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RESUMEN

RESUMEN

El agua constituye mas del 80% de la biomasa de la mayoria de los organismos e
interviene en la mayor parte de los procesos metabolicos que se realizan en los seres

vivos (Gleick 1993).

La humedad del suelo y el pH son parametros muy influyentes en la abundancia
microbiana y la actividad del suelo. Sin embargo, existe un debate acerca de como el
estrés por falta de agua afecta a la comunidad microbiana, su biomasa y su actividad

(Williams 2007).

La biorremediacioén de contaminantes organicos es dependiente de la cantidad de agua
presente en el suelo. El agua es necesaria no solo para los requerimientos fisiologicos
de los microorganismos sino también para el trasporte de nutrientes y los productos
metabolicos. Ademas la cantidad de agua presente en el suelo determina el oxigeno en
los microambientes del mismo (Barker et al. 1994). Por tanto, en suelos sometidos a
condiciones de estrés por falta de agua es necesario la aplicacion de herramientas

biotecnoldgicas adaptadas a las condiciones del lugar.

El empleo de la técnica de rizorremediacion es ventajosa para biorremediar suelos
contaminados con diesel sometidos a condiciones de estrés por sequia. Las raices
penetran a través del suelo haciendo mas biodisponible los contaminantes, que
podrian estar previamente inaccesibles, ademas los exudados producidos por las
raices de la planta pueden mejora la desorcion de contaminantes desde el suelo. Se ha

demostrado que la planta y los microorganismos secretan enzimas y exudados que
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actuan como surfactantes y pueden incrementar la biodisponibilidad del contaminante
en el suelo (Makkar & Rockne 2003; Bogan & Sullivan 2003; Fava et al. 2004). Las
raices también permiten una mayor penetracion del oxigeno y nutrientes en el perfil
del suelo, lo cual beneficia a los microorganismos rizosféricos responsables de la
degradacion de los contaminantes. Para adaptar la técnica a las condiciones de estrés
hidrico se deben emplear organismos adaptados a dichas condiciones
(anhidrobiontes). En base a ello, en primer lugar caracterizamos microorganismos
rizosféricos tolerantes a la desecacion para su uso en técnicas de biorremediacion e
iniciamos la busqueda de otros microorganismos que presentaran la capacidad de
crecer en presencia de compuestos hidrocarbonados, ademas de tolerar la falta de
agua. También estudiamos si los microorganismos aislados presentaban la capacidad
de promover el crecimiento de las plantas en condiciones de estrés hidrico y si
mejoraban el proceso natural de degradacion de los contaminantes hidrocarbonados

en conjunto con la planta (rizorremediacion).
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OBJETIVOS

OBJETIVOS

Las herramientas biotecnoldgicas utilizadas para la descontaminacion de un ambiente
deber estar adaptadas a las condiciones ambientales del lugar donde se pretenden
emplear, para asi proporcionar una mayor eficiencia en el proceso de degradacién. Si
utilizamos la técnica de rizorremediacion en ambientes sometidos a condiciones
extremas de sequia, hemos de emplear micoorganismos y plantas que toleren las
condiciones de estrés hidrico y que ademas dichos microorganismos compitan con las

comunidades autdctonas y expresen las funciones catabdlicas requeridas.

El aislamiento de microorganismos rizosféricos que presenten la capacidad de tolerar
la falta de agua (anhidrobiontes) y con las propiedades catabolicas apropiadas, supone
una ventaja ya que las bacterias rizosféricas estan adaptadas para colonizar y competir
por el espacio y los recursos que les ofrece la rizosféra. A tenor de lo expuesto, se
plantea como objetivo principal establecer una metodologia para aislar e identificar
nuevos microorganismos rizosféricos tolerantes a la falta de agua y degradadores de
hidrocarburos y su aplicacion como herramientas biotecnologicas para la

descontaminacion de suelos sometidos a estrés hidrico.



OBJETIVOS

Para alcanzar el objetivo principal, se definieron los siguientes objetivos parciales:

1.

Caracterizacion de  microorganismos tolerantes a la  desecacion
(anhidrobiontes) para su uso como herramientas biotecnologicas para la

descontaminacion de suelos.

Aislamiento de microorganismos rizosféricos degradadores de hidrocarburos y

tolerantes a la desecacion.

Aplicaciones biotecnoldgicas de las cepas anhidrobiontes para la proteccion de
plantas y la descontaminacion de suelos sometidos a condiciones de estrés

hidrico.
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El petroleo es la fuente mas importante de energia para las actividades humanas, pero
su uso industrial puede generar desastres ambientales (Atlas & Bartha 1992; Liu et al.
2010). La Union Europea estima que hay aproximadamente 3,5 millones de lugares
potencialmente contaminados en 2006 (COM, 2006). Mas del 50% de dichos lugares
estan afectados por aceites minerales, hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) o
hidrocarburos aromaticos volatiles, como por ejemplo benceno, tolueno, etilbenceno y
xilenos (BTEX) (EEA, 2011). Dichos sustancias pueden encontrarse en los productos
del petréleo como la gasolina, el disel y lubricantes, los cuales pueden ser puestos en
libertad y difundirse en el suelo (Pinedo et al. 2014). Los hidrocarburos totales del
petroleo (TPHs del inglés Total Petroleum Hydrocarbons) es un parametro
ampliamente aplicado para determinar la cantidad de hidrocarburos derivados del
petroleo en el medio ambiente y entre ellos muchas sustancias peligrosas provenientes
de compuestos con un niumero de dtomos de carbono entre 10 y 40 (Cjo a Cag) (ISO,
2004). El area mediterranea esta fuertemente afectada por HAPs (Hidrocarburos
Aromaticos Policiclicos), dado que por una parte se estima una emision antropogénica
anual de entre 40 a 700 toneladas de HAPs en el area continental de los paises de la
cuenca mediterranea, a los que hay que sumar las 40 toneladas anuales producto de
los depdsitos por rios, y a las 1.000 toneladas anuales emitidas como consecuencia del

transporte maritimo de petréleo (UNEP, 2002).

Con el paso del tiempo, se ha ido desarrollando una conciencia social de este peligro
que lentamente va forzando el establecimiento de una legislacion (Martin et al. 2004).
En la Carta Europea de Suelos desarrollada por la Comunidad Europea en 1972 ya
empieza a notarse una mayor sensibilizacion con los problemas de contaminacion de
suelos. Donde dice en su primer punto que el suelo es uno de los bienes mas
apreciados de la humanidad. Ya que el suelo permite la vida de los vegetales, los
animales y las personas en la superficie de la Tierra. Y en el quinto y sexto punto dice
que el suelo debe ser protegido de la erosion y de la contaminacion (Carta Europea

del suelo).

En el 4° Programa de Accion Ambiental de la Comunidad Europea (1987-1992) se
reconoce de manera oficial la necesidad de una reglamentacién referente a la
proteccion del suelo y se insta a los gobiernos de los paises miembros a elaborar una
normativa de proteccion bajo las directrices recogidas en las "Bases Cientificas para

la Proteccion del Suelo en la Comunidad Europea". En esta normativa se propone
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"salvaguardar las propiedades y condiciones que aseguren el cumplimiento de las
funciones del suelo". Considerandose como principales funciones: el crecimiento
vegetal, la produccion de alimentos, la filtracion del agua, y la participacion del suelo
de forma activa en los ciclos geoquimicos de los elementos (Bases cientificas

Proteccion Suelo Comunidad Europea).

A pesar de la evidente vulnerabilidad ecologica de los suelos, la legislacion europea y
la espafiola han carecido de instrumentos normativos para promover su proteccion, y
hasta la promulgacion de la Ley 10/1998, de 21 de abril, de Residuos, en Espafia no se
disponia de ninguna norma legal que permitiera proteger eficazmente los suelos
contra la contaminaciéon y, en el caso de los ya contaminados, identificarlos y
caracterizarlos utilizando para ello una metodologia normalizada y técnicamente
rigurosa para la identificacion y caracterizacion de los suelos contaminados, la
definicién de los Niveles Genéricos de Referencia (NGR) y los procedimientos
especificos a realizar para abordar su posible descontaminacion (Real Decreto 9/2005,

de 14 de enero).

Desde la propia Union Europea se elabor6 en 2002 una comunicacion que con el
titulo "Estrategia Temadtica para la Proteccion del Suelo", dicha comunicacion
planteaba una profunda reflexion sobre el estado del suelo en la Union Europea y sus
potenciales amenazas. Lo que ha constituido la reflexion cientifica a partir de la cual
se ha elaborado la Directiva Europea para la Proteccion del Suelo de septiembre de
2006 (Rad y Lopez, 2006), donde se establece una comunicacion de la Comision a
otras instituciones europeas, en las que fija el marco de actuacidon y otras acciones
necesarias para una adecuada proteccion del suelo. La cual se estructura segun las
siguientes lineas de prevencion por la cual los Estados Miembro deben asegurar el uso
sostenible del suelo y deberan prever medidas correctoras para aquellos casos en los

que el suelo soportase un uso que merme sus funciones.

Debido a la lentitud con la que se desarrolla y aplica la directiva se propueso el Real
Decreto 9/2005 de 14 de Enero, sobre Relacion de Actividades Potencialmente
Contaminantes y Criterios y Estdndares para la Declaracion de Suelos
Contaminados. El articulo 4 de este real decreto dice que, la recuperacion de un suelo
contaminado se llevard a cabo aplicando las mejores técnicas disponibles en funcion

de las caracteristicas de cada caso. Las actuaciones de recuperacion deben garantizar

10
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que se materialicen soluciones permanentes, priorizando, en la medida de lo posible,
las técnicas de tratamiento in situ que eviten la generacion, traslado y tratamiento de

nuevos residuos (Real Decreto 9/2005).

La rapida expansion y la sofisticacion creciente de diferentes sectores industriales,
fundamentalmente en los ultimos treinta anos, se ha traducido en un incremento de la
cantidad y la complejidad de residuos toxicos. En el caso del suelo, la contaminacion
por hidrocarburos provoca una reduccion o inhibicion del desarrollo de la cobertura
vegetal, cambios en la dindmica y diversidad poblacional de la fauna y la biota
microbiana y ademas puede suponer una contaminacion de aguas subterraneas y

superficiales (Chaineau et al. 1997).

i.1. HIDROCARBUROS DEL PETROLEO

El petroleo es una mezcla homogénea de compuestos organicos, principalmente
hidrocarburos insolubles en agua. Los hidrocarburos totales del petréleo son uno de
los grupos de compuestos organicos mas comunes persistentes en el medio ambiente

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

Dada la tetravalencia del atomo de carbono y de la monovalencia del hidroégeno, las
distintas posibilidades de combinacion de estos atomos pueden clasificarse segun dos
reglas generales, la adicion de los 4&tomos de carbono en cadenas o en ciclos y con
saturacion o no. El petrdleo es una compleja mezcla de compuestos alcanos saturados
lineales, ramificados y ciclicos, ademas de aromaticos (Gallego et al. 2001). En la

Figura i.1 se representa los tipos de hidrocarburos que constituyen el petrdleo.

11
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Figura i.1. Esquema de clasificacion de hidrocarburos del petréleo.

Los alcanos, también llamados parafinas, son hidrocarburos saturados compuestos
solo por atomos de carbono y de hidrogeno. Dichos hidrocarburos se clasifican como
lineales cuya la relacion C/H es de C,Hj,» 0 ramificados, cuya relacion C/H es de
CuHz,. Sin embargo, los alcanos ciclicos o cicloalcanos son hidrocarburos saturados
(ChHazn) compuestos por atomos de carbonos unidos entre ellos con enlaces simples en
forma de anillo. Por otra parte, los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) son
hidrocarburos ciclicos no saturados con tres dobles enlaces, los cuales consisten en

dos 0 mas anillos aromaticos fusionados (Harvey, 1991).

En la Figura 1.2 se representan los HAPs utilizados en el trabajo, donde se indica, el
nombre, la posicion de los anillos aromaticos en cada uno de ellos, y los carbonos e
hidrégenos que lo componen. El circulo representa los tres dobles enlaces

deslocalizados.
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Naftaleno (C,(Hg)  Antraceno (C,,H,,) Fenantreno (C,,H,,) Pireno (C,¢H,,)

Figura i.2. Disposicion espacial de los anillos aromaticos que componen los HAPs. Se representa
mediante un circulo los tres dobles enlaces deslocalizados.

Las caracteristicas mas importantes que condicionan el comportamiento de los HAPs
en el medio ambiente van ligadas a las caracteristicas fisicoquimicas propias de la
estructura de cada HAP. Son de gran importancia la hidrofobicidad, que aumenta
cuanto mayor sea el nimero de anillos y la volatilidad de los HAPs de menor peso
molecular. Debido a las propiedades hidrofobicas, los HAPs muestran una fuerte
tendencia a adsorberse a las superficies lo que dificulta su biodegradacién, asi como a

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

Los HAPs de 3 y 4 anillos son considerados como compuestos recalcitrantes debido a
la energia de resonancia de la molécula y a la baja solubilidad en agua (Klevens,
1950). Numerosos estudios han demostrado que el indice de degradacion de los HAPs
disminuye cuanto mayor sea el numero de anillos de benceno fusionados en la

molécula (Heitkamp & Cerniglia 1987).

1.1.a Origen de los hidrocarburos

Los hidrocarburos saturados, lineales, ramificados y ciclicos son formas altamente
reducidas de carbono, que son producidos por procesos geoquimicos de la
descomposicion de plantas y algas. Los alcanos constituyen entre el 20 y el 50% del
petroleo 'y depende del tipo de fuente. Ademds dichos compuestos,
predominantemente los de cadena larga, son producidos por los organismos vivos de
la biosfera (plantas, algas y bacterias) como productos de desecho, como elemento

estructural, o mecanismo de defensa o como sefal quimica.

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

podemos diferenciar tres fuentes distintas, piroliticos, petrogénicos y diagéneticos.

13
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Por una parte los de origen pirolitico proceden de la combustion incompleta de la
materia organica, reciente o fosil, bien por causas naturales (incendios de bosques,
erupciones volcanicas, etc.) o bien por origen antropogénico (utilizacion de
combustibles fosiles, incineracion de residuos, emisiones de vehiculos, procesos
industriales de gasificacion y licuefaccion del carbon, "cracking" del petrdleo, etc.).
Por otra parte los de origen petrogénico se producen por vertidos accidentales o
intencionados de derivados del petroleo. En ultimo lugar, los HAPs de origen
diagenético provienen de la materia organica sedimentaria, la cual puede sufrir una
serie de procesos geoquimicos naturales, como son la descarboxilacion,
aromatizacion, desfuncionalizacion y otros, considerandose como HAPs de origen

natural. (Blumer, 1976).

i.2. DEGRADACION DE HIDROCARBUROS

Las técnicas convencionales utilizadas para la remediacion han consistido en retirar el
suelo contaminado y depositarlo en un vertedero, para limitar y contener las zonas
contaminadas de un 4rea mas restringida. Estos métodos tienen algunos
inconvenientes. El primer método simplemente mueve la contaminacion a otros
lugares y puede crear importantes riesgos en los procesos de excavacion,
manipulacion y transporte de materiales peligrosos. Ademads, es muy dificil y cada
vez mas costoso encontrar nuevos vertederos para la disposicion final del material. El
método de limitacion y contencidon es so6lo una solucion provisional ya que la
contaminacion se mantiene en el sitio, lo que requiere un control y mantenimiento de
las barreras de aislamiento a largo plazo, con todos los costos asociados y la

responsabilidad potencial (Vidali 2001).

1.2.a Degradacion Fisica

Algunas tecnologias que se han utilizado son incineracion a altas temperaturas y los
distintos tipos de descomposicion quimica (por ejemplo la oxidacion por UV). Pueden
ser muy eficaces para reducir los niveles de una amplia gama de contaminantes, pero
tienen varios inconvenientes, principalmente, su complejidad tecnologica, el costo de

la aplicacion a pequena escala, y la falta de aceptacion publica. La eliminacion fisica

14
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de los HAPs pasa por lograr degradar alguno de sus anillos para hacerlos perder

estabilidad (Vidali, 2001).

1.2.b Degradacion Quimica

Hay una gran cantidad de técnicas disponibles basadas en el tratamiento quimico de
los compuestos hidrocarbonados, cuyo proceso se puede llevar a cabo in situ o ex situ.
Ambos casos suelen conllevar elevados costes, ya que requiere de una inversion alta
en infraestructuras y la produccion de subproductos poco deseables. Algunas de las
mas innovadoras se han aplicado para casos de vertidos industriales como son la
ozonizacion, asi como la hidroxilacion. La reaccion con ozono molecular parece ser el
camino de degradacion mas importante para estos compuestos (Beltran, 1997). Este
proceso se puede llevar a cabo in situ o ex situ, pero en ambos casos requiere de una

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

1.2.c Degradacion Bioldgica o biodegradacion

Se denomina biodegradacion a la transformacion de un compuesto catalizada
biologicamente a formas mas simples, en el caso de los hidrocarburos a acidos grasos
o dioxido de carbono. La capacidad de los microorganismos de degradar compuestos
organicos depende de numerosos factores, entre los que encontramos, la estructura
quimica, concentracion y biodisponibilidad del contaminante, asi como el tamafio y
naturaleza de la poblacion microbiana (Torstensoon, 1988; Huesemann 1995). La
actividad microbiana también se ve influenciada por factores ambientales como la
humedad, el pH, las propiedades fisicas y quimicas del suelo y el potencial redox
(Vogel y Walter, 2002). La biodegradacion de muchos compuestos organicos ocurre
con mayor rapidez bajo condiciones aerdbicas, cuando el oxigeno es usado como

aceptor final de electrones.

Los hidrocarburos se diferencian en su susceptibilidad a la degradacion microbiana y
se han ordenado en funcion de su biodegradabilidad, en el siguiente orden de mayor a
menor: alcanos lineales, alcanos ramificados, aromaticos de bajo peso molecular y
cicloalcanos (Leahy & Colwell, 1990). Los alcanos lineales son considerados los

compuestos del petroleo con mayor susceptibilidad a la biodegradacion. Se ha
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demostrado que existe degradacion microbiana incluso por encima de C44 (Haines y
Alexander, 1974). En general los compuestos mas susceptibles son los saturados,
seguidos de los aromaticos ligeros y por ultimo, los aromaticos de alto peso molecular
(Leahy & Colwell, 1990). La presencia de alcanos con un namero reducido de
carbonos, generalmente entre Cs y Cj, a altas concentraciones, inhibe Ia
biodegradacién ya que actian como solventes apolares rompiendo la membrana
lipidica de los microorganismos. Hay muchos géneros de microorganismos que
incluyen cepas con capacidad para crecer en alcanos (Tabla i.1). La degradacion de
alcano es llevada a cabo por dos importantes clases de enzimas, las alcano
monooxigenasas, también conocidas como alkano hidroxilasa o alkB y ciertos

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

Tabla i.1. Microorganismos capaces de degradar aerobicamente los hidrocarburos alifaticos.

(Van Beilen et al. 2003).

Bacteria Levaduras Hongos Algas
Achormobacter Candida Apergillus Prototheca
Acinetobacter Cryptococcus Cladosporium

Alcanivorax Debaryomyces Corollasporium

Alcaligenes Hansenula Cunninghamella

Bacillus Pichia Dendryphiella

Brevibacterium Thodotorula Fusarium

Burkholderia Saccharomyces Gliocladium

Corynebacterium Sporbolomyces Lulworthia

Flavobacterium Torulopsis Penicillium

Mycobacterium Trichosporon Varicospora

Nocardia Yarrowia Vericillium

Pseudomonas

Sphingomonas

Streptomyces

Se han descrito varios tipos de microorganismos capaces de degradar hidrocarburos
alifaticos, incluidos bacterias, hongos filamentosos y levaduras (van Beilen &
Funhoff 2007; Wentzel et al. 2007; Rojo 2009). Algunas caracterizaciones recientes

describen especies con una alta especializacion en la degradacion de hidrocarburos.
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Dichas especies son denominadas como bacterias hidrocarbonoclasticas (HCB), las
cuales juegan un importante papel en la eliminacion de ambientes contaminados y no

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

Se requieren diferentes tipos de enzimas dependiendo de la longitud de la cadena de
los alcanos, para introducir oxigeno en dichos compuestos, y asi iniciar la
biodegradacién aerdbica. A modo simplificado van Beilen y colaboradores (2007)
distinguen tres categorias: (1) Las enzimas metano monooxigenasas, las cuales inician
la degradacion de los alcanos de cadena corta con un nimero de atomos de carbono
entre 1 y 4 (C1-C4), es decir desde metano a butano. (2) Las enzimas citocromo P450
o hemoproteina, las cuales pueden oxidar los alcanos con un ntimero de atomos de
carbono entre C5 y C16. Por ultimo, (3) los alcanos de cadena larga (C>17) son

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

Los alcanos son generalmente activados por la oxidacion terminal del correspondiente
alcohol primario, el cual es ademas oxidado por las enzimas alcohol deshidrogenasa y
aldehido deshidrogenasa (Figura i.3). Los acidos grasos resultantes entran dentro del
ciclo de la p-oxidacion (Leahy & Colwell 1990; Watkinson & Morgan 1991). El
alcohol secundario es convertido a alcanona mediante una reaccion de oxidacion
(Forney & Markovetz 1970), el cual es oxidado a través de la enzima Baeyer-Villiger
monooxygenasa a ¢ster (Figura i.3) (Forney & Markovetz 1968; Forney et al. 1967).
El éster es hidrolizado por la accidon de la enzima esterasa a alcohol y un &cido graso

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

Beilen et al. 2003).

Por otra parte, en cuanto a la degradacion de compuestos aromaticos existen dos tipos
de procesos al inicio de las rutas degradativas en condiciones aerobias que son
comunes a todos los compuestos aromaticos, hidroxilacion del anillo aromatico y
escision del anillo bencénico. Ambos tipos de reacciones estan catalizadas por
enzimas, las cuales muestran una alta especificidad por su sustrato y requieren
oxigeno. La hidroxilacion del anillo aromatico estd catalizada por enzimas que
reciben el nombre genérico de monooxigenasas o hidroxilasas. Y la escision esta
catalizada por dioxigenasas. La accion conjunta de las dos enzimas origina la pérdida
de aromaticidad del compuesto y hace posible la posterior utilizacion del carbono
contenido en su estructura ciclica saturada mediante la intervencion de otras enzimas.
Generalmente, los productos de rotura son metabolizados hasta compuestos

intermediarios del ciclo de Krebs (Suarez, 1993).

Por otra parte, en cuanto a la degradacion de compuestos aromaticos existen dos tipos
de procesos al inicio de las rutas degradativas en condiciones aerobias que son
comunes a todos los compuestos aromaticos, hidroxilacion del anillo aromatico y
escision del anillo bencénico. Ambos tipos de reacciones estan catalizadas por

enzimas, las cuales muestran una alta especificidad por su sustrato y requieren
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oxigeno. La hidroxilacion del anillo aromatico estd catalizada por enzimas que
reciben el nombre genérico de monooxigenasas o hidroxilasas. Y la escision esta
catalizada por dioxigenasas. La accion conjunta de las dos enzimas origina la pérdida
de aromaticidad del compuesto y hace posible la posterior utilizacion del carbono
contenido en su estructura ciclica saturada mediante la intervencion de otras enzimas.
Generalmente, los productos de rotura son metabolizados hasta compuestos

intermediarios del ciclo de Krebs (Suarez, 1993).

La degradacion del naftaleno se inicia a través de varios componentes enzimaticos, la
enzima naftaleno dioxigenasa ataca al anillo aromatico para formar cis-(1R,2S)-
dihidroxi-1,2-dihidronaftaleno (dihidrodiol cis-naftaleno) (Figura i.2) (Goyal &
Zylstra 1997; Simon et al. 1993). El dihidrodiol cis-naftaleno formado por el ataque
del anillo de naftaleno, se deshidrogena a 1,2-dihidroxynaftaleno por la enzima cis-
dihidrodiol deshidrogenasa (Auger 1995; Goyal & Zylstra, 1997). Posteriormente,
1,2-dihidroxynaftaleno es metabolizado a salicilato via acido 2-hidroxi-2H-cromeno-
2-carboxilico, acido cis—o-hidroxibenzapiruvato y 2-hidroxi-benozaldehido (Goyal &
Zylstra 1997; Baboshin et al. 2008; Denome et al. 1993; Kiyohara et al. 1994).
También el salicilato es decarbosilado a catecol, el cual es ademas metabolizado por
fision del anillo en las vias meta- y ortho-. Fuenmayor y colaboradores (1998)
informan sobre la conversion a gentisato mediante la enzima salicilato-5-hidroxilasa.
Jouanneau y colaboradores (2007) purificaron la enzima salicilato 1-hidroxilasa de
Sphingomonas sp. CHY-1 y se caracterizd sus propiedades catabdlicas y bioquimicas.
El sistema de enzimas catabdlicas que codificadas por el plasmido NAH7, ha sido
bien caracterizado en Pseudomonas putida G7 (Denome et al. 1993; Simon et al.

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

i.3. BIORREMEDIACION

La biorremediacion de los suelos contaminados con petroleo es una tecnologia
multidisciplinar, que implica al campo de la microbiologia, ingenieria, ecologia,
geologia y quimica. Dicha tecnologia basada en la habilidad de los microorganismos
de degradar los compuestos hidrocarbonados (Iwamoto & Nasu 2001; Watanabe
2001). La biorremediacién es el resultado de la ruptura biologica, o biodegradacion,
de compuestos contaminantes, en formas menos toxicas (Crawford, 2002). Para que la
biorremediacion sea eficaz, los contaminantes deben ser susceptibles de ataque

microbiano (transformacion metabdlica), los productos metabolicos deben ser
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inocuos, y el proceso no debe tener efectos secundarios adversos en los ecosistemas.
En muchos casos la biorremediacion permite biodegradar, depurar o inmovilizar

contaminantes peligrosos (Atlas, 1988).

La biorremediacion puede llevarse a cabo mediante dos tratamientos, el denominado
in situ, el cual no necesita excavacion ni retirada del suelo contaminado, por lo que
hay menos liberacion de polvo y contaminantes y ademds permite descontaminar un
mayor volumen de suelo que el tratamiento ex sifu. Aun asi este tratamiento tiene
otros inconvenientes, en comparacion con los tratamientos ex sifu, como mayor
lentitud, dificultad de mantener las condiciones Optimas del proceso, riesgos de
lixiviacion y contaminacion del subsuelo, ademas su eficacia depende en mayor
medida del tipo de suelos, que deben ser permeables si se quiere asegurar un buen
rendimiento del proceso. Sin embargo el tratamiento ex sifu puede ser mas rapido,
mas facil de controlar y aplicables a mas tipos de suelos (Martin et al., 2004), este
requiere que el suelo contaminado sea desplazado del lugar donde se ha producido la

contaminacion (Madsen, 2002).

1.3.a Técnicas de biorremediacion ex situ

Las técnicas de biorremediacion ex sifu mas comunes son Landfarming, compostaje,
biopilas y biorreactores. A continuacién describimos con mas detalle cada una de

ellas.
1.3.a.1 Landfarming

La técnica de biorremediacion mediante Landfarming fue utilizada durante muchos
afios por la industria petrolera de los Estados Unidos de Norteamérica. Esta tecnologia
surgid del conocimiento empirico de los operadores de las refinerias del petroleo,
quienes desecharon los lodos de los separadores tipo API (American Petroleum
Institute) y otros residuos del petroleo en forma de una capa delgada sobre la parte
superior del suelo en un sitio proximo a la refineria. Se dieron cuenta que estos
residuos desaparecian durante el curso de varios meses. Previo a una mayor
regulacién y estricto control, esta técnica llamada labrado de tierras (del inglés
landfarming) fue ampliamente utilizada sin comprender los procesos que causaban la

degradacion de los lodos (King et al. 1992).
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Actualmente se sabe que la técnica de Landfarming consiste en provocar la oxidacion
biologica de los hidrocarburos contenidos en el suelo mediante la estimulacion de la
microflora natural que se encuentra en el mismo. El suelo contaminado se excava y es
extendido sobre un lecho preparado. Esta técnica esta limitada debido a que requiere
de espacios grandes para su aplicacion y ademads por la liberacion de compuestos

organicos volatiles (COVs) (Vidali 2001).

La efectividad de esta metodologia depende de innumerables factores tales como el
tipo y la concentracion de los contaminantes, nutrientes, aireacion, condiciones
ambientales, presencia de inhibidores, densidad de la comunidad microbiana, y otros
(Marin et al. 2005). La capacidad de controlar y optimizar todas estas variables
anteriormente citadas son las que determinaran la eficiencia del proceso de

Landfarming.

Estudios previos de Marin y colaboradores (2005) pusieron de manifiesto que la
técnica de Landfarming resulta eficaz para la degradacion de hidrocarburos,
particularmente los de tipo alifatico (Marin et al. 2005); hecho observado por otros
autores en ambientes no semiaridos (Litchfield 1991). La velocidad de degradacion
de los hidrocarburos esta condicionada por el cardcter mas o menos aromatico de los
mismos. La degradacion es muy rapida durante los primeros 4 meses, y se va
ralentizando conforme los hidrocarburos mas ligeros (alifaticos) van desapareciendo

del medio y éste se va enriqueciendo en los mas aromaticos.

1.3.a.2 Compostaje

El compostaje es un proceso bioxidativo que consiste en la estabilizaciéon de la
materia organica, es una técnica que implica la combinacion de suelos contaminados
con compuestos organicos no peligrosos tales como el estiércol o residuos agricolas.
La presencia de estos materiales organicos apoya el desarrollo de una poblacion
microbiana rica y caracteristica de la temperatura elevada de compostaje. Sus

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

La técnica consiste en la formacion de pilas de material biodegradable de dimensiones
variables, formadas por suelo contaminado y material organica (compost) en
condiciones favorables para el proceso de biodegradacion de los contaminantes. Las
pilas pueden ser aireadas de forma activa, volteando la pila, o de forma pasiva,
mediante tubos perforados de aireacion. Las biopilas proporcionan un entorno
favorable para los microorganismos autdctonos tanto aerobios como anaerobios, €s un
técnica muy controlada por lo que no existen pérdidas de eficacia. El mayor control
sobre las condiciones, la mayor homogeneidad en la mezcla y la posibilidad de
monitorizacidn mas precisa son las principales diferencias con el Landfarming (von

Fahnestock et al. 1998).

1.3.a.4 Biorreactores

Los biorreactores de lodos o reactores acuosos son utilizados para el tratamiento ex
situ de la contaminacion del suelo y del agua contaminada. La biorremediacion en
reactores implica el procesamiento de material solido contaminado (suelo,

sedimentos, lodo) o agua a través de un sistema de ingenieria de contencion.

Un biorreactor de lodos puede ser definido como un recipiente de contencion, asi
como el conjunto de aparatos utilizados para crear una condicion de mezcla de las tres
fases (solido, liquido y gaseoso) para aumentar la tasa de biorremediacion de los
contaminantes solubles en agua, asi como la mezcla de agua de los suelos
contaminados y la biomasa (normalmente microorganismos), capaces de degradar
contaminantes. En general, la velocidad y el grado de biodegradacion es mayor en un
sistema de biorreactor de conservacion in situ porque el medio es mas manejable y

por lo tanto, més controlable y predecible.
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1.3.b Técnicas de biorremediacion in situ

Las técnicas de biorremediacion in sifu mas comunes son la atenuacidén natural,
bioestimulacion, bioaumento, fitorremediacion y rizorremediacion. A continuacion

describimos con mas detalle cada una de ellas.

1.3.b.1 Biorremediacion intrinseca o Atenuacion natural

La Agencia de proteccion Ambiental establecid la “atenuacion natural” como una
tecnologia de limpieza pasiva que puede denominarse “biorremediacion intrinseca”.
La biorremediacion intrinseca se basa en la capacidad de los microorganismos
presentes en el lugar contaminado, de metabolizar los compuestos contaminantes. La
atenuacion natural supone la destruccion del contaminante mediante procesos
bioticos, es decir, mediante la participacion de los microorganismos presentes en el
lugar contaminado, asi como también la participacion de los procesos abioticos como
pueden ser el transporte, dilucion, volatilizacidon, sorcidn, reaccidnes quimicas y otros.
La atenuacion natural supone una gestion de la biodegradacion de los contaminantes
sin tener medidas ingenieriles de mejora del proceso. La capacidad de los
microorganismos autdctonos de llevar a cabo la biorremediacion, debe ser estudiado
en el laboratorio donde se incluyan anélisis quimicos de los contaminantes y otros
productos asi como también productos que indiquen que se estd produciendo
biodegradacion, requieriendo por tanto una adecuada monitorizacion del proceso
(Madsen, 2002). El tiempo es un factor limitante en el proceso de atenuacion natural,
ya que la adaptacion de la comunidad microbiana puede ser prolongada, dependiendo
de la naturaleza de los xenobioticos y ademas no se puede aplicar en dreas domésticas
cercanas al ambiente contaminado (Leahy & Colwell 1990). Este “tratamiento” se ha
ido considerando poco a poco como una herramienta para el tratamiento de suelos

contaminados (Kuiper et al. 2004).

1.3.b.2 Bioestimulacion

En el campo de la bioestimulacién la adicion de nutrientes al suelo para favorecer la

degradacion de hidrocarburos, se ha enfocado en la adicion de nitrogeno (N) y fésforo
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(P), tanto en forma orgéanica como en forma inorganica, ya que el carbono (C) es el
mayor constituyente del petroleo (Bento et al. 2005). Mas recientemente, se ha
estudiado la adicion de C en el suelo, mediante la adicion de glucosa, biosolidos o
compost, para la biodegradacion de hidrocarburos (Namkoong, 2002). Existen varias
fuentes de nutrientes utilizadas en estudios de bioestimulacion, como son los
fertilizantes inorgénicos, urea, aserrin, compost, estiércol y bioso6lidos (Rosenberg et
al. 1993; Walworth & Reynolds 1995; Cho et al. 1997; Namkoong 2002). Los
biosolidos son una fuente de nutrientes para los microorganismos que participan en la

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

Sanchez y colaboradores (2000), describieron la atenuacioén natural como un conjunto
de procesos biologicos, quimicos y fisicos que ocurren de forma natural en el lugar
contaminado, lo cual provoca la transformacion o destruccion de los contaminantes.
En dichos procesos se incluye la sorcidon, volatilizacion, dilucion y dispersion. Los
estudios sugieren que la adicion de nutrientes al suelo produce un incremento de la
biomasa microbiana, estimulando la biodegradacion y por tanto aceleran el proceso de
biorremediacion (Margesin & Schinner 2001; Duncan et al. 2003; Maki et al. 2003).
En todos lo estudios antes citados describen la bioestimulacion como un proceso que
causa un rapido inicio de la bioremediacién. Duncan y colaboradores (2003) discuten
acerca de la rapida respuesta asociada a la aplicacion de fertilizantes, aunque
transcurridos 2 afios no parecia haber diferencias entre la atenuacién natural y la

bioestimulacidn.

1.3.b.3 Bioaumento

El bioaumento es un método que se basa en la mejora de la degradacion y
trasformacion de xenobidticos mediante la inyecciéon de microbios especificos, que
sean capaces de degradar los xenobidticos de interés. Hay muchos microorganismos
descritos como herramientas para la mineralizacion de compuestos recalcitrantes,
como son los HAPs, los alifaticos clorinados y aromadticos, asi como alcanos de
cadena larga (Grosser et al. 1991; Cerniglia 1993; Kastner et al. 1998; Heidelberg et
al. 2002). Dichos microorganismos pueden ser silvestres o geneticamente modificados
equipados con plasmidos catabdlicos que contengan genes relevantes para la

degradacion de los compuestos contaminantes (King et al. 1990).
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Goldstein y colaboradores (1985) informaron sobre cinco posibles razones por las que
se puede cometer un error en la inoculacidon de bacterias autoctonas en el ambiente
contaminado. La primera que la concentracion del contaminante en el lugar puede ser
demasiado baja para el crecimiento de los indculos. La segunda que la presencia de
ciertos compuestos en el ambiente puedan inhibir el crecimiento o la actividad del
in6culo. La tercera que el crecimiento de la comunidad de protozoos presentes en el
suelo contaminado sea mayor al crecimiento de las bacterias inoculadas, resultando
un declive en la poblacion bacteriana. La cuarta razéon que el microorganismo
inoculado prefiera usar otra fuente de carbono presente en el suelo en vez del
contaminante. La quinta donde el inoculo puede que no difunda bien a través del

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

Numerosos estudios observan a menudo un descenso en la poblacion exdgena que se
ha anadido. Existen varias explicaciones para la muerte del microorganismo
introducido que pueden ser tanto por causas bidticas como abidticas. Entre las
abidticas encontramos fluctuaciones extremas en temperatura, contenido hidrico o
sequias, pH y disponibilidad de nutrientes, ademas de los posibles niveles toxicos del
contaminante presente en el suelo. En el caso de las causas bidticas se encuentran la
competencia con los organismos indigenas por los nutrientes, produccion de
sustancias antagonistas por estos organismos indigenas, asi como la actividad

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

1.3.b.5 Fitorremediacion

La fitorremediacion es un método basado en el uso de plantas para la extraccion,
secuestro o detoxificacion de contaminates. Este método es especialmente respetuoso
con el medio ambiente, conserva la estructura del suelo y ademds es visualmente
atractivo (Khan et al. 2000). Los contaminantes que pueden ser susceptibles de ser
tratados con la técnica de fitorremediacion son los contaminantes elementales y los
contaminantes orgdnicos (Meagher, 2000). El grupo referido a los contaminantes
elementales se refiere a los metales pesados y radionucleidos (Khan et al. 2000;
Clemens et al. 2002; Cobbett & Goldsbrough 2002). Hay una gran variedad de plantas
utilizadas para descontaminar los suelos, como la planta del tabaco, los girasoles, la

planta de la mostaza, el maiz y otros géneros, utilizadas por presentar la capacidad de
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absorber o hiperacumular el contaminante. Por otra parte, el segundo grupo lo forman
plantas utilizadas para la descontaminacion de compuestos orgdnicos, como pueden
ser los bifenilos policlorados, compuestos aromaticos, nitroaromaticos o
hidrocarburos halogenados (Meagher 2000). Este grupo de contaminantes pueden ser
mineralizados utilizando alamos, sauce, alfalfa y diferentes variedades de hierbas
forrajeras. La degradacion de los contaminantes por parte de las plantas mediante
metabolismo estd més limitada que la realizada por los microorganismos (Kuiper et

al. 2004).

1.3.b.6 Rizorremediacion

En muchos casos de fitorremediacion son los microorganismos presentes en la
rizosfera de las plantas los que realizan la biodegradacion del contaminante. Esta
contribucion de la microbiota asociada a la raiz de la planta en el proceso de
biorremediacion se conoce como rizorremediacion (Anderson et al. 1993; Schwab &
Banks 1994). Esto se debe probablemente a la capacidad de las bacterias de colonizar
el sistema de raices. Esta técnica depende de factores primarios y secundarios del
metabolismo, del establecimiento, supervivencia e interacciones ecoldgicas con otros
organismos. El uso de las plantas en combinacion con los microorganismos ha sido
ventajoso ya que causa un incremento de la poblacion microbiana asi como también
de su actividad metabdlica en la rizosfera (Kuiper et al. 2004). Los exudados de las
raices de las plantas estimulan a los microorganismos creando una zona con una gran
actividad microbiana. La planta genera exudados que contienen azucares, acidos
orgdnicos, aminodcidos y vitaminas como principales componentes (Vancura y
Hovadik, 1965). El efecto estimulatorio de la rizosfera ha sido reconocido durante
muchos afios y fue descrito por primera vez por Hiltner (1904), el cual define la
rizosfera como la zona del suelo en la cual los microorganismos estan influenciados
por el sistema de raices. Y a su vez los microorganismos de la rizosfera también
tienen un fuerte impacto sobre la planta, pueden tener la propiedad de estimular el
crecimiento de las raices o bien tener propiedades en cuanto a la inhibicion del

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

La composicion de la poblacion microbiana en la rizosfera depende tanto de la

composicion de los exudados radiculares como de la especie de planta (Shann y Boyle
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1994), el tipo de raices, la edad de la planta, el tipo de suelo y la historia de este
(Anderson et al. 1993). Existen estudios sobre las especies de plantas mas adecuadas
para la rizorremediacion y muestran que existen variedades de hierbas y leguminosas

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

La decision de la técnica de biorremediacion mas efectiva depende de las
caracteristicas de los contaminantes, la toxicidad, la estructura molecular, solubilidad,
volatilidad y susceptibilidad al ataque microbiano, asi como también el lugar donde se

encuentra el contaminante, la geologia, la hidrologia, el tipo de suelo, el clima y otros.
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CAPITULO I

CAPITULO1

CARACTERIZACION DE LAS CEPAS TOLERANTES A LA
SEQUIA 4J27 Y 5J12A PARA SU UTILIZACION EN
TECNICAS DE BIORREMEDIACION

Introduccion

I.1 EL AGUA. FUENTE DE VIDA

El agua constituye mas del 80% de la biomasa de la mayoria de los organismos e
interviene en la mayor parte de los procesos metabolicos que se realizan en los seres
vivos. El agua en el planeta ocupa 3/4 (71%) partes de su volumen. Tal y como se
indica en la Figura 1.1, de la totalidad de agua en el planeta el 96,5% es agua salada
(mares y océanos), mientras que un 2,5% es agua dulce y un 0,9% considerada como
otro tipo de aguas saladas. De la totalidad del agua dulce un 68,7% lo ocupan los
glaciares y capas de hielo, un 30,1% las aguas subterraneas y un 1,2% aguas
superficiales y otras aguas dulces. Este ultimo porcentaje lo componen el hielo
subterraneo y permafrost (69%), lagos (20,9%), la humedad del suelo (3,8%), la
atmosfera (3%), los pantanos (2,6%), los rios (0,49%) y los seres vivos (0,26%)
(Gleick, 1993).
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Figura I.1. Distribucién del agua en el Planeta Tierra. (Adaptado de Gleick, 1993)

La humedad del suelo y el pH son parametros conocidos por su especial influencia en
la abundancia microbiana y la actividad del suelo. La interaccion microbiana en los
procesos geoquimicos y los factores ambientales son complejos (Bock et al. 1986).
Muchas éreas del planeta sufren pronunciadas sequias de alta intensidad y duracion
(Figura 1.2) (Kindzewicz et al. 2006). La falta de humedad en una variedad de
ambientes es conocido por su efecto en la comunidad microbiana, ya que aquellas
poblaciones sensibles se veran considerablemente reducidas (Oliver et al. 1991;

Vilchez et al. 2008; Vilchez & Manzanera 2011).
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Figura 1.2. Diferencia en la precipitacion anual (mm) en Europa, entre el periodo control (1961-
1990) y proyeccion futura (2070-2099).

La dinamica del agua y su falta provoca un estrés con gran influencia en la fisiologia
y funcion microbiana (Harris 1981; Kempf & Bremer 1998). Sin embargo, existe
todavia un debate acerca de como el estrés por falta de agua afecta a la comunidad
microbiana, su biomasa y su actividad (Williams 2007). La gran mayoria de los
ecosistemas sometidos a cortos o largos periodos de sequia, causan en el suelo
descensos bruscos en el contenido hidrico. De vez en cuando, el estrés por falta de
agua es aliviado por las lluvias o por la irrigacion (ecosistemas agrologicos). La
desecacion y rehidratacion del suelo provoca inmediatos cambios en el ciclo de los
nutrientes (Serensen 1974; Saetre & Stark, 2005). Hay por ejemplo una evidencia de
que tanto las fuentes microbianas como las no microbianas de carbono (C)
contribuyen a los cambios de C y N y a la tasa de mineralizacion (Schimel et al. 1999;
Denef et al. 2001; Steenwerth et al. 2005; Cosentino et al. 2006). En los ecosistemas
semidridos, los veranos con lluvias provocan una esporadica hidratacion en unos

pocos centimetros del suelo. Dicha hidratacion durante las Iluvias causa una
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liberacion de N, el cual puede ser tomado por las plantas y otros organismos (Saetre
& Stark, 2005). Todavia existe un debate acerca de la respuesta abiodtica y bidtica que
puedan explicar los cambios en los procesos del suelo debido a la desecacion y
rehidratacion esporadica (Schimel et al. 1999; Denef et al. 2001; Steenwerth et al.
2005; Cosentino et al. 2006).

1.2 IMPORTANCIA DEL AGUA EN LA BIORREMEDIACION

La biorremediacioén de contaminantes organicos es dependiente de la cantidad de agua
presente en el suelo. El agua es necesaria no solo para los requerimientos fisioldgicos
de los microorganismos sino también para el transporte de nutrientes y los productos
metabolicos. Ademas la cantidad de agua presente en el suelo determina el oxigeno en
los microambientes del mismo (Barker et al. 1994). Esto implica que para lograr una
tasa de biodegradacion optima debe haber una monitorizacién del contenido hidrico
en el suelo. Segun Vidali (2001) en nivel de agua requerido para la actividad
microbiana esté entre el 25 y el 28% de capacidad de retencion de agua (Vidali 2001),
mientras que Dibble y Bartha (1979) recomiendan un contenido hidrico con valores
entre el 30 y el 80% de la capacidad de campo para que sea adecuado para
biodegradacién en suelo (Dibble & Bartha 1979). Y segun Calvo y colaboradores
(2009) la humedad del suelo debe estar entre el 50 y 80% de saturacion. El nivel de
agua existente durante la biodegradacion es uno de los que en mayor grado afecta al
proceso. En este sentido existe una correlacion entre la humedad del suelo y el

periodo de remediacion (Ayotamuno et al. 2006).

.3 MICROORGANISMOS TOLERANTES A LA FALTA DE AGUA.
ANHIDROBIOSIS

El primero en describir el fendmeno de recuperar un organismo seco tras la adicion de
agua fue Antony van Leeuwenhoek en 1702. Este proceso fue originalmente
denominado como ‘“anabiosis” (volver a la vida), porque se consideraba que el
organismo moria y volvia a la vida tras la rehidratacién (L. M. Crowe & Crowe 1992;
Crowe 2002). En 1959 David Keilin (1959) publico el termino “anhidrobiosis™ para

referirse a la “vida sin agua”. Para estos microorganismos la falta de agua se traduce
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en una parada en el metabolismo, es decir, en una disminucién de energia y por tanto
biosintesis. Un organismo en anhidrobiosis carece de las funciones dindmicas
caracteristicas de los organismos vivos, en este sentido esto no se puede definir como
un organismo “sin vida” ni como un organismo muerto, ya que cuando se produce la
rehidratacion el organismo vuelve tener el estado de un organismo vivo (Crowe &

Crowe 1992; Clegg 2001) .

La anhidrobiosis ocurre en muchos organismos, incluido bacteria, levadura, rotiferos,
tardigrados, huevos de algunos crustaceos (Artemia salina), nematodos, esporas de
hongos, liquenes y algunas plantas. Estos organismos son denominados
anhidrobiontes y pueden permanecer en estado seco, mediante una parada del
metabolismo (J. H. Crowe & Crowe 1992; Potts 1994; Billi & Potts 2002; Crowe
2002).

A nivel bacteriano, los microorganismos toleran la desecacion a diferentes niveles
dependiendo de su estado fisioldgico, el medio ambiente o el grupo taxondmico entre
otros factores. Las bacterias procariotas Gram positivas son los microorganismos mas

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

A parte de las bacterias esporulantes, las Actinobacterias presentan la tolerancia a la
desecacion mas alta, entre las que se encuentran los Actinomycetes y los
Coryneformes. Las actinobacterias usualmente se encuentran en los suelos,
encontrandose en suelos muy secos, como por ejemplo el Desierto de Atacama y el
Desierto de Taklamakan, entre otros. Ademas se han encontrado en permafrost, donde
el agua no estd presente en forma disponible. Por tanto, las Actinobacterias son un filo
que presenta bacterias adaptadas a vivir bajo periodos intensos sin agua (Sneath 1962;

Gilichinsky et al. 1992).

Narvéez-Reinaldo y colaboradores (2010) en su trabajo aislaron 5 cepas con una alta

tolerancia a la desecacion, donde 2 de ellas pertenecian al género Arthrobacter.

1.3.a El género Arthrobacter

Los miembros del género Arthrobacter son metabodlica y ecologicamente diverso (J.

S. Lee et al. 2003; Lee J. S, Lee K. C 2003; Mongodin et al. 2006), se han encontrado
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arthrobacters en una amplia variedad de ambientes, incluido suelo, agua de mar, agua
fresca, piel humana, aceite, salmuera, hojas de tabaco, aire, aguas residuales y lodos
activos, pinturas, especimenes clinicos y en cianobacterias (Goodfellow et al. 2012).
Van Waasbergen y colaboradores (2000) incluso detectaron cepas del género
Arthrobacter en el sedimento, hasta una profundidad de 170-220 m. Dicho género
presenta cepas con la capacidad de sobrevivir en ambientes extremos durante largos
periodos de tiempo (Mongodin et al. 2006), como por ejemplo en condiciones de

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

Arthrobacter crystallopoietes es la inica especie del genero Arthrobacter clasificada
como tolerante a la desecacion, atn asi existen otras cepas no identificadas
(Arthrobacter spp.) clasificadas como tolerantes, aisladas de ambientes secos, como
son suelos secos naturales sujetos a la falta de agua durante varios meses (Robinson et
al., 1965; Eppard et al., 1996) o suelos secos artificiales como son los suelos secos en

presencia de CaSQOq4 (Boylen, 1973).

El genero Arthrobacter tue propuesto por Conn & Dimmick (1947), modificando el
nombre propuesto por Fisher (1895). Conn y Dimmick (1947) clasificaron tres
especie del género Arthrobacter, la especie Arthrobacter globiforme, Arthrobacter
helvolum y Arthrobacter tumescens. Skerman et al. (1980) cambi6 el nombre de A.
globiforme por A. globiformis, siendo a partir de entonces el nombre utilizado para
designar a la especie. Este género pertenece a la clase Actinobacteria, incluidas como
bacterias coreniformes Gram-positivas, con metabolismo aerdbio, no productoras de
acido tras el metabolismo de la glucosa. Presentan un contenido G+C entre 59 y 66
mol% (Stackebrandt & Woese 1981; Jones & Collins 1986; Keddie et al., 1986). La
mayoria de las especies del género Arthrobacter exhiben un ciclo de vida donde pasan
de forma de bacilo a forma de coco cuando se encuentran en medios pobres en
nutrientes (Keedy & Jones, 1981). De modo que un cultivo en fase estacionaria
(generalmente 2-7 dias) estd compuesto por células en forma de coco con un didmetro
de 0.6-1.0 um, algunas especies muestran sélo células esféricas a lo largo del ciclo de
vida. Los acidos grasos predominantes son iso y anteiso de cadena ramificada con
Cis anteiso, Cis. 1s0, Cj7.0 anteiso y Cie 1s0. Pocas especies exhiben cantidades
significantes de Cjs. El sistema de quinonas esta compuesto por menaquinonas
completamente insaturadas o mono-saturadas, con una longitud de cadena de 8 a 10

unidades isoprenoides. Los peptidoglicanos de la pared celular son del tipo A3a y
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Ada y contienen lisina con variaciones en el puente interpéptido (Goodfellow et al.

2012).

1.2.b Caracterizaciones de cepas bacterianas

El estudio quimiotaxondmico de géneros y especies bacterianas, constituye uno de los
objetivos de la Microbiologia, aunque est¢ menos extendido que otros como las
pruebas bioquimicas o la analogia del ADN, resultando de utilidad para la
caracterizacion, y por tanto para una clasificacion de especies mas completa. Muchos
taxonomos consideran que todos los datos validos posibles deben ser utilizados para
determinar la filogenia, es decir la utilizacién de informacion fenotipica y genotipica.
Dicha informacién va desde las propiedades moleculares hasta las caracteristicas
ecologicas, de este modo se ha de utilizar pues el mayor numero de propiedades como

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

1.2.b.1 Peptidoglicanos

Los saculos de glucopéptido (mureina) son un elemento tnico y esencial en la pared
celular de la mayoria de las bacterias. Estos saculos estan constituidos por cadenas de
polisacaridos reticulados por péptidos. Los saculos forman una estructura cerrada que
rodea la membrana citoplasmatica, donde las cadenas de glicano estan compuestas
por una secuencia alternante de N-acetil-glucosamina y el 4cido N-acetil muramico,

unidos mediante enlaces 1,4 (Figura 1.3) (Vollmer et al. 2008).

Hay una gran diversidad en la composicion y secuencia de los péptidos en los
peptidoglicanos, en las diferentes especies (Vollmer et al. 2008). Dentro de esta
diversidad, los organismos corineformes muestran una gran variacion de tipos de
peptidoglicanos de todas las familias de bacterias que lo componen, entre las que se
encuentran Aly, A3y, A3a, Ada, A4 y Ady. Las cepas que poseen la variacion de
peptidoglicanos A3c., forman un grupo bastante uniforme, aunque muestran un gran
numero de puentes interpéptidos diferentes. La mayoria de estas cepas pertenecen al

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

ciclo de vida completo (Schleifer & Kandler 1972).
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Figura 1.3. Hebra de glicano. Se representa una molécula de N-acetil-glucosamina y una de acido N-
acetil muramico unidos mediante enlaces $1,4 (Vollmer et al. 2008).

1.2.b.2 Acidos grasos

Los é4cidos grasos son biomoléculas de naturaleza lipidica y son uno de los
constituyentes mas importantes del material celular. En las células bacterianas, los
acidos grasos estan principalmente en las membranas de las células como
constituyentes acilo de los fosfolipidos (Kaneda 1991). Dichos acidos grasos unidos
mediante enlace éster a una molécula de glicerol, son constituyentes comunes en casi

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

Cuando se determinan los patrones de acidos grasos de las cepas, las condiciones de
cultivo de dichas cepas han de ser idénticas antes de proceder a la extraccion de los
acidos grasos. Aunque puede haber excepciones, ya que existen casos en el que los
organismos no pueden cultivarse en las mismas condiciones. Por otra parte, los

patrones de acidos grasos entre los grupos taxonémicos no fluctua significativamente
(Tindall et al. 2010).

1.2.b.3 Menaquinonas

Las quinonas isoprenoides de las bacterias se clasifican en dos grupos estructurales
(Figura 1.4), las denominadas menaquinonas (vitamina K) (I) y las ubiquinonas
(coenzima Q) (Collins et al. 1977). Las menaquinonas y las ubiquinonas son

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

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

Menaquinone-n Ubiquinone-n

(MK -n) Q)

Figura 1.4. Estructura principal de las menaquinas y ubiquinonas. (Collins et al. 1977)

En las bacterias Gram-positivas, las cadenas laterales de isoprenoides muestran
diferentes patrones de hidrogenacion (saturacion). En algunos casos, la primera
posicion de saturacion es en el segundo doble enlace del isoprenoide (desde el anillo
naftoquinone) seguido por la posicion tres (Collins, 1985). El grado de saturacion y la

posicidn relaciona grupos como los determinados mediante la secuenciacion del gen

ARNr 168 (Tindall, 2004).

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

El andlisis del gen ARNr 16S es el método mas usado para los estudios de evolucion
y parentesco microbianos, dado que son moléculas imprescindibles, ya que se
encuentra en todos los microorganismos y su papel funcional es el mismo en todos los
ribosomas. La estructura del ARNr 16S estd altamente conservada y se considera que
microorganismos que presentan un 97% o mas de similaridad en los genes
codificantes para ARNr 16S pueden pertenecer a la misma especie. También se acepta
que la técnica de hibridacion ADN-ADN es una de las mas apropiadas para
determinar si dos cepas son de la misma especie, cuando el grado de hibridacién entre

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

El promedio de la tasa de substitucion de bases, del gen ARNr 168, es del 1% cada 50
millones de afos. Su estructura se modifica muy lentamente en el tiempo debido
probablemente a la funcion esencial y constante que desempefian. Los arboles
filogenéticos de filos, en base a la secuencia del gen ARNr 16S, hasta ahora no son

representativos en términos generales. La técnica de hibridacion ADN-ADN
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determina si dos cepas son de la misma especie o por el contrario no lo son, es por
tanto un buen método para determinar la relacion entre taxones estrechamente

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

Resultados

Para mejorar el proceso de biorremediacion en condiciones de sequia, nos planteamos
el uso de microorganismos con capacidad para tolerar la falta de agua junto con
plantas (rizorremediacion). Para ello recurrimos a una coleccion de bacterias
tolerantes a la desecacion obtenida por nuestro grupo (Narvaez-Reinaldo et al. 2010).
De ésta coleccion seleccionamos las cepas pertenecientes al género Arthrobacter
(4J27 y 5J12A), que ademdas de clasificarse como tolerante a la desecacion, se
identificaron como rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas (PGPR, del
inglés Plant Growth-Promoting Rizhobacteria) (Vilchez et al. en preparacion). Por
otro lado, el genoma secuenciado de dichas cepas (Manzanera et al. en preparacion),
nos permiti6 identificar genes con homologia a aquellos implicados en la degradacion
de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs). Por ello, para hacer mas optima la
inoculacion de las cepas en un suelo arido o semidrido contaminado, decidimos
estudiar las caracteristicas fisiologicas, metabolicas y filogenéticas de las cepas del

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

I.1. IDENTIFICACION Y RELACION TAXONOMICA DE LAS CEPAS 4127 Y
SJ12A

I.1.a Identificacion taxondmica en base al gen ARNr 16S

Para identificar taxondmicamente y conocer las cepas estrechamente relacionadas con
cada una de las cepas 4J27 y 5J12A, se recurri6 a la amplificacion y secuenciacion del
gen ARNr 16S. Para la amplificacion de dicho gen se aislo previamente el ADN total
de las cepas objeto de estudio mediante el sistema QIAquick “Blood and Tissue”. La
estrategia de PCR empleada para identificar las cepas seleccionadas se basé en el uso
de los oligonucleotidos Fd1 y Rd1 (Weisburg et al. 1991a), tal y como se describe en

el apartado M9.c. El producto de esta amplificacion se sometié a electroforesis para
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estimar su tamano, grado de pureza y concentraciéon aproximada. Tal y como se
observa en la Figura 1.5, se obtuvo una banda en el caso de cada cepa como producto

de amplificacion del tamafio esperado, de aproximadamente 1.500 pb.

>
§ 93

1,5
1,25

Kb

Figura L5. Electroforesis de la reaccion de amplificacion del gen ARNr 16S de las cepas 4J27 y
5J12A. La calle nombrada como MPM se corresponde con el marcador de peso molecular, DNA
ladder 500 pb-10 kb, de la casa Molecular Biology Laboratory (MBL). La siguientes calles, nombradas
como 4J27 y 5J12A corresponden con el producto de PCR de parte del gen ARNr 16S de cada una de
ellas.

Los productos de las PCR se limpiaron para eliminar sales, nucledtidos, Taq
polimerasa y oligonucledtidos como paso previo a la secuenciacion mediante el
sistema comercial QIAquick PCR Purification Kit 50, tal y como se indica en el

apartado M9.e.

Tras su limpieza y una vez contrastado el tamafio, calidad y concentracion de los
amplicones de nuevo, se procedid a la secuenciacion de los mismos. En el caso del
producto correspondiente a la amplificacion del gen ARNr 16S de la cepa 4J27 se
logré una lectura de 1.420 pb y al igual que en el caso de 5J12A donde también se
logré una secuenciacion de 1.420 pb. Dicha secuenciacion se realizé utilizando los
oligonucleotidos Fd1, Rd2, Fd2 y Rdl (Weisburg et al. 1991b), tal y como se indica
en el apartado M9.e. Para la construccion de ambas secuencias se procedid al
ensamblaje del producto de las cuatro secuenciaciones obtenidas de cada uno de los

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

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

e.ezbiocloud.net/, Kim et al. 2012), tal y como se indica en el apartado M11. Asi se
pudo identificar a qué género pertenecian dichas cepas, ademas de las especies con las
que mantenia un mayor porcentaje de identidad. En base a la secuencia del gen ARNr
16S de la cepa 4J27, se observo una maxima similitud con la especie Arthrobacter
phenanthrenivorans DSM 18606, presentando un valor de 99.2%. Por otra parte, en
base la secuencia al gen ARNr 16S de la cepa 5J12A, se observdo una méxima
identidad con la especie Arthrobacter luteolus DSM 13067", presentando un valor de
99,5% y con la especie Arthrobacter koreensis DSM 16760, presentando en este

caso un valor de 99,4% de identidad.

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

Para establecer las relaciones filogenéticas de las cepas objeto de estudio con las més
relacionadas, se realizo una comparacion de secuencias del gen ARNr 16S. Esta
comparacion se realizd mediante la construccion de un arbol filogenético. Para
realizar la construccion del arbol filogenético, se alinearon las secuencias parciales de
dicho gen de las cepas 4J27 y 5J12A, con las secuencias de las especies mas
relacionadas del género Arthrobacter, segiin la base de datos EzTaxon, tal y como se
indica en el apartado M11. Las distancias evolutivas se calcularon en base al modelo
evolutivo de los dos parametros de Kimura (Kimura's two-parameters-K2P) y el
arbol filogenético se realizd6 mediante el método evolutivo del vecino mas préximo

(Neighbour-joining), tal y como aparece en la Figura 1.6.
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Figura 1.6. Arbol filogenético de las cepas 4J27 y 5J12A con las especies mas cercanas en base al
gen ARNr 16S. Se muestra las relaciones filogenéticas de las cepas 4J27 y 5J12A y las 28 especies
mas relacionadas, en base a la comparacion de secuencias del gen ARNr 16S. Streptomyces albus se
us6 como exogrupo. El nimero, expresado en porcentaje, de cada bifurcacion indica cuantas veces
coincide cada especie en esa posicion, en base a las 1.000 iteraciones realizadas. Se muestra s6lo los
valores mayores al 50%. La barra de escala indica 0.01 cambio por cada nucleétido.
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El analisis filogenético en base al gen codificante para el ARNr 16S mediante el
método del vecino mas proximo, mostré que la cepa 4J27 mantenia mayor relacion
filogenética con la especie bacteriana Arthrobacter phenanthrenivorans DSM 18606 .
Por otra parte, la cepa 5J12A mostré mayor relacion filogenética con las especies
bacterianas A. koreensis DSM 16760" y A. luteolus DSM 13067". Corroborado con
otro arboles realizados con diferentes modelos matematicos, como son la probabilidad

maxima (Maximum likelihood) y la minima evolucion (Minumum evolution).

I.1.c Hibridacion ADN-ADN

Para conocer el grado de asociacion filogenética de la cepa 4J27 con respecto a la
especie bacteriana A. phenanthrenivorans DSM 18606', se utilizo la técnica de
hibridacion ADN-ADN (DDH del inglés DNA-DNA Hybridization), para asi
determinar con cual de las dos mantiene una relacion mas estrecha. Tal y como se ha
indicado en la Introduccion de esta memoria, mediante dicha técnica se pueden
establecer semejanzas entre genomas de forma directa y por tanto, de forma indirecta
el grado de similitud taxondmica. Dicha técnica se realiz6 tal y como se indica en el
apartado M10. Los resultados de la DDH indicaron que el ADN aislado de la cepa
4J27 presentd un porcentaje de hibridacion del 22,3% con el ADN aislado de la cepa
A. phenanthrenivorans DSM 18606', en un primer estudio, y un 22,6% en un
segundo estudio. Segun las recomendaciones del comité ad hoc para la definicién de
especies bacterianas (Wayne et al. 1987), dado que los porcentajes de hibridacion no
superaron el 70% de similitud con la cepa con la que mantiene la relacion filogenética
mas estrecha, A. phenanthrenivorans DSM 18606", podemos proponer que la cepa

4J27 es una especie diferente a A. phenanthrenivorans.

También se realizaron otras hibridaciones con especies que resultaron proximas a la
cepa objeto de estudio, segun los arboles filogenéticos que fueron realizados con otra
metodologia, al comienzo del trabajo. Dichas especies fueron A. oxydans DMS
20119" y A. polychromogenes DSM 20136'. De modo que el ADN aislado de la cepa
4J27, presentd un porcentaje de hibridacion del 30,04% con el ADN aislado de la
cepa A. oxydans DMS 20119", en un primer ensayo y en un segundo ensayo resulto

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

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

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

% Hibridacion ADN-ADN

Arthrobacter sp. 4127

Arthrobacter phenanthrenivorans 22,3% (22,1)
DSM 18606"

Arthrobacter oxydans 30,04% (22,6)
DSM 20119"

Arthrobacter polychromogenes 16,7% (16,9)
DSM 20136"

Igualmente, para conocer el grado de asociacion filogenética de la cepa 5J12A con
respecto a las especies filogenéticamente més relacionadas A. luteolus DSM 13067 y
A. koreensis DSM16760", se utilizo la técnica de hibridacion ADN-ADN,

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

Como resultado de este analisis, el ADN aislado de la cepa 5J12A, presentd un
porcentaje de hibridacion de 6,3% con la cepa 4. luteolus DSM 13067, en un primer
analisis y 7,8% en un segundo analisis. Como resultado de la hibridacion del ADN
con la especie bacteriana A. koreensis DSM 16760", se observd un porcentaje de
hibridacién del 80,9% en un primer estudio y 89,5 en un segundo estudio, tal y como
se indica en la Tabla I.2. Asi pues segun las recomendaciones del comité ad hoc para
la definicion de especies bacterianas (Wayne et al. 1987), la cepa 5J12A no supero el
70% de similitud ADN-ADN con la cepa A. luteolus DSM 13067", pero dicho
porcentaje si fue superado cuando se hibridé con el ADN aislado de la especie
bacteriana A. koreensis DSM 16760", por lo que se considerdé que dicha cepa

pertenece a la especie bacteriana A. koreensis.
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Tabla L1.2. Porcentaje de hibridacion ADN-ADN de la cepa 5J12A con respecto a las especies del
género Arthrobacter mas relacionadas. Se indica en la primera columna la especie del género
Arthrobacter con la que se realizé la hibridacion ADN-ADN, y en la segunda columna el porcentaje de
similitud del estudio de hibridacién, donde entre paréntesis se indica la replica del estudio.

% Hibridacion ADN-ADN

Arthrobacter sp. SJ12A

Arthrobacter koreensis 80,9% (89,5)
DSM 16760"

Arthrobacter luteolus 6,3% (7,8)
DSM 13067"

I1.d Contenido G+C (mol%)

El género Arthrobacter tfue previamente descrito como Actinobacteria, Gram positiva
y con alto contenido en G+C (Keddie et al. 1986; Jones y Keddie 1992), cuyo valor
esta dentro del rango 59-70 mol% (Keddie et al. 1986). Asi pues, el contenido G+C
de la de la cepa Arthrobacter sp. 4J27 fue 65,3 mol% (SantaCruz-Calvo et al. 2013).
Sin embargo, segun la bibliografia el contenido G+C de la especie A.
phenanthrenivorans DSM 18606 fue de 67,5 mol% (Kallimanis et al. 2009), el de la
especie A. oxydans DSM 20119" fue 63,1 mol% y el de la especie A.
polychromogenes DSM 20136" fue 62,9 mol% (Kim et al. 2008). Del mismo modo
se determino el contenido G+C de la cepa A. koreensis 5J12A el cual fue de 65 mol%.
Asi, segun la bibliografia el contenido G+C de la especie A. luteolus DSM 13067" fue
66 mol% y el de la especie A. koreensis DSM16760" fue 63 + 2 mol% (Tabla 1.3).

Por lo tanto, dichas especies estuvieron dentro del rango G+C (mol%) esperado.
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Tabla LI.3. Contenido G+C (mol%) de las cepas del género Arthrobacter objeto de estudio. En la
primera columna se indica las cepas Arthrobacter sp. 4J27 y sus controles A. phenanthrenivorans
DSM18606", 4. oxydans DSM20119" y A. polychromogenes DSM20136". Ademas de la cepa A.
koreensis 5J12A y sus controles A. luteolus DSM 13067" y A. koreensis DSM16760", en la segunda
columna se indica el contenido G+C (mol%) y en la Gltima columna la referencia.

Cepas Contenido Referencia
GC (mol%)

Arthrobacter sp. 4127 65,3 (SantaCruz-Calvo et al. 2013)
A. phenanthrenivorans DSM 18606" 67,5 (Kallimanis et al. 2009)
A. oxydans DSM 20119" 63,1 (Huang et al. 2005)
A. polychromogenes DSM 20119" 62,9 (Huang et al. 2005)
A. koreensis SJ12A 65 Este trabajo
A. luteolus DSM 13067" 66 (Wauters et al. 2000)
A. koreensis DSM 16760" 63 =2 (Lee et al. 2003)

[2 CARACTERIZACIONES QUIMIOTAXONOMICAS DE LAS CEPAS
BACTERIANAS Arthrobacter sp. 4J27 'y Arthrobacter koreensis SJ12A:
QUINONAS RESPIRATORIAS, PEPTIDOGLICANOS, ACIDOS GRASOS Y
AZUCARES DE LA PARED CELULAR

Dado que pretendemos utilizar estas cepas del género Arthrobacter como
herramientas para el desarrollo de sistemas de rizorremediacion y que por su novedad
se desconocen muchas de sus propiedades fisioldgicas, decidimos realizar una
caracterizacion quimiotaxondmica, fisiologica y fenotipica de las cepas. El estudio
quimiotaxonomico constituye uno de los objetivos de la Microbiologia, resultando de
utilidad para la caracterizacion, y por tanto para una clasificacion de especies mas
completa (Prescott et al. 2009). Estos analisis quimiotaxondémicos incluyeron la
determinacion de los 4cidos grasos, menaquinonas, peptidoglicanos, y azucares de la

pared celular.
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12.c Peptidoglicanos

Hay una gran diversidad en la composicion y secuencia de los péptidos en los
peptidoglicanos de las diferentes especies (Vollmer et al. 2008) de bacterias Gram-
positivas (Schleifer & Kandler 1972). El conocimiento de las variadas estructuras de
peptidoglicanos y sus posibles implicaciones filogenéticas, contribuye no so6lo a la
clasificacion de las bacterias Gram-positivas, sino también a la clarificacion de las

relaciones filogenéticas entre procariotas (Schleifer & Kandler 1972).

Los peptidoglicanos se aislaron en el servicio de identificacion del Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, DSMZ (Braunschweig,
Germany), a partir de 3 g de biomasa, preparados en el laboratorio. Sus estructuras se
analizaron segun el método descrito por Schleifer & Kandler (1972), tal y como se
indica en el apartado M8.a. Asi pues, la determinacion de los peptidoglicanos de la
cepa Arthrobacter sp. 4J27 por cromatografia bidimensional (2D-TLC) revelaron la
presencia de los aminoacidos alanina (Ala), serina (Ser), treonina (Thr), glutamina
(Glu) y lisina (Lys), en una proporcion molar de 2,8:1,2:1,0:1,0:1,5 y la presencia de
los péptidos L-Ala — D-Glu, L-Lys — D-Ala, L-Lys — L-Ser, L-Lys — L-Ser — L-Thr,
D-Ala — L-Lys — L-Ser — L-Thr, L-Ser — L-Thr y L-Ala — D-Ala. Tras estos resultados
pudimos concluir que la cepa 4J27 contiene un peptidoglicano de tipo A3a
(Schippers-Lammertse et al. 1963) con L-Lys — L-Ser — L-Thr — L-Ala como puente
interpeptidico. De igual modo se determinaron los peptidoglicanos de la cepa A.
koreensis 5J12A, cuya cromatografia revelo la presencia de los aminodcidos alanina
(Ala), treonina (Thr), glutamina (Glu) y lisina (Lys), en una proporcion molar
3,7:0,6:1,0:0,8 y la presencia de los péptidos L-Ala — D-Glu, L-Lys — D-Ala, L-Lys —
L-Thr, D-Ala — L-Lys — L-Thr y L-Ala — L-Ala. Tras dichos analisis pudimos
concluir que la cepa 5J12A presentd un peptidoglicano de tipo A3ar con L-Lys — L-

Thr — L-Ala; como puente interpeptidico.

12.d Aztcares de la pared celular

La composicion de azicares se considera una caracteristica que también completa la
descripcion de una cepa a nivel taxonémico. El patrén de componentes aminoacidicos

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

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

Para determinar que azlcares componian la pared celular de las cepas objeto de
estudio, Arthrobacter sp. 4127 y Arthrobacter koreensis 5J12A, se utilizaron 15 mg
de células liofilizadas, obtenidas tal y como se describe en el apartado 2.a de este
capitulo. Dichas células fueron hidrolizadas en H,SO4, 1IN (2 h a 100°C), como se
indica en el apartado M8.a. Los azucares encontrados en la pared celular del aislado
Arthrobacter sp. 4J27 fueron galactosa, glucosa, manosa, ribosa y ramnosa. Y los
encontrados en la cepa Arthrobacter koreensis 5J12A fueron galactosa, ribosa y

ramnosa.

12.a Acidos grasos

Abel y colaboradores (1963) correlacionaron los tipos de acidos grasos de la
membrana plasmatica con la clasificacion taxondmica, dado que éstos son un grupo
de lipidos ampliamente estudiados y con suficiente diversidad para ser usados en la
definicién de comunidades microbianas (Bobbie & White 1980). Los acidos grasos
mas frecuentemente encontrados en las bacterias estan entre C;op y Cy en longitud,

siendo los que estan entre C;s y Cj9 los que mas prevalecen (Shaw, 1974).

Para determinar la composicion en acidos grasos de las cepas Arthrobacter sp. 4127 y
A. koreensis 5J12A se necesitaron 30 mg de células liofilizadas para su envio al
DSMZ. Las células liofilizadas se obtuvieron mediante siembra por estria de dichas
cepas en 5 ml de medio TSA inclinado (pico de flauta), tal y como se indica en el
apartado M8.a. Los resultados indicaron que la cepa 4J27 presentaba el siguiente
perfil de acidos grasos, nombrados de mayor a menor: anteiso Cis.o, 41,20%; anteiso
Ci7:0, 30,86%; Cig.0, 10,21%; iso Cig0, 6,61%; iso Cis, 4,40%; Cis.0, 2,38%; iso
Ci7:0, 1,79%; 1s0 Ci4.0, 0,83%; Ci4.0, 0,75%; anteiso Cig.9, 0,61% ¢ iso Cis., 0,36%.
Por otra parte, los resultaros indicaron que la cepa 5J12A presentaba el siguiente
perfil de acidos grasos, nombrados de mayor a menor: anteiso Cis.o, 43,26%; anteiso
Ci70, 17,75%; Cig:0, 16,72%; iso Cis.o, 7,33%; 150 Cig.0, 5,65%; Cis., 2,65%; iso
Ci7.0, 1,73%; Cia0, 1,31%; Cis:0, 1,30%; 150 Cia0, 1,18%; Ci7:0, 1,11%.
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12.b Menaquinonas

El estudio de los componentes de tipo quinonico es uno de los métodos mas utilizados
en los estudios taxonomicos. Las quinonas isoprenoides, constituyentes de la
membrana plasmatica (Pennock, 1966), juegan un papel importante en el transporte
electronico, en la fosforilacion oxidativa y en el transporte activo (Brodie &
Watanabe, 1966; Redfearn, 1966). Las bacterias corineformes poseen menaquinonas
como quinonas isoprenoides. Ya en 1976 se indicaba que los analisis de las quinonas
isoprenoides podian proporcionar caracteristicas para la clasificacion de coreniformes

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

Para el andlisis del sistema de transporte de electrones se partieron de 200 mg de
células liofilizadas, obtenidas tal y como se describe en el apartado 2.a de este
capitulo. Con estas células se realizd la determinacion de la composicion de
menaquinonas, tal y como se indica en el apartado M8.a. Los resultados de estos
analisis revelaron que la cepa Arthrobacter sp. 4J27 presentaba las siguientes
menaquinonas, MK9 (I-H,), 68%; MK®9, 21% y MKS8 (I-H;), 11%. Por otra parte, los
analisis de la cepa Arthrobacter koreensis S5J12A revelaron la presencia de

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

13. CARACTERIZACIONES FENOTIPICAS DE LAS CEPAS BACTERIANAS
Arthrobacter sp. 4J27 'y A.  koreensis S5J12A: CARACTERISTICAS
METABOLICAS, ENZIMATICAS Y MOTILIDAD

Con objeto de caracterizar a la cepa Arthrobacter sp. 4J27 y A. koreensis 5J12A a
nivel fenotipico se realizaron ensayos de su potencial metabolico, enzimatico, de
susceptibilidad a antibidticos y de motilidad, asi como su actividad catalasa, oxidasa y

potencial para reducir nitratos.

I3.a Caracteristicas metabolicas

Para estudiar qué substratos podrian ser oxidados por las cepas tolerantes a la
desecacion del género Arthrobacter aisladas en nuestro grupo, se realizaron ensayos

colorimétricos en base al kit comercial BIOLOG™, tanto para la cepa Arthrobacter sp.
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4J27 como para la cepa A. koreensis 5J12A asi como para las cepas taxondmicamente
mas cercanas a €stas. Para realizar este ensayo procedimos tal y como se describe en
el apartado M7.a. Como resultados de este analisis observamos que algunos de los
pocillos que contenian ciertos substratos produjeron coloracidon, derivada de la
utilizacién de esos compuestos como parte del metabolismo de la célula. Otros
pocillos no se colorearon tras la adicion del cultivo celular, ya que la cepa no fue

capaz de metabolizar el substrato que en €l se encontraba.

Asi pues, las cepas Arthrobacter sp. 4J27 y A. koreensis 5J12A fueron capaces de
metabolizar ciertos compuestos presentes en la placa BIOLOG™, tal y como se indica
en la Tabla 1.4 mediante un signo positivo (+), asi como fue incapaz de metabolizar
ciertos compuestos, marcados en dicha tabla con un signo negativo (-). También se
representan los resultados del andlisis de las especies mas relacionadas con la cepa
4J27, A. phenanthrenivorans DSM 18606', A. oxydans DSM 20119 y A.
polychromogenes DSM 20136". Y las mas relacionadas con la cepa 5J12A, A.
Iuteolus DSM 13067" y A. koreensis DSM 16760".
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Tabla I.4. Caracteristicas metaboélicas diferenciales entre las cepas Arthrobacter sp. 4J27,
Arthrobacter koreensis 5SJ12A y las mas relacionadas filogenéticamente. En la primera columna se
representa cada uno de los metabolitos, y en el resto de columnas las capacidades metabolicas de las
cepas Arthrobacter sp. 4J27 y las especies relacionadas. Asi como las capacidades enzimaticas de A.
koreensis 5J12A y sus relacionadas. En gris claro se indica aquellas pruebas donde todas las cepas
relacionadas fueron positivas (+) y en gris oscuro aquellas pruebas donde todas las cepas relacionadas
fueron negativas (-).

Arthrobacter sp. 427 A phenanthrenivorans  A. oxydans ~ A. polvchromogenes — A. koreensis 5112A  A. luteolus  A. koreensis
a-cyclodextrina (A2)
B-cyclodextrina (A3)
+

Dextrina (A4) + + +

Glicogeno (A3) - + - +

i (40 : : : : _
Vi (A7) ]

Tween 40 (A8) - - + +

Tween 80 (A9) - - - +

N-acetil-D-glucosamina (A10) + + + +

N-aceil-D-manosamina (A1l) + + + -

Amigdalina (A12) - - - -

L-arabinosa (B1) + + + +

D-arabitol (B2) - - + -

D (53 ; : : | .
D-celobiosa (B4) +

D-fructosa (BS)

Lo (56) _

D-galactosa (B7)
Acido D-galacturdnico (B8) -
Gentiobiosa (B9) - I

Acido D-gluconico (B10) - - -

0-D-glucosa (BI1) - + +

sl (B12) S S —

0-D-lactosa (C1) - + - +

Lactulosa (C2) + - - T T N N
Maltosa (C3) + n + R
Maltotriosa (C4) + - + T n
D-manitol (C5) + - + + ¥
D-manosa (C6) + + + T n B
D-melezitosa (C7) + - + - + n
Duciton ) .

a-metil D-galactosida (C9) - + + - + . R
B-metil D-galactosida (C10) - - - + - - - |
3-metil glucosa (C11) + 2 + + + - +
el D suos C12)

B-metil D-glucosida (D1) - - - +

o-metil D-manosida (D2) + - -

Palatinosa (D3) + - + + R
D-psicosa (D4) + - + + + _
D-rafinosa (D5) + - + + + R
L-ramnosa (D6) + - + -
D-ribosa (D7) + - 4 i 4
Salicina (D8) + - + T

Sedoheptulosa (D9) .

D-sorbitol (D10) + o5 + + + - +
Euacliosa DI I : :
Sacarosa (D12) + - + + + ¥ +
Do €1 T S . :
D-trehalosa (E2) + - - - i R
Turanosa (E3) + - + T 5
Xilitol (E4) + . . + ¥
D-xilosa (E5) + + + 4 i +
Acido acético (E6) + - + + + +
Acido o-hidroxibutirico (E7) + + + R
Acido p-hidroxibutirico (E8) +

Acido y-Hidroxibutiico (E9) _ _

Acido p-hidroxifenilacético (EI
o-cetoglutarico (E11) + - + - - - R
Acido o-cetovalérico (E12) - - + - + + +
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Arthrobacter sp. 4127  A. phenanthrenivorans 4. oxydans 4. polychromogenes A koreensis SI12A A. luteolus 4. koreensis
Lactamida (F1) + - - - n n i
ool s Do 1) T ——
Acido L-lctico (F3) + . _ N b ' B
ERE R
Acido L-mélico (F5) - - B +
Metil piruvato (F6)
Mono metil succinato (F7)
Acido propiénico (F8)
Acido plruwco (F9)

Acido succindmico (F10)
Acido succinico (F11)
Acido N-acetil L-glutdmico (F12)

L-alaninamida (G1)

D-alanina (G2) - +
L-alanina (G3) - + ¥ ¥ i

L dn gl G4 S !

L-asparagina (G5) - + + + + _
Acido L-glutimico (G6) - + + + + ¥
Acido glcil-L-gugmico (G7) [ —— + :
Acido L-piroglutamico (G8) - + - + + _
L-serina (G9) - + + + + +
Putrescina (G10) - - + + ¥ R
3 hutanodl (1) L ; ——
Glicerol (G12) + + + + T I I
Adenosina (H1) + + + + + T I
2'-deoxiadenosina (H2) + - + + ¥
Inosina (H3) + + + + ¥ ¥
Timidina (H4) + - - . + ¥ ¥
Uridina (H5) + - - . I I ¥
Mo nonofsao 16 : S
Timidina-5"-monofosfato (H7) + + - - + . +
Uridina-5'-monofosfato (H8) _
Fructosa-6-fosfato (H9) + - .
Glucosa-1-fosfato (H10) + - - .

Guosbboioll)

D-L-a-glicerolfosfato (H12) + + + + + I

De modo que, la cepa Arthrobacter sp. 4J27 'y sus relacionadas, A.
phenanthrenivorans DSM 18606, A. oxydans DSM 20119" v A. polychromogenes
DSM 20136" fueron capaces de metabolizar las siguientes fuentes de carbono:
dextrina, N-acetil-D-glucosamina, L-arabinosa, D-fructosa, D-galactosa, D-manitol 3-
metil, glucosa, D-psicosa, D-rafinosa, D-sorbitol, sacarosa, D-xilosa, acido p-
hidroxifenilacético, L-alaninamida, glicerol, adenosina y D-L-a-glicerolfosfato. Sin
embargo, todas ellas fueron incapaces de metabolizar las siguientes fuentes de
carbono: a-cyclodextrina, f-cyclodextrina, manan, m-inositol, D-melibiosa, a-metil
D-glucosida, sedoheptulosa, estachiosa, D-tagatosa, acido y-hidroxibutirico, 4cido D-
malico, metil piruvato, mono metil succinato, acido succindmico, acido succinico,
acido N-acetil L-glutdmico, L-alanil glicina, 2,3-butanodiol, adenosina-5’-

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

Por otra parte, la cepa 4. koreensis 5J12A y las especies relacionadas, 4. luteolus
DSM 13067" y A. koreensis DSM 16760", fueron capaces de metabolizar las
siguientes fuentes de carbono: dextrina, manan, tween 40, tween 80, L-arabinosa, D-

fructosa, a-D-glucosa, D-ribosa, sacarosa, D-xilosa, acido acético, acido o-
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cetovalérico, lactamida, acido propionico, acido piravico, glicerol, adenosina, 2’-
deoxiadenosina, inosina, timidina y uridina. Sin embargo, todas ellas fueron incapaces
de metabolizar las siguientes fuentes de carbono: a-ciclodextrina, B-ciclodextrina,
inulina, N-acetil-D-glucosamina, N-aceil-D-manosamina, amigdalina, D-arbulina, L-
fucosa, D-galactosa, acido D-galacturonico, gentiobiosa, acido D-gluconico, m-
inositol, a-D-lactosa, p-metil D-galactosida, a-metil D-glucosida, p-metil D-
glucosida, a-metil D-manosida, salicina, sedoheptulosa, a-cetoglutarico, acido D-
malico, acido L-malico, metil piruvato, mono metil succinato, acido succinamico,
acido succinico, L-alaninamida, uridina-5"-monofosfato, glucosa-1-fosfato y glucosa-

6-fosfato.

De estos datos se generd un patrén de absorbancia de la cepa Arthrobacter sp. 4127,
con respecto a los metabolitos que la cepa oxida y aquellos que por el contrario no
metaboliza, tal y como se indica en la Figura 1.7. También se represent6 el patron de
absorbancia, obtenido mediante la misma prueba con las especies bacterianas, con la
que mantenia mayor relacion, 4. phenanthrenivorans DSM 18606", A. oxydans DSM

20119" y A. polychromogenes DSM 20136".
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Figura 1.7. Patréon de absorbancia de la cepa Arthrobacter sp. 4J27, A. phenanthrenivorans DSM
18606", A. oxydans DSM 20119" y A. polychromogenes DSM 20136". Se representa en forma de
grafica, la absorbancia a la longitud de onda de 585 nm del cultivo de las cepas Arthrobacter sp. 4J27
(cuadrado), A. phenanthrenivorans DSM 18606" (rombo), A. oxydans DSM 20119" (triangulo) y A.
polychromogenes DSM 20136" (circulo), en todas las fuentes de carbono contenidas en la microplaca
GP2. Se indica en el eje de abscisas las fuentes de carbono, segiin la nomenclatura de la placa, y en el
eje de ordenadas la absorbancia a 585 nm.

Por otra parte, se generd un patrén de absorbancia de la cepa A. koreensis SJ12A, con

respecto a los metabolitos que la cepa oxida y aquellos que por el contrario no
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metaboliza, tal y como se indica en la Figura 1.8. También se represent6 el patron de
absorbancia obtenido mediante la misma prueba, con la especies bacterianas con la
que poseia mayor relacion filogenética A. luteolus DSM 13067" y A. koreensis DSM
16760".
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Figura 1.8. Patrén de absorbancia de la cepa A. koreensis 5J12A, A. luteolus DSM 13067" y A.
koreensis DSM16760". Se representa en forma de grafica, la absorbancia a la longitud de onda de 585
nm del cultivo de la cepa objeto de estudio, A. koreemsis 5J12A (rombo), A. Iluteolus DSM
13067" (cuadrado) y A. koreensis DSM 16760" (circulo), en todas las fuentes de carbono contenidas en
la microplaca GP2. Se indica en el eje de abscisas las fuentes de carbono, segin la nomenclatura de la
placa, y en el eje de ordenadas la absorbancia a 585 nm.

Con todos los datos recogidos de las capacidades metabdlicas de las cepas objeto de
estudio Arthrobacter sp. 4J27 y A. koreensis 5J12A, y sus respectivos controles, se
gener6 un dendograma (Figura 1.9), tal y como se indica en el apartado 10.a de
Material y Métodos para asi apreciar las relaciones de agrupacion entre los datos, y la

distancia entre ellos seglin las relaciones establecidas.
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A. phenanthrenivorans DSM 18606

A. polychromogenes DSM 20136"

A. oxvdans DSM 201197

Arthrobacter sp. 4127

Arthrobacter sp. SJ12A

A. koreensis DSM 16760

A. luteolus DSM 13067"

Figura 1.9. Relaciones de agrupacion entre los datos en forma de dendograma. Se representa las
relaciones de agrupacion entre los datos de las capacidades metabodlicas, de la cepa Arthrobacter sp.
4)27 y sus controles A. phenanthrenivorans DSM 18606', A. oxydans DSM 20119" y A.
polychromogenes DSM 20136" y los datos de la cepa A. koreensis 5J12A y sus controles A. luteolus
DSM 13067" y A. koreensis DSM16760".

Segin el dendograma en base a las capacidades metabolicas, se generaron 2
agrupaciones, por una parte encontramos a la cepa 4. koreensis 5SJ12A con A. luteolus
DSM 13067" y A. koreensis DSM 16760". Y en la otra agrupacion se concentraron la
cepa Arthrobacter sp. 4J27 y las especies control 4. phenanthrenivorans DSM
18606", A. oxydans DSM 20119" y A. polychromogenes DSM 20136

I3.b Ensayos enzimaticos

Con el objeto de determinar algunas de las actividades de las enzimas que presentan
las cepas Arthrobacter sp. 4127, A. koreensis 5J12A y las cepas taxondOmicamente
mas cercanas, y por tanto qué reacciones se producen a partir de ciertos compuestos,

se realizaron distintos tipos de ensayos API Las tiras API son un sistema
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estandarizado para la identificacién en 24 horas de diferentes tipos de bacterias,

mediante ensayos miniaturizados.

Para este estudio se utilizaron los kits API Coryne, API 20E y API 20NE, cuyas tiras
fueron inoculadas con colonias de cada una de las cepas objeto de estudio,
provenientes de placas de TSA de 24 horas de crecimiento, tratadas tal y como se
indica en las instrucciones del fabricante. Como resultado de estos ensayos, tras 24
horas de incubacion, se observaron algunas pruebas positivas, tal y como se indica en
Tabla 1.5, senaladas con un signo positivo (+) y algunas pruebas negativas, sefialadas

con un signo negativo (-).

Tabla L.5. Caracteristicas enzimaticas diferenciales entre la cepa Arthrobacter sp. 4J27, 1a cepa A.

koreensis 5J12A y las mas relacionadas del género Arthrobacter. En la primera columna se indica
cada una de las pruebas enzimaticas contenidas en las tiras API y en el resto de columnas se indican las
capacidades enzimaticas de las cepas Arthrobacter sp. 427 y las especies relacionadas. Asi como las
capacidades enzimaticas de A. koreensis 5J12A y sus relacionadas. En gris claro se indica aquellas
pruebas donde todas las cepas relacionadas fueron positivas (+) y en gris oscuro aquellas pruebas
donde todas las cepas relacionadas fueron negativas (-).

Arthrobacter sp. 4127  A. phenanthrenivorans  A. oxydans  A. polych A k is STI2A  A. luteolus A. koreensis
Reduccion de nitratos en nitritos - + + + + - +
Reduccion de nitratos en nitrogeno
Formacion de indole (triptofano)
Fermentacion glucosa

Arginina dihidrolasa

Ureasa

Hidrolisis esulina

Hidrolisis gelatina

' +
+ '

p-NitroFenil-betaD-Galactopiranosidasa + + F F

Asimilacion glucosa F F + + + + +
Asimilacion arabinosa + - + + e e +
Asimilacion manosa + + + + + o g
Asimilacion manitol + + + + + + +
Asimilacion N-Acetil-Gl + + + + + + +
Asimilacion maltosa ap ap + + + + +
Asimilacion gluconato potasico aF aF ar aF + + +

Asimilacion acido caprico

Asimilacion acido adipico + + +
Asimilacion malata + + + + + e o
Asimilacion citrato trisodico + + - + + + o
Asimilacion acido fenilaceico ] . . .
Catalasa + + + + + + +

Citocromo oxidasa
orto-NitriFenil-BD-Galactoprianosidasa
Arginina-dihidrolasa

Lisina decarboxilasa

Ornitina decarboxilasa

Utilizacion del citrato

Produccion de H2S

Ureasa

Triptofano desaminasa

+.

Produccion de indole aF + + + + +
Produccion de ina (Voges Prosk ) + + - - +
Gelainasa I
Fermentacion/oxidacion glucosa F + + + + + +
Fermentacion/oxidacion manitol + + + + + + +
Fermentacion/oxidacion inositol + + + + + + +
Fermentacion/oxidacion sorbitol + + + + + + -
Fer ion/oxidacion rt + + + + + + +
Fermentacion/oxidacion sacarosa + + + + - + -
Fermentacion/oxidacion melibiosa 4 * * + + -
Fer ion/oxidacion amygdali + + at + y s
Fermentacion/oxidacion arabinosa aF + + + + -
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Reduccién de nitratos - + + g
Pirazinamidasa + + + +

Piroldonil Aramidasa B
Fostfatasa alcalina - + - -
B-glucuronidasa + -

B-galactosidasa + + + +
a-glucosidasa + + + +

N-acetil-B-glucosaminidasa
B-glucosidasa (esculina)
Ureasa

Hidrolisis gelatina
Fermentacion glucosa
Fermentacion ribosa
Fermentacion xilosa
Fermentacion manitol
Fermentacion maltosa
Fermentacion lactosa
Fermentacién sacarosa
Fermentacion glicogeno

De modo que destacamos que la cepa Arthrobacter sp. 4J27 y las especies
relacionadas A. phenanthrenivorans DSM 18606", A. oxydans DSM 20119", A.
polychromogenes DSM 20136, resultaron todas positivas en las siguientes pruebas
enzimaticas: f-galactosidasa (p-NitroFenil-BD-Galactopiranosidasa), asimilacion
glucosa, asimilacion manosa, asimilacion manitol, asimilacion N-acetil-glucosamina,
asimilacion maltosa, asimilacion gluconato potéasico, asimilacion malata, catalasa,
produccion de indol, fermentacion/oxidacion de la glucosa, manitol, inositol, sorbitol,
ramnosa, sacarosa, melibiosa, amigdalina asi como de la arabinosa, reduccion de
nitratos, pirazinamidasa, -galactosidasa y a-glucosidasa. Sin embargo, dichas cepas
resultaron negativas en las siguientes pruebas: formacion de indol (triptofano),
fermentacion glucosa, arginina dihidrolasa, ureasa, hidrdlisis gelatina, asimilacion
acido caprico, asimilacion acido adipico, asimilacion acido fenilacético, citocromo
oxidasa, [-galactosidasa  (orto-NitroFenil-BD-Galactoprianosidasa),  arginina-
dihidrolasa, lisina decarboxilasa, ornitina decarboxilasa, utilizacion del citrato,
produccion de H,S, ureasa, triptofano desaminasa, celatinasa, pirolidonil, arlamidasa,
ureasa, hidrolisis gelatina, asi como la fermentacion glucosa, ribosa, xilosa, manitol,

maltosa, lactosa, sacarosa y glicogeno.

Por otra parte, la cepa A. koreensis 5J12A y las cepas filogenéticamente mas
relacionadas A. luteolus DSM 13067" y A. koreensis DSM16760", resultaron
positivas en las siguientes pruebas enzimdticas: reduccion de nitratos a nitrito,
asimilacion glucosa, arabinosa, manosa, manitol, N-acetil-glucosamina, maltosa,
gluconato potasico, acido adipico, malata, citrato trisddico, asi como d&cido
fenilacético, ademas de catalasa. Sin embargo, dichas cepas resultaron negativas en
las siguientes pruebas: reduccion de nitratos en nitrogeno, formacion de indol

(triptofano), fermentacion glucosa, arginina dihidrolasa, ureasa, hidrélisis esculina,
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hidrolisis  gelatina,  [p-galactosidasa  (p-NitroFenil-betaD-galactopiranosidasa),
asimilacion acido céprico, citocromo oxidasa, B-galactosidasa (orto-NitroFenil-BD-
Galactoprianosidasa),  arginina-dihidrolasa,  lisina  decarboxilasa,  ornitina
decarboxilasa, utilizacion del citrato, produccion de H,S, ureasa, triptéfano
desaminasa, gelatinasa, pirolidonil arilamidasa, B-glucuronidasa, -galactosidasa, a-
glucosidasa, N-acetil-B-glucosaminidasa, B-glucosidasa (esculina), ureasa, hidroélisis
gelatina, fermentacion glucosa, ribosa, xilosa, manitol, maltosa, lactosa, sacarosa, asi

como glicogeno.

Con todos los datos recogidos de las capacidades enzimaticas de las cepas objeto de
estudio Arthrobacter sp. 4J27 y Arthrobacter koreensis SJ12A, y sus respectivos
controles, se generd un dendograma, tal y como se indica en la Figura 1.10, para asi
apreciar las relaciones de agrupacion entre los datos, y la distancia entre ellos segin

las relaciones establecidas.

A. oxydans DSM 201197

A. polychromogenes DSM 20136!

A. phenanthrenivorans DSM 18606

Arthrobacter sp. 4)27

Arthrobacter sp. 5J12A

A. koreensis DSM 16760"

A. luteolus DSM 13067"

Figura 1.10. Relaciones de agrupacion entre los datos en forma de dendograma. Se representa las
relaciones de agrupacion entre los datos de las capacidades enzimaticas, de la cepa Arthrobacter sp.
4)27 y sus controles A. phenanthrenivorans DSM 18606', A. oxydans DSM 20119" y A.
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polychromogenes DSM 20136" y los datos de la cepa A. koreensis 5J12A y sus controles A. luteolus
DSM 13067" y A. koreensis DSM16760".

Segin el dendograma en base a las capacidades enzimaticas, se generaron 2
agrupaciones, por una parte se encontraban las cepas Arthrobacter sp. 4J27, con sus
controles A. phenanthrenivorans DSM 18606", A. oxydans DSM 20119" y A.
polychromogenes DSM 20136 y por otra parte se concentraron la cepa 5J12A con
sus controles A. luteolus DSM13067" y A. koreensis DSM16760".

I3.c Susceptibilidad a antibidticos

Siguiendo con la caracterizacion de la cepa a nivel fenotipico, analizamos la
sensibilidad de las cepas Arthrobacter sp. 4J27 y Arthrobacter koreensis SJ12A,
presentaba a ciertos antibidticos. La caracterizacion del perfil de resistencia o
sensibilidad a antibidticos nos permitira realizar seguimientos o introducir marcadores
genéticos a estas cepas para posteriores estudios de colonizacién de distintos
ambientes. Dicho andlisis de sensibilidad o antibiograma, mediante el uso de discos
de difusion, esta basado en el trabajo de Bauer y colaboradores (1966) y es uno de los
métodos que el Comité Nacional de Normas de Laboratorios Clinicos (NCCLS)
recomienda para la determinacion de la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos.
Este ensayo se realizd tal y como se indica en el apartado M7.e, y se basa en el uso de
un disco con el antibidtico dispuesto sobre el cultivo, el cual causa una zona de
inhibicién en el crecimiento microbiano. En este tipo de ensayos se considera que si el
diametro del halo es de 30-35 mm o mas, usualmente es indicativo de que la cepa es
susceptible. Pero si el diametro es de 15-20 mm o inferior, es indicativo de que la
cepa es resistente (Piddock, 1990). Los antibidticos se utilizaron a las concentraciones
finales indicadas en pg/ml: estreptomicina (Sm), 25; rifampicina (Rif), 30;
cloramfenicol (Cm), 50; kanamicina (Km), 30; tetraciclina (Tc), 10. Los resultados de
estos ensayos se muestran en la Tabla 1.6, donde se observa que las cepas
Arthrobacter sp. 4J27 y A. koreensis 5J12A fueron sensibles a todos los antibioticos

ensayado.
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Tabla 1.6. Susceptibilidad a antibidticos. Se presenta en la primera columna el antimicrobiano
utilizado, en la segunda columna la carga del disco (pug/ul), y en la tercera y cuarta el didmetro (mm)
del halo de inhibicion de las cepas Arthrobacter sp. 4J27 'y Arthrobacter koreensis S5J12A
respectivamente.

Carga del
Antimicrobiano disco (ng/ul) Diametro del halo de inhibicion (mm)
Arthrobacter sp. Arthrobacter

4)27 koreensis 5J12A
Estreptomicina 25 15712 183 £21
Rifampicina 30 347 +£6 307 £21
Cloramfenicol 50 340+ 10 388+ 10
Kanamicina 30 150+ 0 147+ 6
Tetraciclina 10 157+0 156+ 0

13.d Motilidad y pruebas de reduccion de nitratos, catalasa y oxidasa

Los procariotas capaces de moverse lo pueden hacer por varios sistemas, dentro de los
cuales el mejor estudiado es el uso de flagelos. Los flagelos bacterianos son apéndices
filamentosos extracelulares largos y helicoidales, responsables del desplazamiento en
medios liquidos de la mayor parte de las eubacterias moviles. Para determinar la
movilidad de las cepas objeto de estudio, se utilizé el medio manitol-movilidad, tal y
como se indica en el apartado M7.c. Como control positivo de la prueba de motilidad
se utilizdé a Escherichia coli (HB101) (Faddin, 2003), tal y como se indica en el
apartado 1 de Material y Métodos. De este modo, tras 24 horas de incubacion en el
medio especifico, se pudo observar que la cepa Arthrobacter sp. 4J27 no mostro
motilidad aparente en el analisis, ya que no se observd crecimiento mas alla de la
siembra en picadura. Igualmente no se observoé motilidad aparente para la cepa 4.
polychromogenes DSM  20136', mientras que las cepas mas cercanas A.
phenanthrenivorans DSM 18606" y A. oxydans DSM20119" si presentaron capacidad
para moverse. Del mismo modo, la cepa A. koreensis 5J12A no presentd crecimiento
mas alld de la siembra en picadura, al igual que las cepas taxondomicamente mas
cercanas A. luteolus DSM 13067", sin embargo la cepa A. koreensis DSM 16760 si

presento capacidad para el movimiento.
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Para seguir con la caracterizacion fenotipica de las cepas objeto de estudio, se
analizaron las actividades enzimaticas nitrato reductasa, oxidasa y catalasa, en el
mismo medio manitol-movilidad. De este modo, se determind la capacidad de la cepa
de reducir el nitrato a nitrito, es decir, si ésta presentaba la enzima nitrato reductasa.
Para ello, se afiadi6 al medio manitol-movilidad los reactivos Griess-Ilosvay A (o-
naftilamina al 0,5%) y B (4&cido sulfanilico al 0,8%), tal y como se indica en el
apartado M7.c. Segun el ensayo la cepa objeto de estudio Arthrobacter sp. 4J27 y sus
controles A. oxydans DSM20119" y A. polychromogenes DSM 20136 resultaron
incapaz de reducir nitrato, a diferencia de la cepa control 4. phenanthrenivorans DSM
18606", la cual si presenté la capacidad de reducir nitrato a nitrito. Por otro lado, tanto
la cepa A. koreensis 5J12A como sus controles A. luteolus DSM 13067" y A.
koreensis DSM 16760", fueron capaces de reducir nitrato. Con la adicion de dichos
reactivos también fue posible determinar que la cepa Arthrobacter sp. 4J27 fue capaz
de metabolizar el manitol (confirmado en ensayos anteriores, apartado 3.a y 3.b de
este capitulo), al igual que sus controles A. phenanthrenivorans DSM 18606", A.
oxydans DSM20119" y A. polychromogenes DSM 20136". Igualmente la cepa A.
koreensis 5J12A y sus controles A. luteolus DSM 13067" y A. koreensis DSM
16760", fueron capaces de metabolizar en manitol (confirmado en ensayos anteriores,

apartado 3.a y 3.b de este capitulo).

La enzima citocromo C oxidasa o complejo IV, permite distinguir entre diferentes
grupos de organismos (Steel 1961; Bascomb & Manafi 1998). Esta es una enzima
presente en la cadena de transporte de electrones, de la membrana plasmatica. De este
modo para determinar si las cepas Arthrobacter sp. 4J27 y A. koreensis 5J12A, asi
como las cepas taxondmicamente mas cercanas presentaban dicha enzima, se adicion6
a una colonia el reactivo de Kovac's, tal y como se indica en el apartado M6.c. Como
control positivo se utilizd la cepa E. coli HB101, ya que presenta actividad oxidasa
positiva (Faddin, 2003) y como control negativo se consider6 a la cepa
Staphylococcus aureus NCTC 12035, puesto que no posee la enzima citocromo C
oxidasa (Messina et al. 2002). Asi, tras la adicion de dicho reactivo no se observo el
cambio de color a purpura intenso en ninguna de las cepa ensayadas, Arthrobacter sp.
4J27 y A. koreensis 5J12A. Como era de esperar el control positivo, E. coli HB101,
presento actividad oxidasa positiva a diferencia del control negativo, S. aureus NCTC

12035, que no present6 dicha actividad.
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La enzima catalasa se encuentra con frecuencia entre los organismos aerobios para
eliminar H,O, (subproducto de muchas reacciones metabdlicas). Dicha enzima es
utilizada para la identificacion de organismos. La familia Micrococcaceae a la que
pertenece el género Arthrobacter, presentan actividad catalasa positiva (Bascomb &
Manafi, 1998). Para comprobar si la cepa objeto de estudio, presentaba actividad
catalasa se afiadio a una colonia aproximadamente 2 gotas de peroxido de hidrogeno
(H20,) al 3% (v/v), tal y como se describe en el apartado M6.c. De modo que, se
utilizdé como control positivo la cepa E. coli HB101 por presentar actividad catalasa
positiva (Faddin, 2003). Nuevamente se utilizo la cepa S. aureus KCTC 12035 como
control negativo, por no presentar actividad catalasa (Messina et al. 2002). Tras dicha
adicion se observo que la cepa Arthrobacter sp. 4J24 'y A. koreensis SJ12A, asi como
las cepas taxonOmicamente mas cercanas produjeron burbujas, por lo que se
consideraron como cepas con actividad catalasa positiva. Como era de esperar el
control positivo, E. coli HB101, present6 actividad catalasa positiva, a diferencia del

control negativo, S. aureus KCTC 12035, que presento actividad catalasa negativa.

4. ESTUDIO DEL CRECIMIENTO EN FUNCION DE PARAMETROS
FISICOQUIMICOS

Para continuar con la caracterizacion de las cepas Arthrobacter sp. 4J27 y A.
koreensis 5J12A y dado que el fin ultimo es la produccion industrial de estas cepas en
caso de poder utilizarse como herramientas en procesos de biorremediacion, se
decidié estudiar los parametros fisicoquimicos mas relevantes en el crecimiento
bacteriano. Para estos estudios se determinaron los rangos de temperatura, pH y
concentracion de NaCl a las que las cepas Arthrobacter sp. 4127 y A. koreensis SJ12A
y las cepas taxondOmicamente mas cercanas proliferan, asi como las condiciones a las

que el crecimiento estaba impedido.

I4.a Caracterizacion de la temperatura méxima tolerada y minima inhibitoria

El objetivo de este ensayo fue identificar tanto la temperatura maxima tolerada como
la temperatura minima inhibitoria, para el crecimiento de las cepas objeto de estudio,

Arthrobacter sp. 4)J27 y sus controles A. phenanthrenivorans DSM 18606, A.
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oxydans DSM 20119" y A. polychromogenes DSM 20136" y la cepa A. koreensis
5J12A vy sus controles A. luteolus DSM 13067 y A. koreensis DSM 16760".

Para caracterizar la temperatura maxima, por encima de la cual no se produce un
crecimiento aparente de las cepas objeto de estudio, se procedio tal y como se indica
en el apartado M3.1. De este modo, se observo que la cepa Arthrobacter sp. 4127
prolifer6 a las temperaturas de 30 y 35°C, pero no se observdé aumento de la
absorbancia cuando los cultivos se incubaron a 40, 45 y 50°C, al igual que ocurrié con
las cepas control A. phenanthrenivorans DSM 18606", A. oxydans DSM20119" y A.
polychromogenes DSM 20136'. De igual modo, se realizd el ensayo enfocado a
caracterizar la temperatura maxima, por encima de la cual no se produce un
crecimiento aparente de la cepa 4. koreensis 5J12A, asi pues como se puede observar
en la Tabla 1.7 esta prolifer6 a las temperaturas de 30, 35 y 40°C, a diferencia de sus
controles A. Iuteolus DSM 13067" y A. koreensis DSM 16760", que no fueron

capaces de crecer a la temperatura de 40°C, pero si a 30 y 35°C.

Andlogamente, para identificar la temperatura minima aproximada, por debajo de la
cual no se registr6 aumento aparente de la absorbancia, se procedio tal y como se
indica en el apartado M3.2. En este caso, la cepa Arthrobacter sp. 4J27 prolifero a las
temperaturas de 15 y 20°C, pero no se observd aumento aparente de la absorbancia, a
las temperaturas de 5 y 10°C, sin embargo, la cepa A. phenanthrenivorans DSM
18606" fue capaz de crecer a todas las temperaturas ensayadas, pero A. oxydans DSM
201197 solo fue capaz de crecer a la temperatura minima de 20°C y A.
polychromogenes DSM 20136" a las temperaturas minimas de 10, 15 y 20°C. De
igual modo, se realizd el ensayo enfocado a caracterizar la temperatura minima, por
debajo de la cual no se produjo un crecimiento aparente de la cepa 4. koreensis SJ12A
y sus controles. Asi pues como se puede observar en la Tabla 1.7, ésta proliferd a las
temperaturas de 15 y 20°C, pero no a las temperaturas minimas de 5 y 10°C, a
diferencia de sus controles A. luteolus DSM 13067" y A. koreensis DSM 16760", que

no fueron capaces de crecer a las temperaturas de 5, 10 ni 15°C, pero si a 20°C.

Los registros mas altos de absorbancia (Abseoonm 8,7), se observaron cuando el cultivo
de la cepa Arthrobacter sp. 4J27 se incubd a 30°C, por lo que estimamos que la
temperatura optima de crecimiento esta en torno a esta temperatura. Sin embargo, los

para A. koreensis 5J12A los valores mas elevados de absorbancia se registraron a
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40°C, por lo que estimamos que la temperatura 6ptima de crecimiento esta en torno a

esta temperatura (Tabla 1.7).

Tabla 1.7. Caracteristicas distintivas de las cepas bacterianas segin la temperatura maxima y
minima. En la tabla se representa con signo positivo (+) el aumento significativo de la absorbancia de
los cultivos de las distintas cepas, y se representa con doble signo positivo (++) la temperatura a la cual
se registro la absorbancia mas alta. Por el contrario se representd con signo negativo (—) cuando no se
observé aumento aparente en la turbidez tras un periodo de 24 h.

Temperatura (°C)

Cepas 5 10 15 20 30 35 40 45

Arthrobacter sp. 4127
i -+ + o+ - -

A. penanthrenivorans DSM 18606"
+ o+ 4+ + + - -

A. oxydans DSM 20119"

- - - + ++ 4+ - -
A. polychromogenes DSM 20136"
A. koreensis 5J12A

A. luteolus DSM 13067

A. koreensis DSM 16760" - o+ 4+ i

14.b Caracterizacion del pH maximo tolerado y minimo inhibitorio

Con objeto de identificar el pH maximo tolerado y el minimo inhibitorio, para el
crecimiento de las cepas Arthrobacter sp. 4127 y A. koreensis 5J12A, asi como las
especies taxondmicamente mas relacionadas, se plante6 como primer paso la
caracterizacion de la concentracion méaxima a la cual se produce crecimiento aparente
de la cepa, de modo que se procedid tal y como se indica en el apartado M3.2. De
modo que, tras la realizacién de dicho ensayo, tal y como se refleja en la Tabla .8,
observamos que la cepa Arthrobacter sp. 4J27 fue capaz de proliferar a pH 9, pero no
se observo aumento aparente de la absorbancia, cuando el pH del medio se ajusté a 12
o por encima de 12, al igual que las cepas control A. phenanthrenivorans DSM
18606", A. oxydans DSM20119" y A. polychromogenes DSM 20136'. Sin embargo,
la cepa 4. koreensis 5J12A creci6 a pH 9 y 12, pero no se observo crecimiento
aparente a pH 13, respecto a las cepas control A. luteolus DSM 13067 y A. koreensis
DSM 16760" que sélo fueron capaces de proliferar a pH 9.
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Para identificar el pH minimo inhibitorio aproximado al cual no se produce un
crecimiento aparente de las cepas Arthrobacter sp. 4J27 y A. koreensis 5J12A, asi
como de sus respectivos controles, se procedié tal y como se indica en el apartado
M3.2. Seglin este ensayo, tal y como se indica en la Tabla 1.8, la cepa Arthrobacter
sp. 4J27 fue capaz de proliferar a pH 5 y 7, pero a pH 3 no se observd aumento
aparente de la absorbancia, al igual que las cepas control 4. phenanthrenivorans DSM
18606", A. oxydans DSM 20119" y A. polychromogenes DSM 20136". Del mismo
modo, la cepa A. koreensis SJ12A fue capaz de proliferar a pH minimo de 5 y 7 pero
no fue capaz a pH 3, al igual que la cepa control A. koreensis DSM 16760", sin

embargo la cepa control A. luteolus DSM 13067 no proliferé a pH 5.

El mayor aumento de absorbancia (Abseoonm de 9,2), se registré a pH 7 tanto para

Arthrobacter sp. 4J27, como para A. koreensis 5J12A (Tabla 1.8).

Tabla 1.8. Caracterizacion del pH maximo y minimo tolerado. En la tabla se representa con (+) el
aumento significativo de la absorbancia de los cultivos de las distintas cepas, y se representa con (++)
el pH al cual se registré la absorbancia mas alta. Por el contrario se represent6 con signo (—) cuando no
se observd aumento aparente en la turbidez tras un periodo de 24 h.

pH
Cepas 3 5 7 9 12 13
Arthrobacter sp. 4127

- + ++ o+ - -

A. penanthrenivorans DSM 18606"
- + —+ + - -

A. oxydans DSM 20119"
- + ++ + - -

A. polychromogenes DSM 20136"
- + ++ o+ - -

A. koreensis 5J12A

- + ++ + + -
A. luteolus DSM 13067

- - ++ + - -
A. koreensis DSM 16760" - + ++ + - -

I4.c Caracterizacion de la concentracion de NaCl méxima tolerada y minima

inhibitoria

Con objeto de identificar la concentracion maxima tolerada y minima inhibitoria de

NaCl para el crecimiento de las cepas Arthrobacter sp. 4127 y A. koreensis 5J12A, asi
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como las cepas taxondmicamente mas relacionadas, se plante6 como primer paso la
caracterizacion de la concentracion méxima a la cual se produce crecimiento aparente
de las cepas, de modo que se procedi6 tal y como se indica en el apartado M3.3.
Como se puede observar en la Tabla 1.9, la cepa Arthrobacter sp. 4127, fue capaz de
proliferar a 0,8 M (NaCl) pero no a concentraciones mayores, al igual que las cepas
control A. phenanthrenivorans DSM 18606" y A. oxydans DSM 20119 pero no la
cepa control A. polychromogenes DSM 20136", que no fue capaz de proliferar a la
concentracion de 0,8 M. Igualmente, la cepa A. koreensis SJ12A y sus controles A.
Iuteolus DSM 13067" y A. koreensis DSM 16760" fueron capaces de proliferar en un
medio con un concentracion de 0,6 y 0,8 M en NaCl pero no a concentraciones mas

altas.

Para identificar la concentracion de NaCl minima aproximada, a la cual se produjo un
crecimiento aparente de las cepas Arthrobacter sp. 4J27 y A. koreensis 5J12A, asi
como de sus respectivos controles, se procedié tal y como se indica en el apartado
M3.3. A continuacion se tomaron medidas de absorbancia a una longitud de onda de
600 nm a las 6, 12 y 24 horas de incubaciéon. Asi pues, tal y como se indica en la
Tabla 1.9, la cepa 4J27 proliferé en ausencia de NaCl y en presencia de NaCl a las
concentraciones de 0,2 y 0,4 M, al igual que las cepas control 4. phenanthrenivorans
DSM 18606", A. oxydans DSM20119" y A. polychromogenes DSM 20136'. De
mismo modo, la cepa 5J12A y sus controles A. luteolus DSM 13067" y A. koreensis
DSM 16760", fueron capaces de proliferar en ausencia de NaCl y en presencia a las

concentraciones de 0,2 y 0,4 M.

La absorbancia mas alta (Absgoonm de 8,6) para el cultivo de la cepa Arthrobacter sp.
4J27 y la cepa A. koreensis 5J12A, se registro cuando se adicion6 al medio LB, 0,2 M
de NaCl, por lo que consideramos que la concentraciéon optima de NaCl para el

crecimiento maximo de ambas cepas estd entorno a ese valor.
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Tabla 1.9. Caracterizacion de la concentracion de NaCl maxima y minima. En la tabla se
representa con (+) el aumento significativo de la absorbancia de los cultivos de las distintas cepas, y se
representa con (++) la concentracion a la cual se registro la absorbancia mas alta. Por el contrario se
represent6 con signo (—) cuando no se observo aumento aparente en la turbidez tras un periodo de 24 h.

Concentracion NaCl (M)

Cepas 0 02 04 06 08 1 1,2 1,6

Arthrobacter sp. 4127
+ o+ o+ + o+ - - -

A. penanthrenivorans DSM 18606"
=+ o+ + + o+ - - -

A. oxydans DSM 20119"
+ =+ o+ + o+ - - -

A. polychromogenes DSM 20136"
=+ o+ + + - - - -
A. koreensis 5J12A

A. luteolus DSM 13067

A. koreensis DSM 16760" + 4+ 4+ o+ o+ - - B}

I4.d Tolerancia a la desecacion

Dado que las cepas objeto de estudio, Arthrobacter sp. 4127 y A. koreensis 5J12A,
fueron clasificadas como tolerantes a la sequia (Narvaez-Reinaldo et al. 2010), y a
que su uso se destinara al tratamiento de las mismas en procesos de biorremediacion
de ambientes sometidos a sequia, se decidid realizar un ensayo para determinar la
supervivencia de dichas cepas a la falta de agua, ademas se compararon con las cepas
filogenéticamente mas relacionadas. Dicho ensayo se realizo tal y como se indica en
el apartado M4.d. La tolerancia a condiciones de sequia de las distintas cepas se
expresé como porcentaje de supervivencia a la falta de agua. En este ensayo se
incluyd como control positivo una cepa de Acinetobacter calcoaceticus PADDG6S,
aislada en nuestro grupo e identificada como tolerante a la desecacion, con
aproximadamente un 4% de supervivencia, porcentaje a partir del cual consideramos
que una cepas es tolerante a la desecacion. Como control negativo se incluyo
Pseudomonas putida KT2440 (Manzanera et al. 2002; Narvaez-Reinaldo et al. 2010),
utilizada por ser una cepa sensible a la desecacion (Manzanera et al. 2002), tal y como

aparece en la Figura I.11.
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Figura L.7. Tolerancia a la desecacion. Se representa en forma de columnas el porcentaje de
supervivencia de las cepas del género Arthrobacter objeto de estudio. Ademas de la cepa considerada
como control positivo A. calcoaceticus PADDG68 y la cepa considerada como sensible a la desecacion,
P. putida KT2440. En el eje de abscisas se indican las cepas objeto de estudio y en el eje de ordenadas
se indica el porcentaje de supervivencia a la desecacion. Se indica con asterisco (*) las diferencias

significativas. La desviacion estandar, media de tres experiencias, se presenta en forma de barras de
error.

Todas las cepas presentaron diferencias significativas con respecto a la cepa
considerada como control positivo A. calcoaceticus PADD68A la cual mostro un
3.23% =+ 0.2 de supervivencia a la falta de agua. Por otro lado, la cepa Arthrobacter
sp. 4J27 mostrd un grado de tolerancia a la desecacion (31,58% + 6,9) muy superior a
la cepa considera como control positivo, al igual que la cepa 4. koreensis SJ12A
(34,63% =+ 0,87). Ademas la cepa Arthrobacter sp. 4J27 presentd una clara diferencia
significativa con respecto a las cepas filogenéticamente madas relacionadas, A4.
phenanthrenivorans DSM 18606" (1.5% + 0.41), A. oxydans DSM20119" (1,87 +
0,99) y A. polychromogenes DSM 20136" (1,8 + 0,49), las cuales fueron consideradas
como sensibles a la desecacion por sus bajo porcentaje de supervivencia. Al igual que
ocurri6 con la cepa control A. luteolus DSM 13067" (0,65 + 0,041) que fue
considerada como sensible a la desecacidon. Sin embargo, la cepa control A. koreensis

DSM 16760" presentd una alta tolerancia a la desecacion (29,89 + 1,035). La cepa
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considerada como control negativo de la experiencia por ser sensible a la falta de
agua, P. putida KT2440, presentd una supervivencia por debajo de los niveles de

deteccion.

Discusion

El género Arthrobacter fue definido por primera vez por Conn & Dimmick (1947)
como perteneciente a la clase Actinobacteria e incluida como bacteria corineforme,
con metabolismo aerdbico. Existen numerosos casos de especies dentro de dicho
género descritas como anhidrobiontes (Mulder & Antheunisse 1963) y como
degradadoras de hidrocarburos (Casellas et al. 1997; Kallimanis et al. 2009a). Las
cepas 4J27 y 5J12A, clasificadas como tolerantes a la desecacion (Narvaez-Reinadldo
et al. 2010), se identificaron como pertenecientes al género Arthrobacter mediante la
secuenciacion del gen ARNr 16S. De modo que en base a la secuencia del gen ARNr
16S de la cepa 4J27 se observo una maxima similitud con las especies bacterianas A.
phenanthrenivorans DSM 18606, A. oxydans DSM 20119 y A. polychromogenes
DSM 20136'. Sin embargo, la cepa 5J12A presentd maxima similitud con las
especies bacterianas A. luteolus DSM 13067" y A. koreensis DSM 16760". Asi pues,
para conocer el grado de similitud taxondmica entre las cepas objeto de estudio y las
que estan mas relacionadas, se realizd la técnica de hibridacion ADN-ADN. Segun las
recomendaciones del comité ad hoc para la definicidon de especies bacterianas, la cepa
4J27 no pertenecidé a ninguna de las especies control A. phenanthrenivorans DSM
18606", A. oxydans DSM 20119" y A. polychromogenes DSM 20136". Por ello se
propuso como nueva especie dentro del género Arthrobacter y se nombrd como
Arthrobacter siccitolerans (sic.ci.to’le.rans. L. Adj. siccus dry, L. part. adj. Tolerans
toleranting; N.L. part. adj. Siccitolerans dry-toleranting) (SantaCruz-Calvo et al.
2013). Sin embargo, la cepa 5J12A resultd pertenecer a la especie bacteriana A.
koreensis, por lo que se denominé como Arthrobacter koreensis 5J12A. Tras dicho
analisis se determind el contenido G+C (mol%) de cada una de las cepas, tras lo cual
se observo que ambas presentaron un valor dentro del rango mostrado por todos los
miembros del género Arthrobacter, considerado como bacterias de alto contenido en

G+C (mol%) (Keddie et al. 1986).
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Ya que el objetivo de este capitulo es caracterizar las cepas con capacidad para tolerar
la falta de agua para su uso en técnicas de biorremediacion en ambientes aridos o
semiaridos y clasificar la cepa A. siccitolerans 4J27" como nueva especie dentro del
género Arthrobacter, realizamos una serie de analisis quimiotaxondémicos, fenotipicos
y fisicoquimicos. Entre las pruebas quimiotaxondmicos analizamos los
peptidoglicanos, acidos grasos, la composicion de quinonas respiratorias y azlucares
de la pared celular. Los peptidoglicanos de las especies del género Arthrobacter
contienen lisina como diaminoacido. Aplicando el esquema de Schleifer and Kandler
(1972), segun las diferencias en la composicion de los aminoacidos de la cadena
interpéptidica, se distinguen dos grupos dentro del género Arthrobacter, por un lado
aquellos que poseen el tipo de peptidoglicanos A3a y por otro lado aquellos que
poseen el tipo A4a. La mayoria de las especies del género poseen el tipo A3a, los
cuales presentan L-aminoacido monocarboxilico o glicina o ambos en el puente
interpeptidico. Segtin los resultados obtenidos las cepas A. siccitolerans 4J27" y A.
koreensis 5J12A pertenecen al grupo de especies con el tipo de peptidoglicanos A3a..
Ambas presentaron diferencias en la composiciéon de los aminoacidos del puente
interpeptidico, ya que este grupo lo componen especies con una gran variedad de
puentes, aquellos arthrobacters con el tipo de peptidoglicanos A3c. pueden ser
distinguidos en base a la composicion de los aminodcidos que conforman dicho
puente. Segun los resultados obtenidos tras el analisis de los peptidoglicanos podemos
decir que, la cepa A. siccitolerans 4J27" forma parte del grupo 3 compuesto por A.
chlorophenolicus, A. sulfonivorans, A. oxydans, A. defluvii, A. polychromogenes y A.
scleromae. Y la cepa A. koreensis 5J12A se clasifica dentro de la subclase III junto

con A. citreus, A. gandavensis, A. koreensis y A. luteolus (Goodfellow et al. 2012).

En referencia a la composicion de azicares de la pared celular se han analizado
aproximadamente la mitad de las especies del género Arthrobacter y la mayoria de
estas presentaron galactosa (Gal) como unico azicar de la pared celular o en
combinacion con otros azucares, como la glucosa (Glu), ramnosa (Rha), manosa
(Man), ribosa (Rib) y xilosa (Xyl) (Goodfellow et al. 2012). En el analisis de los
azcares de la pared celular de la cepa A. siccitolerans 4J27", se observd que
presentaba 5 tipos de azucares, Gal, Glu, Rha, Man y Rib. Sin embargo, la cepa A.
koreensis SJ12A presento 3 tipos de aztcares en la pared celular, Gal, Rha y Rib, a

diferencia de lo encontrado en la especie A. koreensis DSM 16760 (Rha), la cual
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posee junto con las especies 4. psychrophenolicus (Glc) y A. luteolus (Rha) un sélo
tipo de azucar (J.-S. Lee et al. 2003; Goodfellow et al. 2012). Segun los resultados la
composicion de azucares no es consistente entre las cepas de una misma especie.
Muchos autores han considerado este analisis mas adecuado para la caracterizacion de
las especies que para la identificacion de grupos estrechamente relacionados, ya que o
bien existe una variada composicion en el tipo de aztcares de la pared celular entre
las especies estrechamente relacionadas, o bien ciertas composiciones son

encontradas en diferentes subclases/ARNr (Goodfellow et al. 2012).

Los acidos grasos ramificados predominantes en las especies del género Arthrobacter
son iso- y anteiso-. Las especies bacterianas A. siccitolerans 4J27" y A. koreensis
5J12A presentaron como acido graso ramificado predominante, el denominado acido
anteiso-pentadecanoico (Cis, anteiso). La mayoria de especies dentro del género
posee un perfil de acidos grasos dominado por C;s, anteiso y poseen usualmente
grandes cantidades de Cjs, 150, Cieo 150 y Ci7 anteiso (Westerberg et al. 2000;
Goodfellow et al. 2012). Algunas especies del género Arthrobacter poseen cantidades
notables de C¢.0, como son 4. citreus, A. nicotianae, A. cumminsii, A. niigatensis, A.
oxydans y A. polychromogenes (Goodfellow et al. 2012) y las cepas objeto de estudio
A. siccitolerans 4J27" y A. koreensis 5J12A. Sin embargo, la presencia de estos
acidos grasos no esta correlacionado con las relaciones genéticas (Goodfellow et al.

2012).

En cuanto a las quinonas respiratorias, el género Arthrobacter se divide en dos grupos
segin la composicion en menaquinonas. El primer grupo incluye la mayoria de las
especies del género. Dicho grupo lo componen aquellas especies que presentan como
componente mayoritario, menaquinonas monosaturadas con 9 unidades isoprenoides
en la cadena, MK-9(H;). Este grupo también incluye un pequefio nimero de especies
que presentan como componente mayoritario menaquinonas monosaturadas con 8
unidades isoprenoides, MK-8(H;), las cuales corresponden al grupo polifilético A.
globiformis/ A. citreus (Keddie et al. 1986). Segtn los resultados obtenidos, la cepa 4.
koreensis 5J12A pertenece a dicho primer grupo. El segundo grupo lo conforman
varias especies del género, las cuales exhiben menaquinonas con 8, 9 y/o 10 unidades
de isporenoides insaturadas y corresponden al grupo de 4. nicotianae (Keddie et al.
1986). La especie bacteriana A. siccitolerans 4J27' presentd menaquinonas

insaturadas y saturadas de 9 unidades de isoprenoides (SantaCruz-Calvo et al. 2013).
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Este sistema de quinonas compuestas de menaquinonas monosaturadas y
completamente insaturadas con isoprenoides de distintas longitudes, forman un grupo
inusual entre las bacterias (Goodfellow et al. 2012). La especie A. scleromae, proxima
a la cepa A. siccitolerans 4J27" segtn el arbol filogenético (ARNr 16S) también
presentd menaquinonas insaturadas y saturadas de 8 unidades isoprenoides (Huang et
al. 2005). Ademas la cepa con la que guarda una relacion mas estrecha, A.
phenanthrenivorans, prosee menaquinonas insaturadas y saturadas de 9 y 8 unidades

de isoprenoides respectivamente (Kallimanis et al. 2009a).

Tras los analisis quimiotaxondémicos se realizaron analisis fenotipicos de las cepas A.
siccitolerans 4J27" y A. koreensis 5J12A. Dichos analisis mostraron el potencial
metabolico y enzimatico de cada una de las cepas objeto de estudio y las especies
estrechamente relacionadas. De modo que, segtn las capacidades metabolicas la cepa
A. siccitolerans 4J27" presentd mayor relacion con la cepa A. oxydans DSM 201197,
seguida de la especie bacteriana A. phenanthrenivorans DSM 18606" y por tltimo la
especie A. polychromogenes DSM 20136". Segln la agrupacion en forma de
dendograma de los datos metabolicos, la cepa 4J27 forma un grupo diferente al resto
de especies con las que guarda relacion filogenética. Sin embargo, segun el arbol
filogenético en base al gen ARNr 16S, dicha cepa presentd la relacion mas estrecha
con la cepa A. phenanthrenivorans DSM 18606", con la que comparte el mismo grupo
segin el arbol filogenético (ARNr 16S). Por otra parte, la cepa koreensis SJ12A
presentd mayor relacion segun las capacidades metabolicas, con la cepa A. koreensis
DSM 16760". Sin embargo, la especie bacteriana A. luteolus DSM 13067 aparece
separada del grupo, presentando mayores diferencias segin las capacidades
metabolicas. Segun dichas capacidades la distribucion de la cepa 4. koreensis 5J12A
y sus controles, concuerdan con la distribucion obtenida tras la realizacion del arbol
filogenético. En base al potencial enzimatico, la cepa A. siccitolerans 4J27" guardd
una relacion mas estrecha con la especie bacteriana A. phenanthrenivorans DSM
18606" y la cepa A. koreensis 5T12A con la especie a la que pertenece, A. koreensis
DSM 16760". Ambas relaciones concuerdan con las obtenidas tras la realizacion del
arbol filogenético en base al gen ARNr 16S. La cepa A. siccitolerans 4J27" presentd
diferencias en cuanto a la capacidad para reducir nitrato a nitrito, con respecto a la

especie con la que guarda mas relacion A. phenanthrenivorans DSM 18606". Por otra
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parte, la cepa A. koreensis 5J12A y la especie tipo a la que pertenece, 4. koreensis

DSM 16760" no presentaron diferencias en la capacidad de reducir nitrato a nitrito.

Para utilizar las cepas A. siccitolerans 427" y A. koreensis 5J12A como herramientas
biotecnoldgicas para la descontaminacién de ambientes sometidos a estrés hidrico,
temperaturas altas y pH ligeramente 4cidos o &cidos. Realizamos un estudio para
conocer las limitaciones en el crecimiento en base a distintas condiciones de
temperaturas, pH y salinidad (NaCl). Con ello continuamos con la caracterizacion
fisicoquica de cada una de ellas. Asi pues, la cepa A. siccitolerans 427" presentd la
capacidad de proliferar en un ambiente sometido a temperaturas comprendidas entre
15 y 35°C, a un pH tanto acido como bésico y ausencia o alta concentracion salina.
Sin embargo, la cepa 4. koreensis 5J12A proliferd a temperaturas comprendidas entre

15 y 40°C, a pH tanto acido como basico y en ausencia o alta concentracion salina.

La especie A. siccitolerans 4J27" se clasifico como tolerante a la desecacion
(Narvéez-Reinaldo et al. 2010), sin embargo ninguna de las cepas relacionadas
filogenéticamente A. phenanthrenivorans DSM 18606", A. oxydans DSM 20119" y A.
polychromogenes DSM 20136" presentd capacidad para tolerar condiciones de falta
de agua. Por otra parte, la especie A. koreensis DSM 16760" al igual que la cepa A.
koreensis 5J12A presento tolerancia a la desecacion. Por ello nos planteamos que
dentro del género Arthrobacter las cepas que pertenecen a una especie bacteriana

tolerante a la desecacion, podrian compartir esta propiedad.

74



CAPITULO 11






CAPITULO II

CAPITULO II

DEGRADACION DE HIDROCARBUROS POR LAS CEPAS
4J27 Y 5J12A 'Y AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS
TOLERANTES A LA DESECACION PARA SU USO EN
PROCESOS DE RIZORREMEDIACION

Introduccion

La rizorremediacion, es un tipo especifico de fitorremediacion, que implican a la
planta y los microbios de la rizosféra asociados a las raices de éstas, para la
degradacion de compuestos contaminantes. Dicha asociacion puede establecerse
naturalmente o bien por la introduccion deliberada de microorganismos especificos.
Estos microorganismos pueden ser degradadores del contamiante y/o promotores del

crecimiento en planta, bajo condiciones de estrés ambiental (Gerhardt et al. 2009).

Algunos microorganismos rizosféricos amortiguan estreses abioticos modificando el
ambiente, dichos microorganismos son comunmente denominados como bacterias
promotoras del crecimiento en plantas (PGPR). Las PGPR facilitan directa o
indirectamente el crecimiento de la planta (Glick et al. 1995; Glick et al. 1998); la
estimulacion indirecta incluye una variedad de mecanismos por los cuales la bacteria
previene de fitopatogenos, inhibiendo su crecimiento y desarrollo (Sivan & Chet,

1992; Glick & Bashan 1997). Sin embargo, la estimulacion directa incluye la fijacion

77



CAPITULO II

de nitrogeno atmosférico, la sintensis de fitohormonas (giberelinas, citocininas y
auxinas), la solubilizacién de minerales como fosfatos. Ademas las PGPR poseen
enzimas especificas, indicadas algunas en la Figura II.1, que producen cambios
fisiologicos en las plantas a nivel molecular (Jacobson et al. 1994; Glick 1995;

Saleem et al. 2007).

La planta bajo condiciones de estrés disminuye su crecimiento como consecuencia de
una serie de procesos fisioldgicos, como son la sobreproduccion endogena de etileno
(Saleem et al. 2007; Belimov et al. 2009). El etileno es una hormona que produce la
planta, la cual modifica su crecimiento y desarrollo (Arshad et al. 2002; Glick et al.
2005). En condiciones de sequia su produccion tiene efectos negativos en el
crecimiento de las raices y como consecuencia en el crecimiento de la planta. En este
aspecto, un mecanismo de accion asociado a determinados microorganismos consiste
en disminuir la concentracion de etileno (Kloepper et al. 1989) mediante la actividad
de la enzima l-aminociclopropano-1 acido carboxilico deaminasa (ACCd) (Glick et
al. 1998), cuando ésta los produce en mayor concentracion en respuesta a algun estrés
ambiental (Glick et al. 1998; Glick 2005; Safronova et al. 2005), como puede ser el
estrés por falta de agua (Mayak et al. 2004; Yowono et al. 2005). Recientemente
varios grupos han demostrado que existen PGPR con capacidad para proteger a
plantas frente a condiciones de sequia, aislados de suelos secos o sometidos a
condiciones de falta de agua (Sharp et al. 2004; Mayak et al. 2004; Ahmad et al.
2008; Vilchez et al. 2008; Yang et al. 2009).
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Figura II.1. Esquema de actividad de la enzima 1-aminociclopropano-1 acido carboxilico
deaminasa (ACCd).

.2 AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS TOLERANTES A LA
DESECACION

Algunos microorganismos acumulan pequefios compuestos organicos, denominados
solutos compatibles, en respuesta a cambios extracelulares de osmolaridad, debido a
la desecacion o la adicion de sales (Brown, 1976; Arakawa & Timasheff 1982).
Dichos solutos permiten a los microorganismos que lo producen estabilizarse frente a
situacion de estrés ambiental. Los solutos compatibles que protegen a
microorganismos ahidrobiontes son llamados “xeroprotectores” (Vilchez et al. 2008).
Segin Manzanera y colaboradores (2004), dichos solutos compatibles, como la
trehalosa o hidroxiectoina protegen a las células vivas deshidratadas ante la presencia
de solventes organicos (Manzanera et al. 2004; Vilchez et al. 2008). Vilchez y
colaboradores (2008) demostraron que las células de Pseudomonas putida KT2440
podian estabilizarse en presencia de xeroprotectores como la trehalosa o la
hidroxiectoina y por tanto tolerar la presencia de disolventes, como el cloroformo.
Aquellas células desprovistas de xeroprotectores dejaban de ser viables a causa de los
efectos deletéreos del cloroformo, lo que denomin6 como esporas artificiales (Vilchez

et al. 2008). A partir de esta investigacion, Narvdez y colaboradores (2010)
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desarrollaron un método para el aislamiento de microorganismos tolerantes a la falta
de agua, mediante el uso del cloroformo como agente selectivo. El cloroformo es un
compuesto quimico utilizado como desinfectante, capaz de matar células vegetativas
aunque no a sus esporas. De modo, que aquellas bacterias silvestres estabilizadas por
xeroprotectores, producidos por las mismas como respuesta a condiciones de estrés
por falta de agua, pueden ser aisladas utilizando el cloroformo. Para proceder al
aislamiento, el suelo del que proceden ha de estar en condiciones de sequia durante un
periodo de tiempo prolongado para que aquellas bacterias xerotolerantes hayan

producido los xeroprotectores, que la protegen del estrés ambiental y a su vez del

cloroformo utilizado para el aislamiento (Figura I1.2).

Figura IL.2. Esquema del proceso de aislamiento de bacterias tolerantes a la desecaciéon mediante

el método del cloroformo.

Resultados

Para adecuar la técnica de rizorremediacion de suelos contaminados con hidrocaburos

a las condiciones de condiciones de falta de agua, hemos de emplear microorganismos
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y plantas que toleren la falta de agua y que dichos microorganismos presenten la
capacidad para degradar compuestos contaminantes, en nuestro caso compuestos
hidrocarbonados. La secuenciacidon del genoma de las cepas A. siccitolerans 4J27 y A.
koreensis 5J12A, nos permitid identificar genes con homologia a los implicados en el
ciclo de degradacion de ciertos hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs). En el
caso de la especie A. siccitolerans 4J27 se identificaron genes implicados en la
degradacion del antraceno, fenantreno y pireno. Igualmente, en el caso de la cepa
Arthrobacter koreensis 5J12A se identificaron genes con homologia a los implicados
en la degradacion del antraceno, fenantreno y pireno. Tal y como hemos indicado en
el capitulo I, dichos resultados nos encaminaron hacia la posibilidad de que ambas
cepas pudieran utilizarse como herramientas biotecnoldgicas para la
descontaminacion de suelos sometidos a condiciones de estrés por falta de agua y
contaminados con compuestos recalcitrantes como son el antraceno, el fenantreno y el

pireno.

En primer lugar procedimos al analisis del crecimiento de las cepas A. siccitolerans
4J27 y A. koreensis 5J12A, en un medio minimo adicionado con los hidrocarburos
antes mencionados. Una vez analizados los resultados, decidimos aislar nuevos
microorganismos que presentaran la capacidad de tolerar la falta de agua y de crecer
en un medio minimo adicionado con algunos hidrocarburos aromadticos y ademas

incluimos el contaminante diesel.

II.1. DEGRADACION DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS
POR LAS CEPAS A. siccitolerans 4127 y A. koreensis 5J12A

Para identificar si las cepas tolerantes a la desecacion, A. siccitolerans 4J27 y A.
koreensis 5J12A eran capaces de utilizar los hidrocarburos aromadticos policiclicos
antraceno, fenantreno y pireno, realizamos un estudio de la capacidad de crecimiento
de las cepas en medio minimo (M9) liquido adicionado con cada uno de los
hidrocarburos, como unica fuente de carbono y como control negativo el medio
minimo M9 sin fuente de carbono, tal y como se indica en el apartado MS5.a. El
resultado del recuento para la cepa A. siccitolerans 4J27 se representa en la Figura

I1.3.
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Figura II.3. Crecimiento de la cepa A. siccitolerans 4J27 en medio minimo liquido (M9)
adicionado con antraceno, fenantreno y pireno como tnica fuente de carbono. Se representa el
crecimiento de la cepa en medio minimo liquido adicionado con cada uno de los HAPs (cuadrado
negro) y en medio minimo sin fuente de carbono (cuadrado blanco). En el eje de abscisas se representa
el tiempo en dias y en el eje de ordenadas el log (UFC/ml).

Segun los resultados la cepa A. siccitolerans 4J27 no fue capaz de crecer en un medio
minimo liquido adicionado con ninguno de los HAPs antraceno, fenantreno y pireno.

Asi como tampoco fue capaz de proliferar en un medio minimo sin fuente de carbono.

Analogamente se procedid al estudio del crecimiento de la cepa A. koreensis 5J12A

en medio minimo liquido adicionado con antraceno, fenantreno y pireno (Figura 11.4).
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Figura I1.4. Crecimiento de la cepa 5J12A en medio minimo liquido (M9) adicionado con
antraceno, fenantreno y pireno como unica fuente de carbono. Se representa el crecimiento de la
cepa en medio minimo liquido adicionado con cada uno de los HAPs (cuadrado negro) y en medio
minimo sin fuente de carbono (cuadrado blanco). En el eje de abscisas se representa el tiempo en dias y
en el eje de ordenadas el log (UFC/ml).

Segun los resultados, la cepa 4. koreensis 5J12A no fue capaz de crecer en un medio
minimo liquido adicionado con ninguno de los HAPs antraceno, fenantreno y pireno.

Asi como tampoco fue capaz de proliferar en un medio minimo sin fuente de carbono.

112 AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS TOLERANTES A LA
DESECACION Y BIODEGRADADORES, PROCEDENTES DEL AREA
CIRCUNDANTE A RAICES DE GAYOMBA

Debido a la incapacidad de las cepas A. siccitolerans 4J27 y A. koreensis 5J12A de
utilizar los hidrocarburos aromaticos policiclicos objeto de estudio, como Unica fuente
de carbono en las condiciones ensayadas, decidimos realizar el aislamiento y
seleccion de microorganismos que presentaran las siguientes caracteriticas, 1) la

capacidad de tolerar las condiciones de estrés hidrico, 2) los genes catabdlicos
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necesarios para degradar hidrocarburos (naftaleno, antraceno, fenantreno, pireno y

diesel) y 3) capacidad para colonizar las raices de plantas.

Los aislamientos se realizaron tal y como se indica en el apartado M4.b, es decir,
mediante el método para el aislamiento de microorganismos tolerantes a la desecacion
de muestras procedentes de un suelo seco (Narvaez-Reinaldo et al. 2010), pero con
una nueva variante. Para ello se tomd una muestra de suelo seco de la rizosféra de la
gayomba, retama de olor (Spartium junceum), en Granada (Espafia) cercanos a la
autovia A-44 (37.182 N, 3.624 W), no expuesto a lluvia, ni riego, por un periodo
superior a 3 meses, tal y como se indica en el apartado M.3.a. Dicha muestra se
dividid en 2 viales de vidrio estéril, uno de ellos fue tratado con 3 ml de cloroformo y
el otro vial con 3 ml de 1xM9. De ambos viales se realizaron diluciones seriadas,
sembradas en TSA y se incubaron durante 24/48 horas en una estufa a temperatura de
30°C. Tras ello se realizé un recuento de la microbiota cultivables en TSA (MC) y de
los microorganismos potenciales xerotolerantes cultivables (XC), respectivamente. El
namero de colonias detectado fue de 9,9-10° (UFC/g) de MC, en la muestra que no
fue tratada con cloroformo, mientras que en la muestra tratada con el disolvente estas
se redujeron hasta alcanzar valores promedio de 1,74-10° UFC/g de suelo de XC. De
modo que el 17,46% de los microoganismos cultivables en TSA presentes en la
muestra tomada de la rizosfera de la planta de la gayomba, se consideraron como

potenciales tolerantes a la desecacion.

Tras el recuento, se tomaron 200 mg de la muestra contenida en el vial tratado con
cloroformo, que se utilizaron como indculo en 4 matraces con 30 ml de medio
minimo (M9). Cada uno de los matraces contenia uno de los HAPs objeto de estudio
naftaleno, antraceno, fenantreno y pireno, al 1% (p/v). Dichos matraces se incubaron
a una temperatura de 30°C y una agitacion de 150 rpm durante 4 dias, momento en el
que se realiz6 el conteo de bacterias cultivables potencialmente tolerantes a la sequia

y degradadoras de HAPs (DXC), en forma de UFC/g de suelo.

Tal y como se observa en la Tabla II.1, por lo general gran parte de la comunidad
xerotolerante (XC) toler6 la presencia de los contaminantes objeto de estudio, siendo
la microbiota xerotolerante presente en el matraz con pireno la que mas se redujo en

numero de colonias. Por otra parte, la XC que ademas toler6 el naftaleno como unica
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fuente de carbono durante 4 dias, presentd valores muy similares con respecto a la

microbiota presente en el matraz con medio minimo con antraceno.

Tabla II.1. Recuento de microorganismos presentes en las muestras tratadas con cloroformo. En
la primera columna se indica los HAPs objeto de estudio, en la segunda columna las UFC/g de suelo de
potenciales degradadores xerotolerantes cultivables (DXC) y en la ultima columna se indica el
porcentaje de DXC (de cada hidrocarburo) con respecto a la totalidad de la poblacion microbiana
xerotolerante cultivable (XC).

HAPs DXC (UFC/g) DXC/XC (%)
Naftaleno 1,3-10° 76,6
Antraceno 1,3-10° 72,6
Fenantreno 1,2: 10° 67,8

Pireno 9,6:10° 55,2

Para reconsituir la poblaciéon presente en cada matraz, de los matraces anteriores con
cada uno de lo HAPs, se realiz6 un total de 3 traspasos de 1 ml de cultivo a un nuevo
matraz con medio minimo (M9) adicionados igualmente con dichos HAPs al 1%
(p/v). Se realizaron un total de 3 pases cada 4 dias. Sin embargo, a partir del cuarto
pase, el medio de cultivo fue modificado, de modo que se substituyo la fuente de
nitrogeno del medio M9 por el 4cido 1-aminociclopropano-1 carboxilico (ACC) y se
le denomin6 medio minimo MS. Se realizaron un total de 2 traspasos en dicho medio
minimo M8, cada 4 dias. Para proceder al recuento del segundo y ultimo pase se
realizaron diluciones seriadas y se sembraron 100 ul de las diluciones 10°, 10%, 10° y
10% en placas de TSA, alos 0, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 dias. Dichas placas se incubaron en una
estufa a una temperatura de 30°C durante 24/48 horas, para asi realizar un recuento de

células viables en forma de log (UFC/ml) (Figura IL.5).
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Figura IL.5. Crecimiento bacteriano en medio M8 enriquecido con HAPs. Se representa el
crecimiento de la poblacidon presente en los matraces con medio minimo M8 adicionado con naftaleno
(cuadrado), antraceno (rombo), fenantreno (circulo) y pireno (tridngulo), como tnica fuente de carbono
y ACC, como tnica fuente de nitrogeno. En el eje de abscisas se indica el tiempo en dias, y en el eje de
ordenadas se representa el log (UFC/ml).

Como se puede observar en la Figura I1.5, las poblaciones microbianas presentes en
cada uno de los matraces con medio minimo M8 adicionado con los HAPs objeto de
estudio presentaron el maximo aumento aproximadamente a los 6-7 dias de ensayo.
La comunidad microbiana presente en el medio minimo M8 adicionado con naftaleno
como Gnica fuente de carbono, alcanzé valores promedio de 1,65-10° UFC/ml al final
del periodo de incubacion. Dicha poblacion aumentd 3,81 logaritmos a lo largo del
periodo, al igual que la poblacion presente en el matraz con el medio minimo M8
adicionado con antraceno, la cual aument6 3,9 logaritmos a lo largo del periodo de
incubacion. Dicha poblacion alcanzo valores promedio de 5,5-10° UFC/ml al final del
periodo de incubacion. Sin embargo, la comunidad microbiana presente en el matraz
con el medio minimo M8 adicionado con fenantreno presentdé un aumento de 2,5
logaritmos a lo largo del periodo de incubacion, de modo que el nimero de colonias
estimadas fue de 1,7-10° UFC/ml. Por ultimo, la microbiota presente en el matraz con
el medio minimo adicionado con pireno como unica fuente de carbono alcanzo
valores promedio de 6,3-106 UFC/ml, es decir, dicha comunidad aumentd 4

logaritmos a lo largo del periodo de ensayo.

Los aislamientos se realizaron en el dia 6 y 9 de muestreo, los aislamientos se
sembraron en nuevas placas de TSA, y se consideraron como potencialmente

tolerantes a la desecacion y degradadoras de compuestos hidrocarbonados. Se aislaron
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un total de 10, 4, 9 y 11 colonias provenientes de los matraces con medio M8

adicionado con naftaleno, antraceno, fenantreno y pireno, respectivamente.

I12.a Ensayo de esporulacion

Para distinguir las cepas que toleraron el tratamiento con disolventes organicos
mediante mecanismos de xerotolerancia de aquellas que resisitian mediante
produccion de esporas, se realizd un ensayo de esporulacion, tal y como se indica en
el apartado M4.c. Este ensayo se basa en la diferente sensibilidad de las células
vegetativas con respecto a las esporas, al tratamiento con calor (Vilchez et al. 2008).
De modo que se ensallaron los 34 aislados anteriormente. Tras dicho ensayo resulto
que el 100% de las cepas aisladas mediante el método del cloroformo, con HAPs
como unica fuente de carbono y ACC como unica fuente de nitrogeno, eran no

esporulantes.

I12.b Ensayo de tolerancia a la desecacion

Con objeto de caracterizar el nivel de tolerancia a la falta de agua de los aislados, se
realizd un estudio de tolerancia a la desecacion. Para ello, las 34 colonias aisladas
identificadas como no esporulantes se sometieron a un secado bajo una corriente de
aire estéril durante 24 horas, tal y como se indica en el apartado M4.d. La tolerancia a
condiciones de sequia de las distintas cepas se expresd6 como porcentaje de
supervivencia a la falta de agua, tomando como 100% el recuento de viables en
condiciones Optimas de humedad. En este ensayo se incluyd como control positivo
una cepa de Acinetobacter calcoaceticus (PADDG68) aislada del desierto de Tabernas
(Almeria) e identificada como tolerante a la desecacion, con aproximadamente un 4%
de supervivencia, porcentaje a partir del cual consideramos que una cepas es tolerante
a la desecacion (Narvaez-Reinaldo et al. 2010). Como control negativo se incluyo
Pseudomonas putida KT2440, utilizada por ser una cepa sensible a la desecacion

(Manzanera et al. 2002).

Los resultados obtenidos de estos ensayos mostraron que el nivel de tolerancia a la

desecacion de P. putida KT2440 estaba por debajo de los niveles de deteccion,
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mientras que el de 4. calcoaceticus PADDG68 fue de 3,23% = 0,2, coincidiendo con
los resultados descritos por Narvaez-Reinaldo y colaboradores (Figura 11.6). De los 10
aislados provenientes del medio M8 adicionado con naftaleno, solo la cepa
denominada 56NLS8 presentd un porcentaje de supervivencia superior al del control
positivo. Sin embargo de los 4 aislados provenientes del medio M8 adicionado con
anatraceno como unica fuente de carbono, ninguno presentd tolerancia a la
desecacion, segun el test realizado. Ademas de los 9 aislados provenientes del medio
M8 adicionado con fenantreno, las cepas denominadas 56FL1 y 59FL3 presentaron
un porcentaje superior a la cepa considerada como control positivo. Por ultimo, de los
11 aislados cuando al medio M8 se le adiciono pireno, las cepas denominadas 59FL3,
S6PL2 y 56PL3, fueron las que presentaron una supervivencia superior que la
considerada como control positivo, 4. calcoaceticus PADDG68. Para comparar los
resultados de tolerancia a la desecacidon de cada una de los aislados y los controles se
realiz6 un andlisis estadistico mediante la distribucion de t-students con un nivel de

significancia del 0,005, tal y como se indica en el apartado M11.a.

90 %
T
= 80
[}
= 70
)
>
260
=
L
2 50
-
» *
@ 40
g
= 30
3
*

5 20 * *
a *

N ] - N

00 - . : . : : .

56NL8 56FL1 59FL3 56PL2 56PL3 59PL3 A. P. Putida
calcoaceticus KT2440
PADDG68

Cepas

Figura I1.6. Tolerancia a la desecacion de las cepas aisladas. Se muestran aquellas cepas que
mantuvieron un porcentaje mayor que la cepa considerada como tolerante a la sequia A. calcoaceticus
PADDG6S8. También se muestra la supervivencia de la cepa A. calcoaceticus PADDG68 y la cepa
considerada como control negativo P. putida KT2440. En el eje de abscisas se representa las cepas
consideradas como tolerantes a la desecacion y en el eje ordenadas el porcenaje de supervivencia. Se
indica con asterisco (*) las diferencias significativas con respecto al control. Se incluye en forma de
barras de error la desviacion estandar a la media de tres experiencias.
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Segun el andlisis estadistico todas las cepas presentaron diferencias significativas con
respecto al control positivo. La cepa denominada 56FL1 presentd la mayor tolerancia
a la desecacion en comparacion con los demas aislados, incluido la cepa considerada
como control positivo, A. calcoaceticus PADD68. Dicha cepa presentd un porcentaje
de supervivencia del 77,4% = 7,1. Por otro lado, la cepa denominada S6PL3 presento
un porcentaje de supervivencia del 35,1% =+ 0,3. Sin embargo, la cepa denominada
56PL2 presentd un porcenatje de superviviencia del 13,4% =+ 2.4, porcentaje muy
similar al obtenido con la cepa 59PL3, la cual sobrevivié un 11,5% = 1 tras la
exposicion a una corriente de aire estéril durante 24 horas. La cepa S6NL8 presento
un 8,9% = 3 de supervivencia tras el secado, porcentaje muy similar al obtenido con
la cepa 59FL3 que presentd un 8% = 2 de supervivencia a las condiciones de falta de

agua.

Dado que el objetivo de este estudio es conseguir una coleccion de cepas que, ademas
de tener la capacidad de degradar alguno de los compuestos aromaticos estudiados,
sean capaces de proteger a plantas frente a condiciones de estrés hidrico, para su
utilizaciéon en estudios de rizorremediacion en zonas daridas y semiaridas, se
seleccionaron aquellos aislados que presentaron un porcentaje de supervivencia
mayor del 30%. Dicho porcentaje fue considerado por Vilchez y colaboradores (datos
no publicados) como porcentaje umbral a partir del cual se considera que una cepa
puede presentar la capacidad de proteger a plantas frente a la falta de agua. Asi pues,
de acuerdo con este porcentaje seleccionamos los aislados, S6FL1 y 56PL3 para los

siguientes ensayos.

I12.c Capacidad de crecimiento de las cepas S6FL1 y 56PL3 en medio minimo liquido

adicionado con HAPs

Una vez realizado el ensayo de tolerancia a la desecacion de las cepas aisladas en
medio minimo con HAPs como fuente de carbono y I-aminociclopropano-. 1-
carboxilico (ACC) como fuente de nitrogeno y carbono, el objetivo de este ensayo fue
identificar la capacidad de crecimiento en medio minimo liquido, adicionado con cada

uno de los HAPs como unica fuente de carbono.
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De este modo, para identificar el crecimiento de la cepa objeto de estudio S6FL1 en
medio minimo liquido adicionado con el HAPs del que proviene el aislamiento
(fenantreno), se procedi6 tal y como se indica en el apartado M5a. Dicho matraz se
incubo a una temperatura de 30°C y una agitaciéon de 150 rpm durante un perido de 6
dias. Se realizaron diluciones seriadas en solucion salina 1xM9 a los 0, 1, 2 y 6 dias.
De manera analoga la cepa se cultivdo en un medio minimo sin fuente de carbono

(Figura I1.7).
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Figura IL.7. Crecimiento de la cepa S6FL1 en medio minimo liquido adicionado con fenantreno.
Se indica el crecimiento de la cepa 56FL1 en medio minimo adicionado con fenantreno (negro) y en
medio minimo sin fuente de carbono (blanco). En el eje de abscisas se representa el tiempo en dias y en
el eje de ordenadas el log (UFC/ml).

Segun los datos obtenidos, la cepa aislada caracterizada como tolerante a la sequia
S56FL1, no fue capaz de proliferar en medio minimo adicionado con fenantreno como
unica fuente de carbono, en las condiciones ensayadas. Asi como tampoco fue capaz
de crecer en el mismo medio pero sin fuente de carbono. Debido a los resultados
negativos se descartaron para su uso en técnicas de rizorremediacion, aun asi se
utilizé para analizar su implicacion en la proteccion de plantas frente a condiciones de

estrés hidrico y en la promocion del crecimiento de la misma (capitulo IV).

Analogamente se realizdé un andlisis del creciemiento de la cepa 56PL3 en medio

minimo adicionado con pireno como Unica fuente de carbono (Figura I1.8).
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Figura II.8. Crecimiento de la cepa S6PL3 en medio minimo liquido adicionado con pireno. Se
representa el crecimiento de la cepa objeto de estudio S6PL3, en medio minimo adicionado con pireno

(negro) y en medio minimo sin fuente de carbono (blanco). En el eje de abscisas se representa el
tiempo y en el eje de coordenadas las UFC/ml.

Segun los datos obtenidos la cepa 56PL3, no fue capaz de proliferar en un medio
minimo adicionado con pireno, como Unica fuente de carbono en las condiciones
ensayadas. Asi como dicha cepa tampoco fue capaz de crecer en un medio minimo sin

fuente de carbono.

En base a los resultados de los dos aislamientos, realizados en muestras procedentes
del area circundante a raices de gayomba, podemos decir que si conseguimos aislar
microorganismos tolerantes a la falta de agua, que superen el 30% de supervivencia,
mediante el método del cloroformo, pero no hemos conseguido que estos aislados
crezcan en presencia de alguno de los HAPs objeto de estudio, en las condiciones

ensayadas.

I13.  AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS BIODEGRADADORES
PROCEDENTES DE UN SUELO SECO CONTAMINADO CON DIESEL

Tras el aislamiento de 6 microorganismos con capacidad para tolerar la falta de agua,
y tras comprobar que las cepas S6FL1 y 56PL3 con un 30% o mas de supervivencia,
no presentaron la capacidad de crecer en un medio liquido adicionado con fenantreno
y pireno, respectivamente, decidimos aislar microorganismos que procedieran de un

suelo que hubiera estado en contacto directo con el contaminante durante un tiempo
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prolongado y sometido a condiciones de estrés hidrico. Para ello recurrimos al
aislamiento de microorganismos biodegradadores, procedentes de un suelo arenoso
contenido en una planta piloto contaminada con diesel (Silva-Castro et al. 2013) y

sometida a condiciones de estrés hidrico durante al menos 2 afios.

I13.a Condiciones iniciales del suelo

La planta piloto consistio en un contenedor de polietilieno de dimensiones de 1,5 m
de largo y 1,5 m de ancho y 1 m de alto con un volumen total de 1 m’ y un sistema de
circulacion de agua. Este tanque contenia aproximadamente 1.500 Kg de un suelo
arenoso contamiando con 20.000 mg/Kg de diesel. En la parte inferior se del tanque
se colocd una capa de 20 cm de espesor de grava para facilitar del drenaje. Esta planta
construida en 2008, se construyd para realizar diferentes tratamientos de
bioestimulacion (Silva-Castro et al. 2013) y a partir de 2011 se mantuvo en el
exterior, sin aplicar ningin tratamiento, sin riego y a temperatura ambiente. La falta
de aporte hidrico durante un periodo prolongado y la contaminacién con
hidrocarburos, mayoritariamente fracciones recalcitrantes que no hubieran sido
degradadas con los distintos tratamientos de biorremediacion previamente aplicados
(Silva-Castro et al. 2013) propicié el habitat idoneo para el aislamiento de
microorganismos tolerantes a la falta de agua y degradadores de hidrocarburos. Para
proceder a los aislamientos primero se tomo6 1 Kg de suelo homogeneizado, el cual se
almacend6 en un lugar seco y fresco. Tras ello se analizaron las propiedades quimicas
y fisicas del suelo por nuestro grupo y por la empresa AG-Ambiental. Tal y como se

indica en la Tabla I1.2 recogen las caracteristicas del suelo.
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Tabla I1.2. Propiedades quimicas y fisicas del suelo arenoso contenido en la planta piloto.

Parametros Valor
Textura Arenosa
COT (%)* 0,27
Nitrégeno (mg/Kg)* 1.111
Fosforo (mg/Kg)* 40,66
pH 6,24
Humedad (%) 0,026% = 0,004
TPHs 5.854,67 + 360,36 ppm

*QGranulometria: Determinado mediante el fraccionamiento por tamizado.
*COT: Carbono total determinado mediante pérdida por calcinacion.
*Nitrogeno total: Suma de NTK, nitrato y nitritos.

*Fosforo: Determinado mediante digestion acida

I13.b Aislamiento de microorganismos potencialmente degradadores de hidrocarburos

aromaticos policiclicos

En primer lugar realizamos una busqueda de microorganismos potencialmente
degradadores, sin utilizar el método del cloroformo, sin por ello descartar que entre
los aislamientos existan cepas con potencial para tolerar la falta de agua. Para ello
procedimos al aislamiento de microorganismos potencialmente degradadores de los
hidrocarburos naftaleno, antraceno, fenantreno y pireno. En estos aislamientos
decidimos introducir el diesel como fuente de carbono ya que la planta piloto se
contamin6 originariamente con dicho contaminante. A diferencia de los aislamientos
anteriores, éstos se realizaron en medio minimo M9 sélido adicionado con los
hidrocarburos objeto de estudio, tal y como se indica en el apartado M5.b. Una vez
preparadas las placas, se tomd 1 g de suelo homogenizado procedente de la muestra
guardada de la planta piloto y se realizaron diluciones seriadas en 1xM9, las cuales se
sembraron en placas de TSA para el recuento de la microbiota cultivable en TSA
(MC) y en las placas de medio minimo que acabamos de describir, para el recuento de
microorganismos potencialmente degradadores cultivables (DC). De manera que se
sembraron 100 ul de las diluciones 107, 10, 10° y 10 en dichas placas, las cuales se

incubaron en una estufa a una temperatura de 30°C durante 24/48 horas. Tras este
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tiempo se observd, en las placas de medio minimo con el hidrocarburo en cuestion, la
posible aparicion de colonias. Dichas colonias se aislaron mediante siembra por

agotamiento en placas de TSA.

Tras la siembra de las diluciones procedentes de la muestra de suelo, en placas de
TSA vy posterior incubacion, se detectaron 1,87-10° UFC/g de suelo considerados
como MC. Cuando la muestra se sometio a naftaleno como Unica fuente de carbono,
se observo el mayor porcentaje de células viables en relacion al recuento de MC. Sin
embargo, cuando al medio minimo M9 sélido se adiciono diesel como unica fuente de

carbono se detectd el menor porcentaje de células cultivables con respecto al recuento
de MC (Tabla I1.3).

Tabla I1.3. Recuento de microorganismos cultivables en TSA y microorganismos potencialmente
degradadores de hidrocarburos. En la primera columna se indica cada uno de los contaminantes
objeto de estudio, en la segunda columna se muestra las UFC/g de suelo de los degradadores totales
cultivables (DC), y en la ultima columna se indica el porcentaje de DC (de cada hidrocarburo) con
respecto a la totalidad de la poblacién microbiana cultivable en TSA (MC).

Contaminante DC DC/MC (%)
Naftaleno 3,33:10° 17,8
Antraceno 6,67-10* 3,6
Fenantreno 8,33-1 0* 4.5

Pireno 1,83:10° 9,8
Diesel 5-10" 2,7

Como resultado de estas siembras observamos la aparicion de colonias, por lo que se
procedio al aislamiento de éstas en medio enriquecido TSA. De modo que se aislaron
7, 8,9, 7y 3 colonias, cuando la comunidad microbiana cultivable (MC) se sometid a
naftaleno, fenantreno, antraceno, pireno y diesel presente en la muestra de suelo se

sometio a diesel como unica fuente de carbono.
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I13.b.1 Crecimiento de las cepas potencialmente degradadoras, en medio minimo

liquido adicionado con hidrocarburos

El objetivo de este ensayo fue determinar que aislados crecian en presencia de las
fuentes de carbono objeto de estudio naftaleno, antraceno, fenantreno y pireno,
ademas de diesel. Es por ello por lo que analizamos el crecimiento de cada uno de los
aislados en medio minimo M9 liquido adicionado con cada uno de los hidrocarburos

de los que proviene el aislamiento.

Para caracterizar el crecimiento de las 7 cepas potencialmente degradadoras de
naftaleno en medio minimo liquido M9 adicionado con naftaleno como unica fuente
de carbono, se procedi6 tal y como se indica en el apartado MS5.a. Se realizaron
diluciones seriadas sembradas en TSA a los 0, 1, 2, 3, 4, 7, 10 y 14 dias.
Analogamente, se analizd el crecimiento de las cepas objeto de estudio en medio

minimo sin fuente de carbono (Figura I1.9).
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Figura IL.9. Crecimiento de las cepas N1, N2, N3, N4, N5, N6 y N8 en medio minimo liquido
adicionado con naftaleno, como unica fuente de carbono. Se representa el crecimiento de las cepas
potencialmente degradadoras de naftaleno en medio minimo liquido adicionado con dicha fuente de
carbono (cuadrado negro) y en medio minimo sin fuente de carbono (cuadrado blanco). En el eje de
abscisas se representa el tiempo en dias y en el eje de ordenadas el log (UFC/ml). Se incluye en forma
de barras de error la desviacion estandar a la media de tres experiencias.
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Tras el andlisis de los resultados se observo que solo las cepas N1 y N4 fueron
capaces de crecer en un medio minimo adicionado con naftaleno, como Unica fuente
de carbono, segin las condiones ensayadas. El nimero de colonias estimandas de la
cepa N1 al inicio del experimento fue de 7,06:10° UFC/ml, el namero de colonias
proliferd alcanzando valores promedio de 6,3-10° UFC/ml, al final del periodo de
ensayo. Por lo que la cepa aument6 la poblacion 1,95 logaritmos a lo largo del
periodo que dura el experimento (14 dias). Por otra parte, el nimero de colonias de la
cepa N4 al inicio del experimento fue de 2,11-10° UFC/ml y aument6 2 logaritmos
hasta el final del periodo de ensayo donde el numero de UFC/ml fue de 2,2-10°
(UFC/ml). Dichas cepas no fueron capaces de proliferar en un medio minimo sin
fuente de carbono. Por otra parte, las demds cepas denominadas como N2, N3, N6 y
N8 no fueron capaces de crecer en un medio minimo adicionado con el naftaleno

como Unica fuente de carbono, en las condiciones ensayadas.

De manera andloga se caracterizo el crecimiento de las 8 cepas potencialmente
degradadoras de antraceno, en medio minimo M9 liquido adicionado con dicha fuente

de carbono (Figura I1.10).
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Figura I1.10. Crecimiento de las cepas Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7y A8 en medio minimo liquido
adicionado con antraceno, como unica fuente de carbono. Se representa el crecimiento de las cepas
potencialmente degradadoras de antraceno en medio minimo liquido adicionado con dicha fuente de
carbono (triangulo negro) y en medio minimo sin fuente de carbono (tridngulo blanco). En el eje de
abscisas se representa el tiempo en dias y en el eje de ordenadas el log (UFC/ml). Se incluye en forma
de barras de error la desviacion estandar a la media de tres experiencias.

Como se puede observar en la Figura II.10, las cepas denominadas Al y A8
presentaron la capacidad de crecer en un medio minimo adicionado con antraceno
como unica fuente de carbono, segun las condiones ensayadas. EI nimero de colonias
estimadas en el inicio del ensayo para la cepa Al fue de 1,46:10° UFC/ml,
transcurridos los 10 dias de ensayo se produjo el mayor conteo de colonias
alcanzando valores promedio de 2.6:10° UFC/ml. Por lo que dicha cepa aument6 3,2
logaritmos a los 10 dias desde el inicio del experimento. Al final del periodo de
ensayo la cepa Al descencio el nimero de colonias viables, alcanzando valores
promedio de 6,1-10" UFC/ml. Dicha cepa fue capaz de proliferar en un medio minimo
sin fuente de carbono, de manera muy similar a la descrita cuando se inocul6 en un
medio adicionado con antraceno. Por otra parte, el nimero de colonias estimadas de la
cepa A8 en el inicio del experimento fue de 2.45:10° UFC/ml y ascendié hasta
alcanzar valores promedio de 2,8:10" UFC/ml. Dicha cepa aument6 su poblacion 2
logaritmos a lo largo del periodo de incubacion. Ademas la cepa A8 proliferé en un
medio minimo sin fuente de carbono, de manera muy similar a la descrita cuando se
inoculo la cepa en medio minimo con antraceno. Las cepas denominadas A2, A3, A4,
A5, A6 y A7, no presentaron la capacidad de crecer en un medio minimo adicionado
con el antraceno, como unica fuente de carbono, en las condiciones ensayadas. Asi
como tampoco presentaron la capacidad de proliferar en un medio sin fuente de

carbono.

Igualmente, se procedid a la caracterizacion del crecimiento de las 7 cepas aisladas
potencialmente degradadoras de fenantreno, en medio minimo M9 liquido adicionado
con dicha fuente de carbono y en un medio minimo sin fuente de carbono (Figura

IL11).
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Figura II.11. Crecimiento de las cepas F2, F3, F3.1, F4, F5, F6 y F7 en medio minimo liquido
adicionado con fenantreno como unica fuente de carbono. Se representa el crecimiento de las cepas
potencialmente degradadoras de fenantreno en medio minimo liquido adicionado con dicha fuente de
carbono (circulo negro) y en medio minimo sin fuente de carbono (circulo blanco). En el eje de
abscisas se representa el tiempo en dias y en el eje de ordenadas el log (UFC/ml). Se incluye en forma
de barras de error la desviacion estandar a la media de tres experiencias.

Como se puede observar en la Figura II.11, las cepas F3.1 y F5, presentaron la
capacidad de crecer en un medio minimo liquido adicionado con fenantreno, como
unica fuente de carbono, en las condiciones ensayadas. El nimero de colonias de la
cepa F3.1 al inicio del experimento fue de 5,3-10° UFC/ml y alcanzé valores
promedio de 4-10° UFC/ml al final del periodo de ensayo, por lo que dicha poblacién
aumento 1,86 logaritmos a lo largo del periodo de incubacion. La cepa F3.1 presento
capacidad de aumentar su poblacion en un medio minimo sin fuente de carbono (1,4
logaritmos). Por otra parte, el numero de colonias de la cepa F5 al inicio del ensayo
fue de 1,1:10* UFC/ml y aumenté durante el periodo de incubacién hasta alcanzar
valores promedio de 5,3-10° UFC/ml. Dicha poblacién aument6 2,7 logaritmos a lo
largo del periodo de ensayo. La cepa F5 no presentd la capacidad de crecer en un

medio minimo sin fuente de carbono.

98



CAPITULO II

Andlogamente se procedi6 a la caracterizacion de las 7 cepas potencialmente
degradadoras de pireno, en medio minimo liquido adicionado con pireno como Unica

fuente de carbono (Figura I1.12).
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Figura I1.12. Crecimiento de las cepas P2, P3, P4, P5, P6, P7 y P8 en medio minimo liquido
adicionado con pireno como unica fuente de carbono. Se representa el crecimiento de las cepas
potencialmente degradadoras de pireno, en medio minimo liquido adicionado con dicha fuente de
carbono (rombo negro) y en medio minimo sin fuente de carbono (rombo blanco). En el eje de abscisas
se representa el tiempo en dias y en el eje de ordenadas el log (UFC/ml). Se incluye en forma de barras
de error la desviacion estandar a la media de tres experiencias.

Tras el andlisis de los resultados se observo que las cepas P3 y P7 presentaron la
capacidad de crecer en un medio minimo adicionado con pireno. El numero de
colonias estimadas de la cepa P3 en el inicio del experimento fue de 5,7-10° UFC/ml y
aument6 a lo largo del periodo hasta alcanzar valores promedio de 4,9-10" UFC/ml.
Dicha cepa presentd6 un aumento de poblacion cercano al logaritmo a lo largo del
periodo de ensayo. La cepa P3 presentd un ligero aumento de poblacion cuando se
inoculd en un matraz con medio minimo sin fuente de carbono. Por otra parte, la cepa
P7 presentdé mayor crecimiento cuando se cultivé en un medio minimo sin fuente de
carbono. Aun asi, el numero de colonias estimadas de la cepa P7 al inicio del

experimento fueron 9-10* UFC/ml y aumentaron alcanzando valores méaximos a los
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10 dias de muestreo donde se estimaron 3,7-10° UFC/ml. Dicha cepa presenté un
aumento de 1,6 logaritmos a los 10 dias de ensayo, trascurridos los cuales descendio
hasta alcanzar valores promedio de 1-10° UFC/ml. Las cepas P2, P4, P5, P6 y P8 no
presentaron la capacidad de proliferar en un medio adicionado con pireno como Unica

fuente de carbono, en las condiciones ensayadas.

Igualmente, se caracterizd el crecimiento de los 3 aislados potencialmente
degradadores de diesel, en medio minimo M9 liquido adicionado con dicha fuente de

carbono (Figura I1.13).
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Figura II.13. Crecimiento de las cepas D1, D2 y D5 en medio minimo liquido adicionado con
diesel como tunica fuente de carbono. Se representa el crecimiento de las cepas potencialmente
degradadoras de diesel en medio minimo liquido adicionado con dicha fuente de carbono (rombo
negro) y en medio minimo sin fuente de carbono (rombo blanco). En el eje de abscisas se representa el
tiempo en dias y en el eje de ordenadas el log (UFC/ml). Se incluye en forma de barras de error la
desviacion estandar a la media de tres experiencias.

Tras el ensayo se concluy6 que so6lo la cepa D2 presentd capacidad de proliferar en un
medio minimo liquido adicionado con diesel como tUnica fuente de carbono. El
namero de colonias de la cepa D2 al inicio del experimento fue de 10° UFC/ml y

aumento hasta alcanzar 1,4-10° UFC/ml al final del periodo de incubacién. La
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poblacion aument6 3,1 logaritmo a lo largo del periodo de ensayo. La cepa D2
presentd el mayor aumento a los 3 dias de ensayo (5,7 logaritmos), donde la
poblacion alcanzo valores promedio de 5-10'"" UFC/ml. Atn asi también present6 la
capacidad de crecer en un medio minimo liquido sin fuente de carbono de manera
muy similar. Por otro lado, ninguna de las cepas D1 y D5 presentaron la capacidad de

crecer en un medio minimo con diesel como fuente de carbono.

I13.b.2 Ensayo de esporulacion

Para distinguir las cepas que son esporulantes de las que no los son se realizdé un
ensayo rapido de esporulacion, tal y como se indica en el apartado M4.c. Este ensayo
se basa en la diferente sensibilidad de las células vegetativas con respecto a las
esporas al tratamiento con calor (Vilchez et al. 2008). Tras el ensayo se observo que
solo un de los aislados cuando al medio minimo se le adiciond antraceno (AS),

presento tolerancia al tratamiento con calor.

I13.b.3 Ensayo de tolerancia a la desecacion de las cepas

Con el objeto de caracterizar el nivel de tolerancia a la falta de agua de los aislados
sin el método del cloroformo, se realiz6é un estudio de tolerancia a la desecacion. Para
ello se sometieron las 31 colonias aisladas identificadas como no esporulantes, a un
secado bajo una corriente de aire estéril durante 24 horas, tal y como se indica en el
apartado M4.d. Al igual que en el ensayo anterior, la tolerancia a condiciones de
sequia de las distintas cepas se expres6 como porcentaje de supervivencia a la falta de
agua, tomando como 100% los datos humedos. Se incluyd, como control positivo una
cepa de Acinetobacter calcoaceticus (PADDG68) aislada del desierto de Tabernas
(Almeria) e identificada como tolerante a la desecacion (Narvaez-Reinaldo et al.
2010). Como control negativo se incluy6 a P. putida KT2440, utilizada por ser una

cepa sensible a la desecacion (Manzanera et al. 2002).

Como resultado del ensayo se determind que el nivel de tolerancia a la desecacion de
la cepa considerada como control positivo fue del 3% = 0,23, conincidiendo con los

resultados descritos por Narvaez-Reinaldo. Mientras que el nivel de tolerancia a la
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desecacion de la cepa utilizada como control negativo estaba por debajo de los niveles
de deteccion. También se observé que de los 6 aislados cuando al medio minimo se le
adiciond naftaleno como unica fuente de carbono, ninguno sobrevivio a las
condiciones del ensayo, sin embargo de las 6 cepas aisladas cuando al medio se le
adiciond antraceno como Unica fuente de carbono, la cepa denominada como A2
presento capacidad de tolerar la falta de agua. Asi, de los 7 aislados obtenidos cuando
el medio fue limitado a fenantreno como unica fuente de carbono, la cepa denominada
F4 presentd una tolerancia superior a la cepa considerada como control positivo. Por
otra parte, de los 7 aislados cuando la fuente de carbono del medio minimo fue
limitado a pireno, solo la cepa P4 se considerd como tolerante a la sequia. Por ultimo,
de las 3 cepas aisladas en medio minimo con diesel, s6lo la cepa D5 presentod
tolerancia a la desecacion (Figura I1.14). Andlogo al ensayo anteriormente
mencionado, para determinar las diferencias significativas entre las cepas se realizo
un analisis estadistico segln la distribucion de probabilidad t-student, con un nivel de

significancia del 0,005.

25

Porcentaje de supervivencia
wn
*

: H B

A2 F4 P4 D5 A. P. putida
calcoaceticus K72440
PADDG68
Cepas

Figura I1.14. Tolerancia a la desecacion de las cepas aisladas sin el método del cloroformo. Se
muestra el porcentaje de supervivencia a la desecacion de las cepas aisladas. También se muestra la
supervivencia de la cepa A. calcoaceticus PADDG68 clasificada como tolerante a la sequia, considerada
como control positivo. Y la cepa P. putida KT2440 considerada como control negativo, por ser
sensible a la falta de agua. En el eje de abscisas se representa cada una de las cepas objeto de estudio y
en el eje de ordenadas el porcentaje de supervivencia. Se indica con asterisco (*) las diferencias
significativas. Se incluye en forma de barras de error la desviacion estandar a la media de tres
experiencias.
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Como se puede observar en la Figura I1.14, la cepa denominada P4 presentd6 mayor
tolerancia a la desecacion con respecto a los demds aislados, con un porcentaje de
supervivencia del 20,25% = 1,2, seguida de la cepa F4, la cual present6 un porcentaje
de supervivencia del 17,46% = 3,4. La cepa denominada A2 presentd un porcentaje
de supervivencia tras el secado bajo una corriente de aire estéril del 9,4% = 0,6. Sin
embargo, la cepa D5 presentd un nivel de tolerancia a la desecacion proxima al nivel
de la cepa considerada como control positivo (4. calcoaceticus PADD68), siendo el
porcentaje de supervivencia del 3,03% = 0,17. Todas las cepas descritas, a excepcion
de la cepa D5, presentaron diferencias significativas con respecto a la cepa clasificada

como tolerante a la desecacion 4. calcoaceticus PADDG68.

Como resultado del ensayo de crecimiento en medio minimo liquido adicionado con
los HAPs objeto de estudio, ademds de diesel y el ensayo de tolerancia a la
desecacion de los aislados (sin el método del cloroformo), se observd que aquellas
cepas que presentaron capacidad de crecer en un medio minimo liquido adicionado
con el hidrocarburo del que provenia, no presentaron la capacidad de tolerar la falta
de agua. En la Tabla I1.4 se indic6 con un signo positivo (+) si la cepa en cuestion fue
capaz de superar el ensayo y con signo negativo (-) si por el contrario no fue capaz de
superar el ensayo. Aquellas cepas que resultaron negativas en ambas pruebas no

aparecen en la Tabla I1.4.
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Tabla I1.4. Cepas aisladas con capacidad de tolerar la falta de agua o capacidad para crecer en
medio minimo con hidrocarburos. En la primera columna se indica la cepa, en la segunda columna se
indica la tolerancia a la desecacion y en la tercera columna se indica el crecimiento en hidrocarburos.

Cepa Tolerancia a la Crecimento en

desecacion hidrocarburos
N1 - +
N4 - T
Al - +
A2 + -
A7 - +
F3.1 - +
F4 + -
F5 - +
P2 - +
P3 - +
P4 + -
P7 - +
D2 - +
D5 + -

113.b.4. Caracterizacion de los aislados

A continuacion se realizd para cada uno de los aislados indicados en la Tabla 11.4
ensayos para la caracterizacion morfologica y fisiologica de los mismos (Tabla II.5).
Para determinar la morfologia celular de la bacteria en cuestion se realizd una tincion
Gram, tal y como se indica en el apartado M7.f. Para determinar algunas
caracteristicas fisiologicas se realizd un ensayo para conocer si presentaban actividad
catalasa y/o oxidasa, ademas de si producian indol y/o acido sulfhidrico (H,S) y por
ultimo si solubilizan fosfatos, tal y como se indica en el apartado M7.d. También se

determino la presencia o no de 6rganos de movimiento (motilidad).
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De modo que todos los aislados a excepcion de la cepa F5, presentaron actividad
catalasa positiva. Por otro parte, ninguno de los aislados presentd capacidad para
producir indol. Ademas, ninguno de los aislados a excepcion de la cepa denominada
como D5 presentd la capacidad de producir H,S. Casi la mitad de los aislados (6)
presentaron la capacidad de solubilizar fosfatos. Por ultimo, de los 14 aislados sélo 4

de ellos presentaron la capacidad para el movimiento.
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Tabla IL.5. Caracterizaciones morfologicas y fisiologicas.

Cepa Morfologia Catalasa Oxidasa  Prod. Prod. Solubilizacién Motilidad

celular indol H,S fosfatos
N1 Bacilos Gram + + - - - - -
cortos y delgados
N4 Bacilos Gram + + + - - - -
alargados y
rectos
Al Bacilos Gram - + + - - + -
pequetios
A2 Cocos Gram + + - - - + +
A7 Bacilos Gram - + + - - + -
cortos y delgados
F3.1 Bacilos Gram - + + - - - -
pequetios
F4 Cocos Gram + + - - - - +
F5 Bacilos Gram + - —+ - - - -
medianos
P2 Bacilos Gram — + + - - + +
pequetios
P3 Bacilos Gram — + + - - - -
alargados y
delgados
P4 Cocos Gram + + - - - - -
P7 Bacilos Gram - + + - - - -
cortos y delgados
D2 Bacilos Gram - + + - - + +
pequetios
D5 Bacilos Gram - + - - + + -
alargados y
delgados

Los resultados de las pruebas de tincion Gram y morfologia colonial de cada uno de

los aislados hasta ahora seleccionados, se representan en la Figura I1.15.
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Figura I1.15. Tincién Gram, morfologia celular y forma de la colonia de los aislados.

I13.c Aislamiento de microorganismos potencialmente degradadores de hidrocarburos

aromaticos policiclicos con el método del cloroformo

Una vez realizado los aislamientos de microorganismos que presentaban capacidad de
crecer en un medio minimo con los hidrocarburos objeto de estudio o presentaban la
capacidad de tolerar la falta de agua, sin utilizar el método del cloroformo, decidimos
continuar buscando microorganismos con ambas capacidades mediante dicho método.
Para ello se tomo 1 g de suelo de la planta piloto homogenizado, el cual se tratd con
cloroformo, tal y como se indica en el apartado M4.b. Tras ello se realizaron
diluciones seriadas en 1xM9 y se sembraron en las placas de TSA, para el recuento de

microorganismos potencialmente xerotolerantes cultivables (XC) y en las placas de

108



CAPITULO II

medio minimo descritas en el apartado M5.b, para el recuento de microorganismos
potencialmente degradadores y xerotolerantes cultivables (DXC). De manera que se
sembraron 100 ul de las diluciones 107, 10, 10° y 10 en dichas placas, las cuales
se incubaron en una estufa a una temperatura de 30°C durante 24/48 horas. Una vez
transcurrido el tiempo se observd la posible aparicion de colonias, las cuales se

aislaron mediante siembra por agotamiento en placas de TSA.

Como se puede observar en la Tabla I1.6, la comunidad microbiana tratada con
cloroformo presente en el medio minimo (M9) adicionado con naftaleno, no presento
el mayor porcentaje de tolerancia al contaminante como ocurrié con los aislamientos
antes mencionados, sin embargo la comunidad presente en los matraces con medio
minimo M9 adicionado con antraceno y pireno presentaron el mayor porcentaje de
tolerancia a dichos contaminantes, con un 80%. Por otra parte, cuando la comunidad
microbiana tratada con cloroformo se cultivd en medio minimo M9 con diesel como
unica fuente de carbono presentd un porcentaje de tolerancia muy bajo (0,04%), en

comparacion con los demas hidrocarburos probados.

Tabla I1.6. Recuento de la microorganismos presentes en las muestras tratadas con cloroformo.
En la primera columna se indica cada uno de los contaminantes objeto de estudio, en la segunda
columna se muestra las UFC/g de suelo de potenciales degradadores xerotolerantes cultivables en TSA
(DXCT), y en la tltima columna se indica el porcentaje de DXC (de cada hidrocarburo) con respecto a
la totalidad de la poblacion microbiana xerotolerante (XC).

Contaminante ~ DXC (UFC/g) DXC/XC

(%)
Naftaleno 1,5-10 60
Antraceno 2-10* 80
Fenantreno 2-10* 80
Pireno 1,5-10" 60
Diesel 10 0,04

Tras el conteo de UFC/g de suelo, se realizaron aislamientos de colonias individuales,
de modo que se aislaron 5 cepas cuando la comunidad potencialmente tolerante se
cultivdo en medio minimo adicionado con naftaleno, como Unica fuente de carbono.

También se aislaron 5 cepas cuando la poblacion se cultivd en medio minimo
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adicionado con antraceno. Sin embargo se aislaron 4 cepas cuando la poblacion
potencialmente xerotolerante se someti6 a fenantreno, como unica fuente de carbono,
al igual que con pireno. Sin embargo solo se aislo 1 cepa cuando se sometio el cultivo

a diesel, como unica fuente de carbono.

I13.c.1 Ensayo de esporulacion

Al igual que en aislamientos anteriores se realizé un ensayo de esporulacion, el cual
permite la discriminacién de cepas en funcion de su capacidad de esporulacion,
basandose en la sensibilidad de las esporas con respecto al tratamiento con calor, tal y
como se indica en el apartado M4.d. De este modo, tras la realizacion de la técnica se

observo que de los 19 aislamientos, s6lo 5 de ellos resultaron ser no esporulantes.

I13.c.2 Ensayo de tolerancia a la desecacion

Para conocer cuales de las cepas aisladas con el método del cloroformo,
caracterizadas como no esporulantes, eran capaces de soportar la falta de agua, se
realizd un ensayo de tolerancia a la desecacion. Para ello se sometio a cada una de las
cepas aisladas a un flujo continuo de aire estéril durante 24 horas, tal y como se indica
en el apartado M.3.e, para asi provocar el desecado del medio donde estaban
resuspendidas y asi someterlas durante dicho periodo a condiciones de falta de agua.
Tras ello, se pudo calcular el porcentaje de supervivencia de la coleccion de cepas no

esporulantes.

Como resultado del ensayo se determind que el nivel de tolernacia a la desecacion de
la cepa considerada como control positivo fue del 4,08% =+ 0,8. Mientras que el nivel
de tolerancia a la desecacion de la cepa utilizada como control negativo, P. putida
KT2440 estaba por debajo de los niveles de deteccion. También se observd que solo
el aislado en cloroformo, cuyo crecimiento se limit6 a antraceno como unica fuente de
carbono (AC2) presentd tolerancia a la desecacion, con un 30,7% =+ 1,8 (Figura

11.16).
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Figura I1.16. Ensayo de tolerancia a la desecacion de las cepas aisladas con el método del
cloroformo. Se muestra el porcentaje de supervivencia de las cepas aisladas mediante el método del
cloroformo, ademas de la cepa A. calcoaceticus y la cepa P. putida KT2440. En el eje de abscisas se
representa cada una de las cepas objeto de estudio y en el eje de ordenadas el porcentaje de
supervivencia. Se indica con asterisco (¥) las diferencias significativas. Se incluye en forma de barras
de error la desviacion estandar a la media de tres experiencias.

Tras el analisis de los resultados se observo que la cepa AC2 presentd capacidad de
tolerar la falta de agua, con un porcentaje de supervivencia del 30,68% =+ 1,82, en las
condiciones ensayadas. Las demas cepas aisladas con el método del cloroformo,
consideradas como no esporulantes denominadas como FC3, ACS5, PC1, NC5, no

presentaron la capacidad para tolerar la falta de agua, en las condiciones ensayadas.

3.c.3 Capacidad de crecimiento de las cepas potencialmente degradadoras y tolerantes

a la sequia, en medio minimo liquido adicionado con hidrocarburos

Para identificar el crecimiento de la cepa tolerante a la desecaciéon AC2, en medio
minimo liquido adicionado con antraceno como tUnica fuente de carbono, ya que es el
hidrocarburo del que procede el aislamiento, se procedid tal y como se indica en el
apartado M5.a. Tras ello se realizaron diluciones seriadas a las 0, 1, 2, 3,4, 10y 14

dias.
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Figura I1.17. Crecimiento de la cepa AC2 en medio minimo liquido adicionado con antraceno,
como unica fuente de carbono. Se representa el crecimiento de la cepa AC2 en medio minimo
adicionado con antraceno (tridngulo negro) y en medio minimo sin fuente de carbono (triangulo
blanco). En el eje de abscisas se representa el tiempo en dias y en el eje de ordenadas el log (UFC/ml).
Se incluye en forma de barras de error la desviacion estandar a la media de tres experiencias.

Como se puede observar en la Figura I1.17, la cepa AC2 no presentd capacidad para
proliferar en un medio minimo M9 liquido, adicionado con antraceno como Unica
fuente de carbono, asi como tampoco presentd capacidad para crecer en un medio

minimo sin fuente de carbono.

113.c.4 Caracterizacion del aislado tolerante a la desecacion

A continuacién se caracterizd el unico aislado con el método del cloroformo que
presento tolerancia a la desecacion, AC2. De modo que dicha cepa se clasific6 como
Gram-positiva con una morfologia de coco (Figura II.18). Dicha cepa presento
actividad catalasa y oxidasa positiva. Por otra parte AC2 resultd negativa en las
pruebas de produccion de indol y H,S. Ademas no present6 capacidad para solubilizar

fosfatos. Por otra parte, dicha cepa no presentd capacidad para el movimiento.
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Figura I1.18. Tincién Gram, morfologia celular y forma de la colonia de la cepa AC2.

Discusion

Las herramientas biotecnologicas utilizadas para la descontaminacion de un ambiente,
deben estar adaptadas a las condiciones ambientales del lugar donde se pretenden
emplear, para asi conseguir la mayor eficacia posible en el proceso de
biodegradaciéon. De modo que si queremos emplear la técnica de rizorremediacion
para descontaminar suelos sometidos a estrés hidrico, debemos recurrir a aquellas
bacterias y plantas que soporten dichas condiciones. Tras una revision bibliografica
acerca de plantas tolerantes a la sequia, utilizadas para la descontaminacion de suelos
contaminados con compuestos hidrocarburos, s6lo encontramos una planta que
presentaba cierta tolerancia a la sequia (capitulo V), razon por la cual propusimos el
uso de microorganismos que protejan a las plantas frente a condiciones de estrés

hidrico, para asi aumentar la tolerancia de la misma frente a dicho estrés.

Por ello seleccionamos las cepas aisladas por nuestro grupo (Narvaez-Reinaldo et al.
2010), pertenecientes al género Arthrobacter (4J27 y 5J12A) y caracterizadas como
PGPRs (Vilchez et al. en preparacion). Las bacterias PGPRs tienen un gran potencial
en la agricultura, ya que favorecen el crecimiento de las plantas y la proteccion de
¢éstas frente a condiciones adversas, como las condiciones de estrés hidrico (Mayak et
al. 2004; Vilchez & Manzanera, 2011; Yuwono et al. 2005), bajas temperaturas,
salinidad y otros estreses ambientales. Dichos estreses ambientales pueden ser debido

a la contaminacion por presencia diferente tipos de contaminantes, desde aromaticos
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hasta hidrocarburos lineales, compuestos clorinados dioxinas, pesticidas y otros
(Marques et al. 1999; Gibson & Parales, 2000; Vilchez & Manzanera 2011; Reed &
Glick 2005; Kanaly & Harayama, 2010). Ademas, muchos PGPRs también producen
la enzima I-aminociclopropano-1 acido carboxilico (ACC) deaminasa, la cual
metaboliza el ACC (&cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico), un precursor del
etileno en plantas (Jacobson et al. 1994; Glick 1995). El etileno es producido como
resultado de una serie de cambios fisioldgicos en la planta cuando esta sujeta a estrés
ambiental. De modo que el microorganismo es capaz de reducir la concentracion de
etileno mediante el consumo de ACC, el cual es hidrolizado a a-cetobutirato y

amonio.

La secuenciacion del genoma realizado en nuestro grupo de las cepas A. siccitolerans
4J27 y A. koreensis 5J12A (Manzanera et al. no publicado), nos permiti6 identificar
ciertos genes implicados en las rutas de degradacion de algunos hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs), como son el antraceno, fenantreno y pireno. Por lo
tanto, segin los datos recogidos, las especies bacterianas A. siccitolerans 4J27 y A.
koreensis SJ12A, podrian ser utilizadas como herramientas biotecnoldgicas para la
descontaminacion de ambientes sometidos a condiciones de estrés hidrico. Por ello se
estudio el crecimiento de cada una de las cepas en medio minimo liquido adicionado
con cada uno de los HAPs (antraceno, fenantreno y pireno), como unica fuente de
carbono. La ausencia de crecimiento de las cepas 4. siccitolerans 4J27 y A. koreensis
5J12A en dicho medio minimo, se tradujo en la busqueda de nuevas cepas que
presentaran la capacidad de crecer (degradar) en presencia de compuestos
hidrocarbonados y de sobrevivir en ambientes sometidos a condiciones de estrés

hidrico.

Para ello recurrimos al método descrito por Narvéez-Reinaldo y colaboradores
(2010), pero introduciendo una variante. El método se basa en un ciclo de seleccion
de cepas tolerantes a la desecacion mediante el uso del cloroformo como agente
selectivo, seguido de la siembra de los supervivientes en un medio rico. La variante
consistid en incluir dos pasos en dicho ciclo, de manera que obtuvieramos
microorganismos tolerantes a la desecacion, microorganismos degradadores de
hidrocarburos aromaticos policiclicos y colonizadores de la raiz (Penrose & Glick

2003). Las muestras de suelo se recogieron de la rizosfera de la planta de la gayomba,
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retama de olor (Spartium junceum), la cual se ubicaba cercana a una zona de trafico
rodado continuo (autovia). Se selecciond dicha zona ya que debido a la combustion
incompleta del combustible en los vehiculos, aparecen subproductos como

hidrocarburos no quemados que van a parar al suelos.

Asi pues tras el aislamiento se obtuvo una coleccion de cepas consideradas como
tolerantes a la desecacion, aunque so6lo dos de ellas superaron el 30% de
supervivencia, porcentaje umbral considerado por Vilchez y colaboradores (en
preparacion), a partir del cual una cepa tiene potencial en la proteccion de plantas. Las
cepas aisladas en HAPs como tnica fuente de carbono y ACC como Unica fuente de
nitrogeno, se identificaron como pertenecientes al género Miccorcoccus. Dicho
género presenta especies clasificadas como ACC deaminasa positivas (Patten & Glick
1996; Ali et al. 2010). Debido a la ausencia de crecimiento de las cepas en medio
minimo liquido adicionado con HAPs como unica fuente de carbono, se utilizaron
para ensayos destinados a la proteccion de plantas sensibles a la sequia y utilizadas en

la produccion agricola (capitulo IV).

Tras dicho aislamiento, se procedid a la realizacion de nuevos aislamientos de
muestras procedentes de un suelo que llevaba 4 afios contaminado con diesel, cuyos
dos ultimos afios estuvo sometido a un largo periodo de sequia. Se realizaron dos
tipos de aislamientos uno de ellos mediante el método del cloroformo de Narvéez y
colaboradores (2010) y otro sin dicho método. Con ellos queriamos comprobar la
eficacia del método del cloroformo en la busqueda de microorganismos tolerantes a la
desecacion y degradadores de compuestos hidrocarbonados. De este modo, segtn los
resultados se aislaron un mayor numero de cepas tolerantes a la desecacion cuando no
se utilizé el método del cloroformo. Aln asi, no conseguimos en ninguno de los casos
aislar microorganismos que crecieran en un medio minimo con algin hidrocarburo y

que ademas presentara tolerancia a la desecacion.

Los aislados de la planta piloto sin utilizar el método del cloroformo, considerados
como tolerantes a la desecacion, se clasificaron como bacterias Gram-positivas con
una morfologia celular de coco, a excepcion de una de las cepas que se clasifico como
bacteria Gram-negativa con morfologia de bacilo alargado. De modo que, en base a
los resultados consideramos que las bacterias Gram-positivas con morfologia celular

de coco presentan mayor resistencia a la desecaciéon que aquellas bacterias Gram-
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negativas con morfologia de bacilo, segtn las condiciones de ensayo. Por otro lado, la
cepa aislada con el método del cloroformo (AC2), considerada como tolerante a la
desecacion también se clasifico como Gram-positiva y ademas presentd morfologia
celular de coco. Por lo que, quizas dicho tipo de bacterias ademas de presentar mayor
tolerancia a la desecacion, también sean mas resistentes a la presencia de disolventes,

como el cloroformo.

Tras los resultados expresados en el Capitulo pensamos en la posibilidad de utilizar
un microorganismo PGPR tolerante a la desecacion y un microorganismo rizosférico
capaz de crecer (degradar) a expensas de los compuestos hidrocarbonados objeto de
estudio, de forma conjunta. Ya que el mecanismo de accion de algunos
microorganismos se basa en la acumulacion de pequefios compuestos organicos en
respuesta a cambios extracelulares de osmolaridad, debido a la desecacién o la
adicion sal (Brown 1976; Arakawa & Timasheff, 1982), por lo que dicha produccion
de compuestos xeroprotectores podria afectar positivamente en la proteccion de otros

microorganismos presentes en el ambiente.
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CAPITULO I11

BIOPROTECCION DE UNA CEPA SENSIBLE A LA
DESECACION POR LA CEPA TOLERANTE Microbacterium
sp. 3J1

Introduccion

Los microorganismos anhidrobiontes acumulan pequefios compuestos organicos,
denominados solutos compatibles, en respuesta a cambios extracelulares de
osmolaridad, debido a la desecacion o la adicion de sales (Brown, 1976; Arakawa &
Timasheff 1982). La acumulacion de solutos compatibles es un mecanismo descrito
en varias especies de diferentes grupos taxondémicos, entre los que estan los
procariotas (Klihn & Hagemann 2011), hongos (Magan 2008), plantas (Hoekstra et

al. 2001) y animales incluido células humanas (Garcia-Perez & Burg 1991).

Los solutos compatibles son solutos organicos de bajo peso molecular, los cuales
mantienen un balance osmoético en condiciones de estrés por falta de agua, gracias a
procesos como son la osmoregulacion, lo cual no interfiere en el metabolismo celular.
Dichos solutos también tienen la funcion de estabilizar proteinas y componentes
celulares (Kempf & Bremer 1998; Hoekstra et al. 2001; Yancey, 2005; Kldhn &
Hagemann 2011).
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Los solutos compatibles pueden ser quimicamente diferenciados, entre ellos estan los
amino acidos y derivados (ectoina, hidroxiectoina), poliols y azucares, metilaminas
(N-oxido trimetilamina y glicina-betaina), compuestos de metil sulfonio y urea, esta

ultima no denominada como soluto compatible (Kempf & Bremer 1998).

Por lo general, se ha establecido que varios anhidrobiontes pueden tolerar la
desecacion debido a la acumulacidn intracelular de disacaridos no reductores, tales
como la trehalosa y sacarosa, pudiendo representar hasta el 20% de su peso seco

(Crowe & Crowe 1992; Clegg 2001).

Narvéez y colaboradores (2010), describen en su trabajo los xeroprotectores (solutos
compatibles producidos por organismos anhidrobiontes) producidos por la cepa
Microbacterium sp. 3J1. Asi pues, la cepa Microbacterium sp. 3J1 produjo los
xeroprotectores en orden de mayor a menor cantidad, trehalosa, lactato, piruvato,

acido oxoglucorodnico, acido glutamico.

Resultados

Los microorganismos aislados descritos en el Capitulo II no presentaban la doble
capacidad de tolerar la falta de agua y crecer en medio minimo adicionado con
hidrocarburos (potenciales degradadores), por ello decidimos analizar el beneficio que
una cepa xerosensible obtiene cuando esta presente en el suelo junto con una cepa
xerotolerante. Para ello partimos de la hipotesis de que la cepa xerotolerante al estar
en estado de estrés hidrico y producir solutos compatibles (xeroprotectores) es
probable que genere un microclima en su entorno (colonia), del cual se beneficie la
cepa xerosensible. La especie bacteriana, Pseudomonas putida KT2440 es una cepa
cuyo crecimiento esta afectado por las condiciones de sequia (Manzanera et al. 2002;
Narvéez-Reinaldo et al. 2010) y por tanto su rendimiento biodegradativo en
ambientes aridos y semiaridos también estd limitado a las estaciones humedas
(Molina et al. 1998). Dicha cepa se utiliza en técnicas de biorremediacion debido a su
versatilidad para colonizar lugares y para metabolizar determinados compuestos
xenobioticos (Franklin et al. 1981; Ramos-Gonzalez & Molin 1998), ademéas de ser
un microorganismo modelo en ingenieria genética (Franklin et al. 1981). Para

comprobar si Pseudomonas putida KT2440 es mas estable a los cambios abidticos
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como la falta de agua en presencia de una cepa xerotolerante, utilizamos la cepa
tolerante a la desecacion Microbacterium sp. 3J1 (Narvaez-Reinaldo et al. 2010), ya
utilizada en el ensayo de proteccion de plantas frente a condiciones de estrés hidrico y

caracterizada como PGPR (Vilchez et al. en preparacion).

Los ensayos para caracterizar la proteccion de un microorganismo sobre el otro se
realizaron a tres escalas. En un primer nivel, se caracterizé utilizando como soporte
placas de Petri en ausencia de medio de cultivo, luego se utilizé suelo compuesto por
vermiculita como sustrato de facil manejo y de secado rapido y finalmente se utilizo
un suelo franco-arenoso artificial, seleccionado por ser un suelo caracteristico de las
zonas aridas y semidridas, ademas de presentar caracteristicas similares con respecto

al suelo del que se aisl6 la cepa Microbacterium sp. 3J1.

II1.1 BUSQUEDA DE MUTANTES RESISTENTES DE LA CEPA Microbacterium
sp. 3J1

Para identificar en el suelo a cada una de las cepas objeto de estudio se emplearon
mutantes resistentes de dichas cepas a ciertos antibidticos. La cepa de P. putida
MAX40 un mutante resistente a rifampicina y tetraciclina que ademas es
bioluminiscente por insercion del operon /[ux (pUT mini-Tn5 /uxCDABE) de

Photorhabdus luminescens (Manzanera et al. 2004).

Para el seguimiento de la cepa Microbacterium sp. 3J1 se optd por buscar resistencias
espontaneas a antibioticos mediante siembra en placas de TSA con discos de papel
impregnados en distintos antibidticos. Inicialmente se caracterizdo el perfil de
resistencia natural de la cepa a distintos antibioticos utilizando discos con
estreptomicina (Sm) a 25 pg/ml, rifampicina (Rif) a 30 pg/ml, cloramfenicol (Cm) a
50 pg/ml, kanamicina (Km) a 30 pg/ml, tetraciclina (Tc) a 10 pg/ml. El disco con el
antibiotico se coloco en el centro de una placa de TSA previamente sembrada con
100 pl de un cultivo saturado en TSB y se incubd a una temperatura de 30°C durante
24 horas. Los resultados de estos ensayos se muestran en la Tabla III.1, donde se

observa que la cepa fue sensible a todos los antibidticos ensayados.
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Tabla III.1. Susceptibilidad a antibiéticos. En la primera columna se indica el antimicrobiano
utilizado, en la segunda columna la concentracion del antibidtico en el disco (ng/ul), y en la tercera el
diametro (mm) del halo de inhibicion de la cepa Microbacterium sp. 3J1.

Antimicrobiano Concentracion Diametro del halo

final del disco de inhibicion (mm)
(pg/ul)

Estreptomicina 25 207 £ 12

Rifampicina 30 337+£12

Cloramfenicol 50 428 £ 13

Kanamicina 30 153+ 12

Tetraciclina 10 106 £0

Como producto de los ensayos de sensibilidad y tras 48 horas de incubacién, se
observo la aparicion de colonias en el halo de inhibicion del crecimiento. Para la
obtencion de mutantes espontaneos se utilizaron las colonias aparecidas en la zona de
inhibicién mas cercanas al disco. Dichas colonias se resembraron por agotamiento
para la obtencidn de cultivos puros en una placa de TSA adicionada con el antibidtico
(1:1.000) utilizado en el ensayo del que se obtuvo. Se obtuvieron mutantes
espontaneos a los antibidticos estreptomicina, rifampicina y kanamicina. Finalmente
se selecciond un mutante espontaneo resistente a kanamicina porque es un antibidtico
efectivo para el seguimiento de microorganismos del suelo dada la baja frecuencia de

resistencias. A dicho mutante resistente a kanamicina se le denomin6 Microbacterium
sp. 3J1K.

II1.2 TOLERANCIA A LA DESECACION DE LAS CEPAS Microbacterium sp.
3J1K y P. putida MAX40 EN PLACAS

Para determinar si la tolerancia a la sequia de la cepa Microbacterium sp. 3J1 era
extensible a otros microorganismos sensibles a la falta de agua como P. putida
KT2440, decidimos estudiar la tolerancia de ambas cepas de forma independiente, asi

como combinada en las mismas condiciones de ensayo.
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II1.2.a Ensayo de tolerancia a la desecacion de las cepas Microbacterium sp. 3J1K y

P. putida MAX40 de forma individual

Para la realizacion del ensayo se partid de una colonia aislada de la cepa P. putida
MAX40 de 24 horas de crecimiento, procedente de una placa de TSA con el
antibiotico al que es resistente (rifampicina y tetraciclina) y una colonia aislada de la
cepa Microbacterium sp. 3J1K de 48 horas de crecimiento, procedente de una placa
de TSA con kanamicina. Tras ello se desarrolld el método modificado por el cual se
evaltia la tolerancia a la desecacion, de manera que las diluciones seriadas se
sembraron en placas adicionadas con el antibiotico al que es resistente cada una de las
cepas objeto de estudio, tal y como se indica en el apartado M4.d. Ademas se realizo
el ensayo a las cepas que no presentaban resistencia a los antibidticos objeto de
estudio. En este ensayo se incluyd como control positivo la cepa de A. calcoaceticus
(PADDG68) aislada del desierto de Tabernas (Almeria) (Narvaez-Reinaldo et al. 2010)
y como control negativo se incluy6 a P. putida KT2440, utilizada por ser una cepa
sensible a la desecacion (Manzanera et al. 2002). En la Tabla III.2 se indica la
supervivencia de cada una de las cepas objeto de estudio en porcentaje.

Tabla IIL.2. Tolerancia a la desecacion de las cepas Microbacterium sp. 3J1K y P. putida MAX40

de forma individual. En la primera columna se indica el nombre de la cepa empleada y en la segunda
columna se indica el porcentaje de supervivencia.

Cepa Porcentaje de
supervivencia
Microbacterium sp. 3J1 334+1,8
Microbacterium sp. 3J1K 30,7+ 3,5
P. putida KT2440 ND
P. putida MAX40 ND
A. calcoaceticus PADD68 4,03+0,2

ND. No detectado

Segun los resultados de la Tabla 1112, la cepa 4. calcoaceticus PADD68 presentd un
porcentaje de supervivencia del 4,03% + 0,2. En el caso de ambas cepas de P. putida
los valores de supervivencia quedaron por debajo de los niveles de deteccion tras las
24 horas de secado, en las condiciones ensayadas. Por otro lado, la cepa

Microbacterium sp. 3J1K presentd un porcentaje de supervivencia especialmente alto,
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siendo este del 30,7% + 3,5, dicho valor no se consideré como significativamente

distinto al presentado por la cepa parental Microbacterium sp. 3J1.

II1.2.b Ensayo de tolerancia a la desecacion de las cepas Microbacterium sp. 3J1K y

P. putida MAX40 de forma combinada

El objetivo de este ensayo fue comprobar si la cepa Microbacterium sp. 3J1K era
capaz de proteger a la cepa sensible a la desecacion P. putida MAX40 frente a
condiciones de falta de agua, mediante un ensayo en placas de Petri en ausencia de
medio de cultivo. Para determinar la tolerancia a la desecacion de las cepas objeto de
estudio cuando ambas se suministran de forma conjunta, se procedio a lo indicado en
el apartado M4.d. En la Tabla II1.3 se indica la supervivencia en porcentaje de cada
una de las cepas objeto de estudio Microbacterium sp. 3J1K y P. putida MAX40
cuando ambas se suministraron de forma combinada, ademas de los controles A.

calcoaceticus (PADDG68) y P. putida KT2440.

Tabla II1.3. Tolerancia a la desecacion de las cepas Microbacterium sp. 3J1K y P. putida MAX40
de forma combinada. En la primera columna se indica el nombre de la cepa y en la segunda columna
se indica el porcentaje de supervivencia.

Cepa Porcentaje de
supervivencia
Microbacterium sp. 3J1K 30,4 + 0,59
P. putida MAX40 ND
P. putida KT2440 ND
A. calcoaceticus PADD68 4,26 + 0,37

ND. No detectado

Tras el ensayo de tolerancia a la desecacion se observo que la cepa A. calcoaceticus
PADDG68 presentd un nivel de tolerancia del 4,26 + 0,37. Sin embargo, la cepa
sensible a la desecacion P. putida KT2440 presentod un nivel de tolerancia por debajo

de los niveles de deteccion. Por otra parte la cepa Microbacterium sp. 3J1K presento
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una supervivencia a la falta de agua del 30,4% =+ 0,58, mientras que los niveles de
supervivencia registrados de la cepa P. putida MAX40 estuvieron por debajo de los
niveles de deteccion, incluso cuando se incubd conjuntamente con la cepa con la cepa

clasificada como tolerante a la sequia Microbacterium sp. 3J1K.

I11.3 TOLERANCIA A LA DESECACION DE LAS CEPAS Microbacterium sp.
3J1K y P. putida MAX40 EN MICROCOSMOS CON VERMICULITA

Dado que no se observé un efecto protector de la cepa xerotolerante (Microbacterium
sp. 3J1K) hacia la cepa xerosensible (P. putida MAX40), en las condiciones
ensayadas, decidimos estudiar la posible interaccidon entre ambas cepas en un sistema
mas complejo, por si requeria de un soporte fisico y un mayor area de interaccion
entre ambas cepas y por tanto con un efecto mas parecido al de un suelo real. Para
ello estudiamos la tolerancia a la falta de agua de Microbacterium sp. 3J1K y de P.
putida MAX40 en microcosmos utilizando vermiculita como soporte solido. Dichos
microcosmos estaban compuestos por 71,5 g de vermiculita en recipientes de 500 ml

de volumen, tal y como se observa en la Figura I1I.1.

Figura III.1. Microcosmos edaficos con vermiculita como sustrato. Se muestra los microcosmos
inoculados con la cepa P. putida MAX40 tras 10 dias. A la izquierda, el microcosmos en condiciones
de humedad y a la derecha el microcosmos sometido a condiciones de estrés hidrico.
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Para ello se realizaron 8 microcosmos divididos en 4 grupos, el primero de ellos
denominado V3J1K, fue inoculado con la cepa Microbacterium sp. 3J1, el segundo de
ellos denominado VMAX40 fue inoculado con la cepa P. putida MAX40, el tercero
de ellos denominado V3J1KMAX40 fue inoculado con las cepas Microbacterium sp.
3J1 y P. putida MAX40 y finalmente el denominado VO utilizado como control para
la deteccion de posibles cepas resistentes a los antibidticos utilizados. De cada grupo
se realizaron dos replicas a una de las cuales se le elimin6 el riego durante todo el
periodo que dur6 el ensayo, mientras que la otra replica se regd durante todo el

periodo de muestreo cada 48 horas con 0,5 ml/g (Tabla II1.4).

Tabla I11.4. Microcosmos en vermiculita sometidos a distintas condiciones. En la primera columna
se indica el nombre del microcosmos, en la segunda columna el nombre de la cepa con el que se
inoculé y en la tercera columna las condiciones a las que se incubaron cada uno de los microcosmos.

Microcosmos Inoculo Condiciones

V3J1K Microbacterium sp. 3J1K  Humedad
Sequia

VMAX40 P. putida MAX40 Humedad
Sequia

V3J1IKMAX40 Microbacterium sp. 3J1K  Humedad
y P. putida MAX40 Sequia
MAX40

La inoculacion de los microcosmos con las cepas P. putida KT2440 vy
Microbacterium sp. 3J1, se realizé tal y como se indica en el apartado M6.a. Tras ello
se realizo un recuento de células viable, donde en el caso de las células de P. putida
MAX40 sembradas en placas de TSA sin antibidtico se detectaron 2,24~108 UFC/ml,
mientras que en placas de TSA con rifampicina y tetraciclina se observaron 2,54-10%
UFC/ml. En el caso de las células de Microbacterium sp. 3J1K sembradas en placas
de TSA sin antibi6tico se detectaron 1,27-10° UFC/ml, mientras que en placas de TSA
adicionadas con kanamicina se observaron 1,05-10° UFC/ml. Para comprobar si era
necesario adicionar a los indculos el antibidtico calculamos la frecuencia de la

reversion de la mutacion, la cual al ser inferior al 12%, consideramos que no era
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necesario adicionar al medio enriquecido antibidtico para el crecimiento de las cepas

marcadas.

II1.3.a. Contenido hidrico de los microcosmos compuestos por vermiculita

Se realizd un seguimiento de la humedad contenida en el suelo de cada uno de los
microcosmos a los 0, 1, 3, 4, 6, 9 y 10 dias, para conocer en que punto de muestreo la
diferencia entre el contenido hidrico del suelo en condiciones de humedad y el suelo
sometido a condiciones de estrés hidrico era significativamente mayor, se determind

tal y como se indica en el apartado M5.d.2.

En la Figura III.2 se representa la evolucion del contenido hidrico de cada uno de los

microcosmos a lo largo del periodo de muestreo.

90

Porcentaje de humedad

Tiempo (dias)

Figura II1.2. Contenido hidrico de los microcosmos con vermiculita. Se representa el contenido
hidrico del suelo en cada uno de los microcosmos en condiciones de humedad (simbolos negros) y en
condiciones de sequia (simbolos blancos). En el eje da abscisas se indica el tiempo en dias y en el eje
de ordenadas se indica la humedad en porcentaje. Se incluye en forma de barras de error la desviacion
estandar a la media de tres experiencias.

La humedad de los microcosmos en ausencia de estrés hidrico se mantuvo constante
en valores entorno al 65-70%. Por otro lado, los valores de humedad (%) de los
microcosmos sometidos a estrés hidrico descendieron hasta aproximadamente un 7%

al final del ensayo. Mediante un andlisis de la distribucion ¢ de Student se determiné
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que los microcosmos en condiciones de humedad no presentaron diferencia
significativa en ningin punto de muestreo, al igual que ocurri6 con los sometidos a
condiciones de sequia entre si. Sin embargo, las diferencias entre los microcosmos en
condiciones de humedad y los sometidos a condiciones de sequia fueron

significativamente diferentes a partir del dia 6 de ensayo.

II1.3.b. Ensayo de tolerancia a la desecacion de la cepa Microbacterium sp. 3J1K y P.

putida MAX40 en vermiculita

Una vez determinado que a partir del dia 10 se lograba la mayor diferencia en
contenido hidrico entre los microcosmos en condiciones de humedad y los
microcosmos sometidos a estrés hidrico decidimos evaluar la tolerancia de las cepas
Microbacterium sp. 3J1K y P. putida MAX40, tanto por independiente como cuando
se suministraban de forma conjunta, en los microcosmos compuestos por vermiculita.
Para estimar las células viables tras el periodo de 10 dias, tanto en los microcosmos
incubados en condiciones de humedad como los microcosmos sometidos a sequia, se
recurrid al método de siembra en placa y posterior recuento de UFC/g de suelo de

cada una de las cepas, tal y como se indica en el apartado M6.a.1.

En la Figura II1.3 se representa el recuento de colonias como producto de las UFC/g
de suelo de la cepa Microbacterium sp. 3J1K en los microcosmos V3J1K y de la cepa
de la cepa P. putida MAX40 en los microcosmos VMAX40, en condiciones de
irrigacioén continua y en condiciones sequia. S6lo se sembraron las diluciones seriadas
al dia 10 del ensayo ya que es cuando se observd mayor diferencia significativa, con
respecto al contenido hidrico de los microcosmos expuestos a un riego continuo y los

microcosmos sometido a condiciones de estrés hidrico.
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Figura II1.3. Células viables presentes en los microcosmos V3J1K y VMAX40. Se indica la
viabilidad en forma de UFC/g de suelo de la cepa Microbacterium sp. 3J1K y la cepa P. putida
MAX40, en un suelo compuesto por vermiculita sometido a condiciones de humedad (gris) y en un
suelo sometido a condiciones de estrés hidrico (blanco). Se indica el porcentaje de humedad de cada
microcosmos encima de cada barra. En el eje da abscisas se la cepa y en el eje de ordenadas se indica
las UFC/g de suelo. Se incluye en forma de barras de error la desviacion estandar a la media de tres
experiencias.

Como resultado del ensayo para determinar la tolerancia a la desecacion de las cepas
Microbacterium sp. 3J1K 'y P. putida MAX40, se estimaron 1,3-10° UFC/g de suelo
de la cepa Microbacterium sp. 3J1K en el suelo sometido a condiciones de humedad,
a los 10 dias. El contenido hidrico al final del ensayo en el microcosmos V3J1K en
condiciones de humedad fue de 72,9% + 1,0. Por otro lado, cuando el suelo se
sometié a condiciones de sequia se estimaron 5,5-10" UFC/g de suelo al final del
ensayo, dicho suelo presentdé una humedad del 7% + 0,3 en el momento del muestreo
(V3J1K). En ninguno de los suelos se identifico la aparicion de colonias resistentes a

los antibioticos rifampicina y tetraciclina.

Por otra parte se estimaron 1,8-10° UFC/g de suelo de células viables de la cepa P.
putida MAX40 en un suelo sometido a condiciones de humedad en el microcosmos
VMAX40. En dicho punto de muestreo la humedad fue del 74,4% =+ 4,2. Por otro
lado, cuando el suelo se someti6 a condiciones de sequia se estimaron 8,9-10° UFC/g
de suelo al final del ensayo, dicho suelo presentd una humedad del 6,8% + 1,3 en el
momento del muestreo (Figura III.3). En ninguno de los suelos contenidos en los

microcosmos objeto de estudio se identificaron resistentes al antibiotico kanamicina.
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De manera andloga se realizo un recuento de células viables en forma de UFC/g de
suelo de cada una de las cepas objeto de estudio Microbacterium sp. 3J1K 'y P. putida
MAX40, en los microcosmos donde ambas cepas se suministraron de forma
combinada (V3J1KMAX40). Para ello se tomo 1 g tanto del suelo en condiciones de
humedad, asi como del suelo sometido a condiciones de estrés hidrico, cada uno de
los cuales se resuspendieron en 1xM9. Tras ello se realizaron diluciones seriadas en
dicha solucion salina a los 10 dias. Dichas diluciones se sembraron en placas de TSA
adicionado con kanamicina para el seguimiento de la cepa Microbacterium sp. 3J1K 'y
en placas de TSA suplementado con rifampicina y tetraciclina para el seguimiento de

la cepa sensible a la sequia P. putida MAX40.

En la Figura I11.4 se representa el nimero de células viables como UFC/g de suelo de
la cepa Microbacterium sp. 3J1K y la cepa sensible a la sequia P. putida MAX40 en
forma combinada a los 10 dias de ensayo, en un suelo en condiciones de humedad y

de sequia.
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Figura IIL.4. Células viables presentes en los microcosmos V3J1KMAX40. Se indica la viabilidad
en forma de UFC/g de suelo de la cepa Microbacterium sp. 3J1K 'y la cepa P. putida MAX40 cuando
se suministran de forma conjunta (c), en un suelo compuesto por vermiculita sometido a condiciones de
humedad (gris) y en un suelo sometido a condiciones de estrés hidrico (blanco). Se indica el porcentaje
de humedad de cada microcosmos encima de cada barra. En el eje da abscisas se indica la cepa y en el
eje de ordenadas se indica las UFC/g de suelo Se incluye en forma de barras de error la desviacion
estandar a la media de tres experiencias.

Como resultado del ensayo se estimaron 6-10° UFC/g de suelo de la cepa
Microbacterium sp. 3J1K en el microcosmos V3J1KMAX40 cuyo suelo se incub6 en

condiciones de humedad. En dicho punto de muestreo la humedad fue del 71,3% =+
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1,3. Sin embargo, cuando el suelo se sometid a condiciones de sequia se estimaron
1,7-10° UFC/g de suelo al final del ensayo, dicho suelo presenté una humedad del 7%
+ 0,5 en el momento del muestreo. Por otro lado, se estimaron 1,7-109 UFC/g de suelo
de la cepa P. putida MAX40 en el suelo sometido a condiciones de humedad, en el
microcosmos V3J1KMAX40. En dicho punto de muestreo la humedad del suelo fue
del 71,3% + 1,3. Cuando el suelo se sometio a condiciones de estrés por falta de agua
se estimaron 6,7-10" UFC/g de suelo de la cepa P. putida MAX40. Dicho suelo

presentd una humedad del 7% =+ 0,5 en el momento del muestreo.

El objetivo de este ensayo fue determinar si existe un efecto protector de la cepa
clasificada como xerotolerante Microbacterium sp. 3J1K, sobre la cepa clasificada
como sensible a la desecacion, P. putida MAX40, en un suelo compuesto por
vermiculita. Para ello con los datos de viabilidad de cada una de las cepas
Microbacterium sp. 3J1K y P. putida MAX40, calculamos el porcentaje de
supervivencia de cada una de ellas en un suelo sometido a condiciones de estrés
hidrico, tomando como referencia los datos del suelo sometido a condiciones de
humedad. Dicho porcentaje se calculd tanto en los microcosmos inoculados con la
combinacion de ambas cepas, como en aquellos donde se inocularon de forma
individual. En la Figura II1.5 se representa el porcentaje de supervivencia de la cepa
tolerante a la sequia Microbacterium sp. 3J1K, el porcentaje de supervivencia de la
cepa sensible a la sequia P. putida MAX40 y el porcentaje de supervivencia de ambas

cuando fueron suministradas de forma combinada.
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Figura IIL.5. Supervivencia de microorganismos suministrados de forma individual y conjunta en
microcosmos sometidos a estrés hidrico. Se representa la supervivencia en porcentaje de la cepa
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tolerante a la sequia Microbacterium sp. 3J1K y la cepa sensible a la sequia P. putida MAX40 de
forma individual (gris claro) y cuando de forma combinada (gris oscuro). Se indica el porcentaje de
humedad de cada microcosmos encima de cada barra. En el eje da abscisas se la cepa y en el eje de
ordenadas se indica el porcentaje de supervivencia. Se incluye en forma de barras de error la
desviacion estandar a la media de tres experiencias.

Como se puede observar en la Figura IIL.5, la cepa Microbacterium sp. 3J1K en el
microcosmos donde se cultivo de forma individual (V3J1K), presentdé una
supervivencia del 44,42% + 4 en un suelo sometido a condiciones de falta de agua, el
cual present6 una humedad del 7% + 0,3 en el momento del muestreo. Por otra parte
la cepa sensible a la desecacion P. putida MAX40 presentd una supervivencia del
0,3% = 0,03 en un suelo sometido a condiciones de sequia, cuando no se combind con
la cepa tolerante a la falta de agua. Dicho suelo presentd un porcentaje de humedad
del 6,8% + 1,3 en el momento del muestreo. Este contenido hidrico no fue
significativamente diferente del observado en el microcosmos V3J1K en condiciones
de sequia. Sin embargo, cuando ambas cepas se suministraron de forma conjunta la
cepa sensible a la sequia P. putida MAX40 present6 una supervivencia del 3,8 £ 0,5.
Siendo esta, significativamente distinta a la tolerancia observada cuando la cepa se
inoculd individualmente en vermiculita. Mientras que la cepa tolerante a la sequia
presentd una supervivencia del 29,1% + 3 en un suelo sometido a condiciones de

sequia. Dicho suelo present6 una humedad del 7% + 0,5 en el momento del muestreo.

II1.4 TOLERANCIA A LA DESECACION DE LAS CEPAS Microbacterium sp.
3J1K y P. putida MAX40 EN MICROCOSMOS CON UN SUELO FRANCO-
ARENOSO

Con el fin de evaluar la posible interaccion de las cepas objeto de estudio
Microbacterium sp. 3J1K y P. putida MAX40 en suelos mas similares a los reales, se
prepard un suelo artificial en el laboratorio, cuya composiciéon granulométrica fue
arena en un 80% Yy arcilla en un 20%. Segln el diagrama triangular que representa los
valores de las tres fracciones (arena, limo y arcilla) dicho suelo presentd una textura
franco-arenosa. El suelo se selecciond por presentar las caracteristicas tipicas de las
zonas aridas y semidridas, ademas de presentar caracteristicas similares con respecto

al suelo del que se aisld la cepa parental Microbacterium sp. 3J1. Para ello se
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realizaron microcosmos edaficos en recipientes de 5 litros de volumen con 3.5 Kg de
suelo. Dicho suelo se compuso por un 80% de arena y un 20% de arcilla sin
esterilizar. Para proporcionar drenaje al sistema se coloco en fondo de los recipientes

grava con un tamafio de canto de aproximadamente de 3 cm de diametro (Figura
I11.6).

Figura I11.6. Microcosmos edaficos compuestos por un suelo franco-arenoso. A la izquierda se
muestra un microcosmos sometido a condiciones de sequia y a la derecha un microcosmos en
condiciones de humedad.

Al igual que en los anteriores ensayos se realizaron 8 microcosmos clasificados en 4
grupos, los cuales fueron denominados como se detalla a continuacion: el primero de
ellos denominado S3J1K fue inoculado con la cepa tolerante a la falta de agua
Microbacterium sp. 3J1K, el segundo denominado SMAX40 que fue inoculado con la
cepa sensible a la desecacion P. putida MAX40, el tercero denominado
S3JIKMAX40 el cual fue inoculado con las cepas Microbacterium sp. 3J1K y P.
putida MAX40, las cuales fueron suministradas de forma combinada y el cuarto
denominado S0, microcosmos que se utilizd como control para la deteccion de
mutantes espontaneos a los antibidticos utilizados. De cada grupo se realizaron dos
replicas a una de las cuales se le elimin6 el riego durante todo el periodo que duré el

ensayo, mientras que la otra replica se mantuvo en condiciones de humedad durante
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todo el periodo de muestreo, con una adicién homogénea de 250 ml de agua destilada

cada 96 horas (Tabla I11.4).

Tabla II1.4. Microcosmos compuestos por un suelo franco-arenoso sometido a distintas
condiciones. En la primera columna se indica el nombre del microcosmos, en la segunda columna el
nombre de la cepa con el que se inoculé cada microcosmos y en la tercera columna las condiciones a
las que se sometieron cada uno de ellos.

Microcosmos Cepa Condiciones
S3JIK Microbacterium sp. 3J1K Humedad
Sequia
SMAX40 P. putida MAX40 Humedad
Sequia

S3JIKMAX40  Microbacterium sp. 3J1K y Humedad

P. putida MAX40 Sequia
SO Sin inocular Sequia
Humedad

Para proceder a la realizacidon del ensayo se inocularon 2 matraces de 1 L de volumen

con 500 ml de TSB, tal y como se indica en el apartado M6.a.

II1.4.a Contenido hidrico de los microcosmos compuestos por un suelo franco-arenoso

Andlogamente al ensayo realizado con vermiculita como sustrato, se realizd un
seguimiento de la humedad contenida en el suelo de cada uno de los microcosmos a
los 0, 1, 4, 7 y 14 dias, para conocer en que punto de muestreo la diferencia entre el
contenido hidrico del suelo en condiciones de humedad y el suelo sometido a
condiciones de estrés hidrico era significativamente mayor. La toma de muestras se
realizd mas tarde, que en los microcosmos con vermiculita para permitir que se
alcanzara un grado de humedad similar al obtenido en los ensayos de tolerancia a la

desecacion de las cepas en vermiculita. Para determinar el contenido hidrico de cada
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uno de los microcosmos se procedio tal y como se indica en el apartado M5.d.2. En la

Figura III.7 se representa el contenido hidrico de cada uno de los microcosmos.
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Figura II1.7. Contenido hidrico de los microcosmos con suelo franco-arenoso. Se representa el
contenido hidrico del suelo en cada uno de los microcosmos en condiciones de huemdad (simbolos
negros) y en condiciones de sequia (simbolos blancos). En el eje da abscisas se indica el tiempo en dias
y en el eje de ordenadas se representa la humedad en porcentaje. Se incluye en forma de barras de error
la desviacion estandar a la media de tres experiencias.

Los microcosmos en condiciones de humedad presentaron un porcentaje de humedad
entre 20-35%, manteniéndose entorno a dicho rango durante todo el periodo que dura
el ensayo. Por otro lado, aquellos microcosmos que se sometieron a condiciones de
sequia presentaron una disminucion del contenido hidrico a lo largo del periodo que
dura el ensayo. Mediante un analisis de la distribucion ¢ de Student se determin6 que
los microcosmos en condiciones de humedad no presentaron diferencia significativa
en ningin punto de muestreo, al igual que ocurri6 con los sometidos a condiciones de
sequia. De modo que el suelo sometido a condiciones de sequia inoculado con la cepa
tolerante a la sequia Microbacterium sp. 3J1K present6 un porcentaje de humedad del
3,73% + 0,96. El suelo inoculado con P. putida MAX40, presentd un 2,2% =+ 0,0 de
humedad al final del periodo que dura el ensayo. Y finalmente el suelo sometido a
condiciones de falta de agua, inoculado con ambas cepas presentd un porcentaje de

humedad del 4,2 + 0,28.
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I11.4.b Ensayo de tolerancia a la desecacion de la cepa Microbacterium sp. 3J1K y P.

putida MAX40 en suelo franco-arenoso

Una vez determinado que a partir del dia 14 se lograba un contenido hidrico similar al
de los 10 dias en condiciones de sequia cuando se utilizaba vermiculita como sustrato,
decidimos evaluar la tolerancia de las cepas Microbacterium sp. 3J1K y P. putida
MAX40 tanto de manera individual como en forma conjunta, en microcosmos
compuestos por suelo franco-arenoso. La estimacion del nimero de células de
Microbacterium sp. 3J1K y la cepa P. putida MAX40, en los microcosmos donde se
presentan tanto de forma individual como de forma conjunta, se realiz6 tal y como se

indica en el apartado Mé6.a.1.

En la Figura I11.8 se representa el recuento de las células viables en forma de UFC/g
de suelo de la cepa Microbacterium sp. 3J1K y la cepa P. putida MAX40 en un suelo
franco-arenoso en condiciones de humedad y de estrés por falta de agua, a los 14 dias

de ensayo.
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Figura IILI.8. Células viables presentes en los microcosmos S3J1K y SMAX40. Se indica la
viabilidad en forma de UFC/g de suelo de la cepa Microbacterium sp. 3J1K y la cepa P. putida
MAX40, en un suelo compuesto por vermiculita en condiciones de humedad (gris) y en un suelo
sometido a condiciones de estrés hidrico (blanco). Se indica el porcentaje de humedad de cada
microcosmos encima de cada barra. En el eje da abscisas se indica la cepa y en el eje de ordenadas se
indica las UFC/g de suelo. Se incluye en forma de barras de error la desviacion estandar a la media de
tres experiencias.

Como se puede observar en la Figura 1118, se estimaron 1,1-10° UFC/g de suelo de la

cepa Microbacterium sp. 3J1K, en el microcosmos S3J1K cuyo suelo se incubd en
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condiciones de humedad. En dicho punto de muestreo la humedad fue del 24,8% =+
0,96. Sin embargo, cuando el suelo se sometid a condiciones de sequia se detectaron
6,4-10" UFC/g de suelo al final del ensayo, dicho suelo present6 una humedad del
3,73% £ 0,11 en el momento del muestreo. En el suelo contenido en cada uno de los
microcosmos no aparecieron mutantes dobles a los antibidticos rifampicina y
tetraciclina. Por otro lado se estimaron 8,3-10’ UFC/g de suelo de la cepa P. putida
MAX40 en el microcosmos SMAX40 cuyo suelo se incubd en condiciones de
humedad. En dicho punto de muestreo la humedad fue del 25,9% + 4,5. Sin embargo,
cuando el suelo se sometid a condiciones de estrés hidrico se detectaron 1,1-10°
UFC/g de suelo al final del ensayo, dicho suelo presenté una humedad del 2,2% + 0,0
en el momento del muestreo. En ninguno de los suelos aparecieron cepas resistentes a

kanamicina.

Andlogamente se realizo un recuento de células viables en forma de UFC/g de suelo
de cada una de las cepas objeto de estudio Microbacterium sp. 3J1K y P. putida
MAX40, en los microcosmos S3J1IKMAX40 donde ambas cepas se suministraron de
forma conjunta. En la Figura II1.9 se representan las UFC/g de suelo de la cepa
tolerante a la falta de agua Microbacterium sp. 3J1K y de la cepa sensible a la sequia
P. putida MAX40 cuando se suministraron de forma conjunta, en un suelo franco-
arenoso en condiciones de humedad y de sequia, al final del periodo que dura el

ensayo (14 dias).
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Figura II1.9. Células viables presentes en los microcosmos V3J1KMAX40. Se indica la viabilidad
en forma de UFC/g de suelo de la cepa Microbacterium sp. 3J1K y la cepa P. putida MAX40 cuando
se suministran de forma conjunta (c), en un suelo compuesto por vermiculita en condiciones de
humedad (gris) y en un suelo sometido a condiciones de estrés hidrico (blanco). Se indica el porcentaje
de humedad de cada microcosmos encima de cada barra. En el eje da abscisas se indica la cepa y en el
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eje de ordenadas se indica las UFC/g de suelo. Se incluye en forma de barras de error la desviacion
estandar a la media de tres experiencias.

Como se puede observar en la Figura II1.9 se estimaron 9,3-10" UFC/g de suelo de la
cepa Microbacterium sp. 3J1K en los microcosmos S3J1IKMAX40 cuyo suelo se
incubo en condiciones de humedad. En dicho punto de muestreo la humedad fue del
23,8% = 3,35. Sin embargo, cuando el suelo se sometid a condiciones de sequia se
estimaron 1,3-10" UFC/g de suelo al final del ensayo, dicho suelo presentdé una
humedad del 4,2% + 0,28 en el momento del muestreo. Por otro lado se estimaron
9,3-10" UFC/g de suelo de la cepa P. putida MAX40 en el microcosmos
S3JIKMAX40 cuyo suelo se sometié a condiciones de humedad. En dicho punto de
muestreo el porcentaje de humedad en el suelo fue del 23,8% =+ 3.,3. Cuando el suelo
se sometio a condiciones de falta de agua se estimaron 1,3-10" UFC/g de suelo al final
del ensayo. Dicho suelo present6 una humedad del 4,2% =+ 0,28, en el momento del

muestreo.

Para determinar si existe un efecto protector de la cepa clasificada como tolerante a la
desecacion Microbacterium sp. 3J1K, hacia la cepa sensible P. putida MAX40 en un
suelo franco-arenoso calculamos el nivel de supervivencia de cada una de las cepas,
cuando se suministraron de forma conjunta, en un suelo sometido a condiciones de
estrés hidrico, tomando como referencia los datos del suelo sometido a condiciones de
humedad. Ademas se calculd la supervivencia cuando se suministraron de forma
individual. En la Figura III.10 se representa el porcentaje de supervivencia de la cepa
tolerante a la sequia Microbacterium sp. 3J1K, la supervivencia de la cepa sensible a
la sequia P. putida MAX40 y la supervivencia de cada una de las cepas cuando se

suministran en forma combinada en un suelo sometido a condiciones de sequia.
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Figura III.10. Supervivencia de las cepas suministradas de forma individual y conjunta en
microcosmos sometidos a estrés hidrico. Se representa la supervivencia en porcentaje, de la cepa
tolerante a la sequia Microbacterium sp. 3J1K y la cepa sensible a la sequia P. putida MAX40 de
forma individual (gris) y cuando ambas fueron combinadas (c) (blanco). Se indica el porcentaje de
humedad de cada microcosmos encima de cada barra. En el eje da abscisas se indica la cepa y en el eje
de ordenadas se indica el porcentaje de supervivencia. Se incluye en forma de barras de error la
desviacion estandar a la media de tres experiencias.

Cuando la cepa tolerante a la sequia Microbacterium sp. 3J1K se suministré de forma
individual, presenté una supervivencia del 63,4% + 3,7 en un suelo sometido a
condiciones de falta de agua, el cual presentd una humedad del 3,8% =+ 0,9 en el
momento del muestreo. Por otra parte, cuando la cepa sensible a la desecacion P.
putida MAX40 se suministré de forma individual, presentdé una supervivencia del
0,13% = 0,03 en un suelo sometido a condiciones de sequia. Dicho suelo presentd una
humedad del 2,2% en el momento del muestreo. Por otro lado cuando ambas cepas se
suministraron de forma conjunta (c), la cepa sensible a la sequia P. putida MAX40,
presento un porcentaje de supervivencia del 14,2 + 2,1, sin embargo la cepa tolerante
a la sequia Microbacterium sp. 3J1K presentd un porcentaje de supervivencia del
91,47% =+ 15,8 en un suelo sometido a condiciones de sequia. Dicho suelo presentd

una humedad del 4,7% =+ 0,0 en el momento del muestreo.

Discusion

La biorremediacion de ambientes sometidos a condiciones de estrés por falta de agua

supone el uso de organismos que soporten dichas condiciones y que realicen la
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funcion para la que se destinan. Tal y como indicamos en el capitulo III (Resultados)
para recuperar un suelo contaminado con hidrocarburos y sometido a condiciones de
estrés por falta de agua, proponemos el uso de plantas (bioacumuladoras o no
bioacumuladoras) y microorganismos que toleren las condiciones de sequia. De modo
que los microorganismos protejan a plantas frente a dicho estrés y degraden los
compuestos recalcitrantes. Tal y como indicamos en el Capitulo mencionado antes,
tras varios intentos no conseguimos aislar ningin microorganismo que presentara
dichas propiedades, por lo que nos planteamos la combinacion de microorganismos.
De modo que comprobamos si un microorganismo tolerante a la desecacion, podia
proporcionar un aumento de la supervivencia de la poblacion de un microorganismo
clasificado como xerosensible (con capacidad para degradar compuestos

recalcitrantes) en un suelo sometido a condiciones de estrés hidrico.

Tal y como hemos indicado en la Introduccion, la sintesis de grandes cantidades de
azucares, en particular disacaridos no reductores (como trehalosa y sacarosa), esta
asociada a la habilidad de aquellos microorganismos para sobrevivir en estado de
sequia (Crowe et al. 1987; Billi et al. 2000; de Castro et al. 2000). Sin embargo, hay
estudios que indican que algunos organismos anhidrobiontes poseen un mecanismo
para tolerar la desecacion no sélo produciendo azucares, sino también varios
osmolitos, antioxidantes e incluso proteinas (Crowe et al. 2005; Illing et al., 2005).
Entre las diferentes estrategias desarrolladas por los microorganismos, la sintesis de
solutos compatibles y proteinas especializadas son los mas importantes. Nuestra
hipodtesis se basa en suponer que la cepa xerosensible puede beneficiarse del
microclima generado por la cepa xerotolerante en el suelo. Y que la cepa xerosensible
presente la capacidad para metabolizar determinados compuestos, que la cepa

xerotolerante no posee, en las condiciones de sequia.

Para comprobar nuestra hipotesis seleccionamos la cepa Microbacterium sp. 3J1,
clasificada como tolerante a la desecacion (Narvaez-Reindldo et al. 2010) y protectora
de plantas (Vilchez et al. en preparacion) y la cepa P. putida MAX40, clasificada
como sensible a las condiciones de estrés por falta de agua (Manzanera et al. 2002;
Narvéez-Reinaldo et al. 2010), que ademas se utiliza en técnicas de biorremediacién
debido a su versatilidad para colonizar lugares y para metabolizar determinados
compuestos xenobidticos (Franklin et al. 1981; Ramos-Gonzalez & Molin 1998). Tal

y como hemos indicado en la Introduccion segun Narvéaez y colaboradores (2010) los
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xeroprotectores producidos por la cepa Microbacterium sp. 3J1 (xerotolerante)
fueron, en orden de mayor a menor, trehalosa, lactato, piruvato, glutamina y acido
oxoglucuronico. Dichos xeroprotectores presentaron resultados positivos en cuanto a
la estabilizacion de la enzima lipasa, aunque los resultados obtenidos fueron menores
que los logrados utilizando la trehalosa como xeroprotector. Al igual que ocurrio
cuando se probd la capacidad estabilizadora de dichos xeroprotectores en células

procariotas sometidas a secado (Narvaez-Reinaldo et al. 2010).

Segun los resultados, la cepa sensible a las condiciones de estrés por falta de agua, P.
putida KT2440 aumentd su supervivencia cuando se inoculd junto con la cepa
Microbacterium  sp. 3J1, en un suelo compuesto por vermiculita sometido a
condiciones de estrés hidrico. De modo que presentd un porcentaje de supervivencia
similar a los de la cepa considerada como control positivo en los ensayos de
tolerancia a la desecacion en placas, Acinetobacter calcoaceticus PADDG68. Sin
embargo, el porcentaje de supervivencia de la cepa P. putida KT2440 aumento
considerablemente cuando se inoculd junto con la cepa xerotolerante en un suelo
franco-arenoso como sustrato, en vez de vermiculita. Segun los resultados de
supervivencia de la cepa P. putida KT2440 junto con la cepa xerosensible, habria que
comprobar si es rentable su utilizacion en un tratamiento de suelos contaminados

sometidos a condiciones de estrés por sequia.

Es probable que la cepa Microbacterium sp. 3J1 al producir los xeroprotectores
cuando se encuentra en condiciones de estrés por falta de agua, genere un microclima
propicio para que la cepa xerosensible P. putida MAX40 sobreviva a tales
condiciones. Aun asi la produccion de los xeroprotectores es intracelular, hecho por el
cual también nos planteamos la posibilidad de que ambas cepas formaran una
biopelicula, quizas también junto con otros microorganismos presentes en el suelo. Ya
que una de las ventajas importantes de la formacion de biopeliculas por las bacterias
del suelo (rizobacterias) es la proteccion contra la escasez de agua (desecacion o
efecto osmotico). Las biopeliculas estdn formadas por comunidades microbianas que
se adhieren a superficies bidticas o abioticas, las cuales quedan encerradas en una
matriz protectora de compuestos extracelulares. Aun asi, la composicion de las

biopeliculas bacterianas en suelos es poco conocida (Bogino et al. 2013).
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Para nuestro conocimiento no existen estudios acerca de la proteccion de un
microorganismo sensible a las condiciones de estrés por falta de agua, por un

microorganismos tolerante a dichas condiciones.
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CAPITULO IV

PROTECCION DE PLANTAS FRENTE A LA FALTA DE
AGUA POR MICROORGANISMOS

Introduccion

La escasez de agua afecta negativamente a varios sectores de la sociedad, como por
ejemplo la agricultura. La sequia junto con las actividades humanas pueden conducir
a la desertificacion de zonas vulnerables mediante la cual la fertilidad de los suelos se
degradan y disminuyen los recursos bio-productivos o desaparecen (Kundzewicz
1997). Las principales causas de las sequias son anomalias en el clima, que conducen
a menos precipitaciones, lo que pasa a ser insuficientes para la demanda de agua en la

agricultura (Panu & Sharma 2002).

La gestion de los recursos hidricos da lugar a conflictos en los paieses aridos o
semidridos, como Espafa, por lo que garantizar un uso sostenible del agua es una
tarea que presenta serias dificultades (Rodriguez et al. 2008). Espana es el pais
europeo mas arido y que mas recursos hidricos dedica a la irrigacion. Segun datos del
Ministerio de Medio Ambiente (2007), el sector agrario usa aproximadamente el 70%
del total de agua captada en Espafia. Dicho pais presenta ventajas como son la
localizacion resepecto a grandes mercados, la disponibilidad de suelo, las horas de sol
y sus infraestructuras, aun asi dichas ventajas se ven disminuidas por una gran

desventaja, que es hacer frente a la disponibilidad limitada de agua con un régimen
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irregular de precipitaciones y sequias recurrentes. En esas condiciones, disponer de
cantidades suficientes de agua se convierte en un elemento estratégico que garantiza
la viabilidad de muchas explotaciones agricolas (Maestu, 2008). Las limitaciones
climéaticas y edaficas de determinados territorios impiden que muchos de los cultivos

de mayor productividad agraria puedan cultivarse en régimen de secano.

La huella hidrologica de una persona, colectivo o pais se define como el total de agua
usada para producir los bienes y servicios consumidos por esa persona, colectivo o
pais. Segun Rodriguez y colaboradores (2008) la huella hidrologica de Espana se sitaa
en unos 1.150 m’ de agua per cépita al afio, siendo el volumen anual total cercano a
los 48.000 hm’. La agricultura es responsable de algo mas del 80% de la huella
hidrologica, siendo los cereales y los cultivos industriales los grupos de cultivos con

mayor peso.

Tal y como hemos indicado en el capitulo II, existen microorganismos rizosféricos
capaces de facilitar el crecimiento de la planta en condiciones ambientales adversas
(Glick & Bashan 1997; Timmusk & Wagner 1999), como son las condiciones de falta
de agua (Mayak et al. 2004b) y otros estreses como la presencia de metales pesados
(Burd et al. 1998), inundacion (Grichko & Glick 2001), elevada salinidad (Mayak et
al. 2004a) o presencia de fitopatogenos (Wang et al. 2000).

Los mecanismos de las PGPR que se han sugerido para estimular el crecimiento en
condiciones ambientales adversas, es que presentan la capacidad para reducir la
produccion de etileno, a través de la accion de la enzima 1-aminociclopropano-1
acido carboxilico (ACC) deaminasa (Glick & Bashan 1997), tal y como indicamos en
el Capitulo II y en el aumento de la expresion del gen ERDI1S5, el cual responde a las

condiciones de estrés por falta de agua (Timmusk & Wagner 1999)

Resultados

Una vez aislados los microorganismos con capacidad para la tolerar la falta de agua,
con un 30% o mas de supervivencia, descritos en el Capitulo II, nuestro objetivo fue
determinar el efecto que dichos microorganismos ejercen sobre las plantas en

condiciones de humedad y sometidas a condiciones de estrés hidrico. Para evaluar los

146



CAPITULO IV

efectos de las bacterias en la tolerancia de las plantas frente a condiciones de sequia,
se realizaron medidas de la longitud del tallo y de la raiz. También determinamos el
peso fresco, el peso totalmente targido y el peso seco para calcular el Contenido
Relativo de Agua (CRA) y el indice de Recuperacion de Agua (IRA) de cada una de
las plantas y asi estudiar el efecto que causa la adicion de las bacterias sobre las
plantas en condiciones de sequia. Dichos analisis también se relizaron cuando la
planta se incub6 en condiciones de humedad para asi evaluar los posibles efectos de

las bacterias en la promocion del crecimiento.

IV.1 SELECCION DE MICROORGANIMOS Y PLANTAS
IV.1.a Microorganismos seleccionados

En este capitulo se evalu6 el efecto protector de determinados microorganismos
previamente aislados y que han sido descritos en el Capitulo II, sobre la tolerancia de
las plantas frente a la falta de agua y la capacidad de estos microorganismos para
estimular el crecimiento en plantas (PGPR) en condiciones dptimas de humedad. Para
ello se seleccionaron las cepas S6FL1 y 56PL3, ambas aisladas de la raiz de la
Gayomba, en medio minimo con 4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC)
como unica fuente de nitrégeno y con una supervivencia a la desecacion mayor del
30%. También se selecciond la cepa Arthrobacter sp. LNX25 aislada en nuestro
grupo, con un porcentaje de supervivencia a la falta de agua superior al 30%. El grado
de proteccion frente a la sequia que ofrecen los microorganismos seleccionados se
compararon con el obtenido con las plantas inoculadas con la cepa tolerante a la
sequia Microbacterium sp. 3J1 (Narvaez-Reinaldo et al. 2010), ya utilizada en
ensayos de proteccion de plantas frente a condiciones de estrés hidrico (Vilchez et al.
en preparacion). Ademas utilizamos la cepa P. putida KT2440 clasificada como
rizobacterias promotora del crecimiento en plantas (PGPR) y sensible a la falta de
agua (Manzanera et al. 2002). La simbiosis planta-microorganismos es en general
muy especifica, por lo que con este ensayo podemos probar el uso ubicuo de los

indculos.

En primer lugar se identificaron taxonémicamente las cepas S6FL1 y S6PL3. Para ello

se recurri6 a la secuenciacion del gen ARNr 1685, tal y como se indica en el apartado
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MO.c. Tal y como se observa en la Figura IV.1, se obtuvieron dos bandas como

producto de amplificacion del tamafio esperado, de aproximadamente 1.500 pb.

)
S
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S
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Figura IV.1. Electroforesis de la reacciéon de amplificacion del gen ARNr 16S de las cepas 56FL1
y 56PL3. La calle nombrada como MPM se corresponde con el marcador de peso molecular, DNA
ladder 500 pb-10 kb, de la casa Molecular Biology Laboratory (MBL), las siguientes calles, nombradas
como 56FL1 y 56PL3 se corresponde con el producto de PCR del gen ARNr 16S de las cepas objeto de
estudio.

Los productos de PCR se limpiaron, tal y como se indica en el apartado M9.d. Tras
su limpieza y una vez contrastado el tamafio y calidad de los amplicones, se procedid
a la secuenciacion de los mismos. Asi pues, en el caso del producto correspondiente a
la amplificacion del gen ARNr 16S de la cepa 56FL1, se logré una lectura de 1.388
pb. Por otra parte, del producto correspondiente a la amplificacion del gen ARNr 16S
de la cepa 56PL3, se consiguidé una lectura de 1.405 pb. Dicha secuenciacion se
realizo utilizando los oligonucleotidos fd1, rd2, fd2 y rd1 (Weisburg et al. 1991b), tal
y como se indica en el apartado M9.e. Para la construccién de las secuencias se
procedio al ensamblaje del producto de las cuatro secuenciaciones obtenidas de cada
una de las cepas. Dichas construcciones fueron comparadas con todas las secuencias
de las cepas tipo que existen en la base de datos EzTaxon (Tabla IV.1), mediante el

servidor EzBioCloud (http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/, Kim et al. 2012), tal y como se

indica en el apartado M10.
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Tabla IV.1. Identificacion taxonémica de las cepas S6FL1 y 56PL3 en base al gen ARNr 16S. En
la primera columna se indica la cepa objeto de estudio, en la segunda columna el nimero de acceso de
la especie més cercana y el porcentaje de similitud, en la tercera columna se indica la especie mas
relacionada filogenéticamente. Y en la ultima columna se indica la referencia.

Cepa Numero de accesion Especie Referencia
especie mas cercana
(% similitud)

56FL1 FJ214355 (99,86) Micrococcus (Zhao et al. 2009)
yunnanensis YIM
65004"
CP001628 (99,57) Micrococcus luteus (Wieser et al.
NCTC 2665" 2002)
S6PL3 FJ214355 (100) Micrococcus (Zhao et al. 2009)
yunnanensis YIM
65004"

En base a la secuencia del gen ARNr 16S de la cepa 56FL1, se observo una maxima
similitud con las especies Micrococcus yunnensis YIM 65004" y la cepa Micrococcus
Iuteus NCTC 2665". Por otra parte, en base a la secuencia del gen ARNr 16S de la
cepa 56PL3, se observd un 100% de méaxima identidad con la especie Micrococcus
yunnanensis YIM 65004". Dicha especie bacteriana se clasifico como endofitica
(Zhao et al. 2009). Siddikee y colaboradores identificaron una cepa aislada del suelo
como perteneciente a la especie bacteriana M. yunnanensis y la clasificaron como
rizobacteria halotolerante, PGPR e indol acética positiva. Por tanto, segun el gen
ARNTr 16S las cepas se clasificaron dentro de la clase Actinobacteria, pertenecientes

al género Micrococcus.

De este modo se utilizaron los microorganismos indicados en la Tabla IV.2 para
determinar el efecto que ejercen sobre las plantas en condiciones de humedad y

sometidas a condiciones de estrés hidrico.
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Tabla IV.2. Microorganismos utilizados en ensayos de promocion del crecimiento en plantas y
proteccion frente a condiciones de estrés hidrico. En la primera columna se indica el nombre de la
cepa, en la segunda columna el fenotipo de cada una de ellas, en la tercera la fuente de carbono y
nitrégeno utilizada en el aislamiento y en la cuarta la referencia.

Cepas Fenotipo Aislamiento Referencia
Micrococcus sp. S6FL1  Tolerante a la HAP/ACC Este trabajo
sequia
Micrococcus sp. S6PL3  Tolerante a la HAP/ACC Este trabajo
sequia
Arthrobacter sp. Tolerante a la HAP/NH4CI En el grupo de
LNX25 sequia investigacion
Microbacterium sp. 3J1  Tolerante a la Glucosa/NH4Cl (Narvaez-
sequia Reinaldo et al.
2010)
P. putida KT2440 PGPR. Sensible a (Franklin et al
la sequia 1981)

IV.1.b Plantas seleccionadas y disefio experimental

Dado que los estudios anteriores de proteccion de plantas contra la sequia por parte de
microorganismos se han realizado con plantas de pimiento (Caspicum annuum) como
modelo (Mayak et al. 2004), decidimos utilizar esta misma planta para estos estudios.
Estas plantas fueron inoculadas con distintos microorganismos caracterizados como
tolerantes a la desecacion. Dichas plantas se incubaron en condiciones de humedad
para determinar como afectaba la colonizacion del microorganismo sobre el
crecimiento de la planta. También se sometieron a condiciones de estrés hidrico para
evaluar el efecto de los microorganismos antes descritos, sobre la tolerancia a la falta
de agua de las plantas. Para ello se utlizaron macetas de polietileno negro con forma
redondeada con sustrato compuesto por vermiculita estéril, tal y como se indica en el
apartado M.5.b. Dichas macetas se distribuyeron utilizando la metodologia de los
cuadrados latinos, tal y como se indica en la Figura IV.2, para minimizar el efecto de

la 1luminacion .
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A B C E A B CDE A B CDE
B CDEA B CDEA B CDEA
CDEATB CDEATB C DEATB
DEATZBTC D EABC D EABC
EABCD E A B CD EABCD
HS HS H HS HS H HS HS H
HS HS H HS HS H HS HS H
DC B A E D B A E DC B A E
CB AED C E D C B AED
B A ED C B E D C B A EDC
A EDCRB A E C B A ED C B
EDCBA E D B A EDCBA

Figura IV.2. Disposicion de las macetas. En la imagen se muestra la distribuciéon de cada una de las
macetas, donde cada letra corresponde a cada una de las cepas, la letra A corresponde a la cepa
Micrococcus sp. 56FL1, la letra B a la cepa Micrococcus sp. S6PL3, la letra C a P. putida KT2440, la
letra D a Microbacterium sp. 3J1 y la letra E a Arthrobacter sp. LNX25. La letra H indica que las
macetas estan en condiciones de humedad y la letra S en condiciones de sequia.

Para identificar qué microorganismos fueron capaces de estimular el crecimiento de
las plantas de pimiento en condiciones Optimas de humedad y en condiciones de
estrés hidrico, se esterilizaron semillas de pimiento, tal y como se indica en el
apartado M6.b. Transcurridos 14 dias desde su germinacion las plantulas se dividieron
en dos grupos, donde las plantas de cada grupo se inocularon con cada una de las
cepas objeto de estudio Micrococcus sp. S56FL1, Micrococcus sp. S56PL3,
Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y P. putida KT2440. Al primer
grupo se les elimino el regado durante todo el periodo de ensayo, mientras que las
otras macetas se regaron cada 96 horas con 20 ml de agua destilada. Se realizaron 3
replicas de cada una de las macetas inoculadas y se tomaron muestras a los 7, 14, 21 y

34 dias (Figura IV.3).
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Figura IV.3. Esquema del proceso de la preparacion de las plantas.

Para anadir las células a las macetas se inocularon previamente 5 matraces de 1.000
ml con 500 ml de TSB. Cada uno de ellos se inocularon con una colonia de 24 horas
de crecimiento procedentes de una placa de TSA de las cepas Micrococcus sp. S6FLI,
Micrococcus sp. S6PL3, Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 'y P. putida
KT2440. Dichos matraces se incubaron en un agitador orbital a una temperatura de
30°C y una agitacion de 150 rpm durante 24 horas. Una vez alcanzada una alta
densidad celular (Abseoonm de 9 o superior) cada cultivo se centrifugd a 10.000 rpm
durante 10 minutos, tras los cuales se recogieron aproximadamente 3 g de biomasa.
Dicha biomasa se resuspendio en medio 1xM9 hasta alcanzar la Absgoonm de 1. Tras

ellos se inocularon cada una de las plantas con 20 ml de cultivo.

IV.2 EFECTO DE LAS CEPAS SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA PLANTA
IV.2.a Efecto de las cepas en el crecimiento de la planta en condiciones de sequia

Como hemos indicado en la Introduccion, ciertos PGPR poseen la enzima 1-
aminociclopropano-1 acido carboxilico (ACC) deaminasa (Glick et al. 1998), la cual
descompone el ACC, precursor inmediato de la via de biosintesis del etileno, a a-
cetobutirato y amoniaco (Glick et al. 2007). La adiciéon de inoculantes de bacterias

tolerantes a la falta de agua y PGPR productoras de acido indol-3-acético (IAA del
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inglés Indol Acetic Acid), supone para la planta un mayor desarrollo de raices laterales
y adventicias (Manzanera et al. 2004; Manzanera et al. 2002a). Dichas bacterias
pueden contrarrestar los efectos negativos ante el estrés hidrico disminuyendo la
produccion de etileno mediante la enzima ACC deaminasa o incrementando la

produccion de TAA (Mayak et al. 2004).

Para evaluar los efectos de las cepas Microccocus sp. S6FL1, Micrococcus sp. S6PL3,
Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y P. putida KT2440 en plantas
sometidas a condiciones de estrés hidrico, se midi6 la longitud de la raiz y del tallo,
asi como se determino el contenido relativo de agua (CRA), mediante el registro del
peso fresco (PF), peso totalmente targido (PTT) y peso seco (PS), alos 7, 14, 21 y 34

dias.

En la Figura IV.4 se muestra el aspecto de las plantas inoculadas con cada una de las
cepas objeto de estudio tras 34 dias sin recibir nigiin aporte de agua. Todas las plantas
presentaron un aspecto saludable a los 34 dias de muestreo a excepcion de las plantas
inoculadas con la cepa sensible P. putida KT2440, las cuales presentaron un aspecto

totalmente marchito al final del periodo de ensayo.

Micrococcus sp. SPL3 Micrococcus sp. S6FL1 Arthrobacter sp. LNX25  Microbacerium sp. 311 P, putida KT2440

Figura IV.4. Aspecto de las plantas inoculadas tras 34 dias sin aporte de agua. De izquierda a
derecha se situan las plantas inoculadas con las cepas Micrococcus sp. S6PL3, Micrococcus sp. S6FL1,
Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1'y P. putida KT2440.
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La produccion de pigmentos fotosinteticos en las partes expuestas a la luz de las
plantas inoculadas con las cepas Microbacterium sp. 3J1, Micrococcus sp. S6FL1,
Micrococcus sp. S6PL3 y Arthrobacter sp. LNX25, aparentemente no estuvieron
afectadas por el déficit hidrico. Las plantas inoculadas con la cepa P. putida KT2440
no sobrevivieron 34 dias sin ningin aporte de agua. Por otra parte, la planta inoculada
con la cepa Microbacterium sp. 3J1 no desarrolld hojas secundarias, al igual que
ninguna de sus replicas. Sin embargo las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus
sp. S6PL3 presentaron un asepecto muy saludable con el desarrollo de hojas
secundarias de un tamafo aproximado al de las hojas principales. Al igual que la
planta inoculada con la cepa Micrococcus sp. S6FL1 de la imagen y sus replicas, las
cuales también desarrollaron las hojas secundarias pero con un tamafio menor que el
de las hojas principales. En la planta inoculada con la cepa Arthrobacter sp. LNX25
se observo el inicio del desarrollo de las hojas secundarias, al igual que ocurrié con

las replicas.

IV.2.a Longitud de la raiz y el tallo en plantas sometidas a condiciones de estrés

hidrico

Para evaluar el desarrollo de las plantas se tomaron registros de la longitud de la raiz
y del tallo a lo largo de 34 dias. Para comparar la longitud de las raices de las plantas
inoculadas con cada una de las cepas se realizd un andlisis de comparaciones
multiples, utilizando el método Tukey, con un grado de significancia de 0,05, tal y
como se indica en el apartado M10.a. En la Figura IV.5 se puede observar la longitud
de las raices de las plantas inoculadas con las cepas Micrococcus sp. S6FLI,
Micrococcus sp. S6PL3, Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 'y P. putida
KT2440.
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Figura IV.5. Longitud de las raices de plantas en condiciones de sequia. Se indica la longitud de
raices de cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 dias de muestreo (blanco), 14 dias
(gris claro), 22 dias (gris oscuro) y 34 dias (negro). Se indica con un asterisco (*) la diferencia
significativa. Se incluye en forma de barras de error la desviacion estandar a la media de tres
experiencias.

Como resultado del ensayo para determinar el efecto de las cepas en el desarrollo de
las plantas sometidas a condiciones de estrés hidrico, se observo que todas las plantas
aumentaron la longitud de las raices desde el inicio del muestreo (7 dias) hasta el final
del periodo de ensayo (34 dias). La raiz de las plantas inoculadas con la cepa
Microbacterium sp. 3J1 incrementaron de media 2,8 + 1,7 cm a lo largo del ensayo.
De forma similar aumento6 la longitud de las raices de las plantas inoculadas con la
cepa P. putida KT2440 (2,4 = 1,02 cm), a lo largo del periodo de muestreo. Por otra
parte, las raices de las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. S6FL1
presentaron el mayor incremento registrado a lo largo del periodo con un valor medio
de 4,6 = 1,8 cm. Las raices de las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp.
S56PL3 también presentaron un incremento similar con un valor medio registrado de
4,2 = 2,7 cm a lo largo del periodo. Segtn el andlisis estadistico multivariante las
plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. S6PL3 y Microbacterium sp. 3J1
presentaron diferencias significativas en la longitud de las raices con respecto a las

demas plantas, en el tiempo 7 dias. Sin embargo, la longitud de las raices de las
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plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56PL3 presentaron diferencia

significativa con respecto a las demads plantas inoculadas a los 21 dias.

Igualmente para determinar el efecto de las cepas objeto de estudio en el desarrollo de
las plantas sometidas a condiciones de sequia se tomaron registros de la longitud de
los tallos de las plantas inoculadas con las cepas objeto de estudio, tal y como se

indica en la Figura IV.6.
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Figura IV6. Longitud del tallo de plantas en condiciones de sequia. Se indica la longitud de los
tallos de cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 dias de muestreo (blanco), 14 dias
(gris claro), 22 dias (gris oscuro) y 34 dias (negro). Se indica con un asterisco (*) la diferencia
significativa. Se incluye en forma de barras de error la desviacion estandar a la media de tres
experiencias.

Como se puede observar en la Figura IV.6, la longitud de los tallos de las plantas
inoculadas con las cepas tolerantes a la sequia presentaron un aumento desde el
principio del muestreo (7 dias) hasta el final del ensayo (34 dias). Sin embago, la
longitud de los tallos de las plantas inoculadas con la cepa sensible P. putida KT2440,
no presentaron diferencias significativas en el final del ensayo con respecto al inicio.
Los tallos de las plantas inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1 aumentaron
1,2 = 0,12 cm a lo largo del periodo. Por otra parte, la longitud de los tallos de las
plantas inoculadas con la cepa P. putida KT2440 presentaron una disminucion del
tallo a los 34 dias de ensayo. Sin embargo, los tallos de las plantas inoculadas con la
cepa Micrococcus sp. S6PL3 presentaron el mayor aumento desde el inicio del ensayo
hasta el final, con un valor medio de 2,1 + 0,37 cm. Segun el tratamiento estadistico

multivariante basado en el método de Tukey (p<0,05), las plantas inoculadas con la
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cepa Micrococcus sp. S6PL3 presentaron diferencias significativas en la longitud de
los tallos con las demas plantas inoculadas a los 21 dias de muestreo y a los 34 dias de
muestreo. Por otro lado, las plantas inoculadas con las cepas Arthrobacter sp. LNX25
y Microbacterium sp. 3J1 presentaron diferencias significativas en la longitud del
tallo con respecto a las plantas inoculadas con las cepas Micrococcus sp. S6FL1 y P.

putida KT2440.

IV2.b Contenido relativo de agua e indice de retenciéon de agua de las plantas

inoculadas

Para conocer el estado hidrico de las plantas inoculadas con las cepas Microccocus sp.
S6FL1, Micrococcus sp. S6PL3, Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y
P. putida KT2440, calculamos el Contenido Relativo de Agua (CRA) y el Indice de
Retencion del Agua (IRA), mediante el registro del peso fresco (PF), el peso
totalemente targido (PPT) y el peso seco (PS) de cada una de las plantas, a lo largo

del tiempo de muestreo.

Primero realizamos registros del peso fresco de cada una de las plantas inoculadas, tal

y como se indica en la Figura IV.7.
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Figura IV.7. Peso fresco de las plantas sometidas a condiciones de sequia. Se indica el peso fresco
en cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 dias (blanco), 14 dias (gris claro), 22 dias
(gris oscuro) y 34 dias (negro). En el eje de abscisas se indica la cepa y en el eje de ordendas el peso
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fresco (mg). Se indica con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye en forma de barras de
error la desviacion estandar a la media de tres experiencias.

Como se puede observar en la Figura IV.7, el peso fresco (PF) de las plantas
inoculadas con las cepas incrementa conforme aumenta el tiempo, a excepcion de las
plantas inoculadas con las cepas Micrococcus sp. S6FL1 y P. putida KT2440, cuyos
pesos disminuyen a los 34 dias de muestreo. El peso fresco de las plantas inoculadas
con la cepa Microbacterium sp. 3J1 presentaron un incremento medio de 20,9 + 9,6
mg. Sin embargo, el peso fresco de las plantas inoculadas con la cepa P. putida
KT2440 presentaron una disminucion pronunciada a los 34 dias de ensayo, de modo
que el peso fresco disminuy6 22 = 1,07 mg al final del periodo de ensayo. Por otra
parte, el peso fresco de las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. S6PL3
presentaron el mayor aumento a lo largo del periodo de ensayo con un valor medio
registrado de 67,8 = 18,1 cm. Segun el tratamiento estadistico multivariante, las
plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56PL3 presentaron diferencia
significativa en el PF con respecto a las demas plantas inoculadas a los 21 y 34 dias
de ensayo. Las plantas inoculadas con las cepas Arthrobacter sp. LNX25 y
Microbacterium sp. 3J1 también presentaron diferencias significativas con respecto a
todas las demas plantas inoculadas menos con aquellas inoculadas con la cepa

Micrococcus sp. S6PL3.

Para medir el peso totalmente targido (PTT), se procedié del mismo modo que en el
ensayo anterior, de modo que se colocaron cada una de las plantas en tubos de ensayo
con un volumen de agua suficiente para cubrir las raices y se incubd en oscuridad
durante un periodo de 48 horas, a temperatura ambiente. Tal y como se inidica en la
Figura 1V.8, se midi6 el PTT de las plantas sometidas a condiciones de sequia
inoculadas con las cepas, Microccocus sp. S5S6FL1, Micrococcus sp. S56PL3,

Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 'y P. putida KT2440.
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Figura V.8. Peso totalmente tirgido de las plantas sometidas a condiciones de sequia. Se indica el
peso totalmente turgido en cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 dias (blanco), 14
dias (gris claro), 22 dias (gris oscuro) y 34 dias (negro). En el eje de abscisas se indica la cepa y en el
eje de ordendas el peso totalmente turgido (mg). Se indica con asterisco (*) las diferencias
significativas. Se incluye en forma de barras de error la desviacion estandar a la media de tres
experiencias.

Como se puede observar en la Figura IV.8 el peso totalmente tirgido de las plantas
inoculadas con las cepas Micrococcus sp. S6PL3 y Arthrobacter sp. LNX25 aumento
significativamente durante el periodo que dura el ensayo, sin embargo el PTT
disminuyo en las plantas inoculadas con las cepas Micrococcus sp. S6FL1 y P. putida
KT2440. El peso totalmente turgido de las plantas inoculadas con la cepa P. putida
KT2440 disminuy6 37,56 = 8,3 mg a los 34 dias de ensayo. Sin embargo, el peso
totalmente turgido de las plantas inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1 no
presentaron incremente significativo a lo largo del periodo de ensayo. Por otra parte,
las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. S6PL3 presentaron el mayor
aumento en el peso totalmente turgido a lo largo del periodo de muestreo, cuyo valor
medio registrado fue 82,4 + 19,6 mg. Segun el analisis estadistico el PTT de las
plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56PL3 fue significativamente
diferente al resto de las plantas a los 21 y 34 dias de muestreo. Las plantas inoculadas
con la cepa Arthrobacter sp. LNX25 presentaron diferencias significativas con
respecto a las demas plantas excepto aquellas inoculadas con la cepa Micrococcus sp.

56PL3, a los 34 dias de ensayo.
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Para determinar el peso seco (PS) se colocaron cada una de las plantas envueltas en
papel de filtro en un horno pasteur a 100°C durante 24 horas, trascurridas las cuales se

pesaron en una balaza de precision para determinar el peso (Figura IV.9).

Peso seco (mg)

Micrococcus sp. Micrococcus sp. Arthrobacter sp.  Microbacterium sp.  P. putida KT2440
56FL1 56PL3 LNX25 3J1

Cepas

Figura IV.9. Peso seco de las plantas sometidas a condiciones de sequia. Se indica el peso seco de
cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 dias (blanco), 14 dias (gris claro), 22 dias (gris
oscuro) y 34 dias (negro). En el eje de abscisas se indica la cepa y en el eje de ordendas el peso seco
(mg). Se indica con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye en forma de barras de error la
desviacion estandar a la media de tres experiencias.

Tras el ensayo para determinar el peso seco de las plantas objeto de estudio se
observo que todas las plantas inoculadas con las cepas tolerantes a la falta de agua
Microccocus sp. S6FL1, Micrococcus sp. 56PL3, Arthrobacter sp. LNX25 y
Microbacterium sp. 3J1 incrementd a lo largo del periodo de ensayo, sin embargo en
las plantas inoculadas con la cepa P. putida KT2440 se registr6 una disminucion
significativa del peso seco desde el dia 21 hasta el 34 dias de ensayo. Se registrd un
aumento aproximado de 1,8 = 1,3 mg en las plantas inoculadas con la cepa
Microbacterium sp. 3J1 desde el inicio hasta el final de ensayo. Por otra parte, el
mayor incremento en cuanto al PS se registrd en las plantas inoculadas con la cepa
Micrococcus sp. 56PL3, con un valor medio de 5,6 = 1 mg. Segln el andlisis

estadistico multivariante las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. S6PL3
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presentaron diferencias singnificativas con respecto a las demas plantas en el peso

seco registrado a los 34 dias de ensayo.

Una vez determinados cada uno de los pesos (PF, PTT, PS) de las plantas inoculadas
con cada una de las cepas Microccocus sp. 56FL1, Micrococcus sp. 56PL3,
Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y P. putida KT2440, se calculo el
contenido relativo de agua (CRA) (Figura IV.10). El contenido relativo de agua
(CRA) es un indice que se utiliza para medir el estado fisiologico de la planta (Fisher,
2000), el cual es uno de los factores que afectan a la concentracion de nutrientes. Las
variables de las que depende el CRA son el peso fresco de la planta (PF), el peso
totalmente targido (PTT) y el peso seco (PS). Dicho indice se calcula como la
diferencia del PF y el PS entre la diferencia del PTT y el PS, tal y como se indica en
el apartado M6.b.

1,2
1 *
* *
0,8 == T
é 0,6 B
@)
0,4
*
0,2
0 T T T T
Micrococcus sp. Micrococcus sp. Arthrobacter sp. Microbacterium P. putida KT2440
56FLI 56PL3 LNX25 sp. 3J1
Cepas

Figura IV.10. Contenido relativo de agua de las plantas sometidas a condiciones de sequia. Se
indica el contenido relativo de agua de cada una de las plantas inoculadas con las cepas Micrococcus
sp. S6FL1 Micrococcus sp. S56PL3, Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y P. putida
KT2440 (cuadrado negro) a los 7 (blanco), 14 (gris claro), 21 (gris) y 34 dias (gris oscuro). En el eje de
abscisas se indica el tiempo (dias) y en el eje de ordendas el CRA. Se incluye en forma de barras de
error la desviacion estandar a la media de tres experiencias.

Segun la Figura IV.10, todas las plantas inoculadas presentaron un aumento en el
CRA desde el inicio del periodo de muestreo hasta los 21 dias de ensayo. Sin

embargo, todas las plantas presentaron una disminuciéon del contenido relativo de
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agua a los 34 dias de muestreo, siendo el mas pronunciado el de las plantas inoculadas
con la cepa P. putida KT2440. Las plantas inoculadas con la cepa P. putida KT2440
presentaron una disminucidn del indice CRA con un valor medio registrado de 0,37 +
0,1, la disminuciéon mas pronunciada ocurri6 a los 34 dias sin aporte de agua. Las
plantas inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1 presentaron un aumento del
inidice CRA de 0,22 + 0,09 a lo largo del periodo. Por otra parte, las plantas
inoculadas con las cepas Micrococcus sp. S6PL3 y Arthrobacter sp. LNX25 no
presentaron un incremento significativo en el indice CRA. Segun el tratamiento
estadistico multivariante las plantas inoculadas con la cepa P. putida KT2440
presentaron diferencias significativas a los 34 dias con respecto a las demas plantas

inoculadas con las cepas tolerantes a la sequia.

Para continuar con el estudio del estado hidrico de la planta también se calculo el
ndice de Retencion del Agua (IRA) de cada una de las plantas inoculadas con las
cepas Microccocus sp. S6FL1, Micrococcus sp. S6PL3, Arthrobacter sp. LNX25,
Microbacterium sp. 3J1 y P. putida KT2440 (Figura IV.11), para asi determinar el
agua presente en el sistema plantas en el momento del muestreo. Dicho indice se
calcula como la diferencia entre el peso fresco (PF) y el peso seco (PS), tal y como se

indica en el apartado M6.b.
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Figura IV.11. Indice de Retencién de Agua de las plantas sometidas a condiciones de sequia. Se
indica el indice de retencion de agua de cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 dias
(blanco), 14 dias (gris claro), 22 dias (gris oscuro) y 34 dias (negro). En el eje de abscisas se indica la
cepay en el eje de ordendas el peso seco (mg). Se indica con asterisco (*) las diferencias significativas.
Se incluye en forma de barras de error la desviacion estandar a la media de tres experiencias.

Segun la Figura V.11, el indice de retencion de agua de las plantas inoculadas con las
cepas Micrococcus sp. S6PL3, Arthrobacter sp. LNX25 y Microbacterium sp. 3J1
aumentaron significativamente el indice de retencion de agua al final del periodo de
ensayo. Las plantas inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1 presentaron un
aumento significativo del indice de retencion de agua (IRA) de 19,1 = 8,4 desde el
inicio del ensayo hasta el final. Sin embargo, las plantas inocuadas con la cepa P.
putida KT2440 presentaron la mayor disminucién en cuanto al IRA a lo largo de los
34 dias de ensayo, con un valor de 22,4 = 0,9. Por otra parte, las plantas inoculadas
con la cepa Micrococcus sp. S6PL3 presentaron el mayor aumento significativo con
un valor medio registrado de 62,2 + 17,6 desde el inicio del muestreo hasta el final.
Para las plantas inoculadas con la cepa Arthrobacter sp. LNX25 se regsitrd un
aumento medio de IRA de 16,2 + 6,3, muy proximo al valor registrado para las
plantas inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1. Por otra parte, se registré una
disminucién, aunque no significativa del IRA en las plantas inoculadas con la cepa

Micrococcus sp. S6FL1.
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IV2.b Efecto de las cepas en el crecimiento de la planta en condiciones de regadio

Al igual que en el ensayo anterior para evaluar los efectos de las cepas Microccocus
sp. S6FL1, Micrococcus sp. S6PL3 y Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp.
3J1 y P. putida KT2440 en las plantas expuestas a condiciones de humedad, se midi6
la longitud del tallo y de la raiz, asi como se determin6 el Contenido Relativo de Agua
(CRA) y el Indice de Retencion de Agua (IRA), mediante el registro del peso fresco
(PF), el peso totalmente targido (PTT) y el peso seco (PS) alos 7, 14, 21 y 34 dias, tal

y como se indica en el apartado M6.b.

En la Figura V.12 se muestra el aspecto de las plantas inoculadas con cada una de las
cepas tras 34 dias con irrigacion continua, donde se seleccionaron aquellas plantas del
triplicado mas representativas de cada uno de los indculo. Todas las plantas

presentaron un aspecto saludable durante todo el periodo de muestreo.

Micrococcus sp. SPL3 Micrococcus sp. S6FL1 Arthrobacter sp. LNX25 Microbacerium sp. 3J1 P. putida KT2440

Figura IV.12. Aspecto de las plantas inoculadas tras 34 dias con irrigacién continua. De izquierda
a derecha se sitian las plantas inoculadas con las cepas Micrococcus sp. S6PL3, Micrococcus sp.
56FL1, Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y P. putida KT2440.
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Como se puede observar en la Figura IV.12 la planta inoculada con cepa P. putida
KT2440 presentd un aspecto saludable, pero no formoé hojas secundarias tras los 34
dias de ensayo con irrigacion continua, al igual que ocurri6 con las replicas. Sin
embargo, la planta inoculada con la cepa Microbacterium sp. 3J1 presentd un gran
desarrollo de las hojas secundarias, al igual que sus replicas. Por otra parte, la planta
inoculada con la cepa Micrococcus sp. S6PL3 y sus replicas desarrollaron las hojas
secundarias, con un tamafo menor al de las hojas principales. La planta inoculada con
la cepa Micrococcus sp. S6FL1 de la imagen no presentd desarrollo de hojas

secundarias al igual que sus replicas.

IV3.a. Longitud de la raiz y el tallo

Para medir el cremiento de las plantas realizamos registros tanto de la longitud de la
raiz como de la longitud del tallo de la planta. Para los datos de la altura se tomo
como medida la longitud en cm desde la base blanquecina del tallo o el punto donde
se encontraban las primeras raices, hasta el plano horizontal formado por el primer
par de hojas (hojas seminales). Mientras que para las raices se tom6 como medida la
longitud en cm desde la base blaquecina del tallo o el punto donde se econtraban las
primeras raices, hasta la punto del apice radical mas largo sin forzar el estiramiento
del mismo. En la Figura V.13 se representa la longitud de la raiz de cada una de las
plantas inoculadas con las cepas Microccocus sp. S6FL1, Micrococcus sp. S6PL3 y
Arthrobacter sp. LNX25, ademéas de la cepa Microbacterium sp. 3J1 y P. putida
KT2440. Para comparar la longitud de las raices de las plantas inoculadas con cada
una de las cepas se realizd un analisis de comparaciones multiples, utilizando el
método Tukey o método de la diferencia significativa honesta de Tukey (DSH), con

un grado de significancia de 0,05, tal y como se indica en el apartado M10.a.
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Figura IV.13. Longitud de las raices de plantas en condiciones de humedad. Se indica la longitud
de las raices de cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 dias de muestreo (blanco), 14
dias (gris claro), 22 dias (gris oscuro) y 34 dias (negro). Se indica con un asterisco (*) la diferencias
significativas. Se incluye en forma de barras de error la desviacion estandar a la media de tres
experiencias.

Como resultado del ensayo para determinar el efecto de las cepas Microccocus sp.
S6FL1, Micrococcus sp. S6PL3, Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y
P. putida KT2440 en el crecimiento de las plantas, se observo que todas promovieron
el aumento en la longitud de la raiz desde el inicio del ensayo (7 dias) hasta llegar al
final del periodo (34 dias). Por otra parte, el menor aumento en la longitud de las
raices de las plantas se observd cuando éstas se inocularon con la cepa P. putida
KT2440, donde se registr6 un aumento de 1,6 = 1,2 cm a lo largo del periodo de
ensayo. Las raices de las plantas inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1
aumentaron 1,9 =+ 1 cm desde el inicio hasta el final del periodo de muestreo. Sin
embargo, el mayor aumento significativo en la longitud de las raices de las plantas se
observo cuando éstas fueron inoculadas con la cepa Micrococcus sp. S6FL1 con un
incremento medio de 3,1 = 1,8 cm. Por otra parte, se registré un aumento significativo
de 2,6 = 0,7 cm en las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. S6PL3. De

forma similar la aumento6 la longitud de las raices de las plantas inoculadas con la
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cepa Arthrobacter sp. LNX25, con un valor medio registrado de 2,2 = 0,7 cm. Segun
el andlisis estadistico multivariante (p<0,05) las plantas inoculadas con la cepa
Micrococcus sp. S6PL3 presentaron diferencias significativas a los 21 dias de ensayo,

con respecto a las demas plantas inoculadas.

Otro de los factores que se utilizaron para medir el crecimiento de las plantas,
expuestas a condiciones de humedad inoculadas con las cepas Microccocus sp.
S6FL1, Micrococcus sp. S6PL3, Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y
P. putida KT2440, fue la medida de la longiutd del tallo de cada una de dichas plantas
(Figura IV.14).

35
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Figura IV.14. Longitud del tallo de plantas inoculadas en condiciones de humedad. Se indica la
longitud de los tallos de cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 dias de muestreo
(blanco), 14 dias (gris claro), 22 dias (gris oscuro) y 34 dias (negro). Se indica con un asterisco (*) la
diferencias significativas. Se incluye en forma de barras de error la desviacion estandar a la media de
tres experiencias.

Como se puede observar en la Figura 1V.14, la longitud del tallo de las plantas
inoculadas con las cepas objeto de estudio aumentaron a lo largo del periodo de
ensayo. La longitud del tallo de las plantas inoculadas con la cepa P. putida KT2440
aumentaron significativamente 2,1 + 0,9 cm a lo largo del periodo de ensayo. Al igual
que las plantas inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1 cuyos tallos

presentaron un aumento medio de 2,1 + 0,65 cm a lo largo del periodo de ensayo. Sin
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embargo, las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. S6FL1 presentaron el
mayor aumento significativo con 2,6 = 0,25 cm a lo largo del periodo que dura el
ensayo. También se observd que las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp.
S56PL3 presentaron un aumento similar con un valor de 2,23 + 0,61 cm. Segun el
analisis multivariante (p<0,05) solo las plantas inoculadas con la cepa Arthrobacter
sp. LNX25 presentaron diferencias significativas con respecto a la longitud del tallo,

en el tiempo 7 dias.

IV3.b Contenido relativo de agua e indice de retencion el agua de las plantas

inoculadas

Tal y como hemos indicado anteriormente tanto el contenido relativo de agua (CRA)
como el indice de retencion de agua son indices que se utilizan para medir el estado
hidrico y por tanto fisiologico de la planta (Fisher, 2000). Las variables de las que
dependen ambos indices son el peso fresco de la planta (PF), el peso totalmente
targido (PTT) y el peso seco (PS). El contenido relativo de agua se calcula como la
diferencia del PF y el PS entre la diferencia del PTT y el PS, tal y como se indica en
el apartado M.5.b. Y el indice de retencion de agua se calcula como la diferencia entre
el peso fresco (PF) y el peso seco (PS), indicado en el mismo apartado de Material y
Métodos mencionado con anterioridad.Al igual que en los demads analisis para
comparar el peso de las plantas con diferentes inoculantes, se realizé un analisis de
comparaciones multiples, utilizando el método Tukey, con un grado de significancia

de 0,05.

Para calcular tanto el contendio relativo de agua como el indice de retencion, de las
plantas inoculadas con cada una de las cepas Microccocus sp. S6FL1, Micrococcus
sp. S6PL3, Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y P. putida KT2440 se
realizaron resgistros del peso fresco de cada una de ellas, tal y como se indica en la

Figura IV.15.
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Figura IV.15. Peso fresco de las plantas en condiciones de humedad. Se indica el peso fresco en
cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 dias (blanco), 14 dias (gris claro), 22 dias (gris
oscuro) y 34 dias (negro). En el eje de abscisas se indica la cepa y en el eje de ordendas el peso fresco
(mg). Se indica con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye en forma de barras de error la
desviacion estandar a la media de tres experiencias.

Segun los resultados obtenidos el peso fresco (PF) de las plantas inoculadas aumento
con el tiempo, obsevandose el mayor incremento en el tiempo 34 dias. Por otra parte,
el peso fresco de las plantas inoculadas con la cepa P. putida KT2440 incrementd en
57,26 + 22,02 mg a lo largo del periodo de ensayo. Las plantas inoculadas con la cepa
Microbacterium sp. 3J1 incrementaron 59 + 32,7 mg su peso fresco. Sin embargo, las
plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. S6PL3 presentaron el mayor aumento
significativo con un valor medio registrado de 78 + 18,3 mg a lo largo del periodo de
ensayo. También se observdé un aumento significativo en el peso de las plantas
inoculadas con la cepa Micrococcus sp. S6FL1, con un valor medio registrado de 74,3
+ 19,7 mg. Las plantas inoculadas con la cepa Arthrobacter sp. LNX25 presentaron el
menor incremento con un valor medio de 50,2 + 13,8 mg. Segtn el analisis estadistico
multivariante (p<0,05), el peso de las plantas inoculadas con la cepa Arthrobacter sp.
LNX25 mostraron diferencia significativa con respecto a las demas plantas a los 7
dias de ensayo. Por otra parte, las plantas inoculadas con la cepa P. putida KT2440
presentaron diferencias significativas con respecto a las demas plantas a los 14 dias de

ensayo.
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Para medir el peso totalmente targido (PTT) se colocaron cada una de las plantas en
tubos de ensayo con un volumen de agua suficiente para cubrir las raices. Tras ello los
tubos se dejaron en oscuridad durante 48 horas, registrando su peso en ese momento,
con una balanza de precision. Tal y como se indica en la Figura IV.16, se midi6 el
PTT de las plantas sometidas a condiciones de humedad inoculadas con las cepas
Microccocus sp. 56FL1, Micrococcus sp. S56PL3, Arthrobacter sp. LNX25,
Microbacterium sp. 3J1 'y P. putida KT2440.
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Figura IV.16. Peso totalmente tirgido de las plantas en condiciones de humedad. Se indica el peso
totalmente turgido de cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 dias (blanco), 14 dias
(gris claro), 22 dias (gris oscuro) y 34 dias (negro). En el eje de abscisas se indica la cepa y en el eje de
ordendas el peso totalmente turgido (mg). Se indica con asterisco (*) las diferencias significativas. Se
incluye en forma de barras de error la desviacion estandar a la media de tres experiencias.

Como se puede observar todas las plantas presentaron un incremento en cuanto el
peso totalmente targido (PPT) a lo largo del periodo de ensayo, siendo el aumento
mas pronunciado a los 34 dias de muestreo. Por otro lado, las plantas inoculadas con
la cepa P. putida KT2440 aumentaron su peso totalmente turgido en un 55,93 + 19,7
mg a lo largo del periodo de ensayo. Cuando las plantas se inocularon con la cepa
Microbacterium sp. 3J1, incrementaron su PTT 59,6 + 38,5 mg al final del periodo de
ensayo. Sin embargo, las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 5S6PL3
presentaron el mayor aumento significativo en el PTT, con un valor de 74,5 + 10,7
mg desde que se inicid el muestreo hasta el final, siendo el aumento progresivo a lo

largo del ensayo. Las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56FLI1
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incrementaron el PTT a lo largo del ensayo con un valor medio de 65,27 + 25,3 mg.
Las plantas inoculadas con la cepa Arthrobacter sp. LNX25 presentaron el menor
aumento de PTT a lo largo del periodo de ensayo, registrandose un valor medio de
50,20 £ 19,2 mg. Segun el analisis multivariante con un nivel de significacia de 0,05
no se observaron diferencias significativas, entre ninguna de las plantas por causas del

in6culo empleado en ninguno de los puntos de muestreo.

Para determinar el peso seco se colocaron cada una de las plantas envueltas en papel
de filtro en un horno pasteur a 100°C durante 24 horas, trascurridas las cuales se
pesaron en una balaza de precision para determinar el peso seco, tal y como se indica

en la Figura IV.17.
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Figura IV.17. Peso seco de las plantas en condiciones de humedad. Se indica el peso seco de cada
una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 dias (blanco), 14 dias (gris claro), 22 dias (gris
oscuro) y 34 dias (negro). En el eje de abscisas se indica la cepa y en el eje de ordendas el peso seco
(mg). Se indica con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye en forma de barras de error la
desviacion estandar a la media de tres experiencias.

En la Figura IV.17 se observa que todas las plantas inoculadas presentaron un
aumento en cuanto al peso seco (PS) durante todo el periodo del ensayo, siendo a los
34 dias cuando presentaron el mayor incremento. Las plantas inoculadas con la cepa
P. putida KT2440 incrementaron su PS en 3,6 + 0,25 mg a lo largo del periodo de
ensayo. Las plantas inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1 incrementaron su

peso 4,6 = 1,51 mg a lo largo del ensayo. Sin embargo, las plantas inoculadas con la
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cepa Micrococcus sp. S6FL1 presentaron el mayor incremento significativo de PS con
un valor medio de 5,1 = 1 mg. Por otra parte, las plantas inoculadas con la cepa
Arthrobacter sp. LNX25 presentaron el menor incremento en el peso seco con un
valor de 3 + 0,9 mg, a lo largo del ensayo. Las plantas incouladas con la cepa
Micrococcus sp. S6PL3 presentaron un valor incremental de 4,1 + 0,8 mg, a lo largo
del periodo de ensayo. Segun el andlisis de comparaciones multiples, utilizando el
método de Tukey (p>0,05), ninguna de las plantas inoculadas presentaron diferencia

significativa entre ellas en ninguin momento del periodo de ensayo.

Una vez determinados cada uno de los pesos (PF, PTT y PS) de las plantas inoculadas
con cada una de las cepas Microccocus sp. 56FL1, Micrococcus sp. 56PL3,
Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y P. putida KT2440, se calcul6 el
Contenido Relativo de Agua (CRA) y el indice de Retencion del Agua (IRA).

Mediante el calculo del indice CRA, como la diferencia del PF y el PS entre la
diferencia del PTT y el PS, evaluamos los efectos de las bacterias en el estado hidrico

de las plantas (Figura IV.18).
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56FL1 56PL3 LNX25 sp. 3J1
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Figura IV.18. Contenido relativo de agua de las plantas en condiciones de humedad. Se indica el
contenido relativo de agua de cada una de las plantas inoculadas con las cepas Micrococcus sp. S6FL1
Micrococcus sp. S6PL3, Arthrobacter sp. LNX25, Microbacterium sp. 3J1 y P. putida KT2440
(cuadrado negro) a los 7 (blanco), 14 (gris claro), 21 (gris) y 34 dias (gris oscuro). En el eje de abscisas
se indica el tiempo (dias) y en el eje de ordendas el CRA. Se incluye en forma de barras de error la
desviacion estandar a la media de tres experiencias.
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Todas las plantas inoculadas presentaron un contenido relativo de agua entre 0,8 y 1
al final del periodo de ensayo (34 dias). Las plantas inoculadas con la cepa P. putida
KT2440 presentaron un aumento del indice CRA de 0,25 + 0,16, a lo largo del
periodo de ensayo. Por otra parte, las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp.
S6PL3 presentaron el mayor aumento significativo de CRA desde el inicio del
muestreo hasta el final del ensayo, con un valor medio de 0,35 £+ 0,15, junto con las
plantas inoculadas con las cepas Micrococcus sp. S6FL1 presentaron un valor similar
con un incremento de 0,35 £+ 0,1. Por otra parte las plantas inoculadas con las cepas
Arthrobacter sp. LNX25 y Microbacterium sp. 3J1 presentaron un aumento similar
del indice CRA desde le inicio hasta el final del ensayo. Segln el analisis estadistico
multivariante mediante el método de Tukey, las plantas inoculadas con cada una de
las cepas presentaron diferencia significativa en el inicio del experimento (CRA;74)
con respecto al final (CRAg4q). Sin embargo, dichas plantas no presentaron

diferencias significativas entre ellas en ningun tiempo de muestreo.

Al igual que en el ensayo anterior se calculd el Indice de Retencion de Agua (IRA) de
cada una de las plantas inoculadas con las cepas (Figura IV.19) para continuar con el

analisis del estado hidrico de las plantas.
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Figura IV.19. indice de Retencion de Agua de las plantas en condiciones de humedad. Se indica el
indice de retencion de agua de cada una de las plantas inoculadas con las cepas a los 7 dias (blanco), 14
dias (gris claro), 22 dias (gris oscuro) y 34 dias (negro). En el eje de abscisas se indica la cepa y en el
eje de ordendas el peso seco (mg). Se indica con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye
en forma de barras de error la desviacion estandar a la media de tres experiencias.
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Segin la Figura 1V.19, todas las plantas inoculadas presentaron un aumento
significativo desde el comienzo del muestreo hasta el final del mismo. Las plantas
inoculadas con la cepa P. putida KT2440 fueron las que menos aumentaron con un
valor medio registrado de 56,8 + 21,81 a lo largo del periodo de ensayo. Las plantas
inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1 presentaron un aumento similar con
un valor medio registrado de 57,2 + 31,5 a lo largo del periodo de ensayo. Por otra
parte, las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. S6PL3 presentaron el mayor
aumento significativo desde el inicio del muestreo hasta final, con un valor medio
registrado 72,5 = 17,7. Un valor similar presentaron las plantas inoculadas con la cepa
Micrococcus sp. S6FL1, las cuales aumentaron el indice de retencién de agua con un
valor medio registrado de 71,9 £ 19,41 a lo largo del ensayo. Por ultimo, las plantas
inoculadas con la cepa Arthrobacter sp. LNX25 representaron un aumento en el valor
de IRA de 48,2 £ 13,4. Segln el analisis estadistico multivariante (p<0,05) s6lo las
plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. 56PL3 presentaron diferencia
significativa en cuanto al IRA en el dia 14 y las plantas inoculadas con la cepa

Arthrobacter sp. LNX25 presentaron diferencias significativas a los 7 dias de ensayo.

Discusion

Los microorganismos clasificados como PGPRs presentan la capacidad de promover
el crecimiento de las plantas mediante estimulaciones directas o indirectas. Ademas
dichas bacterias pueden proteger a las plantas del deterioro debido a estreses
ambientales, como puede debido a condiciones de sequia (Mayak et al. 2004;
Yowono et al. 2005). Dichos microorganismos son denominados como DPPR (del
inglés Drought Plant Protecting Rhizobacteria) por Vilchez y colaboradores (2008).
En general, los DPPRs son capaces de contrarrestar los efectos negativos del estrés
por falta de agua sobre la planta, mediante la produccion de ACCd, reduciendo la
produccion de acido abscisico (ABA) o incrementando la produccion de acido Indol-
acético (IAA) (Mayak et al. 2004). El acido Indol-acético (IAA) juega un papel
central en la regulacion del crecimiento de las raices, promueve la elongacion del tallo
e inhibe el crecimiento de brotes laterales manteniendo la dominancia apical (Galston

& Davies, 1969). El 4cido abscisico juega un papel importante durante muchas fases

174



CAPITULO IV

del ciclo de vida de una planta, incluyendo el desarrollo de las semillas y latencia,
ademas como respuesta ante varios estreses ambientales (Koornneef et al. 1998; Seo

& Koshiba, 2002; Zhu, 2011).

En situaciones de estrés hidrico, la produccion de ABA induce el cierre de los
estomas para prevenir la pérdida de agua (Zhang et al. 1987; Steuer et al. 1988), por
lo que también disminuye la fotosintesis. Ademas dicha fitohormona producida en
condiciones de estrés por falta de agua, es en parte responsable de la inhibicion del
desarrollo lateral de las raices (Xiong et al. 2006). Sin embargo, la enzima ACC
deaminasa (ACCd) participa en la regulacion del etileno, mediante la desaminacion
del 4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) (Penrose & Glick 2003a). El
etileno es una hormona que produce la planta, la cual juega un importante papel en la
iniciacion de la raiz y la elongacion, nodulacion, senescencia, abscision y en la
madurez, asi como en sefales de estrés (Mattoo & Suttle, 1991; Abeles & Morgan,
1992; Arshad & Frankenberger, 2002). Durante los periodos ambientales estresantes,
la planta produce altos niveles de etileno, lo cual se traduce en una inhibiciéon en la
elongacion de la raiz, nodulacion y el transporte de auxinas, hipertrofia, aceleracion
del proceso de envejecimiento y promocion de la senescencia y abscision (Glick,
2010). Las plantas tratadas con una PGPR que posea la enzima ACCd, son mas
resistente a los efectos de deterioro debido al estrés por etileno, el cual se sintetiza
como consecuencia de condiciones de estrés ambiental como puede ser el estrés
hidrico y alta concentracion salina (Penrose & Glick 2003b; Mayak et al. 2004a).
Dicha actividad ACCd podria ser utilizada tanto en agricultura y horticultura, asi
como también para la limpieza de ambientes contaminados

(fitorremediacidn/rizorremediacion) (Penrose & Glick 2003a).

Es por ello por lo que se seleccionaron para el ensayo, los microorganismos aislados
en medio minimo con ACC como tUnica fuente de nitrogeno, descritos en el capitulo
II. Dichos microorganismos se sometieron a un ensayo para comprobar si
promocionaban el crecimiento en plantas (PGPR) en condiciones Optimas de
humedad y ademés las protegen frente a condiciones de sequia (DPPR). El
crecimiento de una bacteria en medio minimo con ACC como unica fuente de
nitrogeno, es indicativo de que dicha bacteria posee la enzima ACCd (Glick et al.
1995) y por tanto serd mas probable que las bacterias presenten la capacidad de

proteger a la planta frente condiciones de estrés ambiental y de promocionar el
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crecimiento en las mismas. Las cepas seleccionadas fueron las denominadas 56FL1 y
S56PL3, las cuales superaron el umbral por encima del cual se considera
potencialmente DPPR (Vilchez et al. en preparacion). La identificacion taxondmica
en base al gen ANRr 168, las clasifico dentro del género Micrococcus. La cepa SPL3
se clasifico como perteneciente a la especie bacteriana Micrococcus yunnanensis,
dicha especie bacteriana se aislo de la superficie de las raices de la planta Polyspora
axillaris y se clasifico como bacteria endofitica, de modo que coloniza el interior del
tejido de la planta sin mostrar sefiales externas de infeccion o efectos negativos en su

hospedador (Holliday, 1989; Schulz & Boyle, 2006).

Al igual que en los ensayos de Mayak y colaboradores (2004), utilizamos la planta del
pimiento como modelo para los ensayos de promocion del crecimiento y proteccion
frente a la sequia. Para evaluar los efectos en el estado de hidrico de la planta
inoculadas con las cepas Micrococcus sp. S6FL1 y Micrococcus sp. S6PL3, ademas
de la cepa Arthrobacter sp. LNX25 (aislada en el grupo con un 30% de
supervivencia), la cepa considerada como control positivo Microbacterium sp. 3J1 y
la cepa considerada como xerosensible P. putida KT2440, se determiné el contenido
relativo de agua (CRA) y el indice de retencion de agua (IRA), de forma andloga a los
estudios realizados por Mayak y colaboradores so6lo que éstos utilizaron la cepa
Achromobacter piechaudii ARVS aislada de la rizosfera de la planta Lycium Sayji,
situada en el cauce seco de un rio en la region del sur de Israel (Mayak, 2004a;
Mayak, 2004b). Para calcular el CRA e IRA se analiz6 el peso fresco (PF), peso
totalmente targido (PTT) y peso seco (PS). Ademas medimos la longitud del tallo y

las raices como medida del crecimiento y desarrollo de las plantas.

Cuando las plantas se sometieron a las condiciones de estrés por falta de agua, todas
aumentaron progresivamente la longitud de las raices hasta el final del periodo de
ensayo, incluidas las plantas inoculadas con la cepa xerosensible P. putida KT2440, la
cual quizas para amortiguar el estrés hidrico aument6 el desarrollo apical de la raiz
para conseguir una mayor penetracion de ésta en el suelo (Alami et a. 2000) para
buscar zonas mas hiimedas. La inhibicion del desarrollo de las raices laterales es una
respuesta adaptativa al estrés por falta de agua y el acido abscisico (ABA) es en parte
responsable de dicha inhibicion (Xiong et al. 2006). Dicha inhibicion pudo provocar
una disminucidn en el desarrollo del tallo, lo cual se refleja al final del periodo de

ensayo soOlo en las plantas que fueron tratadas con la cepa xerosensible P. putida
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KT2440. En condiciones de sequia el tallo es mas sesible que la raiz, ya que ésta
mantiene el estado hidrico del tallo (Sharp and Davies, 1989; Sharp & LeNoble
2002). Ademas la produccion de ABA pudo provocar el cierre de los estomas y por
tanto provocar una disminucion progresiva de la fotosintesis, todo ello provoco la
muerte de la planta. La cepa xerosensible aun siendo caracterizada como PGPR, no
pudo proteger a la planta del pimiento ante las condiciones de estrés por falta de agua.
Sin embargo, la longitud de la raiz y del tallo de aquellas plantas inoculadas con las
cepas tolerantes a la desecacion Micrococcus sp. S6FL1, Micrococcus sp. S6PL3,
Arthrobacter sp. LNX25 y Microbacterium sp. 3J1, aumentaron a lo largo del periodo
que durd el ensayo. Lo cual puede deberse a que dichas bacterias presentaran la
capacidad de disminuir la produccion de ABA en las raices de la planta y/o disminuir

la concentracion de etileno y/o aumentar la produccion de IAA.

El contenido relativo de agua (CRA) probablemente es el indice mas apropiado para
medir el estado hidrico de la planta en términos fisioldgicos, como consecuencia del
estrés por falta de agua. Las plantas inoculadas con las cepas Microbacterium sp. 3J1
presentaron el mayor incremento significativo en el CRA desde que se inicid el
experimento hasta el final del periodo de ensayo, es decir, las plantas aumentaron su
biomasa estructural conforme pasaron los dias, reflejado en el aumento de peso fresco
que se registrod a lo largo del periodo de ensayo, ademas del peso totalmente tirgido y
el peso seco. Las plantas inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1 amortiguaron
el estrés por falta de agua durante los 34 dias sin ningun aporte de agua, debido a la
presencia de la cepa. Dichos resultados concuerdan con los expuestos por Vilchez y
colaboradores en su trabajo, el cual estad en proceso de elaboracion. Dichos autores
demuestran que la cepa Microbacterium sp. 3J1 disminuye la concentracion de etileno
en una planta de pimiento expuesta a condiciones de estrés por falta de agua. Por el
contrario las plantas inoculadas con la cepa P. putida KT2440 presentaron una
disminucién de CRA a partir del dia 21 de ensayo, demostrando que la cepa
xerosensible no presento la capacidad para proteger a la planta del pimiento frente a
condiciones de estrés hidrico prolongadas, por lo que dichas plantas no soportaron las
condiciones ambientales adversas. El peso seco no descendi6 tan bruscamente
probablemente debido a que la planta presentaba un buen desarrollo de la biomasa
estructural pero en su interior no habia suficiente agua para poder sobrevivir a las

condiciones de estrés hidrico.
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Las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. S6PL3, al igual que las plantas
inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1, mantuvieron a la planta en buen
estado hidrico, ya que su contenido relativo de agua se mantuvo cercano al limite
superior. El contenido hidrico de las plantas no present6 grandes diferencias entre los
diferentes puntos de muestreo, lo cual nos indicd que las plantas presentaron buen
estado hidrico desde el primer punto de muestreo (7 dias) hasta el final del periodo de
incubacion. Ademas las hojas secundarias se habia desarrollado a lo largo del periodo
sometido a condiciones de estrés por falta de agua. La cepa Micrococcus sp. S6PL3,
al igual que la cepa Microbacterium sp. 3J1 considerada como control positivo del
ensayo (Vilchez et al. en preparacion), se consider6 como DPPR ya que segun los
resultados la cepa proporciono a la planta proteccion frente a las condiciones adversas
por falta de agua. Para nuestro conocimiento, no hay descrita ninguna especie del
género Micrococcus como tolerante a la desecacion, aunque se ha aislado y
caracterizado una cepa perteneciente a dicho género como halotolerante, PGPR y
ACC positiva, cuya identificacion taxondmica en base al gen ARNr 168, la relacion6
con la especie M. yunnanensis (Siddikee et al. 2011), a igual que ocurrié con las
especies S6PL3 y 56FLI1, las cuales tiene la relacion filogenética mas estrecha con

dicha especie del género Micrococcus.

La cepa Micrococcus sp. 56FL1 también perteneciente al género Micrococcus
presento resultados positivos en cuanto a la proteccion de la planta del pimiento de las
condiciones de estrés por falta de agua. Las planta inoculadas con la cepa presentaron
un incremento considerable del CRA a partir de los 7 dias de ensayo, aunque al final
del periodo tanto el peso fresco como el peso totalmente tirgido descendieron
considerablemente, lo cual provoco una desestabilizacion del CRA en el ultimo punto
de muestreo, aunque segun las imagenes tomadas en dicho punto de muestreo las
plantas sobrevivieron al ensayo. Aun asi tendriamos que realizar mas pruebas con
plantas inoculadas con la cepa. Las planta inoculadas con la cepa tolerante a la
desecacion Arthrobacter sp. LNX25 también sobrevivieron a las condiciones de estrés
por falta de agua. EI CRA de las plantas inoculadas con dicha cepa no presentaron
diferencias significativas entre los diferentes puntos de muestreo, dichas plantas
presentaron un aumento en el peso fresco y totalmente turgido a lo largo del periodo
de ensayo. Existen casos de especies descritas como anhidrobiontes dentro del género

Arthrobacter (Mulder & Antheunisse 1963). Es muy comun encontrar especies de
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dicho género en ambientes con escasez de nutrientes (oligotrofos), ademas hay
especies descritas caracterizadas como rizobacterias halotolerantes, como son A.
globiformis y A. tumescens (Ahmad et al. 2008). También se ha caracterizado una
cepa de la especie 4. citreus como bacterias promotoras del crecimiento en la planta

de la canola (Brassica napus) (Kloepper et al. 1998).

Las plantas sometidas a condiciones de estrés hidrico parecen diferenciarse a partir de
los 21 dias, ya que es cuando se aprecian las diferencias entre la inoculacion con
cepas tolerantes a la sequia o cepas que por el contrario no lo son, segin las
condiciones de ensayo. El indice de retencion de agua (IRA) nos proporciona una idea
del contenido hidrico que la planta presenta en el momento del muestreo. Los
resultados obtenidos tras el calculo concuerdan con los obtenidos con el indice CRA,
a excepcion de las plantas inoculadas con la cepa Micrococcus sp. S6FL1, donde el
indice disminuye al final del periodo de ensayo, es decir, la planta presentd6 muy poco

contenido de agua al final del periodo de ensayo.

Las plantas inoculadas con cada una de las cepas e incubadas en condiciones de
humedad, nos permiti6é conocer que cepas presentaban la capacidad de promocionar el
crecimiento en plantas, considerando la cepa xerosensible P. putida KT2440 y la cepa
xerotolerante Microbacterium sp. 3J1 como controles positivos en el ensayo (Vichez
et al. en preparacion). En general, todas las plantas aumentaron la longitud de la raiz y
del tallo a lo largo del ensayo y también presentaron un aumento del CRA e IRA a lo
largo del periodo de incubacion, con un gran aumento al final del periodo de ensayo.
Por lo que dichas plantas presentaron un estado hidrico bueno durante todo el periodo
de ensayo, lo cual es corroborado por las imagenes del aspecto de las plantas. Los
resultados nos permitieron clasificar a las especies tolerantes a la desecacion,
Micrococcus sp. S6FL1, Micrococcus sp. S6PL3 y Arthrobacter sp. LNX25 como

promotoras del crecimiento en plantas.

179






CAPITULO V
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CAPITULO V

RIZORREMEDIACION DE SUELOS CONTAMINADOS
CON DIESEL EN CONDICIONES DE SEQUIiA MEDIANTE
LA INOCULACION DE MICROORGANISMOS
DEGRADADORES

Introduccion

La popularidad de la técnica de rizorremediacion ha ido aumentando entre los
cientificos, como una estrategia atractiva, ya que las raices de las plantas
proporcionan un nicho rico para que las bacterias crezcan a expensas de los exudados
radicales. A su vez, las bacterias actian como biocatalizadores que eliminan los
contaminantes. La complejidad de las relaciones beneficionsas entre plantas y
bacterias es una interesante area de investigacion que ha mostrado un progreso
constante en la ultima década. Aun asi a pesar de los avances en el campo, los
aspectos especificos de las interacciones entre la rizobacteria degradadora y plantas
son aun desconocidos, incluyendo la expresion de genes de degradacion en la
rizosfera, la influencia de la transferencia horizontal de genes en la rizorremediacion y
las posibilidades de la seleccion de bacterias especificas en la rizosfera de la planta

(Segura & Ramos 2013).
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La utilizaciéon de microorganismos de laboratorio en la eliminacidon de contaminantes
del suelo utilizando la bioaumentacion se ha empleado con diferentes grados de éxito.
La biorremediacion sin €xito puede ser causada por la falta de nutrientes en el suelo,
propiedades de la superficie de éste, toxicidad o reduccion de la biodisponibilidad del
contaminante, ineficacia de la competencia de microorganismos extrafios con las
comunidades autoctonas y el hecho de no expresar las funciones catabolicas
requeridas para la degradacion, entre otros (Segura et al. 2009). Uno de los
principales problemas encontrados es la dificultad de establecer un nimero adecuado
de bacterias degradadoras de contaminantes en los suelos contaminados y su
persistencia. Una solucidn para superar algunas de estas limitaciones es la utilizacion
de bacterias rizosféricas (adaptadas para colonizar y competir por el espacio y los
recursos que les ofrece la rizosfera) con las propiedades catabolicas apropiadas
(Kuiper et al. 2001). La rizosfera es un entorno rico en nutrientes que contiene un
mayor nimero de microbios, los cuales son metabdlicamente mas activos, que en el
suelo (Hartmann et al. 2008). Ademas, algunas plantas pueden estimular las
actividades de degradacion requeridas para la eliminaciéon de contaminantes

(Toussaint et al. 2012).
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Bacteria
* Degradacion de hidrocarburos
* Reduccion de la fitotoxicidad y
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* Estimulacion de la planta, mejora
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Figura V.1. Relacion planta-microorganismo para la biorremediaciéon de suelos contaminados
por hidrocarburos.

Las bacterias promotoras del crecimiento en plantas (PGPR) incrementan la
viabilidad y la salud de las plantas hospedadoras, cuando colonizan las raices de las
plantas y participan en la simbiosis asociativa (Bashan et al. 2004). A cambio la
viabilidad de las PGPRs se incrementa debido a que la planta suministra nutrientes y
por tanto genera un ambiente mas protector (Richardson et al. 2009). Las PGPRs
tienen un gran potencial en la agricultura ya que la combinacién de ciertos
microorganismos y plantas pueden aumentar la productividad de los cultivos, ademaés
pueden aumentar la proteccion contra las heladas, salinidada, la sequia y otros
problemas ambientales, como la presencia de contaminantes xenobidticos (Glick &
Bashan 1997; Timmusk & Wagner 1999). Pero hay un gran desafio en la
combinacion de plantas y microorganismos sin comprometer la viabilidad de los
microorganismos o las semillas. Manzanera y colaboradores (2011) realizan una
revision para determinar la utilizacion de organismos anhidrobiontes como

herramienta biotecnologica que garanticen la estabilidad de la planta y los
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microorganismos, en condiciones de sequia. También describen dicha tecnologia para
la seleccion de PGPRs tolerantes a la desecacion (DPPR) para la degradacion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos en suelos sometidos a condiciones de sequia

estacional, mediante el proceso de rizorremediacion (Vilchez & Manzanera 2011).

Resultados

El objetivo principal de este Capitulo fue mejorar y acelerar el proceso natural de
degradacion de un suelo contaminado por diesel, sometido a condiciones de estrés
hidrico, mediante la técnica de rizorremediacion adaptada a las condiciones
ambientales de estrés por sequia. Para cumplir con el objetivo planteado recurrimos a
la cepa Microbacterium sp. 3J1 (Narvaez-Reinaldo et al. 2010), clasificada como
PGPR y DPPR vy utilizada en los ensayos de proteccion de la planta del pimiento
(Vilchez et al. en preparacion). Tal y como indicamos en el Capitulo I, tras varios
aislamientos no encontramos ninguna cepa tolerante a la sequia que presentara la
capacidad de degradar los hidrocarburos objeto de estudio, aun asi conseguimos
demostrar en el Capitulo III que existe una cierta transferencia de la tolerancia a la
desecacion por parte de la cepa xerotolerante hacia una cepa xerosensible. Por ello
ademas de la cepa Microbacterium sp. 3J1, seleccionamos la cepa F3.1, la cual fue
una de las mejores cepas aisladas de la planta piloto, que crecidé en medio minimo con

HAPs como tnica fuente de carbono (fenantreno).

Para evaluar el proceso de rizorremediacion de un suelo contaminado con diesel,
sometido a condiciones de falta de agua, se estudiaron parametros bioldgicos como
son la cuantificacion de cé€lulas viables de la cepa Microbacterium sp. 3J1 y la cepa
F3.1 a lo largo del periodo de ensayo, para analizar como les afectaban las
condiciones de estrés debido a la falta de agua y la presencia de hidrocarburos. Sin
embargo, con el fin de conocer el efecto de dichas condiciones adversas en el
desarrollo y crecimiento de la planta, se realiz6 un registro de la longitud de la raiz y
el tallo. Por otro lado, como parametro quimico se determin6 la cantidad de TPHs (y
sus fracciones) a lo largo del ensayo, para determinar si la técnica de rizorremediacion
era factible en las condiciones de ensayo. Se determinaron los TPHs tanto en el suelo

como en la planta (raiz y tallo).
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V.1 SELECCION DE MICROORGANISMOS Y PLANTAS
V.1.a Microorganismos seleccionados

En primer lugar decidimos identificar taxondémicamente la cepa F3.1 mediante el gen
ARNTr 168, tal y como se indica en el apartado M.8.c. Como se puede observar en la
Figura V1, se obtuvieron una banda como producto de amplificacién del tamafio

esperado, de aproximadamente 1.500 pb.

1.5

1.25

Kb

Figura V.2. Electroforesis de la reaccion de amplificacion del gen ARNr 16S de la cepa F3.1. La
calle nombrada como MPM se corresponde con el marcador de peso molecular, DNA ladder 500 pb-10
kb, de la casa Molecular Biology Laboratory (MBL), las siguiente calle nombrada como F3.1 se
corresponde con el producto de PCR del gen ARNr 16S de la cepa.

El producto correspondiente a la amplificacion del gen ARNr 16S de la cepa F3.1 fue
de 1.263 pb. Para la construccion de las secuencias se procedié de forma analoga a las
descritas en otros capitulos y comparadas igualmente con todas las secuencias de las
cepas tipo que existen en la base de datos EzTaxon. En base a la secuencia del gen
ARNr 16S la cepa F3.1 presentdé maxima similitud con las especies bacterianas
Achromobacter dentrificans DSM 30026 (Riiger & Tan, 1983; Coenye et al. 2003) y
con Achromobacter xylosidans DSM 10346" (Yabuuchi & Yano 1981). Ambas con
un porcentaje de similitud del 99,68%.
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V.1.b Plantas y suelo seleccionados

Dado que existen estudios en proteccion de plantas realizados por nuestro grupo,
decidimos seleccionar aquellas plantas que presentaron, en las condiciones ensayadas,
resultados favorables en tolerancia a la desecacion, cuando se combinaron con la cepa
seleccionada Microbacterium sp. 3J1. Dichas plantas fueron la soja (Glycine max) y
el maiz (Zea mays) (Vilchez et al. en preparacion). Ambas se adaptan bien a cualquier
tipo de suelo, ademas la soja puede crecer en un amplio rango de texturas (Ohlrogge
& Kamprath, 1968). Por otra parte también se selecciond la planta de la canola
(Brassica napus var. oleifera) ya que segin Adam y Duncan (1999) dicha variedad de
planta presentaba un 100% de germinacion en suelos contaminados con diesel a una
concentracion de 25 g por Kg de suelo y un 95% de germinacion en suelos
contaminados con el doble de contaminante (50 g/Kg). La planta de la canola presenta
requerimientos altos en nitrogeno y crece tanto en suelos arenosos como en suelos
organicos, ademads crece en suelos con un pH comprendido entre 5,5 y 6,8. Crece en
un amplio rango de temperaturas tanto a 28°C (Qaderi et al. 2006) como a 0°C
(Stefanowska et al. 1999), con algunas modificaciones en su fisiologia. Por lo general,
cuando la planta esta expuesta a altas temperaturas disminuye la produccion de
etileno (Yu et al. 1980), sin embargo dicha producciéon incrementa cuando la planta
esta expuesta a condiciones de estrés hidrico (Nilsen & Orcutt, 1996). Ademas dicha
planta tolera las condiciones de estrés por falta de agua (Wright et al. 1995;

Gunasekera et al. 2006).

Para desarrollar el ensayo de rizorremediacion se utilizé un suelo artificial generado
en el laboratorio, cuya composicion granulométrica fue la misma que la composicion
del suelo empleado en el Capitulo IV, por lo que el suelo presentd un 80% de arena y
20% de arcilla (textura franco-arenosa). Todos los ensayos de este Capitulo se
realizaron con el suelo estéril, para ello una vez realizada la mezcla homogénea de
arena y arcilla, se adiciono el volumen de agua necesario para que quedara totalmente
humedecido, tras lo cual se autoclavo dos veces a 121°C durante 30 min con 24 horas
entre cada autoclavado. Tras ello se procedié al secado del mismo en un horno
Pasteur a 50°C durante 24 horas. Una vez finalizado el secado se adiciond 20 mg de

diesel por Kg de suelo y se homogenizo.
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V.2 RIZORREMEDIACION DE UN SUELO CONTAMINADO CON DIESEL EN
CONDICIONES DE SEQUIA

Para determinar si la combinacion de la cepa tolerante a la sequia Microbacterium sp.
3J1 y la cepa xerosensible Achromobacter sp. F3.1, junto con algunas de las plantas
seleccionadas aceleraba (mejoraba) el proceso natural de degradaciéon de compuestos
hidrocarbonados que forman parte del diesel, decidimos estudiar el crecimiento tanto
de cada uno de los microorganismos inoculados, asi como de cada una de las plantas

en un suelo franco-arenoso contaminado con 20 mg de diesel por Kg de suelo.

V.2.1 Viabilidad de la cepa Microbacterium sp. 3J1 en un suelo contaminado con

diesel

Para evaluar el crecimiento de la cepa Microbacterium sp. 3J1 en un suelo franco-
arenoso contaminado con diesel y asi examinar los efectos negativos de los
contaminantes en dicha poblacidn, realizamos microcosmos edaficos en recipientes de
500 ml de volumen con 300 g de suelo estéril contaminado con diesel a una
concentracion de 20.000 mg/Kg de suelo. Como control del proceso se realizaron
microcosmos igualmente en recipientes de 500 ml de volumen, con 300 g de suelo
franco-arenoso sin contaminar. De cada uno de los microcosmos se realizaron 3
réplicas. Para adicionar las células a los microcosmos se procedié tal y como se indica
en el apartado M6.a. Tras ello se inocularon cada uno de los microcosmos con 50 ml
de inoculo (1xM9). Para lograr el grado de humedad 6ptimo (aprox. 28%) se regaron

cada uno de los microcosmos con 20 ml de agua una vez por semana.

Para determinar la viabilidad de la cepa Microbacterium sp. 3J1 en cada uno de los
microcosmos edaficos elaborados, se realizd un recuento de células viables en forma
de UFC/g suelo de la cepa objeto de estudio, tal y como se indica en la Figura V.3.
Para ello se tom6 1 gramo de suelo de cada uno de los microcosmos, contaminado y
sin contaminar, los cuales se resuspendieron en 1xM9. Tras ello se realizaron
diluciones seriadas en dicha solucion salina a los 1, 2, 7, 12 y 22 dias, las cuales se

sembraron en placas de TSA.
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Figura V.3. Crecimiento de la cepa Microbacterium sp. 3J1 en un suelo contaminado con diesel y
sin contaminar. Se indica la viabilidad en forma de UFC/g de suelo de la cepa Microbacterium sp. 3J1
en un suelo franco-arenoso contaminado con diesel (circulo negro) y en un suelo franco-arenoso sin
contaminar (circulo blanco). En el eje de abscisas se indica el tiempo (dias) y en el eje de ordenadas se
indica las UFC/g suelo. Se incluye en forma de barras de error la desviacion estdndar a la media de tres
experiencias.

Como se puede observar en la Figura V.3, en los microcosmos cuyo suelo se
contamind con diesel, se estimaron 9,6:10° UFC/g de suelo de la cepa
Microbacterium sp. 3J1 en el tiempo 0 dias, sin embargo transcurridas 24 horas de
ensayo disminuyeron hasta llegar a 9,3-10° UFC/g de suelo, manteniéndose entorno
dicho valor hasta llegar a los 22 dias que duré el ensayo, donde se estimaron 2-10’
UFC/g de suelo. Por otro lado, cuando la cepa Microbacterium sp. 3J1 se inocul6 en
el suelo sin contaminar se estimaron 8,4-10" UFC/g de suelo al inicio del
experimento, las cuales descendieron conforme transcurri6 el tiempo de ensayo hasta
llegar a las 6:10° UFC/g de suelo. Segun el analisis estadistico realizado, la cepa
Microbacterium sp. 3J1 sbélo presentd diferencias significativas en cuanto al
crecimiento en un suelo contaminado con respecto al crecimiento en un suelo sin

contaminar en el dia 1 y 22 de muestreo.

Andlogamente determinamos el crecimiento de la cepa Achromobacter sp. F3.1 en un
suelo contaminado con diesel a una concentracion de 20.000 mg/Kg. Para ello se
procedid de la misma forma que la anteriormente descrita. En este ensayo se realizod
un recuento de UFC/g de suelo a los 1, 2, 7, 12, 22 y 30 dias, tal y como se indica en

la Figura V .4.
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Figura V.4. Crecimiento de la cepa Achromobacter sp. F3.1 en un suelo contaminado y sin
contaminar. Se indica la viabilidad en forma de UFC/ g de suelo de la cepa Achromobacter sp. 3J1 en
un suelo franco-arenoso contaminado con diesel (tridngulo negro) y en un suelo franco-arenoso sin
contaminar (triangulo blanco). En el eje de abscisas se indica el tiempo (dias) y en el eje de ordenadas
se indica las UFC/g suelo. Se incluye en forma de barras de error la desviacion estandar a la media de
tres experiencias.

Tal y como se observa en la Figura V.4, la cepa Achromobacter sp. F3.1 crecid mejor
en un suelo franco-arenoso contaminado con diesel (20.000 mg/Kg), que en un suelo
sin contaminar. De modo que se detectaron 310" UFC/g de suelo al inicio del ensayo.
A partir del dia 2 de ensayo se detectdé un aumento de la poblacion de la cepa
Achromobacter sp. F3.1, donde se estimaron 2,1-10° UFC/g de suelo a los 7 dias
desde que se inici6 el ensayo. Dicha poblacion continud creciendo hasta llegar su
maximo crecimiento a los 12 dias de ensayo, donde se estimaron 4,5-10° UFC/g de
suelo. A partir de los 12 dias de ensayo las células viables descendieron, donde se
estimaron 1,8:10° (UFC/g) al final del periodo de ensayo (30 dias). Por otra parte,
cuando el suelo no se contamind con diesel se detectaron 4,9-10" UFC/g de suelo al
inicio del ensayo, sin embargo la poblacion bacteriana presentd el maximo
crecimiento a los 22 dias de ensayo, donde se detectaron 1,7-10° UFC/g de suelo.
Segun el andlisis estadistico la cepa Achromobacter sp. F3.1 presentd diferencias
significativas cuando crecié en un suelo contaminado, con respecto al crecimiento en

un suelo sin contaminar, a partir de dia 7 de ensayo.
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V.2.b Viabilidad de las plantas seleccionadas en un suelo contaminado con diesel

Para determinar si las plantas seleccionadas (soja, maiz y canola) eran capaces de
germinar y crecer en un suelo franco-arenoso contaminado con 20 mg de diesel por
Kg de suelo, procedimos a la elaboracion de microcosmos edaficos de 1.000 ml de
volumen con 700 g de suelo artificial sin esterilizar. Como control se procedi6 a la
realizacion de microcosmos edaficos con suelo franco-arenoso sin contaminar para
cada uno de los tipos de semillas (soja, maiz y canola). Se realizaron 3 replicas de

cada tipo de microcosmos.

Para comprobar si la soja (Glycine max) era capaz de crecer en un suelo franco-
arenoso contaminado con diesel, se suministro a dicho suelo un total de 20 semillas de
soja. Igualmente se suministr6 dicha cantidad al suelo franco-arenoso sin contaminar
(Figura V4). Para mantener el grado de humedad en el suelo, se regaron cada uno de

los microcosmos con 50 ml de agua destilada estéril 1 vez por semana.
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Figura V.5. Viabilidad de las semillas de soja (Glycine max) en un suelo franco-arenoso. En el
panel A se muestra el germinado de las semillas en un suelo franco-arenoso contaminado y en un suelo
sin contaminar. En el panel B se muestra el estado de la planta tras 6 dias (imagen 1) y tras 18 dias
(imagen 2) de germinado, en un suelo sin contaminar. En el panel C se muestra el estado de la planta
tras 6 dias (imagen 1) y tras 18 dias (imagen 2) de germinado, en un suelo contaminado con 20.000
mg/Kg de suelo.
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Tal y como se observa en la Figura V.5, las semillas de soja germinaron a las 48 horas
tanto en el suelo franco-arenoso sin contaminar, como en ¢l suelo franco-arenoso
contaminado con diesel (20.000 mg/Kg suelo). Dichas semillas germinadas no
presentaron diferencia visual. Trascurridos los 6 dias tras la siembra de las semillas,
se observaron grandes diferencias en el crecimiento de la planta, ya que en el suelo
franco-arenoso sin contaminar ya se visualizaban plantulas, sin embargo en el suelo
contaminado con diesel las semillas todavia estaban germinando. Tras 18 dias desde
el sembrado de las semillas aquellas presentes en el suelo sin contaminar crecieron
hasta alcanzar la mayoria de ellas un tamafio de tallo entre 15 y 20 cm. Pero entre las
semillas sembradas en el suelo contaminado con diesel sélo crecid una, la cual no
presentd supervivencia transcurridas las 24 horas desde que se realiz6 la fotografia

(Figura V.5C.2).

Para analizar comportamiento de la planta de soja ante la contaminacion por diesel,
una vez alcanzado el tamafio de plantula, se realizaron microcosmos como los
mencionados anteriormente. De modo que una vez la semilla salié de su estado de
latencia, germiné y alcanz6 el tamafo de plantula el suelo se contamind con diesel a

una concentracion de 20.000 mg/Kg de suelo (Figura V.6).

Figura V.6. Viabilidad de la plantula de soja (Glycine max) en un suelo franco-arenoso. En el
panel A se muestra el estado de la planta 48 horas tras la adicion del contaminante (imagen 1) y el
estado de la planta tras 16 dias en contacto con el contaminante (imagen 2). En el panel B se muestra el
estado del la planta tras 16 dias creciendo en un suelo sin contaminar.
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Como se puede observar en la Figura V.6, en el panel A (1), las hojas de la plantula se
tornaron a una textura oleosa tras 24 horas de exposicion al contaminante. Sin
embargo, transcurridos 16 dias se comprobd que las plantulas no presentaron
capacidad para crecer en un suelo contaminado por diesel. Por otro lado, al igual que
en el ensayo anterior crecieron sin problemas cuando el suelo franco-arenoso no se

contaminé con dicho contaminante.

De manera analoga, para comprobar la viabilidad de la planta de maiz (Zea mays) en
un suelo franco-arenoso contaminado, se realizaron microcosmos edaficos con suelo
franco-arenoso contaminado con diesel (20.000 mg/Kg) y microcosmos con suelo

franco-arenoso sin contaminar, tal y como se indica en la Figura V.7.

A

Figura V.7. Viabilidad de la planta de maiz (Zea mays) en un suelo franco-arenoso. En ¢l panel A
se muestra el aspecto de la semilla de maiz tras 6 dias después del sembrado en un suelo franco-
arenoso contaminado con diesel. En el panel B se muestra el aspecto de la planta de maiz tras 6 dias en
un suelo franco-arenoso sin contaminar.

Las semillas de la planta del maiz no germinaron cuando el suelo franco-arenoso se

contaminé con diesel, pero si germinaron en un suelo franco-arenoso sin contaminar.
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Para comprobar la germinacion y supervivencia de la planta de la canola (Brassica
napus var. oleifera) en un suelo franco-arenoso contaminado con diesel a una
concentracion de 20.000 mg/Kg de suelo, se procedio de la misma forma que con las
plantas mencionadas anteriormente. Debido al tamafio tan reducido de la semilla de la
planta de canola, se sembraron 0,5 g de semillas tanto en un suelo contaminado con

diesel y en un suelo sin contaminar (Figura V.8).

Figura V.8. Viabilidad de la planta de canola (Brassica napus var. oleifera) en un suelo franco-
arenoso. En el panel A se muestra el aspecto la planta de canola tras 7 dias después del sembrado en
un suelo franco-arenoso contaminado con diesel. En el panel B se muestra el aspecto de la planta de
canola tras 7 dias en un suelo franco-arenoso sin contaminar.

Las semillas sembradas en el suelo contaminado con diesel germinaron transcurridos
4 dias desde la siembra, al igual que las semillas presentes en el suelo sin contaminar.
A partir de los 4 dias desde el sembrado de las semillas de la canola, se observo que
las plantas presentes en el suelo sin contaminar crecieron a mayor velocidad que
aquellas presentes en el suelo franco-arenoso contaminado con diesel. La planta en el
suelo contaminado, en condiciones Optimas de humedad y a una temperatura de 30°C

presento una viabilidad prolongada (>30 dias).
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A continuacién se representa en la Figura V.9 cada uno de los porcentajes de
germinacion de las plantas de soja, maiz y canola, en un suelo franco-arenoso

contaminado con diesel y en un suelo sin contaminar.
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Figura V.9. Germinacion de las plantas de Soja, Maiz y Canola. Se representa en abscisas el
nombre de la planta y en el eje de ordenadas el porcentaje de germinacion de cada una de las semillas
en un suelo franco-arcilloso sin contaminar (barra blanca) y en un suelo contaminado con diesel a una
concentracion de 20.000 mg/Kg de suelo (barra gris).

Como se observa en la Figura V.9, las semillas de la planta de la soja (Glicine max)
presentaron un alto porcentaje de germinacion (75% =+ 1), aunque tal y como
mencionamos anteriormente dichas semillas no sobrevivieron en un suelo franco-
arenoso contaminado con diesel (20.000 mg/Kg), debido a la presencia del
contaminante. Por otro lado, las semillas de maiz (Zea mays) no fueron capaces de
germinar en un suelo contaminado con diesel, debido también a la presencia del
contaminante, aunque si lo hicieron cuando el suelo no se contamind. Sin embargo,
las semillas de la planta de canola (Brassica napus var. oleifera) germinaron un 98%
en un suelo franco-arenoso contaminado con diesel a una concentracion de 20.000
mg/Kg de suelo, con respecto a la germinacion de las semillas en un suelo franco-

arenoso sin contaminar.

Segun los resultados obtenidos se seleccioné la planta Brassica napus var. oleifera ya
que las semillas germinaron un 98% en un suelo franco-arenoso contaminando con
diesel a una concentracion de 20.000 mg/Kg de suelo y crecieron durante un largo

periodo de tiempo.
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V.2.c Desarrollo de un ensayo de rizorremediacion en un suelo franco-arenoso

contaminados con diesel, sometido a condiciones de sequia

Una vez comprobado la viabilidad de la cepa Microbacterium sp. 3J1 y el crecimiento
de la cepa Achromobacter sp. F3.1 en un suelo franco-arenoso artificial contaminado
con diesel a una concentracion de 20.000 mg/Kg de suelo. Ademas del crecimiento de
la planta Brassica napus var. oleifera en dicho suelo contaminado. Se procedi6 a la
realizacion de un ensayo de rizorremediacion en un suelo franco-arenoso sometido a
condiciones de estrés debido a la presencia de diesel y a la falta de agua. Para ello
prepararon microcosmos edaficos en vasos de precipitado de plastico de 100 ml de
volumen, con 100 g de suelo franco-arenoso estéril (Figura V.10). El suelo contenido

en cada uno de los microcosmos se contamind con diesel a una concentracion 20.000

mg/Kg.

Figura V.10. Microcosmos edificos. La imagen de la izquierda presentan los microcosmos con
plantas y la imagen de la derecha aquellos microcosmos sin plantas.

Tal y como se indica en la Tabla V.1, los microcosmos se dividieron en 4 grupos, el
primero de ellos denominado dQ, se prepard sin inoculante y sin planta. Dichos
microcosmos estaban destinados a determinar la pérdida del contaminate por
dispersion, dilucidn, sorcion, volatilizacion y estabilizacion quimica. El segundo de
ellos denominado sM, cuyo suelo se inoculd con la combinacion de las cepas
Microbacterium sp. 3J1 'y Achromobacter sp. F3.1 (bioaumento), el tercero de ellos
denominado sP se destino al tratamiento del suelo con la planta de la Brassica napus

var. oleifera (fitorremediacion), donde en cada uno de los microcosmos se
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transplantaron 9 plantas de canola. Y finalmente el denominado sPM en cuyo suelo se
transplantaron 9 plantas de canola y se inocularon con la combinacion de las cepas
Microbacterium sp. 3J1 'y Achromobacter sp. F3.1 (rizorremediacion). Se realizaron
tres replicas para cada tiempo de muestreo. El suelo contenido en cada uno de los
microcosmos mencionados se mantuvieron en condiciones de estrés hidrico. Se
realizaron muestreos a los 0, 1, 7y 11 dias.

Tabla V.1. Tratamientos empleados en un suelo franco-arenoso contaminado con diesel. En la
primera columna se indica el tratamiento empleado, en la segunda columna el nombre designado a cada
microcosmos, en la tercera y cuarta columna se indica si se utilizé indculo y/o planta mediante un signo

(+) si se utiliz6 o un signo (-) si por el contrario no se utilizd. Y en la ultima columna las condiciones a
las que se sometieron los microcosmos.

Tratamientos Microcosmos Indculo Planta Condiciones
(Combinacion
cepas)
Degradacion sDQ - - - Diesel (20.000
quimica ppm)

- Estrés hidrico

Bioamento sM + - - Diesel (20.000
ppm)

- Estrés hidrico

Fitorremediacion sP - + - Diesel (20.000
ppm)

- Estrés hidrico

Rizorremediacion sPM + + - Diesel (20.000

ppm)
- Estrés hidrico

Para afiadir las células a los microcosmos se inocularon previamente dos matraces de
500 ml con 250 ml de TSB, tal y como se indica en el apartado M6.a. Una vez
obtenida y resuspendida la biomasa en 1xM9, se mezclaron los inoculos de la cepa
Microbacterium sp. 3J1 y la cepa Achromobacter sp. F3.1 en volumenes iguales para
proceder a la inoculacion de los microcosmos denominados como sM y sPM, con 7,6

ml del in6culo-mezcla.

Para conocer que tratamiento aceleraba y mejoraba el proceso de degradacion de
suelos contaminados por diesel en condiciones de sequia, se determinaron los

hidrocarburos totales del petroleo (TPHs), asi como las fracciones de TPHs (alcanos
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lineales, alcanos ramificados y naftalenos) contenido en el suelo contenido en cada
uno de los microcosmos (sDQ, sM, sP y sPM). Ademaés se determiné la presencia de
dichos compuestos en el tallo/hoja y las raices de las plantas en los microcosmos sP y
sPM. También se realizd un recuento de las células viables de las cepas
Microbacterium sp. 3J1 y Achromobacter sp. F3.1 en el suelo contenido en los
microcosmos denominados como sM y sPM y en las raices de las plantas presentes en
los microcosmos denominados como sPM. Para controlar el crecimiento de la planta
se tomaron medidas de la longitud del tallo y de la raiz de las mismas en los
microcosmos sP y sPM. La humedad se controlé en cada uno de los microcosmos
para que se mantuviera por debajo del 10%. La habitacion se mantuvo a 28°C durante

el periodo de ensayo.

V.2.c.1 Contenido hidrico de los microcosmos compuestos por un suelo contaminado

con diesel

Para controlar la humedad se realizé un seguimiento del contenido hidrico del suelo
en cada uno de los microcosmos a los 0, 1, 7 y 11 dias. De esta manera se trat6 de que
el suelo no alcanzara humedades superiores al 10%. Para ello se pes6 1 gramo de
suelo por triplicado en viales de vidrio y se procedi6 tal y como se indica en el

apartado M5.d.2.

En la Figura VI.11 se representa la evolucion del contenido hidrico de cada uno de los
microcosmos a lo largo del periodo de muestreo. Para comparar la humedad en cada
uno de los tratamientos se realizd un andlisis de la probabilidad #-student, utilizando,
tal y como se indica en el apartado M11.a. Los microcosmos se regaron con 6 ml de

agua estéril destilada cada 3 dias, para asi evitar el completo secado de los mismos.
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Porcentaje de humedad
(=2}

Tiempo (dias)

Figura V.11. Contenido hidrico del suelo en cada uno de los microcosmos contaminados con
diesel. Se representa el contenido hidrico del suelo en cada uno de los microcosmos, sDQ (cuadrado),
sM (rombo), sP (tridngulo) y sPM (circulo). En el eje de abscisas se indica el tiempo en dias y en el eje
de ordenadas se representa la humedad en porcentaje. Se incluye en forma de barras de error la
desviacion estandar a la media de las tres experiencias.

Se procur6 que la humedad inicial del suelo contenido en cada uno de los
microcosmos fuese del 10%. Para ello se afiadi6 2,4 ml de diesel (20.000 mg/Kg) y
7,6 ml de inoculo mezcla (combinacion cepas), es decir un total de 10 ml. Primero se
anadio el diesel y luego el indculo (resuspendido en 1xM9) en los microcosmos sM y
sPM. Sin embargo, los microcosmos sDQ y sP se afiadi6 10 ml de solucion salina
1xM9. La humedad media registrada fue de 10,92% en el inicio del ensayo. La
humedad en cada uno de los microcosmos descendié bruscamente durante los
primeros 7 dias de ensayo. Segun el tratamiento estadistico ninguno de los
tratamientos presentaron diferencias significativas en el dia 1 de ensayo. A los 7 dias
de ensayo, la humedad del suelo contenido en cada uno de los microcosmos continu6
descendiendo hasta valores comprendidos entre el 4 y el 2%, siendo el tratamiento sM
y sP, los que mas descendieron. Tras el tratamiento estadistico se observo que el suelo
contenido en los microcosmos sDQ y sPM presentaron diferencias significativas con
respecto al suelo contenido en los microcosmos sP y sPM, en cuanto a la humedad
contendida en cada uno de ellos. Al final del ensayo (11 dias) se observo un ligero
aumento de la humedad en los suelos contenidos en cada uno de los microcosmos,
con un rango comprendido entre 5 y 2.5% de humedad. Siendo los microcosmos sDQ

y sM, los que menos humedad presentaron. Asi los microcosmos denominados sP y
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sPM presentaron diferencias significativas con respecto a los microcosmos sDQ y sM,

en cuanto al contenido hidrico del suelo.

V.2.c.2 Recuento de células viables de la cepa Microbacterium sp. 3J1 y

Achromobacter sp. F3.1

Para comprobar la viabilidad de la cepa tolerante a la sequia Microbacterium sp. 3J1'y
la cepa sensible a la sequia Achromobacter sp. F3.1, en los microcosmos
denominados como sM y sPM, se realiz6 un recuento de células viables en forma de
UFC/g de suelo de cada una de las cepas objeto de estudio. Para ello se tomd 1 gramo
de suelo de cada uno de los tratamientos, los cuales se resuspendieron por separado en
1xM9, tal y como se indica en el apartado Mé6.a.1. Tras ello se realizaron diluciones

seriadas en dicha solucion salinaalos 0, 1, 7y 11 dias.

Tal y como se indica en la Figura V.12 se estimaron las células viables en forma de
UFC/g de suelo de las cepas objeto de estudio, Microbacterium sp. 3J1 y

Achromobacter sp. F3.1, en los microcosmos sM (bioaumento).

6E+08
5SE+08
4E+08
3E+08

2E+08

=Y

Recuento viables (UFC/g)

0E+00
11

Tiempo (dias)

Figura V.12. Células viables presentes en el suelo contenido en los microcosmos sM. Se indica en
forma de UFC/g de suelo las células viables de la cepa Microbacterium sp. 3J1 (barra blanca) y la cepa
Achromobacter sp. F3.1 (barra gris), en un suelo franco-arenoso contaminado con 20.000 mg/Kg de
suelo y sometido a condiciones de sequia. En el eje de abscisas se indica el tiempo (dias) y en el eje de
ordenadas se indica las UFC/g de suelo. Se incluye en forma de barras de error la desviacion estandar a
la media de tres experiencias.

201



CAPITULO V

Como resultado del ensayo para determinar la viabilidad de las cepas objeto de
estudio Microbacterium sp. 3J1 y Achromobacter sp. F3.1, en un suelo franco-
arenoso contaminado con diesel y sometido a condiciones de sequia, se observd que
el recuento de células viables la cepa Microbacterium sp. 3J1 no presento diferencias
significativas entre ninguno de los puntos de muestreo. Sin embargo, el recuento de
células viables de la cepa Achromobacter sp. F3.1 disminuyo durante la primera
semana, manteniéndose hasta llegar a los 11 dias de ensayo, presentando diferencias
significativas en los dos ultimos puntos de muestreo con respecto a los demas. De
modo que, se estimaron 3,1-10° UFC/g de suelo de la cepa Microbacterium sp. 371 y
1,3-10 UFC/g de suelo de la cepa Achromobacter sp. F3.1 en el inicio del
experimento (0 dias). Y al final del periodo de ensayo se detectaron 1,9-10° UFC/g de
suelo de la cepa tolerante a la sequia Microbacterium sp. 3J1 y 2,85-10" UFC/g de
suelo de la cepa sensible a la sequia Achromobacter sp. F3.1. Cuando se realizo el
tratamiento estadistico entre ambas cepas se observdO que ambas presentaron

diferencias significativas en el dia 7y 11.

Del mismo modo se estimo la viabilidad de las células de la cepa Microbacterium sp.
3J1 y la cepa Achromobacter sp. F3.1 en forma de UFC/g de suelo, en el tratamiento
donde se combinan ambas cepas, junto con la planta de la canola (rizorremediacion),

es decir, los microcosmos denominados sPM (Figura V.13).
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Figura V.13. Células viables presentes en el suelo de los microcosmos sPM. Se indica el numero de
células viables en forma de UFC/g de suelo de la cepa Microbacterium sp. 3J1 (barra blanca) y la cepa
Achromobacter sp. F3.1 (barra gris), en un suelo franco-arenoso contaminado con diesel a una
concentracion de 20.000 mg/Kg de suelo y sometido a condiciones de sequia. En el eje de abscisas se
indica el tiempo (dias) y en el eje de ordenadas se indica las UFC/g de suelo. Se incluye en forma de
barras de error la desviacion estandar a la media de tres experiencias.
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Como resultado del ensayo para determinar la viabilidad celular de las cepas objeto de
estudio, en el tratamiento donde ambas se combinan de forma conjunta y junto con la
planta, se observé que la cepa Microbacterium sp. 3J1, s6lo present6d una disminucioén
significativa en el recuento de viables en el dia 1, con respecto a los demas puntos de
muestreo. Sin embargo, la cepa Achromobacter sp. F3.1 aumento la viabilidad celular
en el primer dia de ensayo manteniéndose entorno al mismo valor hasta llegar al final
del periodo de ensayo por lo que sélo presentd diferencias significativas en el inicio
del ensayo. Cuando se realizo el tratamiento estadistico entre ambas cepas en cada
punto de muestreo, se observd que soélo presentaron diferencias significativas en el dia
1 de muestreo. De modo que, se detectaron 3,15-10° UFC/g de suelo de la cepa
tolerante a la sequia Microbacterium sp. 3J1 y 1,3-10° UFC/g de suelo de la cepa
sensible a la falta de agua Achromobacter sp. F3.1, al inicio del ensayo (0 dias). Y al
final de ensayo se detectaron 1,55-10° UFC/g de suelo de la cepa tolerante a la sequia
Microbacterium sp. 3J1 y 10° UFC/g de suelo de la cepa sensible a la sequia

Achromobacter sp. F3.1, al final del periodo de ensayo.

Por otra parte, se estimaron las células viables en forma de UFC/mg de raiz de las
cepas objeto de estudio, en las raices de las plantas de los microcosmos denominados
sPM, tal y como se indica en la Figura V13. Para ello se cortaron las raices de las
plantas presentes en cada uno de los microcosmos, tras lo cual se realizd un
homogenizado de dichas raices en un microtubo con 1 ml de solucion salina 1xM?9.
Una vez homogenizado se realizaron diluciones seriadas en la misma solucién salina

alos0, 1,7y 11 dias.
2E+09
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Figura V.14. Células viables presentes en las raices de las plantas de los microcosmos sPM. Se
indica las células viables en forma de UFC/mg de raiz de la cepa Microbacterium sp. 3J1 (barra blanca)
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y la cepa Achromobacter sp. F3.1 (barra gris), en un suelo franco-arenoso contaminado con 20.000
mg/Kg de suelo. En el eje de abscisas se indica el tiempo (dias) y en el eje de ordenadas se indica las
UFC/g de suelo. Se incluye en forma de barras de error la desviacion estandar a la media de tres
experiencias.

Segun el recuento de viables la cepa Microbacterium sp. 3J1 no estuvo presente en la
raiz de las plantas a los 11 dias de muestreo. Ademas presentd una viabilidad muy
reducida en todos lo puntos de muestreo. Sin embargo, la cepa Achormobacter sp.
F3.1 present6 una alta viabilidad en las raices de la planta de la canola, cuyo recuento
presento diferencias significativas con respecto a la cepa xerotolerante (3J1), en todos

los puntos de muestreo a excepcion del dia 1.

V.2.c.3 Longitud del tallo y raices de las plantas de Brassica napus var. oleifera

Para medir el cremiento de las plantas realizamos registros tanto de la longitud de la
raiz como de la longitud del tallo de la planta. Para los datos de la atura, al igual que
en otros ensayos se tomo6 como medida la longitud en cm desde la base blanquecina
del tallo o el punto donde se encontraban las primeras raices, hasta el plano horizontal
formado por el primer par de hojas (hojas seminales). Mientras que para las raices se
tom6 como medida la longitud en cm desde la base blaquecina del tallo o el punto
donde se econtraban las primeras raices, hasta la punto del apice radical mas largo sin
forzar el estiramiento del mismo. Para comparar tanto la longitud de las raices como
del tallo de las plantas inoculadas con cada una de las cepas, se realizo un analisis de
comparaciones multiples, utilizando el método Tukey o método de la diferencia
significativa honesta de Tukey (DSH), con un grado de significancia de 0,05, tal y

como se indica en el apartado M11.a.

En la Figura V.15, se representa la longitud del tallo de las plantas presentes en los

microcosmos sP (planta) y sPM (planta y combinacion de microorganismos).
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Figura V.15. Longitud del tallo de las plantas presentes en los microcosmos sP y sPM. Se indica la
longitud de las raices de las plantas presentes en los microcosmos sP (barra blanca) y sPM (barra gris).
Se incluye en forma de barras de error la desviacion estandar a la media de tres experiencias.

Los tallos de las plantas presentes en los microcosmos sP presentaron una longitud
media de 2,5 + 0,05 cm en el dia 1 de ensayo, la longitud aumenta conforme pasan los
dias hasta llegar a 3,9 &+ 0,8 cm al final del periodo de ensayo (11 dias). Por lo que, la
longitud del tallo de las plantas presentes en los microcosmos sP aument6 1,4 = 0,75
cm en un suelo contaminado y expuesto a condiciones de sequia, a lo largo del
periodo. Por otra parte, la longitud del tallo de las plantas presentes en los
microcosmos sPM midieron 2,6 = 0,23 cm en el dia 1 de muestreo y 3,3 £ 0,1 cm a
los 11 dias de ensayo, por lo que aumentaron 0,6 = 0,25 cm. Dichas plantas no
presentaron diferencias significativas con respecto a las plantas presentes en los
microcosmos sP, en cuanto a la longitud del tallo, en cada uno de los tiempos de

muestreo.

A continuacién se tomaron medidas de la longitud de la raiz de cada una de las
plantas presentes en los microcosmos sP (planta) y sPM (planta y combinacion de

microorganismos), tal y como se indica en la Figura V.16.
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Figura V.16. Longitud de raiz de las plantas presentes en los microcosmos sP y sPM. Se indica la
longitud de las raices de las plantas presentes en los microcosmos sP (barra blanca) y sPM (barra gris).
Se indica con un asterisco (*) la diferencias significativas. Se incluye en forma de barras de error la
desviacion estandar a la media de tres experiencias.

Las raices de las plantas presentes en los microcosmos sP (planta) presentaron una
longitud media de 1,4 = 0,4 cm en el dia 1 de ensayo, manteniéndose entorno dicho
valor a lo largo del periodo de ensayo (11 dias). Por otra parte, la longitud de las
raices de las plantas presentes en los microcosmos sPM (planta y combinacion de
microorganismos) fue de 1 cm al inicio del ensayo y 1,3 = 0,25 cm al final del
periodo. La longitud de las raices de las plantas presentes en los microcosmos sP no
presento diferencias significativas con respecto a la longitud de las plantas presentes

en los microcosmos sPM.

V.2.c.4 Degradacion de hidrocarburos totales del petréleo (TPHs)

Tras analizar como afectaba la contaminacion por diesel y las condiciones de sequia
en el crecimiento de la cepas Microbacterium sp. 3J1 ' y Achromobacter sp. F3.1 tanto
en el suelo como en las raices de las plantas. Asi como también al crecimiento de las
plantas, se determind la concentracion de TPHs presente en cada uno de los
tratamientos, tanto en el suelo como en las plantas (tallo, hoja y raices). Ademas se
determinod los n-alcanos de cadena lineal de longitud intermedia (C;o — Cy), los n-

alcanos de cadena lineal larga (C, — Cao), alcanos ramificados y naftalenos.
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V.2.c.3.1 Determinacion de hidrocarburos en el suelo

La presencia de dichos hidrocarburos se evalu6 segun la norma EPA 8015 mediante la
determinacion gravimétrica de hidrocarburos del petrdleo totales (TPHs), y tal y como
se indica en el apartado M5.d.3. Tanto los TPHs como las fracciones descritas
anteriormente se analizaron en el Centro de Instrumentacion Cientifica (CIC) de la
Universidad de Granada, mediante cromatografia de gases/espectometria de masas, tal
y como se indica en el apartado M5.d.4. Con ellos determinamos la eficiencia del
proceso de degradacion en cada uno de los tratamientos. Para comparar cada uno de
los tratamientos se realizd6 un andlisis de comparaciones multiples, utilizando el
método de Tukey, con un grado de significancia de 0,05, tal y como se indica en el

apartado M11.a.

Se determind la concentracion de TPHs al inicio y al final de los tratamientos en cada
una de las condiciones experimentales ensayadas. Tal y como se indica en la Figura
V.17 se determinaron los TPHs en el tiempo inicial y el tiempo final (11 dias) del

experimento.
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Figura V.17. Determinacion de los hidrocarburos totales del petroleo en cada uno de los
tratamientos. En el eje de abscisas se representa cada uno de los tratamientos al inicio del periodo
(barra blanca) y al final del periodo de ensayo (barra gris) y en el eje de ordenadas la concentracion de
TPHs (mg/Kg). Se india con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye en forma de barras
de error la desviacion estandar a la media de tres experiencias.
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La concentracion de TPHs inicial en el suelo franco-arenoso fue igual en todos los
tratamientos, donde se registrd una concentracion media de 9.511,1 £ 392,55 mg/Kg
de suelo. Partiendo de dicha concentracion de TPHs totales en el suelo, el suelo
contenido en los microcosmos sDQ presentdé una concentracién media de TPHs de
10.807,8 £ 900,9 al final de periodo de ensayo (11 dias). Segun el analisis estadistico
los microcosmos DQ no presentaron diferencias significativas al final del periodo de
ensayo, con respecto a la concentracion del contaminante registrada en el inicio del
ensayo. Por otra parte, en el suelo contenido en los microcosmos denominados sM
donde se evalu6 la combinacion de las cepas Microbacterium sp. 3J1 'y
Achromobacter sp. F3.1, se registraron 7.080,4 + 279,1 mg/Kg de suelo lo que supuso
una disminucién de 2.430,7 £ 220 mg/Kg de TPHs durante los 11 dias de ensayo.
Segun el analisis estadistico dicho tratamiento present6 diferencias significativas a los
11 dias de ensayo, en comparacion con el inicio del ensayo y con respecto a los demas
tratamientos. El suelo contenido en los microcosmos sP, donde se evalta el uso de la
planta de Brassica napus var. oleifera para la descontaminacion de un suelo, presentod
la concentraciéon de TPHs de 10.112,72 + 159,75 mg/Kg de suelo al final del periodo
de ensayo. Segun el andlisis estadistico realizado dicho tratamiento no presento
diferencias significativas con respecto al tiempo inicial y por tanto con respecto al
resto de tratamientos. Por otro lado, el suelo contendido en los microcosmos sPM,
donde se evalua la accion de la planta junto con la combinacidén de microorganismos,
presentd una concentraciéon de TPHs totales de 8.790,9 = 777,5 mg/Kg al final de
periodo de ensayo. Segun el analisis estadistico dicho tratamiento no presentod
diferencias significativas con respecto tiempo inicial y por tanto con respecto a los

demas tratamientos.

Andlogamente se determinaron los n-alcanos de longitud intermedia con un niimero
de atomos de carbono entre 10 y 20 (C<20), en cada uno de los tratamientos, al inicio
(0 dias) y al final del periodo de ensayo (11 dias), tal y como se indica en la Figura

V.18.
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Figura V.18. Determinacién de n-alcanos C<20 en cada uno de los tratamientos. En el eje de
abscisas se representa cada uno de los tratamientos al inicio del periodo de ensayo (barra blanca) y al
final del periodo (barra gris) y en el eje de ordenadas la cantidad de n-alcanos C<20 (mg/Kg de suelo).
Se india con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye en forma de barras de error la
desviacion estandar a la media de tres experiencias.

Segun los datos obtenidos la cantidad de n-alcanos C<20 presentes en el suelo al
inicio del ensayo en cada uno de los microcosmos fue 5.581,5 = 177 mg/Kg de suelo.
De modo que, en el suelo contenido en los microcosmos sDQ (degradacidén quimica)
se registrd una concentracion media de n-alcanos C<20 de 7.850,4 + 407,3 mg/Kg de
suelo, por lo que no presentd disminucion significativa en el periodo que durd el
ensayo. Por otro lado, en el suelo contenido en los microcosmos denominados sM
(combinacion de microorganismos) se registrd una concentracion media de n-alcanos
C<20 de 4.922,25 + 124,6 mg/Kg de suelo. Segun el andlisis estadistico dicho
tratamiento presentd diferencias significativas, en cuanto a la concentracion de n-
alcanos C<20 detectados en el tiempo final con respecto al tiempo inicial y con
respecto a los demas tratamientos. En el suelo contenido en los microcosmos donde se
evalud la accion de la planta sobre la descontaminacion del suelo (sP) se detectaron
una concentracion de n-alcanos C<20 de 6.516,95 + 195,06 mg/Kg de suelo, al final
del periodo de ensayo. Dicho tratamiento no presentdé disminucion en la
concentracion de diesel. Por otra parte, en el suelo contenido en los microcosmos sPM

(planta y combinado de microorganismos) se registraron 6.080,9 + 970,2 mg/Kg de
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suelo. Dicho tratamiento tampoco presentd disminucion en cuanto a la concentracion

de n-alcanos C<20 presentes en el diesel.

De igual modo, se determinaron los n-alcanos de cadena lineal larga con un niimero
de atomos de carbono entre 20 y 40 (C>20) en cada uno de los tratamientos, al inicio

del ensayo y al final del periodo del mismo (11 dias), tal y como se indica en la Figura
V.19.
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Figura V.19. Determinacién de n-alcanos C>20 en cada uno de los tratamientos. En el eje de
abscisas se representa cada uno de los tratamientos, al inicio del periodo de ensayo (barra blanca) y al
final del periodo (barra gris) y en el eje de ordenadas la cantidad de n-alcanos C>20 (mg/Kg). Se india

con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye en forma de barras de error la desviacion
estandar a la media de tres experiencias.

Se detect6 una concentracion media de n-alcanos C>20 de 1.584,1 + 301,7 mg/Kg de
suelo, en cada uno de los tratamientos al inicio del ensayo. En el suelo contenido en
los microcosmos sDQ (degradacion quimica) se registrdé una concentracion media de
alcanos C>20 de 2.198, = 632,06 mg/Kg de suelo al final del periodo de ensayo (11
dias). Dichos microcosmos no presentaron diferencias significativas con respecto al
tiempo inicial ni con respecto a los demas tratamientos. Por otro lado, en el suelo
contenido en los microcosmos denominados sM (combinacion de microorganismos)
se detectd una concentracion media de n-alcanos C>20 de 1.422,9 + 33,96 mg/Kg de
suelo al final del periodo de ensayo (11 dias). Segin el andlisis estadistico dicho

tratamiento no presentd diferencias significativas con respecto al tiempo inicial y por
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tanto con respecto a los demas tratamientos. En el suelo contenido en los
microcosmos sP (planta) se registré una concentracion media de n-alcanos C>20 de
2.238,02 £+ 200,8 mg/Kg de suelo al final del periodo de ensayo. Dicho tratamiento
con plantas no presentd diferencias significativas con respecto al tiempo inicial ni con
respecto a los demas tratamientos. Por otra parte, en el suelo donde se aplicod el
tratamiento en el cual se combinan la planta (Brassica napus var. oleifera) y ambos
microorganismos (Microbacterium sp. 3J1 y Achromobacter sp. F3.1) se detectd una
concentracion de n-alcanos C>20 de 1.406 + 118,8 mg/Kg de suelo, al final del
periodo de ensayo. Dicho tratamiento no presentd diferencias significativas con

respecto al tiempo inicial ni tampoco con respecto a los demads tratamientos.

De manera analoga, se estimo la concentracion de alcanos ramificados presentes en el
suelo contaminado con diesel en cada uno de los microcosmos donde se evalia la
degradacion quimica (sDQ), el bioamento (sM), fitorremediacion (sP) y
rizorremediacion (sPM), al comienzo del experimento y en el tiempo final (11 dias),

tal y como se indica en la Figura V.20.
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Figura V.20. Determinacion de alcanos ramificados en cada uno de los tratamientos. En el eje de
abscisas se representa cada uno de los tratamientos, al inicio del periodo de ensayo (barra blanca) y al
final del periodo (barra gris) y en el eje de ordenadas la cantidad alcanos ramificados (mg/Kg de suelo).
Se india con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye en forma de barras de error la
desviacion estandar a la media de tres experiencias.

211



CAPITULO V

Como se puede observar en la Figura V.20, la concentracion de alcanos ramificados
detectada en el suelo en cada uno de los microcosmos al inicio de experimento fue de
125,71 = 15,31 mg/Kg de suelo. En el suelo contenido en los microcosmos donde se
evaltia la degradacion quimica (sDQ) se detecté una concentracion media de alcanos
ramificados de 194,7 + 23,25 mg/Kg de suelo. Dichos microcosmos no presentaron
diferencias significativas con respecto a los demas tratamientos. Por otra parte, en el
suelo de los microcosmos donde se aplico el tratamiento de bioaumento (combinacion
de microorganismos) se detectaron 121,4 = 2 mg/Kg de suelo. Segtn el tratamiento
estadistico dicho tratamiento no presentd diferencias significativas con respecto al
inicio del ensayo y por tano con respecto a ningun tratamiento. En el suelo contenido
en los microcosmos denominados sP, donde se evalua la presencia de la planta en la
descontaminacion del suelo, se detectaron 138,1 mg/Kg de suelo al final del periodo
de ensayo (11 dias). Por otro lado, en el suelo contenido en los microcosmos sPM,
donde se evalta la accion tanto del inoculante como de la planta, se registré una
media de alcanos ramificados de 143,2 + 14,7 mg/Kg de suelo. Dichos microcosmos
no presentaron diferencias significativas con respecto al tiempo inicial ni con respecto

a los demas tratamientos incluido los microcosmos control.

Por ultimo, se determind la presencia de algunos compuestos naftalenos presentes en
el diesel en cada uno de los tratamientos al inicio y al final de periodo de ensayo, tal y

como se indica en la Figura V.21.
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Figura V.21. Determinacion de compuestos naftalenos en cada uno de los tratamientos. En ¢l ¢je
de abscisas se representa cada uno de los tratamientos, al inicio del periodo de ensayo (barra blanca) y
al final del periodo (barra gris) y en el eje de ordenadas la cantidad alcanos ramificados (mg/Kg de
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suelo). Se india con asterisco (*) las diferencias significativas. Se incluye en forma de barras de error la
desviacion estandar a la media de tres experiencias.

Como se puede observar en la figura V.21, tras el andlisis por cromatografia de las
muestras se registré una concentracion media de algunos compuestos naftalenos de
227,05 £ 15,6 mg/Kg de suelo al inicio del ensayo, en cada uno de los tratamientos.
Por otra parte, en el suelo contenido en los microcosmos sDQ (degradacién quimica)
se registrd6 una concentracion media de compuestos naftalenos de 330,72 + 26,7
mg/Kg de suelo, al final del periodo de ensayo (11 dias). Sin embargo, en el suelo
contenido en los microcosmos sM (combinacidon de microorganismos) se registro una
concentracion media de compuestos naftalenos de 182,2 + 9,8 mg/Kg de suelo, a los
11 dias de ensayo. Dichos microcosmos presentaron diferencias significativas con
respecto al tiempo inicial y con respecto a los demas tratamientos. Por otro lado, en el
suelo contenido en los microcosmos denominados sP (planta) se registrd6 una
concentracion media de compuestos naftalenos de 245,5 + 58,3 mg/Kg de suelo. Los
microcosmos tratados con plantas no presentaron diferencias significativas con
respecto al tiempo inicial, ni con respecto a los demas tratamientos. Por ultimo, en el
suelo contenido en los microcosmos donde se evalud la accion de la planta y los
microorganismos, se registro una concentraciéon media de compuestos naftalenos de
257,2 + 33,5 mg/Kg de suelo. Dicho tratamiento no present6 diferencias significativas

con respecto al inicio del experimento ni con respecto a los demas tratamientos.

V.2.c.3.2 Determinacion de hidrocarburos en el tallo, hoja y raices

Al igual que en el suelo, la presencia de las fracciones de TPHs tanto en el tallo y hoja
como en las raices de la planta, se evalu6 segin la norma EPA 8015 mediante
determinacion gravimétrica. Para ello, se congelaron las muestras de planta de cada
uno de los microcosmos donde se utilizé la planta de Brassica napus var. oleifera, es
decir, los denominados como sP (planta) y sPM (planta y combinacion
microorganismos). Por un lado se realizo la extraccion de TPHs del tallo y las hojas y
por otro lado se realiz6 la extraccion de TPHs de las raices de las plantas. De modo

que tras el congelado, se procedi6 tal y como se indica en el apartado M5.d.3.
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Asi pues se procedio al analisis de cada una de las muestras provenientes de los
microcosmos sP (planta) y sPM (planta y combinacion de microcosmos). Para ello

primero analizamos la parte aérea de la planta, es decir, tallo y hojas (Figura V.22).
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n-alcanos C<20 n-alcanos C>20 alcanos ramificados aromaticos
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—— %

Fracciones TPHs

Figura V.22. Fracciones de TPHs presentes en los microcosmos sP y sPM. Se representan las
fracciones de TPHs (n-alcanos C<20; n-alcanos C>20, alcanos ramificados y compuestos naftalenos)
presentes en los microcosmos sP (barra blanca) y en los microcosmos sPM (barra gris), al final del
periodo de ensayo (11 dias). En el eje de abscisas se indica las fracciones de TPHs y en el eje de
ordenadas la cantidad de TPHs (mg). Se india con asterisco (¥) las diferencias significativas. Se incluye
en forma de barras de error la desviacion estandar a la media de tres experiencias.

Los microcosmos sPM donde se evaluo la presencia de la planta y el combinado de
microorganismos, presentaron diferencias significativas en todas las fracciones de
TPHs, a excepcion de los alcanos ramificados, con respecto a los microcosmos sP. En
el tallo/hoja de las plantas presentes en los microcosmos donde se evalu6 el potencial
de la planta de Brassica napus var. oleifera (sP) se registré una cantidad media de n-
alcanos C<20 de 2,27 + 2 mg, al final del periodo de ensayo (11 dias), sin embargo en
el tallo/hojas de las plantas presentes en los microcosmos donde se evalud el potencial
de la planta junto con la combinacidn de los microorganismos Microbacterium sp. 3J1
y Achromobacter sp. F3.1 (sPM) se registrd una cantidad media de 16,81 + 6,3 mg, al
final del periodo de ensayo. Por otra parte, en el tallo/hojas de las plantas presentes en
los microcosmos sP se registro una cantidad media de n-alcanos C>20 de 1,12 + 0,7
mg, al final del periodo de ensayo, sin embargo en el tallo/hoja de las plantas
presentes en los microcosmos sPM se registro una cantidad media de 6,1 + 2,4 mg al
final de ensayo. En el tallo/hojas de las plantas presentes en los microcosmos sP se

determind 0,04 + 0,03 mg de alcanos ramificados, sin embargo en las plantas
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presentes en los microcosmos sPM se registré una media de 0,15 £ 0,08 mg. Por
ultimo, en el tallo/hojas de las plantas presentes en los microcosmos sP se detect6 la
cantidad de 0,15 £ 0,07 mg de compuestos naftalenos, al final del periodo de ensayo,
sin embargo en el tallo/hojas de las plantas presentes en los microcosmos sPM se

registro una cantidad media de 0,53 £ 0,26 mg, a los 11 dias de ensayo.

El aspecto de las plantas inoculadas con la combinacion de cepas, Microbacterium sp.
3J1 y Achromobacter sp. F3.1 fue diferente que el de las plantas no inoculadas, de
modo que las hojas de las plantas inoculadas eran de menor tamafio y con coloracion
verde oleosa (Figura V.23). Sin embargo, las plantas de Brassica napus que no fueron
inoculadas presentaron un mayor tamano de hoja, cuya coloraciéon fue verde menos

intenso y sin aspecto oleoso.

Planta
i

:-‘//-t\ . \

4

Planta + Microorganismos

Figura V.23. Aspecto de las plantas a los 11 dias de ensayo. Los 3 microcosmos de la parte superior
de la imagen muestran el aspecto de las plantas sin inocular y los 3 de abajo muestran el aspecto de las
plantas inoculadas.

De manera analoga se extrajo y determiné la cantidad de TPHs presentes en las raices

de el conjunto de plantas de cada microcosmos (sP y sPM). Segun los datos obtenidos
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del Centro de Instrumentacion Cientifica (CIC), las raices de las plantas de ambos

tipos de microcosmos no presentaron ninguna cantidad de ninguna fraccién de TPHs.

Discusion

La interaccion planta-microorganismo (PGPR) esta extensamente estudiada y
aplicada para la mejora de la agricultura. El efecto beneficioso de las rizobacterias en
las plantas ha sido estudiada durante méas de tres décadas, desde el comienzo de los
los ensayos de Rovira y colobaradores (1974). Un campo prometedor es la
explotacion de dicha interaccion en la remediacion de suelos contaminados con
hidrocarburos (Vilchez & Manzanera 2011; Khan et al. 2013). La aplicacién de una
combinacion efectiva de planta y bacteria para la rizorremediacién de hidrocarburos,
depende en gran medida de la actividad metabdlica de la planta asociada a la
rizobacteria, la cual posee los genes requeridos para la degradacion de los
contaminantes hidrocarbonados. Las plantas son una fuente de carbono que estimula a
la bacteria para degradar los contaminantes organicos. En cambio, la planta en su
asociacion con la rizobacteria mejora su respuesta ante los cambios ambientales
adversos y por tanto aumenta su crecimiento y desarrollo, el desarrollo de las raices
implica una mejora en la estructura del suelo. Los microorganismos al tener el
potencial de degradar los compuestos hidrocarbonados, mejoran la mineralizacion de
los contaminantes y por tanto disminuyen la fitotoxicidad y evaporacion de los
compuestos volatiles (Khan et al. 2013). Hay una alta diversidad de bacterias
degradadoras de hidrocarburos que poseen los genes implicados en la degradacion de
alcanos, como son el gen alcano monooxigenasa (a/kB) y el gen citocromo P450
alcano hidroxilasa (CYP153). El factor de inhibicién primaria son los considerados
compuestos de bajo peso molecular, que debido a su caracter hidrofobico limita la
capacidad de la planta para absorber agua y nutrientes (Tesar 2002; Peng et al. 2009;
Wyszkowski & Zidlkowska 2009). El microorganismo en su interaccion con la planta
también puede mejorar la respuesta de la misma frente a condiciones estresantes

generadas por la falta de agua.

Para comprobar la eficiencia en el proceso de degradacion de la técnica de

rizorremediacion  utilizamos un microorganismos DPPR como herramienta
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biotecnoldgica para garantizar la supervivencia de la planta y otros microorganismos
xerosensibles, a su vez seleccionados por presentar las caracteristicas necesarias para
la biodegradacion de los compuestos contaminantes. Tal y como indicamos en el
capitulo II, las cepas aisladas que presentaron la capacidad de tolerar la falta de agua,
no crecieron en presencia de hidrocarburos como unica fuente de carbono. Por ello
propusimos la combinacion de dos microorganismos, uno de ellos tolerante a la
desecacion y con la capacidad para proteger a microorganismos xerosensibles
(capitulo III) y a plantas (capitulo IV) y el otro sensible a la falta de agua pero con
capacidad para crecer en presencia de hidrocarburos. Por tanto, seleccionamos a la
cepa xerotolerante Microbacterium sp. 3J1 y la cepa xerosensible Achromobacter sp.

F3.1.

Previo al ensayo se realizo un estudio del crecimiento de cada una de las cepas en un
suelo contaminado con diesel, en condiciones Optimas de humedad, para ello se
procedid a la preparacion de microcosmos con suelo franco-arenoso y se inocularon
con las cepa Microbacterium sp. 3J1 y Achromobacter sp. F3.1, por separado. De
modo que la cepa Microbacterium sp. 3J1 toler6 la presencia de diesel en un suelo
franco-arenoso en condiciones optimas de humedad, durante 22 dias. Segin Narvaez
y colaboradores (2010) la cepa Microbacterium sp. 3J1 presenta la capacidad para
tolerar la falta de agua (comprobado en este trabajo), ademas segun Vilchez y
colaboradores (en preparacion) dicha cepa promovio el crecimiento de plantas frente a
condiciones de estrés por falta de agua, por lo que se clasifico como PGPR/DPPR
(comprobado en este trabajo). Hay estudios de cepas pertenecientes al género
Microbacterium caracterizadas como promotoras del crecimiento en plantas y
productoras de acido indolacético (IAA) (Karlidag et al. 2007; Egamberdieva 2008;
Sheng et al. 2009). La cepa Microbacterium sp. Fl10a aislada por Sheng y
colaboradores, ademas de promocionar el crecimiento en plantas (PGPR) presento la

capacidad para degradar compuestos aromaticos policiclicos (fenantreno y pireno).

Sin embargo, la cepa Achromobacter sp. F3.1 presentd mayor viabilidad celular en un
suelo franco-arenoso contaminado con diesel que en un suelo sin contaminar, en
condiciones Optimas de humedad. Hay estudios de cepas pertenecientes al género
Achromobacter, descritas como degradadoras de n-alcanos de cadena intermedia
(Ciric et al. 2010; Tanase et al. 2013). Dichas cepas pertenecen a la especie

Achromobacter xylosoxidans, con la que la cepa objeto de estudio Achromobacter sp.
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F3.1 comparte el mas alto porcentaje de similaridad en base al gen ARNr 16S. Por
otro lado, Kaczorek y colaboradores (2013) aislaron de un suelo contaminado con
diesel una cepa perteneciente a dicho género con resultados significantes en cuanto a
la degradacion del diesel. También se ha caracterizado una cepa perteneciente a la
especie bacteriana 4. xylososidans como rizobacteria promotora del crecimiento en la
planta de la Brassica napus, dichas plantas inoculadas con la cepa aumentaron
considerablemente el peso seco del tallo y las raices, ademas aumento el consumo de

NOj por parte de todo el sistema radical (Bertrand et al. 2000).

Para la realizacion del ensayo se seleccion6 la planta de la canola (Brassica napus
var. oleifera), debido a su capacidad para germinar en un suelo contaminado con
diesel (Adam & Duncan 2000), comprobado en nuestro estudio con resultados
similares. Ademas dicha planta crecidé en un suelo franco-arenoso contaminado con
diesel durante un tiempo prolongado. También hay estudios donde analizan el
crecimiento de la planta de la canola (Brassica napus) en presencia de una bacteria
PGPR, para biorremediar suelos contaminados por hidrocarburos aromaticos

policiclicos (Reed & Glick 2005).

Para comprobar si la combinacion de las bacterias, Microbacterium sp. 3J1 y
Achromobacter sp. F3.1, junto con la planta de la canola (Brassica napus) mejora y
acelera el proceso de degradacién en un ambiente sometido a condiciones de estrés
por falta de agua, elaboramos microcosmos con suelo franco-arenoso contaminados
con diesel. Con ello analizamos la accion en el proceso de degradaciéon de ambos
microorganismos y la planta en combinacién y por separado, mediante el estudio

algunos parametros bioldgicos y quimicos.

El aspecto de las plantas en los microcosmos donde se evalud la accidon de ésta (sP) en
la degradacion del diesel, fue saludable durante todo el periodo, ya que las hojas con
de color verdoso aumentaron de tamafio conforme pasaban los dias. La longitud del
tallo aumento a lo largo del ensayo, en valores absolutos. Aun asi, la longitud de las
raices se mantuvo mas o menos igual durante el ensayo. Sin embargo, el aspecto de
las plantas presentes en los microcosmos donde se evalu6 la accion de la planta junto
con la combinacion de microorganismos (sPM) fue diferente, ya que conforme
pasaron los dias la hoja no crecian en tamafio y se tornaron a un color verde intenso y

de aspecto oleoso. Dicho aspecto nos llevo a pensar que la planta bioacumul6é una
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mayor cantidad de hidrocarburos en su parte aérea (hoja/tallo), que las presentes en
los microcosmos sin inocular (comprobado después mediante cromatografia de gases
masa). Ademas dicha bioacumulacion provocd un menor crecimiento del tallo y la
raiz, sobretodo al final del periodo de ensayo. Debido muy probablemente a la accion
de las bacterias (Microbacterium sp. 3J1 y Achromobacter sp. F3.1), que pudieron
hacer mas accesible la incorporacion de compuestos hidrocarbonados parcialmente

degradados por éstas.

Segun el ensayo en microcosmos, tanto las plantas inoculadas (sPM) como las no
inoculadas (sP) soportaron las condiciones de estrés hidrico en un suelo contaminado
con diesel, a lo largo del periodo de ensayo (11 dias). Estudios como los de
Gunasekera y colaboradores (2006) muestran la adaptabilidad de la planta de la
canola (Brassica napus) y la mostaza (Brassica juncea) en un ambiente tipo
mediterraneo, donde hay periodos de escasez de lluvias y altas temperaturas. En
dichas condiciones ambos tipos de planta pertenecientes al género Brassica son
capaces de adaptarse a las condiciones de estrés por falta de agua y producir semillas
con un buen rendimiento, ain asi la planta de la mostaza estd mejor adaptada a las
condiciones asociadas a la escasez de agua y altas temperaturas, que la planta de la
canola. Las plantas presentes en los microcosmos crecieron a lo largo del periodo de
ensayo. Segun Qaderi y colaboradores (2006), las altas temperaturas y condiciones de
sequia provocan en la planta de la canola una mayor produccion de Chl a y Chl b en
comparacion con las plantas expuestas a bajas temperaturas. Por otra parte, las plantas
sometidas a estrés hidrico presentan hojas mas pequefias y tallos mas finos y cortos,
que las plantas incubadas en condiciones 6ptimas de humedad (Gunasekera et al.

2006).

En los microcosmos (sPM) donde se comprueba la accion de la planta y de la
combinacion de microorganismos, se analizo la viabilidad de las células bacterianas
de Microbacterium sp. 3J1 y Achromobacter sp. F3.1, tanto en el suelo como en las
raices de las plantas. De modo que, tras dicho analisis se observo que las cepas
estuvieron presentes a lo largo de los 11 dias de ensayo. Sin presentar diferencias
estadisticas entre ellas en cada punto de muestreo. Por lo que probablemente la cepa
Microbacterium sp. 3J1 protegio a la cepa Achromobacter sp. F3.1 de las condiciones
de falta de agua. Sin embargo, la presencia de la cepa Microbacterium sp. 3J1 en la

raices de las plantas fue casi nula hasta los 7 dias y a los 11 no se determind su
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presencia, probablemente debido a que en el homogenizado de las raices no fue
suficiente la rotura de la raiz para extraer a la cepa ya que ésta es endofitica
(Santacruz et al. no publicado) o que dicha no presentara la capacidad para colonizar
la raiz de la planta de la canola, aunque segin ensayos llevados a cabo en nuestro
grupo la cepa presentd poder de colonizacion en una amplia gamas de plantas como el

tomate, pimiento, colza, rabano, trébol y otras (Vilchez et al. en preparacion).

Por otro lado, analizamos el crecimiento de las cepas objeto de estudio en los
microcosmos donde ambas se combinan (sM). En este caso, la cepa Microbacterium
sp. 3J1 presentd una mayor supervivencia significativa que la de la cepa
Achromobacter sp. F3.1 alos 7 y 11 dias. Ambas cepas sobrevivieron a lo largo del
periodo de ensayo en un suelo contaminado con diesel y expuesto a condiciones de
estrés por falta de agua. Segun los resultados, la cepa Achromobacter sp. F3.1 crecio

mejor en el suelo, en presencia de la planta (sPM) que en ausencia de ésta (sM).

En referencia a la degradacion que se produjo en cada uno de los microcosmos, en el
microcosmos donde se evalud la degradacion quimica (sDQ) no se produjo
disminucién de los TPHs presentes en el suelo, ni de sus fracciones, a lo largo del
periodo de ensayo. Sin embargo, en los microcosmos donde se combinan ambos
microorganismos (sM) se determind una disminucién significativa de TPHs, debido
muy probablemente a la acciéon de ambas cepas. Cuando se determinaron las
fracciones de TPHs (alcanos lineales C<20 y C>40, alcanos ramificados y
naftalenos), se observo que el suelo contenido en dichos microcosmos presentd una
disminucién significativa de los alcanos lineales C<20 y determinados compuestos
naftalenos. Debido muy probablemente a la accion de la cepa Achromobacter sp.
F3.1, ya que como indicamos anteriormente existen cepas pertenecientes a dicho
género capaces de degradar los compuestos alcanos de cadena intermedia. Asi como
también debido probablemente a la accion de la cepa Microbacterium sp. 3J1, ya que
seglin Manzanera y colaboradores (no publicado), dicha cepa presentd en su genoma
genes con homologia a los implicados en el ciclo de degradacion de compuestos

naftalenos.

Por otra parte, los microcosmos donde se evalua la accién de planta (sP) no presento
disminuciones significativas de TPHs al final del periodo de ensayo, ni por tanto en

ninguna de sus fracciones, al igual que le ocurrio al suelo contenido en los
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microcosmos donde se evalué la presencia de la planta junto con ambos

microorganismos.

Para comprobar si el aspecto oleoso de las hojas de la planta se debia a una mayor
acumulacion de los compuestos hidrocarbonados en su interior, se determiné el
contenido de dichos compuestos en la hoja/tallo de los microcosmos donde la planta
estaba presente. Segun los ensayos, las plantas inoculadas (sPM) presentaron una
mayor cantidad significativa de hidrocarburos en su interior, que las plantas sin
inocular. Dicha acumulacion provocod que las plantas presentaran menor capacidad
para sobrevivir a las condiciones de estrés hidrico ya que probablemente la
acumulacion provocd una disminucion de la fotosintesis y por tanto una disminucion

en la capacidad de crecimiento de las mismas.
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CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, asi como la bibliografia consultada,

concluimos que:

En base a los estudios de hibridacion ADN-ADN de la cepa 4J27 con la cepa
tipo A. phenanthrenivorans DSM 18606" y los realizados con las cepas, A.
oxydans DMS20119" y A. polychromogenes DSM 20136, proponemos a ésta
como una nueva especie dentro del género Arthrobacter, que denominaremos
como Arthrobacter siccitolerans 4J27" (sic.ci.to'le.rans. L. adj. siccus, dry, L.
part. adj. tolerans, tolerating; N.L. part. adj. siccitolerans, dry-tolerating).

El empleo del cloroformo como agente selectivo no es necesario en un
ambiente sometido a condiciones de sequia prolongadas en el tiempo, ya que
dicho disolvente disminuye la diversidad de microorganismos tolerantes a la
desecacion.

La cepa sensible a la desecacion Pseudomonas putida KT2440 aumenta su
tolerancia a la falta de agua, en presencia de la cepa tolerante a la desecacion
Microbacterium sp. 3J1, en un suelo sometido a condiciones de estrés hidrico.
Las cepas Micrococcus sp. S6FL1 y Micrococcus sp. S6PL3 protegen al la
planta del pimiento frente a condiciones de estrés por falta de agua. Y ambas
promueven el crecimiento de dicha planta en condiciones Optimas de

humedad.
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CONCLUSIONES

La combinacion de las cepas Microbacterium sp. 3J1 y Achromobacer sp.
F3.1 mejoran el proceso de degradacion de TPHs, en un suelo sometido a
condiciones de estrés hidrico.

La planta de la canola (Brassica napus var. oleifera) acumula mayor cantidad
de diesel cuando es inoculada con la combinacion de cepas Microbacterium

sp. 3J1 y Achromobacer sp. F3.1.
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MATERIAL Y METODOS

M1 MEDIOS DE CULTIVO

La composicion de los medios de cultivo utilizados durante el desarrollo del trabajo se
detalla a continuacion. Todos ellos se esterilizaron en autoclave por calor himedo a
121°C durante 30 minutos y 1 atmosfera de presion, o por filtracion usando filtros de

0,22 um de didmetro de poro.

M1.a Medios enriquecidos

Como medio enriquecido habitual de crecimiento de las cepas bacterianas se
utilizaron Tryptone soya agar (TSA) como medio sélido y Tryptone soya broth (TSB)
como medio liquido, ambos del laboratorio OXOID. La composicion de TSA fue:

triptona, 15 g; peptona de soja, 5 g; cloruro sodico, 5 g; agar, 15 g y H,O hasta 1 litro.

La composicion del medio liquido TSB fue: digerido pancredtico de caseina, 17 g;
digerido papaico de harina de soja, 3 g; fosfato potasico di-basico, 2,5 g; cloruro

sodico, 5 g; glucosa, 2,5 g y H,O hasta 1 litro.

Como medio liquido para la caracterizacion de las cepas bacterianas se utilizo Luria
Bertani (LB). La composicion de este medio fue: bacto-triptona, 10 g; NaCl, 10 g;
extracto de levadura, 5 g y H,O hasta 1 litro.
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M1.b Medios minimos

Para el cultivo de las células en medio minimo se utilizé una modificacion del medio
M9, cuya composicion fue la siguiente: solucion 10xM9, 100 ml; solucion A9
(“goodies”™), 2,5 ml; MgSO4 1 M, 1 ml; citrato férrico amoénico 6%o (p/v), 1 ml y H,O
hasta 1 litro (Abril et al., 1991). Las soluciones utilizadas en este medio se prepararon

y esterilizaron en el autoclave por separado.

La composicion del 10xM9 fue: Na,HPO4 x 7H,0, 70 g; KH,PO4, 30 g; NH4CI, 10 g;
NaCl, 5 g; y H,O hasta 1 litro.

La solucion de A9 (“goodies™) se compuso de: HBO3, 300 mg; ZnCl,, 50 mg; MnCl,
x 4H,0, 30 mg; CoCl,, 200 mg; CuCl, x 2H,O, 10 mg; NiCl, x 6H,O, 20 mg;
NaMoO4 x 2H,0, 30 mg y H,O hasta 1 litro.

También se utilizé solucion salina disolviendo 9 g de NaCl en 1 L de agua destilada,

para resuspender las muestras de suelo.

Como fuente de carbono para el medio minimo se utilizaron cuatro hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs), naftaleno, antraceno, fenantreno y pireno, ademas de
diesel, cada uno por separado. Para la preparacion de medio minimo so6lido se afiadio
agar a una concentracion de 2,5% (p/v). El agar se esteriliz6 previamente mediante

autoclave en soluciones en H,O.

M1.c Condiciones del cultivo

Todas las cepas se cultivaron a una temperatura de 30°C y a 150 rpm en un agitador,

excepto cuando se indique lo contrario en el texto.

230



M2 CEPAS BACTERIANAS

MATERIAL Y METODOS

Las estirpes bacterianas utilizadas en este trabajo, junto con sus fenotipos mas

relevantes se recogen en la Tabla M1.

Tabla M1. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

polychromogenes 20136"

(pigmento soluble)

ESPECIE FENOTIPO Fuente o referencia
Arthrobacter sp. 5J12A Tolerante a la sequia (Narvéaez-Reinaldo et al.
2010)
Arthrobacter koreensis Aislado del suelo (Lee et al. 2003)
16760"
Arthrobacter luteolus Aislado de sangre (Wauters et al. 2000)
13067"
Arthrobacter sp. 4127 Tolerante a la sequia (Narvéaez-Reinaldo et al.
2010)
Arthrobacter Aislado del suelo (Kallimanis et al. 2009)
phenantrenivorans
18606"
Arthrobacter oxydans Aislado del tabaco (Sguros 1954)
20119"
Arthrobacter Productor indigoidina (Schippers-lammertse et

al. 1963)

Acinetobacter
calcoaceticus PADD68

Resistente a la desecacion

(Manzanera et al. 2002)

Microbacterium sp. 3J1

Resistente a la desecacion

(Narvéaez-Reinaldo et al.
2010)

Pseudomonas putida
KT2440

Sensible a la desecacion

(Franklin et al. 1981)

Pseudomonas putida
MAX40

Sensible a la desecacion.
Rifampicina y tetraciclina
resistente

(Manzanera et al. 2004)

Escherichia coli (HB101)

Cloramfenicol resistente.
Motil

(Winson et al. 1998)
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M3 CRECIMIENTO DE LAS CEPAS A DISTINTAS CONDICIONES
M3.1 Caracterizacion de la temperatura maxima tolerada y minima inhibitoria

Para caracterizar la temperatura méaxima, por encima de la cual no se produce un
crecimiento aparente de las cepas objeto de estudio, se procedid a inocular las cepas
en 5 ml de medio TSB, incubando el cultivo a una temperatura de 30°C y una
agitacion de 150 rpm durante 12 horas, hasta alcanzar la fase estacionaria, tras lo cual
cada inoculo se diluyeron a una Absgoonm 1nicial de 0,05 en 5 matraces con 30 ml de
medio LB. Una vez realizada esta dilucioén cada cultivo se incub¢d a 30, 35, 40, 45 y
50°C en las mismas condiciones de agitacion. A continuacion se registro la

absorbancia, a una longitud de onda de 600 nm a las 6, 12, y 24 horas de incubacion.

Andlogamente, para identificar la temperatura minima aproximada, por debajo de la
cual no se registr6 aumento aparente de la absorbancia, se procedié a la realizacion
del ensayo en las mismas condiciones citadas arriba, pero incubando los matraces a

las temperaturas de 5, 10, 15 y 20°C.

M3.2 Caracterizacion del pH méximo tolerado y minimo inhibitorio

Para caracterizar el pH maximo, por encima del cual no se produce un crecimiento
aparente de las cepas objeto de estudio, se procedid a inocular las cepas en 5 ml de
medio TSB a una temperatura de 30°C y una agitacion de 150 rpm durante 12 horas,
para que asi alcanzaran la fase estacionaria, tras lo cual se diluyeron a la Abseoonm
inicial de 0,05 en 30 ml de medio LB, cuyo pH se habia ajustado previamente a 9, 12
y 13. Una vez alcanzada esta dilucion, los 3 matraces se incubaron en las mismas
condiciones de temperatura y agitacion, es decir, a una temperatura de 30°C y una
agitacion de 150 rpm. A continuacion se tomaron medidas de absorbancia (600 nm) a

las 6, 12 y 24 horas de incubacion.

Para identificar el pH minimo inhibitorio aproximado al cual no se produce un
crecimiento aparente de las cepas objeto de estudio, se procediéo de manera analoga a
la anteriormente descrita pero el pH del medio LB se ajust6 previamente a 3, 5y 7.
Una vez alcanzada esta dilucion cada cultivo se incubd en las mismas condiciones de

temperatura y agitacion. A continuacion se tomaron medidas de absorbancia a la
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longitud de onda de 600 nm a las 6, 12 y 24 horas de incubacion.

M3.3 Caracterizacion de la concentracion de NaCl méxima tolerada y minima

inhibitoria

Para caracterizar la concentraciéon de NaCl por encima de la cual no se produce un
crecimiento aparente d elas cepas objeto de estudio, se procedid a inocular las cepas
en 5 ml de medio TSB a una temperatura de 30°C y una agitacion de 150 rpm durante
12 horas, para que alcanzara la saturacion celular en el cultivo, tras lo cual los mismos
se diluyeron a la Absgoonm 1nicial de 0,05 en 30 ml de medio LB, a las concentraciones
de NaCl de 0,6; 0,8; 1; 1,2; 1,6 M. Una vez alcanzada esta dilucion, cada uno de los
cultivos se incubaron en las mismas condiciones de temperatura y agitacion, es decir a
una temperatura de 30°C y una agitacion de 150 rpm. A continuacién se tomaron
medidas de la absorbancia a la longitud de onda de 600 nm a las 6, 12 y 24 horas de

incubacion.

Para identificar la concentracion de NaCl minima aproximada, a la cual se produjo un
crecimiento aparente de las cepas cepas objeto de estudio, se procedid a inocular a
¢ésta en medio TSB a una temperatura de 30°C y una agitacion de 150 rpm durante 12
horas, para que asi los cultivos alcanzasen la saturacion celular, tras lo cual se
diluyeron a una Abseoonm inicial de 0,05 en medio LB, a la concentracion de NaCl de
0; 0,2; 0,4 M. Una vez alcanzada esta dilucion cada cultivo se incubd en las mismas
condiciones de temperatura y agitacion. A continuacion se tomaron medidas de

absorbancia a una longitud de onda de 600 nm a las 6, 12 y 24 horas de incubacion.

M4 AISLAMIENTO DE CELULAS BACTERIANAS TOLERANTES A LA
DESECACION Y POTENCIALMENTE DEGRADADORAS

M4.a Recogida de muestras

Para realizar los aislamientos se tomaron muestras de suelo seco de la rizosféra de la
gayomba, retama de olor (Spartium junceum), cercanos a la circunvalacion,
procedentes de Granada (37°9,48.39"" Latitud N y 3°36'33.19"" Longitud O), no
expuesto a lluvia, ni riego, por un periodo superior a tres meses. También se tomaron

muestras de una planta piloto, contaminada con 20.000 ppm de diesel y sometida a
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diferentes tratamientos de bioestimulacion mediante la adicion de fertilizantes y
surfactantes (Silva-Castro et al. 2013). Dicha planta piloto, consistié en un contenedor
de polietileno con un volumen de 1 m’, 1,5 m de largo; 1,5 m de ancho y 1 m de alto,

y se mantuvo en ausencia de riego durante aproximadamente 2 afios.

M4.b Tratamiento de muestras de suelo mediante el método del cloroformo

Para el aislamiento de cepas bacterianas resistentes al tratamiento con cloroformo, se
tomaron muestras de suelo secas que fueron homogenizadas para obtener un grano de
tierra fino que garantizara su contacto con el cloroformo (Narvdez-Reinéaldo et al.
2010). Se depositd 1 g de muestra en un vial al que se le anadié 3 ml de cloroformo
puro. Paralelamente y por cada uno de estos viales sometidos a tratamientos se utilizo
1 vial no tratado con cloroformo y que sirvié como control para realizar el recuento de
bacterias cultivables totales. Tras la adicion del cloroformo se incubaron a
temperatura ambiente durante 60 minutos con agitacion esporadica para maximizar el
contacto de la muestra con el disolvente (Figura M.1). Para eliminar el cloroformo de
las muestras una vez transcurrido el tiempo de contacto, estas fueron depositadas en
una placa Petri de vidrio estéril sin tapadera hasta completar la evaporacion del
cloroformo, en una campana de extraccion de gases. Una vez libre de cloroformo se
tomo6 el gramo de suelo de la muestra sin tratar y se resuspendieron en 10 ml de
solucion salina 1xM9. Tras lo cual se realizaron diluciones seriadas de cada una de las
muestras (tratada y no tratada con cloroformo) en placas de TSA y se incubaron
durante 24/48 horas en una estufa a una temperatura de 30°C. Trascurrido dicho
tiempo se cuantifico el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) por
mililitro de muestra. Por otra parte, de la muestra tratada con cloroformo se dividieron
200 mg entre 4 matraces con 30 ml de medio minimo M9 adicionado con cada uno de
los HAPs (naftaleno, antraceno, fenantreno y pireno) y otros 200 mg se utilizaron para

el recuento de xerotolerantes cultivables (XC).

De los matraces antes mencionados se realizaron 3 traspasos de 1 ml a nuevos medio
minimos con cada uno de los HAPs a una concentracion final del 1% (p/v), cada 4
dias. Tras ello se traspas6 un 1 ml de cada uno de los 4 matraces a otros 4 matraces
con medio minimo modificado. De modo que se substituy6 la fuente de Nitrogeno del

medio M9 por acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), a una concentracion

234



MATERIAL Y METODOS

final de 3mM y se le denomindé medio minimo MS8. Ademas el medio minimo M8
contenia cada uno de los HAPs antes mencionados. Se realizaron un total de 2
traspasos en el medio M8 con HAP, cada 4 dias. Tras lo cual se realizo el recuento y

los aislamientos de colonias.

& . HAP M9 + HAPs
@D A M9 + HAPs T aec
. — —_ ° —_ ® .

1 g suclo (lkl)rolormo l(_"‘;“upu‘rnci()n > —> o0y, )
(1 hora) ()r()ft)rnw() Q , 00 ’
(20 minutos)
—_— e M d
—> ——>
X3 X2
i |
v
Recuentos Recuentos
TSA TSA

Figura M1. Esquema del tratamiento de muestras con el método del cloroformo modificado.

Para el aislamiento de microorganismos de muestras de la rizosfera de la planta de la
gayomba, asi como de una planta piloto, tolerantes a la sequia y potencialmente
degradadores, se resuspendié 1 g de suelo sometido al tratamiento con cloroformo en
matraces con 30 ml de medio minimo, suplementado con hidrocarburos, al 1% (p/v),
es decir, naftaleno, antraceno, fenantreno, pireno, y diesel, como unica fuente de

carbono.

M4.c Ensayo de esporulacion

Para identificar las cepas que producian esporas realizamos un ensayo basado en la
diferente sensibilidad de las células vegetativas con respecto a las esporas al
tratamiento con calor, en base al método descrito por Vilchez y colaboradores

(Vilchez et al. 2008). De esta forma se tomaron colonias independientes procedentes
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de placas de TSA de al menos una semana de antigiiedad. Estas colonias se
resuspendieron en 1 ml de solucion 1xM9 en microtubos estériles de 1,5 ml.
Seguidamente se sembraron 10 ul de esta suspension en TSA. A continuacion se
incubo el resto de la suspension en un termobloque Mixing Block MB-102 a 72°C
durante 30 minutos. Nuevamente se tomaron 10 ul de cada muestra y se sembraron en
placa de TSA. Aquellas cepas con capacidad para tolerar el tratamiento con calor se
consideraron como esporulantes, mientras que aquellas que no toleraron el

tratamiento por calor se consideraron no esporulantes.

M4.d Ensayo de tolerancia a la desecacion

Para calcular la tolerancia a la desecacion se partido de colonias aisladas procedentes
de placas de TSA de 48 horas de crecimiento. Utilizando un asa estéril se tomd una
unica colonia que se resuspendi6 en 1 ml de solucion 1xM9 estéril. Partiendo de esta
suspension celular se realizaron diluciones seriadas, que se sembraron en placas de
TSA con objeto de identificar el nimero de UFC/ml de partida. Por otra parte, se
tomaron 100 pl de cada suspension y se depositaron en gotas de 5-10 pl sobre
microplacas de petri estériles sin medio. Las microplacas se situaron bajo una
corriente de aire estéril en una campana de flujo laminar marca Telstar modelo
Biostar, durante 24 horas. Las placas quedaron secas tras 2-3 horas de incubacion.
Trascurridas 24 horas de incubacion se resuspendieron en 1 ml de solucion 1xM9
estéril. Partiendo de esta solucion se realizaron diluciones seriadas que se sembraron
en placas de TSA. Del recuento de UFC/ml de esta segunda siembra se calcularon las
proporciones de supervivencia en referencia al nimero de UFC/ml antes del proceso
de secado. Estos ensayos se realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron
como la media de los tres ensayos, en porcentaje, tomando como referencia del 100%

los datos humedos.

Para la realizacion del ensayo con cepas marcadas con antibioticos, procedimos a la
realizacion del ensayo partiendo de colonias aisladas procedentes de placas de TSA
con el antibidtico al que es resistente la cepa objeto, de estudio de 48 h de
crecimiento. Utilizando un asa estéril se tomo6 una unica colonia que se resuspendio
en 1 ml de solucion 1xM9 estéril. Partiendo de esta suspension celular se realizaron

diluciones seriadas que se sembraron en placas de TSA con el antibidtico al que es
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resistente la cepa en estudio, con objeto de identificar el nimero de UFC/ml de
partida. Por otra parte se tomaron 100 pl de cada suspension y se depositaron en gotas
de 5-10 pl sobre microplacas de petri estériles sin medio. Las microplacas se situaron
bajo una corriente de aire estéril en una campana de flujo laminar, las cuales quedaron
secas tras 2-3 horas de incubacion. Trascurridas 24 horas de incubacion se
resuspendieron en 1 ml de solucion 1xM9 estéril. Partiendo de esta solucion se
realizaron diluciones seriadas que se sembraron en placas de TSA con el antibiotico
correspondiente. Del recuento de UFC/ml de esta segunda siembra se calcularon las
proporciones de supervivencia en referencia al primer conteo. Estos ensayos se
realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron como la media de los tres
ensayos en porcentaje, tomando como referencia del 100% los datos obtenidos en

humedad.

Cuando el ensayo se realizd con dos cepas de forma conjunta, previo a la
combinacion de ambas colonias se procedié al lavado de cada una de ellas para
eliminar restos de antibidtico, para lo cual se resuspendié una colonia de cada una de
las cepas por separado en 1 ml de solucion 1xM9 estéril. Las suspensiones bacterianas
se centrifugaron a 14.000 rpm durante 1 minuto, trascurrido dicho tiempo se retir6 el
sobrenadante. Tras ello se procedio a la realizacion del ensayo de tolerancia a la
desecacion de forma analoga al descrito anteriormente, pero se suspendieron ambas
biomasas celulares de cada una de las cepas, en un unico microtubo con 1 ml de
1xM9 estéril. De dicha suspension celular se realizaron diluciones seriadas que se
sembraron en placas de TSA con el antibidtico al que es resistente cada cepa. A partir

de aqui se procedio de igual forma a la explicada al principio del apartado.

M4.e Conservacion de las cepas bacterianas

La conservacion de las cepas a corto plazo se hizo en cultivos en estrias en placas de
medios enriquecidos a 4°C. Para la conservacion a largo plazo se realizaron dos
copias de cultivos en 40% (v/v) de glicerol por la cepa, quedando cada una de las

copias en congeladores a -20°C y -80°C.
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M5. ENSAYOS DE CRECIMIENTO EN PRESENCIA DE HIDROCARBUROS
AROMATICOS POLICICLICOS

M5.a Crecimiento de las cepas en medio liquido

Para comprobar que cepas de las aisladas eran capaces de crecer en presencia de los
hidrocarburos de los que se han aislado, se partié de un preinoculo de la cepas objeto
de estudio, incubado durante 16-20 horas a una temperatura de 30°C, en medio
enriquecido TSB, hasta alcanzar la fase estacionaria, tras lo cual cada uno de los
in6culos se diluyeron a una Absgyonm aproximada de 0,05 en matraces, cada uno de
ellos adicionado con 30 ml de medio minimo (M9) y con cada uno de los HAPs
antraceno, fenantreno y pireno en lascas al 1% (p/v). Tras lo cual se incubaron a una
temperatura de 30°C y una agitacién de 150 rpm. Se realizaron diluciones seriadas en
los tiempos seleccionados para cada experimento y se sembraron en medio TSA.
Estas placas se incubaron a una temperatura de 30°C durante 24 horas, al cabo de las
cuales se estimo el nimero de células viables en forma de UFC/ml. Asi mismo, como
control negativo, se analizd de manera analoga el crecimiento de las cepas objeto de

estudio en medio minimo M9 sin fuente de carbono.

MS5.b Crecimiento de las cepa en medio minimo sélido

Para crecimiento/aislamiento de cepas potencialmente degradadoras de hidrocarburos
se prepararon 15 ml de dicho medio minimo con 1,25% (p/v) de agar y se adicion6 el
hidrocarburo en cuestion a una concentracion de 0,5% (p/v). Tras ello, se agitd
vigorosamente hasta conseguir una mezcla homogénea. Una vez homogenizado se
vertio en una placa de Petri estéril y se dejo enfriar. Una vez el medio solidificod se
anadieron otros 15 ml de medio minimo M9 (agar) pero sin hidrocarburo, para evitar
que la suspension de la muestra (dilucidon) estuviera en contacto directo con el
contaminante. Las placas de Petri con diesel se prepararon vertiendo directamente el

diesel al 0,5% (v/v) en 30 ml de medio minimo M9 con 1,25% (p/v) de agar
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MS5.b Crecimiento de las cepas en un suelo franco-arenoso contaminado

La disposicion de los microcosmos consistio en recipientes de vidrio de 500 ml de
volumen, a los que se le anadieron 300 g de suelo franco-arenoso, elaborado en el
laboratorio, compuesto por un 80% de arena y un 20% de arcilla, contaminado con
20.000 mg/Kg de diesel. Andlogamente, como control negativo, se prepararon
microcosmos con suelo franco-arenoso sin contaminar, tanto a los microcosmos
adicionados con el contaminante como sin contaminante se suplementaron con 20 ml
de cultivo segin procediera. Se estim6 el nimero de células adicionadas mediante
diluciones seriadas en 1xM9 sembradas en TSA, para calcular las UFC/ml a los 0, 1,

2,3,7,14y 31 dias.

M5.c Crecimiento de las plantas en un suelo franco-arenoso contaminado

Para los ensayos de rizorremediacion se seleccionaron tres tipos de plantas, Glycine
max (soja), Zea mays (maiz) y Brassica napus var. Oleifera (rape), en base a
caracteristicas como, requerimientos de suelo, tolerancia a la escasez de agua y
tolerancia al contaminante diesel. Para determinar la tolerancia al contaminante de
cada una de las plantas, se sembraron semillas estériles de cada una de las especies
seleccionadas en 700 g de suelo franco-arenoso contaminado. Analogamente, se
sembraron semillas igualmente estériles para determinar el crecimiento normal de la

planta en suelo no contaminado como control negativo.

MS5.d Analisis fisico-quimicos
M5.d.1 pH

Cuando fue necesario determinar el pH del suelo se tomaron 20 g del mismo y se
dispusieron en un vaso de precipitado de 50 ml al que se le afiadieron 20 ml de agua
destilada, tras una agitacion continua durante 5 minutos, se dejo reposar la suspension
durante 1 h aproximadamente y se determind el valor de pH con un pH-metro marca

Crison modelo GLP 22.
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M5.d.2 Porcentaje de humedad

Para calcular el contenido hidrico de la muestra de suelo, se pesaron tres viales vacios
en una balanza de precision, tras lo cual se dispuso 1 g de suelo en cada uno de ellos y
se incubo a 100°C durante 24 horas hasta alcanzar un peso constante. Con los datos
del peso antes y después del tratamiento con calor se obtuvo el porcentaje de

humedad, tal y como se indica en la siguiente féormula.

_ [ Ps*100
H= [STJ— 100

H; Humedad
Ph; Peso humedo
Ps; Peso seco

M5.d.3 Hidrocarburos totales (TPHs)

El andlisis de hidrocarburos totales (TPHs) presentes en el suelo, se determind por
gravimetria segin la norma EPA 8015. La extraccion se realizé utilizando 25 g de
suelo en matraces de 250 ml con 50 ml de hexano/acetona (1:1), los matraces se
agitaron a 100 rpm durante 5 minutos en un agitador marca Selecta modelo Rotavit,
tras lo cual se sometieron a ultrasonidos durante 5 minutos marca Selecta y modelo
Rotavit o Ultrasons. La solucion se filtré mediante papel de celulosa, recogiéndose el
filtrado en un nuevo matraz (250 ml), al cual se le afiadi6 0,1 g de sodio-sulfato-
anhidro, a continuacion se filtr6 nuevamente utilizando un papel de celulosa a un
recipiente/matraz previamente pesado. Estos pasos se realizaron por triplicado. Los
recipientes/matraces se llevaron a un rotavapor marca Heidolph y modelo Laborota
4000 efficient, a 90 rpm, una vez eliminado el disolvente, se procedi6 a pesar los
balones nuevamente. La diferencia entre ambos pesos corresponde a la concentracion

de TPHs.

M5.d.4 Fraccion de hidrocarburos

La mezcla de hidrocarburos extraidos segun se ha descrito en el apartado anterior, se
disolvié en 1 ml de cloroformo para su determinacidon por cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas. Las muestras se analizaron en el centro de
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Instrumentacion cientifica (CIC) de Granada se realizaron con un cromatédgrafo de
gases AGILENT modelo 78904, con inyectores splits/splitless y PTV para columnas
capilares y un espectrometro de masas con analizador de triple cuadrupolo (triple-
quad) WATERS modelo QUATTRO micro GS. Dichas muestras se prepararon de la

misma manera que las analizadas en el laboratorio.

M6. PROTECCION DE PLANTAS Y MICROORGANISMOS FRENTE A LA
SEQUIA POR ESPECIES MICROBIANAS TOLERANTES A LA DESECACION

Mé6.a Proteccion de microorganismos frente a condiciones de sequia

Para determinar la supervivencia de las cepas objeto de estudio, se realizaron
microcosmos edaficos, unos compuestos por 71,5 g de vermiculita estéril (recipientes
de 500 ml de volumen) y otros con 3.5 Kg suelo sin esterilizar (recipientes de 5 litros
de volumen). El suelo se compuso de un 80% de arena y 20% de arcilla (textura
franco-arenosa). En el fondo de los recipientes se colocod grava de tamafo de canto de

aproximadamente 3 cm de diametro, para proporcionar drenaje al sistema.

Para afiadir las células de las cepas objeto de estudio a los microcosmos con
vermiculita, se inocularon previamente matraces de 500 ml con 250 ml de TSB. Cada
uno de los cuales se inoculd con cada una de las cepas objeto de estudio, procedentes
de una placa fresca de TSA con el antibidtico al que es resistente cada cepa. A los
matraces no se les afiadio antibidtico, ya que previo al ensayo se comprobo la
estabilidad de los marcadores. Para ello se inocularon dos tubos de ensayo con cada
una de las cepas y se incubaron en un agitador orbital a una temperatura de 30°C y
una agitacion de 150 rpm durante 24 horas. Una vez trascurrido el periodo de tiempo
de incubacion se realizaron diluciones seriadas y se sembraron 100 pl de cada
dilucion tanto en placas de TSA como en placas de TSA con el antibidtico en cuestion

(1:1.000).

Una vez comprobado la estabilidad de los marcadores, se procedio a afiadir las células
de las cepas objeto de estudio a cada uno de los microcosmos, para ello se inocularon
5 ml de TSB con una colonia procedente de una placa fresca de TSA, de cada una de
las cepas. Tras ello se incubaron durante 24 horas a una temperatura de 30°C y una

agitacion de 150 rpm. Una vez alcanzada una alta densidad celular (Absgoonm de 9 0
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superior) cada cultivo se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 minutos, tras los cuales
se recogieron aproximadamente 1,5 g de biomasa. Dicha biomasa se resuspendio en
medio 1xM9 hasta alcanzar la Abseonm de 1, para los microcosmos que fueron
inoculados con cada una de las cepas de manera individual y a la Abseyonm de 2 para
aquellos microcosmos que fueron inoculados con las cepas de forma simultanea. Los
microcosmos inoculados con cada una de las cepas se inocularon con 30 ml de cultivo
de cada una de éstas. Sin embargo, los microcosmos donde las cepas se combinan se

inocularon con 15 ml de cada una de las cepas objeto de estudio.

Para los microcosmos con suelo franco-arenoso se procedio de la misma forma pero
se utilizd un matraz de 1 L con 500 ml de TSB, ya que se requeria un mayor volumen
de in6culo. Con lo que se obtuvieron 3 g de biomasa, la cual se resuspendio, al igual
que en el otro ensayo en medio 1xM9, hasta alcanzar la Abseynm de 1, para los
microcosmos que fueron inoculados con cada una de las cepas de manera individual y
a la Abseoonm de 2 para aquellos microcosmos que fueron inoculados con las cepas de
forma simultanea. Tras ello se inocularon cada uno de los microcosmos con 500 ml de
volumen, para los microcosmos inoculados con las cepas de forma individual se
anadié una mezcla de 250 ml de inéculo y 250 ml de solucion salina estéril (1xM9).
Sin embargo, para el microcosmos donde ambas cepas se inoculan de forma conjunta
se afiadieron 250 ml del ind6culo de cada una de las cepas, en una mezcla homogénea.
A los microcosmos sin inocular se afiadieron 500 ml de 1xM9 para lograr un grado de

humedad y sales similares a los microcosmos inoculados.

Mé6.a.1 Recuento viables en muestras de suelo

Para proceder la recuento de viables de las cepas objeto de estudio en muestras de
suelo, se tom6 1 g de suelo de cada uno de los microcosmos. Tras ello, el gramo de
suelo se suspendid en 10 ml de solucidon salina 1xXM9 y se realizaron diluciones
seriadas en dicha solucion salina, en los tiempos correspondientes a cada ensayo.
Dichas diluciones seriadas se sembraron en placas de TSA suplementado con el
antibidtico al que es resistente cada cepa. Ademds se realizaron siembras de las
diluciones en TSA con los antibidticos al que es resistente la cepa con la que se
combina para asi detectar si se producia la aparicion de resistencias espontaneas a los

antibioticos.
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M6.b Proteccion de plantas frente a condiciones de sequia

Para analizar si las cepas seleccionadas por ser tolerantes a la sequia, eran capaces de
proteger, frente a condiciones de falta de agua, a la planta de pimiento (Capsicum
annuum L. cv. Maor), caracterizada por ser sensible a la sequia, se prepararon macetas
de polietileno negro con forma redondeada y con un volumen de 0,4 cm’, con
aproximadamente 0,3 cm’® de sustrato compuesto por vermiculita estéril. Tras ello se
sembraron 4 semillas por cada maceta, las cuales se esterilizaron previamente con
hipoclorito sédico al 5% (v/v). Dichas macetas se taparon con papel de aluminio y se
dejaron germinar durante 7 dias en una habitacién a una temperatura de 30°C y una
humedad del 40%. Transcurrido dicho tiempo, una vez que las semillas hayan
germinado las macetas se destaparon y se incubaron a una temperatura de 25°C y una
humedad del 40%. Se generaron mediante halégenos 12 horas de luz a una intensidad
luminica de 1.000 lux y 12 horas de oscuridad. Tras 14 dias desde la siembra las
macetas se inocularon con 40 ml de cultivo con una densidad optica (Absen) de 1.
Las macetas se mantuvieron en condiciones de humedad y de sequia controladas. Se
tomaron muestras de las plantas a los 7, 14, 21 y 34 dias. En cada punto de muestreo
se midid la longitud del tallo y de la raiz, asi como se analizo el peso fresco (PF), el
peso totalmente turgido (PTT) y el peso seco (PS), los ensayos fueron realizados por
triplicado. Con ello calculamos la formula el Contenido Relativo de Agua (CRA) y el

Indice de Retencion de Agua (IRA).

CRA = ﬂ ; IRA - PF-PS

PTT - PS

M7 CARACTERISTICAS METABOLICAS Y CELULARES.
M?7.a Caracteristicas metabodlicas.

Para la caracterizacion de las bacterias se utilizo el kit comercial Biolog MicroPlate™
(Cat. No. 1014), cuya quimica estd basada en la reduccion de tetrazolium, en
respuesta a procesos metabolicos como la fermentacion y oxidacion. La reduccion del

tetrazolium produce formazan el cual tiene una variedad de colores desde el azul
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oscuro hasta el rojo y naranja, dependiendo del tetrazolium (sal) original usado para la
reaccion. Las fuentes de carbono probadas se localizaron en pocillos de microplaca de
96 pocillos (entre paréntesis se indica la posicion relativa en la placa que ocupaban),
que segin GP2 MicroPlate fueron: a-ciclodextrina (A2), PB-ciclodextrina (A3),
dextrina (A4), glucogeno (AS5), inulina (A6), manan (A7), tween 40 (AS), tween 80
(A9), N-acetil-D-glucosamina (A10), N-acetil-D-manosamina (A1l), amigdalina
(A12), L-arabinosa (B1), D-arabitol (B2), D-arbutina (B3), D-celobiosa (B4),
D-fructosa (BS), L-fucosa (B6), D-galactosa (B7), acido D-galacturénico (BS),
gentiobiosa (B9), Acido D-glucénico (B10), a-D-glucosa (B11), m-inositol (B12), a-
D-lactosa (C1), lactulosa (C2), maltosa (C3), maltotriosa (C4), D-manitol (C5), D-
manosa (C6), D-melezitosa (C7), D-melibiosa (C8), a-metil D-galactosida (C9), pB-
metil D-galactosida (C10), 3-metil glucosa (C11), a-metil D-glucésido (C12), B-metil
D-glucésido (D1), a-metil D-manosida (D2), palatinosa (D3), D-psicosa (D4), D-
rafinosa (D5), L-ramnosa (D6), D-ribosa (D7), salicina (D8), sedoheptulosa (D9), D-
sorbitol (D10), estaquiosa (D11), sacarosa (D12), D-tagatosa (E1), D-trehalosa (E2),
turanosa (E3), xilitol (E4), D-xilosa (ES), acido acético (E6), acido a-hidroxibutirico
(E7), 4cido p-hidroxibutirico (ES8), acido vy-hidroxibutirico (E9), acido p-
hidroxifenilacético (E10), oa-cetoglutarico (E11), acido a-cetovalérico (E12),
lactamida (F1), acido metil éster D-lactico (F2), acido L-lactico (F3), acido D-malico
(F4), 4cido L-malico (F5), metil piruvato (F6), mono metil succinato (F7), acido
propionico (F8), acido piruvico (F9), acido succinamico (F10), acido succinico (F11),
acido N-acetil L-glutamico (F12), L-alaninamida (G1), D-alanina (G2), L-alanina
(G3), L-alanil glicina (G4), L-asparagina (GS5), acido L-glutamico (G6), acido glicil-
L-glutdmico (G7), acido L-piroglutdmico (GS8), L-serina (G9), putrescina (G10), 2,3-
butanodiol (G11), glicerol (G12), adenosina (H1), 2’-deoxiadenosina (H2), inosina
(H3), timidina (H4), uridina (HS5), adenosina-5"-monofosfato (H6), timidina-5’-
monofosfato (H7), uridina-5"-monofosfato (HS), fructosa-6-fosfato (H9), glucosa-1-
fosfato (H10), glucosa-6-fosfato (H11), D-L-a-glicerolfosfato (H12). Ademas uno de

los pocillos presentaba agua (A1), como control negativo del ensayo.

Para la determinacion de las fuentes de carbono que fermenta/oxida cada bacteria se
siguieron las instrucciones del fabricante. Para ello se partio de un cultivo incubado
en medio TSA durante 12-16 horas, del cual se tomd una cantidad aproximada de

3 mg evitando arrastrar el agar del medio. Se resuspendié en 15 ml GN/GP-IF Prod.
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No.72101, adicionado con 3 gotas de tioglicolato concentrado, que actiia como agente
antiencapsulante, hasta alcanzar una transmitancia del 20%. Una vez alcanzada dicha
transmitancia se depositaron 150 pul de la suspension bacteriana obtenida en cada uno
de los 96 pocillos. El resultado se registr6 mediante un lector de fluorescencia en
microplacas BMG, modelo Fluostar Optima a la longitud de onda de 585 nm,

trascurridas las 12 horas tras la inoculacion.

M7.b Caracterizaciones enzimaticas

Para la caracterizacion enzimatica de las cepas objeto de estudio se empled el kit
comercial API coryne, API 20E y API 20NE siguiendo, para cada uno de ellos las
instrucciones del fabricante. Mediante el kit API coryne se analizaron enzimas nitrato
y nitrito reductasa, pirazinamidasa, pirrolidonil arilamidasa, fosfatasa alcanlina, -
glucuronidasa, f-galactosidasa, a-glucosidasa, N-acetil-B-glucosaminidasa, [3-
glucosidasa (esculina), ureasa, hidrolisis (gelatina origen bovino), oxidacion de la
glucosa, ribosa, xilosa, manitol, maltosa, lactosa, sacarosa, glucogeno y la prueba
catalasa. Por razon del API 20E se analizaron las enzimas P-galactosidasa, arginina-
dihidrolasa, lisina decarboxilasa, ornitina decarboxilasa, utilizacion del citrato,
produccion del H,S, ureasa, triptéfano deaminasa, produccion de indol, produccion de
acetoina, gelatina, fermentacion/oxidacion glucosa, manitol inositol, sorbitol,
ramnosa, sacarosa, melibiosa, amigdalina, arabinosa y por ultimo citocromo-oxidasa.
Segin el API 20NE determinamos la presencia o no de las siguientes enzimas
mediante las siguientes reacciones: reduccion de nitratos en nitritos, reduccion de
nitratos en nitrégeno, formacion de indol (triptéfano), fermentacion de la glucosa,
arginina  dihidrolasa, B-galactosidasa  (p-nitrofenil-fD-galactopiranosidasa),
asimilacion glucosa, arabinosa, manosa, manitol, N-acetil-glucosamina, maltosa,
gluconato potasico, acido caprico, acido adipico, malata, citrato trisédico y acido

fenilacético y por ultimo citocromo-oxidasa.
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M7.c Motilidad. Manitol. Reduccion nitratos a nitritos. Oxidasa. Catalasa.

Para analizar si las cepas bacterianas objeto de estudio presentaban la capacidad de
moverse espontanea e independientemente, se sembrd una colonia por picadura en
medio de cultivo semi-sélido manitol-movilidad (codigo 413782 Ultimed). Asi se
considera que hay motilidad si se observa crecimiento mas alla de la picadura, tras 24
horas en incubacidon en una estufa a una temperatura de 30°C. De este modo,
afiadiendo a dicho medio los reactivos Griess-Ilosvay A (a-naftilamina al 0,5%) y B
(acido sulfanilico al 0,8%) en partes iguales, se determind la actividad nitrato
reductora y el catabolismo del manitol. Para la determinacion de la actividad nitrato
reductora el medio incorpora 1 g/l de potasio nitrato, un cambio de color hacia el
amarillo en los 30 segundos de incubacion indic6 un resultado positivo. En el caso de
mantenerse el color, se agregd 20 mg de zinc puro, totalmente exento de nitratos o
nitritos, y se observo el cambio de color pasados otros 30 segundos, al cabo de los
cuales se realiz6 la lectura final. Por otra parte, para determinar el posible catabolismo
del manitol, el medio contiene 7,5 g/l de D-manita. El cambio de color del medio a
amarillo indicd que la prueba fue positiva, ya que en la degradacion del manitol se

liberan productos acidos detectados mediante dicho cambio de color.

La prueba oxidasa se realizo afiadiendo reactivo Kovac’'s (N,N,N’,N’-tetramethyl-p-
phenylenediamin) al 1% (v/v) a un papel de filtro sobre el cual se extendi6 una
colonia proveniente de una placa de TSA de 24 horas de crecimiento, el cambio de
coloracidn a un purpura intenso indicd que la prueba fue positiva. La prueba catalasa
se determino afiadiendo perdxido de hidrogeno (H»O») al 3% (v/v), a una colonia
proveniente de una placa de TSA de 24 h de crecimiento, la formacion de burbujas
indicé que la prueba fue positiva, ya que la degradacién de dicho compuesto supone

la liberacion de agua y oxigeno al medio.

M?7.d Solubilizacion de fosfatos, produccion de indol y H,S

Para determinar que cepas eran capaces de solubilizar fosfatos se utilizd el medio
SMRSI1 con indicador de pH. De modo que se tomo una colonia proveniente de una
placa de TSA de 24 h de crecimiento, y se realizd una suspension en 1 ml de 1xM9.

De la suspension se sembraron 20 pl en 5 puntos diferentes en la misma placa. Dicha
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placa se incubd a 30°C durante 24 h, transcurridas las cuales se midid el halo de
solubilizacion definido por el cambio de color del medio de purpura a amarillo

intenso.

La composicion del medio SMRS1 fue la siguiente: (NH4),SO4, 0,5 g; KCI, 0,2 g;
MgS0;4 x H,0, 0,3 g; MnSO4 x H,0, 0,004 g; FeSO4 x 7 H,0, 0,0004 g; NaCl, 0,2 g;
glucosa, 10 g; extracto de levadura, 0,5 g; parpura de bromocresol, 0,1 g; Ca3(POy),,
5 g; agar, 18 g y agua destilada hasta completar 1 litro. Tras adicionar todos los
componentes a excepcion del agar y el Caz(POy), al agua, se ajusta el pH a 7,2 con
NaOH 1 N o HCI IN. Posteriormente se adiciona el agar y se esteriliza en el
autoclave a 116,9°C y 1 atmosfera de presion, durante 15 min. El Ca3z(POy), se

esteriliza en seco por separado y se adiciona al medio una vez el medio esté estéril.

Para determinar la produccion de indol y H,S se utilizo medio SIM (Sigma, 85438),
de modo que una vez preparado el medio y dispuesto en tubos de ensayo, se sembro
con una colonias proveniente de una placa de TSA de 24 horas de crecimiento. Tras
lo cual se incubd durante 24 horas en una estufa a una temperatura de 30°C. La
produccion de H,S era positiva si el medio tornaba a una coloracidon negra. Y la
produccion de indol se comprobo adicionando unas gotas de reactivo de Kovac’s, de

modo que si el medio tornaba a una coloracion rosa en la parte superficial del medio.

M?7.e Ensayo tolerancia a antibidticos. Antibiograma

Las soluciones de antibioticos se prepararon 1.000 veces concentradas en H,O
destilada, excepto el cloramfenicol que se preparo6 en etanol absoluto, y la rifampicina
y la tetraciclina que se disolvieron en metanol. Las soluciones preparadas en H,O se
esterilizaron por filtracioén y se almacenaron a -20°C. Los antibidticos se utilizaron a
las concentraciones finales indicadas en pg/ml: estreptomicina (Sm), 25; rifampicina

(Rif), 30; cloramfenicol (Cm), 50; kanamicina (Km), 30; tetraciclina (Tc), 10.

Para medir la sensibilidad o resistencia a los antibiodticos citados anteriormente se
utilizaron discos de susceptibilidad antimicrobiana, del laboratorio OXOID, siguiendo
las instrucciones del fabricante. Para ello se partidé de un cultivo saturado de las cepas
en medio TSB incubado a 30°C durante 12 horas, en un orbital modelo Gallenkamp

Cat. 100x400.xxi.c. De este cultivo se tomaron 100 pl y se sembraron en placas de
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TSA. Tras ello se coloco el disco con 0,5 ul de antibidtico, en el centro de la placa y
se incubd a 30°C durante 24 horas, tras las cuales se midio el halo de inhibicién del
crecimiento y se volvid a incubar otras 24 horas, para el conteo de mutantes
espontaneos y aislamiento de éstos (Bondi et al., 1947). La difusién del antibiotico
através del agar produce un halo alrededor del disco indicativa de la zona de accion
del antibidtico. Si el didmetro de la zona estd entre 30-35 mm es indicativo de la
susceptibilidad de la bacteria al antibiotico y si dicho de halo presenta un didmetro de

15-20 mm es resistente.

M7.f Caracteristicas celulares. Tincion Gram

A partir de un cultivo liquido de las células a tefiir se realizo un frotis en un
portaobjetos, tras ello con la ayuda de un mechero se fijo el extendido bacteriano al
cristal. A continuacion se cubrio con cristal violeta y se dejo durante 1 minuto. Una
vez transcurrido dicho tiempo se lavo con agua corriente con cuidado de no arrastrar
la preparacion. Tras ello se cubrid la extension con solucion de lugol y se dejo 1
minuto y se lavé con agua corriente. Para decolorar la solucion se utilizd un
decolorante compuesto por acetona (30 ml) y etanol al 95% (p/v) (70 ml), dicho
colorante se dejo actuar aproximadamente durante 10 segundos, tras lo cual se lavo
con agua corriente. Una vez lavado, se volvid a cubrir la extension bacteriana con
safranina y se dejo actuar durante 1 minuto. Trascurrido dicho tiempo se lavo con
agua corriente durante 10 segundos y se sec6 al aire. Para finalizar se colocé una gota

de aceite de inmersion sobre la preparacion y se observo al microscopio.

M8 PROPIEDADES QUIMIOTAXONOMICAS

MS8.a Peptidoglicanos, azucares de la pared celular, acidos grasos y quinonas

respiratorias

Todos los analisis fueron llevados a cabo en el DSMZ (Deutsche Sammlung Von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH). Para la determinacion de los ésteres
metilos se necesitaron 30 mg de células liofilizadas para su envio al DSMZ. Las

células liofilizadas se obtuvieron mediante siembra por estria de dichas cepas en 5 ml
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de medio TSA inclinado (pico de flauta), tras lo cual se incubaron durante 24 horas a
una temperatura de 30°C, para que el cultivo alcanzase la fase exponencial. Una vez
trascurrido dicho periodo de tiempo se anadieron 4 ml de leche en polvo estéril
(agente protector) y se resuspendio la biomasa de cada una de las cepas con ayuda de
un asa estéril. La leche con la biomasa resuspendida se vertidé en un vial estéril y se
congelo a -80°C durante 24 horas, trascurrido dicho periodo de tiempo los viales se
llevaron al liofilizador. A partir de las células liofilizadas se extrajeron los acidos
grasos mediante el método de Miller (1982) y Kuykendall (1988). La separacion de la
mezcla de acidos grasos se realizo mediante el sistema de identificacién microbiana
(MIS del inglés Microbial Identification System) (MIDI, Microbial ID, Newark, DE
19711 U.S.A.), para ello se utilizdé un cromatégrafo de gases Agilent modelo 6890N
equipado con una columna de 5% fenil-metil con un capilar de silicona y un detector
de ionizacién de llama marca Agilent modelo 7683* con muestreador automatico y un
equipo HP con la base de datos MIDI. Los pico se integraron automaticamente
mediante el software estindar MIDI. Las menaquinonas se analizaron mediante el
método descrito por Tindall (1990a; b), mediante cromatografia UV de capa fina
(TLC) y un espectofotometro de masas. Los peptidoglicanos se aislaron y sus
estructuras analizadas segin Schleifer & Kandler (1972). Tras la derivacion segun
Mackenzie (1987), la proporcion molar de aminoacidos se determind por
cromatografia. La deteccion de grupos de aminoacidos libres dentro en los
peptidoglicanos se realizd por unién al 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno (Schleifer, 1985).
Para el andlisis de los azucares presentes en la pared celular, las células se
hidrolizaron en H,SOy4, 1N (2 h a 100°C), se analizaron por cromatografia de capa fina
(TLC) en placa, segin Staneck & Roberts (1974). El analisis de quinonas respiratorias

se realizo en cromatografia en capa fina y por U.V. y espectofotometria de masas.

M9. MANIPULACION DEL ADN
M9.a Aislamiento del ADN total

Para la preparacion del ADN total se utilizo el sistema QIA quick “Blood and Tissue”
kit 50 (Cat No 69504), para la extraccion de ADN de procariotas, siguiendo las

instrucciones del fabricante.
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MO9.b Electroforesis de ADN en gel de agarosa

La separacion y visualizacion tanto de fragmentos de PCR, asi como de ADN
cromosomico se realizd mediante electroforesis en gel de agarosa. Por cada 5 pl de
muestra a analizar se afiadio 1 pl de tampon de carga, y esta mezcla se depositd en un
pocillo de gel de agarosa al 0,7% (p/v) en TAE, sumergido en una cubeta con el
mismo tampon. La separacion se realizo por electroforesis horizontal sumergida a un

voltaje entre 70-90 V.

Las moléculas de ADN se tifieron con bromuro de etidio. Para ello se afiadi6 0,5 pl de
bromuro de etido al 1% (p/v) a 30 ml de solucion de agarosa en tampon Tris, acetato,
EDTA (TAE) previamente fundida. E1 ADN se visualiz6 mediante exposicion del gel
a la luz ultravioleta a una longitud de onda de 254 nm. El registro fotografico se
realizé con un equipo de documentacion de imagenes Volver Lourmat, modelo DOC-

print I1.

M9.c Reaccion de amplificacion en cadena con ADN polimerasa termorresistente

(PCR)

Este método se utilizé para la amplificacion del gen codificante para el ARNr 16S
partiendo de ADN total. La reaccion de amplificacion consté de: ADN molde, 0,2 ng
de ADN cromosomico; cebadores, 50-100 pmoles; Taq ADN-polimerasa, 0,5 U/100
ul; H>O hasta 100 pl. Las condiciones estandar de la reaccion de amplificacion fueron
las siguientes: Fase de inicializacion a 95°C durante tres minutos, que fue seguida por
25 ciclos compuestos de fase de desnaturalizacion (30 segundos a 95°C), fase de
hibridacion con los cebadores (30 segundos a 56°C), y fase de elongacion (2 minutos
a 72°C). Finalmente se incluyd un paso de 10 minutos a 72°C para terminar de
extender posibles cadenas incompletas. La conservacion del producto de PCR en la
temocicladora (Eppendorf, modelo Mastercycler pro) se realizdo a 10°C por tiempo

indefinido.
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Tabla M2. Oligonucledtidos utilizados en la PCR

Cebador Secuencia 5’23 Utilizacion Referencia
D1 CCGAATTCGTCGACAA  Amplificacion (Weisburg et al. 1991)
CAGAGTTTGATCCTGGC y
TCAG secuenciacion
D1 CCCGGGATCCAAGCTT  Amplificacion  (Weisburg et al. 1991)
AAGGAGGTGATCCAGC y
C secuenciacion
fD2 GTGCCAGCAGCCGCGG  Amplificacion  (Weisburg et al. 1991)
TAATAC y
secuenciacion
rD2 GACTACCAGGGTATCT  Amplificacion (Weisburg et al. 1991)
AATCC y
secuenciacion

M9.d Purificacion del producto de PCR y comprobacién de la pureza

Las muestras se limpiaron para eliminar sales, nucledtidos, taq polimerasa y
oligonucle6tidos como paso previo a la secuenciacion. Para ello se utilizo el sistema
comercial QIA quick PCR Purification Kit 50 (Cat. No 28104) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para comprobar la pureza, asi como determinar la
concentracion del producto de amplificacion se utilizé un Nanodrop marca Thermo
Scientific modelo 2000 Spectrophotmeter, para ello se midié el ratio de absorbancia
de 260/280, el cual indica como de pura es la muestra, este ratio debe estar entre 1.8-
2.0. Y el ratio 230/260 deb e ser de 2.0 o mayor, un ratio menor podria significar que

hay contaminacién por fenol en la muestra.

M9.e Secuenciacion del ADN

La secuenciacion de los distintos fragmentos del ADN, se realizo por el servicio de
secuenciacion del Instituto de Biomedicina y Parasitologia “Lopez-Neyra” del CSIC
en Granada. Para ello se emplearon muestras amplificadas por PCR de entre 500-1000
pb, con una concentracion de 40 ng, junto con 6,4 pmoles de oligonucle6tidos (fdl,

fd2, rd2 y rd1).
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M10 HIBRIDACION ADN-ADN Y DETERMINACION DEL CONTENIDO GC
DEL DNA

La hibridacion ADN-ADN se realizd6 por el servicio de hibridacion de DSMZ
(Dutsche Sammlung van Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH), para ello se
inoculo la cepa objeto de estudio en matraces de 1.000 ml con 500 ml de TSB, con
una colonia proveniente de una placa fresca de TSA. Dicho matraz se incub6d durante
24 horas a una temperatura de 30°C y 150 rpm. Una vez alcanzada una Absgoonm de 8
en cada cultivo, se centrifug6 a 10.000 rpm durante 10 minutos y se recogieron 3 g de
biomasa, que se resuspendié en 10 ml de iso-propanol y agua (1:1, v/v), para su envio.
La hibridacion ADN-ADN se realizd segun la siguiente metodologia: E1 ADN se aislo
usando la prensa de French (Thermo Spectronic) y se purifico por cromatografia en
hidroxiapatito siguiendo el protocolo descrito por (Cashion et al. 1977). La
hibridacion ADN-ADN se llevo a cabo como es descrito por (Ley et al. 1970),
considerando las modificaciones descritas por Huss et al. (1983), usando un
espectrofotometro modelo Cary 100 Bio UV/VIS equipado. El contenido GC del
DNA de las cepas objeto de estudio se llevo a cabo por el DSMZ. La proporcion de
desoxiguanosina (dG) y timidina (dT) se calcul6 de acuerdo con el método de Mesbah

et al. (1989).

M11 PROGRAMAS INFORMATICOS

Los analisis taxonémicos, en base al gen ARNr 16S, se realizaron con la base de datos
EzTaxon (Kim et al., 2012), disponible en el servidor de internet EzBioCloud

(http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/, Kim et al. 2012). Las secuencias, casi completas,

del gen ARNr 16S (aprox. 1.500 pb) se compararon con las de otras especies con
otras especies del género Arthrobacter relacionadas filogenéticamente, mediante el
programa informatico ClustalX2 (Larkin et al. 2007). El arbol filogenético se
construy6 en base al gen ARNr 16S, con el programa MEGA v5.1 (Tamura et al.
2007) usando el método del vecino mas proximo (Saitou & Nei 1987), y también
mediante el método de maxima probabilidad (Felsenstein 1981). Las distancias
evolutivas fueron calculadas usando el modelo de Kimura’s two parametes (K2P)
(Kimura, 1980). La topologia del arbol filogenético se evalu6 mediante el andlisis

bootstrap basado en 1000 iteraciones (Felsenstein 1985).
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M11.a Analisis estadistico

Para la realizacion del dendograma se utilizo el programa estadistico SPSS14.0 para
MS-Windows, usando el método del vecino mdas proximo con el coeficiente de
correlacion de Pearson. Con dicho programa se realizéd el célculo de la media y la
desviacion estandar de los pardmetros microbioldgicos y quimicos a partir de los
valores obtenidos en cada medicion de las muestras por triplicado. Para determinar si
existe diferencia estadisticamente significativa entre las variables seleccionadas
utilizé el método de Tukey o método de la diferencia significativa honesta de Tukey

(DSH), con un grado de significancia de 0,05 (confianza 95%).
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