantelleriensis ATCC 7002737 Romano y col., 1996
Halomonas salaria DSM 18044" Kim y col., 2007
Halomonas salina ATCC 49509T Valderrama y col., 1991;Dobson y Franzmann, 1996
Halomonas shengliensis LMG 23897" Wang y col., 2007b
Halomonas subglaciescola ATCC 43668" Franzmann y col., 1987
Halomonas sulfidaeris CECT 5817" Kaye y col., 2004
Halomonas taeanensis DSM 16463 " Lee y col., 2005
Halomonas variabilis DSM 3051" Eendrich, 1989; Dobson y Franzmann, 1996
Halomonas ventosae CECT 5797 " Martinez-Cénovas y col., 2004a
Halomonas venusta ATCC 27125" Baumann y col., 1972; Dobson y Franzmann, 1996

I Actualmente la situacion taxonémica de Halomonas variabilis DSM 30517 esta siendo dilucidada por la Comision
Judicial en respuesta a un articulo de opinién remitido por Sorokin y Tindall (2006).

Tabla 4. Especies del género Halomonas cuya descripcion ya esta disponible en prensa
(http://ijs.sgmjournals.org/misc/pip.shtml).

Especie Referencia®
Halomonas kribbensis Jeon y col.
Halomonas arcis Xu'y col.

Halomonas saccharevitans «
Halomonas subterranea «

*Aunque ya aceptadas, el titulo y contenidos estan sujetos a modificacion. La fecha de
publicacion tampoco puede ser determinada con exactitud.
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I.1.2. GENERALIDADES

El género Halomonas constituye uno de los grupos de microorganismos hal6filos mas
ampliamente distribuido, presentdndose en localizaciones geograficas muy distintas quizas por su
gran versatilidad metabdlica y fisiologica
(Kaye y Baross, 2000). Asi, los miembros de
este género han sido aislados tanto de
ambientes salinos tradicionales, aguas y suelos
de elevada salinidad, como de hébitats tan
dispares como alimentos fermentados (H.
alimentaria, Yoon y col.,, 2002), biofilms
microbianos procedentes de pinturas murales

(H. muralis, Heyrman y col., 2002) o tejidos de

cordados como la ascidia Halocynthia

Figura 1. Fotografia de Halocynthia aurantium
(http://www.sanamyan.com/underwater photo). En la parte

aurantium (H. halocynthiae, Romanenko y

superior dcha., imagen ampliada de la ascidia

col., 2002). En la Figura 1 se muestra una (http://www.fegi.ru/primorye/sea/hal _i7.htm).

imagen de la ascidia mencionada.

El género Halomonas esta formado en su mayoria por microorganismos halofilos
moderados (véase Tabla 2), pudiendo encontrar algunos halotolerantes como la especie tipo del
género, H. elongata (Vreeland y col., 1980), H. campaniensis (Romano y col., 2005) o H.
desiderata (Berendes, 1996). Existen microorganismos haloalcalofilos como H. pantellerensis
(Romano y col., 1996), H. boliviensis (Quillaguaman y col., 2004) o H. campisalis (Mormile y
col., 1999).

Las especies de este género son bacilos o cocobacilos quimioheterotrofos Gram
negativos, catalasa positivos y no formadores de esporas. Tienen un metabolismo respiratorio,
utilizando el oxigeno como aceptor final de electrones, si bien algunos de sus miembros pueden
crecer en anaerobiosis en presencia de nitrato e incluso nitrito (véase apartado 1.2.6.). Esta
capacidad ha permitido el uso de distintas cepas del género Halomonas en biorreactores para

tratamiento de aguas contaminadas con nitratos, como se comentara en el apartado 1.4.3.
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Como ya se ha comentado anteriormente, desde el punto de vista fenotipico el género
Halomonas no presenta uniformidad (Mata y col., 2002); las especies validamente descritas hasta
el afio 2002, se dividian en tres grupos segln la capacidad de producir acidos de los azicares y de
acuerdo a su versatilidad nutricional. No todas las especies de reciente descripcion han seguido la
metodologia propuesta en dicho trabajo. Por ello, no se descarta que la realizacion en un futuro de
un estudio similar al mencionado conduzca a una nueva reordenacion del género Halomonas,
reclasificacion apuntalada también en otros datos de taxonomia polifasica que seran comentados a

continuacion.

En el aspecto genotipico, llama la atencion que en el género Halomonas el contenido en
moles % de guanina y citosina se extienda entre margenes tan amplios, mayores al 10% propuesto
para miembros de un mismo género (Owen y Pitcher, 1985). Asi, podemos encontrar especies con
un contenido en G+C aproximado desde 53 moles % (H. venusta, Baumann y col., 1972; H.

denitrificans, Kim y col., 2007) a 74.3 moles % (H. ventosae, Martinez-Canovas y col., 2004).

El género Halomonas no es monofilogenético, como ya fue apuntado por Arahal en 2002
(Arahal y col., 2002a). Sin embargo, el elevado numero de especies recientemente descritas dentro
del género, conllevara con seguridad en un futuro a un nimero de filotipos mayor a los dos

descritos en ese trabajo.

El potencial biotecnoldgico de las bacterias del género Halomonas es muy amplio. Asi,

encontramos especies productoras de exopolisacaridos de interés, entre las cuales destacan H.

eurihalina (Martinez-Checa y col., 2007) y H. maura
(Arias y col., 2003; Llamas y col., 2006). En la
Figura 2 podemos observar el caracter mucoso de las
colonias de H. maura. También se han realizado
diferentes estudios en los que se seleccionaron cepas
pertenecientes al género Halomonas con diversas

actividades hidroliticas: Amilasas, DNasas, lipasas,

proteasas y pululunasas (Sdnchez-Porro y col., 2003).

Figura 2. Aspecto de las colonias de H. maura.
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La capacidad para degradar compuestos aromaticos ha sido descrita en Halomonas organivorans
(Garcia y col., 2004). En esta linea, resulta curioso el aislamiento de una cepa relacionada con el
género Halomonas que descomponia colorantes azoicos a altas concentraciones de sal (Guo y col.,

2007). Recientemente, también han sido descritas propiedades antibacterianas en otros aislados del

género Halomonas (Xu y col., 2007).

I.2. PROCESO DE DESNITRIFICACION

1.2.1. CONCEPTO Y CARACTERISTICAS GENERALES

La desnitrificacion es el principal mecanismo por el que el nitrogeno fijado del suelo y

medios acuaticos vuelve a la atmosfera Io del
- iclo nitrogeno
(Conrad, 1996; Philippot, 2005a y b). El C &
o . . o)
nitrogeno se introduce en la biosfera por N
2
fijacion  bioldégica y quimica de /|
dinitréogeno (N,), y es eliminado de la e © N Desnitrificacion
. L . de / ANAMOX
misma pr1n01palmente mediante o / AN N
mtmgenol_.' ‘ = ‘RI'&,
desnitrificacion. En el ciclo global del ‘.
nitrogeno, los microorganismos juegan HIy  amonificacidr/asimilacion de NO3- V1
geno, g Jueg NH,* NGy NO;
un papel fundamental, tanto en procesos | ] Rl
oxidativos  (mitrificacion), reductivos Biomoléculas

(desnitr. lﬁcacwn’ amomf lcacion, Figura 3. Ciclo biogeoquimico del nitrégeno sostenido por

asimilacion de nitrato o nitrito y ﬁjacién microorganismos (Zumft, 1997; Gonzilez y col., 2006).

de nitrogeno), como en combinacion de ambos (oxidacion anaerobia de amonio o anammox)
Zumft, 1997; Nogales y col., 2002; Dalsgaard y col., 2003; Cabello y col., 2004; Jetten y col.,
2005) (Figura 3).

Un proceso completo de desnitrificacion consta de cuatro pasos en los que diversas
metaloenzimas catalizan la reduccion secuencial o coordinada de nitrato (NO3') a nitrito (NOy),
o6xido nitrico (NO), 6xido nitroso (N,O) y dinitrogeno (N,) (Figura 4). Como se vera mas adelante,

alguna de las etapas puede estar ausente o el proceso detenerse en reacciones previas a la
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formacion de dinitrogeno (Renner y Becker, 1970; Greenberg y Becker, 1977; Knowles, 1982;
Frunzke, 1990; Shoun y Tanimoto, 1991).

N(); Nf’ .\.(): .2’ .\.()E N:()ﬁs’l I.:

Figura 4. Reacciones de un proceso de desnitrificacién completo. Se indican las reductasas participantes: Nar:
Nitrato reductasa; Nir: Nitrito reductasa; Nor: Oxido nitrico reductasa; Nos: Oxido nitroso reductasa.

La sintesis de estas reductasas se induce de forma general en presencia del sustrato
oportuno y con una adecuada tension de oxigeno (Zumft, 1997), aunque existen trabajos en los que
se pone de manifiesto el caracter constitutivo de ciertas enzimas o reguladores (Bachmann, 1990;

Kay col., 1997; Etchebehere y Tiedje, 2005).

La desnitrificacion es un proceso respiratorio, en el cual las formas oxidadas del
nitrégeno actian como aceptores terminales alternativos al oxigeno (Knowles, 1982; Conrad,
1996; Zumft, 1997). Tiene normalmente un trato facultativo, porque desde el punto de vista
termodinamico es menos favorable que el oxigeno (Thauer y col., 1977), produciendo hasta en un
40% menos de biomasa (Koike y Hattori, 1975). Por ello, se va a producir en situaciones
preferentemente anaerobias o microaerofilas, con tensiones limitantes de oxigeno (Zumft, 1997;
Philippot, 2005b; Tavares y col., 2006), si bien se han descrito microorganismos capaces de
desnitrificar en aerobiosis (Jetten y col. 1997; Scholten y col., 1999; Chen y col., 2003; Rock y
col., 2005; Robertson y col., 2005).

La desnitrificacion esta asociada a la conservacion de energia, por medio de la
transferencia enzimatica de electrones acoplada a la sintesis de ATP (Stouthamer, 1991). Por su
parte, la reduccion desasimilatoria de nitrato a amonio (DNRA) o amonificacion, comparte con la
desnitrificacion un primer paso de reduccion de nitrato a nitrito, con similar trato bioenergético y
llevado a cabo por las mismas enzimas, si bien las etapas posteriores de la DNRA, que conducen a
la formacion de amonio, tienen como principales objetivos la eliminacién de poder reductor y la
detoxificacion (Zumft, 1997; Moreno-Vivian y col., 1999; Stolz y Basu, 2002). Fisiologicamente,
ambos procesos se pueden considerar opuestos a la reduccion asimilatoria de esos mismos
oxianiones con fines biosintéticos (Zumft, 1997). Estos tres aspectos del ciclo del nitrogeno se

esquematizan en la Figura 5, asi como una variante menos extendida, que se conoce como
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desnitrificacion in sensu lato, en el cual los 6xidos de nitrogeno proceden de otros procesos del
ciclo para ser finalmente reducidos a dinitrégeno, con similares caracteristicas a las de un proceso

de desnitrificacion corriente (Zumft, 1997).

[ Rama desasimilatoria Rama asimilatoria
Desnitrilicacion Reduccidn desasimilatoria A simil acion
(eonsarvacion de energia) (dliminacién poder reductor, detoxificcion, (binsintess de compuestos nitrogenados)
conservacion de energia)
Reduc déo respiratoria de nitratos Reduccion asimilatoria denitrato
NOz— NO» NOj;—aNO:
(el mitrite se excreta o se reduce de nuevo) (el mitrito se reducird nuevamente
Desmitrificacion in Feduccion de nitrito & Reducddén asimilateria de nitrito
SN Siricte amonio
NO2—=NO—N:20 NO: »NH: (exaretado NO3: —»NHjy (incorporads)
(los gases pueden quedar libres) T
1 T
Respiraciin sobre dxido nitroso Dresnitrificacion in sewsy fato asociada con ambas ramas
N20-3Nz NO; /N0, -»N,ON,

Figura 5. Representacion de los procesos desnitrificacion, DNRA y asimilacion de nitrato y/o nitrito (Zumft, 1997).

Para llevar a cabo la desnitrificacion se requiere un sustrato oxidable, ya sea organico o
inorganico, que actiie como donador de electrones. En base a la naturaleza de este dador podemos

establecer dos tipos de desnitrificacion:

-Desnitrificacién autétrofa, en la cual tanto la fuente de carbono como de energia es

inorganica. Los desnitrificantes autdtrofos emplean como donadores de electrones el hidrogeno,
los compuestos reducidos de azufre (sulfhidrico, H,S; o tiosulfato, 82032') e incluso el hierro Fe

(I). La fuente de carbono puede ser CO, 6 HCO; (Knowles, 1982; Straub y col., 1996; Zhang,
2001).

-Desnitrificacién heterétrofa, en la que los microorganismos desnitrificantes emplean

como fuente de carbono y energia un sustrato organico, como acido acético, etanol o glucosa

(Zhang, 2001).
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1.2.2. BASES MOLECULARES DE LA DESNITRIFICACION

Un proceso de desnitrificacion completo consta de cuatro pasos a través de los cuales el
nitrato se reduce a dinitrogeno mediante las correspondientes metaloenzimas: Nitrato reductasa,
nitrito reductasa, 6xido nitrico reductasa y o6xido nitroso reductasa. La sintesis de estas enzimas
requiere de una regulacion a nivel genético muy compleja, en la que pueden llegar a estar
implicados mas de cuarenta genes (Stouthamer, 1992; Vollack y col., 1998). En la Figura 6,
podemos ver una representacion de la organizacion global de las diferentes enzimas participantes
en la desnitrificacion en Pseudomonas stutzeri, microorganismo usado frecuentemente como

modelo para el estudio del proceso.

| |, on
[AP NAR| ()
MGD
NO, 7~ NADH+H NAD Citoplasma

NO; NO;

Fig.6. Organizacion y orientacion en la membrana citoplasmatica de la cadena de transporte de electrones
anaerobia de Pseudomonas stutzeri. Las areas sombreadas representan los componentes de la cadena respiratoria
aerobia constitutiva, que consiste en un complejo NADH deshidrogenasa (DH), un ciclo de quinona (Q, QH2), un
complejo citocromo bc; (Cyt bc;) y el complejo citocromo cb oxidasa terminal (Cyt cb). El sistema de desnitrificacion
esta constituido por una nitrato reductasa respiratoria (Nar), nitrito reductasa (Nir), é6xido nitrico reductasa (Nor) y
oxido nitroso reductasa (Nos). La evidencia de la existencia de una nitrato reductasa peripldsmica (Nap) en P.
stutzeri se deduce mediante hibridacion del DNA con sondas; la enzima se ha representado de acuerdo con su
situacion en Ralstonia eutropha y Paracoccus denitrificans. Abreviaturas: FeS, centros de hierro-azufre; b, c y dy,
hemo B, hemo C y hemo D, respectivamente; Cyt C, citocromos de tipo C inespecificos que aceptan electrones del
complejo bc; y actian junto con Nos y Nor; cyt Css, citocromo Css;; AP, antiporter nitrato/nitrito. (Zumft, 1997).

10



Introduccién

1.2.2.1. Nitrato reductasa

Los organismos reducen el nitrato por tres razones principales (Campbell, 1999; Moreno-

Vivian y col., 1999; Richardson y Watmough, 1999; Richardson y col., 2001, Stolz y Basu, 2002):

-Incorporacion del nitrogeno en biomoléculas (reduccion asimilatoria).

-Generacion de energia necesaria para las funciones celulares (respiracion y
desnitrificacion).

-Disipacion del exceso de energia generado por el metabolismo celular (reduccion

desasimilatoria).

A pesar de que la reaccién quimica es siempre la reduccién de nitrato a nitrito, las
enzimas que llevan a cabo la accion catalitica pueden ser de muy diferentes tipos; las nitrato
reductasas pueden diferenciarse segun la situacion taxonomica de los microorganismos que las

poseen, funcion, localizacion en las células, estructura y producto final de la ruta que inician.

Las nitrato reductasas se encuentran en plantas, algas, hongos, arqueas y bacterias
(Campbell, 1999; Volkl y col., 1993; Zumft, 1997). Existirian, por tanto, distintas nitrato
reductasas desde el punto de vista taxonémico; de tipo eucaridtico y de tipo procariotico. Esta

distincion se apoya también en diferencias estructurales (Hille, 1996).

La mayoria de las enzimas nitrato reductasas procariotas presentan molibdeno como
cofactor principal. Recientemente se ha aislado una nitrato reductasa que posee vanadio en lugar
de molibdeno y que parece estar relacionada con la vida en condiciones extremas, tales como la
elevada concentracion de contaminantes y las altas salinidades (Antipov y col., 2003). Tanto unas
como otras poseen cofactores adicionales, grupos Fe-S o hemo, que median las reacciones de
transferencia entre el donante de electrones y el aceptor (nitrato) (Richarson y col., 2001b; Tavares

y col., 2006).

Segun su funcion, las nitrato reductasas se pueden clasificar en asimilatorias y

desasimilatorias:

11



Introduccién

-La nitrato reductasa asimilatoria (NAS) es la primera enzima de la ruta anabodlica que

tiene como finalidad la incorporacion de nitrogeno en la biomasa, asegurando la biodisponibilidad
del nitrato en plantas, algas, hongos, arqueas y bacterias (Campbell, 1999; 2001; Lin y Stewart,
1998).

-Las nitrato reductasas desasimilatorias intervienen en el primer paso de una ruta
catabolica que tiene como finalidad obtener energia mediante respiracion anaerobia (Zumft, 1997,
Blasco y col., 2001). Como ya se ha mencionado, los primeros pasos de reducciéon de nitrato a
nitrito en los procesos de desnitrificacion y DNRA son idénticos y pueden llevarse a cabo por la
misma enzima. La reduccion desasimilatoria de nitrdgeno no esta regulada directamente por un

requerimiento nutricional de nitrogeno.

Son dos las nitrato reductasas desasimilatorias que pueden participar en el proceso de

desnitrificacion:

*Nitrato reductasa ligada a membrana (Nar): Esta orientadas hacia el citoplasma y
participa en la generacion de una fuerza proton motriz (Berks y col.,1995a; Zumft, 1997). Ha sido
objeto de numerosos estudios en Escherichia coli; viéndose que estd compuestas por tres

subunidades (Richardson y col., 2001b; Tavares y col., 2006):

-Subunidad catalitica o subunidad o, codificada por el gen narG. Es la subunidad activa, que

contiene molibdeno (o vanadio) como cofactor.

-Subunidad soluble o subunidad B, codificada por el gen narH. Esta subunidad contiene tres

complejos hierro-azufre [4Fe-4S] y uno [3Fe-4S].

-Subunidad v, codificada por el gen narl. Contiene dos grupos hemo de tipo b (bP 'y bD).

NarGHI se dispone en dos dominios: las subunidades a y B, que constituyen el dominio

citoplasmatico, y la subunidad y que constituye el dominio transmembrana, necesario para la unioén

12
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de las subunidades o y B a la cara citoplasmatica de la membrana interna. La subunidad y acepta

electrones del conjunto de quinonas y los transfiere a través del grupo hemo b a la subunidad B

(Figura 6).

El hecho de que los operones nar sean moéviles, puede explicar el papel de las Nars tanto
en denitrificacion como en DNRA, su asociacion con diferentes nitrito reductasas, la naturaleza
mosaico de la organizacion genética de la desnitrificacion y la presencia de las tres nitrato
reductasas en una unica especie (Berks y col., 1995a; Castillo y col., 1996; Cava y Berenguer,

2006).

El sistema Nar funciona en condiciones de anaerobiosis para la obtencion de energia. Se
ha descubierto, no obstante, la existencia de esta enzima en microorganimos aerobios estrictos
como Mycobacterium tuberculosis. Aunque en ellos su significado fisiologico todavia esta por
establecer completamente, se cree que la Nar podria estar relacionada con la capacidad de
colonizacion. Con estos microorganismos se plantea la necesidad de una revision de la descripcion

del concepto de aerobio obligado (Hutter y Dick, 1999; Weber y col., 2000).

*Nitrato reductasa periplasmica (Nap). Estd implicada en el equilibrio redox, en la
respiracion (tanto desnitrificacion como DNRA) y en el aprovechamiento del nitrato residual
(Carter y col., 1995a; 1995b; Berks y col., 1995c; Castillo y col., 1996; Potter y col., 1999; Wang
y col., 1999; Richardson y col., 2001b; Stewart y col., 2002). En la mayoria de microorganismos
desnitrificantes se ha visto que interviene en la adaptacion transitoria al metabolismo anaerobio,
cuando el microorganismo en condiciones acrobias pasa a una situacion de anoxia en presencia de
nitrato (Siddiqui y col., 1993). Existen microorganismos desnitrificantes, como Desulfovibrio
desulfuricans ATCC 27774, que Unicamente posee Nap como actividad nitrato reductasa, de
manera que en presencia de nitrato, se expresa también esta enzima en anaerobiosis (Bursakov y
col., 1995, 1997). En otras bacterias, como Escherichia coli, que pueden expresar Nar y Nap bajo
condiciones anaerobias, la disponibilidad de nitrato y de fuente de carbono regula la sintesis de
una u otra: Bajo condiciones limitantes de nitrato, la Nap le reporta al microorganismo una mayor
ventaja selectiva sobre otros desnitrificantes, mientras que si existe una reducida concentracion de

carbono, se expresa preferentemente Nar (Potter y col., 1999).

13
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Desde el punto de vista estructural, la nitrato reductasa periplasmica es un heterodimero
codificado por los genes napA y napB. Nap A es la subunidad mayor y con funciones cataliticas.
Contiene el cofactor de molibdeno y un complejo [4Fe-4S]. Nap B es un citocromo de tipo c¢. En el
operon nap también encontramos el gen napC, que codifica para un citocromo de tipo ¢ tetrahemo
que esta implicado en la transferencia de electrones (Berks y col., 1995c; Moreno-Vivian y col.,
1999). La enzima se localiza en el periplasma de las bacterias Gram negativas o en un espacio

equivalente en Gram positivas (Merchante y col., 1995; Zumft, 1997).

1.2.2.2. Nitrito reductasa

La nitrito reductasa es clave entre las reductasas participantes en un proceso de
desnitrificacion, ya que comienzan la pérdida del nitrogeno fijado en lugar de su asimilacion. En
bacterias, se han encontrado dos tipos diferentes de nitrito reductasas en funcidén de su grupo
prostético: Una de las enzimas estéa asociada al citocromo cd; (cd;-Nir), mientras que la otra lo esta
al cobre (Cu-Nir) (Zumft, 1997). Funcional y fisiologicamente son equivalentes, como lo indican

los experimentos de mutantes llevados a cabo por Glockner y col. (1993).

La existencia simultinea de estas enzimas en una misma bacteria no se ha descrito
(Zumft, 1997; Jetten y col., 1997, Watmough y col., 1999), si bien ocasionalmente pueden
coexistir en cepas distintas de una misma especie (Coyne y col., 1989) y en especies diferentes de
un mismo género (Zumft, 1997). Dentro de las Proteobacterias, no consta una estricta asociacion
de cada tipo de enzima con una subclase en concreto (alfa, beta 0 gamma), sino que ambos tipos
pueden ser encontrados en cada una de ellas (Zumft, 1992; Philippot, 2002); no obstante, si que es
evidente un predominio de la Cu-Nir entre las alfa y betaproteobacterias y de la cd;-Nir entre las
gammaproteobacterias (Philippot, 2002). Ambas nitrito reductasas estan distribuidas, por tanto,

entre una gran variedad de bacterias pertenecientes a grupos fisiologicamente diferentes.

*Nitrito reductasa asociada al cobre (Cu-Nir). Consiste en un homotrimero, en el cual

cada subunidad contiene centros de cobre. Es codificada por el gen nirK.
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*Citocromo cd;-nitrito reductasa (cd;-Nir). Se trata de un homodimero; cada subunidad
posee como grupos prostéticos un hemo tipo ¢, unido por enlace covalente, y un hemo tipo d;, que
se une por otro tipo de enlace. La eliminacion del grupo hemo tipo d; de una subunidad conduce a
una semi-apoproteina carente de actividad enzimatica, lo que pone de manifiesto su participacion
en las propiedades cataliticas de la nitrito reductasa (Hill y Wharton, 1978). Ademas se ha visto

que se encuentra asociada a otro citocromo: css; (Jungst y col., 1991).

La citocromo cd;-nitrito reductasa es codificada por el gen nirS. No obstante, como
sucede con las otras reductasas de la desnitrificacion, son varios los genes participantes en la
actividad final de la enzima, de manera que los genes nirCFD y nirE, nirJ y nirN estan
conservados en la mayoria de los operones nir. Estos genes intervienen en el transporte de

electrones y en la biosintesis de los grupos hemo (Zumft, 1997; Philippot, 2002).

1.2.2.3. Oxido nitrico reductasa

El o6xido nitrico en exceso es toxico para la célula, tanto si ésta es procaridtica como
eucaridtica, e incluso tumoral. De hecho, la susceptibilidad bacteriana al NO es uno de los
mecanismos de defensa empleados por el hospedador ante una infeccion; en los macrofagos se
induce la sintesis de NO tras la interaccion con bacterias (Nathan y Hibbs, 1991; Bastian y Hibbs,
1994). Esto explicaria que la propiedad para reducir el 6xido nitrico no esté restringida a los
desnitrificantes y pueda ser llevada a cabo por multitud de microorganismos sin conducir
necesariamente a la generacion de nitrogeno gas como producto final. Asi, esta propiedad
reductora podria haberse desarrollado como un mecanismo de detoxificacion y en el caso de
bacterias patdgenas como un factor de virulencia mas, por permitirles eludir las defensas del

hospedador (MacMicking y col., 1995; Wei y col., 1995; Zumft, 1997).

Las 6xido nitrico reductasas son las enzimas mas sensibles de todas las reductasas
participantes en el proceso de desnitrificacion. En bacterias se han descrito tres clases de 6xido

nitrico reductasas:

*cNor. Esta presente en la mayor parte de los desnitrificantes; se trata de un complejo

transmembrana, compuesto de dos subunidades: Una mayor, NorB, que es un citocromo tipo b, y
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una subunidad menor, NorC, constituida por un citocromo tipo ¢ (Heiss y col., 1989). Los genes
que las codifican se denominan norB y norC, respectivamente (Arai y col., 1995; Bartnikas y col.,

1997; Mesa y col., 2002).

*@Nor. Con la excepcion de la enzima aislada de la bacteria desnitrificante Ralstonia
eutropha, todas las qNORs son expresadas en ausencia del resto de enzimas desnitrificantes,
principalmente en microorganismos patégenos (Hendriks y col., 2000; Householder y col., 2000).

Consta de una subunidad Unica que acepta electrones de las quinonas (de Vries y col., 2003).

*qCuNor. Ha sido purificada de Bacillus azotoformans. Esta formada por dos
subunidades. La mayor, catalitica, es similar a la subunidad NorB de ¢cNOR, mientras que la mas
pequeiia en lugar de poseer un grupo hemo tipo ¢ como ésta, se asocia al cobre para la
transferencia de electrones al sitio activo de la enzima. Se ha propuesto la participacion de qCuNor

en procesos de destoxificacion para eliminar NO de la célula (Suharti y col., 2001).

1.2.2.4. Oxido nitroso reductasa

La conversion de oxido nitroso a dinitrogeno representa el ultimo paso de una
desnitrificacion completa y un proceso respiratorio por si mismo. Muchas bacterias desnitrificantes
podrian crecer a expensas del 6xido nitroso como Unico aceptor de electrones disponible para la
oxidacion de compuestos organicos (Pichinoty y col., 1977), lo que pone de manifiesto la
importancia propia de esta enzima. Por otra parte, s6lo se conocen bacterias que repiran sobre
oxido nitroso sin ser desnitrificantes cuando conjuntamente con esta capacidad poseen la de
respirar sobre nitrato, sin estar acoplada de forma necesaria esta reduccion de nitrato a la
desnitrificacion (Yoshinari, 1980; McEwan y col., 1985). También encontramos una variante
incompleta del proceso de desnitrificacion en la cual la respiracion sobre 6xido nitroso esta
ausente, de manera que el paso de 6xido nitrico a nitroso constituye el ultimo peldafio de dicho
proceso; suele ser muy frecuente en bacterias carboxidotroficas (Hart y col., 1965; Renner y

Becker, 1970; Frunzke, 1990).
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La 6xido nitroso reductasa es de naturaleza periplasmica (Korner y Mayer, 1992), si bien
una Nos débilmente unida a membrada ha sido descrita en Flexibacter canadensis (Jones y col.,
1992). Esta compuesta por dos subunidades idénticas asociadas a diferentes tipos de cobre (Chen y
col., 2002). En Wolinella succinogenes, que en sentido estricto no seria considerado desnitrificante
(Zumft, 1997), se ha comprobado la existencia de un citocromo tipo ¢ asociado a la reductasa, el

cual actua en experimentos in vitro como un electron donante para la enzima (Teraguchi y

Hollocher, 1989).

La Nos es codificada por un conjunto de genes solo encontrados hasta el momento en
Proteobacterias, pero no en Gram positivas o Arqueobacterias. Sin embargo, hay evidencia de
actividad oxido nitroso reductasa en Gram positivas, pero no un estudio genético ni una
purificacion bioquimica de la enzima, apuntando a la posibilidad de evolucion divergente

(Philippot, 2002).

El operéon de esta enzima esta constituido por el gen nrosZ, que codifica la parte
estructural; el gen nosR que regula la expresion de nosZ y los genes DFY codificantes de proteinas
involucradas en el ensamblaje del cobre al sitio catalitico de la enzima (Viebrock y Zumft, 1988).
El gen nosX esta presente sélo en alfaproteobacterias. Esto pone de manifiesto la variabilidad de

la rutas biosintéticas entre proteobacterias.

1.2.3. MICROORGANISMOS DESNITRIFICANTES

En un principio se pensd que la desnitrificacion era llevada a cabo exclusivamente por
bacterias, pero hoy en dia el proceso estd muy bien estudiado también entre los miembros halofilos
e hipertermoéfilos del Dominio Archaea (Zumft, 1997; de Vries, 2002; Philippot y col, 2002;
Cabello y col., 2004) e incluso en eucariotas, como es el caso de ciertos hongos y levaduras

(Shoun y Tanimoto, 1991; Kobayashi y col., 1996; Tsuruta y col., 1998).
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1.2.3.1. Bacterias desnitrificantes

Desde 1886, afio en el que se dio a conocer la primera especie desnitrificante (Gayon y
Dupetit, 1886), hasta el dia de hoy, se ha descrito esta capacidad en microorganismos
pertenecientes a mas de 30 géneros distintos (Tavares y col., 2006). No existe un patrén de
distribucion especifico, aunque las especies desnitrificantes predominan entre las a y p-
Proteobacterias, si bien Pseudomonas, dentro de la clase y-Proteobacteria, es quizas el género
mas ampliamente representado dentro de la comunidad desnitrificante y en las diferentes

variedades del proceso (Zumft, 1997; Philippot, 2002; Lalucat, 2006).

La mayoria de las bacterias desnitrificantes son aerobias heterdtrofas; en condiciones de
anaerobiosis total o parcial y en presencia de nitrato y nitrito, generan energia a partir de los
equivalentes de reduccion procedentes de la oxidacion de compuestos organicos. Entre los
organismos autotrofos desnitrificantes, menos frecuentes, encontramos bacterias como

Thiomicrospira denitrificans (Timmer-ten Hoor, 1975).

Las bacterias desnitrificantes son metabolicamente muy diversas. Antes de adentrarnos en
los distintos tipos, mencionar que el gran grupo de las enterobacterias lleva a cabo una reduccion
desasimilatoria de nitrato a amonio (Knowles, 1982; Zumft, 1997), y aunque en algunos casos se
generan intermediarios de desnitrificacion, como el 6xido nitroso, esa formacion no esta asociada a

la conservacion de energia ni al crecimiento (Smith, 1982 y 1983).

A continuacion, se detallan los tipos metabdlicos mas representativos de desnitrificantes:

*DESNITRIFICANTES DIAZOTROFOS:

Los procesos de desnitrificacion y diazotrofia pueden coexistir en un mismo
microorganismo. Ambos se han descrito también entre microorganismos fototroficos como
Rhodopseudomonas sphaeroides. En esta bacteria el N, generado en la desnitrificacion, es fijado
por una nitrogenasa e incorporado a la célula. Este proceso tiene lugar en oscuridad y anaerobiosis
y requiere de una fuente de energia, que es el ATP producido en la desnitrificacion (Dunstan y

col., 1982).
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Por otra parte, Bradyrhizobium japonicum, cuya capacidad para fijar el nitrégeno en
asociacion con leguminosas ha sido ampliamente estudiada, se ha visto ademas que es capaz de
desnitrificar (O’Hara y Daniel, 1985), secuenciandose muchos de los genes que participan en el
proceso (Mesa y col., 2001, 2002). Este microorganismo presenta la particularidad de asimilar y

desnitrificar a partir de nitrato de forma simultanea (Vairinhos y col., 1989).

*DESNITRIFICANTES FOTOTROFOS

La primera descripcion que se hizo de una bacteria fotosintética desnitrificante
corresponde a Rhodobacter sphaeroides subespecie denitrificans (Satoh y col., 1974, 1976). En
este microorganismo se ha visto que se produce una inhibicion de la reduccion de nitrato a
consecuencia de la luz (Satoh, 1977). Esto implicaria que en condiciones de iluminacion la
bacteria es capaz de llevar a cabo un proceso fotosintético, mientras que en oscuridad y en

presencia de nitrato podria desnitrificar.

Un caso particular dentro de este grupo lo constituye la cepa BKS5 de Rhodobacter
capsulatus, que no es considerada una verdadera desnitrificante ya que no expresa la nitrito
reductasa. Sin embargo, cuando se hacen diferentes subcultivos en un medio con baja
concentracion de nitrato se manifiesta esa actividad. No se conoce con claridad el mecanismo por

el cual ciertos genes en esta cepa permanecen cripticos (Richardson y col., 1994).

*DESNITRIFICANTES AEROBIOS

La capacidad para desnitrificar en aerobiosis es considerada ya en la actualidad como una
variante mas del proceso y no como una rara excepcion. Asi, este grupo abarca microorganismos
pertenecientes a diversas especies: Alcaligenes faecalis (van Niel y col., 1992), Hyphomicrobium
X (Meiberg y col., 1980), Paracoccus denitrificans (previamente nombrada como Paracoccus
pantotrophus) (Robertson y col., 1988), Pseudomonas aeruginosa (Chen y col, 2003),
Pseudomonas stutzeri (Su 'y col., 2001b) y Bacillus licheniformis (Brycki y col., 2000).

La desnitrificacion aerobia es llevada a cabo por el mismo tipo de enzimas que actian en

anaerobiosis. No se trata, por tanto, de una cuestion de sensibilidad al oxigeno por parte de las
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reductasas, sino mas bien de diferencias en los mecanismos de regulacion enzimatica y a nivel

genético (Zumft, 1997).

*DESNITRIFICANTES CAPACES DE REALIZAR TAMBIEN UNA NITRIFICACION

Las bacterias nitrificantes fueron a priori excluidas de ser también capaces de
desnitrificar por su forma de vida aerobia. Usando "N como marcador, Poth y Focht (1985)
demostraron la produccion de N,O a partir de nitrito por Nitrosomonas europaea, un
microorganismo tipicamente nitrificante. En condiciones aerobias, esta especie realizaba el primer
paso de la nitrificacion, que es la conversion de amonio a nitrito. Bajo condiciones limitantes o
carentes de oxigeno, se favorecia la formacion de 6xido nitroso o dinitrogeno como resultado de
un proceso desnitrificante (Shrestha y col., 2002). Un comportamiento similar ha sido descrito

para ciertas cepas del género Bacillus (Kim y col., 2005).

*DESNITRIFICANTES OXIDADORES ANAEROBIOS DE AMONIO

Si bien los microorganismos capaces de realizar el proceso conocido como anammox
pueden coexistir en un mismo ambiente con desnitrificantes (Pathak y col.,, 2007), hasta el
momento son muy escasas las descripciones de bacterias con ambas habilidades. Basandose
exclusivamente en pruebas morfologicas y fisiologicas, se ha descrito una cepa desnitrificante
perteneciente a Pseudomonas mendocina que también era capaz de oxidar en anaerobiosis el

amonio (Hu y col., 2006).

1.2.3.2. Arqueas desnitrificantes

El proceso de desnitrificacion se extiende tanto entre arqueas haldfilas, como Haloferax

denitrificans 'y Haloarcula marismortui, como hipertermofilas, que es el caso de Ferroglobus

placidus y Pyrobaculum aerophilum (Werber y Mevarech, 1978; Tomlinson y col., 1986; Volkl y
col., 1993; Stetter, 1996; Vorholt y col., 1997). De entre estas arqueas, P. aerophilum es la mejor
estudiada en todo lo concerniente a la desnitrificacion. Asi, se ha comprobado que los cuatro
sistemas enzimaticos relacionados con el proceso se encuentran unidos a la membrana

citoplasmatica y todos ellos tienen como donador de electrones exclusivamente a la menaquinona
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(de Vries y Schroder, 2002). En la Figura 7 se muestra un esquema de distribucion de los sistemas

enzimaticos en la arquea P. aerophilum.

Figura 7. Localizacién de los
sistemas enzimaiticos en la
arquea P. aerophilum. La
situacion del sitio para el
sustrato de las diferentes
reductasas no ha sido
determinado y se asume que
debe de ser el mismo que en
bacterias. El espacio situado
entre la capa S y la
membrana citoplasmatica es
llamado “periplasma”. Su
volumen relativo con
respecto al citoplasma es
mucho mas pequeiio que
como aparece en el dibujo
adyacente (imagen tomada
de de Vries y Schroder,
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2002).

1.2.3.3. Hongos desnitrificantes

Durante mas de un siglo, el proceso de desnitrificacion fue considerado un proceso
exclusivamente procariotico. Sin embargo, en los ultimos afios se ha ido incrementando el numero
de géneros fingicos en los que se ha descubierto capacidad desnitrificante: Fusarium, Giberella,
Trichoderma, Cylindrocarpon, Chaetomium, Penicillium, Aspergillus y Hansenula. Otros hongos
imperfectos, hongos filamentosos y levaduras se encuentran también entre los organismos
desnitrificantes (Bollag y Tung, 1972. Bleakley y Tiedje, 1982; Burth y col., 1982; Shoun y
Tanimoto, 1991; Shoun y col., 1992; Kobayashi y col., 1996; Tsuruta y col., 1998). En el caso
concreto de Fusarium oxysporum la desnitrificacion parece detenerse en el paso previo a la
reduccion a dinitrogeno (Shoun y col., 1992). La formacion de 6xido nitroso como producto final
del proceso ha sido observada también en cepas de otros géneros. Por ello resultaria interesante
estudiar la distribucion ecologica de esta propiedad entre los microorganismos eucariotas, ya que

la creciente acidificacion de los suelos potencia la actividad de los hongos en general y, por tanto,
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la actividad desnitrificante, incrementdndose la concentracion de N,O, con elevada importancia en

el efecto invernadero.

1.2.3.4. Especies del género Halomonas con capacidad desnitrificante

En la actualidad son ocho las especies del género Halomonas validamente publicadas y

presentadas como desnitrificantes en su descripcion original. Se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Especies desnitrificantes del género Halomonas validamente publicadas hasta la fecha.

Especie Referencia
Halomonas campisalis ATCC 700597" Mormile y col., 1999
Halomonas denitrificans DSM 18045" Kim y col., 2007
Halomonas desiderata DSM 95027 Berendes, 1996
Halomonas gudaonensis LMG 23610" Wang y col., 2007a
Halomonas halodenitrificans ATCC 135117  Robinson y Gibbons,1952; Dobson y Franzmann,1996
Halomonas shengliensis LMG 23897" Wang y col., 2007b
Halomonas ventosae CECT 5797 * Martinez-Canovas y col., 2004a

Se dispone de poca informacién acerca del proceso de desnitrificacion en estas especies.
En Halomonas campisalis se ha estudiado la tasa de respiracion sobre nitrato y nitrito usando
diferentes fuentes de carbono (Peyton y col., 2001). Con respecto a H. desiderata, existen datos

que confirman la dependencia que su actividad desnitrificante tiene del pH (Berendes, 1996).

Desde el punto de vista genético y enzimatico existe un gran vacio de conocimiento sobre
la desnitrificacion en el género Halomonas. En Halomonas halodenitrificans existen estudios
recientes sobre el operdn nar (Sakurai y col., 2006) y sobre el funcionamiento y estructura de la
oxido nitrico reductasa (Sakurai y col, 2005). Informacién sobre la organizacion de los genes de la
nitrato reductasa también estan disponibles en Halomonas maura (Argandoia y col., 2006), con

capacidad para respirar inicamente sobre nitratos pero no para desnitrificar.
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1.2.4. FISIOLOGIiA DE LA DESNITRIFICACION. INFLUENCIA DE DIVERSOS
FACTORES EN EL PROCESO

Las sefiales exdgenas principales que regulan la sintesis y actividad de las enzimas
participantes en la desnitrificacion, son la tensién de oxigeno, la disponibilidad de oxianiones de
nitrogeno en el medio (Tiedje, 1994; Zumft, 1997; Moreno-Vivian, 1999). En ellas y en la
influencia del pH se han centrado la mayoria de estudios sobre el control del proceso de
desnitrificacion (Firestone y col., 1979; Davidson, 1986; Weier y col., 1993; Thomas y col., 1994).
Normalmente la regulacion se estudia en un microorganismo concreto o como mucho en dos, pero
por la importancia ecologica de la desnitrificacion (apartado 1.2.5.1), es necesario un
planteamiento que considere en conjunto no solo el proceso de desnitrificacion mismo, sino
también la comunidad desnitrificante. Existen otros factores cuya influencia sobre ambos esta
también demostrada: Temperatura, luz, fuente de carbono, salinidad, metales y existencia de
represores (Knowles, 1982; Zumft, 1997; Cavigelly y Robertson, 2000; Wallenstein y col., 2006).
Estos distintos factores pueden tener una accion a corto o largo plazo (Wallenstein y col., 2006).

En la Figura 8 se esquematizan todos los elementos, incidiéndose en la temporalidad de su efecto.

Cuando se analiza la tasa de desnitrificacion de un determinado ambiente, en general, no
se presta excesiva importancia a la composicion de su poblacion desnitrificante (Wallenstein,
2006). El principal sesgo de estos estudios es que en muchos casos la diversidad de la comunidad
desnitrificante se analiza unicamente a partir de la presencia de genes especificos del proceso, los
cuales esta demostrado que se extienden entre ramas filogenéticas muy dispares (Linne von Berg y
Bothe, 1992; Gamble y col., 1977; Tiedje, 1988; Zumft, 1997). Se obvia también el hecho de que
la existencia de los genes no implica su expresion ni la funcionalidad del producto (Flanagan y

col., 1999; Philippot, 2002; Tuomanien y col., 2003; Wallenstein y col., 2006).
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Figura 8. Ilustraciéon representando los distintos factores que influyen sobre la comunidad desnitrificante y sobre el
mismo proceso de desnitrificacién. Por <<control proximal>> se entiende la accion inmediata de ciertos elementos;
generalmente afectan a la cinética de desnitrificacion de la poblacién existente en un determinado momento. En
cambio, << regulacion distal>> seria el efecto a largo plazo, mas influyente sobre la composiciéon de la comunidad
desnitrificante (Imagen tomada de Wallenstein y col., 2006).

1.2.4. 1. Oxigeno

Es un hecho generalizado que el oxigeno inhibe la actividad de las enzimas
desnitrificantes, con excepcion de la nitrato reductasa periplasmica (Nap) (Lloyd y col., 1987,
Carter y col.,, 1995a y b). En los desnitrificantes aerobios los genes se activan incluso a
concentraciones elevadas de oxigeno y la pérdida de sensibilidad al mismo no responde a distintas
variantes enzimaticas, sino a la existencia de mecanismos protectores, dispositivos que en algunos
casos se regulan a nivel genético, pero que en otros no son muy bien conocidos (Bell y Ferguson,

1991; Zumft, 1997; Pantel y col., 1998).

Como se ha mencionado anteriormente, la desnitrificacion tiene un trato facultativo, de
manera que si el microorganismo puede respirar con oxigeno, tendera a hacerlo pues

energéticamente es mucho mas favorable (Thauer y col., 1977). Por su parte, los desnitrificantes
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aerobios lo son incluso a altas presiones de oxigeno, pudiéndose hablar en estos casos de
correspiracion (Zumft, 1997; Kim y col., 2005). Para el resto de desnitrificantes los margenes de
concentracion de oxigeno dentro de los cuales se manifiesta la capacidad para desnitrificar, varian
de un microorganismo a otro (Knowles, 1982; Zumft y col., 1988; Robertson y Kuenen, 1990; Ka
y col., 1997). Un caso especialmente curioso lo constituye Magnetospirillum magnetotacticum,
que presenta un requerimiento absoluto del oxigeno para manifestar su capacidad desnitrificante
(Bazylinski y Blakemore, 1983). La situacion contraria a ésta, la de un anaerobio desnitrificante
obligado, es mucho menos frecuente: Thiomicrospira denitrificans seria uno de los pocos ejemplos

(Timmer-ten Hoor, 1975).

El mecanismo de inhibicion del oxigeno es diferente para cada enzima (Bell y Ferguson,
1991), produciéndose la represion directa inicamente sobre la 6xido nitroso reductasa (Alefounder
y Ferguson, 1982). En las demés enzimas el efecto inhibitorio parece estar mas relacionado con un
efecto competitivo por los electrones (Payne, 1973; Stouthamer, 1976). La nitrato reductasa unida
a membrana ha demostrado ser inactiva en aerobiosis (Zumft, 1997); las dos clases de nitrito
reductasas, salvo excepciones, son fuertemente reprimidas por el oxigeno y aunque necesitan tras
la exposicion al mismo un periodo mas prolongado de recuperacion, éste es siempre menor al
requerido por la 6xido nitroso reductasa, la enzima mas sensible (Knowles, 1982; Coyle y col.,
1985; Snyder y Hollocher, 1987). Por su parte, las 6xido nitrico reductasas asociadas al proceso de
desnitrificacion suelen ser sensibles al oxigeno (Tavares y col., 2006), si bien se han descrito en
Paracoccus denitrificans y P. pantotrophus un tipo de 6xido nitrico reductasa ligada al complejo

citocromo bc que acttia reduciendo el mismo oxigeno (Zumft, 2005).

Estas diferencias en el comportamiento frente al oxigeno determinan la variabilidad del
producto final en la desnitrificacion. La influencia es aun mayor en microorganismos capaces de
realizar mas de un proceso del ciclo del nitrogeno; en ellos, disponiendo de oxianiones del
nitrogeno, el oxigeno actuaria como regulador, dirimiéndose en funcion de su concentracion cual
de las reacciones de cada paso tiene lugar. Es el caso del desnitrificante autétrofo, Nitrosomonas
europaea; si se produce anaerobiosis o la tension de oxigeno es baja, tiene lugar preferentemente

la desnitrificacion a partir de nitrito, el cual, por su parte, procede de la oxidacion aerobia de
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amonio (Poth, 1986; Shrestha y col., 2002). Esta misma situacion se ha observado en cepas del

género Bacillus (Kim y col., 2005).

1.2.4. 2. Oxidos de nitrégeno

La sintesis y actividad de las enzimas desnitrificantes puede verse influenciada, como se
ira viendo, por multitud de factores ambientales pero son quizas los 6xidos de nitrogeno, junto con
el oxigeno, los factores clave (Knowles, 1996; Zumft, 1997). No obstante, existen
microorganismos en los que esta influencia no se manifiesta; es el caso de Pseudomonas
denitrificans y P. perfectomarinus (reclasificada como genomovar de P. stutzeri por Rossello-
Mora y col., 1993) que en condiciones limitantes de oxigeno, poseen las reductasas desreprimidas
incluso en ausencia de 6xidos de nitrogeno (Payne y col., 1971; Matsubara, 1971). En otros
microorganismos como Pseudomonas chlororaphis subsp. aureofaciens (reclasificada por Peix y
col., 2007), su actividad NirK no esta condicionada tampoco por la presencia de 6xidos de
nitrégeno, ni en aerobiosis ni en atmosfera libre de oxigeno (Ka y col., 1997). La influencia va a

depender, por tanto, del microorganismo, pero también del tipo de enzima.

El efecto del nitrato en diversos sistemas es quizas el mejor estudiado entre todos los
oxidos de nitrégeno. En general actua como inductor de la desnitrificacion (Zumft, 1997; Mergel y
col., 2001), pero se ha visto que a altas concentraciones puede inhibir la actividad nitrito reductasa
por competencia con el nitrito como aceptor de electrones, provocando la acumulacion de éste
(Komada y col., 1969). También puede bloquear la actividad 6xido nitrico reductasa (Payne y
Riley, 1969). El nitrato, junto con el nitrito y también a concentraciones elevadas, condicionan el
producto mayoritario de una desnitrificacion, desplazando el proceso hacia la formacion de 6xido
nitroso por inhibicidén directa de la Nos o por su condicién de aceptores terminales preferentes
(Blackmer y Bremner, 1978; Firestone y col., 1979; Ryden y col., 1979a,b; Knowles, 1982). En
organismos como Alcaligenes odorans, que carece de Nar, el nitrato no tiene efecto alguno sobre

su oxido nitroso reductasa (Betlach y Tiedje, 1981).

Por su parte, el nitrito y 6xido nitroso pueden actuar retardando la actividad nitrato

reductasa, siempre y cuando sus correspondientes reductasas (Nir y Nos) no se encuentren

26



Introduccién

saturadas por intermediarios endogenos del proceso de desnitrificacion. Este efecto inhibitorio se
explica mas por la oxidacion de determinados componentes de la cadena respiratoria via Nir y
Nos, que a través de la inhibicion por producto (Kucera y col., 1983). El nitrito ademas actia
induciendo la sintesis de su propia reductasa (Kérner y Zumft, 1989; Arai y col., 1991), aunque se
ha comprobado que incluso en ausencia del mismo puede existir una expresion basal de la enzima

en algunos microorganismos (Ka y col., 1997).

El caracter toxico del NO se debe a su alta reactividad con proteinas que contienen en su
estructura metales de transicion como el cobre o hierro. Por tal motivo actia inhibiendo la 6xido
nitroso reductasa, que contiene cobre (Frunzke y Zumft, 1986) o la nitrogenasa en desnitrificantes
diazotrofos, con centros Fe-S (Hyman y col., 1992). Por esta toxicidad su formacién a partir del
nitrito no tiene lugar si la posterior reduccion a N,O por la Nor no esta asegurada; se propone que
el 6xido nitrico actie como molécula activadora de su propia reductasa y como regulador de la Nir

(de Boer y col., 1996; Zumft, 2005).

1.2.4. 3. Temperatura

La dependencia de la temperatura es mayor en medios terrestres que en habitats acuaticos
(Knowles, 1982). Asi, la actividad desnitrificante en estos tltimos permanece estable en un rango
de temperaturas amplio, de 5 a 23°C; la explicacion parece estar basada en la limitada
concentracion de nitrato y en su escasa difusion en esos medios, mas que en una cuestion de tipo
metabdlico (Anderson, 1974, 1977; Johnston, 1974). En suelos, el rango optimo es algo mas
elevado y se sitia entre 10 y 32°C (Knowles, 1982):

En general, el aumento de temperatura se corresponde con un aumento de actividad y
viceversa (Knowles, 1982; Ilies y Mavinic, 2001). Por ello, la dependencia de la temperatura no es
solo estacional, sino que se ha comprobado que a lo largo del dia la tasa de desnitrificacion es
también distinta, siendo mas alta en las horas de mediodia-tarde, cuando la temperatura es mayor

(Denmead y col., 1979a, b; Matthias y col., 1980).
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Como ocurre con los demads factores siempre existen microorganismos que se situan fuera
de los margenes normales. En relacion con la temperatura, la arquea hipertermoéfila Pyrobaculum

aerophilum muestra una actividad desnitrificante 6ptima a 85°C (Afshar y col., 1998).

1.2.4. 4. pH

Tanto en un cultivo puro como en un ambiente natural la desnitrificacion estd muy ligada
al pH. Es plenamente aceptado que a pH < 7 se produce una inhibicién de las reductasas
participantes en la desnitrificacion, especialmente de la 6xido nitroso reductasa, de manera que a
pH 4 el producto mayoritario del proceso seria N,O (Knowles, 1982). Este efecto inhibitorio, de
caracter reversible (Glass y Silverstein, 1998b), parece estar originado por la formacion de
especies protonadas de acido nitroso (HNQO,), de gran toxicidad (Glass y col., 1997; Glass y
Silverstein, 1998a).

Normalmente los estudios de suelos u otros habitats llegan a la conclusion de que el
proceso de desnitrificacion tiene un pH Optimo proximo o superior a 7, llegando incluso a
observarse buen rendimiento a pH 11 (Prakasam y Loehr, 1972; Knowles, 1982; Napier, 1990;
Cook y col., 1993; Glass y Silverstein, 1998). Mas atin, en suelos acidos un incremento del pH se

traduce en un aumento de la poblacion desnitrificante (Bloesl y Conrad, 1992).

Centrandonos en microorganismos concretos encontramos valores de pH altos en los
cuales se da el maximo rendimiento del proceso: Asi se han descrito especies como Thialkalivibrio
nitratireducens (Sorokin y col., 2003a), Halomonas campisalis (Peyton y col., 2001) y H.
desiderata (Berendes y col., 1996) que presentan un buen rendimiento de desnitrificacion a pH
superior a 9. Estos dptimos de desnitrificacion coinciden en estas especies con los de crecimiento;

ya que se trata de microorganismos alcalofilos.

1.2.4.5. Luz

En microorganismos desnitrificantes fotosintéticos se ha puesto de manifiesto la
influencia de la iluminacion en su capacidad para desnitrificar. En algunos casos esta relacion esta

ligada a la fuente de carbono que actiia como donante de electrones (Satoh, 1977).
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La influencia de la luz también se ha observado en microoganismos no fotosintéticos
(Miitze, 1963; Barak y col., 1998). Asi, en la cepa JR12, perteneciente al género Pseudomonas, se
observo una fotoinhibicion de la reduccion de nitrito, dosis dependiente y reversible. Esta
sensibilidad parece basarse en la oxidacion del citocromo ¢, lo que provoca una interrupcion del
flujo de electrones desde este citocromo a la nitrito reductasa, y por tanto, revierte en una

acumulacion de nitrito (Barak y col., 1998).

1.2.4. 6. Salinidad

Las altas concentraciones salinas pueden marcar la pauta de un proceso de
desnitrificacion; se ha comprobado que a altas concentraciones de cloruro sédico, la reduccion de
nitrito constituia el paso clave en un proceso de desnitrificacion y a porcentajes muy altos podia
inhibirse, acumulandose el nitrito (Yoshie y col., 2002, 2006a). Por el contrario, se ha visto que la

actividad 6xido nitroso reductasa es independiente de la salinidad (Tsuneda y col., 2005).

Sin embargo, la influencia de la salinidad en el proceso de desnitrificacion no esta bien
estudiada en muchos casos, pues los resultados se extraen en trabajos de campo con poblaciones
mixtas, en las que no siempre estan presentes microorganismos haléfilos; por ello las conclusiones
hay que considerarlas con cautela. El proceso de desnitrificacion puede tener lugar incluso a
concentraciones de NaCl proximas a la saturacion (Oren, 1999) y en estudios especificos con
bacterias halofilas de géneros como Halomonas o Marinobacter, se ha demostrado que a elevadas
concentraciones salinas las tasas de desnitrificacion son iguales o superiores a las que presentan
los microorganismos no haléfilos en sus medios optimos (Peyton y col., 2001; Yoshie y col., 2002,
2006a, b). Estos microorganismos presentan una ventaja selectiva con respecto a los no haléfilos
en los tratamientos de aguas contaminadas que emplean columnas de intercambio i6nico, ya que se

generan efluentes ricos en nitrato y cloruro sodico (Clifford y Liu, 1993a, b).

En relacion con lo anterior, encontramos un caso particular en la nitrato reductasa unida a
membrana de Haloferax denitrificans, un microorganismo hal6filo extremo. Esta enzima, a
diferencia de otras de bacterias haldfilas, presenta mayor actividad en ausencia de sal (Hochstein y

Lang, 1991).
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Muchos halofilos moderados, a pesar de su condicion, cuando crecen en altas
concentraciones salinas manifiestan requerimientos adicionales, siendo necesario en muchos casos
medios complejos (Ventosa y col., 1998). Es un factor a tener en cuenta mas por la fisiologia del

microorganismo que por la propia capacidad de desnitrificacion en medios salinos.

1.2.4. 7. Metales

Su importancia, aunque diferente segin el metal de que se trate, se debe a que la mayoria
de las enzimas participantes en el proceso de desnitrificacion estructuralmente se encuentran
asociadas a algiun metal: El molibdeno forma parte de dos de los tipos de nitrato reductasas (Jetten
y col., 1997; Zumft, 1997; Philippot, 2005; Tavares y col., 2006); el hierro es un constituyente del
grupo hemo del citocromo cd; de la nitrito reductasa NirS, y tanto en grupos hemo como
independiente, también forma parte de los distintos tipos de 6xido nitrico reductasas (Zumft, 1997;
Tavares y col., 2006); por ultimo, el cobre es fundamental en la estructura de la nitrito reductasa
NirK, de la 6xido nitrico reductasa qCuNor y de la 6xido nitroso reductasa (Zumft, 1997; Tavares

y col., 2006).

Se postula con que la variacion en el estado de oxidacion y disponibilidad de los metales
existentes en el transito desde una atmodsfera andxica a otra rica en oxigeno podria haber dirigido
la evolucion de las enzimas Nors; asi, la baja solubilidad de hierro, en conjunciéon con la
relativamente alta de cobre, condujo al reemplazamiento del hierro no hemo por cobre en las

gCuNor (de Vries y Schroder. 2002).

De forma general, la influencia de los metales sobre el proceso de desnitrificacion va a
depender del tipo de metal de que se trate y de su concentracion (véase Tabla 6). No obstante,
existen situaciones especificas de los microorganismos, como es el caso de la especie Rhizobium
sullae que presenta una desnitrificacion atipica s6lo con actividad nitrito reductasa, generando la
especie reactiva 6xido nitrico (Casella y col., 2006). Su capacidad desnitrificante es altamente

resistente a elevadas concentraciones de selenito (Basaglia y col., 2007).
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Tabla 6. Influencia de diversos metales sobre el proceso de desnitrificacion.

Metal/Condiciones Efecto Referencia
Fe (1I), pH neutro -Aceleracion de la desnitrificacion -Zhou y col., 2007
él;ch(HI) Fe (I, pH -Disminucion de la desnitrificacion -Baeseman y col., 2006
Cd -Ligero descenso de la desnitrificacion —Y_a;(g)a%/ el ARG el ncy
Ag (D) -Disminucion de la desnitrificacion -Throbick y col., 2007
Cu -Estimulacion de la 6xido nitroso reductasa  -Zumft, 1997; Manconi y col., 2006
-Incremento sintesis citocromo cd; -Yamanaka y col., 1963
Cu, Zn en ctdad. -Inhibicién actividad desnitrificantes
. -Moon y col., 2006
elevada autotrofos

1.2.4. 8. Fuente de carbono organica

Su influencia se cifie a los desnitrificantes heterotrofos, que constituyen el groso de los
microorganismos capaces de desnitrificar. En ellos la disponibilidad de poder reductor a través de
un compuesto organico juega un papel esencial en el proceso, con un resultado muy distinto segin
el microorganismo o compuesto de que se trate (Knowles, 1982; Blaszczyk, 1993; Firth y
Edwards, 2000; Lorrain y col., 2004; Otani y col., 2004). Esta relacion se ha puesto de manifiesto
no s6lo a escala de laboratorio, sino también en trabajos de campo (Hill y Cardaci, 2004; Bastviken y
col., 2007). Se ha visto, no obstante, que bajo determinadas condiciones la fuente de carbono no
tiene efecto alguno (Tiedje, 1978). Por el contrario, en otros estudios de suelos se observa una
accion especifica sobre las reductasas, pues compuestos con igual tasa de desnitrificacion daban
lugar a diferentes concentraciones de intermediarios (Bremner, 1977). Por tltimo, sefialar que a
veces la influencia de un sustrato no radica en su aporte de carbono y energia sino que depende
mas de su metabolismo, ya que a través de ¢l se generan sefiales de regulacion para determinadas

reductasas (Ellington y col., 2002).

El poder reductor de la fuente de carbono puede tener un efecto contrapuesto dependiendo
del microorganismo y de las condiciones de desnitrificacion: En Paracoccus pantotrophus
(reclasificada por Rainey y col., 1999), en acrobiosis cuanto mayor es el estado de oxidacion del
compuesto mayor es el crecimiento pero menor la actividad nitrato reductasa periplasmica, y

viceversa. Estos resultados se explican porque sustratos carbonados de elevado poder reductor
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generan una situacion de estrés en la célula, que tiende a disipar el exceso incrementando la
actividad de la Nap; sin embargo, esta actividad no esta acoplada a la sintesis de ATP y por ello no
se observa relacion directa con el crecimiento (Richardson y Ferguson, 1992; Ellington y col.,
2002). En otros desnitrificantes, como Paracoccus denitrificans, se da la situacion contraria;
cuando en anaerobiosis existe un equilibrio apropiado entre la fuente de carbono y la
concentracion de nitrato, el nitrito formado a partir de éste se acumula antes de proseguir con las
siguientes reacciones de desnitrificacion. El mayor o menor grado de acumulacion depende del
poder energético del compuesto, de manera que a mayor poder reductor, mayor actividad nitrito

reductasa y mayor crecimiento (Blaszczyk, 1993).

Entre las peculiaridades relacionadas con la fuente de carbono es de destacar que existen
compuestos que pueden ser utilizados como fuente de carbono y energia cuando el
microorganismo respira en aerobiosis, pero no si realiza desnitrificacion en completa anaerobiosis.
Es el caso de Halomonas campisalis y el etanol (Peyton y col.,, 2001). Entre las posibles
explicaciones estaria la ya mencionada anteriormente de formacion de algiin metabolito derivado
del sustrato que inhiba a las reductasas participantes en la desnitrificacion (Ellington y col., 2002);
también podria justificarse esta evidencia simplemente por el potencial de oxido-reduccion de los

compuestos, insuficiente para sostener el crecimiento en anaerobiosis.

1.2.4. 9. Factores nutricionales

Un microorganismo puede presentar requerimientos adicionales a los que manifieste en
aerobiosis para llevar a cabo las etapas del proceso de desnitrificacion o simplemente para sostener
un crecimiento adecuado. Asi, se ha visto que en medios complejos, con numerosos factores de
crecimiento, la desnitrificacion a partir de nitrato esta acelerada y la acumulacion transitoria de

nitrito reducida (Blaszczyk, 1993)

Halomonas halodenitrificans es incapaz de crecer anaerdbicamente con nitrato como
aceptor de electrones si el medio no estd suplementado con metionina, glicina betaina o vitamina
Bj,. En este caso, la necesidad de estos compuestos no esta relacionada con el propio proceso de

desnitrificacion sino con la incapacidad de produccion anaerobia de metionina, si bien este hecho
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no estd aun claro (Ventosa y col., 1998). En otros microorganismos desnitrificantes, como

Paracoccus denitrificans, factores como tiamina, cobalamina u otras vitaminas del grupo B

aceleran la velocidad de crecimiento, si bien no tienen un efecto directo sobre la actividad

enzimatica (Blaszczyk, 1993).

1.2.4. 10. Otros compuestos inhibidores

El mecanismo de accion por el cual interfieren en el proceso de desnitrificacion no esta

claro en muchos de los compuestos (Knowles, 1982). En el caso de los sulfuros parece que actiian

inhibiendo especificamente la reduccion de NO a N,O y de éste a dinitrogeno, provocando la

acumulacion de los dos primeros (Sorensen, 1978). En la Figura 9 de la pagina siguiente

muestra un listado de compuestos con efecto inhibitorio de la desnitrificacion.

S€

Inhibitor (concna)

Reaction inhibited

Acetylene (10~ atm)
Azide, cyanide, DNP* (ca. 10™* M)

Nitrapyrin (nitrification inhibitor)
14 ppm in soil
50 ppm in soil
50 ppm in culture
M-serve formulation (20 ppm in enrichment culture)

Pesticide
Vapam (20 ppm in soil)
Dalapon (10 ppm in soil)
Toluidine derivatives

Sulfur compound
Sg)." (100—500 pg of S g~ ")
§2-
40 mmol g~*
0.3 mM
0.3 mM, 8 pmol g—*

N2O — Na

NO;~™ — N3, N2O — N,

NOy~ — Ny

No effect

NO‘J_ b Nz

NO,;~ — N;O and N

NO3~ — N3
NO;~ — N3
NO:™, NaD — N3

MO, disappearance in soil
MNO,~ — gaseous products

NO — N2O
N2 — M2

“ DNP, 2,4-Dinitrophenol.

Figura 9. Compuestos inhibidores de la desnitrificacion (imagen e informacion tomada de Knowles y col., 1982).
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1.2.5. ECOLOGIA DE LA DESNITRIFICACION
L.2.5.1. Importancia ecologica del proceso de desnitrificacién

Dependiendo del punto de vista desde el que se enfoque, podemos considerar la

desnitrificacién como un proceso perjudicial pero también beneficioso para el ecosistema.

* Aspectos negativos de la desnitrificacion

Supone una pérdida del nitrogeno introducido en la biosfera por fijacion quimica y
bioldgica (Conrad, 1996; Philippot, 2005a y b). Esta pérdida puede afectar al crecimiento de las

plantas, para las cuales el nitrato constituye un nutriente esencial.

Por otro lado, los 6xidos de nitrogeno participan en la contaminacion fotoquimica de la
atmosfera; su fotolisis conduce a la destruccion del ozono estratosférico (Stachelin, 1992; Conrad
y col., 1996; Festy, 1997; Zumft, 1997; Tang y col., 1998; Waibel y col., 1999; Prather y col.,
2001). Se conoce con la denominaciéon de NO, al conjunto de 6xido nitrico (NO) y didxido de
nitrogeno (NO,). El emitido en mas cantidad es el NO, pero sufre una rapida oxidacion a NO,,
siendo éste el que predomina en la atmoésfera. Las reacciones fotoquimicas que conducen a la

destruccion de la capa de ozono se esquematizan en la Figura 10.

NO, + hrv (radiacion ultravioleta) » NO*+ O
0"+0,~ 03 (0zono) . L

. través del sicl fotolitco del dionido de
03 + NO _) NOZ + 02 nitrogeno (NO;).

Asimismo, el N,O contribuye con igual importancia que el CO, y el CH, al efecto
invernadero. Sin embargo, debido a un mayor tiempo de residencia en la atmosfera -alrededor de
150 afios-, la eficiencia de cada molécula de N,O es muy superior a la de los otros gases (Lashof'y

Ahuja, 1990; Conrad y col., 1996; Festy, 1997; Zumft, 1997).
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*Beneficios del proceso de desnitrificacion

El exceso de nitrato en aguas es la causa primaria de metahemoglobinemia o “enfermedad
de los bebés azules” en la infancia (Mensinga y col., 2003; Camargo y Alonso, 2006). Esta
patologia es causada por un exceso de nitritos en sangre, tanto por ingestion directa de los mismos
como por la reduccidn de nitratos una vez absorbidos éstos. Ademas la formacion de nitrosaminas
en el estbmago a partir del nitrato reducido es considerada causa de cancer (Vermeer y van
Maanen, 2001). Para evitar estos efectos adversos, el contenido en nitratos se limita en las aguas
de bebida; asi, por ejemplo, la concentracion maxima permitida en Estados Unidos es de 10mg/l
mientras que en Europa es de 12mg/l. El Real Decreto 1138/90 establece que la concentracion

maxima de nitratos y nitritos debe ser de 50 y de 0.1 miligramos por litro, respectivamente.

El nitrato es muy soluble en agua y es facilmente transportado a aguas profundas y
superficiales desde los vertidos industriales y domésticos. Como resultado, la contaminacion por
nitrato esta causando pérdidas significativas en los recursos hidricos, lo cual se ha puesto de

manifiesto especialmente en las regiones agricolas de Estados Unidos (Spalding y Exner, 1993).

1.3.5.2. Analisis de la diversidad de desnitrificantes de un habitat mediante técnicas
moleculares

Los avances en biologia molecular han supuesto un progreso del conocimiento sobre la
poblacion desnitrificante por su independencia de las técnicas de cultivo. Como se ha mencionado,
la desnitrificacion estd extendida entre ramas filogenéticas muy dispares (Gamble y col., 1977;
Tiedje, 1988; Zumft, 1997), tanto que se cuestiona incluso con la posibilidad de una transferencia
horizontal de los genes participantes en el proceso (Moreira y Philippe, 2000). Por ello, para
analizar la diversidad de especies desnitrificantes de un habitat el uso del gen ARNr 16S resulta
poco practico y las investigaciones en esta comunidad tienden a enfocarse mas en los genes

funcionales que codifican para las enzimas involucradas en alguna etapa de la desnitrificacion.

La generalidad de estos estudios se centra en bacterias, ya que es creido ser los
microorganismos desnitrificantes que predominan en los distintos ambientes. Entre la poblacion

bacteriana aunque existen numerosos trabajos sobre especies concretas, en los ultimos afios los
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estudios se han dirigido mas hacia el rastreo de desnitrificantes en diversos habitats (Scala y
Kerkhof, 2000, Priemé y col., 2002, Rich y col., 2003, Chéneby y col., 2004, Throbick y col.,
2004).

Las técnicas moleculares empleadas son muy diversas; las hay dependientes de una
reaccion de PCR, como PCR-DGGE (electroforesis en geles de gradiente desnaturalizante) y T-
RFLP (polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion terminales) y otras que
permiten un estudio directo sin amplificacion previa de ningun gen, como FISH (hibridacion in
situ con fluorescencia). Como ejemplo de aplicacion de tales métodos en el estudio de la
comunidad desnitrificante citar los trabajos de Yoshie y col. (2002) y Goregues y col. (2005), en
relacion con la técnica DGGE; los trabajos de Scala y Kerkhof (2000) y Priemé y col. (2002)
empleando el método T-RFLP; y de Fernandez y col. (2007) utilizando la técnica FISH. Tanto
unos métodos como otros hacen uso de informacion originada en microorganismos que han sido
previamente cultivados. Esto implica que ain cuando hablemos de cebadores o sondas
“universales” estemos considerando un “universo” muy pequeflo, una pequeia fraccion de

especies presentes en la naturaleza.

Aunque los métodos moleculares permiten independizarse de las técnicas cultivo-
dependientes, la elevada variabilidad génica, reflejo de la vasta diversidad, no encuentra su
correspondencia en las secuencias de bacterias previamente descritas. Asimismo, la presencia de
genes en un ambiente no implica su funcionalidad (Flanagan y col., 1999; Philippot, 2002;
Tuomanien y col., 2003; Wallenstein y col., 2006). La identificacion de bacterias sin la
determinacion de su papel fisiologico, carece de valor. Asi, para entender el papel de esas
poblaciones microbianas en el ambiente la ecologia debe ser capaz de integrar diversidad y
funcionalidad (Philippot, 2005a). En este sentido, resulta especialmente Wutil la técnica de
amplificacion a tiempo real de alguno de los genes clave en el proceso de desnitrificacion; como
ejemplo citar el trabajo de Araki y col. (2006), que han encontrado en un biorreactor alimentado
con aguas residuales una buena correlacion entre la actividad desnitrificante medida directamente

y la cuantificacion de los genes nirS mediante amplificacion por PCR a tiempo real.
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1.3.5.3. Cuantificacion de la actividad desnitrificante de un habitat

La cuantificacion de las pérdidas de nitrogeno a través de la desnitrificacion es
extremadamente dificil de medir a largo plazo por varias razones: Estos métodos cambian las
concentraciones de sustratos, alteran el medio fisico donde transcurre el proceso, no son muy
sensibles, y resultan frecuentemente muy costosos en tiempo y capital. Ademas, el N,, producto
final dominante de una reaccion de desnitrificacion, resulta dificultoso de cuantificar por su alta
concentracion de base en el ambiente. Por otra parte, la desnitrificacion es también altamente

variable en el tiempo y el espacio, sobre todo, en los ambientes terrestres (Groffman y col., 2006).

Existen diversas metodologias para la cuantificacion de la actividad desnitrificante en un

ambiente. Algunas de las mas frecuentemente usadas son:

*Meétodo de inhibicion por acetileno. Es uno de los métodos mas usados. Se basa en la
inhibicion de la reduccion de N,O a N,, de manera que el primero es el producto final del proceso
de desnitrificacion. El 6xido nitrico es relativamente facil de medir por su baja concentracion
atmosférica y la sensibilidad de los detectores para este gas. No obstante, presenta como principal
problema que inhibe la produccion de nitrato via nitrificacion (Mosier, 1980), con la consiguiente
influencia que sobre el proceso de desnitrificacion tendria en un ambiente donde cohabitan una

poblacion nitrificante y desnitrificante (Seitzinger y col., 1993).

*Empleo del isétopo "*N. La adicion de '"NO; y la posterior medicion de dinitrogeno
marcado, fue el primer método empleado para la cuantificacion directa de la desnitrificacion en
muestras ambientales. Su aplicacion, no obstante, qued6 limitada por los procedimientos tan

laboriosos y la costosa instrumentacion requerida.

*Cuantificacion directa de dinitrégeno en un ambiente. Como ya se ha mencionado,
las concentraciones atmosféricas de este gas son muy altas, lo cual dificulta la medicién de
pequeiias variaciones originadas por el proceso de desnitrificacion. Este problema se presenta
mayormente en muestras de suelo, ya que en el medio acudtico el intercambio de gases con la

atmosfera es limitado. Para la medida de dinitrogeno en suelos y sedimentos se precisan sistemas
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de incubacion especiales para las muestras, los cuales mantengan una baja presion atmosférica de

dinitrégeno (Butterbach-Bahl y col., 2002).

1.2.5.4. Empleo de la desnitrificacién bacteriana en la biorremediacién de aguas
residuales

*Biorreactores

Las técnicas bioldgicas de tratamiento de aguas residuales se vienen usando desde hace
casi un siglo. Dentro de éstas, la tecnologia de membrana (MBR) ha cobrado en los ultimos afios
un gran interés. Consiste en una unidad bioldgica responsable de la degradacion de los compuestos
presentes en el agua a depurar y en un modulo de membrana encargado de llevar a cabo la
separacion fisica del agua ya depurada. Dependiendo de la configuracion del sistema, podemos
hablar de MBR de membrana sumergida o MBR con recirculacion. Los primeros se denominan asi
porque en ellos la unidad de membrana esta inmersa en el tanque bioldgico (Figura 11); son los
mas empleados por la aparicion de membranas poliméricas menos costosas y mas resistentes, junto

con los requerimientos de presion menores (Adham y col., 2001).

8 2 proceso Indicador /™ Bomba
B | de control de vacio o/ de vacio
| o Srhdl L | ] r\ 4 : I PN
o — D40
|
| )
O, /Aire | 3 *‘J,f
Agua F—2. . el
residual A by
\';::)_ l sl ...I
Bomba Agua
tratada

Mezclado+Aireacion
+Membrana

Unidad de membrana

Figura 11. Esquema de un biorreactor de membrana sumergida. La fuerza impulsora a través de la membrana es
alcanzada presurizando el biorreactor o creando presion negativa en el lado permeado de la membrana (Buisson y
col., 1998; Cote et al. 1997; Rosemberger el al. 2002).
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El rendimiento de los biorreactores depende tanto de la actividad desnitrificante de las
bacterias como de su capacidad para formar biopeliculas. El principal problema de la
desnitrificacion bioldgica es la contaminacion potencial del agua tratada con bacterias, con fuente
de carbono residual (desnitrificacion heterdtrofa) y la posibilidad de formacion de nitritos, lo cual
hace necesario un post-tratamiento. Pero hay que destacar que practicamente la totalidad de los
sistemas de biorremediacion desarrollados se basan en la desnitrificacion heterdtrofa, habiendo un
gran vacio en el conocimiento y desarrollo de la desnitrificacion autdtrofa. Los desnitrificantes
autotrofos utilizan el diéxido de carbono como fuente de carbono y el hidrégeno o los compuestos
reducidos de azufre como donantes de electrones. Son empleados en los Illamados

bioelectrorreactores (BERs), con bastantes ventajas que seran comentadas mas adelante.

En relacion con los MBR basados en procesos de desnitrificacion heterdtrofa, en los
ultimos afios se estan empleando unidades de membrana formadas por polihidroxialcanoatos
(PHAs) y polimeros biodegradables relacionados. Estos, ademas de constituir la matriz solida para
la formacion de biopeliculas, presentan la ventaja adicional de servir como aporte constante de
poder reductor para el proceso de desnitrificacion, mejorando la calidad del agua depurada al
reducir el contenido residual en sustratos carbonados. La mayoria de los microorganismos
desnitrificantes degradadores de PHA pertenecen a la clase Betaproteobacteria (Hiraishi y Khan,

2003).

*Relacion con otros ciclos biogeoquimicos: Eliminacion de fésforo y azufre

En condiciones normales de un medio acuatico, el fosforo constituye un factor limitante
para la proliferacion de algas en el mismo (Kortstee y col., 1994). Sin embargo, en los ultimos
afios las descargas de fosforo procedentes de actividades agricolas, industriales y domésticas ha
llegado a constituir un problema medioambiental importante, similar al que representan los
nitratos. Como consecuencia, la eliminacién de fosforo se esta convirtiendo en un tratamiento

estandar en las plantas de purificacion de aguas residuales.

La descontaminacion bioldgica de fosforo es el mas comun de los métodos utilizados. Se

basa en el enriquecimiento de las aguas a depurar en los llamados organismos acumuladores de
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polifosfatos (PAOs), los cuales eliminan fosforo en las zonas anaerobias y lo almacenan como
polifosfato en la aerobia, de donde es descartada la biomasa (Toerien y col., 1990). Recientemente,
se ha demostrado que existen microorganismos que no s6lo bajo condiciones aerobias forman
granulos de polifosfatos, sino también cuando el nitrato es el aceptor terminal de electrones (Egly
y Zehnder, 1994; Jorgensen y Pauli, 1995; Barker y Dold, 1996; Barak y van Rijn, 2000). Estos
microorganismos, los dPAOs u organismos desnitrificantes acumuladores de polifosfatos,
constituyen una herramienta poderosa en los tratamientos biologicos de depuracion de aguas, al
permitir combinar en un s6lo paso la eliminacion de nitrato y fosforo. Es el caso concreto de
Paracoccus denitrificans, que permite el disefio de biorreactores donde no exista la necesidad de

alternar fases de aerobiosis y anaerobiosis (Barak y van Rijn, 2000).

Por otra parte, como ya se ha mencionado anteriormente, existen microorganismos
desnitrificantes autotrofos, capaces de emplear compuestos reducidos de azufre como donantes de
electrones. En los tratamientos de depuracion, las ventajas de utilizacion de estos microorganismos
son obvias; por un lado el proceso es mas econémico ya que no requiere adicion de ningun
suplemento carbonado y, por otro, se producen menos sedimentos (Claus y Kutzner, 1985; Flere,
1997; Flere y Zhang, 1999; Koenig and Liu, 2004). El agua resultante es quimica y

bacteriologicamente segura.

Entre los sistemas mas novedosos de biorremediacion basada en la desnitrificacion se
encuentran unos reactores tubulares especiales, dotados de un anodo, donde se produce la
oxidacion microbiana de acetato y como consecuencia se generan electrones, y de un catodo, en el
cual los microorganismos realizan un proceso de desnitrificacion completo, usando esos electrones
donados del anodo. Se produce de forma simultdnea la eliminacion de un sustrato carbonado y una
desnitrificacion completa sin necesidad de un aporte externo de poder reductor (Clauwaert y col.,
2007). Existe una version autotrofa de este sistema (Tan y col., 2006), en el cual los
microorganismos desnitrificantes son inmovilizados mediante alcohol polivinilico en un catodo

fabricado con carbon activado. En este caso el hidrogeno es el donante de electrones.
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I1. OBJETIVOS

El Grupo de Investigacion “Exopolisacaridos Microbianos” (CVI 188), de la Universidad

de Granada, desarrolla actualmente su trabajo en las siguientes lineas de investigacion:

-Biodiversidad, estructura y dindmica de ambientes hipersalinos.

-Taxonomia y filogenia de bacterias halofilas.

-Caracterizacion molecular de genes en especies del género Halomonas.

-Analisis de exopolisacaridos de interés biotecnologico producidos por bacterias halofilas.
-Estudio de los sistemas de comunicacion intercelular tipo Quorum sensing, mediado por

moléculas autoinductoras del tipo N-acilhomoserin lactonas.

En los ultimos afios se han estudiado distintos habitats hipersalinos, describiéndose como
resultado seis nuevas especies de microorganismos haldfilos productores de exopolisacaridos:
Halomonas almeriensis, H. anticariensis, H. ventosae, ldiomarina fontislapidosi, 1. ramblicola,
Alteromonas hispanica, y dos nuevos géneros, cuyas especies tipo son Salipiger mucosus y
Palleronia marisminoris (Martinez-Céanovas y col., 2004a, c, d y e; Martinez-Checa y col., 2005a,
b y ¢). Asimismo, la exploracion de esos ambientes nos ha permitido disponer de una amplia

coleccion de cepas, muchas de las cuales ain no han sido caracterizadas.

Con la descripcion de Halomonas ventosae ya eran cuatro las especies desnitrificantes
pertenecientes al género Halomonas, de acuerdo con la informacion bibliografica disponible en el
momento de iniciarse este trabajo. Las tres bacterias restantes eran H. campisalis (Mormile y col.,
1999), H. desiderata (Berendes, 1996) y H. halodenitrificans (Robinson y Gibbons, 1952; Dobson
y Franzmann, 1996). A pesar de que Halomonas es quizas el género mas ampliamente
representado en los medios hipersalinos, nos encontramos con un reducido niimero de miembros

de este taxon descritos como desnitrificantes.
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Asi, considerando que los miembros de Halomonas, por su extensa distribucion deben
participar activamente en el proceso global de desnitrificacion, se planted como principal objetivo

de esta Tesis Doctoral, el siguiente:

“Estudiar la diversidad de las especies desnitrificantes del género Halomonas, desde

un punto de vista fenotipico, filogenético, fisiologico y ecologico”

Para dar cumplimiento al mismo, se establecieron los siguientes objetivos parciales:

I. Seleccion e identificacion mediante taxonomia polifasica de nuevas cepas

desnitrificantes.

II. Anadlisis de la relacion filogenética entre dichas cepas y las especies desnitrificantes
del género Halomonas validamente publicadas, por medio del gen del ARNr 16S y

de los genes codificantes de enzimas claves en el proceso de desnitrificacion.

III. Estudio de la diversidad fisiologica de la desnitrificacion utilizando diferentes

fuentes de carbono.

IV. Anailisis mediante técnicas moleculares de la distribuciéon ecolégica de la poblacién

desnitrificante de Halomonas.
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Capitulo I: Resumen

RESUMEN

Durante los ultimos afios, nuestro grupo de investigacion ha llevado a cabo la exploracion
de distintos habitats hipersalinos, lo que nos ha permitido disponer de una amplia coleccion de
cepas. Con objeto de seleccionar aquéllas capaces de desnitrificar, esos microorganismos se
sometieron al test de respiracion sobre nitratos y nitritos de Callies y Mannheim (1978) con
modificaciones de Stanier y col. (1966). Asimismo, también se incluyd en este estudio la cepa tipo
de Halomonas alimentaria DSM 15356" (Yoon y col., 2002), especie que habia quedado fuera del
analisis fenotipico realizado por Mata y col. en el afio 2002 a todas las especies del género

Halomonas vélidamente publicadas por aquel entonces.

En funcion de los resultados del citado test, se seleccionan doce cepas con capacidad
desnitrificante y tres mas que respiran sobre nitratos. Por otra parte, también queda constatado que
Halomonas alimentaria es una especie desnitrificante, al respirar sobre nitrato y nitrito en

anaerobiosis y generar gran cantidad de gas en este proceso respiratorio.
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SUMMARY

We have studied several hypersaline habitats for the last years. As a result, we gathered a
wide bacteria collection, many of them were still uncharacterized. With the aim of selecting the
bacteria able to denitrify among them, we did a preliminary phenotypic test: Callies and
Mannheim's test with Stanier’s modifications (Stanier et al., 1966). This test consisted on growing
the bacterium into Weimberg tube under anaerobic conditions, with nitrate or nitrite as sole
electron acceptor. Growth was indicative of its ability to respirate on nitrate or nitrite, respectively,
and gas production was related to nitrogen oxides formation as intermediates in a denitrifying
process. We used phenol red as indicator of pH in the medium, avoiding a false positive result by a

fermentative metabolism (growth in anaerobic conditions and sometimes gas formation).

We also tested the denitrifying ability in the type strain of Halomonas alimentaria (DSM
15356"), in whose description we could read its capacity of growing under anaerobic conditions but

not which conditions were (sort of acceptors, for instance).

On the basis of positive results in Stanier’s test, we selected twelve strains able to
denitrify and other three ones able to respire on nitrate but unable to do a complete denitrification
process. We also got a positive result with Halomonas alimentaria, so it would be considered as a

denitrifying species and included in the subsequent studies.
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I11. SELECCION DE MICROORGANISMOS

IIL.1. MATERIAL Y METODOS

Como ya se ha mencionado anteriormente, las especies de Halomonas incluidas en el
presente trabajo fueron aquéllas que en el momento de iniciarse el estudio eran descritas como

desnitrificantes en su referencia original. Se recogen en la Tabla 7.

Tabla 7. Especies de Halomonas validamente publicadas y descritas como desnitrificantes.

Especie Origen Referencia
H. campisalis 4 . 4 .
Sedimento de Alkali Lake (Washington, USA Mormile y col., 1999
ATCC 7005977 ( ¢ ) y
H. desiderata Planta de tratamiento de aguas residuales o0
DSM 95027 (Gottingen, Alemania) Berendes, 1996
H. halodenitrificans Salmueras de curacion de carnes Robinson y Gibbons,1952: Dobson
ATCC 13511" ‘ : ’ y Franzmann, 1996
H. ventosae . . .
Suelos salinos en Jaen (Sureste de Espafia) Martinez-Canovas y col., 2004a
CECT 5797 " ( ’ Y

Aparte de ellas, y tal y como se ha sefialado en los objetivos, hemos incluido otras cepas
procedentes de nuestra coleccion de cultivo (Martinez-Canovas, M.J. 2002; Ruiz-Garcia, 2003),
beneficiada en los ultimos afios también con microorganismos cedidos por los Dres. Dimitri
Sorokin de la TU Delft (Holanda) y Bernardo Prado, de la Universidad Federico Sta. Maria
(Chile). Asimismo, los criterios aplicados para esta seleccion se hicieron extensibles a Halomonas
alimentaria (Yoon y col., 2002), la unica especie por entonces del género Halomonas que habia
quedado fuera del estudio fenotipico realizado por Mata y col. (2002), y en cuya descripcion
original se mencionaba su capacidad para crecer en anaerobiosis pero no bajo qué condiciones

(respiracion, y en su caso tipo de aceptor alternativo al oxigeno, o fermentacion).
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II1.1.1. Criterios de inclusién de cepas procedentes de nuestra coleccion de cultivo

La seleccion de las cepas desnitrificantes se baso en la positividad del test disefiado por
Callies y Mannheim (1978) que se modificé segun Stanier y col. (1966). El resultado positivo
viene dado por el crecimiento con nitrato y nitrito como aceptores finales de electrones y por la
produccion de gas (Figura 12). También se incluyeron en los estudios posteriores aquellas cepas
que solo respiraban sobre nitrato aunque no llevaran a cabo los siguientes pasos de un proceso de
desnitrificacion completo; esta capacidad se veria reflejada en la prueba por crecimiento sin

produccion de gas.

Tapin de paraia Diezplazamianta
Desplazamiento del Tapén de del tapdn de agar
tapén de agar agar intacto por C0; dels
- fermertacidn
fas Produceidn
ND i| de acidos
. . creci miento H : P°r:t .
Crecimiento furbidez) ermentacidn
. Resultados negativos
Resultado pesitive

Figura 12. Resultado positivo y negativos en la prueba de respiracion sobre nitratos/nitritos

El medio de cultivo base se distribuy6 en tubos Weimberg. Se ajust6 el pH a 7-7,2 y se
esterilizo en autoclave a 112°C durante 30 minutos. Su composicion se detalla en el cuadro de la

pagina siguiente.
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Prueba de respiracion sobre nitratos y nitritos
(Stanier y col., 1966)

Glicerol (Panreac‘*ﬁ)) ................................... 1,0g
Extracto de levadura (Difco®)................... 0,3g
Proteosa-peptona n°3 (Difco®)................ 0,5g
Nitrato potéasico (Merck”) Ig
(nitrito potdsico -Merck”-, en su caso)...... 0,01g
Rojo fenol al 0,04% (p/v) (sol. acuosa)..... 2,0 ml
Solucion de sales® al 7,5% (p/v) €.8.p......... 100ml

* La concentracién salina se ajusté a partir de un stock al 30% (p/v),
conocido como Sales de Subow (Rodriguez-Valera y col., 1981), con la
misma proporcion de sales que el agua de mar. Véase apartado I11.1.2.

El preinoculo se realizd en el medio descrito anteriormente, adicionado del mismo
porcentaje de nitrato o nitrito -dependiendo de la prueba-. Siguiendo las recomendaciones de
Stanier y col. (1966), la incubacion del preinoculo se hizo en aerobiosis pero sin agitacion, ya que
ésta favorece la difusion del oxigeno en el medio y, podria, por tanto, reprimir la sintesis de alguna

de las enzimas desnitrificantes (Cavigelli y Robertson, 2000).

Tras 24 horas se tomo6 una muestra con una pipeta Pasteur estéril y se inoculo el fondo de
un tubo Weimberg previamente regenerado (15 minutos a ebulliciéon y enfriamiento rapido en
hielo). Procediendo con rapidez, se sell6 el tubo con agar estéril al 2% (p/v) a sobrefusion,

formando un tapén de unos dos centimetros; finalmente se afiadié parafina, también estéril.

Los tubos se incubaron a 32°C durante 15 dias, efectuandose lecturas diarias para detectar
si existia crecimiento sin produccion de acidos, lo que indicaba que se habia producido una
respiracion. Asimismo, se anoto la existencia de gases, observada por el desplazamiento del tapon

de agar.

Por otra parte, las cepas seleccionadas mediante el criterio anterior se sometieron a una
segunda criba para escoger aquéllas que presentaran semejanza con el género Halomonas y otros

relacionados. Se realizdo una bateria de pruebas fenotipicas basicas (tincion de Gram, tipo de
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metabolismo, crecimiento 6ptimo de temperatura, pH y concentracion de sales), descritas con todo

detalle en el apartado IV.1.A..1. de esta memoria.

I11.1.2. Conservacion de los microorganismos

La conservacion de las cepas para uso cotidiano se hizo a una temperatura de 20°C en
medio s6lido MY (Moraine y Rogovin, 1966; Quesada y col., 1993) al 7,5% (p/v) de sales
(Rodriguez-Valera y col., 1981). El pH se ajust6 a 7-7,2, salvo cuando el medio iba destinado a la
conservacion de Halomonas campisalis y H. desiderata, con los cuales el pH se elevé a 8-8,5. La

descripcion del medio MY, asi como la de la mezcla de sales se describe en los cuadros inferiores.

Medio MY modificado Sales de Subow al 30% (p/v)

(Moraine y Rogovin, 1966; Quesada y col., 1993) (Rodriguez-Valera y col., 1981)
Glucosa (Panreac®).......................... 1,0g NaCl (Panreac”).............cccoouu........ 2340 ¢g
Extracto de levadura (Difco®)........... 0,3g MgCL-6H,0 (Merck®).................... 41,6g
Proteosa-peptona n°3 (Difco®).......... 0,5g | |MgSO47H,0 (Merck®)................... 59,8¢
Extracto de malta (Panreac”)............ 0,3g CaCl,-2H,0 (Merck®).................... llg
Solucion de sales al 7,5% (p/v) ¢.s.p. | 100ml | [KCI (Merck®™).......cooooorevrrcorrcerrnnns 6,02
NaHCO; (Merck®)........cccoon....... 0.2g
NaBr (Merck™).......o.ooovvevveveee. 0,7g
Solucion 0,5% (p/v) de FeCl;-6H,0 0,65ml
H,0 destilada c.S.p....c..cccevverrennnnnenne. 1000ml

Para la conservacion a largo plazo, los microorganismos en cultivos liquidos del mismo
medio se mantuvieron congelados a -80°C. Como crioprotector se empled dimetil sulféxido a una

concentracion del 20% (v/v).
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IIL.2. RESULTADOS Y DISCUSION

II1.2.1. Halomonas alimentaria como especie desnitrificante

De acuerdo a los criterios expuestos en el apartado III.1.1. de Material y Métodos,
Halomonas alimentaria (Yoon y col., 2002) puede ser considerada como especie desnitrificante, al
observarse abundante crecimiento en el medio descrito y produccion de gases, que desplazaron el
tapon de agar. La cepa tipo de dicha especie, DSM 15356", fue aislada de una comida fermentada

de origen marino, tradicional de Corea (Yoon y col., 2002).

I11.2.2. Cepas de nuestra coleccion de cultivo con capacidad desnitrificante

De acuerdo a los criterios descritos en el apartado I11.1.1., las cepas seleccionadas por su
capacidad desnitrificante para los estudios posteriores fueron las que a continuacion se indican en

la Tabla 8:

Tabla 8. Nombre y procedencia de las cepas de nuestra coleccion de cultivo, seleccionadas por su
capacidad desnitrificante.

Cepa Procedencia

118 Salina solar en Montemar (Vifia del Mar, Chile)

4CR Suelo hipersalino de Fuente de Piedra (Malaga, Espaia)
5CR “

15CR “

All3 Barranco de la salina (Jaén, Espaiia)

C8 Sedimentos de salinas solares de Cahuil (Chile) (Figura 15)
F15 Suelo hipersalino de Fuente de Piedra (Malaga, Espana)
HGD1 Lago haloalcalino en la estepa de Altai (Siberia, Rusia)
HGDK1 Lago haloalcalino en la estepa de Altai (Siberia, Rusia)
No64 Salinas del Sabinar (Almeria, Espafia) (Figura 14)

RS3 Salinas de Rambla Salada (Murcia, Espana) (Figura 13)
SP4 Salinas de Santa Pola (Alicante, Espaiia)
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Figura 13. Rambla salada Figura 14. Salinas del Sabinar Figura 15. Salinas de Cahuil,
(Murecia). (Almeria). (Laguna de Cahuil, Chile).

I11.2.3. Cepas de nuestra coleccion de cultivo que respiran sobre nitratos

Como se menciond en Material y Métodos, también se incluyeron en el trabajo las cepas
que respiraban sobre nitratos aunque no fueran capaces de realizar un proceso de desnitrificacion.
La reduccién de nitrato a nitrito, tanto si ésta continia hacia la formacidén sucesiva de otras
especies gaseosas (caso de la desnitrificaciéon) como si no, es el primer paso de la ruta de
reduccion desasimilatoria de nitrato y es comun en ambos casos (Zumft, 1997). La inclusion de
estas cepas representa un objetivo secundario en la Tesis, no recogido en los principales (Apartado
II), que nos permite en los estudios posteriores comprobar las posibles diferencias fenotipicas,
genotipicas y filogenéticas que puedan existir con los microorganismos desnitrificantes,
determinando finalmente si el proceso de desnitrificacion no tenia lugar en esas cepas, porque no

existia la maquinaria molecular, o bien no era realizado en las condiciones ensayadas.

Tabla 9. Nombre y procedencia de las cepas de nuestra coleccion de cultivo, seleccionadas por respirar
sobre nitratos.

Cepa Procedencia
12CR Suelo de Fuente de Piedra (Malaga)
F5 “

S19 Salinas de Asilah (Marruecos)

Estas tres cepas seran destacadas en las Tablas de esta memoria sombreadas en gris, con

objeto de facilitar en todo momento su distincion de los microorganismos desnitrificantes.
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RESUMEN

En este capitulo se recogen todos los aspectos relacionados con la caracterizacion
taxonémica completa de las cepas seleccionadas mediante los criterios expuestos en el apartado

IIL

Hoy dia, la clasificacion adecuada de un microorganismo requiere un estudio polifasico
del mismo (Vandamme y col., 1996; Stackebrandt y col., 2002; Uilenberg y col., 2004). Asi, en las
cepas ya mencionadas realizamos diferentes analisis fenotipicos, genéticos, filogenéticos y

quimiotaxon6émicos.

Para el estudio fenotipico las pruebas realizadas se seleccionaron de acuerdo con la
presente edicion del Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (2004) y fueron modificadas
para el estudio de microorganismos haléfilos siguiendo los criterios empleados por Mata y

colaboradores (2002), en la caracterizacion fenotipica de las especies tipo del género Halomonas.

La filogenia de estos nuevos aislados la establecimos en base a la secuencia del gen ARNr
16S, que en la actualidad es la herramienta molecular mas comiinmente empleada para suministrar

una relacion evolutiva fiable (Ludwig y Schleifer, 1999; Ludwig & Klenk, 2001).

El estudio genético abarcd, por un lado, la determinacion del contenido en G+C del ADN
gendmico, mediante el método grafico descrito por Ferragut y Leclerc (1976). Por otro, entre las
cepas seleccionadas y las especies de Halomonas filogenéticamente muy proximas, realizamos
experiencias de hibridacion ADN-ADN, siguiendo la técnica de Lind y Ursing (1986), con las
modificaciones de Ziemke y col. (1998) y Bouchotroch y col. (2001).

Por ultimo, se determind también el contenido en acidos grasos y quinonas respiratorias,

en todas aquellas cepas desnitrificantes candidatas a ser nuevas especies del género Halomonas.




Capitulo Il: Resumen

Como resultado de este estudio hemos descrito dos nuevas especies desnitrificantes
pertenecientes al género Halomonas: Halomonas cerina (Gonzalez-Domenech y col., 2007) y H.
nitratireducens (Gonzalez-Domenech y col., bajo revision). Ambas descripciones han seguido
fielmente los criterios minimos recomendados para la identificacion de miembros de la familia

Halomonadaceae (Arahal y col., 2007 en prensa).




Chapter II: Summary

SUMMARY

After selecting twelve strains able to denitrify and other three ones with the capacity of
respiring on nitrate, we intended to characterise these strains, before going deeply in other aspects

related to the denitrifying process or nitrate dissimilatory respiration.

Following the current trend in Bacterial Taxonomy to classify prokaryotes, the study was
done combining several methods: Phenotypics, genotypics, phylogenetics and chemotaxonomics

(Vandamme et al., 1996; Stackebrandt et al., 2002; Uilenberg et al., 2004).

The procedures described by Mata et al. (2002) were followed to performe the phenotypic
study.

We achieved the phylogenetic analysis by sequencing of 16rRNA gene, which remains
being considered as the backbone for prokaryotics systematics ((Ludwig and Schleifer, 1999;
Ludwig and Klenk, 2001).

The information on the G+C content of the DNA was estimated by the midpoint value
(Ty), using the graphic method from Ferragut and Leclerc (1976). We complemented the genetic
study doing DNA-DNA hybridizations; so this aim, we followed the Lind and Ursing’s methods
(1986) with the modifications of Ziemke ef al. (1998) and Bouchotroch et al. (2001).

Fatty acids and quinones were identified by high-resolution GLC and HPLC respectively,
in the Identification Service of DSMZ, Braunschweig, Germany. We have done this analysis just
with the strains which could be new species of the genus Halomonas in the base of the latter

studies.

Finally, as results of all these studies, we have already described two new species of
Halomonas: Halomonas cerina (Gonzalez-Domenech ef al., 2007) y H. nitratireducens (Gonzalez-

Domenech et al., under revision).




Capitulo Il: Material y métodos

IV. CARACTERIZACION TAXONOMICA DE_NUEVAS CEPAS
DESNITRIFICANTES

IV.1. MATERIAL Y METODOS
1V.1.1. CARACTERIZACION FENOTIPICA

Las pruebas realizadas se seleccionaron de acuerdo con la presente edicion del Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology (2004) y fueron modificadas para el estudio de
microorganismos haléfilos siguiendo los criterios empleados por Mata y colaboradores (2002) en

la caracterizacidn fenotipica de las especies tipo del género Halomonas.

IV.1.1.1. Pruebas morfolégicas, culturales, fisiolégicas, bioquimicas, nutricionales
y de susceptibilidad a diversos antimicrobianos

a) Pruebas morfolégicas y culturales

Se resumen a continuacion todas las experiencias realizadas en este apartado:

-Tincién de Gram

-Movilidad

-Tincion de flagelos

-Tincién de esporas

-Tinciéon de PHA

-Caracteristicas culturales

-Produccion de piocianina y fluoresceina

Tincion de Gram

Se siguid la técnica usual, utilizandose un cultivo de 24 horas del microorganismo en
medio MY soélido (Moraine y Rogovin, 1966; Quesada y col., 1993) al 7,5% (p/v) de sales
(Rodriguez-Valera y col., 1981). Al mismo tiempo se estudié la morfologia y el tamaiio,
valiéndonos de un micrometro graduado con el que se midio la longitud y anchura de las células
bacterianas. También se observd la tendencia a la formacion de asociaciones celulares y la

capacidad de las células de tefiirse de forma homogénea.
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Movilidad

Se observd por el método de la gota pendiente. Para ello se sembraron los
microorganismos en medio MY al 7,5% (p/v) sélido, distribuido en tubos; a las 24 horas de
incubacién se afiadid a cada tubo 2 ml de solucion de sales al 7,5% (p/v) y, pasadas
aproximadamente 2 horas, se observo al microscopio Optico la suspension resultante, depositada

en la cavidad de un porta excavado sobre el que se sittia un cubreobjetos.

Tincién de flagelos

Para cada uno de los microorganismos que dieron positiva la prueba de la movilidad se
realizd un cultivo en medio MY liquido, que se incubo6 24 horas a 32°C y en reposo, para evitar la
fragmentacion de los flagelos. La suspension bacteriana, adherida a una microceldilla metalica, fue
teflida con acetato de uranilo al 4% (p/v), como parte del procedimiento requerido para realizar una

tincion negativa.

El equipo empleado en la observacion fue un Microscopio Electronico de Transmision C.
ZEISS EM 10C (30um de apertura de objetivo y 80 kV de voltaje de aceleracion). Tanto la
preparacion de la muestra como el posterior analisis y captura de la imagen fue llevada a cabo en
las secciones de Microscopia y Tratamiento de la Imagen, respectivamente, del Centro de

Instrumentacion Cientifica, de la Universidad de Granada.

Tincion de esporas

Se siguid el método de Schaeffer y Fulton (1933). Asi, el primer colorante, una solucion
acuosa de verde malaquita al 5% (p/v), se dejo actuar en frio durante un minuto, tiempo tras el cual
se calentd a emision de vapores de diez a quince minutos. Para el calentamiento se empled la
Platina de Koch y sobre la extension del microorganismo se depositd un pequeiio trozo de papel de
filtro para evitar la desecacion y precipitacion del colorante sobre la misma. Posteriormente, se
lavé de forma profusa con agua y, a continuacion, se adiciond como coloracion de contraste una

solucion acuosa de safranina al 0,5% (p/v).
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Para la tincion se empled un cultivo

Medio de Norris y col. (1981)

en medio sélido de unos 5 a 7 dias. Para los

casos dudosos se cultivé el microoreanismo en Peptona (Panreac”)............................ 5,0g

& Extracto de levadura (Panreac”)....... 3,0g
el medio de Norris y colaboradores (1981), Agar (Panreac”)............coooouee...... 15,0g
modificado convenientemente; en el cuadro MnSO4HyO (Merck ™ )...coovevncnnnenens 0,005g

Solucion de sales al 7,5% (p/v) c.s.p. | 1000ml

adyacente se describe la composicion ajustada:

Tincion de PHA

La tincién se llevo a cabo tal y como Sudén negro
describen Stanier y colaboradores (1966), Sudan negro B (Merck®)........ 032
empleando Sudan negro, de preparacion Alcohol etilico 70% (v/v) c.s.p.. 100ml

reciente y previamente filtrado. Este colorante

se dejo sobre la preparacion durante aproximadamente 15 minutos. A continuacion, se desecho el
exceso y se realizo un lavado con xilol. Tras secar la preparacion, se tifid durante 10 segundos con

safranina como coloracion de contraste, y se lavo finalmente con agua.

Caracteristicas culturales

Se observoé la morfologia colonial de cada cepa en cuanto a tamafio, forma, consistencia y
borde, en medio MY so6lido al 7,5% (p/v) de sales, utilizando un cultivo de dos o tres dias. Por su

parte, la pigmentacion de las colonias se anot6 tras incubar ese mismo cultivo durante una semana.

También se observo el tipo de crecimiento en medio MY liquido a las 24 horas de

incubacion.

Produccion de piocianina y flouresceina

Se sembraron las cepas en los medios King A" (para piocianina) y King B (para
fluoresceina), en los que se manifiesta la produccion de esos pigmentos. Se describe en la pagina
siguiente la composicion de estos medios deshidratados, ambos de Oxoid®, que fue modificada

para adaptarla al estudio de microorganismos halofilos. La observacion de fluorescencia por
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produccién de fluoresceina, requiere que el cultivo del microorganismo se sitie bajo una lampara

de luz ultravioleta.

Agar King A (Oxoid®) Agar King B (Ox0id®)

(King y col., 1954) (King y col., 1954)
Peptona de carne..................... 10,0g Peptona .......cccceevvvevvieviiennennn, 20,0g
Peptona de caseina.................. 10,0g MEClLyeevieiiiiieiieieeeee e l,4g
KoPOyueiiiiiieiiiiiiiiiciccc, 1,5 | [MESO4..ooiiuiiiiiiiiiiiiiiine, 10,0g
MESOy..couviieiiiiineiiciieieees 1,5¢ ATt 15,0g
AGAT ..ot 15,0g Solucioén de sales al 7,5% (p/v) c.s.p. | 1000ml
Solucion de sales al 7,5% (p/v) c.s.p. | 1000ml

b) Pruebas fisiologicas

Para todas ellas se partio de un cultivo de 24 horas a 32°C en medio MY liquido al 7,5%
(p/v). Tomando inoculos de 20 pl de cada cepa, se sembraron cuatro microorganismos distintos

por placa.

En este apartado se estudi6 lo siguiente:

-Crecimiento a distintas concentraciones de sal
-Crecimiento a distintas temperaturas
-Crecimiento a distintos margenes de pH
-Crecimiento en anaerobiosis

-Resistencia al calentamiento

Crecimiento a distintas concentraciones de sal

Se utilizo el medio MY a las concentraciones de sales totales de 0; 0,5; 1; 3; 5; 7,5; 10;
15; 20; 25 y 30% (p/v). Se incubaron a 32°C durante una semana, realizdndose lecturas periodicas

a las 24 horas y durante los dias 2, 5y 7.

Esta propiedad fue también estudiada con adicién de los mismos porcentajes pero de
NaCl al medio MY.
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Crecimiento a distintas temperaturas

Las temperaturas ensayadas fueron 4, 15, 20, 25, 32, 37 y 45°C.

Crecimiento a distintos margenes de pH

Se utilizaron los valores de pH de 5, 6, 7, 8,9 y 10.

Para la realizacion de estas dos ultimas pruebas se siguié la misma metodologia que para
el estudio del crecimiento a distintas concentraciones de sal; los microorganismos se sembraron en
placas de medio MY solido al 7,5% (p/v). Tras un periodo maximo de incubacion de una semana

se observo si habia existido o no crecimiento aparente.

Crecimiento en anaerobiosis

Las placas de medio MY solido al 7,5% (p/v), sembradas con cuatro microorganismos
distintos, se incubaron durante 7 dias en jarras de anaerobiosis comercializadas por OXOID". Para
crear un ambiente exento de oxigeno se emple6 el Sistema Anaerdbico en bolsita AnaeroGen™,
de la misma casa comercial que las jarras. Paralelamente se realizo un control en aerobiosis del

mismo in6culo y medio.

Resistencia al calentamiento

Se estudié a partir de cultivos en MY liquido, incubados durante 24 horas a 32°C. La
resistencia se evalud en dos condiciones, para lo cual se tomaron tres alicuotas de cada cultivo.
Una para el calentamiento a 65°C, que se mantuvo durante 30 minutos (Liu y col., 2004), tiempo
tras el que se sembré en MY 7,5% (p/v) solido; otra para 80°C, temperatura a la que
permanecieron durante 10 minutos, transcurridos los cuales se procedid de igual forma.

Finalmente, la tercera alicuota se sembr6 directamente sin calentar en MY 7,5% (p/v) solido.
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¢) Pruebas bioguimicas

Estas pruebas se sembraron a partir de un inoéculo de 24 horas en medio MY liquido al
7,5% (p/v), con excepcion de las pruebas catalasa y oxidasa que se realizaron con un cultivo de
18-24 horas en el medio MY solido al 7,5% de sales (p/v). En todas las actividades estudiadas, se

utiliz6 un blanco (prueba sin sembrar), asi como un control positivo y otro negativo.

Fueron analizadas las siguientes actividades:

-Catalasa -Rojo de metilo
-Oxidasa -Voges-Proskauer
-Produccién de acidos a partir de -Reduccion de selenito
carbohidratos -Oxidacion de gluconato
-Prueba de 6xido-fermentacion de -Crecimiento en agar Mac Conkey
la glucosa -Crecimiento en agar cetrimida
-Respiracion sobre fumarato -Hemolisis en agar sangre
-Produccion de H,S -Hidrolisis de la esculina
-Reduccion de nitratos y nitritos -Hidrolisis de la tirosina y
-Produccion de indol formacion de pigmento
-ONPG -Hidrolisis de la gelatina
-Produccion de ureasa -Hidrolisis del almidén
-Fenilalanina desaminasa -Hidrolisis de Tween 20 y 80
-Produccion de lecitinasa -Produccién de fosfatasa
-Producciéon de DNasa -Hidrdlisis de caseina

Catalasa

Para la realizacion de esta prueba se adiciond agua oxigenada de 10 volimenes
directamente a un cultivo joven. La aparicion de burbujeo indico la presencia de oxigeno y, por

tanto, la presencia de la enzima.

Oxidasa

Para detectar la enzima citocromo C oxidasa se realizo la extension de un cultivo joven de
cada microorganismo sobre un papel de filtro y rapidamente se depositd una gota de solucion
acuosa de N, N, N’,N’- tetrametil-p-fenilendiamina al 1% (p/v) (Sigma®). Se dio como positiva la
prueba si aparecia un intenso color azul violeta antes de 30 segundos, correspondiente a las formas

oxidadas del reactivo (Kovacs, 1956).
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Produccion de acidos a partir de carbohidratos

Se siguid la metodologia de Leifson (1963), modificada posteriormente para
microorganismos haléfilos por Ventosa y colaboradores (1982). Asi, al medio de cultivo descrito a
continuacion se le afladid cada azucar ensayado a una concentracion del 1% (p/v), se ajusté el pH a
7,2, se repartio en tubos de hemolisis y se calentd en el autoclave de vapor a 100°C durante 30
minutos. El proceso se repitiéo dos veces con un intervalo de incubacion a 32°C durante 24 horas.

La esterilizacion se llevo a cabo por vapor fluente para evitar la hidrdlisis de los azucares.

Medio de cultivo para produccion de acidos Carbohidratos ensayados (Sigma®)
(Ventosa y col., 1982)
[
Extracto de levadura (Difco®)........... 10,0g Adomto'l D-manos.a
o = ® D-celobiosa D-melecitosa
Proteosa-peptona n°3 (Difco )......... 5,0g Dof L
Rojo fenol al 0,04% (p/v) (sol. acuosa). | 20ml — “‘lmsa S'ramnosa
Solucion de sales al 7,5% (p/v) c.s.p. 1000ml ~galactosa acar@a
D-glucosa D-salicina
mio-inositol L-sorbosa
Lactosa D-sorbitol
D-manitol D-trehalosa
Maltosa

Los microorganismos se incubaron a 32°C durante una semana, efectuandose lecturas
diarias y anotandose la produccion de acidos por el viraje del indicador a amarillo. La observacion
cada dia de los tubos es fundamental para evitar falsos resultados negativos debidos al reviraje del

indicador con el tiempo.

Prueba de oxido-fermentacién de la glucosa

Se utilizé el mismo medio base que en la prueba anterior, adicionado de un 1% (p/v) de
glucosa y distribuido en tubos Weimberg. La bacteria se inoculdé en profundidad utilizando una
pipeta Pasteur, en el medio previamente regenerado. Rapidamente se cubri6 con agar estéril al 2%
(p/v) calentado a sobrefusion, formando un tapon de unos dos centimetros, finalmente se afiadio

parafina estéril.
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Los tubos se incubaron a 32°C durante una semana efectuandose lecturas diarias para

detectar si la glucosa era transformada en acidos en ausencia de oxigeno.

Respiracion sobre fumarato

Basandonos en la metodologia de Callies y Mannheim (1978) y utilizando también el
mismo medio que en las pruebas anteriores, se afiadi6 fumarato potasico (Merck™) a una
concentracion del 0,08% (p/v). Los tubos fueron inoculados de forma semejante a como lo hicimos
en la prueba de oxido-fermentacion; tras la inoculacion se cubrié con un tapén de agar y parafina.

Los tubos se incubaron a 32°C durante 15 dias, observiandolos diariamente.

La prueba se considerd positiva cuando aparecia crecimiento en el tubo sin produccion de
acidos, lo que indicaba que se habia producido una respiracion. Se anot6é también la produccion de

gas, que se evidencia por el desplazamiento del tapon de agar.

Produccion de H,S

El medio descrito en este apartado se ajustd a pH 7-7,2 y se distribuyd en tubos de

hemolisis. Se esterilizd a 112°C durante 30 minutos.

Después de inocular los microorganismos, se colocd en la boca de cada tubo y sujeta por
el tapon de algodon una tira de papel de filtro de 3x0,5 cm, impregnada en una solucion saturada

de acetato de plomo.

Medio de cultivo para produccién de H,S

Los tubos se incubaron a 32°C (Clarke, 1953)

durante una semana y se anotaron como

Extracto de levadura (Difco®).............. 10,0g
positivos aquellos casos en que se produjo Proteosa-peptona n°3 (Difco”)............. 5,0g
ennegrecimiento de la tira de papel por la | | L-cistina (Sigma™)......oiiii 0,1g

Glucosa (Panreac®)..........coccevrurvernne. 1,0g

formacion de sulfuro de plomo.

Solucion de sales al 7,5% (p/v) c.s.p... | 1000ml

Todos los pasos seguidos responden a la metodologia descrita por Clarke (1953).
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Reduccion de nitratos y nitritos

En este ensayo se detectan la actividad nitrato y nitrito reductasa. Se realiza en aerobiosis
a diferencia de la prueba de respiracion sobre estos compuestos, ya explicada en el apartado

II1.1.1. del Capitulo 1.

Se sigue el método propuesto por Skerman en 1967. El medio descrito a continuacion se
ajustd a un pH de 7-7,2, se distribuyd en tubos de hemolisis con campanita Durham y se esterilizo

en autoclave a 112°C durante 30 minutos.

Medio de cultivo para reduccion de nitrato

Extracto de levadura (Difco®)............... 10,0g
Proteosa-peptona n°3 (Difco”)............. 5,0g
Glucosa (Panreac”)..........cccooovvveeen.. 1,0g
Nitrato potasico ( Panreac”)................ 1,0g
Solucion de sales al 7,5% (p/v) c.s.p... | 1000ml

Tras 5 dias de incubacion a 32°C se procedio a la lectura, observandose en primer lugar la
presencia o ausencia de gas en el interior de la campanita. A continuacion, se adicionaron los
reactivos de nitratos: 1 ml de la soluciéon A y otro de la B a cada tubo. La aparicién de un color
rojo intenso indica la presencia de nitritos en el medio.

Reactivos de deteccion de nitritos en el medio
(Skerman, 1967)

Reactivo A: Solucion al 0,8% (p/v) de 4acido
sulfanilico en acido acético 5 N.

Reactivo B: Solucion al 0,5% (p/v) de a-naftilamina
en acido acético 5 N.

En los casos negativos se afadi6 a cada tubo granalla de zinc (aproximadamente 5
mg/ml); la aparicién de un color rojo indicé que aun existian nitratos en el medio, con lo cual la

prueba era dada como negativa. Por el contrario, la ausencia de color rojo mostraba que no habia
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nitratos en el medio, por haber pasado inicialmente a nitritos y éstos haberse reducido nuevamente
hasta dinitrogeno gas u otras especies gaseosas intermedias. En este caso el microorganismo
reducia no sodlo los nitratos, sino también los nitritos; la formacion de dinitrogeno era evidenciada

por la aparicion de una burbuja en el interior de la campanita.

Produccion de indol
Se siguieron las directrices de Kovacs (1928), preparandose previamente el medio de
cultivo que se describe a continuacion:

El medio se esterilizd en autoclave a

Medio de cultivo para produccién de indol o . .
112°C durante 30 minutos, una vez ajustado

Proteosa-peptona n°3 (Difco®)............ 5,0g | el pH al mismo valor que en las pruebas

Glucosa (Panreac).........coceceeveuervencnnee B nicriores y haberlo distribuido en tubos de
Solucion de sales al 7,5% (p/v) c.s.p... | 1000ml

hemolisis. Posteriormente, se sembraron los

tubos y se incubaron durante 48 horas a 32°C.

Para la lectura se afiadieron 0,5 ml del reactivo de Kovacs a cada tubo, cuya composicion

se recoge a continuacion

Reactivo de Kovacs (Kovacs, 1928)

p-dimetilaminobenzaldehido (Merck®)..... 5,0g
HCI concentrado (Panreac”)...................... 75ml
Alcohol amilico (Panreac”)....................... 25ml

Preparacion: Se disolvio el aldehido en alcohol por
calentamiento suave en bafio Maria, se dejo enfriar
y, finalmente, se anadi6 el acido.

La prueba se dio como positiva con la aparicion de un anillo de color rojo en la superficie

del medio que indicaba la presencia de indol, y con ello la existencia de actividad triptofanasa.

Rojo de metilo

Esta prueba y la siguiente determinan los tipos de fermentacion producidos por los

microorganismos: Acido-mixta y butanodidlica. En ambas se utilizé el medio de Barrit (1936)
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adaptado para microorganismos halofilos (Mata y col., 2002). En la prueba de rojo de metilo se

detectan los acidos producidos en la fermentacion acido-mixta.

Medio de cultivo para deteccion de fermentacién acido mixta
(Ventosa y col., 1982)

Extracto de levadura(Difcoﬁ\’) ................ 10g
Proteosa-peptona n°3 (Difco”)............. 5g
Glucosa (Panreac®)..........cccocoeveuevnn... 5g
NaCl (Panreac”)........ocooveveeveeeeeeennn. 75g
KCI (Panreac®)...........ooveeverererenrernenn. 2g
MgSO, x 7 H,O (Merck®) .................... 0,2¢g
FeClyx 3 HyO (Probus®).......ccccoeven..... trazas
KoHPO, (Merck™).....veeeeeeeeeeeeean 5g
Agua destilada C.S.p..ccoveeierieriieieee 1000ml

El pH del medi ajusto a 7-7,2 y se .
p de edio se J i Solucion de rojo de metilo (Barritt, 1936)

esterilizO en autoclave como en los casos

anteriores, tras repartir en tubos de hemolisis. Rojo de metilo (Merck@) ,,,,,,,,,,,,,,, 0,4g

Después de 48 horas de incubacion a 32°C se Etanol (Probus®)............ccccovven.... 400ml

realizé la lectura mediante la adicion de unas Agua destilada c.S.p....c.ccveennnenn. 1000ml

gotas de solucidn de rojo de metilo.

La aparicion de un color rojo indicd la positividad de la prueba, es decir, la presencia de

acidos resultantes de la fermentacion acido-mixta. La coloracion naranja se dio como dudosa.

Voges-Proskauer

El método seguido se debe también a Barritt (1936), con las modificaciones para
microorganismos haléfilos de Ventosa y col. (1982). Se utilizé el mismo medio que el de la prueba
del rojo de metilo, pretendiendo en este caso detectar la presencia de acetoina, procedente de la
fermentacion butanodiolica. Para ello, después de la incubacion durante 48 horas a 32°C, se afiadio
a cada tubo 0,6 ml de la solucioén de a-naftol al 5% (p/v) en etanol y 0,2 ml de KOH al 40% (p/v)
en agua. Un color rojo intenso en la superficie del tubo indic6 que la prueba era positiva. Los casos

negativos se volvieron a observar, tras incubarlos a 32°C durante 30 minutos.
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Reduccion de selenito

Se utilizé el medio base siguiente, descrito por Lapage y Bascomb (1968) y adaptado a

microorganismos haléfilos:

Medio base para la reduccion de selenito

Extracto de levadura(Difco®)................ 10,0g
Proteosa-peptona n°3 (Difco®)............. 5,0g
Manitol (Sigma®)..........cccccovverrrrnnn, 4,0g
NaCl (Panreac™).........ooveeveeeeeeverenne. 74,5g
KCI (Panreac®)........oooeeeeeeeeeeeeeeennnn. 1,5g
MgSO, (Panreac™) .........ocooeeeeeeennn. 0.2g
Na,HPO, (Merck™).......oveveeeeeeeeenan. 43g
Agua destilada C.S.p..cooveeveiieiieiieins 1000ml

Se ajusto el pH a 7-7,2 y se esterilizé a 112°C durante 30 minutos. Una vez estéril se
afiadio a cada 99 ml de este medio de cultivo, 1 ml de selenito 4cido de sodio (Merck™) al 40%

(p/v) en agua previamente esterilizada y se distribuyd en tubos de hemolisis estériles.

La aparicion de un precipitado rojo ladrillo tras una incubacion durante 15 dias a 32°C

daria la prueba como positiva.

Oxidacion de gluconato

Se sigui6é el método de Shaw y Clarke (1955), también adaptado a microorganismos
halofilos. Al medio de cultivo que se describe en este apartado se le ajust6 el pH al mismo valor
que los otros y se esterilizo en autoclave a 112°C durante 30 minutos, después de repartir en tubos
de hemolisis. Tras dos dias de incubacion a 32°C se procedio a la lectura mediante la adicion de 1
ml de reactivo de Benedicto por cada 5 ml de cultivo y tras mezclar, se hirvié durante 10 minutos.

La formacion de un precipitado color ocre, naranja o pardo constituye una reaccion positiva.
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Medio de cultivo para oxidacion de gluconato
(Shaw y Clarke, 1955)

Extracto de levadura(Difco®)... | 10,0g
Proteosa-peptona n°3 (Difco”). 5,0g
Gluconato potasico (Sigma®)... 40,0g
NaCl (Panreac”)....................... 74,5¢
KCI (Panreac®).........coccoeveuen... 1,5
MgSO, (Panreac”) .................. 0,2g
K,HPO, (Panreac”).................. 43g
Agua destilada c.s.p......c......... 1000ml

ONPG

Solucion de Benedicto

Citrato sodico (Sigma®)............... 17,3g

Na,COs anhidro (Panreac®)......... 10,0g

CuSO,4 x SH,O0 ( Panreac:@) .......... 1,7¢g

Agua destilada ¢.S.p..c..coevvenenene 100ml

Preparacion: Se disolvio el citrato y el
carbonato en 60 ml de agua y el sulfato de
cobre en 20 ml de agua y esta segunda
solucion se agregd a la primera con
agitacion constante.

Mediante este test se detectaron algunos fermentadores de lactosa que en medios

ordinarios tardan varios dias en producir acidos o incluso no llegan a producirlos.

La prueba se realizd segin Lowe (1962). Se prepard una solucion de ONPG

(O-nitrofenil-B-D-galactopirandsido) disolviendo 6 g por cada 1000 ml de Na,HPO, 0,01 M

(Panreac™); 250 ml de esta solucion esterilizada por filtracion se afiadieron a 750 ml del medio

base descrito a continuacion, ya estéril y con el pH ajustado a 7-7,2:

Una vez mezclado el medio se

reparti06 en tubos de  hemolisis
estériles.Tras 24 horas de incubacion a
32°C la actividad B-galactosidasa se puso
de manifiesto por la aparicion de un color
amarillo debido a la aparicion del

O-nitrofenol.

Medio base para la prueba ONPG

Extracto de levadura (Difco®).............. 10,0g
Proteosa-peptona n°3 (Difco®)............. 5,0g
Solucion de sales al 7,5% (p/v) c.s.p.... | 1000ml
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Produccion de ureasa

Se utiliz6 el medio Christensen (1946), que es comercializado por Scharlau® como polvo

deshidratado; fue reconstituido en soluciéon
de sales al 7,0% (p/v), puesto que el medio
ya contenia un 0,5% de NaCl. Después de
esterilizar en el autoclave, se afiadieron 50
ml por cada 950 ml de medio de una
solucion de urea (Merck™) al 40% (p/v),

esterilizada por filtracion.

Fenilalanina desaminasa

Medio de Christensen (Scharlau®)
(Christensen, 1946)

Peptona.......cccooeenieiiiiinieiiiiiieeienne 1,0g
DeXtrOSa. cueeeiieiiiiiiiiieesiiesiieiieniaeen 1,0g
NACL .o 5,0g
KHoPOyiiiiiiiiiiciiiccccane 2,0g
ROjo fenol.......ccccoevveveeieieeieiaeneee. 0,012¢g
YN ) PP 15,0g
Solucioén de sales al 7,0% (p/v) c.s.p. | 1000ml

Para el estudio de esta actividad se utiliz6 un medio deshidratado comercializado por

Difco®, cuya composicion se describe en el siguiente cuadro.
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Este medio, al igual que en el
caso anterior, se reconstituyé en 1000 ml
de solucion de sales al 7,0% (p/v). Se
reparte en tubos de hemolisis que se
esterilizan, y se disponen en pico de flauta.
Posteriormente se repartid en

tubos de hemolisis estériles que se

Medio Fenilalanina desaminasa (Difco®)

(Ewing y col., 1957)

3,0g
NACL. et 5,0g
HPOy. oo 1,0g
D,L-fenilalanina.............cccceeveerenenn. 2,0g
AGAT et 12,0g
Solucién de sales al 7,0% (p/v) c.s.p.. | 1000ml

inclinaron en pico de flauta. Tras la incubacion a 32°C durante 7 dias se observo la hidrolisis de

la urea por el viraje del indicador a color rosa.

Se sembraron los microorganismos, y tras la incubacion durante 24 horas a 32°C se

afiadieron 0,2 ml de una solucién de FeCl; (Probus®™) al 10% (p/v). La aparicion de un color verde

en la superficie del medio indico la presencia de acido fenilpiravico, considerando la prueba como

positiva. Esta forma de proceder responde a la metodologia descrita por Ewing y col. en 1957.

Crecimiento en agar Mac Conkey

En este caso también se empled un medio deshidratado (de la casa comercial ADSA®™),

que se reconstituy6 en solucion de sales al 7,0% (p/v).

Se disolvieron 52,5 g del medio
en 1000 ml de solucion de sales al 7,0%
(p/v), y se distribuy6 en placas petri. Se
inocularon los microorganismos y se
observo el crecimiento tras una semana
de incubacion a 32°C. Esta prueba
permite ver el crecimiento del
microorganismo en presencia de sales

biliares.

Agar Mac Conkey (ADSA®)
(Mac Conkey, 1908)

20,0g
Lactosa...ccueeeiiiiieiiiiiiesieeieeiieeieees 10,0g
Sales biliares.......occoeeveneieiiniieiieeaeen 2,5g
NACL. et 5,0g
AGAT ittt 15,0g
ROJO NEULTO.....veeieeieiieieieeieieeee. 0,05g
Cristal Violeta.......coeoveveriiiininiiiienieeens 0,001g
Solucioén de sales al 7,0% (p/v) c.s.p..... 1000ml
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Crecimiento en agar cetrimida

Se utilizo el medio deshidratado Agar Cetrimida (Difco”)

comercializado por Difco®, cuya

composicion se indica en el cuadro Peptona .......coovveeeiiiieniiiiiieeeieeee 20,0g
adyacente. Como se puede observar el MEClo.eiiniieiieiieieeeeeeee e l,4g
. . L KQSO4 ................................................ I0,0g
medio contiene cetrimida, que por sus Tt (e G 0l
propiedades detergentes actila cetriltrimetilamonio)......................... 28
AGar. ..o 13,6g

inhibiendo el crecimiento de la mayoria —
Solucion de sales al 7,5% (p/v) c.s.p. | 1000ml

de microorganismos con excepcion de

Pseudomonas aeruginosa y otros Gram

negativos no fermentadores.

El agar cetrimida es una modificacion del medio disefiado por King y col. (1954) para
potenciar la produccién de piocianina y fluoresceina por las especies de Pseudomonas

(informacion técnica de la USP).

Se inocularon los microorganismos y se incubaron a 32°C durante 7 dias. Se observo el

crecimiento durante este periodo.

Hemolisis en agar sangre

El medio MY sdlido se preparo6 al 5% (p/v) de sales; en este caso, el porcentaje de sales
se redujo para evitar la lisis de los globulos rojos por choque osmoético. No obstante, la
concentracion salina seguia encontrandose dentro del intervalo 6ptimo de crecimiento de todas las
cepas. Tras esterilizar y enfriar el medio a unos 50-60°C, se le afiadi6 sangre asépticamente en una

proporcion del 5% (v/v); se mezcld y se distribuyd en placas petri.

El ensayo se realizd por duplicado; cada microorganismo fue sembrado en dos placas, una
preparada tal cual se ha explicado anteriormente y otra, en la que al medio MY se le habia
suprimido la glucosa. Esta estrategia para potenciar la actividad hemolitica, sigue las

recomendaciones de Fuller y Maxted, (1939).
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Tras dos dias de incubacion, en ambos casos a 32°C, se observé la actividad hemolitica
por la aparicion de un halo transparente (hemolisis total) o verdoso (hemolisis parcial) alrededor
del crecimiento. La lectura de la prueba no deberia posponerse en el tiempo, puesto que el alto

contenido en sales puede producir la lisis de los globulos rojos.

Hidrolisis de la esculina

Se sigui6 la metodologia descrita en el Manual de Cowan y Steel’s (1993). Al medio MY
al 7,5% (p/v) solido se le afiadi6 esculina al 0,1% (p/v) y citrato férrico al 0,05% (p/v).

Los microorganismos una vez inoculados, fueron incubados a 32°C. Durante 7 dias se
examinaron las placas diariamente para observar un ennegrecimiento sobre y alrededor del
crecimiento bacteriano, lo que indica la hidrélisis de la esculina, y formacion de esculetina que,

con el Fe** del medio da un complejo fendlico de color negro (Koneman y col., 1983).

Hidrédlisis de la tirosina y formacion de pigmento

Se realiz6 segun el método de Gordon y Smith (1955). Al medio MY al 7,5% (p/v) s6lido
se afiadio tirosina al 0,5% (p/v); se mezclo bien y se esterilizo a 112°C durante 30 minutos; se
distribuy6 en placas petri asegurandonos que la tirosina se distribuye uniformemente, puesto que

es una sustancia insoluble.

Las placas inoculadas se incubaron a 32°C. Durante un periodo de 7 dias se observo la
hidrolisis de este compuesto por la disolucion de los cristales debajo y alrededor del crecimiento
bacteriano. Se observd también la aparicion de color sobre y alrededor de la extension, lo que

indica la formacion de pigmento.

Hidrdlisis de la gelatina

Se sigui6 el método de Frazier (1926), modificado en placa, utilizdndose el medio MY al
7,5% (p/v) solido al cual se le afiadi6 gelatina al 1% (p/v) (Sneath y Collins, 1974). Se esterilizé en

autoclave durante 30 minutos a 112°C, como viene siendo habitual, tras ajustar el pH a 7-7,2.
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Se inocularon los microorganismos Reactivo de Frazier
(Frazier, 1926)

y se incubaron a 32°C durante 7 dias. Al

cabo de este tiempo se inundo la placa con Cloruro de mercurio (Sigma®). 12,0g

el reactivo de Frazier. Una zona de HCI concentrado (Panreac™). 16ml

Agua destilada c.s.p............... 80ml

aclaramiento  alrededor del ~ crecimiento Preparacion: Se mezclo el cloruro mercurico

bacteriano indicé que la gelatina estaba con el agua y a continuacion se afiadi6 el acido
agitdndose hasta completa disolucion.

hidrolizada en la zona proxima al

crecimiento.

Hidrolisis de almidén

Se utiliz6 el medio MY al 7,5% (p/v) solido al que se le suprimiéo la glucosa,
adicionandole en su defecto almidon al 1% (p/v) (Cowan y Steel, 1993). Se esterilizé a 112°C
durante 30 minutos. Se inocularon las placas y se incubaron a 32°C durante 7 dias. La lectura se

realizé inundando la placa con lugol.

Solucién de lugol
(Cowan y Steel, 1993)

El medio toma color azul alli donde

L (Panreac\"z‘ """"""""""""""" 3,02 existe almidon sin hidrolizar. La hidrélisis se
KI (Panreac™)......ccceevveveveennennne. 6,0g

Agua destilada c.s.p................. 1000ml observa por la aparicion de halos sin tefiir
Preparacion: Se mezclaron todos los alrededor de la extension del microorganismo

reactivos. La mezcla se dejoé reposar

durante 24 horas y se filtro. que posee amilasa.

Hidrdlisis de Tween 20 y 80

Se sigui6 el método de Sierra (1957) para el estudio de la actividad lipolitica. El Tween
se esterilizo por separado mediante calor seco y se afiadié al medio MY al 7,5% (p/v) solido y
esterilizado previamente en autoclave (112°C, 30 minutos) hasta una concentracién final del 1%

(p/v). Se ensayaron los dos derivados del polioxietilén sorbitan, Tween 20 y 80 (Sigma®).

Se inocularon los microorganismos y se incubaron a 32°C durante 15 dias, tras los cuales
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se observd, en los casos positivos, la aparicion de un halo opaco alrededor del crecimiento

bacteriano debido a la precipitacion de la sal calcica del acido liberado.

Produccion de lecitinasa

De acuerdo con la metodologia de Larpent y Larpent-Gourgand (1957), se prepard por un
lado, una emulsion estéril de yema de huevo recogiéndola asépticamente en 250 ml de solucién
salina estéril. De otra parte, se prepard como viene siendo habitual el medio MY al 7,5% (p/v)
solido; se esterilizd y una vez que se enfrio a 45-50°C, se adicionaron, en condiciones también
asépticas, 10 ml de la emulsién de yema estéril por cada 90 ml de medio MY. Se distribuyo en

placas petri.

Tras la incubacion a 32°C durante una semana, se observd en los casos positivos la
opalescencia en el medio, alrededor de las colonias y zonas de crecimiento. Cuando la actividad
lecitinasa se acompafiaba de propiedades lipoliticas, se forma una capa superficial de coloracion

perlada sobre la masa bacteriana.

Produccion de DNasa

Se utilizé el medio deshidratado DNasa Agar (ADSA™), que se reconstituyé en solucion

de sales al 7,0% (p/v). Su composicion se puede observar en el cuadro inferior.

Agar DNasa (ADSA")

- | Se disolvieron 42 g del medio
Triptona .....eeeeveieeeiieeeieeeieeeee e 20,0g
ADN. ..ot 2,0g deshidratado en un litro de solucién de
NaCl...oooiioiiiiiniiiiiiiccccs 5,0g sales al 7,0% (p/v), y se esteriliz6 durante
Agar .................................................... 13,6g 30 minutos a 1120C LOS microorganismos
Solucion de sales al 7,0% (p/v) c.s.p.. | 1000ml .

se incubaron durante una semana a 32°C.

Para la lectura se vertio HCI 1IN (Panreac™) sobre la placa, el cual precipita el ADN
confiriendo mas opacidad al medio. En los microorganismos productores de la enzima aparece un

halo maés claro alrededor del crecimiento microbiano (Jeffries y col., 1957).
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Produccion de fosfatasa

Al medio MY al 7,5% (p/v) solido, esterilizado en autoclave a 112°C durante 30 minutos,
se le afiadio una solucién acuosa de difosfato de fenolftaleina al 1% (p/v) (Sigma®), previamente

esterilizada por filtracion, hasta una concentracion final del 0,01% (p/v), y se repartio en placas.

Las placas una vez inoculadas se incubaron a 32°C durante 5 dias, tras lo cual se llevo a
cabo la lectura adicionando sobre la placa una solucién de amoniaco concentrado (Panreac”). La
aparicion de un color rosa sobre y alrededor del crecimiento bacteriano indica la liberacion de la

fenolftaleina, que con el amonio toma color rosado (Baird-Parker, 1963).

Hidrolisis de la caseina

Se siguid el método modificado de Hastings (1903, 1904): A 500 ml de leche desnatada
se le afiadi6 el mismo volumen del medio MY al 7,5% (p/v) solido y elaborado a doble
concentracion en todos sus componentes; tanto la leche como el medio deben estar previamente

estériles y enfriados a unos 55-60°C. Posteriormente, la mezcla resultante se repartio en placas.

Después de inocular los microorganismos, las placas se incubaron a 32°C durante 7 dias.
En la lectura se observaron halos de aclaramiento alrededor de la extension del microorganismo,
cuando la prueba era positiva. Para los casos dudosos, se utilizé el reactivo de Frazier (Frazier,
1926); si la zona de aclaramiento decrecia tras la adicion del mismo, era indicativo de que la

caseina no habia sido digerida totalmente (Cowan y Steel, 1993).

d) Pruebas nutricionales

Se estudio el empleo de diversos carbohidratos, alcoholes y acidos organicos como
tnica fuente de carbono y energia. Asimismo, se ensayaron varios aminoacidos con la anterior
finalidad pero también con la de estudiar la capacidad de los microorganismos para usarlos como

unico aporte de nitrogeno.
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Utilizacién de carbohidratos, alcoholes y acidos como tnica fuente de carbono y
energia

Para los estudios nutricionales se siguid la técnica de Koser (1923), modificada por

Ventosa y colaboradores (1982), utilizando un medio base de sales cuya composicion es la

siguiente:
Medio de Koser
Koser (1923)
NaCl (Panreac”) ........cococcou..... 75,0g
KCI (Merck®™)......ovoveeeeeeeeennan. 2,0g
MgS0,-7H,0 (Merck®)............. 0,2g
KNO; (Merck™).....oovveveeriann. 1,0g
(NH,),HPO, (Panreac”)............. 1,0g
KH,PO, (Panreac”).................... 0,5g
Agua destilada ¢.S.p....ceevvvenen. 1000ml

El sustrato ensayado se adicion6 al medio hasta la concentracion final adecuada. Para los
carbohidratos se empled una concentracion de 0,2% (p/v) y en el caso de los alcoholes y acidos
orgénicos del 0,1% (p/v). Se repartid en tubos de hemolisis y se esterilizo en el autoclave de vapor
a la temperatura de ebullicion del agua durante 30 minutos. El proceso se repitié dos veces con un
intervalo de 24 horas, durante el cual los tubos se incubaron a 32°C. La esterilizacion se realiz a

vapor fluente para evitar la hidrolisis de los sustratos ensayados en el medio definido.

Los sustratos ensayados como unica fuente de carbono y energia fueron los incluidos en
la Tabla 9:
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Tabla 9. Sustratos ensayados como uinica fuente de carbono y energia.

Carbohidratos (Sigma®) Acidos (Sigmaé) Alcoholes (Sigma®)
Almidéon D-manosa Acetato Adonitol
L-arabinosa D-salicina Citrato Etanol
D-celobiosa D-trehalosa Formiato DL-glicerol
Esculina Fumarato mio-inositol
D-fructosa D-gluconato D-manitol
D-galactosa DL-lactato D-sorbitol
D-glucosa Malonato

Lactosa Propionato

Maltosa Succinato

Para la siembra de todas las pruebas nutricionales se utilizé un cultivo de 24 horas en el
medio MY al 7,5 % (p/v) liquido que, posteriormente, se sembrd en medio Koser sin sustrato
durante 24 horas, utilizando éste como indculo para la prueba. Este paso previo se realizo para
asegurar la utilizacion del sustrato afiadido como unico aporte de carbono y energia. Los sustratos

se incubaron a 32°C durante siete dias.

Es imprescindible para la lectura contar con un tubo control sin sustrato para cada
microorganismo, que se inocula al mismo tiempo que el resto de las pruebas. También es
importante utilizar un control positivo que constituye un tubo de MY al 7,5% (p/v) liquido. Se

dieron como positivos los casos en que aparecié una turbidez manifiesta.

Utilizacién de aminoacidos como tinica fuente de carbono, nitrégeno y energia
Se empled el mismo medio anterior al que se elimind el KNO; y el (NH4),HPO,, este

ultimo sustituyéndolo por la sal sodica.

Los aminoéacidos, en concentracion 0,1% (p/v), se adicionaron por filtracion después de

haber esterilizado el medio base.
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Tabla 10. Aminoacidos utilizados como tnica fuente de carbono, nitrégeno y energia.

Aminoacidos (Sigma®)

DL-alanina L-lisina
L-cisteina L-metionina
L-histidina L-serina
iso-leucina L-valina

e) Pruebas de susceptibilidad a diversos antimicrobianos

Para el estudio de la sensibilidad frente a agentes antimicrobianos se siguio la técnica de
Bauer y colaboradores (1966), empleando el medio MY soélido al 7,5% (p/v). Se utilizaron discos
de 6 mm de diametro (Sensi-disc, BBL).

Como inéculo se utilizé una suspension del microorganismo en solucion salina ajustada al
nimero 0,5 de la escala de MacFarland. La lectura se realizd a las 24 horas de incubacion a 32°C
midiendo la zona de inhibicién del crecimiento y el microorganismo se clasificé como resistente,

sensible o intermedio de acuerdo con Barrit y Thornsberry (1980).

Los antibioticos estreptomicina, kanamicina y tobramicina se ensayaron en placas con 2%

de sales (p/v), ya que se inactivan a concentraciones mayores de sales (Coronado y col., 1995).

Se abarco un amplio abanico de agentes antimicrobianos, escogiendo al menos un

representante de cada uno de los grupos quimicos.
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Tabla 11. Antimicrobianos ensayados, con sus concentraciones especificadas.

Antimicrobianos (OXOID®)

Aminoglicésidos: Nitrofuranos:

Gentamicina (10ug) Nitrofurantoina (300 UI)

Tobramicina (10ug) Polipéptidos:

S-Lactdmicos: Polimixina B (300 UI)
Penicilinas: Quinolonas:

A: Amoxicilina (20ug)+ Acido clavulanico (10ug) Acido nalidixico (30pg)
Ampicilina (10pg) Norfloxacino (5ug)

G: Penicilina (10 UI) Rifamicinas:
Cefalosporinas: Rifampicina (30ug)

Aztreonam (30pg) Sulfamidas:

I: Cefalotina (30ug) Sulfamida (250 pg)

l: Cefoxitina (30ug) E;E?Sg;nn (1,25pg) +Sulfametoxazol

I11: Ceftazidima (30ug) Tetraciclinas:

Glicopéptidos: Doxiciclina (30 UT)

Vancomicina (30ug)

IV.1.1.2. Taxonomia numérica

A partir de los resultados de las pruebas morfologicas, culturales, fisiologicas,
bioquimicas, nutricionales y de susceptibilidad a antimicrobianos, se realizé un analisis numérico
para determinar la semejanza de las bacterias objeto de estudio, entre ellas y con respecto a las de
referencia. En las pruebas bioquimicas se incluyeron también los resultados de la respiracion sobre

nitrato y nitrito, expuestos en el Capitulo I, que determinaron la seleccion de los microorganismos.

Las cepas tipo listadas en la Tabla 10 (pagina siguiente) fueron las incluidas como
referente en el analisis numérico, pues de ellas se poseia la caracterizacion fenotipica completa
(Mata y col., 2002; Martinez-Canovas y col., 2004 a y ¢; Martinez-Checa y col., 2005), realizada

en las mismas condiciones que las usadas en este estudio.

Este analisis numérico se llevo a cabo gracias al programa TAXAN (Information resource
group, Maryland Biotechnology Institute, University of Maryland, College Park, HT 20742, USA).
La codificacion de las pruebas para el calculo estadistico se realizoé dando el valor 1 a las pruebas

positivas y 0 a las negativas. Las pruebas en las cuales la comparacion no era factible, bien porque
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resultaran dudosas o bien porque no se poseyera el dato, se codificaron como 9.

La valoracion de los datos para obtener el grado de semejanza entre las distintas unidades
taxondmicas operativas (OTU's), se realiz6 empleando el coeficiente de Sokal y Michener (Sgy),
de apareamiento simple, el mas idoneo para este tipo de estudio (Quesada y col., 1983; Del Moral
y col., 1987). Los resultados obtenidos con dicho coeficiente de semejanza se sometieron a un
analisis de agrupacion segun la técnica UPGMA (Unweighted Pair Group Mean Average) o de
acoplamiento promedio binario contrapesado, obteniéndose el correspondiente coeficiente de

correlacion cofenética (Sneath y Sokal, 1973).

Tabla 12. Especies del género Halomonas, vilidamente publicadas hasta la fecha e incluidas como

referencia en el estudio fenotipico.

Especie

Referencia

Halomonas alimentaria DSM 15356" ~
Halomonas almeriensis CECT 7050"
Halomonas anticariensis CECT 5854"
Halomonas aquamarina CECT 5000"
Halomonas campisalis ATCC 700597"
Halomonas cupida ATCC 27124"
Halomonas desiderata DSM 9502"
Halomonas elongata ATCC 33173"
Halomonas eurihalina ATCC 49336"
Halomonas halmophila ATCC 19717"
Halomonas halodenitrificans ATCC 135117
Halomonas halodurans ATCC 29686"
Halomonas halophila ATCC 49969"
Halomonas magadiensis DSM 15367"
Halomonas marisflavi DSM 15357"
Halomonas maura CECT 5298"
Halomonas meridiana DSM 5425"
Halomonas pacifica ATCC 271227
Halomonas pantelleriensis ATCC 700273
Halomonas salina ATCC 49509"
Halomonas subglaciescola ATCC 43668"

Halomonas venusta ATCC 27125
Halomonas ventosae CECT 5797 ©

Yoon y col., 2002

Martinez-Checa y col.,2005

Martinez-Canovas y col.,2004

ZoBell y Upham, 1944; Dobson y Franzmann,1996
Mormile y col., 1999

Baumann y col.,1972; Dobson y Franzmann,1996
Berendes, 1996

Vreeland y col., 1980

Quesada y col.,1990; Mellado y col.,1995
Elazari-Volcani,1940; Dobson y col.,1990
Dobson y Franzmann, 1996

Hebert y Vreeland, 1987

Quesada y col.,1984; Dobson y Franzmann,1996
Duckworth y col.,2000

Yoon y col.,2001

Bouchotroch y col.,2001

James y col.,1990

Baumann y col.,1972; Dobson y Franzmann,1996
Romano y col.,1997

Valderrama y col.,1991;Dobson y Franzmann,1996
Franzmann y col.,1987
Fendrich,1989; Dobson y Franzmann, 1994
Baumann y col.,1972; Dobson y Franzmann,1996
Martinez-Canovas y col., 2004

" La informacién aportada en su descripcion original fue completada durante esta tesis doctoral.
[ Actualmente la situacién taxonémica de Halomonas variabilis DSM 3051" esta siendo dilucidada por la Comision
Judicial en respuesta a un articulo de opinién remitido por Sorokin y Tindall (2006).
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IV.1.1.3. Microscopia electronica

Este estudio fue realizado en el Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de

Granada.

Se utilizaron células en fase exponencial, las cuales se vertieron sobre una placa petri de
10 ml. En cada placa se sumergio un cubreobjetos con el fin de que las células se adhirieran a €, y
se incubaron en reposo durante 48 horas a 32°C. Pasado el tiempo de incubacion, las células
adheridas al cristal se fijaron con una capa de poli-L-lisina durante una noche, a 4°C y en

atmosfera saturada de vapor de glutaraldehido al 2,5% (p/v).

Posteriormente, las preparaciones se lavaron con cacodilato sodico 0,05M y se les afadié
rojo de rutenio al 0,05% (p/v) durante 4 horas. Después, ya a temperatura ambiente, las células se
deshidrataron con etanol en varias series (30, 50, 70, 90 y 100% v/v), cada una de 20 minutos de
duracion. Tras este proceso, se realizaron unas secciones ultrafinas con un ultramicrotomo

Reichter Ultracut S, equipado con una cuchilla de diamante, recogiéndose en una rejilla de cobre.

Las secciones se tifieron con acetato de uranilo (1% [p/v]) y citrato de plomo. Finalmente,
las preparaciones se examinaron en un microscopio electronico de transmision (Zeiss TEM EM
10C, 30um de apertura de objetivo y 80 KV de voltaje de aceleracion), ya empleado anteriormente

para observar los flagelos de las bacterias.
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1V.1.2. ESTUDIO GENOTIPICO

I1V.1.2.1. Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se llevo a
cabo por los dos métodos siguientes. En
todos ellos se parti6 de un inoculo en fase
logaritmica del microorganismo en medio

MM al 7,5% (p/v) de sales (Argandofia y

Medio MM
(Argandoiia y col., 2001)

Proteosa-peptona n°3 (Difcq*@) ..... 2,0g
Extracto de levadura (Difco”)....... 0,4g
Solucioén de sales al 7,5% (p/v) c.s.p. | 1000ml

col., 2001). Se trata de un medio minimo, en el que el crecimiento es 6ptimo pero la produccion de

exopolisacarido por parte de las bacterias esta limitada, asegurando asi una mayor eficacia en la

extraccion.

a) Método de Marmur (1961)

*Reactivos:
PBS
NaCl (Sigma®).......oooovvvvvvevrrven 17,53¢
Na,HPO, (Sigma®).................... 0,89g
KH,PO, (Sigma®)....................... | 0,204g
Agua bidestilada c.s.p................ 1000ml
EDTA salino
EDTA (Sigma®)......ccoonuerreernnnrreees 33,62g
NaCl (Sigma®).......ccccceueri....... 8,7g
Agua bidestilada c.s.p................ 1000ml
SSC 0,1x

Citrato s6dico (Sigma®)................ 0,4g
NaCl (Sigma®)......cccccccceveeen........ | 0,08g

Agua bidestilada c.s.p................ 100ml
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*Técnica:

Es un método de extraccion a gran escala. Se partié de un litro de cultivo en medio MM
7,5% (p/v) en fase logaritmica, el cual se centrifugd durante 10 minutos a 9000 r.p.m. Las células
se lavaron un par de veces con PBS (pH 7,2), repitiéndose la centrifugacion después de cada

lavado.

Para llevar a cabo la lisis de las células, se resuspendieron en 100 ml de EDTA salino (pH

8) y se anadieron 10 mg de lisozima, dejandolas a 37°C durante 10 minutos.

Posteriormente, se adicionaron 10 ml de SDS (Sigma®) al 25% (p/v) y se incubd durante
10 minutos a 60°C o bien hasta que el lisado adquirié un aspecto semitransparente. Después, se
afiadieron 20 ml de perclorato sédico 5M, de modo que la mezcla tuviese una concentracion 1 M.
A continuacion, se realizo la desproteinizacion mediante la adicion de un volumen igual de una
mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Se incub6 30 minutos a 37°C y se centrifugd a
8000 r.p.m. durante 10 minutos, recuperandose la fase acuosa. Repetimos la desproteinizacion
tantas veces como fue necesario hasta lograr un sobrenadante claro. Esta solucién que contenia el
ADN se precipitd con 2 volumenes de alcohol etilico 96° conservado a -20°C. Se extrajeron las
fibras de ADN enrollandolas en una varilla de vidrio fina. Seguidamente, el ADN se disolvio en
solucion salina citratada 0,1x (SSC 0,1x), cuando el ADN estaba destinado a la determinacion del
contenido en G+C, o bien en agua bidestilada, para su uso en todas las demas experiencias. En

ambos casos se repartid en tubos de polipropileno que contenian 500ul cada uno.

Finalmente, el ADN se purificé tratando con 2ul de ARNasa A (Sigma®) (10mg/ml, en
SSC 2x), durante 60 minutos a 37°C; transcurrido este tiempo se adicionaron 3ul de proteinasa K
(20mg/ml) en las mismas condiciones. Se volvid a purificar con cloroformo-alcohol isoamilico y

se precipité nuevamente con alcohol etilico absoluto.

Por tultimo, la muestra de ADN se disolvié en SSC 0,1x o en agua bidestilada como

hemos explicado con anterioridad.
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b) Extraccion de ADN gendmico usando el kit comercial “AquaPure Genomic DNA
isolation Kit” (Biorad®)

Es un método a pequena escala, que se utiliza cuando se requiere ADN de gran pureza.

Se partié de un indculo de 5 ml en medio MM. Después de centrifugar el cultivo se
trataron las células con una solucion de lisis, y posteriormente se adicion6 ARNasa, incubandose
durante 1 hora a 37°C. El paso siguiente fue la adicién de una solucién para precipitar las
proteinas. Finalmente se obtuvo el ADN mediante precipitacion con isopropanol y posterior
disolucion en el volumen adecuado de agua bidestilada. Todos los pasos seguidos se detallan en el

protocolo facilitado por la casa comercial.

1V.1.2.2. Determinacion de la concentracion de ADN

La concentracion de ADN de una solucién se determiné utilizando un biofotometro
Eppendorf®, adoptando las recomendaciones del manual de Sambrook y Russell (2001). La
absorbancia de la solucion de ADN se determino a 260 nm, frente a un blanco de agua bidestilada.
La concentracion de ADN de la muestra se expresa respecto al valor estandar de A,q=1 para
soluciones con 50 pug de ADN de cadena doble. La pureza de la muestra viene dada por la relacion
Axgo/Asgy, de forma que un valor de esta relacion por debajo de 1,8 fue indicativo de

contaminacion por proteinas, EPS y/o fenol.

1V.1.2.3. Determinacion del contenido en G+C

Se utilizo el ADN disuelto en SSC 0,1x, extraido por el método de Marmur. El ensayo se

hizo por triplicado.

El contenido en las bases guanina y citosina fue determinado a partir de la temperatura
media de desnaturalizacion (7;,), mediante el método grafico descrito por Ferragut y Leclerc
(1976). Se empleo para ello el perfil de desnaturalizacion térmica (Marmur y Doty, 1962) dado por
un espectrofotometro Perkin-Elmer UV-Vis Lambda3B, a una longitud de onda de 260 nm. La
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muestra se calenté desde 50°C hasta 110°C a una velocidad constante de 1°C/ minuto, mediante un
programador de temperatura modelo PTP-1 (Perkin-Elmer™). La variaciéon de la D.O. con la
temperatura se recogid en un registrador modelo Waters 746 Data Module (Waters-Millipore®), a

una velocidad constante de 1 cm/ minuto.

El porcentaje en G+C se obtuvo utilizando la ecuacion de Owen y Pitcher (1985). Se
escogioé como referencia la temperatura media de desnaturalizacion de Escherichia coli NCTC

9001, 74,6°C en SSC 0,1x, y su porcentaje de G+C, 50,9 moles %.

Ecuacion de Owen y Pitcher (1985)

G+C moles %=50,9+2,09x(T,,-74,6)

IV.1.2. 4. Hibridaciéon ADN-ADN

Se sigui6 la técnica descrita por Lind y Ursing (1986), con las modificaciones de Ziemke

y col. (1998) y Bouchotroch y col. (2001). El proceso se desarrollé en cinco pasos:

a) Marcaje del ADN

b) Reaccién de hibridacién

¢) Separacion de las cadenas simples v dobles
d) Deteccién del ADN marcado

e) Interpretacién de los resultados

a) Marcaje del ADN

*Reactivos:
Kit Nick Translation (Boehringer Mannheim®)
*Técnica:

Se prepar6 una mezcla a partir de los nucledtidos independientes suministrados en el kit

comercial. A dicha mezcla se le adicind DIG-11-dUTP y biotin-16-dUTP, responsables del
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marcaje del ADN de la cepa objeto de estudio. Los volumenes empleados se detallan en el cuadro

de la pagina siguiente:

En la reaccion de marcaje se utilizaron 0,5ug Mezcla de nucledtidos

(Boehringer Mannheim")
de ADN, manteniéndose durante 90 minutos a 15°C, de dATP. Sl
acuerdo con las instrucciones del fabricante. A dCTP...coeveieienn, 3vol
. ., , e, dGTP.....ccccvevenee. 3vol
continuacion, se llevd a cabo la precipitacion del ADN arre.. T 2vol
con etanol durante toda la noche. DIG-11-dUTP........... lvol
Biotin-16-dUTP........ 0,25 vol

Finalmente, se resuspendié en 100ul de agua bidestilada estéril. Un microlitro de esta
solucion se utilizod para comprobar la eficiencia del marcaje mediante el protocolo de revelado que

se describe seguidamente.

b) Reaccién de hibridacién

*Reactivos:

PBIM (pH 6,8)

Na,HPO, 1M (Sigma®).............. 142g/1
NaH,PO, 1M (Sigma®)................ 120g/1

Preparacion: Se prepararon por separado
soluciones de cada uno de los compuestos y
se adicion6 al NaH,PO, la otra solucién
hasta alcanzar el pH deseado de 6.,8.

PB 0,4M PB 0,14M+0,2% SDS

PBIM ..o, 100ml PBIM .....coniiiieeeenn 35ml
H,0 bidestilada estéril...... ~ 150ml H,0 bidestilada estéril............. 150ml
SDS (Sigma®) al 10%............. 1ml

Siempre que se haga mencion al tampon 0,14 M se sobreentendera que contiene un 0,2%
de SDS.
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La conservacion de estos tampones hasta el momento de su uso se realizdé a temperatura

ambiente, una vez esterilizados en autoclave de vapor durante 30 minutos a 112°C.

*Técnica:

Se llevd a cabo por una modificacion del método de Lind y Ursing (1986). Asi, se
mezclaron de 9-12 pl de ADN marcado con 15ug de ADN sin marcar en 72l de agua bidestilada
estéril. La mezcla se desnaturalizo a 100°C durante 10 minutos, pasandose rapidamente a hielo,
donde se mantuvo 5 minutos. Transcurrido este tiempo y tras una breve centrifugacion de algunos
segundos, se le afadieron 28 pl de tampon fosfato 1M. Finalmente, se cubrid con 50 pl de aceite
mineral para evitar la evaporacion durante la incubacion y se dejé durante 16 horas a la

temperatura de hibridacion que se consider6 optima en cada caso (7;,-20°C del ADN marcado).

¢) Separacion de las cadenas simples y dobles

*Reactivos:

PBS (pH 7,2)
NaCl 0,3M (Sigma®)........cc.c........ 17,53g/1
Na,HPO, 5mM (Sigma®)............. 0,71g/1
KH,PO,4 1,5mM(Sigma®).............. 0,204g/1

Coating buffer (pH 9,6)

Na,CO; 7,5mM (Sigma®)............ 0,794g/1
NaHCO; 15,5mM (Sigma®)......... 1,302¢/1
MgCl, ImM (Sigma®).......cccoo....... 0,203g/1

Una vez esterilizados los tampones de la manera que viene siendo habitual, se

conservaran en el refrigerador durante un maximo de 15 dias.
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*Técnica:

Tras la incubacion se procedid a la separacion de las cadenas simples y dobles de la
mezcla a través de una matriz de hidroxiapatita, siguiendo el protocolo de Brenner y colaboradores

(1969). Las eluciones se realizaron por duplicado.

Previamente a la elucion, se hidraté la hidroxiapatita (DNA grade Bio-Gel HTP; Biorad®)
con el mismo tampon fosfato 0,14 M con SDS al 0,2% (p/v); asi, se disolvio 1g de la misma en 6
ml de tampodn, se invirtid suavemente y se dejo decantar durante 20 minutos, descartando el
sobrenadante. Este proceso se repitié dos veces. Finalmente la hidroxiapatita se disolvid en otros 6
ml, se hicieron alicuotas de 200 pl y se centrifugaron a 10,000 r.p.m. durante 30 segundos,
quedandonos con el precipitado. La hidroxiapatita en tampon 0,14M retiene las cadenas dobles del

ADN y a 0,4M las simples.

La mezcla de hibridacion, una vez separada del aceite mineral, se diluy6 a la mitad con
agua bidestilada, de forma que la concentracion final del tampon fuera 0,14M. A continuacion, se
afiadieron 50 pl de esta dilucion a una alicuota de hidroxiapatita. La preparacion se mezclo
suavemente, sin vortear y se incubd durante 15 minutos a 5°C por debajo de la temperatura usada
para hibridar. Seguidamente, se centrifugd de nuevo a 10,000 r.p.m. durante medio minuto y el
sobrenadante, conteniendo las cadenas simples, se pas6é a un tubo limpio. De igual manera se
procedioé con otros dos lavados de 450 pl y 500 pl de tampén 0,14 M, para conseguir finalmente 1
ml de una dilucién que habria de contener las cadenas simples. Posteriormente, se us6 el tampon
0,4M para separar las cadenas dobles, realizando dos lavados de 0,2 ml, intercalados por una

agitacion vigorosa.

d) Deteccién del ADN marcado

A cada alicuota de cadenas simples y dobles del ADN se le afiadié un 0,1% (p/v) de
albimina sérica bovina 6 BSA (Sigma®) y se incubaron 200ul de las mismas en placas con
estreptavidina (Boehringer-Mannheim®), a temperatura ambiente y en agitacién. De forma previa,

las cadenas dobles habran sido desnaturalizadas. Durante las dos horas que se mantiene esta
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incubacion las cadenas marcadas se unen a los pocillos por medio de la biotina usada en la

reaccion de marcaje, la cual reacciona con la estreptavidina.

Transcurrido el tiempo de incubacion, los pocillos se lavaron tres veces con 200ul de PBS
(pH 7,2) y se incubaron una hora con otros 200ul del mismo tampon al que se le habia afiadido
anticuerpos anti-Digoxigenina conjugados con fosfatasa alcalina (lul de anti-Digoxigenina
disuelto en 5 ml de PBS -Boehringer Mannheim®-). Esta incubacion, al igual que la anterior, se
llevé a cabo a temperatura ambiente y en agitacion, y una vez finalizada se realizaron tres lavados;
los dos primeros nuevamente con 200ul de PBS (pH 7,2) y el altimo lavado con el mismo

volumen pero de Coating Buffer.

La deteccion se realizd con 250ul de Coating Buffer conteniendo p-nitrofenilfosfato
(disolver una tableta de p-nitrofenilfosfato -Sigma®™ en 5-7 ml de Coating Buffer). Esta reaccion se
mantuvo a 37°C y sin agitacion durante al menos media hora. Con ese reactivo, la enzima fosfatasa
alcalina origina un producto de color amarillo, cuya intensidad, relacionada con el grado de
hibridacién, fue evaluada a 405 nm empleando un lector de placas E.L.I.S.A. (Labsystems iEMS
Reader MF).

e) Interpretacion de los resultados

El protocolo se llevd a cabo simultineamente con las reacciones homdlogas y
heter6logas. El grado de hibridacion se expres6é como el porcentaje del ADN marcado obtenido en
el tampon 0,4M (cadenas dobles) respecto al ADN marcado total. A su vez, el grado de unién

relativo del ADN heter6logo se expres6 como porcentaje del homologo.
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1V.1.3. ANALISIS FILOGENETICO

Se abord¢ a partir de la secuencia del gen ARNr 16S.

IV.1.3.1. Obtencién de la secuencia del gen ARNr 16S

a) Amplificacion del gen

Se utilizd6 el ADN gendémico extraido mediante el kit comercial “AquaPure Genomic
DNA isolation kit” (Biorad®), procedimiento que ya se describio en el punto b) del apartado

IV.1.B.1.

El ADN disuelto en agua bidestilada se amplificé por PCR, siguiendo el protocolo de
Saiki y colaboradores (1988) y empleando la enzima ADN polimerasa de Termus aquaticus
(Lawyer y col., 1998) comercializada por Eppendorf”. Se utilizo el cebador directo 16F27 que se
une a las posiciones §8-27, y el cebador reverso 16R1488 unido a las posiciones complementarias
1511-1488 [numeracion en E.coli (Brosius y col., 1978)] (se puede consultar su secuencia en la

Tabla 13). Ambos cebadores son sintetizados por Sigma-Genosys”.

Tabla 13. Oligonucleétidos usados en la amplificacion y secuenciacién del gen ARNr 16S.

Cebador Secuencia (5'—3") Referencia
16F27 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Lane, 1991
16R1488 CGGTTACCTTGTTAGGACTTCACC Lane, 1991
A7+ CATGCCGCGTGTGTGAAGAAG Martinez-Canovas, 2002
*M=A6C

La reaccion de amplificacion incluyd una desnaturalizacion previa de tres minutos a 95°C
y posteriormente se desarrollaron 25 ciclos segun el siguiente esquema: Desnaturalizacion durante
70 segundos a 94°C, un minuto a 56°C para el apareamiento de los cebadores, y 2 minutos de
elongacion a 72°C. Después de los 25 ciclos, se concluyd con una fase de polimerizacion de 10

minutos a 72°C. Finalmente se enfriaron las muestras a 4°C.
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b) Secuenciacién del fragmento de ADN amplificado

Los productos de PCR se purificaron directamente utilizando el kit Illustra® GFX DNA
and Gel Band Purification (GE Healthcare™), segin las recomendaciones del fabricante. La
secuenciacion se llevo a cabo en el Servicio de Secuenciacion Automatica del Instituto de
Parasitologia y Biomedicina Lopez-Neyra de Granada, utilizando un aparato Applied Biosystems
(modelo 373 STRECHT). El método de secuenciacion fue el comercializado por Perkin Elmer,
ABI PRISM™ “Big Dye Terminators”, que utiliza en la reaccion de extensién el enzima
AmpliTaq DNA polymerase (ref,402122) y emplea dideoxinucle6tidos marcados con cromoforos

fluorescentes.

Los oligonucleotidos empleados como iniciadores en la secuenciacion, fueron los mismos

cebadores usados en la reaccion de amplificacion. Para completar la secuencia del gen, se disefio
. . . ® . .y

un nuevo cebador (A7+1, sintetizado por Sigma-Genosys®), complementario a una region

intermedia (véase Tabla 13).

IV.1.3.2. Anailisis filogenético

Los cromatogramas de las secuencias recibidas fueron comprobados visualmente para
corregir los posibles errores. Una vez inspeccionadas las secuencias, éstas se compararon con las
de los genes ARNr 16S disponibles en la base de datos GenBank, usando el programa Nucleotide
BLASTsearch (Altschul y col., 1990), cuyos resultados de similaridad entre secuencias se basan en

alineamientos locales de las mismas.

Para inferir la relacion filogenética procedimos en primer lugar al alineamiento multiple
de las secuencias de los microorganismos en estudio con las especies de referencia, considerando
como tal las especies validamente descritas hasta la fecha del género Halomonas y algunas otras
de la familia Halomonadaceae (consultar apartado 1.1.1. de la introduccion). Con este fin
empleamos los programas informaticos Clustal X (Thompson y col., 1997) y Megalign, éste Gltimo
perteneciente al paquete de programas DNAstar (Burland, 2000). El programa Megalign nos

permitio visualizar los porcentajes de semejanza entre secuencias.
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El alineamiento obtenido por Clustal X fue empleado en otro programa, MEGA 3.1
(Kumar y col., 2004), para generar el arbol filogenético. Tal y como se aconseja (Arahal y col.,
2007), la relacion filogenética se establecid por varios métodos: Maxima Parsimonia y de
Distancias. En este ultimo caso, a su vez se utilizaron las metodologias de los “vecinos préximos”
(mas conocido como Neighbour-Joining) y de la Minima Evolucion, ya que cuando el nimero de
taxa es pequefio, la variacion entre ambos métodos de Distancias puede ser sustancial (Nei y
Kumar, 2000). Las distancias evolutivas, incluyendo un factor de correccion para las mutaciones
reversas (Jukes y Cantor, 1969), se calcularon en funcién del nimero de pares de bases en que
difieren o asemejan dos genes. Por ultimo, para corregir posibles sesgos en las relaciones de
parentesco entre los microorganismos en estudio, se incluyeron tres especies externas u outgroups,
Zymobacter palmae, Cobetia marina y Carnimonas nigrificans, especies tipo de otros géneros de

la familia Halomonadaceae.

La consistencia de una determinada relacion filogenética se evalud, por un lado, por su
permanencia independientemente del algoritmo usado (Chelo y col., 2007). Por otro, por el valor
de remuestreo o “bootstrap” de la agrupacion, mediante el cual se comprobd estadistica y
aleatoriamente si el orden en que se habian introducido las secuencias afectaba a las caracteristicas
del modelo empleado (Felsenstein, 1985). El valor de “bootstrap” fue calculado por el mismo

programa MEGA 3.1 y se bas6 en 1000 remuestreos.

Finalmente, se busco de visu en la secuencia del gen ARNr 16S de cada una de las cepas,
los 19 nucleotidos signatura caracteristicos del género Halomonas y de otros géneros de la familia
Halomonadaceae (véase Tabla 14 en la pagina siguiente) (Dobson y Franzmann, 1996). Esto nos

permitio el encuadre filogenético definitivo de las cepas dentro de esta familia.
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Tabla 14. Nucledtidos signatura en la secuencia del gen ARNr 16S, caracteristicos de la familia
Halomonadaceae y de los géneros Halomonas, Carnimonas y Zymobacter (Dobson y Franzmann, 1996).

Posicién® Familia Género Género Género
Halomonadaceae Halomonas Zymobacter Carnimonas
76+93 6 bp 6 bp 6 bp 6bp |
484 A A A G
486 C C C U
640 G G G G
660 A A A A
668 A A A A
669 A A A A
737 U U U U
738 U U U U
745 U U U U
776 U U U U
1124 U U U U
1297 U U U U
1298 C C C C
1423 A A A A
1424 C U U
1439 U C C
1462 A C C
1464 C U C

*Numeracion en E.coli (Brosius y col., 1978)

IV.1.4. ANALISIS QUIMIOTAXONOMICO

Se realiz6 a partir de 250 ml de un cultivo de la cepa en cuestion en medio MY liquido al
7,5% (p/v). Tras 24 horas, el cultivo se centrifugd y el sedimento fue enviado al Servicio de
Identificacion de la Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares (DSMZ,
Braunschweig, Germany), donde se realiz6 tanto la determinacion de los acidos grasos como la de
las quinonas respiratorias. En el andlisis de los primeros se empled la técnica de cromatografia de
gases (GLC), mientras que para la determinacion de las quinonas respiratorias se usd la

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
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IV.2.RESULTADOS
IV.2.1. CARACTERIZACION FENOTIPICA

IV.2.1.1. Resultados de las pruebas morfolégicas, culturales, fisiolégicas, bioquimicas,
nutricionales y de susceptibilidad frente a diversos antimicrobianos

a) Pruebas morfolégicas y culturales

Todas las cepas seleccionadas son bacilos Gram negativos y crecen uniformemente en

medio liquido. Ninguna de ellas manifiesta produccion de piocianina.

A continuacion, en la Tabla 15 se muestran los resultados de las pruebas morfoldgicas y

culturales. En ellas hemos usado las siguientes abreviaturas:

Pig: Pigmentacion de las colonias. C: Crema; A: Anaranjada; M: Marron.

Muc: Mucosidad de las colonias. 3: Muy mucosas; 2: Moderadamente mucosas; 1: Poco mucosas;
0: No mucosas.

Mov: Movilidad.

Flag: Flagelacion: Pol: Polares; Per: Peritricos.

Longitud aproximada de la bacteria:> 3um; anchura > 0,75um

Fluo: Produccién de fluoresceina.

PHA: Acumulacion de granulos de poli-B-hidroxibutirato.

Tabla 15. Caracteristicas morfologicas y culturales.

CEPA Pig Muc Mov Flag >3um <0,75pum Fluo PHA
11S 3 - - - - -
4CR 1 f POL - - -
5CR f POL - -
15CR
AL13
C8
F15
HGD1
HGDK1
N64
RS3
SP4
12CR
F5
S19

_ Las cepas sombreadas en gris respiran sobre nitratos, sin llegar a desnitrificar. Seran destacadas
de esta forma en el resto de Tablas de este apartado
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Tincion de flagelos

En las Figuras 16 a 19 podemos observar las fotografias al microscopio electronico de los

microorganismos moviles y la distribucion de sus flagelos.

Figura 16. Microfotografia de la cepa 4CR, Figura 17. Microfotografia de la cepa HGDKI1,
mostrando su tnico flagelo polar (16000X). mostrando sus flagelos peritricos (16000X).

Figura 18. Microfotografia de la cepa 5CR, con Figura 19. Microfotografia de la cepa .,
su nico flagelo polar (16000X). mostrando su tinico flagelo polar (16000X).
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b) Pruebas fisiol6gicas

En las Tablas 16, 17 y 18 se indican los resultados de las siguientes pruebas fisiologicas:

Tabla 16. Pruebas fisiolégicas (I):

Crecimiento a las concentraciones de sales siguientes: 0, 0,5, 1, 3, 5, 7,5, 10, 15, 20, 25 y 30% (p/v).

Tabla 17. Pruebas fisiolégicas (II):
Crecimiento a las concentraciones de NaCl siguientes: 0, 0,5, 1, 3, 5, 7,5, 10, 15, 20, 25y 30% (p/v).

Tabla 18. Pruebas fisiolégicas (I1I):

Crecimiento a las temperaturas siguientes: 4, 15, 20, 25, 32, 37 y 45°C.

Crecimiento a los valores de pH siguientes: 5, 6, 7, 8, 9 y 10.

Tabla 16. Pruebas fisiolégicas (I).

% sales (p/v)

CEPA 0 0,5 5

=
7]
—
=
—
wn
[
=
N
Y

30

11S R
4CR :
5CR - : :
15CR : - -
ALI3 i
c8 :
F15 :
HGDI1 : - -
HGDK1 -
N64 + + +
R53 - - -
SP4 :
12CR .
F5 g
S19 -

+ +
+ + =
bt

+ +
+ +
+

+
+

i+ E+ R+ A+ e
i e
e e o S S S S
R S i it ol SR S S S R
+++ A+t EEE o+
R e
e I e e e =
F 4+ o+

+ o+ o+
+ o+ o+
+ o+ o+

* Los resultados sombreados en amarillo corresponden a los éptimos de las cepas
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Tabla 17. Pruebas fisiolégicas (II).

% NaCl (p/v)

CEPA

7,5

o
>

—
(9}

11S
4CR
S5CR
15CR
AL13
C8
F15
HGD1
HGDKI1
N64
RS3
SP4
12CR
F5
S19

t + + +

+ B+

R R R S

+ o+t o+ kA + A+ +

ot

* Los resultados sombreados en amarillo corresponden a los éptimos de las cepas

Tabla 18. Pruebas fisiolégicas (I1I).

L (9)

=
==

CEPA

4°C

15°C

20°C

25°C

32°C

37°C

45°C

e
=3

11S
4CR
5CR
15CR
AL13
C8
F15
HGD1
HGDK1
N64
R53
SP4
12CR
FS
S19

+

+

+ o+

+ o+t

+

Ik T T T S S

|

e e S el S S

|

e R e e S S

|

+ L+ R 4+ o+ R+

|

o+ b b R R+ R+

R e S

+ o+t

e i S S R S S S S -

+ A+ttt + ]

O I S S S S S S S S SRS v

+ +

e R e e

* Los resultados sombreados en amarillo corresponden a los éptimos de las cepas
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Crecimiento en anaerobiosis

Ninguna de las cepas crece en las condiciones de anaerobiosis generadas con las bolsitas
AnaeroGen™ (OXOID"), a diferencia de los controles que de cada microorganismo se incuban en

aerobiosis.

Resistencia al calentamiento

Tras un calentamiento a 80°C durante 10 minutos, crecen todos los microorganismos
excepto las cepas 15CR y SP4. Después de calentar a 65°C durante 30 minutos no crece ninguna

de las cepas en estudio.

¢) Pruebas bioguimicas

La produccion de acidos s6lo se manifiesta en tres cepas: 4CR, F15 y HGDI, y

Unicamente a partir de la glucosa.

Los resultados obtenidos en las demds pruebas se detallan en las Tablas 19 y 20. En la

Figura 20 (pagina 92) se muestran imagenes de resultados positivos y negativos de algunas cepas.

Tabla 19. Pruebas bioquimicas (I).

Cat: Catalasa

Oxi: Oxidasa

O/F: Oxido-fermentacion de la glucosa
Ind: Indol

RM: Rojo de metilo

VP: Voges-Proskauer

RpNO;™: Respiracion sobre nitrato
Gas: Produccion de gas sobre nitrato

Tabla 20. Pruebas bioquimicas (II).

Phe: Produccion de fenilalanina desaminasa
McC: Crecimiento en agar Mac Conkey
Cet: Crecimiento en agar cetrimida

Gel: Hidrdlisis de la gelatina

Cas: Hidrolisis de la caseina

T20: Hidrolisis del Tween 20

T80: Hidrolisis del Tween 80

Lec: Produccion de lecitinasa

Ti-H: Hidrolisis de la tirosina

RpFum: Respiracion sobre fumarato
H,S: Produccion de sulfhidrico

NOj;": Reduccion de nitratos en aerobiosis
NO,": Reduccion de nitritos en aerobiosis
Sel: Reduccion de selenito

Gco: Oxidacion de gluconato

ONPG: Produccién de -galactosidasa
Ure: Produccion de ureasa

Ti-P: Produccion de pigmento de la tirosina
Alm: Hidrolisis del almidon

Esc: Hidrolisis de la esculina

Fos: Produccion de fosfatasa

ADN: Produccion de ADNasa

Hem: Produccion de hemolisis

Sglu: Produccion de hemolisis en MY-
sangre sin glucosa
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Tabla 19. Pruebas bioquimicas (I).

CEPA Cat Oxi OF Ind RM VP RP Gas RP H,s NO; NOy Sel Geco ONPG Urea
N03 Fum

+

118
4CR
5CR
15CR
AL13
C8
F15
HGD1
HGDK1
No64
RS3
SP4
12CR
FS
S19

1
1
1
+

1

+

+

+ o+ o+ o+t
, .
; .
. .
+ o+ o+t
R i T T
o
+
>
O+ ++++++T+ ++

+ o+ o+ o+ +
'
:
.
.

T T T T e
.
.
+
>
.

R i T T e
O
o+t

.
;
;
:
+ 4+ + + +
;
;
:
:

+
t

D: Resultado dudoso

Tabla 20. Pruebas bioquimicas (II).

CEPA Phe McC Cet Gel Cas T20 T80 Lec Ti-H Ti-P Alm Esc Fos ADN Hem Sglu

11S
4CR
5CR
15CR
AL13
C8

F15
HGD1
HGDK1
No64
R53
SP4
12CR
FS -
S19 -

+ o+ o+ -
+ - - -

+ 4
1
1
1
1

,+ +

o+ 4+ 4+
o+ 1
+ 0+ '
4+ 1
o+ 4+ + 4+
o + +
o+ +
+ + +
+ 1 1
1o )
' '
' + + +

+++++ L+ +++++

+H++ A+t
1
1
1
+ +
+
1
+
1
1
1
+++++ + +
1
1
1

+ + +
1
+
1
1
1
1
1
1

+

+

1

“Después de mas de 20 dias de incubacion
D: Resultado dudoso
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PRODUCCION DE
CASEINA

PRODUCCION DE
DMNasa

HIDROLISIS DE
TWEEN 20

HIDROLISIS DE LA
ESCULINA

|

-1+

PRODUCCION DE
UREASA

Figura 20. Resultados positivos y negativos de algunas de las pruebas bioquimicas.
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d) Pruebas nutricionales

En las Tablas 21 y 22 se expresan los resultados de las siguientes pruebas nutricionales:

Tabla 21. Pruebas nutricionales (I). Utilizaciéon como unica fuente de carbono y energia de los siguientes

compuestos:

Alm: Almidén
Ara: L-arabinosa
Cel: D-celobiosa
Esc: Esculina
Fru: D-fructosa
Gal: D-galactosa
Glu: D-glucosa
Lac: Lactosa
Mal: Maltosa

Man: D-manosa
Sal: D-salicina
Tre: D-trehalosa
Ace: Acetato

Cit: Citrato

For: Formiato
Fum: Fumarato
Gco: D-gluconato

Tabla 22. Pruebas nutricionales (II). Utilizacion como tnica fuente de carbono y energia de los siguientes

sustratos:

Lto: DL-lactato
Mto: Malonato
Pro: Propionato
Sue: Succinato
Ado: Adonitol

aminoacidos:

Ala: DL-alanina
Cys: L-cisteina
His: L-histidina
Ile: iso-leucina

Eta: Etanol

Gli: DL-glicerol

Ino: mio-inositol
Mni: D-manitol

Shi: D-sorbitol

Utilizaciéon como unica fuente de carbono y energia de los siguientes

Lys: L-lisina
Met: L-metionina
Ser: L-serina
Val: L-valina
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Tabla 21. Pruebas nutricionales (I).

CEPA

Alm Ara Cel

Esc

Fru Gal Glu Lac Mal

Man Sal

Tre Ace Cit For Fum Geco

11S
4CR
SCR
15CR
AL13
C8
F15
HGD1
HGDK1
No64
R53
SP4
12CR
F5
S19

+ 4+ ++ + A+

+ + +

+

+ 4+ o+t

+ + +

+ + +

+

+ + +

+ 4+ + + + + A+

+

+ 4|+

+ 4+ ++++ A+t

+

+ 4+

+ 4+ ++++ A+t

+
+

+ 0+ + +

+

+ + +

+
+

4+ +++ o+t

+

+ + +

+ 4+ + ++ + A+

+
+ 4+ + + +

++ + + + ++
+ 4+ +++ o+

D: Resultado dudoso

Tabla 22. Pruebas nutricionales (II).

CEPA

Lto Mto Pro

Suc

Ado Eta Gli Ino Mni

Sbi

Ala Cys

His

Ile

Lys

Met Ser Val

11S
4CR
5CR
15CR
AL13
C8
F15
HGD1
HGDKI1
No64
R53
SP4
12CR
FS
S19

+

+ + +

+ 4+ + + + +

+ + +

+

+ + ++

+

4+t

+

+
+

+ 4+ 0+

+ +

+ + +

+ + +

+
+

oo+ + o+

+

+ + +

+ 4+

+ 4+ +

+
+

+ o+ o+ + o+

+ + +

+
+

+ + +

1
A+t
1

1
+ ++ +
+
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¢) Pruebas de susceptibilidad a diversos agentes antimicrobianos

En las Tablas 23 y 24 se indican los resultados de las pruebas de susceptibilidad frente a

diversos antimicrobianos. A continuacion se recogen las abreviaturas, que hemos usado en ellas:

Tabla 23. Susceptibilidad a los siguientes antimicrobianos (I):

NAL: Acido nalidixico

NOR: Norfloxacino

RMP: Rifampicina

AMC: Amoxicilina+Acido clavulanico
AMP: Ampicilina

P: Penicilina G

ATM: Aztreonam

CF: Cefalotina

FOX: Cefoxitina

CAZ.: Ceftazidima

Tabla 24. Susceptibilidad a los siguientes antimicrobianos (II):

TM: Tobramicina

GM: Gentamicina

DXT: Doxiciclina

PB: Polimixina B

VA: Vancomicina

FM: Nitrofurantoina

G: Sulfamida

SXT: Trimetoprim-Sulfametoxazol

Interpretacion de las Tablas:
R:Resistente

S: Sensible

I: Intermedio

96



Capitulo Il: Resultados

Tabla 23. Susceptibilidad a agentes antimicrobianos (I).

CF FOX CAZ

NAL NOR RMP AMC AMP ATM

CEPA

11S

4CR

5CR

15CR
AL13

C8

F15

HGD1

S

HGDKI1
No64

SP4

12CR
F5

S19

Tabla 24. Susceptibilidad a agentes antimicrobianos (II).

SXT

™ GM DXT PB VA FM

CEPA
11S

4CR

5CR

R

15CR
AL13
C8

F15

HGD1

S

HGDK1
No64
R53
SP4

S

12CR
F5

S19

D: Resultado dudoso
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IV.2.2. Taxonomia numérica

En la Figura 21 se muestra el dendrograma obtenido después del analisis numérico con el
programa TAXAN, utilizando el coeficiente de Sokal y Michener y la técnica de agrupacion

UPGMA. La matriz de semejanza se puede consultar en el Apéndice X de esta memoria.
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SEMEJANZA (%)

100 90 84,1% g, 70 60
H. alimentaria DSM 153567
) 11s 1 —
FENON 1 [ 12CR I
s F15
FENON 2 4CR
L Cc8
H. eurihalina ATCC 493367
r S19
< ' - 1
FENON 3 L s )
HGDK1

H. variabilis DSM 30517

H. anticariensis CECT 58547

H. salina ATCC 495097

H. halodenitrificans ATCC 135117
H. maura CECT 52987

H. ventosae CECT 57977

H. campisalis ATCC 7005977

H. desiderata DSM 95027
Al13
15CR

FENON 4 w1 — ]
R53
5CR

H. elongata ATCC 331737

H. pacifica ATCC 271227

H. subglaciescola ATCC 436687 l-
H. venusta ATCC 271257

H. magadiensis DSM 153677

H. halodurans ATCC 296867 1

H. almeriensis CECT 70507

H. aquamarina CECT 50007

H. meridiana DSM 54257
H. cupida ATCC 271247

H. pantellerensis ATCC 7002737
H. halmophila ATCC 197177

H. halophila ATCC 49969

H. marisflavi DSM 153577

* Las cepas sombreadas en gris respiran sobre nitratos, pero no realizan una desnitrificacion completa.

Figura 21. Dendrograma basado en 107 caracteristicas fenotipicas, utilizando el coeficiente de Sokal y Michener y la
técnica de agrupacion UPGMA. Se indican cuatro fena resultantes si consideramos la semejanza del 84%.
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1V.2.2. ESTUDIO GENOTIPICO

1V.2.2.1. Determinacion del contenido en G+C

En la Tabla 25 se representa el contenido en G+C de cada una de las cepas. Los datos

mostrados son la media de tres determinaciones.

Tabla 25. Contenido en G+C (moles %) de las cepas en estudio.

CEPA G+C (moles %)
118 65,37+1,0
4CR 67,55+1,2
5CR 65,71+0,2
15CR 62,75+0,5
AL13 66,05+0,4
C8 67,4102
F15 66,26:0,2
HGDI1 66,00*
HGDK1 68,80*
N64 67,1420,1
R53 66,20+0,5
SP4 66,26+1,0
12CR 68,78+0,2
F5 64,29+1,0
S19 62,45+0,2

*Datos aportados por el Dr. Sorokin. de la Universidad
TU de Delft (Holanda)

IVv.2.2.3. Hibridacién ADN-ADN

Tomando como base los resultados obtenidos en el estudio fenotipico (apartado IV.2.A) y
filogenético (apartado IV.2.C) se realizaron hibridaciones cuando fue preciso entre algunas de las
cepas entre si y con distintas especies de referencia. En las Tablas 26 y 27 se muestran los

resultados obtenidos.
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Tabla 26. Porcentajes de hibridacion entre las cepas del fenén 1 y con Halomonas alimentaria y H.
organivorans.

% Hibridacion ADN-ADN
CEPA

118 12CR H. alimentaria H. organivorans

11S 100 71,40 54,20+6 47,25

-: No determinado

Tabla 27. Porcentaje de hibridacion entre las cepas del fenén 4.

% Hibridaciéon ADN-ADN
CEPA MARCADA

15CR RS3 SP4

SP4 89,16+7 76,60+9 100

IV.2.3. ESTUDIO FILOGENETICO

Las secuencias del gen ARNr 16S de las cepas caracterizadas, asi como los alineamientos

con las especies de referencia se pueden consultar en el disco compacto adjunto a esta memoria.

En las Figuras de las siguientes paginas se muestran los arboles filogenéticos obtenidos a
partir de la secuencia del gen ARNr 16S mediante el programa MEGA 3.1, usando los métodos de

Maxima Parsimonia (Figura 22) y de Distancias (Figuras 23a y 23b).

Los porcentajes de semejanza a partir de las secuencias del gen ARNr 16S entre las cepas
a clasificar y las especies de referencia se obtuvieron mediante el programa Megalign. La matriz

resultante se encuentra en el Apéndice X.

Por otra parte, en todas las secuencias del gen ARNr 16S de las cepas a clasificar,
encontramos los 15 nucledtidos caracteristicos de la familia Halomonadaceae y los 4 del género

Halomonas.
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75 61

. boliviensis DSM 155167 (AY245449)

. neptunia CECT 58157 (AF212202)

. variabilis DSM 30517 (M93357)

. sulfidaeris CECT 58177 (AF212204)

. janggokensis KCTC 126637 (AM229315)

. gomseomensis DSM 180427 (AM229314)
. hydrotermalis ATCC BAA-800T (AF212218)
.venusta ATCC 271257 (L42618)

. magadiensis DSM 153677 (X92150)

. axialensis CECT 58127 (AF212206)

. meridiana DSM 54257 (M93356)

. aquamarina CECT 50007 (M93352)

. halodurans ATCC 296867 (L42619)

. subglaciescola ATCC 43668T (M93358)

. desiderata DSM 95027 (X92417)

. campisalis ATCC 7005977 (AF054286)
] Cobetia marina ATCC 253747 (M93354)
—H.

salaria DSM 180447 (AM229316)

50 H. pantelleriensis DSM 96617 (X93493)
4E H. muralis DSM 147897 (AJ320530)
H. anticariensis CECT 58547 (AY489405)

H. taeanensis DSM 164637 (AY671975)
88 g zymobacter palmae IAM 142337 (D14555)
Carnimonas nigrificans CECT 44377 (Y13299)

74 H. marisflavi JCM 108737 (AF251143)
99 H. avicenniae CECT 7193T (DQ888315)
H. indalinina CECT 59027 (AJ427627)

85 Al13
H. denitrificans DSM 180457 (AM229317)

H.cupida CECT 50017 (AY035894)
oo

cs
N64

[ 4CR
b—— H. ventosae CECT 57977 (A4268080)
Ii: H. alimentaria JCM 108887 (AF211860)
H. halodenitrificans CECT 50127 (L04942)
D — H. shengliensis LMG 238977 (EF121853)
5CR
7 H. halocynthiae DSM 145737 (AJ417388)
b= H. campaniensis DSM 152937 (AJ515365)
H. gudaonensis LMG 236107 (DQ421808)
SP4
99 R53
15CR

[ H.pacifica CECT 5747 (L42616)
H. organivorans CECT 59957 (AJ616910)
I_|_: HGDK1
77 H. koreensis JCM12237T (AY382579)
99 11
b——12cRr

H. maura CECT 52987 (AJ271864)
99 = H. almeriensis CECT 70507 (AY858696)

l=——H. halmophila ATCC 197177 (AJ306889)

95 H. elongata CECT 42797 (X67023
B | e (X67023)

61 | H. eurihalina ATCC 493367 (X87218)
T

H.salina ATCC 495097 (AJ243447)
H. halophila CCM 36627 (M93353)
Figura 22. Arbol filogenético basado en la secuencia del gen ARNr 16S, obtenido mediante el método Mixima
Parsimonia. Los nimeros de acceso en la base de datos GenBank de las secuencias de las especies de referencia son
dados entre paréntesis. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del 50%.
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94 || elongata CECT 42797 (X67023)

68 F5
o8 S19
9 H. eurihalina ATCC 493367 (X87218)
] H. almeriensis CECT 70507 (AY858696)

99 b=————={_ halmophila ATCC 197177 (AJ306889)

H. organivorans CECT 59957 (AJ616910)
58 H. salina ATCC 495097 (AJ243447)
99 H. halophila CCM 36627 (M93353)

H. maura CECT 52987 (AJ271864)

11s

12CR

Al13

H. denitrificans DSM 180457 (AM229317)
H. pacifica CECT 5747 (L42616)

HGDK1
H. koreensis JCM12237T (AY382579)

H. cupida CECT 50017 (AY035894)

5CR

H. shengliensis LMG 238977 (EF121853)
ﬁ. alimentaria JCM 108887 (AF211860)

78 H. halodenitrificans CECT 50127 (L04942)

H. campaniensis DSM 152937 (AJ515365)

52

H. gudaonensis LMG 236107 (DQ421808)
H. desiderata DSM 95027 (X92417)
H. campisalis ATCC 7005977 (AF054286)

H. halocynthiae DSM 145737 (AJ417388)
_99: H. halodurans ATCC 296867 (L42619)

H. subglaciescola ATCC 436687 (M93358)
H. boliviensis DSM 155167 (AY245449)

% 38 [eel—yy, neptunia CECT 58157 (AF212202)

78

H. variabilis DSM 30517 (M93357)

89 H. sulfidaeris CECT 58177 (AF212204)

_:H.gomseomensis DSM 180427 (AM229314)
74 H. janggokensis KCTC 126637 (AM229315)

99 _%rlhydrotermalis ATCC BAA-800T (AF212218)
H. venusta ATCC 271257 (L42618)

73 H. magadiensis DSM 153677 (X92150)
498|_E-H. aquamarina CECT 50007 (M93352)
99 H. axialensis CECT 58127 (AF212206)
H. meridiana DSM 54257 (M93356)

55

R

H. salaria DSM 180447 (AM229316)

H. anticariensis CECT 58547 (AY489405)

H. pantelleriensis DSM 96617 (X93493)

61

H. muralis DSM 147897 (AJ320530)

|

Cobetia marina ATCC 253747 (M93354)

81

98

H. taeanensis DSM 164637 (AY671975)

Zymobacter palmae |AM 142337 (D14555)

Carnimonas nigrificans CECT 44377 (Y13299)
[ H. avicenniae CECT 71937 (DQ888315)

P——]
0.01

99 L[ Hindalinina CECT 59027 (AJ427627)
96 H. marisflavi JCM 108737 (AF251143)

Figura 23a. Arbol filogenético basado en la secuencia del gen ARNr 16S, obtenido mediante el método Neighbour-
Joining. Los niumeros de acceso en la base de datos GenBank de las secuencias de las especies de referencia son
dados entre paréntesis. La barra indica un 1% de divergencia. Se indican los valores de “bootstrap” mayores del
50%.
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Figura 23b. Arbol filogenético basado en la secuencia del gen ARN
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dados entre paréntesis. La barra indica un 1% de divergencia. Se
50%.

r 16S, obtenido mediante el método de Minima
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IV.2.4. ANALISIS QUIMIOTAXONOMICO

La composicion de acidos grasos de cinco de las cepas estudiadas se detalla en la Tabla 28:

Tabla 28. Composicion en acidos grasos de las cepas pertenecientes a los fena 1 y 4, asi como de la cepa
Al13 no incluida en ningin fenén. Resultados expresados como % del total de acidos grasos.

CEPA 11S 12CR 15CR R53 SP4 All3
Acido graso
10:0 2,08 1,85 2,30 235 2,60 3,09
10:0 30H 0,39 0,21 - - - 0,29
11:0 ISO i i : i : 0,21
12:0 2,10 1,95 3,07 3,26 3,19 0,57
12:0 30H 5,56 4,09 5,43 5,98 6,22 6,38
14:0 031 0,26 - ! ; 0,83
15:0 X 0,14 : - : ;
16:0 27,79 30,90 30,91 24,01 33,93 28,20
17,0 CYCLO 1,41 2,70 - - - 0,83
17:0 ! 0,29 - ! ; 0,06
1R-0 n A1l n <4 2 NA 270 1 88 N N
18:1 w5c - 0,29 - - - 0,08
18:1 &7c 29,92 26,23 23,76 4223 16,08 13,83
11 methyl 18:1 w7¢ 0,44 - - - - -
19:0 cyclo @8c 7,02 6,86 9,40 4,18 14,46 0,83
15:01S0 208/ 16:1 22,29 23,16 20,81 14,19 18,72 44,01

w7c

-: No detectado

Por su parte, las cepas del fenén 4, 15CR, SP4 y R53, poseian la ubiquinona 9 como
quinona respiratoria, inica en el caso de 15CR y SP4, y mayoritaria (94%) en R53 (la ubiquinona

8 representa solo un 6%).
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IV.3. DISCUSION

Para la caracterizacion taxondmica completa de una cepa y su encuadre en taxa ya
existentes o de nueva creacion, es fundamental integrar datos procedentes de varios estudios:
Fenotipicos, genéticos, filogenéticos y quimiotaxonémicos (Vandamme y col., 1996; Stackebrandt

y col., 2002).

Teniendo en cuenta que en este trabajo la seleccién de los microorganismos estaba
enfocada hacia potenciales miembros del género Halomonas con capacidad desnitrificante
(Apartado II1.1.1.), para el analisis fenotipico se emplearon como referencia las 24 especies de
este género incluidas en el estudio llevado a cabo por Mata y colaboradores (2002) (véase Tabla
12). En la caracterizacion fenotipica de los microorganismos, aunque se realizaron pruebas
adicionales, se sigui6 basicamente la metodologia del trabajo mencionado, con objeto de dar
uniformidad a las descripciones fenotipicas y permitir una posterior comparacion y analisis de los
resultados. Con este proceder intentdbamos solventar en parte el escollo encontrado a la hora de
agrupar fenotipicamente las especies del género Halomonas; existe una enorme variabilidad en los
estudios fenotipicos originales de cada especie, siendo escasos unas veces, o empleando
metodologias diferentes que impiden una fiable cotejacion, otras (Arahal y col., 2007). Por lo
anteriormente expuesto, la realizacion de muchas de las pruebas fenotipicas se hizo en Halomonas
alimentaria de forma paralela a los microorganismos en estudio, permitiendo incluir esta especie

desnitrificante en los estudios de taxonomia numérica.

La caracterizacion fenotipica constituye una de las lineas esenciales en taxonomia
polifasica (Vandamme y col., 1996), ya que aunque no representa toda la informacion potencial
del genoma de los microorganismos (Logan, 1994; Rossello-Mora y Amann, 2001) es esencial
para establecer una concordancia con los datos genéticos y filogenéticos (Stackebrandt y Goebel,

1994; Stackebrandt y col., 2002).

El anélisis de un gran niimero de pruebas fenotipicas permitid someter los resultados a un

analisis numérico (Sneath y Sokal, 1973; Sneath, 2006). Se realizé un total de 131 pruebas, entre
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morfologicas, fisiologicas, bioquimicas, nutricionales y de susceptibilidad a diversos agentes
antimicrobianos. Los resultados pueden ser consultados en las paginas X a X de esta memoria, asi

como en los Apéndices X y X.

Todas las cepas seleccionadas son bacilos Gram negativos con metabolismo respiratorio,
catalasa positivos. Si observamos la Tabla 19 (pagina 91) llama la atencion que las cepas oxidasa
negativas sean aquéllas que respiran sobre nitratos pero que son incapaces de proseguir con la
reduccion de nitrito hacia un proceso de desnitrificacion completo. La excepcion se encuentra en la
cepa F15, que también da un resultado negativo. El significado fisiologico de esta prueba es que
carecen de citocromo C oxidasa, enzima que tiene como sustrato al citocromo C. Los sistemas
respiratorios bacterianos estdn ramificados y poseen una gran variedad de oxidasas bacterianas
terminales, lo que hace pensar que estos microorganismos dispondran de otro tipo de oxidasa (por

ejemplo, una quinol oxidasa).

Todas las bacterias objeto de estudio presentan un crecimiento adecuado entre el 3% y el
25% (p/v) de sales y el 7,5% y 20% de NaCl, entre 15°C y 37°C y en un intervalo de pH de 6 a 9.
Por otra parte, todas son capaces de respirar sobre nitratos, no asi sobre fumarato, que no es
utilizado como aceptor final por ninguno. También reducen el selenito y los nitratos en aerobiosis.
Son negativas, sin embargo, en todas las cepas las pruebas de produccion de piocianina oxido-
fermentacion de la glucosa, el indol, rojo de metilo y Voges-Proskauer, asi como la hidrdlisis del
almidon. La produccion de acidos a partir de diversos azicares no es frecuente, presentandose so6lo
en tres de las 15 cepas (4CR, F15 y HGD1) y inicamente a partir de la glucosa. Respecto a las
caracteristicas nutricionales, ninguna de ellas es capaz de emplear el malonato como unica fuente
de carbono y energia; tampoco usan L-cisteina ni L-metionina como tUnica fuente de carbono,
nitrogeno y energia. Finalmente, todas las bacterias del estudio son sensibles al acido nalidixico,

rifampicina, amoxicilina, nitrofurantoina y sulfamida.

Hay que sefalar que ninguna de las bacterias seleccionadas produce esporas, ni siquiera
cuando se incuban en el medio de Norris (Norris y col., 1981). Por ello, cuando se someten a un
calentamiento a 65°C durante media hora (Liu y col., 2004), ninguna de sus células es viable. Por

el contrario, la tolerancia observada al calentamiento a 80°C durante 10 minutos no se relaciona
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con la produccion de formas de resistencia, y pone de manifiesto un tiempo insuficiente de

calentamiento, a pesar de estar trabajando a una temperatura 20°C superior.

La taxonomia numérica se basé en los resultados de 107 pruebas del total de
caracteristicas fenotipicas analizadas. De los 150 caracteres, 12 eran comunes en las especies de
referencia y en las cepas seleccionadas de nuestra coleccion de cultivo y, por tanto, no se
incluyeron en el analisis numérico; tampoco se consideraron en este analisis 31 caracteres no
analizados en las especies de referencia por Mata y colaboradores (2002) y que no podian ser
cotejados con nuestras cepas. A continuacion se muestra la lista de las 107 caracteristicas

empleadas.

a)-Pruebas morfoldgicas
Actmulos de PHA Produccion de EPS Movilidad

b)-Pruebas fisiologicas
Crecimiento a las concentraciones de sales: 0, 0,5, 1, 3, 5, 15, 20, 25 y 30%
Crecimiento a las temperaturas: 4, 15 y 45°C.
Crecimiento a los valores de pH: 5, 6, 7, 9 y 10.
Capacidad para crecer anaerobicamente

c)-Pruebas bioguimicas

Oxidasa Respiracion sobre fumarato, nitrato y nitrito
Fenilalanina desaminasa Reduccion de nitratos y nitritos
ONPG Prueba de 6xido-fermentacion de la glucosa
Produccion de H,S Oxidacion de gluconato
Produccién de ureasa Crecimiento en agar Mac Conkey
Crecimiento en agar cetrimida Hemolisis en agar sangre
Hidrolisis de: Almidon Produccion de fosfatasa
Caseina Hidrolisis de la tirosina
Esculina Formacion de pigmento a partir de la tirosina
Gelatina Produccion de DNasa
Tween 20 Produccion de lecitinasa
Tween 80

Produccion de acidos a partir de todos los carbohidratos mencionados en IV.1.A.1.c), con excepcion de D-
celobiosa, que era negativa en todos los microorganismos.

d)-Pruebas nutricionales

Se codificaron los resultados de utilizacion de todos los sustratos mencionados en IV.1.A.1.d), con
excepcion de L-ramnosa y DL-lactato, que no fueron utilizados por los microorganismos estudiados.
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e)-Pruebas de susceptibilidad frente a agentes antimicrobianos

Fueron incluidos los resultados de susceptibilidad frente a:
Amoxicilina
Acido nalidixico
Ampicilina
Cefoxitina
Nitrofurantoina
Polimixina B
Rifampicina
Sulfamida
Tobramicina
Trimetoprim-Sulfametoxazol

Para valorar los resultados fenotipicos y obtener el grado de semejanza entre las distintas
unidades taxonémicas operativas (OTU's), hemos empleado unicamente el coeficiente de Sokal y
Michener (Sgy), de apareamiento simple. En trabajos anteriores de nuestro grupo, las matrices de
semejanza y los dendrogramas correspondientes se obtuvieron por medio de dos coeficientes: El
mencionado de Sokal y Michener y el de Jaccard (Jaccard, 1908), siendo las agrupaciones
resultantes semejantes con ambos. Sin embargo, el coeficiente de Sokal y Michener ha demostrado
ser el mas idoneo para este tipo de estudio (Quesada y col., 1983; Del Moral y col., 1987), por lo

que fue finalmente el elegido en nuestra valoracion de los datos.

En la Figura 21 se muestra el dendrograma obtenido después de llevar a cabo el analisis
numérico. Al estudiar dicho dendrograma se observa una cierta homogeneidad de las cepas,
presentando entre si una semejanza superior al 72%. A este nivel minimo de semejanza se agrupan
con todas las especies desnitrificantes: H. alimentaria, H. campisalis, H. desiderata, H.
halodenitrificans y H. ventosae, asi como con H. maura, que es capaz de respirar sobre nitratos.
Estas especies formaban parte de dos de los grupos descritos en el estudio de Mata y colaboradores
(2002). En dicho trabajo las especies de Halomonas se clasificaban en tres fena de acuerdo al
analisis numérico de mas de un centenar de datos fenotipicos, siendo las principales caracteristicas
diferenciales entre ellos, la capacidad para producir acidos o no a partir de carbohidratos y la
utilizacion de diversos sustratos como fuente de carbono, nitrégeno y energia. Nuestras cepas
pertenecen al grupo mas numeroso, esto es, a los no fermentadores. Resulta interesante, a la vista
de los resultados obtenidos, realizar en un futuro préximo una estandarizacion de la

caracterizacion fenotipica de otras especies desnitrificantes del género Halomonas recientemente
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publicadas: Halomonas denitrificans (Kim y col., 2007), H. gudaonensis (Wang y col., 2007a) y
Halomonas shengliensis (Wang y col., 2007b). Esto nos permitiria incluirlas en los analisis
numéricos y comprobar de esta forma el peso real que la desnitrificacion tiene como caracter

fenotipico diferenciador dentro del género Halomonas.

A un nivel de semejanza del 84%, se observa la existencia de 4 grupos fenotipicos, sélo
uno de ellos relacionado a este porcentaje con alguna de las cepas utilizadas como referencia. Se
trata del fenon 1, que presenta un 85% de semejanza con Halomonas alimentaria. El fenon 2, por
su parte, se encuentra también muy relacionado con esta especie (al 81%), mientras que el fenon 3
muestra un 82% de semejanza con Halomonas eurihalina. Por el contrario, las especies mas
semejantes fenotipicamente al fenon 4 son Halomonas campisalis y H. desiderata con unos

porcentajes de semejanza del 74% y 76%, respectivamente.

Son 12 las cepas incluidas en estos 4 fena, quedando tan s6lo 3 sin agrupar al porcentaje
de semejanza establecido del 84%. Ademas, es significativo que los microorganismos del estudio
se hayan agrupado con independencia del lugar en el que fueron aislados (véanse los apartados

111.2.2. y 111.2.3 sobre la procedencia de las cepas).

Para determinar el contenido en G+C de los microorganismos estudiados, se utilizd su
ADN disuelto en SSC 0,1x. El ADN se extrajo por el método de Marmur (1961), que permite

obtener suficiente cantidad y con una adecuada pureza para llevar a cabo estos experimentos.

El contenido en G+C puede resultar til como informacion orientativa; una discrepancia
elevada entre dos cepas podria ser indicativa de diferencias taxonomicas entre las mismas
(Goodfellow y col., 1997). No obstante, en los casos en los que los valores son semejantes, deberia
considerarse como un dato mas en la confirmacion de la relacion taxondmica, ya que no se puede
descartar la existencia de grupos diferentes con similar contenido en guanina y citosina. La
informacion que aporta este analisis no indica la semejanza de genomas, sino la proporcién en

determinados nucle6tidos (Rosello-Mora y Amann, 2001).
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En la Tabla 25 de la pagina 99, se observa que el contenido en G+C de todas las cepas se
encuentra en el intervalo de 62 moles % (cepas 15CR y S19) a 68 moles % (cepas 12CR y
HGDK(1). Estos porcentajes se encuadran dentro del rango de G+C del género Halomonas, que se
extiende desde 53.8+0,1 moles % de H. denitrificans (Kim y col., 2007) y H. venusta (Baumann y
col., 1972) a 74.3 moles % de H. ventosae (Martinez-Canovas y col., 2004).

Con relacion a las experiencias de hibridacion ADN-ADN, la pureza del ADN es
fundamental por su influencia en el grado de unidon de los genomas. Asi, se aconseja que la
relacion A,gp/Ajg, se sitie por encima de 1,8 para asegurarnos un contenido minimo de impurezas,
tales como proteinas o exopolisacarido. Por ello, para la realizacion de estos experimentos se
empled el kit comercial AquaPure Genomic DNA isolation, de Biorad®. Las hibridaciones,
recogidas en las Tablas 26 y 27 fueron realizadas en aquellos casos en los que la posicion

taxondmica de las cepas no quedaba suficientemente dilucidada con el resto de estudios.

Finalmente, para completar la caracterizacion taxondémica de los microorganismos
seleccionados, se llevé a cabo un analisis filogenético en el que se compararon las secuencias del
gen ARNTr 16S de dichas cepas con las especies de referencia. Tal y como se puede comprobar en
el disco compacto que acompaifia a la memoria, todas las secuencias poseen una longitud mayor a
1400 pares de bases, con un porcentaje de posiciones indeterminadas inferior al 0.5%, cumpliendo
de esta forma los requisitos establecidos por el Comité para la Reevaluacion de la Definicion de
especie (Stackebrandt y col., 2002). En las Figuras 22, 23a y 23b se observa la afiliacion
filogenética obtenida por los métodos de Maxima Parsimonia, Neighbour-Joining y Minima
Evolucion, respectivamente. Como se puede apreciar, las relaciones mas proximas se mantienen
estables, independientemente del método, con valores de “bootstrap” superiores al 50% en la

mayoria de los casos. Este hecho aporta confianza en la filogenia resultante.

Por otra parte, podriamos aventurarnos a establecer varios filotipos, como se muestra en
la Figura 24 de la pagina 111. Se trata simplemente de un planteamiento hipotético que deberia
complementarse con otros estudios filogenéticos mas exhaustivos, como puede ser la
secuenciacion del gen ARNr 23S, ya realizada en su momento por Arahal y colaboradores

(2002a), o bien con el estudio de otros marcadores filogenéticos, como los empleados en esta Tesis
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Doctoral (Capitulo III). Asi, llama la atencion que los Filotipos 3 y 4 agrupen mayoritariamente
microorganismos desnitrificantes y que el 1 esté constituido en su generalidad por especies
capaces de respirar sobre nitratos. A menos que los cambios evolutivos ocurran con tasas similares
en diferentes ramas filogenéticas, no siempre podemos esperar concordancia filogenética y
fenotipica (Young, 1992). Similaridad fenotipica no necesariamente refleja relaciones

filogenéticas, ni a la inversa. Por ello, las coincidencias mencionadas nos podrian orientar en el

origen evolutivo del proceso de desnitrificacion en el género Halomonas. Este aspecto se discutira

mas ampliamente en el Capitulo III.
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Figura 24. Arbol consenso simplificado, construido en base a la secuencia del gen ARNr 16S. La flecha apunta hacia
los microorganismos empleados como especies externas. Para la obtenciéon de esta reconstruccion filogenética se ha

utilizado el programa CONSENSE del paquete informéatico PHYLIP (vease Material y Métodos del Capitulo III).
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Los filotipos que hemos establecido son coherentes con los grupos establecidos en su
momento por Arahal y colaboradores (2002a), si bien, como se ha mencionado anteriormente son
solo supuestos y no se descarta que alguno de los filotipos creados por nosotros pueda ser
subdividido en mas de un grupo evolutivo, cuando se disponga de mayor informacion. Asi, el
Filotipo 1 agrupa las mismas especies que el grupo 1 del mencionado trabajo y otras nuevas
descritas en los ultimos afos: H. almeriensis, H. koreensis, H. maura y H. organivorans. En este
filotipo encontramos las cepas F5, S19 y 12CR, que respiran sobre nitratos, y HGDK1 y 118,
desnitrificantes. Por su parte el Filotipo 2 también es coincidente con el grupo 2 de dicho estudio,
englobando otras especies de nueva descripcion como H. axialensis, H. boliviensis, H.
gomseomensis, H. hydrotermalis, H. janggokensis, H. neptunia y H. sulfidaeris. H. halocynthiae
podria integrarse en este filotipo, aunque esta algo mas alejada filogenéticamente de las otras. Por
otra parte el Filotipo 3 estaria compuesto, con la excepcion de H. cupida, por especies
desnitrificantes, H. denitrificans, H. halodenitrificans, H. shengliensis y H. ventosae, asi como por
todas las cepas del fenén 2 que filogenéticamente ademas se relacionan con esta ultima especie.
Ademas, microorganismos que en el trabajo original no aparecian en ningln filotipo, tras la
descripcion en los ultimos afios de nuevas especies aparecen ahora formando agrupaciones
estables, como es el caso de H. campaniensis, H. campisalis, H. desiderata y H. gudaonensis.
Todas ellas comparten las caracteristicas de ser haloalcalodfilas y, salvo en el caso de H.
campaniensis, ser desnitrificantes (esta capacidad no se ha descrito en esa especie, pero tampoco

ha sido comprobada).

Se ha llevado a cabo también el analisis quimiotaxonémico de cinco de las cepas
caracterizadas en este trabajo, con objeto de profundizar en su clasificacion. La metodologia
seguida se recoge en el apartado IV.1.D.de Material y Métodos, mientras que los resultados se
muestran en la Tabla 28. La discusion de los mismos se planteara mas adelante, en la descripcion

de los fena 1 y 4.

A continuacion, comentaremos globalmente los resultados obtenidos tras el estudio

polifésico, asi como la situacion taxondmica de los fena.
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1V.3.1. FENON 1

Esta formado por las cepas 11S y 12CR, aisladas de suelos salinos en Chile y Malaga,
respectivamente. La semejanza fenotipica entre las cepas es de un 86.7%, bastante elevada, si bien,
la principal diferencia entre ellas desde el punto de vista de nuestro estudio es la incapacidad de la
cepa 12CR para llevar a cabo un proceso de desnitrificacion completo. Esta discrepancia ha
quedado evidenciada tanto con los tests fenotipicos realizados como con la deteccion y
secuenciacion de los genes especificos del proceso, ausentes en la cepa 12CR (Capitulo III). Las
demas diferencias fenotipicas entre las cepas del fenon 1 se resumen en la Tabla 29 de la pagina

115.

Las células de las cepas 11S y 12CR miden entre 1,5-2,2 um de largo por 0,4-0,5 pm de
ancho. Acumulan en su interior granulos de PHA, como se puede apreciar en la Figura 25 de la
pagina siguiente. Producen exopolisacérido, si bien en el procesamiento de las muestras para
microscopia electronica las células son sometidas a una centrifugacion, de modo que se pierde
gran parte del EPS, observandose Ginicamente el que permanece adherido a ellas. En medio MY
solido al 7,5% (p/v) de sales originan colonias muy mucosas, de color blanco-crema, y en el caso

de la cepa 118 el polisacarido a las semanas comienza a presentar un aspecto laxo.

Ambas cepas crecen adecuadamente entre el 0,5 y el 30 % (p/v) de la mezcla de sales,
mientras que este intervalo se reduce desde el 3 al 20 % (p/v) cuando el medio so6lo lleva NaCl.
Ademas tienen un crecimiento apropiado entre 4 y 45°C, y a un pH de 5 a 10. Son resistentes al

calentamiento a 80°C durante 10 minutos.

No producen acidos a partir de ningin azicar. Crecen en agar Mac Conkey y agar
cetrimida. Poseen las enzimas ureasa y gelatinasa. Son, en cambio, negativas las pruebas ONPG,
fenilalanina desaminasa, produccion de pigmento a partir de tirosina, hidrélisis de caseina,

esculina, lecitina, Tween 20 y Tween 80. Tampoco presentan actividad hemolitica.
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Figura 25. Fotografias de microscopia electrénica de las cepas 11S (imagen -a-, 40000X) y 12CR (imagenes -b-y
—c-, 40000X y 50000X respectivamente), tras 12 horas de incubacion. En la imagen b) se observan protuberancias
de polisacarido durante el proceso de excrecién del mismo.

En cuanto a las caracteristicas nutricionales son capaces de utilizar como unica fuente de
carbono y energia, acetato, almidon, citrato, etanol, D-fructosa, fumarato, D-galactosa, DL-
glicerol, gluconato, D-glucosa, lactato, maltosa, D-manitol, D-manosa, propionato, D-sorbitol,
succinato y D-trehalosa. Por el contrario no fueron capaces de crecer cuando la unica fuente de
carbono y energia era adonitol, L-arabinosa, esculina o D-salicina. Como tnica fuente de carbono,

nitrogeno y energia no podian emplear L-valina pero si L-alanina, L-histidina y L-serina.

Ambas cepas son sensibles a la ampicilina, cefalotina, cefoxitina, gentamicina, penicilina

y polimixina B. Son resistentes a la vancomicina.

Entre todas las especies de referencia, la cepa 11S presenta mayor semejanza fenotipica
con Halomonas alimentaria, también desnitrificante, con un porcentaje del 85, 3%. Por su parte, la
cepa 12CR es mas similar a H. maura (80, 2%), mientras que con H. alimentaria presentaba un
76,6% de similitud. Hay que sefialar que H. maura es solamente capaz de respirar sobre nitratos
(Bouchotroch y col., 2001; Mata y col., 2002), al igual que la cepa 12CR. En la Tabla 29 se

observan las caracteristicas diferenciales entre las cepas del fendn entre si y con estas especies.

114



Capitulo IlI: Discusién

Tabla 29. Caracteristicas diferenciales entre las cepas del fenon 1, H. alimentaria y H. maura.

icroorganismo H. alimentaria® H. maura®
Prueba = lls s DSM 15356" CECT 5298"
EPS + + o +
Tamaiio (um) 1,5-2.2x0,5 1,5-2 x 0,4-0,5 0.8-1.2x 1.3-1.9 0.5-0.7 x 6.0-9.0
Morfologia Bacilo Bacilo Bacilo corto/cocobacilo Bacilo largo
Crecimiento en sales % (p/v) 0,5-30 0,5-30 1-20 1-20
Crecimiento en NaCl % (p/v) 3-20 3-20 1-23 1-15
Crecimiento a 4°C + + + -
Oxidasa i + +
H,S t - - }
Reduccion de NO, (aerobiosis) + - + +
Oxidacion de gluconato - + ND +
Ureasa + + + -
Fosfatasa - + ND +
Crecimiento en agar cetrimida + + ND -
Hidrdlisis de:
ADN + - i -
Gelatina + - -
Tirosina + - - -
Tween 20 - - +
Crecimiento® en:
Almidon } } -
L-arabinosa - - + +
D-celobiosa - - + -
D-fructosa + - 1F
Lactosa + - + -
D-salicina - - +
D-trehalosa t t -
Formiato - + - -
Malonato - - + +
Succinato + + - 4
mio-inositol - + - +
iso-leucina - A D -
L-lisina - f
L-valina - - + -
Susceptibilidad a:
Sulfamida + + - 1F
Tobramicina - + - +
Trimetoprim-Sulfametoxazol + - + +

“ Datos obtenidos de esta Tesis Doctoral y de Yoon y col. (2002).
® Datos obtenidos de Bouchotroch y col. (2001) y de Mata y col. (2002)

“ Sustratos utilizados como tnica fuente de carbono y energia o como tinica fuente de carbono, energia y nitrogeno
ND: No determinado

Por otra parte, para confirmar la posicion taxondémica del fenén 1 se realizaron estudios
genotipicos y filogenéticos. Los valores de G+C son 65,37+1,0 moles % para la cepa 11S y
68,78+0,2 moles % para 12CR. Estos valores se encuentran proximos a los 63,0 moles % de H.

alimentaria 6 64,1 moles % de H maura. No obstante, como ya se ha apuntado varias veces a lo
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largo de esta memoria este dato habra que interpretarlo con cautela, pues no siempre es el reflejo

de similitud entre genomas, sino simplemente del contenido en determinados nucledtidos.

En el analisis filogenético se observa que ambas cepas presentan una semejanza entre si
en el gen ARNr 168 de un 98,8%. Ademas, también desde el punto de vista filogenético estan muy
proximas a Halomonas alimentaria, con valores de similaridad de un 98,1% para 11S y de un 97,6
% para 12CR. Por su parte, la semejanza con H. organivorans es de 97.9% con 11S y de 97,2%
con 12CR. Esta proximidad nos obligd a realizar experimentos de hibridacion ADN-ADN; los
resultados obtenidos en la reasociacion del ADN de las dos cepas es aproximadamente de 71-72 %
(véase Tabla 26, pagina 100), muy cercano al limite del 70% para confirmacion de
microorganismos de la misma especie (Grimont 1981; Wayne y col., 1987; Stackebrandt y col.,
2002). De otro lado, el porcentaje de hibridacion de la cepa 118, elegida como representante del

fenon, con H. alimentaria 'y H. organivorans es de 54,246 y 47,25 %, respectivamente.

Por ultimo, se realizé un estudio quimiotaxonémico de ambas cepas, determinandose que

su perfil de 4cidos grasos es similar entre ellas (Tabla 28, pagina 104).

Resumiendo, la cepa 11S aunque fenotipica y filogenéticamente se relacionaba con H.
alimentaria, la semejanza no es tan elevada como para considerarse la misma especie. Asi, junto
con los experimentos de hibridacion ADN-ADN, consideramos que se trata de un nuevo taxon y
proponemos una nueva especie desnitrificante dentro del género Halomonas, con 118" como cepa
tipo, Halomonas nitratireducens (ni.tra.ti.re.du’.cens; Gr.N. nitrum, nitrato; N.L. adj. reducens
V.L. reduco, reducir, convertir a una diferente condicion; N.L. part. adj. nitratireducens = que
reduce el nitrato). El trabajo con la descripcion completa de la nueva especie se puede encontrar en

el Apéndice X.

Por otra parte, nos planteamos la inclusiéon de la cepa 12CR en la nueva especie a
describir. Las semejanzas fenotipicas, filogenéticas y quimiotaxonémicas ya han sido comentadas
anteriormente, mostrando que existen suficientes evidencias como para considerarse dentro del
mismo taxon. Sin embargo, los experimentos de hibridacion parecen indicar que podria tratarse de

un genomovar de H. nitratireducens. El porcentaje de hibridacion del 71-72% se encuentra en el
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limite del 70% (Waine y col., 1987), establecido para microorganismos de la misma especie, pero
bastante reducido en comparacion con la semejanza fenotipica. El concepto de genomovar fue por
primera vez empleado en el género Pseudomonas para designar microorganismos fenotipicamente
muy similares pero genéticamente no tanto. Un genomovar se considera carente de un rasgo
fenotipico diferencial con respecto a otros genomovares, pues de existir y tener suficiente
importancia podria considerarse una especie distinta (Lalucat y col., 2006). En este caso, a pesar
de la semejanza fenotipica, ambas cepas podrian distinguirse fenotipicamente en base a su

capacidad para desnitrificar.

Sera necesario en el futuro realizar experimentos complementarios que determinen
definitivamente la posicion taxondémica de 12CR. Entre las técnicas propuestas estan ciertos
métodos de tipado inter e intraespecifico, RAPD, AFLP, PFGE, etc,... plenamente aceptados en
Sistematica bacteriana (Stackebrandt y col., 2002). La secuenciacion en este trabajo de tan s6lo un
gen funcional, narH (no es desnitrificante y los otros genes del proceso no han sido detectados) no
es suficiente para discernir su posicion, si bien mediante dicho gen su relacion filogenética con

118 no es tan proxima (apartado V.2.).

IV.3.2. FENON 2

Es el mas ampliamente representado, en concreto, por cinco cepas: 4CR, C8, F15, HGD1
y N64. Se vuelve a poner de manifiesto como en el fenon anterior, que la agrupacion fenotipica es
independiente del lugar en el que fueron aisladas las cepas. Asi, las cepas 4CR y F15 proceden de
Malaga, la cepa C8 de una salina solar en Chile, la cepa HGD1 fue aislada en Rusia y la cepa N64
en Almeria. Estas cepas se asocian entre si a un 86,7%, mientras que los mayores porcentajes de
semejanza con las especies de referencia los encontramos con Halomonas maura (siendo el mas
alto de 82,5% en la cepa C8), con H. alimentaria (valor mas alto para la bacteria HGD1, con un

81,1%) y con H. campisalis (80,2% en la cepa 4CR).

Todas las cepas del fenon se caracterizan por originar en medio MY soélido al 7,5% (p/v)
colonias de color crema. Estas son de caracter mucoso, siéndolo en menor medida las de las cepas

4CR y C8. Las células acumulan PHA en su interior y son de pequefio tamafio, con excepcion
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también de la cepa C8, cuya longitud es mayor a 3um. Crecen adecuadamente entre un 3 y un 25
% (p/v) de sales y entre un 3 y un 20 % (p/v) de NaCl. Resulta interesante comprobar que la cepa
N64 es capaz de crecer en medio MY no suplementado con sal ni NaCl. Sin embargo, su optimo
de crecimiento se sitta al 7,5-10% (p/v) de ambos, con lo cual podria ser considerada como
haléfila moderada, de acuerdo a los criterios de Kushner y Kamekura (1988), expuestos en la
Introduccion. No obstante, para comprobar exactamente su crecimiento en ausencia de sal
deberian ser empleado un medio minimo, tal y como recomienda Arahal y col. (2007). Asimismo,
se observa que las cinco cepas crecen dptimamente en el intervalo de 15 a 45°C y aun pH de 6 a

10. Resisten el calentamiento a 80°C durante 10 minutos.

Las cepas de este fenon crecen en agar Mac Conkey pero no en agar cetrimida. En cuanto
a las actividades enzimaticas, son ureasa, fenilalanina desaminasa y DNAsa positivas, si bien
ninguna de ellas hidroliza la gelatina, el Tween 80 o la lecitina. No producen pigmento a partir de

la tirosina ni presentan actividad hemolitica.

Todas van a reducir el nitrito en aerobiosis y, con excepcion de la cepa HGDI, originan
una pequefla burbuja de gas en la campanita de Durham. Esta burbuja se relaciona con la
formacion de N, mas que con la de otros gases como N,O 6 CO,, ya que éstos solamente la
producen cuando se excede su solubilidad en el medio (Brettar y Hofle, 1993). Con el propdsito de
descartar una posible influencia del pH, se repiti6é la prueba a pH 6-10, obteniéndose el mismo
resultado. No obstante, la formacion de burbuja en la campanita de Durham es un factor muy
variable y no deberia tomarse como criterio Unico para la deteccion de microorganismos
desnitrificantes (Brettar y Hofle, 1993). Esta variabilidad podria explicarse en la extrema
sensibilidad al oxigeno de las 6xido nitroso reductasas, sensibilidad ya descrita en organismos
como Paracoccus denitrificans (Alefounder y Ferguson, 1982). Asi, la cepa HGDI fue
seleccionada mediante el test de Callies y Mannheim (1978) por observarse crecimiento y
desplazamiento del tapon de agar (Capitulo I); en esta prueba, que tiene lugar en anaerobiosis, se
descartd que lo observado se debiese a un proceso fermentativo ya que el medio viraba a rosa
como consecuencia de la alcalinizacion. Sin embargo, la no deteccion del gen nosZ en la cepa
HGD1 (apartado V.2.) nos conduce a pensar que tiene lugar un proceso de desnitrificacion pero

que ¢éste podria detenerse en el paso de NO a N,O; la observacion en anaerobiosis de gases podria
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deberse a una alta actividad 6xido nitrico reductasa que, aunque funcional en aerobiosis, cabe la
posibilidad de que sea estimulada por la ausencia de oxigeno, superando la solubilidad del 6xido
nitrico en el medio. El producto final del proceso serd confirmado en un futuro mediante

cromatografia de gases.

En cuanto a las propiedades nutricionales las cepas presentan bastante semejanza entre si.
Son capaces de utilizar como unica fuente de carbono y energia acetato, almidon, L-arabinosa,
citrato, D-fructosa, D-galactosa, gluconato, D-glucosa, lactato, lactosa, maltosa, manitol y manosa,
pero no adonitol, etanol, esculina o formiato. Pueden usar como fuente de carbono, nitrogeno y

energia los siguientes compuestos: L-alanina y L-serina pero no L-lisina.

Son sensibles a la ampicilina, cefalotina, cefoxitina, ceftazidima, doxiciclina, penicilina,

polimixina B y trimetroprim-sulfametoxazol, pero son resistentes a vancomicina.

En la Tabla 30 se recogen las caracteristicas diferenciales de las cinco.

Tabla 30. Caracteristicas diferenciales entre las cepas del fenén 2.

Cepa 4CR cs F15 HGD1 N64
Prueba =

EPS i - ++ ++ ++
Movilidad + - - - -
Longitud >3um = + - - -
Crecimiento en sales % (p/v) 0,5-25 0,5-25 0,5-30 3-30 0-30
Crecimiento en NaCl % (p/v) 3-20 3-20 3-25 3-25 0-25
Crecimiento a 4°C - - + + +
Crecimiento a pH 5 = f - -
Oxidasa + + - + +
Produccion de acidos de la glucosa + - + + -
H,S - - - -
Oxidacion de gluconato - D - D +
ONPG + - + - +
Fosfatasa - - - t
Hidrolisis de:

Caseina - - - - +

Esculina t t -

Tirosina - - - - +

Tween 20 + + + + -
Crecimiento” en:

D-salicina - - - + -

“ Sustratos utilizados como tnica fuente de carbono y energia o como tinica fuente de carbono, energia y nitrégeno
D: Resultado dudoso
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Tabla 30. Continuacion.

Ceng 4CR cs F15 HGD1 N64

Prueba
Crecimiento” en:
D-trehalosa + +
Fumarato + +
Propionato + + - +
+
+

!
+
t

Succinato +
DL-glicerol +
mio-inositol + - -
D-sorbitol f -
L-histidina + - -
iso-leucina - + - R +
L-valina = - I B ~
Susceptibilidad a:
Norfloxacino
Aztreonam
Tobramicina
Gentamicina S

+ 4 +

I
S
S

) 2 U2~
— — N —
wn n—~
nnn

S S
“ Sustratos utilizados como tnica fuente de carbono y energia o como tinica fuente de carbono, energia y nitrégeno
[: Resultado intermedio

En relacion a los estudios genotipicos, se observa que el contenido en G+C de las cinco
cepas del fenon presenta valores muy similares, con un margen de variacion entre ellos muy

pequetio. Se sitiian entre 66,0 y 67,5 moles % (véase Tabla 25, pagina 99).

Por otro lado, la similaridad en las secuencias del gen ARNr 16S es superior al 99,4%
entre las cepas del fenon, lo que claramente nos indica que estamos ante cepas de una misma
especie. Con respecto a las especies de referencia, filogenéticamente se sitian muy proximas a
Halomonas ventosae, con una semejanza superior al 99%. Con respecto a H. alimentaria, especie
con la cual guardaban elevada semejanza fenotipica, se aprecia que desde el punto de vista
filogenético se situan a una distancia mayor (98,0% es el valor de semejanza maximo para 4CR y

N64).

En resumen, se puede decir que las cinco cepas del fenon 2 pertenecen a un mismo taxon.
Aunque fenotipicamente no se agrupan con H. ventosae a nivel de especie, consideramos que
existe una semejanza suficientemente elevada entre estos microorganismos (proxima al 80%), lo
cual, apoyado en los datos filogenéticos, nos confirma la estrecha relacion existente entre ellos.
Quizas la diferencia mas notable la encontremos en el contenido en G+C, que en el caso de H.

ventosae es de un 72,6-74,6 moles %, 5 6 6 unidades por encima del valor de nuestras cepas, pero
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ya se ha explicado que éste no es un cardcter determinante. En la Tabla 31 se muestran las
caracteristicas diferenciales entre H. alimentaria, H. ventosae y la cepa N64, elegida como

representante del fenon.

Tabla 31. Caracteristicas diferenciales entre H. alimentaria, H. ventosae y la cepa N64, representante
del fenén 2.

DliEun PRSIy N64 H. alimentaria® DSM 15356"  H. ventosae® CECT 5797

Prueba =
EPS + - i
Movilidad - - t
Morfologia Bacilo Bacilo corto/cocobacilo Bacilo
Crecimiento en sales % (p/v) 0-30 1-20 1-15
Optimo % (p/v) de sales 3-10 1-13 8
Crecimiento en T? (°C) 4-45 4-45 15-50
Crecimiento en pH 5-10 5-10 6-10
H,S -

ONPG

Crecimiento en Mac Conkey

Ureasa

Fosfatasa

Hidrédlisis de:
ADN
Caseina
Esculina
Tirosina -
Tween 20 - - +

Crecimiento® en:
Almidén
L-arabinosa
D-celobiosa
Esculina
D-fructosa
D-manosa
D-salicina -
Malonato -
Succinato + -
Adonitol -
Etanol -
mio-inositol +
L-alanina t
L-histidina -
L-lisina -
L-serina +
L-valina -

Susceptibilidad a:

Sulfamida S
Tobramicina S R R

Contenido en G+C (moles %) 67,14+0,1 63,0 72.6-74.6

ND -
+ -
ND +

S SIS
.
.

4+ o+
+ + o+ 4 + 4+ +
o 4t + o4+

+ 4+ o
.

=

S

“ Datos obtenidos de esta Tesis Doctoral y de Yoon y col. (2002)

® Datos obtenidos de Martinez-Canovas (2004a)

“ Sustratos utilizados como Unica fuente de carbono y energia o como unica fuente de carbono, energia y nitrogeno
ND: No determinado
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IV.3.3. FENON 3

Estd formado por dos cepas, F5 y S19, aisladas de Maélaga y Asilah (Marruecos)
respectivamente, capaces de respirar sobre nitratos pero no sobre nitritos, ni de realizar un proceso
de desnitrificacion. Ambas cepas se agrupan entre si a un 95,2% de semejanza y con H. eurihalina
a un 82,1%. Con el fenén 1 muestran un porcentaje de semejanza fenotipica de 81,1% y con el

fendn 2 de 79,2%.

En el medio MY soélido al 7,5% (p/v) ambas cepas producen exopolisacarido, en
mayor medida S19, dando lugar a colonias de color crema bastante mucosas. Sus células son de
pequefio tamafio y no acumulan PHA en su interior. Crecen adecuadamente al 0,5-30% (p/v) de

sales y al 0,5-25% de NaCl, en un rango de temperaturas de 4-45°C y pH 5-10.

Ninguna de las cepas produce acidos a partir de la glucosa y ambas son oxidasa
negativas. Van a producir H,S a partir de L-cistina pero no reducen los nitritos en aerobiosis ni
oxidan el gluconato. También dan negativas las pruebas ONPG, fenilalanina desaminasa, hidrolisis
de caseina, esculina, lecitina, Tween 80, tirosina y produccion de pigmento a partir de ésta. Por el
contrario, presentan otras actividades bioquimicas: Fosfatasa e hidrdlisis de ADN, gelatina, Tween

20 y urea. Crecen en agar Mac Conkey y agar cetrimida.

Desde el punto de vista nutricional, la semejanza entre ambas cepas es muy elevada,
unicamente se diferencian en la utilizacion como fuente de carbono, nitrogeno y energia en tres
compuestos (véase Tabla 22, pagina 94). Asi, las dos cepas eran capaces de utilizar como fuente de
carbono y energia una muy amplia variedad de sustratos: Acetato, almidon, L-arabinosa, D-
celobiosa, citrato, esculina, D-fructosa, fumarato, D-galactosa, DL-glicerol, gluconato, D-glucosa,
mio-inositol, lactato, lactosa, maltosa, D-manitol, D-manosa, propionato, D-salicina, D-sorbitol,
succinato y D-trehalosa. No son, sin embargo, capaces de emplear el formiato. Por otro lado, como

fuente de carbono, nitrogeno y energia usan L-alanina, L-histidina, iso-leucina, L-lisina y L-serina.
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En cuanto a la susceptibilidad a agentes antimicrobianos son sensibles a aztreonam,
ceftazidima, gentamicina, tobramicina y trimetoprim-sulfametoxazol. Son, en cambio, resistentes a

ampicilina, cefalotina, cefoxitina, doxiciclina, penicilina, polimixina B y vancomicina.

El contenido en G+C moles % es muy similar en ambas cepas: 64,29+1,0 moles % en
F5y 62,45+0,2 moles % en S19. Estos valores estan muy proximos también a los de H. eurihalina,

65,7 moles % (Quesada y col., 1990).

Por otra parte, la relacion filogenética entre ambas cepas es muy estrecha, con un
porcentaje de semejanza del 99,8% entre sus secuencias del gen ARNr 16S. Esto corrobora, junto
con los datos anteriores, su pertenencia a la misma especie. Asimismo, también filogenéticamente
se confirma que ambas cepas pertenecen a la especie H. eurihalina, con una similitud del 99,1% y
98,9% y una divergencia de tan sélo 0,3 y 0,6 para S19 y F5, respectivamente. Con el resto de
especies de referencia, la semejanza filogenética es inferior al 98%, siendo H. elongata con su 97,8

% de similitud con F5, la mayor relacion encontrada, aparte de H. eurihalina.

Las diferencias entre las cepas del fenon 3 y H. eurihalina se recogen en la Tabla 32.

Tabla 32. Caracteristicas diferenciales entre las cepas del fenén 3 y H. eurihalina.

icroorganismo F5 S19 H. eurihalina® ATCC 49336
Prueba —
Movilidad + - -
PHA - - +
Crecimiento al 30% (p/v) de sales + + -
Crecimiento al 30% (p/v) de NaCl + - -
ONPG D - +
Oxidacion de gluconato - -
Hidrélisis de:
ADN + + -
Esculina - - +
Tirosina - - +
Tween 80 - - +
Produccion de pigmento de la tirosina - - +
Hemolisis - + -
Crecimiento® en:
Almidon + + -
Esculina + + -

* Datos obtenidos de Quesada y col. (1990) y de Mata y col. (2002)
® Sustratos utilizados como tinica fuente de carbono y energia o como unica fuente de carbono, energia y nitrégeno
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Tabla 32. Continuacion.

Acroorsanismo F5 19 H. eurihalina® ATCC 493367
Prueba —
Crecimiento® en:
Adonitol + - +
Etanol + - -
DL-glicerol + + -
Malonato - - +
L-valina + +
Susceptibilidad a:
Amoxicilina S S R
Cefoxitina R R S
Norfloxacino | R ND
Polimixina B R R S
Contenido en G+C (moles %) 64,29+1,0 62,45+0,2 65,7

“ Datos obtenidos de Quesada y col. (1990) y de Mata y col. (2002)

® Sustratos utilizados como tinica fuente de carbono y energia o como unica fuente de carbono, energia y nitroégeno
[: Intermedio

ND: No determinado

1V.3.4. FENON 4

Este fenén incluye tres cepas 15CR, R53 y SP4, agrupadas entre si a un 89,5%. Estas
cepas fueron aisladas de Malaga (cepa 15CR), Murcia (cepa R53) y Alicante (cepa SP4),
poniéndose nuevamente de manifiesto que la agrupacion fenotipica es independiente del lugar
geografico de origen. El porcentaje de semejanza con el resto de fena es bajo, de un 78,1% con el
fenon 1, 74,3% con el fendén 2 y 65,4% con el fenoén 3. También se sitaa por debajo del nivel de
85%, la relacion fenotipica con otras especies de referencia, encontrandose la maxima semejanza

fenotipica con H. maura (80%), H. alimentaria (78,7%) o H. desiderata (76,2%).

Las cepas de este fenon son bacilos con un tamafio aproximado de 1,9-2,8 pum de largo
por 0,7-0,9 um de ancho, apareciendo solos o agrupados en parejas. Las células son inmoviles y
tras 24 horas de incubacion acumulan multiples y grandes granulos de PHA en su interior, como se
puede observar en la Figura 26. También en esta imagen, especialmente en la fotografia de 15CR,
se observan granulos de polifosfatos tefiidos de negro. Los microorganismos capaces de
desnitrificar y acumular fosfato se conocen como dPAOQO (denitrifying poly-phosphate
accumalating organisms). Esta caracteristica es muy interesante desde el punto de vista

biotecnologico para descontaminacion de aguas residuales, pues éstas, como ya se ha dicho en la
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introduccion, suelen contener no sélo abundantes cantidades de nitratos sino también de fosfatos.
Aunque tradicionalmente se ha sostenido que los granulos de PHA sdlo se formaban en
condiciones anaerobias y los de polifosfato en aerobias (Kortstee y col., 2000), existen
microorganismos desnitrificantes como Paracoccus denitrificans en los que la formacioén de
polifosfatos podia tener lugar tanto si el aceptor final era el oxigeno como el nitrato (Barak y van
Rijn, 2000). En una planta de tratamiento, dPAOs como la especie mencionada posibilitarian la
eliminacion de nitrogenos y fosforo en un solo paso. Asi, seria interesante en este sentido,
demostrar si los granulos de polifosfato en 15CR son también producidos durante el proceso de

desnitrificacion.

@ - T, ’ . 4

Figura 26. Fotografias de microscopia electronica de las cepas 15CR (imagen -a-, 25000x), R53 (imagenes -b-y —c-,
35000X y 50000X, respectivamente) y SP4 (imagen -d-, 31500), tras 24 horas de incubacién. En la imagen c) se
observan protuberancias de polisacirido durante el proceso de excrecién del mismo.

Las cepas producen exopolisacarido (véase imagen c) de la Figura superior), dando origen
en medio MY 7,5 % (p/v) a colonias mucosas de color naranja palido. Van a crecer
adecuadamente entre un 3 y un 25% (p/v) de sales y un 7,5-20 % (p/v) de NaCl. El rango 6ptimo

para el crecimiento en cuanto a temperatura y pH se sitiia entre 4 y 45°C y 5 y 10, respectivamente.

No producen acidos a partir de ningun sustrato. Son oxidasa positivos, reducen los
nitratos y nitritos en aerobiosis y oxidan el gluconato. Por otro lado, son negativas las pruebas de
ONPG, hidrolisis de caseina, esculina, lecitina, formacion de H,S y produccion de pigmento a
partir de la tirosina. Tampoco poseen fenilalanina desaminasa ni actividad hemolitica en ninguna
de las dos condiciones ensayadas. Por el contrario, van a producir enzima ureasa y fosfatasa e

hidrolizan DNA y Tween 20. Crecen en agar Mac Conkey pero no en agar cetrimida.
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En cuanto a sus requerimientos nutricionales, son capaces de utilizar como unica fuente
de carbono y energia los siguientes compuestos: Acetato, citrato, fumarato, D-gluconato, D-
glucosa, D-maltosa, D-manosa y succinato. Mientras que esculina, galactosa, formiato y sorbitol
no pueden ser utilizados en esas condiciones. Tampoco L-alanina, iso-leucina, L-lisina y L-valina

pueden ser usados como unica fuente de carbono, nitrégeno y energia.
Son susceptibles a ampicilina, aztreonam, cefalotina, cefoxitina, ceftazidima, doxiciclina,
gentamicina, norfloxacino, penicilina, polymixina B y trimetroprim-sulfametoxazol. Presentan, en

cambio, resistencia a tobramicina.

Las caracteristicas fenotipicas diferenciales entre las cepas del fendn, se recogen en la
Tabla 33.

Tabla 33. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre las cepas del fen6n 3.

Ceng 15CR R53  SP4
Prueba

Crecimiento al 3% (p/v) de NaCl - - I
Crecimiento al 5% (p/v) de NaCl + - +
Resistencia a 80°C durante 10 min - + -
Hidrélisis de:
Tween 80 + - +
Gelatina - + ;
Tirosina + - +
Crecimiento® en:
Almidon + + -
L-arabinosa - f -
D-celobiosa + - -
D-fructosa t - -
Lactosa = + =
D-salicina -
D-trehalosa +
Lactato + + -
Adonitol -
Etanol +
DL-glicerol aF - -
mio-inositol +
D-manitol
L-histidina
L-serina
Susceptibilidad a:
Vancomicina D R R

+ +
o+
+ 1

* Sustratos utilizados como tinica fuente de carbono y energia o como tinica
fuente de carbono, energia y nitrogeno
D’ Dudoso
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El contenido en G+C de las tres cepas es muy similar, especialmente entre las cepas R53
y SP4, siendo en estos dos casos de 66,2 moles %. En el caso de la cepa 15CR, el valor es algo

menor, de un 62, 7 moles %.

El estudio quimiotaxonémico pone de manifiesto un perfil similar de acidos grasos (véase
Tabla 28), asi como una predominancia de la quinona 9, si bien en el caso de la cepa R53,

podemos encontrar también un 6% de Ubiquinona 8.

Desde el punto de vista filogenético, las 3 cepas de este fenon se relacionan por encima
del 99%, lo cual junto con los datos anteriores, confirma su pertenencia al mismo taxén. Por otra
parte, las especies relacionadas filogenéticamente son Halomonas alimentaria, H. campaniensis,
H. gudaonensis y H. ventosae. Sin embargo, la similaridad del gen ARNr 16S con ellas no es muy
alta, inferior siempre al 97%, limite orientativo de especie (Stackebrandt y Goebel, 1994). Los

valores de semejanza mas altos se obtenian con H. alimentaria (96.3%).

Tras comparar las caracteristicas fenotipicas, genotipicas y filogenéticas de las cepas del
fenon 4, se considerd6 que podria tratarse de una nueva especie desnitrificante del género
Halomonas. Asi, se propuso un nuevo taxén, Halomonas cerina (ce.ri’.na; L. adj. cerina, del color
de la cera de las abejas, para describir el color de las colonias), con la cepa SP4" como cepa tipo.
Se puede encontrar en el Apéndice X el trabajo con la descripcion completa de la nueva especie,
asi como con las caracteristicas diferenciales respecto a las especies de Halomonas mas proximas

fenotipica o filogenéticamente.

IV.3.5. CEPAS NO INCLUIDAS EN LOS FENA DESCRITOS

Se trata de tres cepas, Al13, 5SCR y HGDKI1, aisladas de Jaén, Malaga y Siberia (Rusia).
Todas ellas son capaces de desnitrificar, pero no guardan similaridad fenotipica con el resto de

microorganismos y especies de referencia, agrupandose por debajo del 78%. La semejanza de las
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tres cepas entre si no supera el 74%. Brevemente expondré a continuacion las caracteristicas mas

destacadas de estas cepas.

Cepa SCR

La mayor semejanza fenotipica la encontramos con Halomonas desiderata (74,3%), pero
es un valor bastante bajo como para considerarse del mismo taxon. Y es que la cepa SCR muestra
algunas propiedades fenotipicas inusuales entre los microorganismos de este trabajo: Asi, es la
unica de las cepas estudiadas que no presenta actividad ureasa o crecimiento en agar Mac Conkey.

Por otra parte, ha manifestado actividad lecitinasa, s6lo encontrada en las cepas Al13 y HGDKI.

El analisis filogenético revela que podria tratarse de una nueva especie desnitrificante del
género Halomonas, al presentar valores de semejanza no muy altos con las especies validamente

descritas hasta la fecha (la semejanza mas elevada es de un 97,8% con H. ventosae).

All3

Esta cepa fenotipicamente guarda la mayor semejanza con H. desiderata (78%),
perteneciente al fenon C del trabajo de Mata y colaboradores (2002). Con las especies de dicho
fenén la cepa All3 comparte la caracteristica de utilizar un reducido numero de sustratos como
unica fuente de carbono, nitrégeno y energia (tan sélo emplea 5 de los 35 compuestos ensayados;

véanse Tablas 21 y 22 en el apartado de resultados).

Desde el punto de vista filogenético es mas cercana a H. denitrificans (98,2%), si bien
con ella presenta una diferencia significativa en cuanto a contenido en G+C: 66,0 moles % en la
cepa All3 y 53, 8 moles % en H. denitrificans, casi acercandonos a la diferencia de 15 moles %,
limite orientativo entre géneros (Goodfellow y col., 1997). La relacion filogenética de la cepa All3

con H. campisalis y H. desiderata, fenotipicamente similares, se sitia en ambos casos al 94,6%.

El analisis quimiotaxondémico también da un patron de acidos grasos diferente al descrito

para H. denitrificans (Kim y col., 2007). Como se puede observar en la Tabla 34 los acidos grasos
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mayoritarios coinciden, si bien la proporcion de cada uno de ellos es diferente entre la cepa All3 y

H. denitrificans.

Tabla 34. Composicion en acidos grasos de la cepa All13 y H. denitrificans.

CEPA All3 H. denitrificans* M29"
Acido graso
10:0 3,09 2,4
10:0 3OH 0,29 =
11:0 ISO 0,21 -
12:0 0,57 -
12:0 30H 6,38 7,4
14:0 0,83 -
15:0 - -
16:0 28,20 21,1
17,0 CYCLO 0,33 -
17:0 0,06 -
1R:0 0 NKR -
18:1 w5c 0,08 -
18:1 o7¢ 13,83 47,2
11 methyl 18:1 w7¢c - =
19:0 cyclo m8¢c 0,83 trazas®
;572) ISO 20H/ 16:1 44.01 1.2

-: No detectado
*: Datos tomados de Kim y col., 2007
*: Menos del 1%

La evaluacion detenida de todos los datos
obtenidos, junto con la realizacion de experimentos de
hibridacion ADN-ADN con H. denitrificans, determinaran
si finalmente la cepa All3 constituye un nuevo taxén. En la

Figura 27 se muestra una imagen de la cepa al microscopio

electronico. Figura 27. Fotografia al microscopio

electrénico de la cepa Al 13 (31500X)
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HGDK1

Por ultimo, la cepa HGDK1 mostraba una semejanza fenotipica muy baja con respecto a
las especies de referencia (valores mas altos, 74,5% y 74,3 % para H. alimentaria y H. maura
respectivamente) y demas cepas del estudio (75,2% para la cepa N64). Los dos principales rasgos
diferenciadores con el resto de nuevos aislados son la produccion de fluoresceina en Agar King y

la movilidad por medio de flagelos peritricos (véase Figura 17, pagina 87).

Desde el punto de vista filogenético y genético es semejante a H. koreensis. Asi, sus
genes ARNr 16S guardan una semejanza del 98,9%. En cuanto al contenido en G+C, difieren en
poco mas de una unidad (68,8 moles % para HGDK1 y 70 moles % para H. koreensis). Estos datos
apoyan su pertenencia a un mismo taxon. En este sentido seria interesante disponer en H. koreensis
de un mayor nimero de caracteristicas fenotipicas que permitan realizar un analisis numérico
como el llevado a cabo en este trabajo. La uniformidad de criterios en la descripcion fenotipica de
nuevas especies de Halomonas, tal y como proponen Arahal y col. (2007), facilitara enormemente
la comparacion entre taxa del género. No obstante, como en la cepa All3, los resultados de
hibridacion ADN-ADN determinaran finalmente si se trata de una nueva especie del género

Halomonas.
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Capitulo lll: Resumen

RESUMEN

Tras determinar fenotipicamente la capacidad desnitrificante de los microorganismos
objeto de estudio, se realizé un andlisis a nivel molecular de esta propiedad. Para ello se decidi6
secuenciar los genes narH, nirS/nirK y nosZ, que codifican etapas claves de un proceso de
desnitrificacion completo, siguiendo la metodologia de Petri e Imhoff (2000), Braker y col. (1998),
y Scala y Kerkhof (1998), respectivamente. Una vez que se dispuso de las secuencias, éstas fueron

empleadas con fines filogenéticos, utilidad ya descrita anteriormente en los trabajos mencionados.

El proceso de desnitrificacion se extiende entre ramas filogenéticas muy dispares, por ello
la filogenia a partir del gen ARNr 16S puede ser complementada con la informacion que los genes
funcionales mencionados aportan. En relacién al gen narH comprobamos que la filogenia es
altamente coincidente con la del gen ribosémico, agrupandose por un lado los microorganismos
que solo respiran sobre nitratos, de forma separada a otros con capacidad desnitrificante; como
excepcion se encontraria la especie Halomonas maura, que se agrupaba con las cepas 11S y

HGDKI1.

Con respecto al gen nirS observamos que la influencia del método filogenético usado es
mayor cuando la filogenia se establece en base a la secuencia de aminoacidos que cuando partimos
de la de nucleodtidos y mas acusada que en el caso del gen narH y proteina correspondiente. No
obstante, la mayoria de agrupaciones vistas tanto en aquel gen como en el ribosdmico, se

mantienen estables independientemente del algoritmo usado y con valores de “bootstrap” altos.

Por ultimo, con el gen nosZ encontramos la mayor divergencia con respecto a la filogenia
del gen ribosémico, lo que sugiere una tasa de mutacion algo mayor que en los genes anteriores.
Las agrupaciones en general son discordantes con las observadas para los genes ARNr16S, narH 'y
nirS, si bien la relacion filogenética entre Halomonas campisalis y H. desiderata se vuelve a poner
de manifiesto, demostrando una linea evolutiva diferente a la del resto de microorganismos

estudiados.
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La filogenia se establecid no s6lo en base a la secuencia de nucledtidos de esos genes sino
también a partir de la deducida de aminoacidos de las proteinas correspondientes, con

conclusiones similares a las mencionadas en los parrafos anteriores.
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SUMMARY

The ability to use nitrate as a terminal electron acceptor or denitrify has been tested
phenotypically and described in previous chapters, so we decided to focus on a molecular analysis
of the process. To this aim, the narH, nirS/nirK and nosZ genes were sequenced following the
methodologies of Petri and Imhoff (2000), Braker et al. (1998), and Scala and Kerkhof (1998),

respectively. These genes encode enzymes participating in key steps of a denitrification process.

In addition, the sequences obtained were also employed in a phylogenetic analysis. The
denitrification process is found in a wide variety of bacterial lineages (Zumft, 1997; Philippot,
2002), so an approach involving 16S rRNA gene could be complemented with those functional

genes, whose usefulness in phylogenetic studies is well stablished (mentioned articles before).

With regard to the narH gene, we observed congruence with the phylogeny of 16S rRNA
gene. The microorganisms only able to respire on nitrate cluster together and separately from the
rest of denitrifying strains. As exception for this fact, the specie Halomonas maura, which appears

close to the denitrifying bacteria 11S and HGDKI.

The influence of the method used is stronger with the nirS gene, although most of the
clusterings obtained with the 16S rRNA and narH genes, remains with the gene for nitrite

reductase, with high “bootstrap” values and whatever were the method employed.

Finally, the nosZ gene shows the highest divergence with the phylogeny of the 16S rRNA
gene, which suggests a mutation rate higher than the other functional genes. The clusterings were,
in general, discordant with the already observed in the rest of genes. However, Halomonas
campisalis and H. desiderata keep each other close and in a different lineage from the rest of

species of the genus Halomonas; they could have a separate evolution.

The phylogeny was stablished not only on nucleotides sequences but also on aminoacidic

deduced sequences, with similar results in both of cases.
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V. ANALISIS FILOGENETICO DEL PROCESO DE
DESNITRIFICACION EN Halomonas

V.1. MATERIAL Y METODOS
V.1.1. AMPLIFICACION DE LOS GENES narH, nirS, nirK Y nosZ

Se realizo en todos los microorganismos seleccionados en el Capitulo I, que se recogen a

modo de recordatorio en la Tabla 35.

Tabla 35. Microorganismos estudiados desde el punto de vista filogenético.

Microorganismos validamente publicados Cepas de nueva caracterizacion
H. alimentaria DSM 15356" 118 c8 R53
H. campisalis ATCC 700597" 4CR F15 SP4
H. desiderata DSM 9502" 5CR HGD1 12CR
H. halodenitrificans ATCC 135117 15CR HGDK1 F5
H. ventosae CECT 5797 " AL13 N64 S19

_ Las cepas sombreadas en gris respiran sobre nitratos, pero no realizan una desnitrificaciéon completa (apartado I11.2.3)

Se utilizé el ADN extraido mediante el kit comercial “AquaPure Genomic ADN isolation

kit” (Biorad®), tal y como se describio en el punto b) del apartado IV.1.B.1.

Los genes se amplificaron por PCR siguiendo Componentes de la reaccién de PCR

el protocolo de Saiki y col. (1988), si bien para cada *ADN molde: 0,1-0,3pg

*Cebadores (30 mM): 1 pl

*Tampon (con CI,Mg) (10X): 5 ul
determinadas, modificadas cuando fue necesario en *dNTPs (10 mM): 1 ul

*Tagq polimerasa (Eppendorf”): 1-5 U
*Agua bidestilada estéril c.s.p. 50 pl

uno de ellos se consideraron unas condiciones

algunos microorganismos. Los componentes de la

reaccion de PCR se detallan en el cuadro adyacente.

La metodologia para los distintos genes se expone a continuacion.
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a) Amplificacion del gen narH

Para la amplificacion de un
fragmento de aproximadamente 1000pb del
gen narH se sigui6 el protocolo de Petri e
Imhoff (2000), si bien se modificd alguna

de las condiciones (Figura 28).

Los cebadores empleados en la
reaccion de amplificacion fueron narHS0F
y narH1040R (Sigma-Genosys”),
disefiados también por Petri e Imhoff
(2000) y cuya secuencia se muestra en la

Tabla X del Apéndice X.

b) Amplificacién del gen nirS

36ciclos

C 94

¢ 720

*_19C/keiclo, 15 ciclos iniciales
50°C, 20 ciclos resianias

Figura 28. Condiciones de amplificacién del gen narH.

El protocolo seguido fue el descrito por Braker y col. (2000), excepto para las cepas N64,

C8 y F15, con las que se usaron las condiciones de un trabajo anterior (Braker y col., 1998). Para

la cepa HGDKI1 la temperatura de hibridacion se incremento6 a 57,3°C. Los protocolos se describen

en la Figura 29.

a)

30ciclos

95°9C ' 95°C

720C, 7200

*-0,5°C/ciclo, 10 ciclos iniciales
540C, 20 ciclos restantes

b)

95°C

30ciclos

95°C
7290 72°C

*_0,5°C/ciclo, 10 ciclos iniciales
43°C, 20 ciclos restantes

Figura 29. Condiciones de amplificacion del gen nirS. a) Usada para todas las cepas y especies de refencia (Braker y
col., 2000). b) Condiciones para las cepas N64, C8, F15, F5 y S19 (Braker y col., 1998).
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Los primers usados fueron nirS1F y nirS6R (Braker y col., 1998), sintetizados por
Sigma-Genosys”, y cuya secuencia se muestra en la Tabla X del Apéndice X. El tamafio del

fragmento amplificado estaba entre aproximadamente 800 y 900 pb.

¢) Amplificacién del gen nirK

En un microorganismo desnitrificante la nitrito reductasa puede estar codificada por el
gen nirS 6 nirK. Ambas posibilidades, de caracter excluyente en una misma célula (Zumft, 1997,
Jetten y col., 1997; Watmough y col., 1999), fueron chequeadas y por ello se llevo a cabo también
la amplificacion del gen nirK siguiendo el protocolo de Braker y col. (1998). Las condiciones se
muestran en la Figura 29 de la pagina anterior. Los cebadores usados en la reaccion de
amplificacion fueron nirK1F y nirK5R (Sigma-Genosys®), cuya secuencia se recoge en la Tabla

X, Apéndice X. El tamafio del amplicon estaba alrededor de 500pb.

d) Amplificacién del gen nosZ

La  amplificacion de un

fragmento de entre 1000 y 1100 pb se 35ciclos

realizd de acuerdo a lo propuesto por 94°C 95°C

Scala y Kerkhof (1998), usando la pareja g s
de cebadores nosZ661F y nosZ1773R
(Sigma-Genosys”™) (Tabla X, Apéndice

X). Las condiciones empleadas se

detallan en la figura adyacente. No

obstante, para la amplificacion de

Halomonas alimentaria y H. desiderata Figura 30. Condiciones de amplificaciéon del gen nosZ
(Scala y Kerkhof (1999).

la temperatura de hibridacion se bajo a

53,2°C.
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V.1.2. ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE PCR POR ELECTROFORESIS
CONVENCIONAL

La electroforesis se realiz6 en geles horizontales de agarosa (Seakem GTG®, FMC Corp.)

sumergidos en tampén TBE 1x y preparados al 1 % (p/v) con el mismo tampon.

TBE 10x
Trizma Base (Sigma%\‘) .................... 54¢g
Acido bérico (Sigma®).......c....... 27,5¢
EDTA (Sigma®) 0,5 M, pH§....... 20ml
Agua bidestilada c.s.p.................... 500ml

Como tampoén de carga se utilizé el mostrado en el cuadro inferior, adicionando 1pl por
cada 5 pl de ADN:

Tampén de carga 6x

Azul de bromofenol (Sigma:'{7) ....... 0,25%(p/v)
Xilen-cianol (Sigma®™)................ | 0,25%(p/v)
Glicerol........ccoevevevieerereieienennenn, 30%(p/v)

Las condiciones de carrera fueron 100V durante 40 minutos aproximadamente. A
continuacion, el ADN se tifid con una soluciéon de bromuro de etidio (0,5 pg/ml) durante media
hora; tras lavar con agua para eliminar el exceso de bromuro de etidio, el ADN se visualizd
mediante exposicion del gel a la luz U.V. (245nm). Las imagenes se recogieron con una
videocamara acoplada a una impresora térmica, empleando el programa Gel Doc 2000 (software

Quantity one) de Biorad®.

El tamafio de las bandas se determind por interpolacion en curvas logaritmicas de la talla
de cada fragmento frente a su movilidad relativa. Como referencia se utilizaron las distancias de
migracion de los fragmentos resultantes de la digestion de 3ug del fago lambda (Bioline™) con 1,5
U/ug de ADN, de la enzima de restriccion Pstl, por un lado, y de HindIIl y EcoRlI, por otro, en un

volumen final de reaccion de 30 pl. Se dejo durante toda una noche y una vez digerido, se calent6d
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a 60°C durante 10 minutos para separar las regiones cos del fago lambda. En los geles de agarosa

se utilizo una concentracion de ADN patrén de 100 ng/ml.

Una vez separados los fragmentos de ADN mediante electroforesis en gel de agarosa, las
bandas elegidas a la luz U.V. se cortaron con una cuchilla y el ADN se recuper6d de la agarosa
utilizando el kit Illustra® GFX DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare®), segun las

recomendaciones del fabricante.

V.1.3. SECUENCIACION DE LOS FRAGMENTOS DE ADN AMPLIFICADOS

Se llevo a cabo tal y como se ha descrito con el gen ADNr 16S (Apartado IV.1.C.1.b). Se
emplearon igualmente los mismos cebadores usados en la reaccion de amplificacion, si bien para
las regiones intermedias se disefiaron nuevos oligonucleotidos. En la Tabla 36 se resumen los
cebadores empleados en la secuenciacion de los distintos genes para cada uno de los

microorganismos. La secuencia de estos oligonucledtidos se encuentra en el Apéndice III.

Tabla 36. Cebadores utilizados en las reacciones de secuenciacion.

Mi . Cebador”
icroorganismo -

Gen narH Gen nirS Gen nNosZ
H. alimentaria narH50F; H+2A112; H+3alim nirS1F; nirS6R; S+1A112 nosZ661F; nosZ1773R; Z+2Hal
H. campisalis SP6; T7 ' NP nosZ661F; nosZ1773R; Z+2cam
H. desiderata narH50F; H+ldes; H+2AI12 nirS1F; nirS6R; S+1des nosZ661F; nosZ1773R; Z+1Hal
H. halodenitrificans Secuencia ya depositada (AB076402) nirS1F; nirS6R; S+1A112 nosZ661F; nosZ1773R; Z+1Hal
H. ventosae narH50F; H+1A112; H+2Al112; H+3Al12 nirS1F; nirS6R; S+1Al12 SP6; T7
11S narH50F; H+1A112; H+2A112; H+3Al112 nirS1F; nirS6R; S+1Al12 nosZ661F; nosZ1773R; Z+2Hal
4CR narH50F; H+2Al112; H+3Al12 nirS1F; nirS6R; S+1Al12 SP6; T7 *
5CR narH50F; narH5CR; H+3Al12 nirS1F; nirS6R; S+1Al12 SP6; T7 '
12CR narH50F; H+2Al112; H+3Al12 NP NP
15CR narH50F; H+1Al112; H+2Al112 nirS1F; nirS6R; S+1A112 nosZ661F; nosZ1773R; Z+1Hal
All3 SP6; T7 nirS1F; nirS6R; S+1AI12 SP6; T7 '
(o] SP6; T7 nirS1F; nirS6R; S+1Al12 SP6, T7 '
F5 narH50F; H+1A112; H+2Al112 NP NP
F15 narH50F; H+2Al112; H+3Al12 nirS1F; nirS6R; S+1A112 nosZ661F; nosZ1773R; Z+1Hal
HGD1 narH50F; H+2Al112; H+3Al112 nirS1F; nirS6R; S+1A112 NP
SP4 SP6; T7 ' nirS1F; nirS6R; S+1A112 nosZ661F; nosZ1773R; Z+1Hal
HGDK1 narH50F; H+2Al112; H+3Al12 nirS1F; nirS6R NP
N64 narH50F; H+2A112; H+3Al112 nirS1F; nirS6R; S+1A112 nosZ661F; nosZ1773R; Z+1Hal
R53 SP6; T7 nirS1F; nirS6R; S+1A112 nosZ661F; nosZ1773R; Z+1Hal
S19 narH50F; H+2Al112; narHSCR NP NP

* La secuencia de los oligonucledtidos puede ser consultada en el Apéndice II1
" Fue necesario clonar para obtener una secuencia de adecuada fidelidad
ND: No amplificado ni secuenciado en ninguna de las condiciones ensayadas
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Cuando las secuencias recibidas no tenian suficiente calidad, se procedid a insertar el

fragmento en el vector de clonacion p-GEM®-T de Promega™ (Figura X), para su posterior

secuenciacion con los cebadores universales T7 y SP6. El procedimiento seguido se describe a

continuacion.

V.1.3.1. Ligacion del inserto en el vector

Realizada la purificacion del
fragmento deseado, se procedio a ligar éste
con el vector mediante la enzima ADN
ligasa del bacteriofago T4 en un volumen de
reaccion de 10 pl. La relacion molar
vector:inserto utilizada fue variable en
funciéon del tamafio del fragmento. La
reaccion se dejo durante toda la noche a

temperatura ambiente.

Xinn 1 1994

Seal
1875

Vector T

T7
! 1&tan

Apa| 14
Aatll 20
Sonl 26
HsiZ | N
Meo| 37
Sacll 46
Spel 55
Matl 62
Ba1Z | 62
Pstl 73
Sall 5
Nda| B2
Sacl| 94
Barx 1 | 103
s 112
T sps

CISaNADE_ 3K

Figura X. Vector p-GEM®-T. Se muestran los
diferentes sitios de restriccion y de insercion y los genes

lacZ y de resistencia a ampicilina.

V.1.3.2.Preparacion de células competentes con CaCl, y transformacion por

choque térmico

La preparacion de células competentes de Escherichia coli XL1-Blue con CaCl, para su

posterior transformacion se realizo siguiendo el protocolo descrito en el manual de Sambrook y

Russell (2001). También de acuerdo a este manual se
transformaron las células competentes con ADN

plasmidico mediante choque térmico. Las células que

habian adquirido el plasmido se

sembrando alicuotas de 100 pl de la suspension celular

seleccionaron

Medio LB sélido
Triptona (Panreac”).................... lg
Extracto de levadura (Panreac”). 0,5g
NaCl (Panreac®).........c.cccccoo..... lg
Agar (Panreac”)..........cccccoc...... 2g
Agua bidestilada c.8.p.....cccoeeenens 100ml

en placas de LB suplementado con ampicilina, IPTG y
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X-Gal (véase cuadro superior). Tras una incubacion a 37°C durante 24 horas se seleccionaron las

colonias blancas. —
Solucion de IPTG B
(23,83 mg/ml agua bd estéril)(Sigma®)........., 500ul
La adicion de IPTG, ampicilina y Solucion de X-GHompuestos selectores
X-gal se hizo tras la esterilizacion del (80 mg/ .ml de dlmetll.formimlda)(Slgma‘”)... 800 pl
Ampicilina 1000x) (Sigma ™ )..........cccvneen.n. 500ul
medio LB y una vez que la temperatura Medio LB 500ml

desciende en torno a los 50°C. Las

concentraciones empleadas se muestran en el cuadro adyacente.

V.1.3.3.Chequeo de clones portadores del inserto y extraccion del ADN plasmidico

Para el chequeo, las colonias blancas fueron crecidas en medio LB durante 24 horas.
Transcurrido este tiempo se tomd una alicuota de 200ul en un tubo de polipropileno y se
adicionaron 25ul de fenol (USB Corporation®) y 25ul de una mezcla cloroformo-alcohol
isoamilico en proporcion 24:1, ambos reactivos de Panreac”. También se agregaron 15ul de
tampon de carga 6x, cuya composicion se describe en la pagina X. Finalmente, el contenido
resultante se agitd vigorosamente durante 1 minuto y a continuacion se centrifugd 5 minutos. Tras
esto, se tomaron 20l del sobrenadante a los que se les realizé una electroforesis convencional en
un gel de agarosa al 0,7% (p/v), con un voltaje de 100 y un tiempo de carrera de 40 minutos. Todo
el procedimiento descrito también se llevo a cabo con alguna de las colonias azules obtenidas para
disponer de un control de tamafio, junto con el marcador A Pstl, preparado segin se ha explicado

anteriormente.

En aquellos cultivos que resultaron ser portadores del inserto se procedid a extraer el
ADN plasmidico para la posterior secuenciacion, empleando para ello el kit comercial GenElute™

HP Plasmid Miniprep Kit de Sigma®.

V.1.4. ANALISIS FILOGENETICO

Los cromatogramas de las secuencias recibidas fueron comprobados visualmente para
corregir posibles errores, tal y como ya se hizo con el gen ADNr 16S para establecer la filogenia

de los nuevos aislados (Apartado IV.1.C.2.).
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V.1.4.1. Construccién de arboles filogenéticos

Una vez inspeccionadas las secuencias se busco su semejanza con otras codificantes
disponibles en la base de datos GenBank, mediante el programa BLAST Xsearch (Altschul y col.,
1990). La calidad de la busqueda es valorada estadisticamente por el mismo programa, que
muestra s6lo aquellas secuencias en las que su alineamiento presenta menor dependencia

probabilistica (esto viene indicado por valores de E -expected value- proximos a 0).

Para inferir la relacion filogenética procedimos en primer lugar al alineamiento multiple
de las secuencias de los microorganismos en estudio con las disponibles en la base de datos. De
ésta se emplearon de forma exclusiva las secuencias de especies validamente publicadas, para
asegurar que su gen ADNr 16S estuviera secuenciado y pudiera ser usado en una posterior
reconstruccion filogenética. El alineamiento multiple se realizé con los programas Clustal X
(Thompson y col., 1997) y Megalign (Burland, 2000), ya mencionados en el apartado IV.1.C.2. El

programa Megalign nos permitié calcular los porcentajes de semejanza entre secuencias.

El alineamiento obtenido por Clustal X fue guardado en formato NBRF/PIR. A
continuacion, se uso el programa Gblocks para eliminar las posiciones ambiguas y regiones mas
divergentes del alineamiento (Castresana, 2000). Los parametros usados no fueron demasiado
estrictos con objeto de preservar tanta informacion como fuera posible: Para las opciones
“Minimum number of sequences for a conserved position” y “Minimum number of sequences for
a flank position” se utilizo el valor correspondiente a la mitad del numero de secuencias; en las
opciones “Maximum number of contiguous nonconserved positions” y “Minimum length of a
block” se emplearon los valores de 10 y 5; finalmente, para la opcion “Allowed gap positions” se

optd por “With half”.

Con el alineamiento corregido y convertido también mediante Clustal X en formato PHY,
se procedio a reconstruir la filogenia con el paquete de programas PHYLIP version 3.62
(Felsenstein, 2002). Los arboles se obtuvieron por tres métodos: Maxima Parsimonia, de

Distancias y Méaxima probabilidad, por medio de los programas dnapars, neighbor y dnaml,
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respectivamente. Las distancias evolutivas en los arboles generados por neighbor fueron
calculadas por el modelo Kimura two-parameter (Kimura, 1980), que tiene en cuenta transiciones
y transversiones de nucledtidos y asume para los cuatro la misma frecuencia de sustitucion. Para el
analisis de “bootstrap” se uso6 el programa segboot, realizando 100 remuestreos. Por tltimo, se
obtuvo un arbol consenso a partir de los arboles obtenidos por cada uno de los métodos; en este
caso empleamos el programa consense con las opciones por defecto, para la construccion del arbol

y TreeView (Page, 1996), para la visualizacion del mismo.

Por otra parte, las secuencias predecidas de aminoacidos para cada gen y microorganismo
se obtuvieron a partir de la de nucledtidos mediante el programa MEGA 3.1 (Kumar y col., 2004).
Una vez alineadas con Clustal X se sometieron a una “limpieza” mediante Gblocks y
posteriormente se generaron los arboles filogenéticos con el paquete informatico PHYLIP, en este
caso, empleando los programas protpars, neighbor y proml. Los restantes pasos hasta visualizar el

arbol consenso son los mismos descritos en el parrafo anterior para las secuencias de ADN.

Finalmente, se procedi6 a comparar la topologia de los arboles consenso generados a
partir de la secuencia nucleotidica y aminoacidica de cada gen mediante el programa treedist,
también incluido en el paquete informatico PHYLIP. El método usado fue la “distancia simétrica”,
que mide el nimero de particiones en que difieren dos arboles, entendiéndose por particion cada
una de las dos divisiones de una rama interna; asi, el total de particiones seria de acuerdo a las
instrucciones del programa 4n-6, donde n seria el nimero de especies (Felsenstein, 2002). El
procedimiento se extendid también a la comparacion de la topologia con el arbol del gen ADNr
16S, construido éste con los mismos microorganismos empleados para cada gen. Las secuencias
del gen ADNr 16S de las cepas objeto de estudio se obtuvieron durante la caracterizacion de las

mismas (Capitulo IT) y se pueden comprobar en el disco compacto adjunto a esta memoria.

V.1.4.2. Determinacion del contenido en G+C de los genes narH, nirS, nirkK y nosZ

Se empled el programa EditSeq del paquete de programas DNAstar (Burland, 2000),

concretamente la opcion Goodies y dentro de ésta, DN Astatistics.
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V.2. RESULTADOS
V.2.1. AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL GEN narH

La amplificacion del gen narH se realizo siguiendo el protocolo mencionado en Material
y Métodos para todos los microorganismos. Los resultados de la PCR y posterior electroforesis de
se muestran en las Figuras 31b, para las especies de referencia, y 31a, para las cepas caracterizadas

en la presente Tesis doctoral.
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Figuras 31a y 31b. Producto de amplificacién de un fragmento del gen narH de aproximadamente 1000pb. L\HE:
ADN del fago lambda digerido con las enzimas de restriccion HindIII y EcoRI.

Como se puede apreciar en las figuras superiores, en las cepas tipo de Halomonas
campisalis 'y H. alimentaria, asi como en las cepas 12CR, 15CR, F15, HGDKI1 y SP4 la
amplificacion del gen narH origina un Unico fragmento, que es purificado directamente para la

posterior secuenciacion. En el resto de microorganismos, la banda de interés fue extraida del gel de
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agarosa mediante el kit Illustra® GFX DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare®),

procedimiento ya mencionado en el apartado de Material y Métodos.

En el caso del gen narH de H. campisalis y de las cepas All3, C8, R53 y SP4 es necesaria

la clonacion del inserto en el vector p-GEM®-T para su secuenciacion.

Tras la busqueda en la base de datos GenBank mediante BLASTXsearch, las bandas
secuenciadas de todos los microorganismos presentan porcentajes de identidad cercanos al 90%
con secuencias de la subunidad beta de nitrato reductasas de diversos microorganismos, lo que nos

asegura que estamos trabajando con los datos adecuados para el posterior analisis filogenético.

V.2.2. AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL GEN nirS

En los microorganismos desnitrificantes resulta amplificado el gen nirS, no asi en las
cepas FS5 y S19, en las cuales fenotipicamente ya habiamos comprobado que respiran s6lo sobre
nitratos (Figuras 32 y 33a y b). En la cepa 12CR, como se puede observar en la Figura 33a se
amplifica una banda de tamafo algo mayor, aunque cercano al esperado. Por ello se decidio
secuenciarla, comprobandose tras la busqueda en la base de datos que presenta semejanza con

proteinas “huérfanas”, no pudiéndose relacionar en ninglin caso con una nitrito reductasa.

1093 pb—>
Figura 32. Producto de amplificacién de un
fragmento del gen nirS de entre 800 y 900 pb. 805 pb —»
APst I: ADN del fago lambda digerido con la
enzima de restriccién Pst I.
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947pb
831pb >

Figuras 33ay 33b. Producto de amplificacion de un fragmento del gen nirS de entre 800 y 900 pb. a) El protocolo
seguido es el descrito por Braker y col. (2000); b) Amplificacion segin protocolo de Braker y col. (1998). \HE: ADN
del fago lambda digerido con las enzimas de restriccion HindIII y EcoRI.

Por otra parte, la amplificacion del gen nirS en la cepa HGDKI1 se logra tras ensayar
diferentes temperaturas de hibridacion, consiguiendo finalmente una banda del tamafio deseado a
temperaturas superiores a 57°C (Figura 34). En este caso fue necesaria la concentracion del
producto de amplificacion para tener suficiente cantidad de ADN. La secuenciacion de la banda

confirma que el fragmento corresponde al gen nirS.

Figura 34. Producto de amplificaciéon del
gen nirS en la cepa HGDKI1. APst I: ADN
del fago lambda digerido con la enzima de
restriccién Pst I. Como control de tamaiio
se uso el producto de amplficaciéon del gen
nirS en Halomonas ventosae.
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Por su parte, la amplificacion y secuenciacion del gen nirS en Halomonas campisalis
resulta infructuosa. Se chequean diferentes temperaturas de hibridacion, consiguiéndose con las
mas bajas la amplificacion de dos bandas proximas a 900pb (Figura 35). Sin embargo, la posterior
secuenciacion de las mismas da como resultado semejanza con otras proteinas, en concreto, con la
proteina EpsA y NADH-quinona oxidorreductasa con porcentajes de similitud también bajos

(cercanos al 40%).

Halomonas campuais

@f

é°§§‘ §§

1093 pb _,

Figura 35. Producto de amplificacién del gen nirS 805 pb —p
en H. campisalis. APst I: ADN del fago lambda
digerido con la enzima de restriccion Pst I. Como
control de tamaiio se us6 el producto de
amplficacion del gen nirS en Halomonas ventosae.

V.2.3. AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL GEN nirk

Como la presencia de los genes nirS y nirK es excluyente en una misma célula (Zumft,
1997; Jetten y col., 1997; Watmough y col., 1999), sélo llevo a cabo la amplificacion del gen nirkK
en H. campisalis y en las cepas no desnitrificantes, en estas tltimas para descartar definitivamente
que tuvieran la capacidad para respirar sobre nitritos. No se obtiene ninguna banda en ninguno de

los casos.

V.2.4. AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL GEN nosZ

La amplificacion del gen estructural de la 6xido nitroso reductasa se prueba en todos los
microorganismos. En las cepas que respiran solamente sobre nitratos (12CR, F5y S19), como era

de esperar, no se obtiene el producto esperado. En los restantes microorganismos, con capacidad
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desnitrificante, si se amplifica una banda del tamafio esperado y la posterior secuenciacion
confirma que disponemos del fragmento adecuado (Figuras 36 y 37). No obstante, con las cepas
HGD1 y HGDKI1 no se logra disponer del gen; a pesar de ensayar distintas condiciones (cambio
de la temperatura y del tiempo de hibridacion y reduccion del tiempo de elongacion), siempre se
obtiene una banda algo mayor a la predecida (Figura 37), cuya secuencia no corresponde con el

gen de la enzima buscada.

1159pb
1093 pb

Figura 36. Producto de amplificacién de un
fragmento del gen nosZ de entre 1000 y 1100
pb. APst I: ADN del fago lambda digerido con
la enzima de restriccién Pst I.
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Figura 37. Producto de
amplificacion de un
fragmento del gen
nosZ de entre 1000 y
1100 pb. \HE: ADN
del fago lambda
digerido con las
enzimas de restriccion
HindIIl y EcoRI.
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V.2.5. ANALISIS FILOGENETICO
V.2.5.1. Procesamiento del alineamiento con el programa Gblocks

Como paso previo a la construccion de arboles filogenéticos, los alineamientos se
procesaron con el programa Gblocks, seleccionando bloques o regiones homologas conducentes a
alineamientos e inferencia de filogenias mas adecuados. En la Tabla 37 se muestra el porcentaje de

posiciones que permanecen tras la “limpieza” con el programa Gblocks.

Tabla 37. Resultados tras el procesamiento con el programa Gblocks del alineamiento preliminar.

Gen narH nirS nosZ

Numero de secuencias® 27 21 20

o b

b s Ee & 60% (969/1611) 48% (873/1815) 53% (1059/1966)
(secuencia nucleotidos)

3 b

% s Ee. s 58% (307/523) 47% (288/604) 51% (336/653)
(secuencia aminoacidos)

o ) DI 92% (1449/1569) 92% (1455/1568) 92% (1455/1567)

% tras Gblocks "

* Numero de secuencias de las que se dispone para el alineamiento

" Porcentaje de posiciones del alineamiento original que permanecen después del filtrado con Gblocks. En el computo
original del numero de nucledtidos o aminoacidos se incluyen los "huecos” que introduce el programa Clustal X para
optimizar el alineamiento. Entre paréntesis las posiciones remanentes homologas en relacion a la longitud del alineamiento
inicial

V.2.5.2. Establecimiento de la semejanza entre secuencias

Con el programa Megalign se obtuvieron los porcentajes de semejanza entre las
secuencias de nucledtidos de cada gen por un lado, entre las predecidas de aminoacidos de las
proteinas correspondientes por otro, y finalmente entre las secuencias del gen ADNr 16S del
conjunto de microorganismos empleados en este estudio filogenético. Las diferentes matrices
resultantes, indicando los porcentajes de similaridad y divergencia, se pueden consultar desde el

Apéndice IV a X.
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V.2.5.3. Construccion de arboles filogenéticos

En este capitulo se muestran los arboles filogenéticos consenso resultantes de aplicar a los
alineamientos ya procesados los métodos Maxima Parsimonia, de Distancias y Maxima
probabilidad (Figuras 38 a 44). Las relaciones filogenéticas con cada uno de los métodos por
separado, a partir tanto de las secuencias de nucleotidos de cada gen como de las predecidas de
aminoacidos de las proteinas correspondientes, se muestran en los apéndices XI a XVI para el gen
narH y la proteina NarH; en los apéndices XVII a XXII para el gen nirS y la proteina NirS; y en
los apéndices XXIII a XXVIII para el gen nosZ y la proteina NosZ.

Por otra parte, se muestran en las Tablas 38 a 40 los resultados de comparar
cuantitativamente la topologia entre arboles consenso. Para esta comparacion se obtuvo también
la filogenia a partir de la secuencia de nucledtidos del gen ADNr 16S de los microorganismos
cuyo gen hubiera sido secuenciado en cada caso. Por no hacer demasiado extensa esta memoria, se
muestra inicamente en la Figura 38 el arbol consenso resultante tras alinear las secuencias del gen

para el ARNr 16S de todos los microorganismos empleados en el analisis filogenético.

Tabla 38. Nimero de particiones en que difieren cada pareja de arboles consenso en funciéon del
numero total de particiones.

narH (nuclestidos)y ~ NarH (aminoacidos)

narH (nuclestidos) - 6/102
NarH (aminoscidos) 6/102 -
ADNr16S 32/102 28/102

Tabla 39. Numero de particiones en que difieren cada pareja de arboles consenso en funcion del
numero total de particiones.

NirS (nucleétidos) NirS (aminoacidos)

NirS (nuclestidos) - 4/78
NirS (aminoacidos) 4/78 -
ADNr16S 22/78 22/78
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Tabla 40. Numero de particiones en que difieren cada pareja de arboles consenso en funcion del
numero total de particiones.

NOSZ (nucleétidos) NoSsZ (aminoacidos)

NOSZ (nuclestidos) - 6/76
NoSsZ (aminoicidos) 6/76 -
ADNr16S 24/76 24/76

V.2.5.4. Determinacion del contenido en G+C

Tabla 41. Determinacion del contenido en G+C de los genes narH, nirS, nirK y nosZ.

narH nirS nosZ ADNr 16S
Genoma*
G+Cmoles %
Microorganismo L(pb) m?l: ::o % L(pb) mf);l: S, v L(pb) mf);l-'e-g' v L(pb) mf);l-'e-g' %
H. alimentaria 965 64,25 847 66,23 1075 63,91 1493 56,53 63,00
H. campisalis 1000 64,20 - - 1015 64,73 1379 56,13 66,00
H. desiderata 971 63,34 860 65,70 1055 65,31 1491 56,67 66,00
H. halodenitrificans 1587 63,26 846 63,59 1074 63,59 1531 55,58 64,00-66,00
H. ventosae 965 64,87 845 66,15 1112 64,21 1395 56,70 72,60-74,60
11S 964 64,32 873 66,09 1062 65,35 1441 56,49 65,37+1,0
4CR 966 65,01 873 65,86 1095 64,20 1429 5640 67.55+1,2
5CR 965 61,04 873 63,69 1094 64,08 1411 56,56 65.,71+0,2
15CR 974 63,96 873 64,60 1063 63,88 1434 57,53 62,75+0,5
AL13 1001 62,34 855 65,96 1104 64,09 1471 5588 66,05+0,4
C8 1001 61,14 873 65,86 1096 65,88 1457 56,76 67.41+0,2
F15 965 65,08 873 66,44 1063 65,66 1487 56,62 66,26+0,2
HGD1 975 64,82 873 65,64 - - 1443 56,62 66,00*
HGDK1 968 65,81 840 67,62 - - 1453 56,50 68,80*
No64 965 64,87 873 66,55 786" 64,12 1445 56,75 67,14+0,1
R53 968 63,83 873 65,86 1029 64,72 1473 5743  66,20+0,5
SP4 967 64,12 873 64,49 1032 64,05 1449 5728 66,26£1,0
12CR 969 65,02 - - - - 1412 56,59  68,78+0,2
F5 968 62,50 - - - - 1449 56,38 64,29+1,0
S19 977 62,13 - - - - 1448 56,35 62,45+0,2

L: Longitud del fragmento secuenciado del gen correspondiente

*: Contenido determinado en el Capitulo II; para las especies de referencia el contenido fue extraido de sus descripciones
originales: Robinson y Gibbons,1952; Berendes, 1996; Mormile y col., 1999;Yoon y col., 2002; Martinez-Canovas y
col., 2004a

" No se dispone de la secuencia completa pero si de una region de mas del 70% del total alineable
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— HGD1
H. alimentaria JCM 10888T (AF211860)

{ H. halodenitrificans CECT 50127 (1.04942)

— SCR

H. elongata CECT 42797 (X67023)

S19
H. maura CECT 5298T (AJ271864)
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- H. desiderata DSM 95027 (X92417)

!
3 —H. campisalis ATCC 700597" (AF054286)
Hahella chejuensis KCTC 2396 (AF195410)
Marinobacter hydrocarbonoclasticus DSM 8798T (X67022)

] Pseudomonas fluorescens cepa C7R12 (AM229082)

Pseudomonas aeruginosa cepa PA01 (NC_002516)

Pseudomonas stutzeri DSM 51907 (AJ308315)

Figura 38. Arbol filogenético consenso obtenido a partir de la secuencia del gen ADNr 16S. En los nodos se indica el
numero de métodos (Maxima Parsimonia, Neighbour-Joining y Maxima Probabilidad) en los que esa agrupacién se
presenta. Los puntos negros en los nodos seiialan las agrupaciones con valores de “bootstrap” superiores al 50% en
los tres métodos.
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Pseudomonas stutzeri DSM 51907 (CAB 82179)
Pseudomonas fluorescens cepa CTR12 (AAG34374)

Pseudomonas aeruginosa cepa PA01 (NP_252563)
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Figura 39. Arbol consenso obtenido a partir de la secuencia de nucleétidos del gen narH. Los valores en los nodos
indican el nimero de métodos (Maxima Parsimonia, Neighbor-Joining y Maxima Probabilidad) en los que esa
agrupacién se presenta. Los puntos negros en los nodos sefialan las agrupaciones con valores de “bootstrap”
superiores al 50% en los tres métodos.
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Figura 40. Arbol consenso obtenido a partir de la secuencia deducida de aminoacidos de la proteina NarH. Los
valores en los nodos indican el nimero de métodos (Maxima Parsimonia, Neighbor-Joining y Maxima Probabilidad)
en los que esa agrupacion se presenta. Los puntos negros en los nodos seiialan las agrupaciones con valores de
“bootstrap” superiores al 50% en los tres métodos.
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Figura 41. Arbol consenso obtenido a partir de la secuencia de nucleétidos del gen nirS. Los valores en los nodos
indican el nimero de métodos (Maxima Parsimonia, Neighbor-Joining y Maxima Probabilidad) en los que esa
agrupacion se presenta. Los puntos negros en los nodos sefialan las agrupaciones con valores de “bootstrap”
superiores al 50% en los tres métodos.
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Figura 42. Arbol consenso obtenido a partir de la secuencia deducida de aminoAcidos de la proteina NirS. Los
valores en los nodos indican el nimero de métodos (Maxima Parsimonia, Neighbor-Joining y Maxima Probabilidad)
en los que esa agrupacion se presenta. Los puntos negros en los nodos seiialan las agrupaciones con valores de
“bootstrap” superiores al 50% en los tres métodos.
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Figura 43. Arbol consenso obtenido a partir de la secuencia de nucleétidos del gen nosZ. Los valores en los nodos
indican el nimero de métodos (Mdxima Parsimonia, Neighbor-Joining y Maxima Probabilidad) en los que esa
agrupacion se presenta. Los puntos negros en los nodos sefialan las agrupaciones con valores de “bootstrap”
superiores al 50% en los tres métodos.
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Figura 44. Arbol consenso obtenido a partir de la secuencia deducida de aminoacidos de la proteina NosZ. Los
valores en los nodos indican el nimero de métodos (Maxima Parsimonia, Neighbor-Joining y Maxima Probabilidad)
en los que esa agrupacion se presenta. Los puntos negros en los nodos sefialan las agrupaciones con valores de
“bootstrap” superiores al 50% en los tres métodos.
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V.3. DISCUSION

El proceso de desnitrificacion se extiende entre ramas filogenéticas muy dispares, 1o que
dificulta en muchos casos establecer a partir de la secuencia del gen ARNr 16S una relacion
directa con la capacidad fisiologica de desnitrificar (Zumft, 1997; Philippot, 2002). Dentro de la
comunidad desnitrificante para complementar la informacion que dicho gen aporta, en los tltimos
afios se ha generalizado el uso en filogenia de genes que codifican las enzimas participantes en la
desnitrificacion (Braker y col., 1998, 2000; Braker y Tiedje, 2003; Scala y Kerkhof, 1998; Petri e
Imhoff, 2000; Philippot, 2002; Gregory y col., 2003; Casciotti y Ward, 2005; Garbeva y col.,
2007). El empleo de genes funcionales como apoyo a los datos filogenéticos aportados por el gen

ARNTr 168 esta validamente aceptado en sistematica bacteriana (Stackebrandt y col., 2002).

Teniendo en cuenta lo expuesto en el parrafo anterior y considerando los distintos
filotipos establecidos en base al gen ARNr 16S, los cuales sugieren origenes diferentes de las
especies desnitrificantes del género Halomonas (véase Figura X, pagina X), nos planteamos en los
microorganismos seleccionados en el Capitulo I la secuenciacion de genes que codifican etapas
clave de la desnitrificacion. De esta forma comprobaremos si las relaciones filogenéticas a partir
de esos genes eran consistentes con las basadas en el gen ARNr 16S y si aportaban informacion

taxonomica adicional a la de dicho gen.

Los genes elegidos fueron narH, nirS/nirK y nosZ, que participan en la reduccion de

nitrato, nitrito y 6xido nitroso, respectivamente (véase Figura 45).

i
rarEd irs oSz
NOz — NO; — NO —N,0 —N,

Figura 45. Genes empleados en el analisis filogenético, indicando las etapas del proceso de desnitrificacion donde
participan.
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Diversos criterios fueron tenidos en cuenta en la seleccion de cada gen:
-El gen narH, que codifica la subunidad [ de la nitrato reductasa unida a membrana, ya habia sido
empleado en otros estudios filogenéticos mostrando resultados interesantes (Petri e Imhoff, 2000).
Aunque la reduccion de nitrato a nitrito puede ser llevada a cabo también por una nitrato reductasa
periplasmica, igualmente con utilidad filogenética (Flanagan y col., 1999), la Nar parece estar mas
extendida entre los microorganismos y por tanto, jugar un papel mas relevante en el ciclo global
del nitrégeno (Richardson, 2001; Richardson y col., 2001). Estas conclusiones justificaron su

eleccion preferente sobre la enzima periplasmica en el analisis filogenético.

-La seleccion de los genes codificantes de la reduccion de nitrito a 6xido nitrico (nirS y nirK) era
incuestionable, puesto que este paso constituye la primera etapa clave de un proceso de
desnitrificacion en sentido estricto (Zumft, 1997; Braker y col., 1998). Como ya se ha mencionado,
la existencia de uno de estos genes excluye la del otro a nivel celular (Zumft, 1997; Jetten y col.,
1997; Watmough y col., 1999), si bien ocasionalmente pueden coexistir en cepas distintas de una

misma especie (Coyne y col., 1989) y en especies diferentes de un mismo género (Zumft, 1997).

La presencia del gen nirS en los microorganismos fue examinada en primer lugar
atendiendo al patrén de distribucion de genes establecido por Philippot (2002), segun el cual la
nitrito reductasa citocromo cd; predomina entre las gammaproteobacterias. En aquellas cepas en

las que la amplificacion del gen nirS result6 fallida, se intentd la deteccion del gen nirk.

-El gen nosZ codifica la parte estructural de la 6xido nitroso reductasa, que es la enzima mas
especifica de un proceso de desnitrificacion completo. Son muy reducidos el numero de
microorganismos no desnitrificantes que poseen dicha enzima (Zumft, 1992; 1997). Por ello, su
eleccion también estaba clara, si bien debiamos tener en cuenta que existen variantes incompletas
de la desnitrificacion en las cuales la respiracion sobre 6xido nitroso esta ausente; esta peculiaridad
suele ser muy frecuente en bacterias carboxidotréficas (Hart y col., 1965; Renner y Becker, 1970),
y se ha descrito también en desnitrificantes hal6filos como Bacillus halodenitrificans (Denariaz y

col., 1989).
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Finalmente, en relacion con los genes incluidos en el analisis filogenético, mencionar que
se prescindio de los genes codificantes de la 6xido nitrico reductasa, pues aunque el gen norB ha
sido empleado en estudios de filogenia (Braker y Tiedje, 2003), la propiedad de reducir el 6xido
nitrico no es especifica de la comunidad desnitrificante. Como se menciond en la introduccion,
esta capacidad podria haberse desarrollado en algunos microorganismos como un mecanismo de
detoxificacion y en el caso de bacterias patdgenas, como un factor de virulencia mas que les
permite eludir las defensas del hospedador (MacMicking y col., 1995; Wei y col., 1995; Zumft,
1997). Ademas se ha comprobado la existencia de un homologo al gen norB en algunas bacterias

oxidadoras de amonio (Casciotti y Ward, 2005).

Por otra parte, los microorganismos empleados en este estudio filogenético fueron todos
aquéllos seleccionados en el primer capitulo, entre los cuales habia algunos capaces so6lo de
respirar sobre nitratos. La reduccion de nitrato a nitrito no se puede considerar desnitrificacion en
sentido estricto, ya que no culmina en un producto gaseoso liberado a la atmosfera (Zumft, 1997).
Sin embargo, la desnitrificacion tiene un caracter modular; asi un microorganismo, aunque
unicamente lleve a cabo parte del proceso, esas etapas van a ser catalizadas por el mismo tipo de
enzimas que las de una desnitrificacion completa (Gregory y col., 2003). En base a ello, se
amplifico el gen narH también en las bacterias que solo respiraban sobre nitratos y las secuencias
fueron incluidas en el estudio filogenético. Con idéntico criterio se dispuso la secuenciacion de ese
mismo gen en Halomonas elongata, que en el momento de iniciarse este trabajo era junto con H.
maura, las Unicas especies del género Halomonas no desnitrificantes pero con capacidad para
respirar sobre nitratos (Mata y col., 2002). La correcta secuenciacion de H. elongata fue obtenida
por clonacién del inserto correspondiente en el vector p-GEM®-T (Promega®), tal y como se ha
explicado en el apartado V.1.C. Por su parte, la secuencia del gen narH de H. maura ya estaba

disponible (Argandofia y col., 2006).

Para el analisis filogenético se emplearon cinco microorganismos desnitrificantes como
especies externas no pertenecientes al género Halomonas: Pseudomonas aeruginosa (cepa PAO1),
P. fluorescens (cepa CTR12), P. stutzeri (cepa tipo DSM 5190"), Hahella chejuensis (KCTC
2396") y Marinobacter hydrocarbonoclasticus (cepa tipo DSM 8798"). Todas estas especies eran
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también gammaproteobacterias y se disponia de las secuencias de sus genes ADNr 16S, narH, nirS
y nosZ. En el caso de las cuatro primeras las secuencias estaban disponibles en la base de datos
GenBank, mientras que las de M. hydrocarbonoclasticus se obtuvieron durante la realizacion de

este trabajo. Las razones por las cuales se eligieron se exponen seguidamente:

-El género Pseudomonas es uno de los que mas especies desnitrificantes engloba (Zumft, 1997), lo
que ha favorecido un amplio conocimiento del proceso en estos microorganismos y que especies
como Pseudomonas stutzeri sirvan de modelo para otros estudios de desnitrificacion (Lalucat,

2006).

-Hahella chejuensis es una bacteria halofila marina, productora de abundante exopolisacarido, con
cuyos genes de la desnitrificacion presentaban semejanza algunos de los microorganismos objeto

de estudio.

-Finalmente, Marinobacter hydrocarbonoclasticus fue seleccionada por su proximidad
filogenética con la familia Halomonadaceae, aparte obviamente de por su capacidad
desnitrificante. Los oligonucleotidos empleados en la secuenciacion de sus genes narH, nirS'y

nosZ se recogen en el apéndice III.

Seguidamente nos centraremos en el analisis filogenético, discutiendo previamente la

metodologia usada, y mas tarde los resultados obtenidos con cada gen.

V.3.1. METODOLOGIA USADA

Los datos de secuencias obtenidos fueron alineados tal y como ya se ha explicado en
Material y Métodos. Este alinecamiento original fue procesado con el programa Gblocks para
eliminar regiones ambiguas o pobremente alineadas (Castresana, 2000). En el caso del gen ARNr
168, al encontrarse bajo una fuerte presion conservadora, posee una tasa de mutacion baja y como
consecuencia un elevado grado de conservacion, lo cual origina que sus secuencias sean

facilmente alineables; este hecho, junto con la disposiciéon en todos los microorganismos de
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secuencias de aproximadamente el mismo tamafio, explicaria el porcentaje tan alto (92% en todos
los casos) del alineamiento original del gen ARNr 16S que permanece tras el procesamiento con el

programa Gblocks.

Por su parte los genes funcionales, a diferencia del gen ribosémico, poseen una tasa de
mutacion algo mayor, con lo cual pueden surgir dificultades en el alineamiento de regiones
altamente variables; en estos casos, la ejecucion del programa Gblocks resulta indispensable.
Como se puede observar en la Tabla X el porcentaje remanente del alineamiento original no es
muy alto, sin embargo, hay que tener en cuenta también que las secuencias extraidas de la base de
datos corresponden a los genes completos (aproximadamente 1600-1900pb), mientras que en
nuestro caso s6lo hemos secuenciado un fragmento de los mismos (1000pb como maximo).
Mediante Gblocks se hicieron bloques compactos, presentes en todas las secuencias, que fueron los

que finalmente se alinearon y utilizaron en el analisis filogenético.

Para la reconstruccion filogenética se emplearon tres métodos: Méaxima Parsimonia,
Neighbour-Joining y Maxima Probabilidad. De esta forma lograbamos una cierta fidelidad en la
topologia obtenida, ya que cuando una agrupacion era sostenida por varios métodos, podiamos
confiar en que el origen monofilético de la misma provenia de los datos analizados y no del
algoritmo usado (Chelo y col., 2007). Para facilitar la interpretacion de los resultados, en cada caso
se obtuvo un arbol consenso de los tres métodos mediante la “regla de la mayoria”, que considera
la frecuencia de aparicion de las agrupaciones, de manera que si éstas se presentan en mas de uno

de los arboles de partida, finalmente aparecera en el arbol consenso.

Las distancias evolutivas fueron calculadas por el modelo de Kimura two-parameter
(Kimura, 1980), en lugar de por el de Jukes y Cantor (1969) que fue el empleado en el analisis
filogenético de la familia Halomonadaceae en el Capitulo II. La razén de este cambio estriba en
que al emplear como outgroups especies pertenecientes a otros taxones distintos a los incluidos en
esta familia, si la proporcion de sitios diferentes llegaba a ser en alguno de los genes mayor o igual
al 75%, el factor de correccion de Jukes y Cantor no podia ser aplicado (de acuerdo a la

informacion de Kumar y col., 2004, para el programa Mega 3.1).

161



Capitulo lll: Discusién

Una vez obtenidos los arboles, es interesante comentar que se empled el programa
treedist para la cuantificacion de las diferencias o similitudes de la topologia global entre arboles
filogenéticos. Como criterio empleado en dicha aplicacion optamos por la “distancia simétrica”, de

cuya validez en estudios filogenéticos ya existe constancia (Wolf'y col., 2002).

Por ultimo, se determind también el contenido en G+C (moles %) de las secuencias
empleadas de todos los genes, como dato de apoyo a las filogenias obtenidas a partir de ellas. Si se
observa la Tabla 41, se puede comprobar que todos los genes, con excepcion del gen ARNr 168,
contienen el mismo porcentaje, bastante similar ademas al contenido del genoma. No obstante, la
importancia de este valor es relativa, puesto que se ha visto que un gen adquirido por transferencia
horizontal en un momento temprano de la evolucién, sera sometido a los mismos procesos de
mutacion que el resto del genoma y con el tiempo, ese gen transferido comenzara a reflejar la

misma composicion que éste (Lawrence y Ochman, 1997; Coenye y col., 2005).

V.3.2. FILOGENIA BASADA EN EL GEN ARNr 16S

Contintia siendo la herramienta filogenética cuyo empleo estad mas extendido y en la que
los investigadores depositan mas confianza (Stackebrandt y col., 2002). Por ello, la filogenia
obtenida a partir de este gen se ha tomado como base en el andlisis y consideracion de las

filogenias restantes obtenidas a partir de la secuencia de los otros genes.

En el arbol consenso obtenido en base al gen ARNr 16S se observa una separacion clara,
con valores de “bootstrap” superiores al 50% en todos los métodos (véase la Figura 38), entre las
especies externas u outgroups y el resto de microorganismos del género Halomonas. Dentro de
este género, las especies H. campisalis y H. desiderata se alejan del resto de microorganismos, tal
y como ya habiamos visto en el Capitulo II, en la afiliacion filogenética de la familia
Halomonadaceae (Figura 24, pagina 111); estas especies formaban una agrupacion independiente
con otros microorganismos descritos recientemente, y por tanto, no incluidos en este estudio, con

los cuales compartian la propiedad de ser haloalcaléfilos y desnitrificantes, con la salvedad de H.
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campaniensis donde esta ultima caracteristica no estda demostrada ni, por tanto, se descarta

(Romano y col., 2005).

Con relacion al resto de microorganismos objeto de estudio, se observan tres filotipos: El
mayoritario en niamero incluye a las especies desnitrificantes H. alimentaria, H. halodenitrificans
y H. ventosae, asi como las cinco cepas afiliadas a este ultimo taxon: 4CR, C8, F15, HGD1 y N64
(véase la Discusion del Capitulo II,). También la cepa SCR, sin posicion taxonoémica definitiva

(apartado I'V.3.5.) formaria parte de este filotipo.

Asimismo, encontramos otra agrupacion constituida en su mayoria por microorganismos
capaces de respirar s6lo sobre nitratos: H. elongata y H. maura, asi como las cepas 12CR, F5 y
S19. La caracterizacion taxonomica de estas dos ultimas cepas, expuesta en el capitulo anterior, las
adscribe a la especie H. eurihalina, en la cual no se ha descrito la capacidad mencionada (Mata y
col., 2002). Por otra parte, este filotipo también incluye otras cepas que llevaban a cabo una
desnitrificacion completa: Cepas All3 y 11S, que constituyen nuevos taxones, en el caso de All3

aun por definir completamente.

Finalmente, podemos definir otro filotipo en relacion al gen ARNr 16S que esta formado
por la especie Halomonas cerina, descrita durante la realizacion de este trabajo y que engloba a las
cepas 15CR, R53 y SP4". Este filotipo también incluiria la cepa HGDK 1, filogenéticamente muy

proxima a H. koreensis, de la cual no se ha descrito capacidad desnitrificante.

V.3.3. F’lLOGENlA BASADA EN EL G!EN narH Y EN LA SECUENCIA DE
AMINOACIDOS DEDUCIDA DE LA PROTEINA NarH

La comparacion cuantitativa de la topologia del arbol filogenético basado en el gen ARNr
16S con la del gen narH y proteina en cuestion, muestra que la mayor similaridad se da con esta
ultima, si bien en ambos casos las diferencias obtenidas con el programa treedist son relativamente
bajas, lo que sugiere que la funcion nitrato reductasa se retuvo a través de la mayor parte de la
evolucion y esta totalmente de acuerdo con otros estudios realizados en base a dicho gen (Petri e

Imhoft, 2000). Las secuencias de nucledtidos del gen y las deducidas de aminoécidos de la
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proteina correspondiente, muestran unos valores de semejanza entre microorganismos muy
parecidos (Apéndices V y VI); igualmente, los arboles filogenéticos obtenidos a partir de ellas
presentan la misma topologia, como se puede comprobar en la Tabla 38 donde se indican las
distancias simétricas entre ellos. Esta concordancia indica una evolucion comun del gen narH y de
su funcion en esos microorganismos, y lo convierte en una herramienta factible como alternativa al

gen ARNr 168 para estudiar la diversidad de las especies del género Halomonas en un habitat.

Las agrupaciones presentes tanto en los arboles consenso del gen narH como de la
proteina Nar (Figuras 39 y 40) en general, se mantienen independientemente del método, como se
puede comprobar por los niimeros en los nodos. Ademas son apoyadas, especialmente en los
arboles del gen, por valores de “bootstrap” altos. Los distintos grupos que se observan comparten
una serie de similitudes con los del gen ARNr 16S: Asi, los microorganismos que sélo respiran
sobre nitratos vuelven de nuevo a agruparse, quedando algo mas alejada la especie Halomonas
maura, que se sitia mas proxima a las cepas 11S y HGDK1, con capacidad desnitrificante. Por su
parte, la agrupacién que engloba a H. ventosae y cepas relacionadas sigue siendo compacta e
incluye en este caso otros microorganismos desnitrificantes, como las cepas SCR y All3. Como
diferencia mas significativa entre la filogenia del gen ARNr 16S y la derivada del gen narH y de la
enzima nitrato reductasa es la agrupacion de las especies H. alimentaria, H. campisalis, H.
desiderata y H. halodenitrificans entre si de forma independiente y mas ligadas a las especies
externas, aunque con éstas los porcentajes de semejanza entre secuencias son muy bajos, lo cual

sugiere un origen diferente.

V.3.4. FILOGENIA BASADA EN EL GEN nirS Y EN LA SECUENCIA DE
AMINOACIDOS DEDUCIDA DE LA PROTEINA NirS

Como ya se ha mencionado en el apartado de Resultados, la amplificacion y
secuenciacion del gen nirS se logra en todos los microorganismos desnitrificantes, con excepcion
de H. campisalis. Asimismo se intenta la deteccion de dicho gen en las cepas que solo respiran
sobre nitratos de acuerdo a las pruebas descritas en los capitulos anteriores; en ellas no se consigue

el fragmento deseado. Asi, ain teniendo en cuenta que la presencia de los genes no siempre
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implica su funcionalidad (Flanagan y col., 1999; Philippot, 2002; Tuomanien y col., 2003;
Wallenstein y col., 2006), si combinamos los resultados fenotipicos y moleculares se nos confirma

que esas cepas carecen de la capacidad desnitrificante.

El principal problema con que nos encontramos a la hora de establecer una relacion
filogenética en base al gen nirS y su proteina correspondiente es el no disponer de las secuencias
en H. campisalis, en la cual, como ya se ha mencionado anteriormente, no se obtiene el producto
esperado a pesar de que su actividad nitrito reductasa es manifiesta (véanse los capitulos anteriores
asi como el Capitulo IV). Una posible explicacion a este hecho es que el microorganismo tuviera
un gen muy diferente al resto, de manera que no se produjera la hibridaciéon con la pareja de
oligonucleétidos probada. Esta hipdtesis podria venir apoyada por el bajo porcentaje de semejanza
que la secuencia del gen nirS en H. desiderata guarda con el resto de microorganismos (por debajo
del 50%), especie con la cual H. campisalis parece compartir origen evolutivo, de acuerdo a los
resultados obtenidos para el resto de genes. Una diferencia atin mayor en el caso de H. campisalis
podria haber conducido a la infructuosa deteccion del gen. Esta heterogenicidad como causa de
una amplificacién fallida se ha visto no sélo cuando se usan cebadores de bacterias en arqueas
(Philippot, 2002), sino también en cepas bacterianas con capacidad desnitrificante probada
(Goregues y col., 2005; Heylen y col., 2006). En H. campisalis también se intent6 la amplificacion
del gen nirK, pero con idéntico resultado. Para descartar problemas de funcionalidad del ADN de
partida, éste fue empleado reiteradas veces en la amplificacion y secuenciacion del gen ARNr 168,

tal y como hacian previamente en sus estudios Braker y col. (2000).

Cuando se comparan los arboles obtenidos, se observa que la influencia del método usado
si la filogenia se establece en base a la secuencia de aminoacidos es mayor que cuando partimos de
la de nucleotidos (véanse los niimeros de los nodos en las Figuras 41 y 42) y mas acusada que en
el caso del gen narH y proteina correspondiente (Figuras 39 y 40). No obstante, existe una
mayoria de agrupaciones que se mantienen estables independientemente del algoritmo usado y con

valores de “bootstrap” altos. A continuacién paso a comentar las mismas.

Como ocurria con los anteriores genes, la agrupacion que engloba a H. ventosae y las

cepas adscritas a este taxon sigue siendo consistente, con porcentajes de semejanza entre
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secuencias altos (Apéndice VII y VIII). Esto apoya nuevamente una filogenia comun y, en el caso
del gen nirS y proteina Nir, mas proxima a H. alimentaria y H. halodenitrificans. Otros
microorganismos desnitrificantes, como las cepas All3 y 5CR, también entrarian dentro de esta

agrupacion.

Con respecto a la especie H. desiderata, como ya se ha comentado, se aleja
completamente del resto de bacterias pertenecientes al género Halomonas. Su origen evolutivo
difiere del de ellas y este alejamiento se hace mas manifiesto cuando se emplea el gen nirS y la
proteina correspondiente. Si se estudian sus caracteristicas fenotipicas con detenimiento, asi como
el habitat donde se aislo, una planta de tratamiento de aguas residuales con un pH alcalino y alta
concentracion de nitratos, quizas mas que de un gen nirS (y por extension, de los restantes genes)
completamente diferente podriamos hablar de un desnitrificante distinto, sometido a una mayor
presion selectiva en relacion al proceso de desnitrificacion que el resto de especies de Halomonas.
Una gran influencia del ambiente en la filogenia del gen nirS ya ha sido sugerida por otros autores

(Heylen y col., 2006).

Existen otros microorganismos, como las cepas 11S y HGDKI1, que difieren en su
agrupacion dependiendo de si estamos trabajando con nucleétidos o aminoacidos. En relacion a
estos ultimos, se aproximan al grupo de H. alimentaria, H. halodenitrificans y H. ventosae,
mientras que si nos basamos en la filogenia obtenida a partir de la secuencia nucleotidica del gen
nirS, observamos su agrupacion con las cepas 15CR, R53 y SP4, que parecen haber seguido un
camino evolutivo distinto al del resto de microorganismos, tanto si hablamos de nucledtidos como

de aminoacidos.

V.3.5. FILOGENIA BASADA EN EL GEN nosZ Y EN LA SECUENCIA DE
AMINOACIDOS DEDUCIDA DE LA PROTEINA NosZ

En el caso del gen nosZ no se logra amplificar el fragmento deseado en dos de las cepas
desnitrificantes, HGD1 y HGDK1, aunque en ambas y en anaerobiosis observabamos su capacidad
desnitrificante. En relacion a la cepa HGD1 durante la caracterizacion taxonémica se comprobo su

incapacidad para formar gas en la prueba de reduccion de nitratos en aerobiosis (Capitulo II); este
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dato fenotipico, junto a la no amplificacion del gen nosZ nos podria inducir a pensar en una
version desnitrificante en la cual se pierde la respiracion sobre 6xido nitroso, que seria, por tanto,
el producto final del proceso (Zumft, 1997). Al igual que ocurria con el gen nirS en H. campisalis,
resulta fundamental la combinacion de técnicas clasicas con moleculares para un mejor
conocimiento de la fisiologia del proceso, tanto en microorganismos aislados como a nivel
ambiental (Philippot, 2002). En el caso de la cepa HGDKI1 sera necesario realizar experimentos

adicionales para comprobar el producto final del proceso.

Atendiendo a los valores medianamente altos de distancia simétrica del programa treedist
entre el arbol filogenético del ARNr 16S y los correspondientes del gen nosZ y la proteina NosZ,
sabemos que estamos ante topologias no excesivamente similares. Las diferencias con el gen

ribosdmico son mayores a las vistas anteriormente con los otros genes funcionales.

En primer lugar llama la atencion por la reiterada presencia en los arboles filogenéticos de
los genes narH (y proteina NarH) y nirS (y proteina NirS), que la agrupacion bastante estable de
H. ventosae y las cepas 4CR, C8, F15, HGD1 y N64, se rompe con respecto al gen nosZ. Asi, la
cepa 4CR forma con la cepa SCR un grupo independiente y separado completamente de la especie

H. ventosae, situada mas proxima a H. alimentaria y H. halodenitrificans.

Con respecto a las cepas pertenecientes a la especie H. cerina, descrita como se menciond
durante la realizacion de esta Tesis Doctoral, se observa una separacion bastante clara entre las
cepas 15CR y SP4, por un lado, y la cepa R53 por otro. A nivel fisiologico esta diversidad
intraespecifica en el ultimo paso ha sido constatada en Pseudomonas fluorescens (Greenberg y
Becker, 1977) pero podria también encontrar su reflejo a nivel molecular (Philippot, 2002). Por su
parte, la cepa 118, que se ha mostrado siempre proxima en mayor o menor medida a este taxon,

aparece nuevamente agrupada con las cepas 15CR y SP4.

Por otra parte, como viene siendo habitual, las especies haloalcaléfilas y desnitrificantes,
Halomonas campisalis y H. desiderata, siguen formando una rama filogenética independiente,

claramente alejada del resto de microorganismos del género Halomonas.
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Por ultimo, las agrupaciones son practicamente idénticas en general tanto en los arboles
obtenidos a partir de la secuencia de nucledtidos del gen nosZ como a partir de la deducida de
aminoacidos, sin embargo, los valores de semejanza de ambas secuencias difieren
significativamente entre algunos microorganismos, siendo mayores en el primer caso (Apéndice
IX y X). Como ejemplo de estas diferencias, encontramos que entre H. campisalis y H. desiderata
existe un 88,7% de semejanza en las secuencias de nucledtidos y un 70,7% en la de aminoacidos, 6
entre H. halodenitrificans y H. ventosae, con un 92,8% de semejanza en las secuencias de
nucleétidos y 84,7% en la deducida de aminoécidos. La situacion contraria, es decir, valores de
semejanza ligeramente mas altos a nivel de ADN que de aminoacidos, fue descrita por Scala y
Kerkhof (1999) para muestras ambientales. Es evidente que el gen nosZ de los microorganismos
objeto de estudio esta sometido a una tasa de mutacion mayor que los anteriores genes estudiados,
narH y nirS, codificando enzimas menos semejantes entre microorganismos, pero en las que se
conservan varios residuos (véase el alineamiento del disco compacto) que deben ser esenciales

para la permanencia de la funcion.

168



Capitulo IV:

Estudio fisiologico de Ia desnitrificacion







Capitulo VI: Resumen

RESUMEN

En el Capitulo I se seleccionaron fenotipicamente una serie de cepas por su capacidad
para respirar sobre nitratos o realizar una desnitrificacion completa. Posteriormente, se confirmo
dicha propiedad con la secuenciacion de algunos de los genes clave que participan en esas
reacciones, estableciéndose ademas relaciones filogenéticas en base a ellos (Capitulo III). En el
presente capitulo, se planted el andlisis de la diversidad fisiologica del proceso, cuantificando el
crecimiento en anaerobiosis, con nitrato como aceptor terminal de electrones, y con suplementos
de diferentes fuentes de carbono. Asimismo, también se analizo la variacion en la concentracion de
nitrito como resultado de la respiracion sobre nitrato y sobre el mismo nitrito formado a partir de

éste.

La metodologia seguida fue la de Peyton y col. (2001), si bien las condiciones se
adaptaron al 6ptimo de la mayoria de nuestros microorganismos, con concentraciones de NaCl de
80.0 g/l y pH 8.0-8.2. Como fuentes de carbono se ensayaron acetato, citrato y lactato,

realizandose asimismo otro ensayo simplemente con el medio base.

Los resultados muestran que, en términos generales, la induccion de la actividad nitrito
reductasa no es inmediata, retrasindose con respecto a la nitrato reductasa, y provocando que el
nitrito se acumule durante mas o menos tiempo dependiendo del microorganismo. Se observa
asimismo, que si los microorganismos crecen, la tasa de respiracién sobre nitrato y nitrito no
muestra un patroén definido en relacion a la fuente de carbono y va a depender en ultimo término
del microorganismo. Por otro lado, el citrato es el compuesto donde menor nimero de especies

desnitrificantes de Halomonas y cepas seleccionadas en el Capitulo I crecen.

Las bacterias que mejor tasa de crecimiento y actividad nitrato y nitrito reductasa
presentan en el mayor numero de fuentes de carbono son H. campisalis, entre las especies de
referencia, y la cepa N64, relacionada con H. ventosae, entre los microorganismos caracterizados

en este trabajo.
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Finalmente se determind la capacidad de estos microorganismos para la formacion de
biofilms. El interés por esta propiedad radica en futuras aplicaciones a procesos de
biorremediacion en los que se usan sistemas mediados por biopeliculas. Las cepas 11S, HGDK1 y

N64 resultaron ser entre las desnitrificantes las que mayor cantidad de biofilms formaron.
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SUMMARY

We have studied phenotypic (Chapter II) and phylogenetic (Chapter I1I) diversity of the
denitrifying species of the genus Halomonas and the strains selected in the Chapter 1. After these
studies, we targeted to the physiological diversity among them by comparing their rates of
respiration on nitrate and/or nitrite, by using media supplemented with various sources of carbon

for growth and with high percentages of salts.

We carried out the methodology of Peyton et al. (2001), using the same medium
described by them but lowing down the amount of NaCl to 80.0 g/l and the pH to 8.0-8.2,

conditions closer to the optima from most of our bacteria.

The results show that the activity nitrite reductasa is delayed with regard to nitrate
reductase, causing nitrite accumulation for a time, longer or shorter depending on the
microorganism. We don’t find a trend relating carbon source and nitrite respiration since it also
depends on the bacteria. In addition, citrate is the compound with the least number of

microorganism grow with.

H. campisalis among denitrifying species belonging to the genus Halomonas and the
strain N64, among the bacteria selected in Chapter I, are the microorganisms with the best nitrite

respiration rates in most of the carbon sources.
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IV. ESTUDIO FISIOLOGICO DE LA DESNITRIFICACION

VL1. MATERIAL Y METODOS
VIL.1.1. MICROORGANISMOS

Para este estudio seleccionamos todas las cepas desnitrificantes de referencia (incluyendo
H. alimentaria), cepas representantes de cada fenon, asi como aquellas cepas que no se agrupaban
dentro de ninguno de los fena al 85% de semejanza (apartado IV.3). En la Tabla 42, se recogen los

microorganismos estudiados.

Tabla 42. Microorganismos estudiados desde el punto de vista fisiolégico.

Microorganismos
H. alimentaria DSM 15356" 11S (representante fenon 1)
H. campisalis ATCC 700597" 5CR
H. desiderata DSM 9502" All3
H. halodenitrificans ATCC 135117 N64 (representante fenon 2)
H. ventosae CECT 5797 " HGDK1

SP4 (representante fenon 4)
FS5 (representante fenon 3)

_ La cepa sombreada en gris respira sobre nitratos, pero no realiza una desnitrificacién completa (apartado I11.2.3)

VL1.2. TASA DE RESPIRACION SOBRE NITRATO Y NITRITO CON DIFERENTES
FUENTES DE CARBONO Y ALTA CONCENTRACION DE SAL

VI.1.2.1. Descripcién del procedimiento de cultivo y muestreo

Los ensayos fueron realizados siguiendo la metodologia de Peyton y col. (2001). Se
empled el mismo medio usado por ellos, si bien la concentracion de NaCl y el pH se disminuyeron
hasta 80.0 g/l y 8.0-8.2, respectivamente, con objeto de conseguir unas condiciones mas proximas
al optimo de la mayoria de las cepas del estudio. El medio base empleado en los indculos y

ensayos se describe en la pagina siguiente.
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Medio base
(Peyton y col., 2001)

NaCl (Panreac”)......................... 80g
KH,PO, (Merck®)...........ooo....... 0.5g
NH,Cl (Merck®)........ocoooven... 1.0g
Na,B,0; Merck®™).....ocovovvean 4.0g
NaNOs (Panreac”) 0.69g
Extracto de levadura(Panreac”).. 1.0g
H,0 destilada c.8.p..c.cccceveeenenne. 1000ml

Aparte de los componentes basicos del medio, se ensayaron diferentes fuentes de
carbono: Acetato, citrato y lactato, que fueron adicionados a una concentracion final del 1% (p/v)
para asegurar de esta forma la no limitacion del sistema por el sustrato carbonado. Como control,

también se llevo a cabo el mismo ensayo sin fuente de carbono.

Para el indculo se emplearon tubos de ensayo con el medio base descrito en esta pagina,
adicionado de un 1% de acetato. Siguiendo las recomendaciones de Stanier y col. (1966), la
incubacion del indculo se hizo en aerobiosis pero sin agitacion, para evitar la difusion del oxigeno

en el medio y la posible represion de las enzimas desnitrificantes (Cavigelli y Robertson, 2000).

Para los ensayos, el medio se reparti6 en botes de 100 ml, cerrados con un tapon de goma
y sellados con un anillo de aluminio y se procedio a la esterilizacion de la forma habitual (112°C,
15 minutos). A continuacion se sustituy6 el oxigeno del medio y del espacio interior del frasco por

un gas inerte, en concreto Argon.

La temperatura empleada fue la misma tanto en la incubacion del inoculo como durante el
ensayo: 32°C. Se cultivaron los microorganismos siempre en oscuridad, para evitar la inhibicion
por la luz de la nitrito reductasa, influencia comprobada incluso en organismos desnitrificantes no

fotosintéticos (Miitze, 1963; Barak y col., 1998).
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Para cada microorganismo, el estudio se hizo por triplicado con cada una de las fuentes de
carbono, asi como con el medio base sin suplementar. La inoculacion, siempre al 1% (v/v) se llevo
a cabo por medio de una jeringa, al igual que las posteriores tomas de muestra, trabajando siempre
en condiciones de esterilidad; hasta el momento de medir las muestras se dejaron almacenadas a
4°C. El intervalo de muestreo fue de dos horas en las primeras cuarenta y ocho horas; tras este
periodo inicial las muestras se tomaron una vez cada 24 horas, extendiéndose el ensayo durante un

total de ocho dias.

Asimismo, en toda tanda de ensayos se emple6 como control negativo de crecimiento y
respiracion, un bote de medio base sin inocular, pero al que se le hicieron todos los muestreos y

analisis correspondientes.

VI1.1.2.2. Método analitico

El crecimiento bacteriano fue evaluado indirectamente por cuantificacion del total de
proteinas producidas por el microorganismo, procedimiento ya utilizado en otros trabajos (Barak y
col., 1998; Nittayajarn y Baker, 2005). Se emple6 el kit comercial “BCA™ Protein Assay Kit”
(Pierce™) que permite la deteccion colorimétrica de proteinas por formacion de un complejo
purpura con una fuerte absorbancia a 562 nm. Este complejo esta constituido por acido bicinconico
(BCA), el cual quela dos moléculas de Cu™' procedentes de la reduccion por las proteinas del
medio de un reactivo con Cu**. La sensibilidad y selectividad del método es similar a la técnica de

Lowry (Smith y col., 1987).

En la cuantificacién de proteinas totales se emplearon 100 pl de muestra y se sigui6 el

protocolo fijado por el fabricante.

Por su parte, los nitratos y nitritos fueron medidos empleando otro método colorimétrico.
El nitrato para su cuantificacion se redujo previamente a nitrito usando hidracina y la mezcla

reductora de zinc contenida en el kit “Nitrate/Nitrite Assay kit” (Amresco®). Las concentraciones
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de nitrito fueron determinadas tras la reaccion del mismo con sulfanilamida en solucién acida, lo
que daba origen a un compuesto diazélico de color rosado, detectable a 550 nm (Barnes y Folkard,

1951). El protocolo seguido se describe en el siguiente esquema:

Protocolo para la determinacion de nitrito

Todas las reacciones siguientes se realizaron en un pocillo de una
placa microtitter, el cual contenia 200 pl de cada muestra:

1°) Afadir a cada pocillo 20 pl de solucion NaOH al 1% (p/v).
2°) Adicionar 10 pl de solucién D (Mezcla de 80 ml de H,O y 10 mL de
acido fosforico al 85% p/v. En esta mezcla se disuelven Img de

sulfanilamida y, a continuacion, 0,1 mg de n-naftil-etilendiaminodicloro).

3°) Incubar la placa microtitter de 10 a 30 minutos para leer la absorbancia.

Las medidas de absorbancia fueron hechas con el lector FLUOstar OPTIMA (BMG
LABTECH™). La interpretacion de las mismas se realizé extrapolando los valores en una recta

patrén preparada con concentraciones conocidas de nitritos (de 0 mM a 15 mM).

VI1.1.2.3. Expresion de los resultados

Aparte de la representacion grafica de los resultados, se calculd para cada
microorganismo y fuente de carbono la concentraciéon maxima de nitritos en funcion del tiempo y

de la biomasa producida, expresando esta ultima como mg/1 de proteinas.

VL1.3. CUAN TIFICACION DE LA FORMACION DE BIOPELICULAS MEDIANTE
TINCION CON CRISTAL VIOLETA

Se sigui6 la técnica de O'Toole y col. (1998), si bien se sustituyd el medio de cultivo
original por MY liquido al 7.5% (p/v) (composicion en apartado II1.1.2.). Cada una de las bacterias
a ensayar se sembro en tubos de 3 ml de dicho medio y se incub6 a 32°C y en agitacion durante 24

horas. Posteriormente se hicieron diluciones 1:100 en el mismo medio MY y se transfirieron 100
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pl de cada dilucion a placas microtitter fabricadas de PVC (cloruro de polivinilo) y se procedio a

la incubacién de las mismas durante 40 horas, en las condiciones antes mencionadas.

A continuacion, se midié la densidad optica de los cultivos a 600 nm, se vacid el
contenido liquido y se lavaron las placas microtitter con agua destilada estéril. Las células
adheridas a las paredes de las placas fueron tefiidas con una solucién al 1% (p/v) de cristal violeta
en etanol de 95°, durante 15 minutos, pasados los cuales, se lavo abundantemente con agua para
eliminar el colorante no fijado a las células. Posteriormente, las biopeliculas o biofilms fueron
resuspendidos en etanol de 95° mediante agitacion vigorosa, y se midié la densidad optica de la
suspension resultante a 540 nm. Para cada caso se empled como blanco el medio de cultivo sin

inocular.
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VI1.2. RESULTADOS

VI2.1. TASA DE RESPIRACION SOBRE NITRATO Y NITRITO CON
DIFERENTES FUENTES DE CARBONO Y ALTA CONCENTRACION DE SAL

VI1.2.1.1. Determinacion de parametros cinéticos comparativos

En la Tabla 43 se muestran los valores maximos de nitrito detectado para cada fuente de
carbono.

Tabla 43. Concentracion maxima de nitrito (mg/1).

Ftede Medio
carbono Acetato Citrato Lactato
. . base
Microorganimo

H. alimentaria 317,58 244,53 (*) 201,56 284,28
H. campisalis 559,71 510,51 565,88 561,66
H. desiderata 341,82 334,10 341,82 339,26
H. halodenitrificans 349,54 258,56(*) 335,37 357,07
H. ventosae 317,47 292,03(*) 383,81 380,81
11S 343,78 204,15(*) 348,68 340,57
5CR 250,74 183,06(*) 357,15 332,32(%*)
All3 30,66(%) 20,17(*) 37,40(%)264,21(*)
No64 377,33 370,27 319,96 370,27
HGDK1 285,95 20,42(*) 34,65 137,06
SP4 106,16(*) 1,24(*) 49,50(*)161,13(*)
F5 384,10 380,91 (*) 368,49 382,15

(*): No se observo crecimiento

En la Tabla 44 se recoge la velocidad maxima de respiraciéon sobre nitrato expresada
como concentracion maxima de nitrito en el tiempo. También se expone la relacion con la

produccion de biomasa durante el ensayo.
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Tabla 44. Velocidad maxima de respiracion sobre nitrato expresada como concentracion maxima de
nitrito en el tiempo y relacion con la formacion de biomasa, expresada como mg de proteinas.

Acetato Citrato Lactato Medio base
Fte de

carbono NO, max NO, max NO, max NO, max NO, max NO, max NO, max NO, max

Microorganint (mgn)  (mgh  (mgh) (mgh) (mgl) (mgl)  (mgl)  (mg)
/h / prot (mg) /h / prot (mg) /h / prot (mg) /h / prot (mg)
H. alimentaria 4,52 1,65 1,27 8,17 (*) 1,70 0,54 2,41 1,12
H. campisalis 22,38 1,86 20,42 1,70 22,63 1,53 22,46 2,00
H. desiderata 4,79 1,06 4,88 1,55 2,90 1,13 2,90 1,44
H. halodenitrificans 15,88 2,83 2,19 10,48(*) 15,24 2,96 11,52 3,08
H. ventosae 1,81 5,37 1,76 35,61(*%) 4,00 5,88 2,21 7,74
11S 7,47 3,52 2,89 2,15 (%) 4,98 8,35 491 2,31
5CR 2,72 3,58 1,55 7,86(%) 251 4,45 2,00 6,88 (%)
All3 0,66 0,30 (*) 0,14 0,96 (*) 0,31 1,60(*) 1,86 3,94(*)
N64 17,15 1,04 5,30 1,17 7,27 2,43 11,57 1,09
HGDKI1 4,08 5,50 0,17  098(% 0,18 0,49 0,96 1,50
SP4 1LI3 1L,65(% 001 003(*) 030 L,70(*) 127  2,10(%
F5 4,08 7,43 526 3490(%) 526 8,35 4,08 7,20

(*): No se observa crecimiento

En las Figuras 46 a 58, se presenta la representacion grafica de los resultados obtenidos

en los microorganismos estudiados, asi como en los controles negativos.

En las graficas no se ha recogido la cinética de desaparicion de nitrato, pues el método
analitico propuesto (apartado VI.1.B.b) no permitia reducir completamente los nitratos remanentes
a nitritos, con lo cual los valores que se obtenian eran incongruentes con los nitritos medidos y no
se ajustaban a la realidad. Este problema y su posible solucion con otros métodos alternativos para
medir nitratos en medios con alto contenido en sal, seran discutidos en el apartado VI.3. de este

capitulo.

Por otra parte, la escala de valores en el eje -Y- y -Z- se ajustd para cada microorganismo,
de manera que permitiera observar mas adecuadamente el incremento transitorio de nitritos y la

tasa de crecimiento, respectivamente.
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VI1.2.1.2. Representacion grafica de los resultados obtenidos

a) Resultados de los controles negativos

En las Figuras 46 a X se muestran los resultados obtenidos con los frascos de medio base

sin inocular y sin fuente de carbono empleados en cada tanda de ensayos.

control 07/07/06 control 14/07/06
50 50 50 50
S5 40 + 40 g = 40 40 E,
(2]
g 30 0 §E& £ 30 0§
?3/ = o e ®
2 20 - +20 5 ¢ £ 20 20 5 £
= e e ¢ o 2 = M‘\, o5
Z 10 1 T 10 o Z 10 10 2
o 2
Ol — - —+——10 ~ 0 -s-q=l=.=l=l-;l 0
0 50 0 50 100 150
Tiempo (h) — Tiempo (h
—m— Nitrito —®—Nitrito po (h)
—&— Biomasa —&—Biomasa

Figura 46a. Resultados del control negativo del Figura 46b. Resultados del control negativo del

ensayo iniciado el 7 de Julio de 2006. ensayo iniciado el 14 de Julio de 2006.
control 31/07/06 control 03/08/06
50 50 50 50
40 140 £ = 40 0  F
= [=)] c E
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oet—at-e—@8—20 0 0
0 50 100 150
0 50 100 T h
—&— Nitrito Tiempo (h) —&— Nitrito lempo (h)
—&— Biomasa —&— Biomasa
Figura 46c. Resultados del control negativo del Figura 46d. Resultados del control negativo del
ensayo iniciado el 31 de Julio de 2006. ensayo iniciado el 3 de Agosto de 2006.
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b) Resultados de H. alimentaria

H. alimentaria
Acetato
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Figura 47a. Resultados en el medio suplementado
con un 1% (p/v) de acetato.

Figura 47b. Resultados en el medio suplementado
con un 1% (p/v) de citrato.
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Figura 47c. Resultados en el medio suplementado
con un 1% (p/v) de lactato.

Figura 47d. Resultados en el medio medio base.
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¢) Resultados de H. campisalis

H. campisalis
Acetato
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Figura 48a. Resultados en el medio suplementado
con un 1% (p/v) de acetato.

Figura 48b. Resultados en el medio suplementado
con un 1% (p/v) de citrato.
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Figura 48c. Resultados en el medio suplementado
con un 1% (p/v) de lactato.

Figura 48d. Resultados en el medio base.
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d) Resultados de H. desiderata

H. desiderata H. desiderata
Acetato Citrato
400 400
= +300 £ o )
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200 + 200 c ~
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Figura 49a. Resultados en el medio suplementado Figura 49b. Resultados en el medio suplementado

con un 1% (p/v) de acetato. con un 1% (p/v) de citrato.
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Figura 49c. Resultados en el medio suplementado Figura 49d. Resultados en el medio base.
con un 1% (p/v) de lactato.
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e) Resultados de H. halodenitrificans

H. halodenitrificans
Acetato
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Figura 50a. Resultados en el medio suplementado

con un 1% (p/v) de acetato.

Figura 50b. Resultados en el medio suplementado

con un 1% (p/v) de citrato.
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Figura 50c. Resultados en el medio suplementado
con un 1% (p/v) de lactato.

Figura 50d. Resultados en el medio base.
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f) Resultados de H. ventosae

H. ventosae
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Figura 51a. Resultados en el medio suplementado
con un 1% (p/v) de acetato.

Figura 51b. Resultados en el medio suplementado
con un 1% (p/v) de citrato.
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Figura Slc. Resultados en el medio suplementado
con un 1% (p/v) de lactato.

Figura 51d. Resultados en el medio base.
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g) Resultados de 118 (representante del fendén 1)

11S
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Figura 52a. Resultados en el medio suplementado
con un 1% (p/v) de acetato.

Figura 52b. Resultados en el medio suplementado
con un 1% (p/v) de citrato.
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Figura 52c. Resultados en el medio suplementado
con un 1% (p/v) de lactato.

Figura 52d. Resultados en el medio base.
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h) Resultados de 5CR

5CR
Acetato
400 100
< 300 - T 80
[«
£ L 60
200
2 1 40
£ 100 1 2
0 -0
0 50 100 150 200
—®— Nitrito Tiempo (h)
—&—Biomasa

Biomasa
(proteinas,

mg/l)

5CR
Citrato
400 100
< 300 - 80
[«
£ L 60
200
2 40
£ 100 L 50
0 ‘ 0
0 50 100
—8— Nitrito Tiempo (h)
—&— Biomasa

Biomasa
(proteinas, mg/l)

Figura 53a. Resultados en el medio suplementado

Figura 53b. Resultados en el medio suplementado

con un 1% (p/v) de acetato. con un 1% (p/v) de citrato.
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Figura 53¢ Resultados en el medio suplementado

con un 1% (p/v) de lactato.

Figura 53d. Resultados en el medio base.
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i) Resultados de Al13

Al13
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Figura 54a. Resultados en el medio suplementado

con un 1% (p/v) de acetato.

Figura 54b. Resultados en el medio suplementado
con un 1% (p/v) de citrato.
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Figura 54c. Resultados en el medio suplementado

con un 1% (p/v) de lactato.

Figura 54d. Resultados en el medio base.
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j) Resultados de N64 (representante del fenon 2)

N64 N64
Acetato Citrato
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Figura 55a. Resultados en el medio suplementado Figura 55b. Resultados en el medio suplementado

con un 1% (p/v) de acetato. con un 1% (p/v) de citrato.
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Figura 55c. Resultados en el medio suplementado Figura 55d. Resultados en el medio base.
con un 1% (p/v) de lactato.
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k) Resultados de HGDK1

HGDK1
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Figura 56a. Resultados en el medio suplementado
con un 1% (p/v) de acetato.

Figura 56b. Resultados en el medio suplementado
con un 1% (p/v) de citrato.
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Figura 56c¢. Resultados en el medio suplementado
con un 1% (p/v) de lactato.

Figura 56d. Resultados en el medio base.
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1) Resultados de SP4 (representante del fendn 4)
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Figura 57a. Resultados en el medio suplementado
con un 1% (p/v) de acetato.

Figura 57b. Resultados en el medio suplementado
con un 1% (p/v) de citrato.
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Figura 57c. Resultados en el medio suplementado
con un 1% (p/v) de lactato.

Figura 57d. Resultados en el medio base.
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m) Resultados de F5 (representante del fenén 3)
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Figura 58a. Resultados en el medio suplementado

con un 1% (p/v) de acetato.

Figura 58b. Resultados en el medio suplementado
con un 1% (p/v) de citrato.
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Figura 58c. Resultados en el medio suplementado

con un 1% (p/v) de lactato.

Figura 58d. Resultados en el medio base.
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V1.2.2. CU{&NTIFICACI(')N DE LA FORMACION DE BIOPELICULAS
MEDIANTE TINCION CON CRISTAL VIOLETA

En el siguiente esquema se pueden observar los resultados obtenidos en esta prueba.

Biofilms MY 7,5%

1,400 B1is
1,200 1 T @5CR
1,000 1 DAI13

S 0800 | OHGDK1

Q 0,600 - _ EN64
0,400 T aospP4
0,200 - 1 1 oFs5
0,000

Microorganismo

Figura 59. Representacion grafica de la produccion de biofilms por los microorganismos en estudio
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V1.3. DISCUSION

La capacidad de respirar sobre nitratos o realizar una desnitrificacion completa de los
microorganismos seleccionados al comienzo de este trabajo, quedd confirmada no sélo
fenotipicamente (apartado II1.2.2), sino también desde el punto de vista molecular, con la
secuenciacion de algunos de los genes clave que participan en esas reacciones (apartado V.2). Tras
estos estudios, se planted el analisis del proceso, cuantificando la tasa de crecimiento en
anaerobiosis, con nitrato como aceptor terminal de electrones, y con suplementos de diferentes
fuentes de carbono. Asimismo, también se analiz6 la variacion de la concentracion de nitrito en el
tiempo, resultado de la respiracion sobre nitrato y sobre el mismo nitrito formado a partir de éste.
Estos estudios, complementados con la capacidad de formacion de biopeliculas, suministran
informacion interesante para una potencial aplicacion practica de los microorganismos objeto de
estudio en la eliminacion de nitratos y nitritos de aguas o suelos con alto contenido salino. Como
se describi6 en la Introduccidn, estos aniones son de los mas frecuentes contaminantes hidricos y
la causa primaria de metahemoglobinemia e indirecta de diversos tipos de cancer. Esto ha
motivado la limitacion de su consumo en las aguas de bebida y el desarrollo de diversas

metodologias para su eficiente eliminacion.

Si bien los analisis planteados en este capitulo se realizaron con todas las cepas,
unicamente se han recogido en la memoria los resultados de las cepas representantes de cada fenon
y de aquéllas que no se agrupaban en ninguno de los fena, aparte de las especies desnitrificantes

del género Halomonas que se han venido usando como referencia.

Con objeto de facilitar la interpretacion de los resultados, la discusion se ha estructurado

en varios apartados.

VI1.3.1. CAPACIDAD PARA RESPIRAR SOBRE NITRATOS Y NITRITOS

Los ensayos fueron realizados en anaerobiosis, generando una atmoésfera exenta de

oxigeno mediante vacio e intercambio del espacio interior del frasco con Argon. Este proceso se
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repitiod tres veces, con agitacion de los frascos precediendo cada ciclo. Con esta forma de proceder
y por la baja solubilidad del oxigeno en medio liquido, podiamos estar seguros de las condiciones
anaerobias. Aunque se ha mencionado en la Introducciéon que existen microorganismos
desnitrificantes aerobios o que llevan a cabo el proceso con bajas tensiones de oxigeno, en el
Capitulo I se comprueba la capacidad desnitrificante de nuestros microorganismos en anaerobiosis,
sin que esta evidencia suponga que no puedan hacerlo también en microaerobiosis o aerobiosis. Al
generar una atmosfera libre de oxigeno eliminamos una variable, si bien sabemos, y mas por los

resultados obtenidos, que no es el unico factor cuya interaccion hay que considerar.

Por otra parte, en cada ensayo se usé un control sin inocular del mismo medio pero al que
se suprimid el suplemento al 1% (p/v) de fuente de carbono. En ellos se observa que tanto la

produccion de biomasa como de nitrito son nulas (Figuras 46a,b,c y d).

Tenemos dos formas de valorar la tasa de respiracion sobre nitrato en las condiciones
experimentales usadas: Siguiendo el curso de la desaparicion de nitrato en el tiempo o a través de
la produccién de nitrito, teniendo en cuenta que éste exclusivamente procede del nitrato original.
Si observamos la Figura 3 de la Introduccion, vemos que el nitrito se puede formar en varios
procesos. En este ensayo, se descarta la produccion a partir de cualquier otra fuente distinta al

nitrato, pues es el Gnico aporte externo de nitrogeno.

Los experimentos llevados a cabo por Peyton y col. (2001) demostraron que la
concentracion de nitrito en el tiempo es también una funcion de la concentracion de nitrato. En
nuestros ensayos los problemas surgidos para la determinacion de nitrato nos impiden disponer de
una curva de respiracion sobre este anioén y, por consiguiente, de una ecuaciéon mediante la cual
predecir el comportamiento desnitrificante en el tiempo partiendo de una concentracion
determinada de nitrato y con diversas fuentes de carbono. Como intento de aproximacion a estos
modelos y con fines exclusivamente comparativos, hemos calculado la produccion méaxima de
nitrito en el tiempo y su relacion con la biomasa. Ambos calculos son parametros cinéticos
absolutos mediante los cuales establecer qué microorganismo y en qué fuente de carbono presenta
en estos ensayos la maxima tasa de respiracion sobre nitrato (concentracion de nitrito maxima en

relacion al tiempo en que se alcanza), con la menor produccion de biomasa (miligramos por litro
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de nitrito en funcién de los miligramos de proteinas medidas), que serian las caracteristicas
deseadas en cualquier tratamiento biologico de eliminacion de nitrato (Peyton y col., 2001; Zhang,
2004). La cuantificacion de la biomasa a través de medidas indirectas de proteinas es un método de
sensibilidad y fidelidad constatada, a veces mayores que las de otras técnicas (Nittayajarn y
Baker, 2005). Ademas los valores de proteinas medidos no se ven afectados por el pH ligeramente

alcalino, como es el empleado en este ensayo (Smith y col., 1985).

Los microorganismos que alcanzan la mayor concentraciéon de nitrito en el menor
intervalo de tiempo son H. campisalis, H. halodenitrificans y la cepa N64, con 22,63; 15,88; y
17,15 mg/1 de nitrito por hora, respectivamente (véase Tabla 44). Teniendo en cuenta, como se ha
comentado anteriormente, que el nitrito s6lo puede proceder del nitrato inicial, éstos serian los
microorganismos que eliminan con mayor rapidez la maxima cantidad de nitrato. Mediante este
calculo solventamos el no disponer de los valores reales de nitrato, pero hay que considerar que es
una medida s6lo comparativa; no obstante, estos pardmetros son mas utiles que la produccion
maxima de nitrito (Tabla 43), pues con vistas a una posible aplicacion practica, interesa no sélo la
cantidad de nitrato que son capaces de reducir sino también el tiempo que invierten en ello. Con
excepcion de las cepas Al13, HGDK1 y SP4, que en la mayoria de las condiciones practicamente
no manifiestan actividad nitrato reductasa, en general el resto de microorganismos elimina una

cantidad considerable del nitrato inicial (véase Tabla 44).

En relacion con la produccion de biomasa, se observa que los valores mas altos de nitrito
no coinciden en todos los microorganismos con la misma fase de crecimiento, ¢ incluso en una
bacteria concreta puede variar dependiendo de la fuente de carbono, como ocurre en H.
alimentaria (V1.2.1.2.b), H. campisalis (V1.2.1.2.c) o H. ventosae (V1.2.1.2.f). Estos resultados
sugieren dos explicaciones: (i) La actividad nitrato reductasa es capaz de sostener por si misma el
crecimiento de algunos microrganismos, mientras que en otros las demas reacciones son
fundamentales para alcanzar la mayor tasa de crecimiento; (ii) La influencia del sustrato

carbonado, que se describira mas detenidamente en el apartado siguiente.

Con respecto a los valores de respiracion y biomasa, los mejores indices los presentan H.

halodenitrificans y las cepas F5 y 118, con 10,48; 34,90 y 8,35 mg/I de nitrito por mg de proteinas
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determinadas, respectivamente (Tabla 44). Con relacion a posibles aplicaciones en biorreactores,

la cepa F5, si bien presenta un gran potencial para eliminar nitratos reduciéndolos a nitritos con

una baja produccion de sedimentos, hay que

o
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concentraciones salinas moderadamente altas, g o \_,

condiciones ambas utilizadas aqui, el proceso de 0 50 100

.. . . . . . Tiempo (h)
desnitrificacion a partir de nitrato se considera —&— Nitrito

claramente dividido en dos etapas: Reduccion de

Figura 60. a) Induccién lenta de la nitrito
reductasa con respecto a la nitrato reductasa.
El nitrito se acumula durante mas tiempo. b)
La induccién es muy rapida y no hay
practicamente acumulacion.

nitrato a nitrito y de éste a oxido nitroso o
dinitrégeno, siendo esta ultima fase la limitante del
proceso (Blaszczyk, 1993; Yoshie y col., 2002,
2006a; Marazioti y col., 2003). Los resultados obtenidos sugieren que la amplitud de la grafica de
formacion de nitrito responde a una induccion de la NIR retrasada en el tiempo con respecto a la
actividad de la nitrato reductasa (Betlach y Tiedje, 1981; Blaszczyk, 1993; Peyton y col., 2001). El
intervalo de demora, que provoca que el nitrito se acumule (véanse las Figuras Xa y Xb como
ejemplos) va a depender del microorganismo, de la concentracion de nitrato inicial y de la fuente

de carbono (Betlach y Tiedje, 1981; Blaszczyk, 1993).

Asi, con respecto a las especies de referencia, H. halodenitrificans presenta una induccion
muy rapida y practicamente simultanea de las nitrato y nitrito reductasas, excepto en el medio

suplementado con citrato, donde el nitrito se acumula por inactividad de la NIR, al menos en el
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tiempo de duracidn del ensayo; en el medio con citrato ocurre también igual con H. alimentaria, si
bien ésta en el resto de fuentes de carbono se comporta de forma semejante a H. campisalis,
mostrando picos estrechos de concentracion de nitrito. H. desiderata presenta una induccién mas
lenta de su actividad NIR, el nitrito se acumula y esto se ve reflejado en la grafica por una meseta.
Por su parte, H. ventosae manifiesta esta misma situacion en el medio con lactato, pero con las
restantes fuentes de carbono y en el medio sin ellas, la actividad NIR no llega a inducirse durante

el transcurso del experimento.

De otro lado, los microorganismos seleccionados en esta tesis doctoral muestran
comportamientos muy dispares: La cepa N64 presenta actividades nitrato y nitrito reductasas en
todas las condiciones ensayadas, con unas tasas de respiracion similares a las de las especies de
referencia (Tabla X) y con periodos de induccion cortos para la nitrito reductasa. Una demora mas
prolongada presenta la cepa 11S en el medio con acetato, mientras que en las restantes condiciones
la actividad nitrito reductasa no llega a inducirse. Tampoco lo hace en ninguna de las condiciones
ensayadas la NIR de la cepa SCR, mientras que la de la cepa HGDK1 se activa en los medios con
lactato y citrato. En el caso de las cepas All3 y SP4, que no crecen en ninguna de las
circunstancias experimentales, si muestran en algunas de ellas actividad nitrato reductasa, lo cual
podria explicarse por la sintesis constitutiva de esta enzima a pequefios niveles, como ocurre en
Escherichia coli gracias al operon narZWYV (Bachmann, B.J. 1990; Gonzalez y col., 2006). En las
cepas All3 y HGDKI1 y en el medio con acetato y citrato respectivamente, también podriamos
hablar de una pequefia actividad nitrito reductasa basal, descrita en algunas cepas de Pseudomonas
(Kay col., 1997). Por tltimo, la acumulacion de nitrito observada en la cepa F5 parece totalmente
logica teniendo en cuenta que en los estudios fenotipicos y moleculares previos no se ha detectado

actividad desnitrificante, sino solamente nitrato reductasa.

V1.3.2. INFLUENCIA DE LA FUENTE DE CARBONO SOBRE LA CAPACIDAD PARA
RESPIRAR SOBRE NITRATOS Y NITRITOS

La importancia que la fuente de carbono tiene en los microorganismos desnitrificantes
heterotrofos ya ha sido comentada en la Introduccion. Existen multitud de estudios en los que se ha

comprobado el efecto de distintos sustratos carbonados en el proceso de desnitrificacion, y su
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influencia es tal que la mayoria de los modelos cinéticos propuestos la consideran como un
parametro mas (Knowles y col., 1982; Blaszczyk, 1993; Peyton y col., 2001; Ellington y col., 2002
y 2003; Marazioti y col., 2003; Kim y col., 2005).

Para realizar los ensayos de este analisis fisiologico, la bibliografia consultada
recomendaba emplear la fuente de carbono en exceso, de manera que su concentracion no fuera un
factor limitante en el proceso (Peyton y col., 2001; Kim y col., 2005). En nuestro caso la relacion
C/N era de 14,5 (10g de fuente de carbono y 0,69 g de nitrato por litro). No obstante, en
aplicaciones practicas se recomienda que el sustrato carbonado se afiada estequiométricamente al

nitrato para evitar dejar concentraciones residuales de carbono.

La eleccion de las diferentes fuentes de carbono se hizo basandonos en diversas razones:
El acetato y lactato se seleccionaron por ser compuestos producidos en la fermentacion del glicerol
(Oren y Gurevich, 1994), el cual es de gran importancia ecoldgica en los ambientes donde se
encuentran los organismos hal6filos (Oren, 1995). Por otro lado, en los ultimos afios se ha
impuesto en los sistemas bioldgicos de descontaminaciéon el uso de sustratos carbonados
compatibles con los estandares de las aguas de bebida. Como consecuencia, se ha generalizado el
empleo del acetato y citrato (Blaszczyk, 1983), de ahi la importancia de estudiar con ellos la
capacidad desnitrificante de nuestros microorganismos con vistas a una posible aplicacion

practica.

El acetato, citrato y lactato los utilizan la mayoria de las cepas del estudio, de acuerdo a
los resultados obtenidos en los ensayos nutricionales (apartado IV.2.A.1.d). Teniendo como base
estos resultados, sabemos que la cepa All3 no usa el citrato ni el lactato como unica fuente de
carbono y energia; el acetato por su parte no es empleado por la cepa SCR ni el lactato por la cepa
SP4. H. desiderata no emplea el citrato (Mata y col., 2002). Sin embargo, Peyton y col. (2001)
ponen de manifiesto con etanol en H. campisalis que el hecho de que un compuesto sea utilizado

en condiciones aerobias no implica que lo sea también bajo condiciones desnitrificantes.

Cuando se analizan las graficas de formacion de biomasa en el tiempo con las diferentes

fuentes de carbono, se observa que el citrato es el compuesto en el que crecen menor niimero de
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microorganismos y entre aquéllos que lo hacen se dan varias posibilidades: H. desiderata presenta
su tasa mas baja de crecimiento, mientras que otros, como la cepa N64 o H. campisalis, muestran
valores altos o similares a los del resto de condiciones. Por su parte, el lactato es, aunque no de
forma general pero si mayoritaria, el sustrato en el cual se da la mayor produccion de proteinas, lo
cual indirectamente se traduce en formacion de biomasa; asi, H. alimentaria, H. campisalis, H.
ventosae y la cepa SCR muestran sus valores mas altos de crecimiento en el medio suplementado

con lactato.

Con respecto a la capacidad desnitrificante en los distintos sustratos, se puede comprobar
que si el microorganismo crece, la produccion de nitrito a partir de nitrato es equiparable en todos
ellos, no existiendo un patrén de comportamiento en funcion del compuesto. Quizas lo llamativo
sean las condiciones en las que no existe crecimiento y, sin embargo, si que se observa actividad
nitrato reductasa e, incluso en algunos microorganismos, induccion de la nitrito reductasa (cepas

Al13 y HGDK1). Estos casos ya han sido discutidos anteriormente.

La influencia en la actividad desnitrificante de una fuente de carbono se ha relacionado
con su estado de oxidacion y con su capacidad bioenergética (Blaszczyk, 1983; Ellington y col.,
2002). Esta relacion no siempre es directa, es decir, no siempre cuanto mas alto es el poder
reductor de un compuesto, mas capacidad desnitrificante y mayor crecimiento presenta un
microorganismo crecido con él, pues como ya se menciond en la Introduccion, un alto poder
reductor puede generar también una situacion de estrés en la célula si ésta no puede disipar el

exceso por otros mecanismos no acoplados a la sintesis de ATP (Ellington y col., 2002).

Considerando que los tres compuestos van a ser finalmente metabolizados en el ciclo de
Krebs, dependiendo de la etapa en la que lo hagan generaran mas o menos energia (Madigan y
col., 2004). El lactato presentaria el mayor potencial bioenergético, pues requiere de una
transformacion previa en piruvato, generandose dos moléculas de NADH mas que en el caso del
acetato, que se introduce rapidamente en el ciclo tras reaccionar con el coenzima-A. Por el
contrario, el citrato presentaria el menor poder reductor, al ser incorporado directamente al ciclo
(véase la Figura X). Asi, el limitado crecimiento de estos microorganismos en el medio

suplementado con citrato se puede justificar por el escaso poder reductor de este compuesto, lo que
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hace que energéticamente sélo sea rentable su utilizacion en aerobiosis, pero no cuando se estd
desnitrificando. Esta hipoétesis, sin embargo, es contradicha por la tasa de crecimiento mas que
notable en el medio no suplementado con otra fuente de carbono, lo cual nos induce a pensar mas
en un efecto inhibitorio del citrato, quizas por retroalimentacion negativa sobre la citrato sintasa,
que interviene en la primera etapa propiamente dicha del ciclo de Krebs. La inhibicion por altas

concentraciones de citrato ya ha sido descrita en bacterias como Acetobacter xylinum (Swissa y

Benziman, 1976).
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Figura 61. Ciclo de los acidos tricarboxilicos (Ciclo de Krebs). Enmarcados en rojo los compuestos a partir de los
cuales se incorporarian al ciclo el acetato, citrato y lactato.
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VL.3.3. INFLUENCIA DE LA CONQENTRACION DE SAL EN EL METODO
ANALITICO PARA LA DETERMINACION DE NITRATO

La cinética de desaparicion de nitrato no se ha incluido en esta memoria pues resultd
incoherente con los datos de nitrito obtenidos. La alta composicion en sal del medio podria haber
impedido una reduccion completa del nitrato a nitrito y la no correspondencia de los valores
medidos con los reales. Tanto con hidracina como con la mezcla reductora de Zinc del kit
“Nitrate/Nitrite Assay kit” (Amresco”™) los valores de nitrato que se obtenian al comienzo del
ensayo eran menores o similares a los de nitritos y su evolucion en el tiempo carecia de relacion

con la tasa de respiracion sobre nitritos.

La influencia de la salinidad en la reduccion de nitrato se confirmé realizando varios
patrones, cuya cantidad de nitrato era exacta y conocida. Estos estandares abarcaban el rango de
concentraciones de 0 mM a 50 mM, dentro de las cuales se encontraria la concentracion de nitrato
del medio (0,69g/1). Si estos patrones se preparaban con agua, los valores de nitrato obtenidos
correspondian con bastante aproximacion a la cantidad afiadida de este compuesto. Por el
contrario, cuando el patron de nitrato se preparaba en el mismo medio empleado para el ensayo, la

cantidad de nitrato medida era muy inferior.

Se proponen para estudios similares en el futuro dos métodos analiticos alternativos que
solventen el problema de la alta salinidad requerida para un crecimiento Optimo de los
microorganismos. Se trata de medidas directas de nitratos lo que evita tener que reducirlos

previamente a nitritos:

-Determinacion mediante cromatografia liquida de alta resolucion (sistema Dionex anion-
exchange HPLC, con un detector Ultravioleta), empleada con éxito en medios de alto contenido

salino (Tsuneda y col., 2005).

-Deteccidn colorimétrica por medio del reactivo quimico Szechrome NAS (Polysciences”), que no
presenta interferencias por la presencia de altas cantidades de cloruro sddico (referencia técnica del

producto: http://www.polysciences.com/shop/product.asp?dept_id=82&pf id=08764).
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VL.3.4. CAPACIDAD PARA FORMAR BIOPELiCULAS

En los ultimos afios se ha desarrollado un gran interés por la eliminacion de nitrato en los
sistemas de tratamiento de aguas con el propdsito de reducir la contaminacion y eutrofizacion de
las mismas. En el &mbito industrial, las técnicas se dirigen hacia diversos métodos, en los cuales se
utilizan cultivos suspendidos o bien fijos a alguna superficie, formando biofilms. Esta tltima

técnica parece ser mas apropiada cuando el volumen de influente no es muy alto (Knowles, 1982).

El analisis fisiologico de los microorganismos se completd con el estudio de su capacidad
para formar biofilms sobre una superficie de cloruro de polivinilo (PVC), tras haber sido crecidos
en medio MY al 7,5%. Los resultados obtenidos muestran que la cepa 118 es la que mas cantidad
de biofilms forma entre las cepas desnitrificantes excluyendo, por tanto, a la cepa F5, que
unicamente respira sobre nitratos. La cepa 11S, ademas, muestra un buen indice de produccion de
nitrito en relacion a la biomasa, si bien en las condiciones de los ensayos solo se induce su
actividad nitrito reductasa en el medio suplementado con acetato. Por su parte, la cepa N64, que
presenta unas tasas de respiracion similares a las de las especies de referencia en todas las
condiciones ensayadas, no destaca por su capacidad para formar biopeliculas, exhibiendo unos
valores intermedios. Finalmente, podemos decir que la cepa All13 fue la que menor capacidad de

formacion de biopeliculas presenta.

Con vistas a la aplicacion practica de la capacidad desnitrificante de nuestros
microorganismos en biorreactores, seria interesante realizar los ensayos tanto de formacion de
biofilms como de tasa de desnitrificacion en las mismas condiciones para poder llevar a cabo un
estudio comparativo. Hay que tener en cuenta que no siempre existe concordancia entre la
actividad en fase planctonica y en biofilms (Teixeira y Oliveira, 2002) y que en una biopelicula
puede cambiar el patron de expresion de ciertos genes o activarse algunos que no lo hacen en la
otra fase (Marshall y Goodman, 1994). No obstante, existen trabajos en los que se ha comprobado
que la actividad metabolica es mas alta cuando los microorganismos se asocian a una superficie
solida (Paerl y Merkel, 1982; McFeters y col., 1990); en concreto, Yoshie y col. (2004) observaron
que en biopeliculas la actividad desnitrificante permanecia estable y en tasas bastante altas durante

un periodo de tiempo mayor y a pesar de fluctuaciones ambientales.
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Capitulo V: Resumen

RESUMEN

En los capitulos anteriores, el proceso de desnitrificacion en el género Halomonas se tratd
de forma independiente desde diversos puntos de vista: Taxonémico, molecular y fisiologico. El
analisis filogenético de los microorganismos objeto de estudio, expuesto en el Capitulo III, se llevo
a cabo no solo a partir del gen ribosémico, sino también en base a los genes narH, nirS'y nosZ. Las
secuencias de estos genes sirven de punto de partida para estudios ecoldgicos en los que detectar la
poblacion desnitrificante del género Halomonas mediante PCR-DGGE, que es el contenido de este
capitulo. Como habitats para el analisis se escogieron Rambla Salada (Murcia) y Fuente de Piedra

(Mélaga).

A partir de los alineamientos multiples de nuestras secuencias con las disponibles en las
bases de datos, se seleccionaron diversos cebadores, cuya especificidad para el género Halomonas
fue puesta de manifiesto en un primer momento usando como controles positivos y negativos
microorganismos ya descritos. Para el gen ribosomico se consultd la bibliografia pertinente,

seleccionandose también otro oligonucleoétido especifico del género Halomonas.

La amplificacion del gen ARNr 16S a partir del ADN de las muestras de suelo, su
separacion mediante electroforesis en gradiente desnaturalizante y posterior secuenciacion de las
bandas puso de manifiesto nuevamente la especificidad de los cebadores disefiados para el género
Halomonas. Tras comparar las bandas obtenidas con las secuencias depositadas en las bases de
datos, se observa que los mayores porcentajes de semejanza se dan con especies del género
Halomonas, pero los valores inferiores al 97% sugieren que los suelos podrian contener

microorganismos aun por describir.

La comparacion de la diversidad obtenida con el gen ribosomico y la resultante de los
genes narH, nirS'y nosZ muestra que los genes funcionales son de mayor utilidad para la deteccion
de la comunidad especificamente desnitrificante del género Halomonas en esos habitats. Podria
tratarse de una poblacién minoritaria en ellos, por lo que su presencia quedaria encubierta por
otros grupos de Halomonas mas abundantes que se amplifican preferentemente cuando se usa el

gen ribosémico.







Chapter V: Summary

SUMMARY

In previous chapters, we studied separately taxonomic, molecular and physiologic
diversity of denitrifying microorganisms belonging to the genus Halomonas. The phylogenetic
analysis with the narH, nirS and nosZ genes have allowed us to handle new sequences and the
possibility of using these to study the ecology of the denitrifying community of Halomonas with
the technique PCR-DGGE. Firstly, basing on the multiple alignments of our sequences and the
sequences from the databases, we selected different regions of the functional genes, conservative
exclusively in the genus Halomonas. We looked up different references to choose the specific
primers for the gene 16S RNAr. The specificity of the amplification with these primers was tested
in several described microorganisms. Secondly, we chose two habitats, Rambla Salada (Murcia)
and Fuente de Piedra (Malaga), where most of the strains of this work as well as two species of the

genus Halomonas already described, have been isolated.

The DGGE analysis using the primers targeting 16S RNAr gene shows different bands.
The highest similarity values were found with species belonging to the genus Halomonas, but
these percentages were lower than 97%, which suggests that the two soils contain uncharacterized

organisms of Halomonas.

The functional genes, specially nirS gene, have proved to be more useful than ribosomic
gene to detect denitrifying community of Halomonas. Although we got some bands affiliated with
denitrifying species using the pair of primers for 16S RNAr gene, the diversity of denitrifying
community of Halomonas is wider when we employed the functional genes. The reason could be
that this population was minority in the studied soils, so the use of the ribosomic primers would

amplify preferently the dominant bacterial groups.
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VII. ANALISIS DE LA POBLACION DESNITRIFICANTE DEL GENERO
HALOMONAS EN DOS HABITATS SALINOS

VIL1. MATERIAL Y METODOS
VIL1.1. SELECCION DE LAS MUESTRAS

Se tomaron muestras de rizosfera de dos habitats atalasohalinos representativos por
haberse descrito en ellos especies del género Halomonas y aislado muchas de las cepas

caracterizadas en esta Tesis Doctoral.

Tabla 45. Habitats salinos y cepas del género Halomonas aisladas en ellos.

Habitats Microorganismo aislado

. , Halomonas anticariensis CECT 5854" (Martinez-Canovas y col., 2004c
Laguna de Fuente de Piedra (Malaga) Cepas 4CR, 5CR, 12CR, 15CR, F5 y 1:1(5 Y )

Rambla Salada (Murcia) Halomonas cerina Cepa R53 (LMG 24146) (Gonzalez-Domenech y col., 2007a)

VIL1.2. EXTRACCION DEL ADN DE LAS MUESTRAS

Para extraer el ADN de las muestras se uso el kit comercial PowerMax™ Soil DNA
Isolation Kit (Mo Bio Laboratories, Inc.), que aumenta el rendimiento de la extraccion al permitir
disponer de cantidades de muestra de partida superiores a los 10 gr. En nuestro caso, se partio de

esta cantidad para cada una de las muestras y se procedio tal y como indica el fabricante.

VIL.1.3. ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD MEDIANTE ELECTROFORESIS EN GELES
DE GRADIENTE DESNATURALIZANTE (DGGE)

La poblacion total y desnitrificante del género Halomonas de los habitats mencionados se
estudio en primer lugar amplificando por PCR regiones conservadas de los genes ARNr 16S,
narH, nirS 'y nosZ, y a continuacion separando los amplicones mediante la técnica DGGE. El
resultado de la PCR del ADN de las muestras es una mezcla de fragmentos del mismo tamafio que

no pueden ser separados por electroforesis convencional, como la descrita en el
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apartado V.1.B., ya que mostrarian el mismo comportamiento de migracion y, consecuentemente
aparecerian como una unica banda en el gel de agarosa. Aplicando la técnica de DGGE los
fragmentos se desplazan en un gel de acrilamida que presenta a lo largo de su extensién un
gradiente de sustancias desnaturalizantes, separandose a distintas alturas en funcion de su 7,; su
movilidad dependera, por tanto, de su secuencia. Esto implica que cada banda corresponda a un
tnico fragmento, posibilitando su secuenciacion y cotejo con las bases de datos y con las

secuencias obtenidas en los Capitulos II y III para las cepas pertenecientes a Halomonas.

VIIL.1.3. 1. Diseifio de cebadores especificos del género Halomonas

Basandonos en los alineamientos multiples de las secuencias de los genes narH, nirS'y
nosZ, obtenidas para el analisis filogenético de los microorganismos objeto de estudio (Capitulo
IIT), y de las secuencias disponibles en la base de datos GenBank con las cuales presentaban mayor
porcentaje de semejanza, se disefiaron cebadores especificos de los microorganismos del género
Halomonas, que serian utilizados para la amplificacion de dichos genes mediante PCR en las
muestras de suelo. Para el gen ARNr 16S, Yoshie y col. (2004) habian disefiado una sonda de
relativa especificidad para el género Halomonas, que emplearon en estudios ecologicos mediante
FISH (hibridacion in situ por fluorescencia). Como pareja de este cebador se empled el
oligonucleétido 16F27, ya usado para establecer la posicion filogenética de los microorganismos

caracterizados en este trabajo (apartado IV.1.C.).

En la eleccion de los cebadores también se valoro la longitud del fragmento amplificado,
siendo preferible que ésta estuviera comprendida entre 300 a 500 pb, con objeto de llegar a un
equilibrio entre la informacion suministrada y la resolucion de la técnica DGGE (Sheftfield y col.,
1989). La secuencia de los cebores usados, asi como el tamafio del fragmento amplificado, se

detallan en la Tabla 46 de la pagina siguiente.
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Tabla 46. Cebadores usados en los estudios ecologicos por PCR-DGGE de la poblacion desnitrificante
del género Halomonas.

Tipo T Tamaiio
Gen Cebador de e C"‘) Secuencia (5°-3") del Referencia
cebador amplicon
ARNr 16F27 Directo 59,39 ‘AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 515 pb Lane,( 1991
168 HIm474-R Inverso 60,18 "CTGTGRGTGATGTCCTTCCT Yoshie y col. (2004)
Hddge-F Directo 53,58 CAAGCAGGGYGAGC 529 b Este estudio
nartH  gadge-R  Inverso 52,62 “CTGGCGRTGGTAGAG Po
Sdgge-F Directo 55,53 GAGTCCAACCAGATCGT
nirS  gdgge-R  Inverso 62,60 'GGAGGTCTCGTCCATGGT 472 pb
Zdgge-F Directo 53,49 'CGACATCATGAAGACG «
nosZ  Zdgge-R1 Inverso 5520 GTCATGCCCTTCTCG 321 pb
Zdgge-R2 _Inverso 57,81 GATRTAGCGGGTCAGCT 486 pb

*M=A6C R=A06G Y=Co6T
“CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG

Como se puede observar en la Tabla X, a uno de los cebadores de cada pareja se le
incorpor6 en el extremo 5” una extension de guanina-citosina, ya que este procedimiento aumenta
la resolucién de la técnica DGGE. La secuencia de esta “cola GC” fue tomada de los trabajos de
Sheffield y col. (1989) y Muyzer y col. (1998), y su composicion se discutird mas adelante
(apartado VII.3.2).

VIIL.1.3. 2. Amplificacion mediante PCR de fragmentos de los genes ARNr 16S,
narH, nirSy nosZ del ADN de las muestras

Para optimizar las condiciones de amplificacion se tuvo en cuenta el tamafio del
fragmento a amplificar y la T}, de los oligonucleétidos empleados en cada caso (véase Tabla X).
Para hacer un primer ajuste de las condiciones de PCR y, sobre todo, comprobar la especificidad
de los cebores, se empled el ADN de diversos microorganismos, los cuales se recogen en la Tabla

47 de la pagina siguiente.
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Tabla 47. Microorganismos empleados como control en la reaccion de PCR.

Gen Controles positivos

Controles negativos

H. ventosae CECT 5797"

H. campisalis ATCC 700597"

H. ventosae CECT 5797"

nard A campisalis ATCC 700597"
H. cerina (cepa SP4") LMG 24145"
H. ventosae CECT 5797"

nirS H. cerina (cepa SP4T) LMG 24145"

H. alimentaria DSM 15356"

H. cerina (cepa SP4") LMG 24145"

ARNr 16S

nosZ

Marinobacter hydrocarbonoclasticus DSM 8798"
Salipiger mucescens CECT 5855"
Marinobacter hydrocarbonoclasticus DSM 8798"
Salipiger mucescens CECT 5855"

Marinobacter hydrocarbonoclasticus DSM 8798"
Salipiger mucescens CECT 5855"
Marinobacter hydrocarbonoclasticus DSM 8798"
Salipiger mucescens CECT 5855"

Las condiciones finales de amplificacion seleccionadas para trabajar con las muestras de

suelo, se detallan en la Figura 62 de la pagina siguiente.

Los componentes de la reaccion de
PCR se muestran en el cuadro contiguo. El
volumen de ADN de partida varié
dependiendo de la muestra de que se
tratase; para la procedente de Rambla
Salada se utilizaron 5ul de la suspension
conteniendo el ADN extraido, mientras que
para la de Fuente de Piedra, la solucion

original se diluyd diez veces para reducir la

Componentes de la reaccién de PCR

* ADN muestra: Variable (véase texto adyacente)
*Cebadores (10 mM): 2ul

*Tampon (10X): Sul

*MgCly: 4l

*dNTPs (10 mM): 1ul

*DMSO: 1ul

*BSA: 0,25l

*Tag polimerasa (AmpliTag Gold, Eppendorf™): 1-5U
*Agua bidestilada estéril c.s.p. 50ul

presencia de interferentes; de la dilucion resultante se adicionaron 10pl.

El producto de PCR, constituido por una tnica banda en el caso de los controles y por

multiples fragmentos de diferente secuencia en las muestras de suelo, se chequeo por electroforesis

convencional en geles al 1,2 % (p/v) de agarosa (Seakem GTG®, FMC Corp.), tal y como se

describe en el apartado V.1.B. Las condiciones de carrera fueron 100V durante 25 minutos

aproximadamente. Como referencia del tamafio de los fragmentos se utilizé el marcador comercial

HyperLadder IV de Bioline®, que genera un patrén de 10 bandas desde 100 a 1000 pares de bases.
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a]Gen ARNr 165 blGen narH

30 ciclos - 30 ciclos -

c1Gen nirs d]Gen nosZ

30 ciclos . 30 ciclos .

Figura 62. Condiciones de amplificacién por PCR de los genes a) ARNr 16S; b) narH; ¢) nirS; y d) nosZ.

Como se puede observar en la figura superior, en todos los casos se finalizo la reaccion de
PCR con una etapa de polimerizacion que se mantuvo durante media hora, para reducir la

formacion de artefactos.

VIIL.1.3. 3. Determinacion del gradiente de sustancias desnaturalizantes mediante
DGGE perpendicular

Para cada gen se determin6 en primer lugar el intervalo orientativo de concentracion de
compuestos desnaturalizantes que permitiera la adecuada separacion de la mezcla de fragmentos
obtenida por muestra (apartado VII.1.C.4.). Con tal objetivo, se llevaron a cabo experiencias de
DGGE en su variante perpendicular, que fueron realizadas con el producto de PCR generado a

partir de los controles positivos. Se denomina DGGE perpendicular porque el gradiente de
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sustancias desnaturalizantes y la direccion de migracion electroforética son transversales,
originando un perfil electroforético en forma de sigmoidea (véase la Figura 63). El aparataje

empleado para el DGGE tanto perpendicular

, . Gradiente
como paralelo, esta contenido en DCode™ desnaturalizante

20% BO%

Universal Mutation Detection System
(Biorad™),  procediéndose  segin las

instrucciones propuestas por el fabricante. Direccién

de
electroforesis

Los geles de acrilamida se

prepararon, como ya se ha mencionado

anteriormente, y como  compuestos s
desnaturalizantes se usaron urea y Figura 63. Ejemplo de aplicaciéon de la técnica DGGE
perpendicular.
formamida.
*Reactivos:
TAE 50x
Trizma Base (Sigma®)................ 242¢g
Acido acético glacial (Panreac™).. | 57,1ml
EDTA (Sigma®) 0,5 M, pH 8....... 100ml
Agua bidestilada c.s.p................... 1000ml

Soluciones de acrilamida al 8% (v/v):

Solucion 0% de sustancias desnaturalizantes Solucion 80% de sustancias desnaturalizantes
Acrilamida/Bisacrilamida (37,5:1) al 40% Acrilamida/Bisacrilamida (37,5:1) al 40%
(V/V) (BIOTad®™)....ovoeeeeeeeeeeseeeeeeeen. 20ml (V/V) (BIOTad®™)....ovoeeeeeeeeeeeeeeeeen. 20ml
TAE 50X...cciiiiiinieieieieieeseseeeeneenes 2ml TAE 50X...cciiiiiiiiiieieieieieeeeeeeeenenns 2ml
Agua bidestilada ¢.S.p.........cocoererrnnn.n 100ml Formamida (Biorad™) ............ccccococoiii.... 32ml
Urea (Sigma”) .. | 33.,6g
Agua bidestilada ¢.S.p......coeevvevieiiieiiens 100ml

La solucion al 80% de sustancias desnaturalizantes se agitd suavemente para facilitar la

disolucion de la urea. De forma previa a su uso, ambas soluciones fueron filtradas por medio de
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una jeringa de gran capacidad volumétrica y filtros de nitrocelulosa (Millipore®). La conservacion

de las mismas se hizo en frascos de vidrio topacio envueltos en papel de aluminio y a 4°C.

Soluciéon de APS al 10% (p/v

Amonio persulfato(Biorad®)........ 10g
Agua bidestilada c.s.p.......... 100ml

La solucion de APS se conservara congelada en alicuotas de 300pl.

*Técnica:

A partir de las soluciones del 0% y 80% en sustancias desnaturalizantes, cuya
composicion se describid en la pagina anterior, para cada gel se prepararon 4 ml de dos soluciones,

una al 20% y otra al 80%, para generar un gradiente comprendido entre ambos valores.

Solucion 20% de sustancias desnaturalizantes Solucion 80% de sustancias desnaturalizantes
Solucion al 80%.........ccccveveeeveieeranrnnnen. Iml Solucion al 80%.........cccceeveveieienranrnnnen. 4ml
SOIUCION Al 0% ..o 3ml | | TEMED (Biorad®)........ccccovvvvvvvrvrrnnn... 2,6ul
TEMED (Biorad™).........cccccoovveorrerrreerrnann. 2,66ul Solucion de APS al 10% (p/V).....c.cccccueuen 20ul
Soluciéon de APS al 10% (p/V)...cveveveunenens 20ul Tampoén de carga (apartado V.1B) filtrado. 13ul
VOLUMEN TOTAL 4ml VOLUMEN TOTAL 4ml

TEMED y APS son compuestos que
facilitan la polimerizacion de la acrilamida, por
lo que no se adicionaron hasta el momento de
preparar el gel. Para conseguir un gradiente
homogéneo las soluciones se vertieron en unos
vasos comunicantes, tal y como se indica en la
Figura X. A la solucion mas concentrada se le
adiciond en su composicion tampon de carga para - TN | EE——

. . ., . " la bomba
visualizar la formacion del gradiente. Desde estos - peristiltica

vasos la mezcla resultante se impulsé por una

bomb stalti 1 dond Figura 64. Disposicion en los vasos comunicantes
omba peristaltica a la estructura donde se de las soluciones con los compuestos

desnaturalizantes.
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formaria el gel, a una velocidad de 1,26 ml por minuto. El gel se dej6 polimerizar durante 2 horas.

Durante este tiempo, se procedio a calentar la cubeta de electroforesis, rellena del tampén TAE 1x,

hasta alcanzar 62°C.

El volumen de muestra que se cargd en el gel fue de 200pul, la mitad de los cuales lo

constituia el producto de PCR obtenido en los controles positivos en cada caso. Asimismo, se

adicionaron 40ul de tampon de carga, cuya composicion ya se describid en el apartado V.1.B. El

volumen restante se completd con agua bidestilada.

Se ensayaron distintas condiciones para la
electroforesis, siendo seleccionadas las que se

resumen en el cuadro adyacente.

Condiciones de electroforesis DGGE perpendicular

VOltaje. ..o 100V
TICMPO..c.evereeerereieieeieseeiieieanan 2,5h
T tampdn cubeta de electroforesis.. 62°C

Para visualizar el ADN una vez finalizada la electroforesis, los geles se tifieron en una

solucion de bromuro de etidio (0,5ug/ml) preparada en tampon TAE 1x. Transcurrida media hora,

se eliminé el exceso de bromuro de etidio lavando los geles en agua bidestilada durante el mismo

periodo de tiempo. Las imagenes se recogieron con una videocamara acoplada a una impresora

térmica, usando el programa Gel Doc 2000 de Biorad®, como ya se explicé en el apartado V.1B.

VII.1.3. 4. Separacion de los productos de PCR mediante DGGE paralelo

Los productos de amplificacion de

e - u i )
los distintos genes se separaron mediante la pireccion HH u 1Y Gradiente
electroforesis - desnaturalizante

técnica de DGGE en su variante paralela,
aquélla en la que la migracion
electroforética y el gradiente
desnaturalizante siguen la misma direccion

(véase Figura X).

;_“__.::H '

Figura 65. Ejemplo de aplicacion de la técnica DGGE

perpendicular.
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La preparacion de los geles siguid las pautas marcadas por el fabricante y se realizo de
forma similar a lo explicado para el DGGE perpendicular. El gradiente desnaturalizante se obtuvo
a partir de las soluciones de 0% y 80% (véase el apartado anterior), eligiendo para cada gen el
intervalo de concentracion de compuestos desnaturalizantes éptimo, de acuerdo a las experiencias
de DGGE perpendicular previamente realizadas. El volumen total de cada solucion empleada fue
de 15 ml por gel, adicionando a la de mayor concentracion de sustancias desnaturalizantes 50ul de

tampon de carga para visualizar la formacion del gradiente.

Al igual que en los experimentos de DGGE perpendicular, también fue necesario
precalentar el tampon de la cubeta, si bien en este caso se hizo 5°C por encima de la temperatura a
la cual se realizaria la electroforesis, con objeto de evitar una pérdida excesiva de calor durante la

carga de las muestras. Asi, la temperatura de precalentamiento del tampon fue de 67°C.

La cantidad de ADN cargada para conseguir una buena resolucion de la técnica, oscild
entre 500 y 700ng. Puesto que la capacidad méxima que admitia un pocillo de un gel era de 25pl,
para determinar el volumen de ADN necesario previamente calculamos la concentracion del
producto de PCR en cada caso, utilizando un biofotometro Eppendorf®, tal y como ya se explicd
en el apartado IV.1.B.2. Al volumen de muestra se le adicionaron 5ul de tampon de carga y se
enraso hasta 25ul con agua bidestilada. En los casos en los cuales la concentracion de ADN era
muy baja, se procedio a reunir varios productos de la misma amplificacion para concentrarlos.
Para ello se complet6 hasta un volumen de 200ul con agua bidestilada y se adicionaron 600ul de
etanol absoluto y 30ul de acetato sodico 3M. Se mantuvo a -80°C durante 2 horas, tras las cuales

se resuspendid en 20l de agua bidestilada y se volvid a cuantificar.

Las condiciones de electroforesis en las Condiciones de electroforesis DGGE paralelo
cuales se consiguid la adecuada separacion de los VA vveooreeooreeeereeeeeecerereerrre. 100V
TIEMPO...veeeeeeeeeeeeeeeieiee, 16h
fragmentos se resumen en el cuadro adyacente. :
g Y T* tampon cubeta de electroforesis.. 62°C
Para facilitar la salida de las muestras de los

pocillos, se aplicé un voltaje de 200V durante los primeros 15 minutos de electroforesis, tras lo

cual se bajo a 100V, manteniéndose el mismo durante 16 horas.
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Una vez finalizada la electroforesis, se procedio a la visualizacion del ADN como ya se
explicod en el apartado anterior. Las distintas bandas fueron escindidas del gel por medio de una
cuchilla perfectamente limpia, depositindose en un tubo de polipropileno que contenia 40ul de
agua bidestilada. E1 ADN contenido en una banda se dejo eluir durante 24 horas, tras las cuales y
utilizando 20ul de esa solucion, se procedid a la reamplificacion en las mismas condiciones de
PCR usadas en cada caso. El producto de esta reamplificacion fue chequeado por electroforesis
convencional en geles de agarosa (apartado V.1.B.) y posteriormente purificado mediante el kit
Ilustra® GFX DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare™), segun las recomendaciones del

fabricante.

VII.1.3. 5. Secuenciacién de los fragmentos reamplificados y analisis comparativo de
bandas

La secuenciacion de los fragmentos purificados se llevd a cabo de forma similar a lo
descrito en el apartado IV.1.C.1.b), utilizando en este caso los mismos cebadores empleados en las
reacciones de amplificacion. Una vez recibidas las secuencias y tras comprobarlas visualmente, se
busco su similitud con otras secuencias disponibles en la base de datos GenBank, por medio de los
programas NucleotideBLASTsearch o BLASTXsearch (Altschul y col., 1990), segln se tratase del
gen ARNr 16S o de los genes funcionales. Asimismo, se determind mediante la aplicacion
Megalign (Burland, 2000) su semejanza entre si y con la regidon correspondiente de las secuencias

obtenidas para esos mismos genes en los microorganismos objeto de estudio (Capitulos II y III).

Por otra parte, en algunos casos también resultd interesante el posicionamiento
filogenético de las secuencias obtenidas para los distintos genes y héabitats. Asi, se realizo el
alineamiento multiple de dichas secuencias con las oportunas regiones de los microorganismos de
referencia, empleando para ello el programa Clustal X (Thompson y col., 1997). A continuacion,
los arboles filogenéticos se construyeron por el método Neighbour-Joining mediante el programa
MEGA 3.1 (Kumar y col., 2004). La consistencia de una determinada agrupaciéon se confirmé
mediante el valor de remuestreo o “bootstrap”, calculado por el mismo programa MEGA 3.1 en

base a 1000 réplicas.
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VIIL.2. RESULTADOS

VIL2.1. DETERMINACION DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS CEBADORES PARA EL
GENERO HALOMONAS

Las condiciones de PCR mencionadas en el apartado VII.1.C. 2. dan amplificaciones
especificas para las especies del género Halomonas utilizadas, no obteniéndose ninguna banda en
los controles negativos (Figuras 66 a 69). La pareja de cebadores Zdgge-F y Zdgge-R1 no produce

amplicon alguno en las cepas y condiciones empleadas.

Gen ARNr 168
1 2 3 4 5

Figura 66. Comprobaciéon de la
especificidad de los cebadores para el
gen ARNr 16S. Linea 1: Marcador
HyperLadder IV (Bioline®). Linea 2:
Marinobacter hydrocarbonoclasticus
DSM 8798". Linea 3: Salipiger
mucescens CECT 5855". Linea 4:
Halomonas ventosae CECT 5797".
Linea 5: H. campisalis ATCC 700597".

00 pb
500 pb
400 pb

Gen narH

Figura 67. Comprobacion
de la especificidad de los
cebadores para el gen narH.
Linea 1: Marcador
HyperLadder IV (Bioline®).
Linea 2: Halomonas
campisalis ATCC 700597".
Linea 3: H. ventosae CECT
5797". Linea 4: H. cerina
LMG 24145". Linea 5:
Marinobacter
hydrocarbonoclasticus DSM
8798". Linea 6: Salipiger
mucescens CECT 58557,

£ LCRY
| =1=1-1
| = 1-1-]
s
rEre
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Gen nirs

Figura 68. Chequeo de la especificidad
de los cebadores para el gen nirS. Linea
1: Marcador HyperLadder IV
(Bioline®). Linea 2: Halomonas
ventosae CECT 5797". Linea 3:
Marinobacter hydrocarbonoclasticus
DSM 8798". Linea 4: Salipiger
mucescens CECT 5855". Linea 5: H.
cerina LMG 24145".

Gen nos/Z (cebadores Zdgge-F y Zdgge-R2)

4 5

G600 pb Figura 69. Chequeo de la especificidad
500 pb de los cebadores Zdgge-F y Z-dgge-R2
400 pb para el gen nosZ. Linea 1: Marcador

HyperLadder IV (Bioline®). Linea 2:
H. cerina LMG 24145". Linea 3: H.
alimentaria DSM 15356". Linea 4:
Marinobacter hydrocarbonoclasticus
DSM 8798". Linea 5: Salipiger
mucescens CECT 5855".

VIL.2.2. DETERMINACION PARA CADA GEN DEL GRADIENTE
DESNATURALIZANTE MEDIANTE DGGE PERPENDICULAR

Las imagenes de las experiencias de DGGE perpendicular se recogen en las Figuras 70 a
73 de la pagina siguiente. De acuerdo a estos resultados, el intervalo de concentracion de
sustancias desnaturalizantes elegido fue de 35 a 60% para el gen ARNr 16S, de 40 a 70% para el
gen narH 'y de 45 a 75% para los genes nirS'y nosZ.
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30% B0% 40% 70%

Figura 70. Separacion de dos amplicones diferentes del Figura 71. Separacion de dos amplicones diferentes del
gen ARNr 16S mediante DGGE perpendicular. gen narH mediante DGGE perpendicular.
40 % TO0%

40 % TO%

Figura 72. Separacion de dos amplicones diferentes del Figura 73. Separacion de dos amplicones diferentes del
gen NirS mediante DGGE perpendicular. gen NosZ mediante DGGE perpendicular.
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VIL.2.3. ESTUDIO MEDIANTE DGGE PARALELO DE LA DIVERSIDAD DE LA
POBLACION DESNITRIFICANTE DEL GENERO HALOMONAS EN DOS MUESTRAS
DE SUELO

Tras el andlisis orientativo mediante DGGE perpendicular del porcentaje de

desnaturalizante mas adecuado para cada gen, se realizaron geles paralelos con los gradientes

seleccionados.

VIIL.2.3.1. Analisis por DGGE de fragmentos del gen ARNr 16S de las muestras de

suelo
En la Figura 74 es mostrado el perfil de diversidad obtenido por DGGE a partir de la
amplificacion de aproximadamente 500
Gen ARNr 16S pares de bases del gen ARNr 168S, para las
OB 00 dos muestras de suelo. Como se puede
g2 oe¥ . .
o L observar, existe un mayor nimero de bandas
i et
en la muestra procedente de Fuente de
Piedra (Malaga). Las bandas sefialadas con
una flecha fueron extraidas del gel para ser
reamplificadas en las condiciones utilizadas
FP1 previamente. De las bandas RS2, RSS5, FP1,
RS1 FP2 FP3 y FP4 no se dispone de su secuencia

FP3
puesto que no rindieron ningun amplicon en

la reaccion de amplificacion posterior a su

FP4 escision del gel.
FP5
FP8
FP7
FP8 La secuenciacion de las bandas y su

FP9

=

comparacion entre si mediante el programa
Megalign muestra cierta redundancia de

microorganismos en ambos habitats. Asi, las

Figura 74. Anilisis por DGGE de fragmentos del gen bandas RS4 y FP6, que aparecen a la misma
ARNTr 16S de las muestras de suelo. RS: Bandas de

Rambla Salada; FP: Bandas de Fuente de Piedra.

Gradiente desnaturalizante de 35% a 60%.
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altura en ambos geles, presentan una semejanza del 100%; la similitud entre otras como RS1 y FP2
6 RS3 y FPS es también muy alta, superior al 99%. Cuando estas secuencias se cotejan con las
disponibles en la base de datos GenBank, los valores mas altos de semejanza corresponden a
ciertas especies validamente publicadas del género Halomonas (véase Tabla 48), asi como a otros

microorganismos no cultivados también pertenecientes a este género.

Tabla 48. Valores de semejanza maximos de las bandas extraidas con las secuencias disponibles en la
base de datos GenBank.

Banda Microorganismo Numero de acceso Semejanza*
RS1/FP2 Halomonas salina ATCC 495097 X87217 93%
Halomonas desiderata DSM 95027 X92417 93%
RS3/FP5 Halomonas ventosae CECT 5797" AY?268080 949%,
RS4/FP6 Halomonas ventosae CECT 57977 AY268080 949,
- Halomonas desiderata DSM 95027 X92417 93%
FP7 Halomonas halmophila ATCC 197177 AJ306889 96%
Halomonas halophila DSM 4770" M93353 96%
FPS Halomonas halmophila ATCC 197177 AJ306889 96%
FP9 Halomonas halmophila ATCC 19717° AJ306889 999

*Similitud obtenida mediante el programa NucleotideBLASTsearch cuyos resultados de similaridad entre secuencias se
basan en alineamientos locales de las mismas

Una vez conocida la vinculacion de las bandas secuenciadas con microorganismos del
género Halomonas, se procedio al alineamiento multiple y posterior establecimiento de la filogenia
de dichas secuencias con aquéllas con las cuales presentaron mayor semejanza, de acuerdo a los
resultados del programa Megalign (véase Apéndice XXIX). En esta comparacion se incluyen las
secuencias del gen ARNr 16S de las cepas caracterizadas en el Capitulo II. El arbol filogenético

resultante se muestra en la Figura 75 de la pagina siguiente.
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D1
H ventosge CECT 57977 {A4266080)

C#
H cangisalis ATCC T00597T (AFIS41E6)
e rpxsivcorans CECT 59957 (AJ616910)

| [ 5CR
"i__r!{ mipgtiredneens CECT 7H1T (EF613113)
R 1:CR

H canmarienss DSN 1519037 (ATA15365)

H alimentoric JCM 108867 (AFI11860)
| :|_H cupide  CECTS001T (AY035804)

51 H halocynthize DSM 145737 (AT417386 )
H. cering LME 241457 (EF613113)

H sudecmensis LMG 236107 fDO421E08)
K vacifles CECTSMT (L4X616Y

E keveensis TCNL223TT (AY3E2579)

gofHEDEL

H helodenitificens CECT S01IT (L04941)
H denderatn DSMA502T (9141T)

L+E]
R4
FE

33

FF?

H shenpliensic LMG 238977 (EF121853) E3'RS1

H deninificens DSWL1E045T (ANTI2O31T)

51 o H hddotwrans ATCC 296867 (L42619)

—F=H' izggnensis DSHT L4637 (AYGT1975)

H subglociescols ATCC 436687 (ND3358)
H mogr CECTS298T (ATIT1864)
I 44 haloyhila CCM 36627 QU33S3)
H saline ATCC 495097 (AT243447)
FF

25

512
H ewriheling ATCC 4933067 (E7118)

H elmerienss CECTTS0T (AVESE696)
H dongez CECTAMT (X67023)
Fh

FF
H haimepisie ATCC 197177 (AT306EE9)

0.0

Figura 75. Arbol filogenético basado en la secuencia del gen ARNr 16S, obtenido mediante el método Neighbour-
Joining. En azul se resaltan las secuencias parciales del gen ARNr 16S obtenidas de las muestras de suelo: FP,
Fuente de Piedra; RS: Rambla Salada. Los nimeros de acceso en la base de datos GenBank de las secuencias de las
especies de referencia aparecen entre paréntesis. La barra indica un 1% de divergencia. En los nodos se indican los
valores de “bootstrap” mayores del 50%.
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VII.2.3.2. Anilisis por DGGE de fragmentos del gen narH de las muestras de suelo

No se obtiene producto de amplificacion alguno a partir del ADN procedente de la

muestra de suelo de Rambla Salada (Murcia). Se prueban dos nuevas temperaturas de hibridacion,

47°C y 52°C, con idéntico resultado. Con respecto a la poblacion microbiana de Fuente de Piedra

(Malaga) la diversidad obtenida en base al gen narH es muy escasa, estando representada por dos

bandas, de las cuales s6lo una genera una secuencia utilizable. Al buscar la similaridad de dicha

secuencia mediante BLASTXsearch con secuencias de la base de datos GenBank, la mayor

semejanza es de un 96% y se presenta con los genes narH de Halomonas maura y H.

halodenitrificans.

VIIL.2.3.3. Analisis por DGGE de fragmentos del gen nirS de las muestras de suelo

Gen nirS

RS1

Figura 76. Analisis por DGGE de fragmentos del gen nirS
de las muestras de suelo. RS: Bandas de Rambla Salada;
FP: Bandas de Fuente de Piedra. Gradiente
desnaturalizante de 45 a 75%.

En la Figura adyacente se
muestra el perfil de diversidad obtenido
por DGGE a partir de la amplificacion de
aproximadamente 470 pares de bases del
gen nirS en las dos muestras de suelo. A
diferencia de lo obtenido para el gen
ARNr 16S, no existen bandas a igual
altura como corresponderia a fragmentos
con idéntica secuencia y, por tanto,
similar comportamiento desnaturalizante.
La semejanza entre las secuencias
obtenidas no supera en ninguno de los
casos el 98%, de acuerdo a los resultados
del programa Megalign. De las bandas
RS2 y FP3 no se pudo disponer de la
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secuencia al resultar fallida la reamplificacion una vez que éstas fueron escindidas del gel.

Tras comparar las secuencias en la base de datos GenBank encontramos que todas ellas
presentan porcentajes de semejanza superiores al 76% con los genes para la nitrito reductasa, pero
de microorganismos no cultivados o sin caracterizar completamente. Puesto que en la base de
datos consultada no existe ninguna secuencia depositada perteneciente al género Halomonas, la
similitud con las mismas se determindé mediante el programa Megalign, empleando para ello las
secuencias obtenidas en los estudios filogenéticos descritos en el Capitulo III. Los valores de
semejanza y divergencia se muestran en el Apéndice XXX, destacandose a continuacion los

porcentajes maximos en la Tabla 49.

Tabla 49. Valores de semejanza maximos de las bandas extraidas con las secuencias nirS de
microorganismos del género Halomonas (Capitulo III).

Banda Microorganismo Semejanza*
RS1 Cepa 4CR 92,9%
RS3 Cepa 5CR 89,3%
RS4 Cepa 5CR 91,0%
RS5 Cepa SCR 95,0%
FP1 Cepa Al13 69,9%
FP2 Cepa HGDK1 62,4%
FP4 Cepa R53 (perteneciente a H. cerina) 98.,4%

*Similitud obtenida mediante el programa Megalign, cuyos resultados de similaridad entre
secuencias se basan en alineamientos multiples de las mismas

La afiliacién filogenética de las bandas con el género Halomonas y otras especies
externas empleadas en los estudios filogenéticos del Capitulo III, se representa en la Figura 77 de

la pagina siguiente.
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Figura 77. Arbol filogenético basado en la secuencia del gen nirS, obtenido mediante el método Neighbour-Joining.
En azul se resaltan las secuencias parciales del gen nirS obtenidas de las muestras de suelo: FP, Fuente de Piedra;
RS: Rambla Salada. Los nimeros de acceso en la base de datos GenBank de las secuencias de las especies de
referencia aparecen entre paréntesis. La barra indica un 5% de divergencia. En los nodos se indican los valores de

“bootstrap” mayores del 50%.
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VI1.2.3.4. Analisis por DGGE de fragmentos del gen nosZ de las muestras de suelo

No se obtiene producto de amplificacion alguno a partir del ADN procedente de la

muestra de suelo de Fuente de Piedra (Malaga). Por el contrario, la diversidad de Rambla Salada

queda representada por cinco bandas, como puede observarse en la Figura 78 de la pagina

siguiente. De éstas, solo la banda RS1 origina una secuencia aceptable, con valores de semejanza

Gen nosZ 55\.&65

™

RS1—
RS2—

RS3—

R84—
RS5—

Figura 78. Analisis por DGGE de fragmentos
del gen NosZ de una muestra de suelo de
Rambla Salada. Gradiente desnaturalizante
de 45 a 75%.

de hasta el 96% con la region correspondiente del gen
nosZ de microorganismos del género Halomonas, en
concreto con las cepas 4CR, 5CR, N64 y C8 (véase
Apéndice XXXI). Por el contrario, el resto de bandas
muestra secuencias algo ambiguas, si bien la
semejanza con las cepas desnitrificantes de
Halomonas sigue siendo mas alta que con los demas
microorganismos, tanto si la comparacion se hace con
el programa BLAST usando las secuencias disponibles
en la base de datos, como con Megalign, incluyendo
las especies externas de referencia usadas en el

estudio filogenético del Capitulo III.
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VIL3. DISCUSION

En los capitulos anteriores, el proceso de desnitrificacion en el género Halomonas se tratd
de forma independiente desde diversos puntos de vista: Taxonomico, molecular y fisiologico. En
el Capitulo III se puso de manifiesto que la filogenia obtenida a partir de los genes narH, nirS'y
nosZ en los microorganismos objeto de estudio es congruente o similar a la establecida con el gen
ARNr 168S. Las bases de datos son profusas en secuencias de genes funcionales relacionados con
el proceso de desnitrificacion pero la mayoria pertenecen a bacterias no cultivadas, por ello la
secuenciacion de esos genes en microorganismos caracterizados completamente resulta de gran
utilidad a la hora de aplicar métodos moleculares al estudio de un habitat. Uno de los grandes retos
en ecologia microbiana es establecer un nexo entre biodiversidad estructural y funcional, si bien
son pocos los trabajos realizados con tal fin; como ejemplo de esta perspectiva integradora, citar el

estudio de Goregues y col. (2005).

El género Halomonas, como ya se ha mencionado en esta memoria, es uno de los mas
ampliamente distribuidos en los habitats salinos. Sin embargo, su participacion en el ciclo del
nitrégeno y, en concreto, en la desnitrificacion, no ha sido estudiada tan exhaustivamente como en
otros grupos, por lo que su trascendencia ecoldgica no es bien conocida. El objetivo de este
capitulo no es otro que el de plantear una estrategia molecular basada en la técnica de PCR-DGGE
para el rastreo en distintos habitats salinos de bacterias desnitrificantes pertenecientes al género

Halomonas.

VIL3.1. ELECCION DE LA TECNICA PCR-DGGE. OPTIMIZACION DE LA
REACCION DE PCR E INCONVENIENTES DEL METODO

La técnica DGGE fue introducida en ecologia microbiana hace ya mas de una década por
Muyzer y col. (1993). Desde entonces su popularidad se ha multiplicado por caracteristicas tales
como su sencillez, reproducibilidad, fidelidad y rapidez (Muyzer y Smalla, 1998), que fueron las

que nos condujeron a su eleccion sobre otras técnicas moleculares.
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La principal limitacion de esta técnica, que implicitamente estd asociada a otras
desventajas, es la dependencia de una reaccion de amplificacién, tanto de forma previa a la
electroforesis en gradiente desnaturalizante como posteriormente, tras escindir las bandas. Asi, en
primer lugar necesitamos la extraccion del ADN de una muestra de suelo de naturaleza compleja y
en nuestro caso, ademas, con alto contenido en sales. Se ha comprobado que métodos de lisis
agresivos, como el empleo de lisozima o agitacion vigorosa, dan mejores rendimientos (Heuer y
Smalla, 1997). El kit comercial que hemos utilizado para la extraccion de ADN (apartado VII.1.B)
combina ambos procedimientos. Incorpora asimismo reactivos para la eliminacion de sustancias
que se sabe interfieren en la reaccion de PCR, aunque como se lee en el apartado VII.1.C. 2., en el
caso del ADN de Fuente de Piedra es requerida la dilucion previa para lograr las amplificaciones
necesitadas. Si bien reducimos las sustancias no deseadas, obviamente, también disminuimos la
concentracion de ADN de la muestra, pudiendo repercutir en la amplificacion fallida que

obtuvimos del gen nosZ a partir de dicho suelo.

La cantidad de muestra de partida es fundamental y constituye uno de los parametros a
optimizar para una adecuada resolucién de la técnica (Stres y col., 2004). Se prob6 un kit
comercial similar al finalmente usado para extraer el ADN del suelo pero que partia de 1gr, no
obteniéndose ningin éxito en la amplificacion de los genes. Esta es la razén de decantarnos por
una extraccion a mayor escala. No obstante, incluso con este kit seria también interesante probar
en un futuro a concentrar el ADN extraido del suelo para ver si se incrementa la diversidad

existente al disponer de mas cantidad de ADN original.

Por otra parte, aunque en las reacciones de PCR se empled una polimerasa de alta
fidelidad, el namero de ciclos no super6 en ningun caso los 30 para evitar la acumulacion de

€ITOrces.

Para reducir la formacion de artefactos durante la reaccion de PCR se prolong6 el tiempo
de elongacion a 30 minutos, tres veces mas de lo usado habitualmente. Aunque esta estrategia esta
probada en diversos trabajos (Judo y col., 1998; Qiu y col., 2001), los tiempos finales que

encontramos son mas reducidos.
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VIL3. 2. DISENO DE CEBADORES ESPECIFICOS

Existen varios trabajos en los que se analiza la poblacion desnitrificante de ambientes
salinos mediante amplificacion por PCR de ciertas regiones del gen ARNr 16S y posterior
electroforesis en gradiente desnaturalizante (Noda y col., 2002; Yoshie y col., 2002). En estos
héabitats se ha puesto de manifiesto la presencia de microorganismos del género Halomonas.
Yoshie y col. (2004) aprovechando las secuencias obtenidas en dichos estudios, disefiaron una
sonda para la deteccion del gen ARNr 16S de un gran niimero de miembros de este género
mediante la técnica FISH (hibridacion in sifu por fluorescencia) y comprobaron con éxito que era
especifica. Asi, la sonda Hlm474 utilizada en dicho trabajo fue seleccionada, junto con el
oligonucleotido 16F27 de caracter universal (Lane, 1991), como cebador para la amplificacion por
PCR del gen ARNr 16S en dos muestras de suelo. Los resultados obtenidos, asi como su

especificidad, se discuten en el apartado siguiente.

La técnica PCR-DGGE comenzé enfocandose en la amplificacion de regiones
conservadas del gen ribosdémico, si bien la posterior aplicaciéon a productos de PCR obtenidos de
genes funcionales presentes solo en determinados grupos bacterianos, posibilitb un mayor
conocimiento de éstos y de su ecologia. Asi, tras secuenciar los genes narH, nirS 'y nosZ en los
microorganismos objeto de estudio (Capitulo III), se nos abri6 la posibilidad del uso de dichas
secuencias en técnicas moleculares que informaran exclusivamente sobre la ecologia de la
poblacion desnitrificante del género Halomonas. Esta especificidad es importante cuando se
pretende la deteccion molecular de una comunidad que esta en desventaja numérica con otras de
una misma muestra. En estos casos el uso de cebadores universales tenderia a amplificar la
poblacién mas abundante, pasando por alto otras minoritarias cuya importancia podria ser igual de

significativa (Muyzer y col., 1993; Phillips y col., 2000; Dar y col., 2005).

Tomando como referencia los alineamientos multiples de las secuencias de los genes de la
desnitrificacion de nuestras cepas con las disponibles en la base de datos GenBank, se
seleccionaron regiones especificas de los microorganismos del género Halomonas. En algunos
cebadores se introdujeron degeneraciones para abarcar el maximo nimero de miembros, teniendo

siempre en cuenta que existieran al menos tres nucledtidos distintos con las especies no
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pertenecientes a dicho género. Las regiones correspondientes a los oligonucleotidos Hdgge-F y
Hdgge-R estaban presentes en el gen narH de la gran mayoria de microorganismos del género
Halomonas que fueron secuenciados, incluyéndose éstos entre filotipos muy diversos (en base a
los genes ARNr 16S y narH, véase Capitulo III). Por su parte, los cebadores para la amplificacion
del gen nirS correspondian a regiones del mismo existentes también en casi todas las cepas,
encontrandonos con las mayores diferencias en el gen nirS de H. desiderata, especie que como ya
se expuso en el estudio filogenético del Capitulo III se alejaba bastante del resto de las especies
pertenecientes a Halomonas. Finalmente, para el gen nosZ, la secuencia del cebador directo y del
inverso Zdgge-R1 era compartida por todas las cepas, con la excepcion de nuevo de H. desiderata
y ahora también de H. campisalis. En cuanto al cebador Zdgge-R2, H. ventosae y H.
halodenitrificans difieren en un tinico nucleétido situado en los extremos 5" y 3" respectivamente
de la secuencia. El chequeo preliminar de los cebadores en los controles positivos y negativos

muestra una adecuada especificidad, como se puede observar en el apartado VII.2.A.

En cada pareja de cebadores, uno de ellos incorpora una extension de guanina-citosina,
pues como se ha mencionado con anterioridad esto aumenta la resolucion del DGGE al prevenir
que el fragmento se desnaturalice completamente (Sheffield y col., 1989). La incorporacion de esta
“cola de GC” altera de forma significativa las caracteristicas de desnaturalizacion de dicho
segmento, incrementando el nimero de variaciones detectables desde un 40 a un 100% (Myers y
col., 1985; Sheffield y col., 1989; Abrams y col., 1995). Aunque la composicion de esta extension
no es critica, algunos sintentizadores de ADN podrian tener problemas con multiples guanosinas
adyacentes, por lo que la “cola de GC” que incorporamos estd compuesta mayoritariamente por
residuos de citosina (Sheffield y col., 1989; Muyzer y col., 1998). La longitud tampoco es critica
pero son mas numerosos aquellos articulos en los que se emplean colas de aproximadamente 40

pb.

VIL3. 3. APROXIMACION A LA DIVERSIDAD DE LA POBLACION DEL GENERO
HALOMONAS POR MEDIO DEL GEN ARNR 16S

La amplificacion del gen ARNr 16S genera un perfil de diversidad representado por cinco

bandas en el caso de la muestra de suelo de Rambla Salada y por nueve en Fuente de Piedra. Se
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observa que tres de las bandas en ambos suelos poseen el mismo comportamiento de migracion, lo
que deberia responder a una secuencia idéntica (Muyzer y Smalla, 1998). Este hecho se confirma
tras la secuenciacion y obtencion de la semejanza con el programa Megalign (Apéndice XXIX).
Del total de bandas escindidas en ambas muestras, cinco de ellas no pudieron ser reamplificadas

ni, por tanto, secuenciadas, quizas a consecuencia de una mala extraccion del gel.

Por otra parte, las bandas secuenciadas se vinculan con el género Halomonas; los
mayores porcentajes de similitud obtenidos al hacer la comparacion con la base de datos GenBank
se dan precisamente con las especies de este género (véase Tabla X), si bien, salvo en el caso de la
banda FP9, son valores por debajo del 97% aceptado como limite orientativo de especie
(Stackebrandt y Goebel, 1994). Esto implica que esos suelos contienen aun bastantes

microorganismos del género Halomonas sin caracterizar.

Los cebadores utilizados en la amplificacion del gen ARNr 16S fueron disefiados en base
a su especificidad para el género Halomonas, sin hacer distinciones de grupos metaboélicos o de
otro tipo dentro del mismo. Como consecuencia, con estos cebadores se pueden detectar tanto
microorganismos con capacidad para desnitrificar como sin ella. No obstante, los resultados
obtenidos (Tabla 48) muestran que la mayor parte de las bandas se asemejan al gen ribosémico de
las especies desnitrificantes Halomonas desiderata y H. ventosae. El andlisis filogenético (Figura
75) confirma su relacion con H. desiderata. Si atendemos a la filogenia establecida a partir del gen
ARNTr 16S y mostrada en la Figura 24 de la pagina 111, por la cual los filotipos que engloban a las
especies mencionadas comprenden en su mayoria microorganismos desnitrificantes, es logico
presuponer que las bandas correspondan a bacterias potencialmente desnitrificantes (y aun no
caracterizadas) y puesto que hablamos de una mayoria de bandas debemos considerar que éstas
representan una fraccion importante de los miembros del género Halomonas presentes en los

hébitats estudiados.
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VIL3.4. EMPLEO DEL GEN NARH COMO MARCADOR DE LA DIVERSIDAD DE LA
POBLACION DESNITRIFICANTE Y NITRATO REDUCTORA DEL GENERO
HALOMONAS

Tal y como se expuso en el apartado VII.2.C.2, tan s6lo ha sido posible la amplificacion
de fragmentos del gen narH en la muestra de Fuente de Piedra. Cuando el producto de PCR se
corre en un gel en gradiente desnaturalizante, se obtienen unicamente dos bandas y de ellas una
utilizable. Esta banda presenta una semejanza del 96% con los genes narH de Halomonas maura 'y

H. halodenitrificans.

El escaso niumero de bandas obtenido para el gen narH puede ser paradodjico como reflejo
de la diversidad real existente. Se ha comprobado que se origina muy poca cantidad de producto de
PCR por microorganismo cuando la diversidad general de un ambiente es muy alta, de manera que
posteriormente la intensidad de cada banda en un patréon de DGGE puede llegar a ser tan tenue que
ni se aprecie (Dar y col., 2005). Teniendo en cuenta que el gen narH esta ampliamente distribuido
y no soélo entre la poblacion desnitrificante sino también entre aquellos microorganismos solo
capaces de respirar sobre nitratos (Zumft, 1997; Gregory y col., 2003), se podria pensar en esta
circunstancia como posible explicaciéon, ain cuando nos estemos centrando s6lo en el género
Halomonas y, por tanto, reduciendo la variabilidad genética. Para solventar este problema
podriamos concentrar varios productos procedentes de la misma reaccién de PCR y posteriormente

realizar un DGGE, para partir de una mayor cantidad de amplicon de cada microorganismo.

VIL3. 5. EMPLEO DEL GEN NIRS COMO MARCADOR DE LA DIVERSIDAD DE LA
POBLACION DESNITRIFICANTE DEL GENERO HALOMONAS

La diversidad obtenida mediante amplificacion de regiones del gen nirS especificas del
género Halomonas va a venir representada por cinco bandas en el caso de la muestra de Rambla
Salada y por cuatro para la procedente de Fuente de Piedra. No se observan patrones de migracion
semejantes en ambos suelos y la posterior secuenciacion de las bandas confirma que no hay
redundancia de genes nirS entre ellos. Por otro lado, la semejanza de estas bandas con las
secuencias del gen nirS de los microorganismos objeto de estudio es alta, siempre muy superior al

porcentaje maximo mostrado por H. desiderata con las restantes desnitrificantes del género
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Halomonas, que era de un 49,1% con H. ventosae. Ademas, el andlisis filogenético observado en

la Figura 77 confirma dicha relacion.

El gen nirS ya ha sido empleado por otras técnicas en estudios ecoldgicos (Braker y col.,
1998, 2000); los resultados expuestos en esta memoria reafirman su utilidad para el rastreo de la
poblacion desnitrificante del género Halomonas. Ademas, tal y como se puede observar en la
Figura 77, las bandas secuenciadas abarcan varios filotipos, de acuerdo a las agrupaciones
obtenidas en base a este gen y que fueron discutidas en el apartado V.3.3 del Estudio Filogenético
(Capitulo III). Asi, el amplio rango de deteccion dentro del género Halomonas que poseen los

cebadores disefiados es una caracteristica también a destacar.

Mediante amplificacion del gen nirS en las muestras de suelo observamos que existen
microorganismos desnitrificantes que se relacionan con especies no detectadas a partir de la
secuencia del gen ARNr 16S. Esta ventaja se explica por el hecho mencionado anteriormente de
que si una poblacion es minoritaria en un habitat, el empleo de cebadores cada vez mas especificos
para ella permitira ponerla de manifiesto sobre las predominantes, que se amplificarian de forma
preferente en caso de usar condiciones mas universales (Muyzer y col., 1993; Phillips y col., 2000;
Dar y col., 2005). El empleo en un futuro de estos cebadores en distintos habitats conllevara el

enriquecimiento de las bases de datos con genes nirS relacionados con miembros de Halomonas.

VIL.3.6. EMPLEO DEL GEN NOSZ COMO MARCADOR DE LA DIVERSIDAD DE LA
POBLACION DESNITRIFICANTE DEL GENERO HALOMONAS

El gen nosZ codifica la parte estructural de la 6xido nitroso reductasa. Teniendo en cuenta
que son muy reducidos el nlimero de microorganismos no desnitrificantes que poseen dicha
enzima (Zumft, 1992; 1997), los estudios ecologicos basados en la secuencia del gen nosZ resultan

muy especificos también para rastrear una poblacion desnitrificante.

En los resultados presentados en el apartado VII.2.C.4 se puede comprobar la
especificidad de los cebadores disefiados para amplificar la poblacion desnitrificante del género

Halomonas, pues aun cuando algunas de las secuencias muestran cierta ambigiiedad, el porcentaje
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de semejanza con las de los microorganismos objeto de estudio sigue siendo mas alto que con las
de las especies externas usadas en los estudios filogenéticos (Capitulo III) y con las depositadas en
la base de datos GenBank. Los problemas de secuenciacion tenidos, que condujeron a secuencias
no claras salvo en un caso, podrian ser solventados por clonacién en un vector como p-GEM®-T de

Promega®.
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IX. CONCLUSIONES

1. La mayoria de las bacterias hal6filas desnitrificantes procedentes de nuestra coleccion de cultivo
pertenecen a la especie Halomonas ventosae en base a los estudios de taxonomia polifasica
llevados a cabo con todas ellas. Las caracteristicas fenotipicas, quimiotaxonémicas, genotipicas y
filogenéticas han permitido la descripcion de dos nuevas especies del género Halomonas, H.
cerina y H. nitratireducens, constituidas por las cepas R53, SP4 y 15CR la primera, y por la cepa

118, la segunda.

2. Desde el punto de vista filogenético, existe una clara separacion entre las distintas especies
desnitrificantes, lo que sugiere un origen evolutivo distinto del proceso de desnitrificacion en el
género Halomonas. Tanto a partir de la secuencia del gen ARNr 16S como de las de los genes
funcionales narH, nirS'y nosZ, las especies haloalcalofilas desnitrificantes H. campisalis como H.
desiderata forman una agrupacion consistente y separada del resto de microorganismos

estudiados.

3. Las agrupaciones filogenéticas obtenidas con el gen narH son las mas similares a las resultantes
del gen ribosémico, pudiendo representar una alternativa al mismo en los estudios de filogenia de

las especies desnitrificantes del género Halomonas.

4. Desde el punto de vista fisiolégico encontramos una gran diversidad, manifestada por
diferencias en la induccion de la actividad nitrito reductasa, que en general no es inmediata, y se
retrasa con respecto a la nitrato reductasa, lo que provoca que el nitrito se acumule durante mas o
menos tiempo dependiendo del microorganismo. Aunque no existe un patréon definido en funcion
de la fuente de carbono, se puede decir que el citrato es el compuesto donde menor numero de

microorganismos manifiestan la capacidad de respirar sobre nitrato y nitrito.

5. La amplificacion de regiones conservadas del gen nirS a partir de muestras de suelo ha
permitido detectar una mayor diversidad de microorganismos que la que obtendriamos a partir del
gen ribosomico, erigiéndose como herramienta mas idonea para los estudios ecologicos de la

poblacion desnitrificante del género Halomonas.
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