o 1113710

REVISION TAXONOMICA DEL GENERO AGROMYCES GLEDHILL
Y CASIDA, 1969, Y DESCRIPCION DE NUEVAS ESPECIES
AISLADAS DE AMBIENTES HIPOGEOS

Memoria presentada por la Lda. VALME JURADO LOBO
para optar al grado de Doctor en Biologia

Fdo. Valme Jurado Lobo



b

fey

LHIVERMDAD B SEVILLA

Biblioteca

BIQLOGIA -

Doy mi autorizacién a la Biblioteca de esta Facultad para que mi
Tesis Doctoral Revision taxonémica del género Agromyces
Gledhill y Casida, 1969, y descripcién de nuevas especies
aisladas de ambientes hipogeos

Sea consultada, segun la modalidad/es indicadas:

_X Consulta en depésito.

_X Préstamo interbibliotecario.
_ Reproduccion parcial.

_ Reproduccion total.

_ Tipo de usuarios.

_ Ofros términos.

Firmado:

Sevilla, a 3 de octubre de 2006



REVISION TAXONOMICA DEL GENERO AGROMYCES GLEDHILL Y
CASIDA, 1969, Y DESCRIPCION DE NUEVAS ESPECIES AISLADAS
DE AMBIENTES HIPOGEOS

UNIVERSIDADY DE SEVILLA

SECRETARIA GEMNIZERAL

Quads reyizirada esta Tesis Doctoral
8l fatio. 09 2  numero.S. 9. __del libro

correspondients.

_ /
Sevilla. . 6 (-65-03%
£ %N%d ls,

774
—_—

EL DIRECTOR

Prof. Dr. D. Cesareo Sdiz Jiménez
Profesor de Investigacion del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas

ot

LA TUTORA

Prof. Dra. Diia. Maria Tortolero Garcia.
Profesora Titular de Microbiologia de la Universidad de Sevilla

2005



DOCTOR D. LUIS CLEMENTE SALAS, DIRECTOR DEL INSTITUTO
DE RECURSOS NATURALES Y AGROBIOLOGIA DE SEVILLA DEL
CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

CERTIFICA: Que la presente Memoria de Investigacién titulada
“"REVISION TAXONOMICA DEL GENERO AGROMYCES
GLEDHILL Y CASIDA, 1969, Y DESCRIPCION DE NUEVAS
ESPECIES AISLADAS DE AMBIENTES HIPOGEOS”,
presentada por Dfia. Valme Jurado Lobo para optar al grado de
Doctor en Biologia, ha sido realizada en el Departamento de
Biogeoquimica y Dindmica de Contaminantes, bajo la direccidén
del Prof. Dr. D. Cesareo Sdiz Jiménez, reuniendo todas las
condiciones exigidas a los trabajos de Tesis Doctorales

En Sevilla, a mayo de 2005



AGRADECIMIENTOS

Deseo expresar mi agradecimiento al profesor Dr. D. Cesareo
Saiz Jiménez por su direccién y asesoramiento, gracias a los cuales ha
sido posible la realizacion de la investigacidn y elaboracién de esta
Tesis asi como por la confianza depositada en mi.

Al Dr. D. Juan Miguel Gonzdlez Grau por su disposicion
permanente y apoyo que resultaron fundamentales para la realizacion

de este trabajo.

Al Consejo Superior de Investigaciones Cientificas por permitir la
realizacion de este trabajo en el Instituto de Recursos Naturales y
Agrobiologia de Sevilla, y por la concesiéon de una beca predoctoral a
cargo del Programa I3P.

A la Dra. Ingrid Groth por su constante apoyo y hospitalidad en

el Hans-Knoli-Institut fir Naturstoff-Forschung, Jena, durante 3 meses.

A la Dra. Ludmila Evtushenko por sus recomendaciones y su
amabilidad al darme a conocer la bibliografia de Agromyces publicada

en su pais.

Al Dr. Bernardo Hermosin Campos por compartir su experiencia

en técnicas cromatograficas.

Al Dr. Sergio Sanchez y a Soledad Cuezva por su colaboracion

en este trabajo.

A todos mis compafieros del grupo de Patrimonio: Leonila Laiz,
Maria del Carmen Portillo, Maria Gavifio, Bernardo Hermosin, Alberto
Ortiz, Miguel Rogerio, Johannes Zimmerman, Manuel Gonzdlez, Javier
Reyes, por su apoyo Yy colaboracion, y por hacerme sentir entre amigos
desde el primer momento.



Al personal administrativo, técnico y cientifico del IRNAS,

quienes facilitaron mi labor en todo momento.

Y muy especialmente a mi familia y a Claudio por su apoyo

constante y la enorme paciencia que han demostrado conmigo.



Indice

INDICE
CAPITULO 1: MICROBIOLOGIA DE AMBIENTES HIPOGEOS 13-28
1.1. Ecologia microbiana en ambientes hipogeos 18-23
1.2. Objetivo de la tesis 23-23
1.3. El género Agromyces 24-27
CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS 29-82
2.1. Muestreo 31-35
2.2. Tratamiento de las muestras 35-37
2.3. Pruebas morfoldgicas y fisioldgicas 37-50
2.3.1. Caracterizacion morfoldgica
2.3.2. Caracterizacion del cultivo
2.3.3. Caracterizacion bioquimica
2.4. Pruebas quimiotaxondmicas 50-58
2.4.1. Composicion de la pared celular
2.4.2. Lipidos
2.4.3. Azlcares totales
2.5. Pruebas moleculares 58-65
2.6. Medios de cultivo 66-73
2.7. Reactivos y solventes 73-75
2.8. Soluciones y tampones 76-81

CAPITULO 3: RECLASIFICACION DE AGROMYCES FUCOSUS SUBESP.
HIPPURATUS COMO AGROMYCES HIPPURATUS Y NUEVA
DESCRIPCION DE AGROMYCES FUCOSUS 83-92

3.1. Descripcion de la nueva especie Agromyces hippuratus
90-91

3.2. Descripcion revisada de Agromyces fucosus 91-92



Indice

CAPITULO 4: AGROMYCES DE LA CUEVA DE LOS CIERVOS 93-108

4.1. Descripcién de Agromyces salentinus 103-105
4.2. Descripcién de Agromyces neolithicus 105-107

CAPITULO 5: AGROMYCES DE LA CATACUMBA DE

DOMITILA 109-128
5.1. Descripcién de Agromyces italicus 120-122
5.2. Descripcidon de Agromyces humatus XXX=XXX
5.3. Descripciéon de Agromyces lapidis XXX=XXX

CAPITULO 6: AGROMYCES DE LA CUEVA DE LOS
MURCIELAGOS 129-140

6.1. Descripcidon de Agromyces subbeticus 138-140

CAPITULO 7: DESCRIPCION MODIFICADA DEL GENERO AGROMYCES
(EX ZGURSKAYA Y COL., 1992) 141-150

CAPITULO 8: BIOMINERALIZACION CAUSADA POR AGROMYCES

151-158
CAPITULO 9: CONCLUSIONES GENERALES 159-162
ABSTRACT 163-178

BIBLIOGRAFiA 179-198

10



Indice

Esta tesis esta basada en las siguientes publicaciones:

Capitulo 3

Capitulo 4

Capitulo 5

Capitulo 6

Capitulo 8

Ortiz-Martinez, A., Gonzalez, J.M., Evtushenko, L.I.,
Jurado, V., Laiz, L., Groth, I. y Saiz-Jimenez, C. (2004).
International Journal Systematic Evolutionary Microbiology
54: 1553-1556.

Jurado, V., Groth, 1., Gonzalez, J.M., Laiz. L. y Saiz-
Jimenez, C. (2005).

International Journal Systematic Evolutionary Microbiology
55: 153-157.

Jurado, V., Groth, 1., Gonzalez, J.M., Laiz. L., Schuetze,
B. y Saiz-Jimenez, C. (2005).

International Journal Systematic Evolutionary Microbiology
55: 871-875.

Jurado, V., Groth, 1., Gonzalez, J.M., Laiz. L. y Saiz-
Jimenez, C. (2005).
International Journal Systematic Evolutionary Microbiology

(en prensa).

Sanchez-Moral, S., Bedoya, J., Luque, L., Cafaveras, J.C.,
Jurado, V., Laiz, L. y Saiz-Jimenez, C. (2003).
En C. Saiz-Jimenez (ed), Molecular Biology and Cultural

Heritage. Balkema, Lisse, pp. 179-185.

Sanchez-Moral, S., Luque, L., Canaveras, J.C., Laiz, L.,
Jurado, V., Hermosin, B. y Saiz-Jimenez, C. (2004).
Annals of Microbiology 54: 1-12.

11



CAPITULO 1

MICROBIOLOGIA DE AMBIENTES HIPOGEOS



Capitulo 1. Microbiologia de ambientes hipogeos

MICROBIOLOGIA DE AMBIENTES HIPOGEOS

En los Ultimos afios se ha dedicado una atenciéon especial a
procesos de  biodeterioro derivados del crecimiento de
microorganismos en ambientes hipogeos (Albertano y col., 2000, Laiz
y col., 2000; Groth y col., 2001; Schabereiter-Gurtner y col., 2002;
Urzi y col., 2003; Sanchez-Moral y col., 2005). La amplia distribucién
de asentamientos arqueoldgicos en el Sur de Europa, y su gran
importancia artistica, cultural y religiosa, enfatizan el impacto social

que el dafo bioldgico pudiera provocar en sus obras de arte.

Los ambientes hipogeos, del que forman parte las cuevas con
pinturas rupestres, necrdpolis y catacumbas, se caracterizan por tener
temperaturas relativamente bajas y constantes a lo largo del afo,
elevada humedad relativa, ser relativamente pobres en nutrientes
organicos, y estar sometidos a una iluminacién tenue o nula. Los
sistemas de iluminacion artificial son utilizados en cuevas, catacumbas
y necrépolis para permitir la observacion de las pinturas, frescos,

estucos y marmoles de alto interés histdrico, artistico y turistico (Arifio
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Capitulo 1. Microbiologia de ambientes hipogeos

y col., 1997; Ghiorse, 1997; Pantazidou y col., 1997; Albertano y Urzi,
1999; Groth y Saiz-Jimenez, 1999)

Recientemente ha habido una serie de trabajos donde se
demuestra la existencia de una alta diversidad de microorganismos en
estos ambientes (Groth y col., 1999a, 2001; Schabereiter y col.,
2002a,b). En estos trabajos se han utilizado técnicas moleculares y
microbioldgicas permitiendo identificar 'y  caracterizar los

microorganismos.

Los técnicas moleculares basadas en la amplificacién del ADN,
generalmente del gen de ARN ribosémico 16S (Gonzalez, 2003) son
valiosas herramientas para caracterizar comunidades microbianas
permitiendo detectar los microorganismos sin necesidad de cultivarlos
(Rheims y col., 1996; Pifiar y col., 2003).

Sin embargo, las técnicas moleculares no proporcionan ningun
tipo de informacién sobre las caracteristicas fisioldgicas y de ahi, la
importancia de emplear técnicas microbiolégicas que requieran el
cultivo de los microorganismos. Estas técnicas de cultivo permiten
estudiar las actividades metabdlicas de los microorganismos y evaluar
el papel que estos microorganismos juegan en la naturaleza (Pifiar y
col., 2002).

Como ejemplo, en la Cueva de Altamira se identificaron
diferentes grupos bacterianos dependiendo del método empleado
(Figuras 1.1.A, 1.1.B). Por tanto, la aplicacién conjunta de técnicas
moleculares y microbiolégicas convencionales es muy Uutil para el
estudio de comunidades microbianas en ambientes hipogeos, ya que
ambas técnicas se complementan obteniéndose una mayor informacion
sobre la biodiversidad microbiana de estos ambientes (Gurtner y col.,
2000; Laiz y col., 2003).

16



Capitulo 1. Microbiologia de ambientes hipogeos
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Fig. 1.1. Comparacién de grupos bacterianos obtenidos mediante métodos

moleculares independientes de cultivo (A) y métodos microbiolégicos

dependientes de cultivos (B) en la Cueva de Altamira, Cantabria, Espafia.
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Capitulo 1. Microbiologia de ambientes hipogeos

1.1. ECOLOGIA MICROBIANA EN AMBIENTES HIPOGEOS

En los ambientes hipogeos, el desarrollo de biofilms esta
favorecido por una circulacién limitada de aire, una temperatura
estable a lo largo del afio, y un elevado nivel de humedad. Estos
biofilms estan compuestos por una gran variedad de microorganismos
entre los que podemos mencionar algas y cianobacterias. Los
microorganismos fotosintéticos se desarrollan debido a la utilizacién de
ldamparas artificiales. La disponibilidad de materia organica producida
por las cianobacterias fotosintéticas y la fijacion de N, soportan el
crecimiento de microorganismos asociados (bacterias y hongos). Este
desarrollo contribuye de una manera sinérgica al establecimiento de
biofilms, fomentando un aumento de la actividad biolégica sobre la
superficie colonizada (Urzi, 1993; Albertano y Urzi, 1999). Las
bacterias y hongos, generalmente son capaces de utilizar la materia
orgénica producida por los microorganismos fotétrofos. A su vez, los
productos metabdlicos de microorganismos heterdtrofos suelen estar
caracterizados por acidos organicos de bajo peso molecular que
pueden llevar a la solubilizaciéon progresiva de los minerales del
sustrato (Warsheid y Braams, 2000). En ambientes hipogeos,
generalmente, la intensidad de la colonizacién disminuye desde la
entrada hacia el interior de las galerias y tuneles. El principal efecto
negativo es la proliferacién primaria de microorganismos fotétrofos
tales como cianobacterias y algas verdes, musgos, y algunas plantas
cerca de las fuentes de luz (Albertano y col., 1994; Hernandez-Mariné
y Canals, 1994; Arifio y col.,, 1996, 1997; Pantazidou, 1997;
Herndndez-Mariné y col., 2001). Aunque la irradiacién disponible para
la actividad fotosintética en ambientes hipogeos suele ser baja, el
crecimiento de microorganismos fotétrofos contintia debido a que son
capaces de aclimatarse a estas condiciones al ajustar la fotosintesis y
pigmentos a la composicion espectral y a la intensidad de luz existente
(Albertano y col., 1991; Bruno y Albertano, 1999). Debido a esta
capacidad de adaptacién, las cianobacterias son uno de los

microorganismos responsables de la formacion de biofilms en
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Capitulo 1. Microbiologia de ambientes hipogeos

catacumbas (Albertano y col., 2003) a las que se asocian bacterias
heterdtrofas, ademas de otros organismos como algas verdes,
diatomeas, y musgos.

El establecimiento de wuna microflora heterdtrofa sobre
superficies rocosas es también posible sin la participacion de
organismos fotétrofos. En este caso los microorganismos utilizarian
materia organica presente en morteros, frescos y paredes de cuevas
con unas condiciones microclimaticas estables (humedad vy
temperatura) que caracterizan los ambientes hipogeos (Albertano y
Urzi, 1999). La deposicion de particulas y compuestos organicos
volatiles sobre la superficie de piedras, como resultado de la
contaminacion atmosférica, por ejemplo como la biomasa organica
contribuyen un suplemento nutritivo (Palmer y col.,, 1991). Las
comunidades microbianas de las cuevas y catacumbas normalmente
dependen de la entrada de materia organica que es transportada
desde la superficie disuelta en el agua de infiltracién. El contenido de
carbono organico en las aguas de goteo de algunas cuevas, como la de
Altamira (Santillana del Mar, Cantabria, Espafa), es variable, desde <5
mg C/litro a 2200 mg C/litro, dependiendo de las estaciones del afio.
En esta, la materia organica disuelta en el suelo, contiene &cidos
organicos, compuestos fenodlicos y productos de la degradacién de la
lignocelulosa (Groth y Saiz-Jimenez, 1999; Laiz y col., 1999). Sin
embargo, en la Cueva de los Ciervos (Porto Badisco, Italia) la entrada
de materia organica es mas elevada debido a los excrementos de los
murciélagos. Los excrementos se distribuyen por toda la cueva
apareciendo a veces como areas negras o manchas en las paredes y
en el suelo. Por el contrario, en esta cueva el agua contiene bajos
niveles de materia organica disuelta como se deduce de la escasa
vegetacidn del suelo que estd por encima de la cueva y la percolacion
del agua a través de 15 m de roca (Laiz y col., 2000; Groth y col.,
2001).

En las catacumbas romanas de San Calixto y Santa Domitila, las

aguas estdn enriquecidas en nitratos procedentes de los suelos
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Capitulo 1. Microbiologia de ambientes hipogeos

agricolas que estén por encima de las catacumbas y que facilmente se
infiltran a través de los diferentes materiales volcanicos que
constituyen las catacumbas (Sanchez-Moral y col., 2005).

Un ejemplo del crecimiento de microorganismos heterétrofos en
ausencia de organismos fotétrofos, lo tenemos en la Cueva de los
Ciervos (Laiz y col., 2000; Groth y col., 2001). En esta cueva, las
cianobacterias y algas estan ausentes debido a la falta de luz, sin
embargo, las actinobacterias han colonizado practicamente toda la
cueva, se les encuentra en las estalactitas activas, sobre y bajo las
paredes de las rocas, y en los suelos de la cueva. Este crecimiento se
sostiene por la presencia de materia organica procedente de los

excrementos de los murciélagos distribuidos por toda la cueva.

Hoy en dia, se cree que las actinobacterias, estan implicadas en
la formacién de biofilms y pueden causar cambios significativos en las
propiedades fisico-quimicas de la estructura mineral (Warscheid y
Braams, 2000). Debido a su amplio espectro de utilizacion de
nutrientes son capaces de crecer utilizando compuestos dificiles de
degradar como hidrocarburos aromaticos y alifaticos (Saiz-Jimenez,
1997; Zanardini y col., 2000), macromoléculas complejas como la
lignina (Ball y col., 1989) y sustancias humicas (Groth y Saiz-Jimenez,
1999).

La primera evidencia que las actinobacterias eran “agentes
biodeteriorantes” fue presentada por el Instituto Central de la
Restauracion (ICR, Italia) en los afios 60. El papel de actinobacterias
en el deterioro de los frescos en los ambientes hipogeos fue sefialado
por Agarossi y col. (1985), Giacobini y col. (1988), y Monte y Ferrari
(1993).

Agarossi y col. (1985) estudiaron la Basilica subterranea
neopitagérica de Porta Maggiore en Roma (siglo I d.C.). La basilica,
descubierta en 1917, tiene una de las colecciones mas relevantes de

estucos decorativos del mundo romano. Los estucos fueron dafiados
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por las continuas aguas de goteo y las vibraciones causadas por un
ferrocarril cercano. También encontraron un pronunciado biodeterioro
de la superficie del estuco, donde los organismos cultivables mas
abundantes fueron Streptomyces, con micelio blanco, y Nocardia. Los
autores correlacionaron la frecuencia de algunos grupos de
microorganismos con la alta humedad. En lugares con niveles mas
bajos de humedad, el contenido de actinobacterias fue mas bajo y los
colonizadores diferian de los encontrados en otros lugares humedos.
Los colonizadores primarios, las bacterias que oxidan el azufre
comenzaban a atacar las paredes del estuco, favoreciendo el desarrollo
de actinobacterias y hongos, que causaron la formacidon de capas

inestables y eflorescencias blancas.

Giacobini y col. (1988) describieron una serie de dafios en los
frescos de ambientes subterraneos y aislaron alrededor de 200 cepas
de actinobacterias de las pinturas murales localizadas en criptas,
cuevas y tumbas, pero solo 60 fueron clasificadas debido a dificultades
taxondmicas. Las especies mas frecuentes pertenecian al género

Streptomyces y algunas del género Nocardia.

Monte y Ferrari (1993) consideraron que la colonizacion por
microorganismos de pinturas murales fue el resultado selectivo,
competitivo e inhibitorio entre los diferentes microorganismos bajo
distintas condiciones ambientales. Los pigmentos excretados por
algunas actinobacterias eran los responsables del color violeta
encontrado en las paredes de las tumbas de Tarquinia, Italia (Agarossi,
1992). Se observaron cepas similares en una de las tumbas de la
Necrdpolis de Carmona (Mausoleo Circular), en la que se aislé una
cepa de Streptomyces productora de pigmentos violetas (datos no
publicados).

Pantazidou y col., (1997) encontraron que la microflora que
coloniza las rocas de la Catacumba de Milos consistia en hongos,
donde abundaban las especies de Penicillium y Fusarium, bacterias

pertenecientes a los géneros Bacillus y Streptomyces, y cianobacterias.
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Las especies de Streptomyces se encontraron en las muestras de
mortero y restos de la decoracién del fresco. Estos autores (Pantazidou
y col., 1997) también mostraron la capacidad de las cepas aisladas de
Streptomyces para solubilizar carbonato calcico y producir acidos
organicos.

Laiz y col. (1999) estudiaron la microbiologia de las aguas de
goteo de la Cueva de Altamira y comprobaron que las comunidades
microbianas estaban compuestas por un 27% de bacterias Gram-
positivas y un 73% de bacterias Gram-negativas (principalmente
coliformes). La alta humedad (>95%), temperatura relativamente baja
y estable (alrededor de 13°C) y pH del agua cercano a la neutralidad
se cree fueron los factores que influyeron en la viabilidad de las
bacterias y que favorecieron el crecimiento de actinobacterias en las
superficies de las paredes de las cuevas sobre otras bacterias

heterdtrofas presentes en las aguas de goteo.

Groth y col. (1999a) investigaron el crecimiento de las
actinobacterias en dos cuevas karsticas espafiolas con arte rupestre,
las Cuevas de Altamira y de Tito Bustillo. Se identificaron
aproximadamente 350 actinobacterias mediante métodos
morfoldgicos, fisioldgicos y quimiotaxonémicos en la Cueva de
Altamira. La mayoria de las actinobacterias que crecian en la superficie
rocosa del techo y paredes eran colonias de 1 a 10 mm de diametro
visibles a simple vista. Los géneros Amycolatopsis, Aureobacterium,
Brevibacterium, Nocardia, Nocardioides, Rhodococcus, Streptomyces, y
la familia Micrococcaceae estaban bien representados. En la Cueva de
Tito Bustillo, la superficie de la roca estaba colonizada por un gran
nimero de colonias pequefas, amarillas o blancas, de
aproximadamente 1 a 2 mm. Los aislamientos encontrados en las

paredes pertenecieron fundamentalmente al género Streptomyces.

Un estudio de las bacterias que colonizan las estalactitas de la
Cueva de los Ciervos (Laiz y col., 2000) dieron lugar a resultados

similares a los encontrados en la investigacion de Groth y col. (1999a)
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en cuevas espafiolas. De hecho, se aislaron especies de Agromyces,
Amycolatopsis,  Arthrobacter, = Nocardiopsis, Rhodococcus, vy
Streptomyces. Posteriormente, Groth y col. (2001), estudiando las
comunidades microbianas heterdtrofas de los espeleotemas
(estalactitas activas y concreciones de la pared), paredes y techo de
galerias, y los suelos de la cueva, encontraron que estaban dominadas
por actinobacterias. Los datos que se obtuvieron sugirieron que en
algunos lugares de la cueva (suelos alterados y paredes de pasajes
estrechos) la colonizacion de actinobacterias y su crecimiento se inici6
tras el descubrimiento de la cueva y fue debido al impacto
antropogénico, pero la presencia de estos microorganismos en las
estalactitas activas y concreciones de las paredes parecia ser un
proceso natural. Ademads, entre los géneros de actinobacterias
representados, aparecié una alta diversidad de cepas entre las que
destacaban los aislamientos pertenecientes al género Agromyces.
Como se confirm6 por el aislamiento y descripcion de dos nuevos
géneros de actinobacterias, Beutenbergia y Knoellia, de muestras del
suelo de una cueva de China (Groth y col., 1999b, 2002), la riqueza de
especies desconocidas en los biotopos de cuevas es alta y un gran
nimero de microorganismos y especialmente de actinobacterias estan

aun por describir.

1.2. OBJETIVO DE LA TESIS

El objetivo principal de esta investigaciéon es llevar a cabo una
revisién taxondmica del género Agromyces y describir nuevas especies
aisladas de ambientes hipogeos. De esta manera se podria analizar el
papel potencial de estos microorganismos en ambientes hipogeos y
evaluar su posible implicacion en procesos de biodeterioro del

Patrimonio Cultural.
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1.3. EL GENERO AGROMYCES

El género Agromyces, actualmente clasificado dentro del filo
Actinobacteria, clase Actinobacteria, orden Actinomycetales, familia
Microbacteriaceae, fue establecido en 1969 por Gledhill y Casida con la
especie tipo Agromyces ramosus, caracterizada por agrupar
aislamientos filamentosos y ramificados del suelo, que se fragmentan
dando lugar a células con formas cocoides e irregulares (difteroides), y
presentan reaccion catalasa negativa. Muestra una reacciéon oxidasa
negativa aunque posee citocromos b, ¢ y aas; (Jones y‘col., 1970). La
cepa fue mas tarde caracterizada por poseer un peptidoglicano del
grupo B, B2y:[(L-DAB)-D-Glu-D-DAB] (Schleifer y Kandler, 1972,
Doépfer y col., 1982), y la menaquinona MK-12 como mayoritaria, con
predominio de acidos grasos del tipo iso y anteiso, y lipidos polares de
membrana tales como difosfatidilglicerol, fosfatidilglicerol y un
glicolipido (Collins, 1982). Horwitz y Casida (1975, 1978a,b) realizaron
estudios de induccién de la fase L de Agromyces ramosus en medios
de cultivo. La forma L presenta una morfologia diferente a la forma
bacteriana, mostrando una apariencia de “huevo frito” y tamafo
celular mayor. Ambos investigadores demostraron que a bajas
concentraciones de NaCl aparece la forma bacteriana y a altas
concentraciones de NaCl, o en presencia de glicina o penicilina aparece
la forma L. En presencia de Mg la forma L revierte a la forma
bacteriana. Concluyendo que en el suelo podria existir un ciclo natural
entre ambas formas dependiendo de las concentraciones de sales
existentes. También en el suelo, Agromyces ramosus contribuye al
mantenimiento de bajos niveles de CO atmosférico mediante su
oxidacion a CO, (Bartholomew y Alexander, 1979). En 1992,
Zgurskaya y col. (1992) describieron 14 aislamientos del suelo que
presentaban caracteristicas quimiotaxonémicas y morfoldgicas tipicas
del género Agromyces pero crecian rapidamente en medio simple y
mostraban reacciones catalasa y oxidasa positivas. Los autores
clasificaron aquellos aislamientos en 2 nuevas especies con un total de

4 subespecies: Agromyces cerinus subesp. cerinus, Agromyces cerinus
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subesp. nitratus, Agromyces fucosus subesp. fucosus y Agromyces
fucosus subesp. hippuratus, y redefinieron el género. Mds tarde,
Suzuki y col. (1996) encontraron que el grado de homologia por
hibridacion de los ADN extraidos de las dos subespecies de Agromyces
fucosus era del 45-47%, por debajo del nivel normalmente
recomendado para considerar dos cepas como pertenecientes a una
misma especie (70%; Wayne y col., 1987). Suzuki y col. (1996)
describieron Agromyces mediolanus, que incluia a especies
anteriormente clasificadas como "Corynebacterium mediolanum”
(Mamoli, 1939), “"Flavobacterium dehydrogenans” (Breed, 1948), y
otros aislamientos de suelo (Aoki y col., 1982), que carecen de una
fase de crecimiento micelial. Recientemente, el género ha aumentado
con las especies Agromyces luteolus, A. rhizospherae y A. bracchium
aislados de la rizosfera de plantas de Japéon (Takeuchi y Hatano,
2001), A. aurantiacus procedente de una muestra de suelo de China
(Li y col., 2003), A. albus aislada de las hojas e inflorescencias de una
planta (Androsace sp., de la familia Primulaceae) en Rusia (Dorofeeva
y col., 2003), y A. ulmi aislada del tocén de un olmo, Uimis nigra, en

Espafia (Rivas y col., 2004).

Los miembros del género Agromyces se caracterizan por tener
colonias circulares, convexas y lisas, que normalmente penetran en el
agar. Las hifas ramificadas se rompen en fragmentos inmoviles, con
formas cocoidal e irregular (difteroide). No se observa micelio aéreo ni
esporas excepto Agromyces aurantiacus que forma micelio aéreo en
agar glicerol-asparagina (Li y col., 2003). Las células son aerdbicas o
microaerdfilas. Las pruebas catalasa y oxidasa con tetrametil-p-
fenilendiamina son variables dependiendo de las diferentes especies.
Son bacterias mesofilicas, con crecimiento 6ptimo a 24-30°C, aunque
algunas cepas crecen a 37°C, Las cepas utilizan un amplio rango de
fuentes de C y N, y crecen en medio que contiene nitrégeno organico e
inorganico. El peptidoglicano es del tipo B, B2y:[(L-DAB)-D-Glu-D-
DAB], (Schleifer y Kandler, 1972; Dépfer y col., 1982) basado en DAB
(mayoritariamente el isémero L; Sasaki y col., 1998) y contiene los

aminoacidos glicina, glutamato, DAB y alanina. La galactosa, glucosa y
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manosa aparecen en la pared celular de la mayoria de las cepas; la
ribosa, ramnosa, fucosa, xilosa y tivelosa varian en diferentes
especies. Los acidos micélicos estan ausentes. La menaquinona
predominante es MK-12, y las menaquinonas secundarias son MK-11 o
MK-13, dependiendo de las especies. Los lipidos polares presentes son
difosfatidilglicerol, fosfatidilglicerol y glicolipidos; el grupo acil es
acetilo y los acidos grasos predominantes son los ramificados iso y
anteiso que pueden aparecer en un 94%. También presentan un alto
contenido en G+C en sus genomas (entre 68 y 75 mol%) (Zgurskaya y
col., 1992; Suzuki y col., 1996; Takeuchi y col., 2001; Li y col., 2003;
Dorofeeva y col., 2003; Rivas y col., 2004). Se encontraron acidos
teicoicos de la pared celular y polimeros anionicos relacionados en
algunas especies y subespecies (Naumova y col., 2001). El contenido
en poliamina en algunas especies de Agromyces investigadas es mas
bajo que en la mayoria de las especies de la familia Microbacteriaceae
y consiste en pequefias cantidades (0.21-0.28 pmol-g'), siendo la

putrescina el componente predominante (Alterburger y col., 1997).

El habitat natural de los Agromyces parece ser suelos de
diferentes origenes (Gledhill y Casida, 1969; Zgurskaya y col., 1992;
Suzuki y col., 1996; Li y col., 2003), rizosferas, hojas e inflorescencias
de plantas (Takeuchi y Hatano, 2001; Li y col., 2003; Dorofeeva y col.,
2003; Rivas y col., 2004). Recientemente, estos microorganismos han
sido identificados en muestras de ADN recogidas de la piel del Hombre
de Hielo Tirolés, de mas de 5.000 afios de antigliedad (Rollo y col.,
2000); en muestras del aire de una planta procesadora de patatas
donde aparecen abundantes representantes de la especie Agromyces
ramosus, procedentes del parénquima de los tubérculos de la patata
(Dutkiewicz y col., 2002a,b), y en quistes de plantas donde se
detectan principalmente Agromyces ramosus y Agromyces cerinus

subesp. cerinus (Nour y col., 2003).

Basandonos en trabajos de identificacion bacteriana en los
ambientes hipogeos en los que se cita la presencia de especies

pertenecientes al género Agromyces (Laiz y col., 2000; Groth y col.,
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2001) se decididé hacer una revision taxonomica de este género, hasta
ahora vinculado a ambientes diferentes a los hipogeos, y aislar e
identificar nuevas cepas de este género que habian sido detectadas en

ambientes hipogeos.

Para la descripcion de nuevas especies se siguieron
recomendaciones previamente descritas (Rossell6-Mora y Amann,
2001; Stackebrandt y col., 2002). Se emplearon técnicas fenotipicas y
genotipicas. La informacion genotipica deriva de los acidos nucleicos
(ADN y ARN) presentes en la célula, mientras que la informacion
fenotipica deriva de las proteinas y sus funciones, diferentes
marcadores quimiotaxondmicos (acidos grasos, acidos micélicos,
lipidos polares, quinonas, poliaminas, componentes de la pared celular,
exopolisacaridos), y un amplio rango de caracteristicas metabdlicas
(Vandamme y col., 1996)

A nivel global, la descripcion de nuevas especies contribuye a
mejorar el conocimiento de los organismos que comparten nuestro
planeta y su papel en la biosfera. Por ejemplo, las actinobacterias son
una fuente importante de antibidticos, proporcionando dos tercios
(més de 4000) de los antibidticos naturales (no sintéticos) (Okami,
1986, Okami y Hotta, 1988; Lazzarini y col., 2000). Ademas de la
actividad antibidtica, estos agentes presentan otras actividades:
antiviral, antitumoral, inmunolégica y agrobiolégica (actividad
herbicida) (Sanglier y col., 1993; Béhal, 2003). Todos ellos, son

compuestos con gran valor comercial (Lemriss y col., 2003).

27



CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS



Capitulo 2. Materiales y métodos

MATERIALES Y METODOS

2.1. MUESTREO

Se seleccionaron la Cueva de los Ciervos, la Catacumba Romana
de Domitila y la Cueva de los Murciélagos. En los tres lugares se
obtuvieron aislamientos pertenecientes al género Agromyces que
fueron identificados con la secuenciacion del ADNr 16S. Se observaron
diferencias significativas entre los valores de similitud de las
secuencias de especies de Agromyces ya descritas y nuestros aislados.
En base a estas diferencias, se seleccionaron algunos aislados cuya
similitud en el gen ARN ribosémico 16S era inferior al 97% ya que este
valor ha sido utilizado como indicativo de la posibilidad de
corresponder a especies diferentes (Rosell6-Mora y Amann, 2001;
Stackebrandt y col., 2002).
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Cueva de los Ciervos

La Cueva de los Ciervos se forma en Calcarenitas del Oligoceno
a 26 m sobre el nivel del mar, en el canal de Otranto, a 370 m de
Porto Badisco, Italia. Fue descubierta oficialmente el 1 de febrero de
1970. La cueva se formé por la accion de las aguas subterraneas, con
numerosas concavidades visibles en el techo provocadas por el efecto
de las turbulencias y remolinos de agua. La cueva esta formada por
una galeria principal orientada al NE-SO, desde la que se ramifican 3
cavidades en direccion SO-NE. La extensién total es de 1550 m. La
galeria central contiene pinturas de arte rupestre de color rojo,
mostrando figuras estilizadas de hombres y animales (Figura 2.1). Las
pinturas negras, realizadas con guano, representan figuras
geométricas y cruciformes, dificiles de interpretar (Figura 2.2). Parece
ser que la cueva era un lugar sagrado donde se celebraban ceremonias

religiosas.

Se recogieron muestras procedentes del suelo del exterior de la
cueva, a pocos metros de la entrada; del suelo del interior de la cueva;

de las paredes de la cueva y de las estalactitas (Figura 2.3).

Fig. 2.1. Figuras estilizadas de

hombres y animales pintados

en rojo.
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Fig. 2.2. Figuras geométricas y cruciformes

pintadas con guano.

Estalactitas Pared

Fig. 2.3. Puntos de muestreo en estalactitas y pared

de la cueva.

Catacumba Romana de Domitila

La Catacumba Romana de Domitila es una de las mas de
sesenta catacumbas que se encuentran en Roma (Italia). Estan
formadas por galerias subterraneas que parecen verdaderos laberintos
con tres niveles de camaras funerarias, llegando a alcanzar muchos
kilbmetros. En los muros de la catacumba, y sobre una base de

morteros, aparecen pinturas murales.
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Se tomaron muestras de diferentes puntos de la pared de la
Catacumba de Domitila, entre ellos, del primer arcosolio situado a la
izquierda después de la entrada (Figura 2.4.A) y del cubiculo de los

“Pequefios Apdstoles” (Figura 2.4.B).

CD13Eo

Fig. 2.4. Puntos de muestreo en la piedra excavada (A) y pared (B) de la

Catacumba Romana de Domitila.

Cueva de los Murciélagos

La Cueva de los Murciélagos estd ubicada a 4 kildmetros del
pueblo de Zuheros, en Cérdoba (Espafia) y a 980 metros sobre el nivel

del mar. Presenta aproximadamente 800 metros de longitud. Habitada
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desde el Paleolitico Medio, se pueden observar desde pinturas
rupestres a las tipicas formaciones karsticas de estalactitas vy
estalagmitas. En esta cueva se han encontrado diferentes tipos de
pinturas pertenecientes a las culturas prehistéricas, de los periodos
neolitico, calcolitico y edad de los metales.

Se tomaron muestras procedentes de biofilms de la pared de la
cueva (Figura 2.5).

6Z7Ta 6Z8Ee

Figura 2.5. Puntos de muestreo en la pared de la cueva

Las muestras se recogieron utilizando una espatula estéril y
tubos de microcentrifuga estériles para las areas grandes o bien,
utilizando bastoncillos de algodon estériles suspendidos en medio
organico 79 (OM79) diluido 1:10, para las areas pequefias con
microorganismos. Inmediatamente, las muestras se mantuvieron en
frio, a aproximadamente 4°C, hasta la llegada al laboratorio donde se

procedid a procesar las muestras.

2.2. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las muestras recogidas en tubos de microcentrifuga se

suspendieron en solucién salina (NaCl al 0.9% [p/v]) e inocularon en
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placas con los medios de cultivo PY-BHI Agar y Agar Nutritivo (NA), y
las muestras recogidas con los bastoncillos de algoddén estériles se
distribuyeron directamente en dichos medios de cultivo. Las placas se
incubaron a 28°C desde 48 horas hasta 8 semanas para permitir el
crecimiento de las bacterias de crecimiento lento. Las colonias
individuales se aislaron al azar e inocularon en los medios de cultivo
PY-BHI Agar, NA, y Triptona-Soja Agar (TSA). Una vez obtenidos los
cultivos a partir de colonias individuales, se confirmé al microscopio la
pureza de cada aislamiento. A continuacién, los aislamientos se
conservaron a -80°C en medio con glicerol (1:1) o en crioviales
(Microbank, Quimigranel, Espafia) donde pueden permanecer durante

afos.

Para la realizacion de las pruebas fisiologicas,

quimiotaxonémicas y moleculares se siguié el siguiente esquema:

CRIOVIAL
l 24-48 HORAS

RESIEMBRA
l 24-48 HORAS

INOCULACION DE LAS DIFERENTES PRUEBAS

La biomasa del criovial se inoculé en medio liquido o en medio
sélido, y se incubd durante 24 a 48 horas. Se comprobé al microscopio
la pureza del cultivo y a continuacion se efectué una resiembra en
medio liquido o en medio sélido. A las 24-48 horas se volvié a
comprobar, en el microscopio, la pureza del cultivo. A partir de este
ultimo cultivo se realizaron las inoculaciones para las diferentes
pruebas fisioldégicas, quimiotaxonémicas y moleculares. Todas las
pruebas se realizaron por duplicado o triplicado a partir de cultivos

diferentes y se incubaron a 28°C, excepto que se indique lo contrario.
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2.3. PRUEBAS MORFOLOGICAS Y FISIOLOGICAS

2.3.1. Caracterizaciéon morfoldgica

La morfologia celular y dimensiones celulares se examinaron
mediante microscopia de contraste de fase, utilizando un microscopio
Zeiss Axioscope 2 equipado con software analizador de imagenes Axio
Vision 2.05. Se realizaron preparaciones a partir de medio OM79 sélido
y liquido. A partir del medio sélido se recogié biomasa y se mezclé con
una gota de solucion salina (NaCl al 0.9% [p/v]) colocada sobre el
portaobjetos. A partir del medio liquido se colocd directamente una
gota sobre el portaobjetos. En ambos casos, las muestras sobre el
portaobjetos se cubrieron con cubreobjetos. Se determinaron las

dimensiones bacterianas a partir un cultivo de 24 horas.

La morfologia de las colonias de los cultivos de 3 a 14 dias,

crecidos en medio OM79, se estudié con un estéreo microscopio.

2.3.2. Caracterizacion del cultivo

Temperatura de crecimiento

Los microorganismos se inocularon por duplicado en medio
solido OM79 a diferentes temperaturas, 6, 10, 15, 20, 28, 37 y 40°C,
Previamente a las inoculaciones, las placas se incubaron a las
diferentes temperaturas para que el medio de cultivo tuviese la
temperatura adecuada de incubacién. Diariamente se comprobé el
crecimiento de todos los microorganismos durante 15 dias, con el
objetivo de conocer la temperatura Optima de crecimiento y el

intervalo de temperatura en el que existia crecimiento.
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Requerimientos de oxigeno y didxido de carbono

Los requerimientos de oxigeno y didxido de carbono se
estudiaron con los sistemas de incubacion GENbag anaer y GENbag
microaer (BioMerieux, Marcy Létoile, France). Estos sistemas permiten
obtener rapidamente una atmoésfera adaptada al cultivo de bacterias
anaerobias y microaerofilas.

Los microorganismos se inocularon por duplicado en medio
OM79 y se comprobé diariamente el crecimiento en los dos sistemas
durante 15 dias.

Tolerancia a sales

Los microorganismos se inocularon por duplicado en medio
s6lido OM79 con diferentes concentraciones de NaCl, 2, 4, 6, 8 y 10%
(p/v). Diariamente se comprob¢é el crecimiento de los microorganismos
durante 15 dias, con el objetivo de conocer la concentracién éptima de
crecimiento y el intervalo de concentracion salina en el que se producia

el crecimiento.

Tolerancia al pH

Los microorganismos se inocularon por duplicado en medio
liquido OM79 ajustado a diferentes valores de pH, de 4 a 10.5. Asi
mismo se incubaron controles de cada pH sin inocular. E! pH se ajustd
utilizando soluciones HCl 1M o Na,COs; al 20% (p/v). Durante 10 dias
se comprobé diariamente el crecimiento de los microorganismos y
también se comprobd la estabilidad del pH utilizando los controles sin
inocular. A partir de aquellos medios de cultivo en los que no se
observé crecimiento de microorganismos, se inocularon placas con
medio so6lido OM79 para comprobar y confirmar que no existia
crecimiento a dicho pH.
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Resistencia a los antibiéticos

La susceptibilidad a antibidticos se estudid utilizando discos de
antibiéticos (Oxoid) en placas con medio sélido OM79 que se
inocularon con suspensiones de células. Se comprobd el crecimiento de
microorganismos a las 24 y 48 horas. Se observo si existia crecimiento
alrededor del disco, lo que implicaria que la cepa era resistente a esos
antibidticos, o si existia un halo sin crecimiento alrededor de los discos,
entonces el microorganismo inoculado era sensible al antibidtico

ensayado.

2.3.3. Caracterizacién bioquimica

Prueba de la Oxidasa (Cowan y Steel, 1965)

Esta prueba sirve para determinar la presencia de enzimas
oxidasas. Este enzima cataliza la oxidacion de un colorante redox
(presente en el reactivo), cambiando su color de amarillo a purpura
oscuro. El enzima, en presencia de oxigeno atmosférico, cataliza la
oxidacidon del reactivo (fenilendiamina oxidasa) formando wun

compuesto purpura oscuro, el indofenol.

El reactivo utilizado para esta prueba fue una solucion al 1% de
tetrametil-p-fenilendiamina. Se afadié una gota de esta solucién a un
disco de papel de filtro y se extendié una suspension celular sobre esta
solucion. Las bacterias oxidasa positivas desarrollaban color purpura
antes de 20 segundos, y las bacterias oxidasa negativas no

desarrollaban color purpura en dicho intervalo de tiempo.

Para interpretar los resultados se utilizd un control positivo

(Pseudomonas aeruginosa) y un control negativo (Escherichia coli).
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Prueba de la Catalasa (Lanyi, 1987)

Sirve para comprobar la presencia del enzima catalasa que se
encuentra en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias
facultativas que contienen citocromo. Este enzima estd encargada de
degradar el peréxido de hidrogeno que se produce como consecuencia
de la reduccién de radicales libres de oxigeno y cuya acumulacién es
toxica.

2H202 _— 2H20 + 02

El reactivo utilizado fue una solucion de H,0, al 30% (v/v)
(Merck, Alemania). Se inoculé con una colonia monoespecifica de 18-
24 horas sobre un portaobjetos limpio de vidrio y se afiadié una gota
de esta solucidon sobre las células. Las bacterias catalasa positivas

inmediatamente formaban burbujas.

Los controles empleados fueron Staphylococcus aureus como

control positivo y Staphylococcus faecalis como control negativo.

Actividades Enzimaticas

Para el estudio de las actividades enzimaticas se empled el
sistema API ZYM (BioMerieux, Marcy Létoile, France) que consiste en
un micrométodo semicuantitativo de investigacion de actividades
enzimaticas. Este sistema permite estudiar rdpida y simultaneamente
19 actividades enzimaticas a partir de pequefias cantidades de
muestra. La galeria consta de 20 pocillos cuyo fondo esta constituido
por un soporte que contiene un sustrato enzimatico con su tampon.
Este soporte estad destinado a favorecer el contacto entre el enzima y
el sustrato generalmente insoluble. Los pocillos se inoculan con una
suspension densa, que rehidrata los sustratos. Las reacciones
producidas durante el periodo de incubacién se traducen en cambios

de color que se revelan mediante la adicién de reactivos.
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Los microorganismos se inocularon por duplicado en las galerias
y se incubaron durante 4 horas a 37°C. Entonces, se afiadieron los
reactivos ZYM A y ZYM B, y se observé el desarrollo de color en cada
pocillo, traduciéndose en la presencia o ausencia de actividad

enzimatica.

Reduccion del Nitrato (Lanyi, 1987)

La reduccién del nitrato normalmente se realiza en medio
nutritivo que contiene el sustrato (medio NR), y se emplean dos
reactivos, NIT 1 y NIT 2 (BioMerieux) y polvo de zinc (BioMerieux). Los
productos principales de la reduccion del nitrato son nitrito (1) o gas

nitrégeno (2):

NO3' + 2H+ _— NOz- + H20 (1)

2NOs™ + 12H* _ N, + 6H,0 (2)

Si se afade el reactivo NIT 1 a un cultivo en el que se reduce el
nitrato de acuerdo con la ecuacién (1), se desarrolla un color rojo. En
esta reaccion se produce nitrito. La reaccion del gas nitrégeno de
acuerdo con la ecuacién (2) indica una ruptura completa del nitrato o
desnitrificacién. El nitrégeno forma una burbuja en el tubo donde se
encuentra el cultivo, y no se desarrolla color después de afadir el
reactivo NIT 1. Como la ausencia de color puede deberse a que no se
produce reduccién del nitrato o bien, porque se ha producido una
rotura completa del nitrato, el resultado debe confirmarse con la
adicion de polvo de zinc al tubo para reducir el nitrato que hubiese en
el medio. Si se desarrolla color rojo después de afadir zinc, el
organismo es incapaz de reducir nitrato y la reaccidon es negativa.
Alternativamente, si el nitrato ha sido completamente reducido, no

aparecera color rojo tras la adicion de zinc y la reaccién serd positiva.

NOs + 2Zn + H,0 D — NO,; + 2Zn0O + H»
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Se inocularon 5 tubos con 3-5 ml de medio NR de cada
organismo. Durante 5 dias consecutivos se realizd el mismo
procedimiento. Se afiadieron 100 pl de cada reactivo, NIT 1 y NIT 2,
hasta observar el desarrollo de color y en caso de ausencia de color se
afnadio el polvo de zinc.

Se utilizaron tanto controles positivos (Escherichia coli y Pseudomonas

aeruginosa) como un control negativo (Acinetobacter calcoaceticus).
Prueba de la Ureasa (Lanyi, 1987)

La urea es hidrolizada por la ureasa bacteriana, enzima amidasa,
en amonio y dioxido de carbono, los cuales forman carbonato de

amonio en el medio de cultivo utilizado.

(NH2)2,CO + 2H,0 " 2NH; + CO, + H,0 <« (NH,),CO0;

Esta prueba se realiza utilizando un medio con una
concentraciéon baja de peptona y pequefias cantidades de glucosa. La
fermentacion de acidos producidos por la glucosa, neutralizan las
sustancias alcalinas de la peptona pero no la gran cantidad de amonio
formado cuando la urea es atacada. La glucosa sirve como fuente de

energia aumentando la produccién de ureasa.

Se inocularon por duplicado los tubos con 2-3 ml de medio
ureasa y se incubaron durante 24-48 horas. Los resultados positivos se
observaron con un intenso color rojo-violeta (Proteus mirabilis y
Klebsiella aerogenes, controles positivos) y los resultados negativos

con un color amarillo (Escherichia coli, control negativo).
Prueba del Indol (Smibert y Krieg, 1994)

Mediante esta prueba se detecta la liberacion de indol en un
cultivo bacteriano. Dicha liberacién se debe a la degradacion del

aminoacido triptéfano mediante el enzima triptofanasa.

42



Capitulo 2. Materiales y métodos

L-triptéfano + H,0 —, Indol + Acido pirGvico + NH;

Para la realizacion de esta prueba las bacterias se cultivaron
durante 24-48 horas en tubos con 3 ml de medio indol. Para la
posterior detecciéon del indol se empled el reactivo de Kovacs. Las
bacterias que contenian el enzima triptofanasa, al afiadir al medio 0.5
mi del reactivo de Kovacs, formaban un anillo de color rojo en la
superficie del medio de cultivo y la prueba se consideraba positiva. Si
esto ocurria después de 24 horas, la prueba se consideraba completa,
pero si era negativa se incubaba otras 24 horas.

Los controles empleados fueron Escherichia coli (control
positivo) y Enterobacter aerogenes (control negativo).

Prueba del Hipurato (Smibert y Krieg, 1994)

El acido hipurico (N-benzoilglicina) es un compuesto organico
aromatico que puede ser hidrolizado enzimaticamente originando acido

benzoico y glicina.
CsHsCO.NH.CH,COOH + H,0____, CgHsCOOH + NH,.CH,COOH

La reaccion puede demostrarse al detectar la glicina, que forma

un complejo coloreado de color azul con el reactivo ninhidrina.

Se inocularon suspensiones bacterianas en 0.4 ml de solucién
hipurato y se incubaron durante 2 horas a 37°C. En ese momento se
anadieron 0.2 ml del reactivo ninhidrina. Sin agitar, se incubaron las
suspensiones durante 10 minutos a 37°C. Transcurridos los 10
minutos, se observé un color purpura intenso en las reacciones
positivas y un débil color purpura o nada de color en las reacciones

negativas.

Los controles utilizados fueron Streptococcus agalactiae (control

positivo) y Streptococcus pyogenes (control negativo).
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Hidrdlisis de Adenina, Hipoxantina, Xantina y Tirosina (Gordon y col.,
1974)

Esta prueba sirve para comprobar la hidrélisis de bases puricas y
sus derivados como la adenina, hipoxantina y xantina, y del

aminodcido tirosina catalizada por sus enzimas hidroliticas.

Se empleé6 medio de agar nutritivo y soluciones de adenina,
hipoxantina, xantina y tirosina. Diez ml de cada suspension
autoclavada se mezclé con 100 ml de agar nutritivo y se afiadi6 en
placas. Se inocularon los microorganismos y se incubaron a 28°C
durante 14 a 21 dias, hasta la desaparicion de los cristales bajo y
alrededor del area de crecimiento del organismo, como se puede
observar en la Figura 2.6. En este caso el resultado era positivo. Si
habia crecimiento bacteriano sin desaparicion de cristales, entonces el

resultado era negativo.

Fig. 2.6. No Hidrdlisis (A) e
hidrdlisis (B) de tirosina.

Hidrélisis de Gelatina (Smibert y Krieg, 1994)

Los enzimas proteoliticos extracelulares de las bacterias
hidrolizan las proteinas a polipéptidos, péptidos y aminoacidos. La
gelatina es una proteina, que en solucién acuosa forma un gel sélido a

temperatura ambiente pero cambia a liquido por encima de 25-28°C.
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Tolera el calor a 100-121°C sin coagularse, y a diferencia de otras
proteinas puede ser esterilizada por autoclavado. La hidrélisis de
gelatina puede demostrarse en medio OM79 suplementado con un 2%
de gelatina. Se ha utilizado una modificacién del protocolo de Smibert
y Krieg (1994) porque sélo se afiade un 2% de gelatina y no el 12% ya
que de esta manera la prueba es mas sensible.

Se inocularon los organismos por duplicado y se incubaron a
280C durante 3 y 4 dias. Antes de la lectura de los resultados, los
cultivos se enfriaron (4°C) de 2 a 3 horas. La prueba fue positiva
cuando el medio inoculado era liquido y el medio control era sélido.
Aquellos medios que permanecian sélidos se volvieron a incubar y a

observar en dias sucesivos para confirmar el resultado negativo.

Los controles utilizados fueron Pseudomonas aeruginosa, como

control positivo, y Escherichia coli, como control negativo.

Hidrdlisis de Tween 80 (Lanyi, 1987)

El Tween 80 es monooleato de sorbitan polietileno. Este
compuesto mantiene a las bacterias en suspensién homogénea. Siendo
soluble en agua, el Tween 80 es un sustrato ideal para demostrar la
actividad lipolitica. Los organismos lipoliticos rompen el acido oléico,
dando lugar a la formacién de sales de calcio que produce areas

opacas alrededor de las colonias.

Los organismos se inocularon por duplicado en placas con medio
Tween 80 y se incubaron a 28°C durante 14 a 21 dias. El resultado
positivo consistia en la aparicion de un darea turbia alrededor de las

colonias.

Los controles utilizados fueron Pseudomonas aeruginosa (control

positivo) y Bordetella bronchiseptica (control negativo).
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Hidrdlisis de Esculina (Smibert y Krieg, 1994)

La esculina contiene un carbohidrato unido a un compuesto
aromatico. Esta prueba se realiza para distinguir organismos que
hidrolizan la esculina en esculetina y glucosa, la primera reacciona con

sales de hierro originando un compuesto de color negro.

Se crecieron las bacterias en tubos de agar inclinado que
contenian medio de esculina y se incubaron durante 7 dias hasta
observar la aparicion del color marrén oscuro indicativo de una
reacciéon positiva.

Enterococcus faecalis se utilizd como control positivo y

Streptococcus mitis como control negativo.

Hidrélisis de Almidon (Cowan y Steel, 1965)

Los polisacaridos, como el almidén, son demasiado largos para
ser transportados al interior de la célula. Los microorganismos
excretan amilasas que hidrolizan esos polimeros hasta oligosacaridos o
monosacaridos que pueden usarse como sustratos para crecer. La
hidrélisis de almidén es analizada en medios que contienen almidén en
placa Petri. Después de incubar se inundan las placas con lugol que al

reaccionar con el almidén intacto forma un complejo de color purpura.

Las bacterias se inocularon por duplicado en placas con medio
NA con un 1% de almidén de patata. Hay que indicar la importancia de
utilizar un medio simple como es el agar nutritivo que no contiene
glucosa, ya que las bacterias prefieren consumir glucosa antes que
almiddn, que es mas dificil de degradar. Las incubaciones se realizaron
a 289C durante 5 dias o bien hasta observar un buen crecimiento del
organismo. A continuacion se afiadié la solucion de lugol,
observdndose zonas incoloras alrededor del drea de crecimiento del
organismo como se observé en el control positivo (Flavobacterium

indologenes). Las zonas de color purpura alrededor de la biomasa
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indicaban un resultado negativo (Pseudomonas aeruginosa, control
negativo).

Hidrdlisis de Caseina (Cowan y Steel, 1965)

Esta prueba determina la hidrélisis de la proteina caseina. Esta
hidrdlisis se realizd6 en medio de cultivo que contiene leche
descremada. Si los microorganismos hidrolizan esta proteina, se
observa perfectamente una zona de diferente color alrededor de la

biomasa, como se muestra en la Figura 2.7.

Fig. 2.7. Ejemplo demostrando
la hidrélisis de caseina por la
cepa CD13Eh-36.

Los microorganismos se inocularon en placas con medio de
caseina y se incubaron a 28°C durante 7 dias o 14 dias, hasta observar
un buen crecimiento del organismo y una zona de diferente color
alrededor y bajo el drea de crecimiento. Los controles utilizados fueron
Bacillus subtilis (control positivo) y Mycobacterium phlei (control

negativo).
Hidrélisis de Acidos Orgénicos (Cowan y Steel, 1965)

Los acidos organicos son descompuestos primero en acidos de
menor tamafio y didxido de carbono. Seguidamente, si el medio es
incubado aerébicamente, estos acidos se oxidan y se forma mas

cantidad de diéxido de carbono. Los acidos son afadidos al medio
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como sales de sodio. El diéxido de carbono liberado forma carbonatps -

con los iones alcalinos, provocando un cambio en el pH dirigido a la &5

alcalinidad. Este cambio es detectado por el indicador rojo fenol que

adquiere color rojo cuando el medio es alcalino.

Se empled el medio de acidos organicos para la inoculacidén de
las bacterias. El uso de acidos organicos, como fuente de carbono por
un cultivo, se demostro por el color del indicador rojo fenol después de
la incubacién durante 4 semanas a 28°C. El control empleado fue el
medio de cultivo con las diferentes sales de sodio sin inocular. Aquellos
cultivos que no presentaban cambio de color, se interpretaban como
resultados negativos. Los resultados positivos los presentaban aquellos
cultivos de color rojo debido al cambio de pH originado por la

descomposicion de los acidos organicos.

Metabolismo de Hidratos de Carbono

Para el estudio del metabolismo oxidativo de los hidratos de
carbono se empled la galeria API 50 CH (BioMerieux, Marcy Létoile,
France). Esta galeria estd compuesta por 50 micropocillos. El primer
pocillo, sin principio activo, sirve como control negativo. Los siguientes
pocillos contienen una cantidad definida de sustrato deshidradato,
perteneciente a la familia de los hidratos de carbono y derivados
(heterdsidos, polialcoholes, acidos urénicos). Se empled el medio API
50 CHB/E para la inoculacién de las galerias. Durante la incubacion, el
catabolismo de los glucidos produce acidos organicos que hacen
cambiar el color del indicador de pH, de un color rojo a un color
amarillo. Los resultados obtenidos constituyen el perfil bioquimico de la
cepa estudiada. La inoculacién de las galerias se realizé por duplicado
y la lectura de cada una de ellas se hizo diariamente durante 10 dias,

hasta observar que no se producian cambios adicionales de color.
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Prueba del Rojo de Metilo (Lanyi, 1987)

Esta prueba es utilizada para distinguir dos rutas diferentes de la
fermentaciéon de la glucosa. En el medio con agua peptona, fosfato y
glucosa, las bacterias rojo de metilo positivas producen &cido en
cantidades suficientes para mantener el pH por debajo de 4.5 durante
varios dias. Las bacterias rojo de metilo negativas, en presencia de
oxigeno, continlan metabolizando los acidos producidos a sustancias
neutras y causan un cambio en el pH inicial hacia un valor de 6.0. El
reactivo rojo de metilo es un indicador ideal para mostrar esta
diferencia, siendo rojo a pH<4.5 y amarillo a pH>6.0.

Se inocularon por duplicado las cepas en tubos con medio RM-VP
y se incubaron de 2 a 4 dias a 28°C. Posteriormente, se afiadié una
gota del reactivo rojo de metilo. Cuando aparecia el color rojo, la
reaccidn era positiva (Escherichia coli, control positivo) y si el color era
amarillo, la reaccién era negativa (Serratia marcescens, control

negativo).

Prueba de Voges-Proskauer (Lanyi, 1987)

Esta prueba estd basada en la deteccion de acetoina
(acetilmetilcarbinol) producida en el curso de la ruptura de la glucosa.
Mediante la utilizacién de los reactivos A y B de Voges-Proskauer
(Difco) a un tubo de cultivo con medio RM-VP, cualquier
acetilmetilcarbinol presente es oxidado y forma diacetilmetilcarbinol.
Este ultimo compuesto reacciona con la creatina (del medio) para
formar un compuesto de color rojo. La presencia de este compuesto se

detecta visualmente y se interpreta como una prueba positiva.

Se inocularon por duplicado las cepas en tubos con medio RM-VP
y se incubaron de 2 a 4 dias a 28°C. Posteriormente, se afiadieron 0.6
ml del reactivo A y 0.2 ml del reactivo B por ml de cultivo. La aparicién

de color rojo se interpretd como resultado positivo (Enterobacter
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cloacae, control positivo). Si no se desarrollaba color se debia a un
resultado negativo (Escherichia coli).

Prueba del Sulfuro de Hidrégeno (Lanyi, 1987)

Determinadas bacterias producen sulfuro de hidrégeno mediante
la liberacién enzimatica de grupos sulfidrilos a partir de aminoacidos
que contienen grupos -SH. El sulfuro de hidrégeno es un gas incoloro
que al ponerse en contacto con el acetato de plomo produce sulfuro
plumboso, un precipitado negro insoluble. Para esta prueba se
utilizaron tiras de acetato de plomo (BBL) muy sensibles para detectar
rastros de H.S. El sulfuro de hidrogeno reacciona con el acetato de
plomo de las tiras formando sulfuro plumboso, que produce un

precipitado negro sobre la tira.

Los microorganismos se inocularon en tubos con 4 ml de medio
de sulfuro de hidrégeno. Tras la inoculacién, se colocé una tira con
acetato de plomo en el interior de cada tubo. Se incubaron y se
examinaron diariamente durante 7 dias. Los resultados positivos
correspondian con los cultivos que presentaban tiras de color oscuro
(Proteus vulgaris, control positivo) y los resultados negativos
correspondian a los cultivos que presentaban tiras sin cambio de color
(Escherichia coli ATCC 25922, control negativo).

2.4. PRUEBAS QUIMIOTAXONOMICAS

2.4.1. Composicién de la pared celular

La composicion de la pared celular se utiliza para Ila
caracterizaciéon y clasificacion de organismos Gram-positivos. La
mayoria de las bacterias tienen una cubierta rigida Ilamada
peptidoglicano (o mureina), formada por dos derivados de azlcares N-

acetilglucosamina y N-acetilmuramico, y un pequeifo grupo de
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aminoacidos que incluyen L-alanina, D-alanina, D-glutamico, lisina y
acido 2,6-diaminopimélico (DAP), entre otros. Estos componentes
forman una estructura que se repite a lo largo de la pared. La
composicién y estructura del peptidoglicano parece ser constante entre
las bacterias Gram-negativas, sin embargo es muy variable entre las
bacterias Gram-positivas por lo que se utiliza como caracteristica

taxonomica.

El primer paso en el andlisis de la pared celular de las bacterias
Gram-positivas es la determinacion de DAP. Si no se detectan los
isémeros de DAP, entonces se analizan los aminodcidos con la fraccion

de la pared celular purificada.

Anélisis del &cido diaminopimélico (DAP) de hidrolizados celulares

(Hasegawa vy col., 1983)

Hidrélisis celular: Aproximadamente se recogieron 3 mg de
biomasa y se hidrolizaron con 1 ml de HClI 6 N en tubos de
microcentrifuga obteniéndose una suspension homogénea. Los tubos
se autoclavaron durante 15 minutos a 121°C. Después de su
enfriamiento, se centrifugd el hidrolizado durante 10 minutos en una
microcentrifuga a 14000 x g. Se transfirid el sobrenadante a tubos de
vidrio y se eliminé el HCI con flujo de aire a 40°C (Pierce Instrument)
durante 20-30 minutos. Una vez eliminado el HCl se resuspendié el
sedimento en una gota de agua destilada y se eliminé el agua
mediante secado. Finalmente el hidrolizado se resuspendié en 20 ul de

agua destilada.

Cromatografia en capa fina (TLC): De cada muestra se aplicé 3
ul en la base del papel de filtro o en placa de celulosa (Merck). Como
estandar se empled, 1 pl de acido DL-diaminopimélico 0.01 M (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo., U.S.A.). Este compuesto consiste en una
mezcla de isoméros del DAP. También se emplearon cepas que
contienen meso-, LL-DAP y DL-DAP. Para la cromatografia se empleé

el solvente Rhuland. El desarrollo de la cromatografia tuvo lugar
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durante 3 horas. Las manchas se visualizaron con el empleo del
pulverizador con reactivo ninhidrina y calentamiento durante 2 minutos
a 100°C. Los isdmeros aparecian como manchas verde-oscuras con Rs
0.29 (isomero LL) y R; 0.24 (isbmeros meso y DD).

Analisis de aminoécidos del peptidoglicano (Schleifer y Kandler, 1972)

Preparacion del peptidoglicano: Se recogié abundante biomasa y
se mezclé con agua empleando bolitas de vidrio de 0.10-0.11 mm de
diametro. La mezcla se homogenizé durante 10 minutos en un
homogeneizador (Edmund Buhler, Tilbingen, Alemania). El
homogeneizado se mezclé con agua y se filtré en un filtro G-1 Schott
(Alemania). El filtrado se vertié en tubos de centrifuga y se centrifugd
a 4°C durante 20 minutos, a 2000 rpm. Se recogié el sobrenadante y
se centrifugd a 4°C, 20000 rpm, 20 minutos. Se elimind el
sobrenadante y se homogeneiz6 en un homogenizador Ultra-Turrax
T25 (IKA Labortechnik, Alemania). Se centrifugd a 4°C, 2000 rpm, 10
minutos. Se afiadieron 10 m| de tampon fosfato pH 7.9 y tripsina. Se
homogeneizé todo y se verti6 en tubos de vidrio cerrados que se
incubaron toda la noche a 37°C. Posteriormente se lavaron las
muestras con agua destilada y se centrifugaron a 10°C, 20000 rpm, 10
minutos. Se elimind el sobrenadante y se afiadieron 10 ml de agua
destilada para homogeneizar y el contenido se depositdé en un
recipiente de vidrio, al que se afiadi6 1 ml de SDS 20%. El contenido
se centrifugd durante 10 minutos, a 10°C, 20000 rpm. El sobrenadante
se elimind y se repitié el lavado del precipitado 3 veces. Finalmente el
tubo de vidrio contenia el precipitado lavado que se tapd con un papel
parafinado y se conservé a -20°C durante toda la noche.
Posteriormente, se recogié 1 mg de dicho contenido y se deposité en
una ampolla de vidrio, se afiadieron 0.2 ml de HCI 4 N y la ampolla se

cerré y mantuvo a temperatura ambiente hasta su uso.

Andlisis: Se abrié una ampolla, se afadié carbdén activo y se
mezcld. El contenido se deposité en un tubo de microcentrifuga y se

centrifugd durante 5 minutos. Se eliminé el HCl con flujo de aire a
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400C (Pierce Instrument) de 20-30 minutos. Se lavd el contenido con
agua y se volvié a secar. Se repitié el lavado y secado otra vez mas.
Se afiadieron 300 pl de agua destilada a cada muestra seca y se agitd
en un vortex. Cada muestra se aplicé en la base del papel de filtro o en
placa de celulosa (Merck). Como estandar se emplearon los
aminoacidos, DAB, Gly, Glu, Asp, Orn, Lys. Para la cromatografia se
empled el solvente Rhuland. El desarrollo de la cromatografia tuvo
lugar durante 8 horas. Las manchas se visualizaron con el empleo de
un pulverizador con reactivo ninhidrina y calentamiento durante 2
minutos a 1000°C.

Los razones molares de los aminoacidos se determinaron por
cromatografia de gases y espectrometria de masas-cromatografia de
gases de los N-heptafluorobutiril isobutil ésteres de los aminoacidos
como describié MacKenzie (1987). Los derivados N-heptafluorobutiril
isobutil ésteres de los aminoacidos se prepararon por esterificacion
bajo catalisis acida a 120°C durante 20 minutos en isobutanol-HCI 3 N
seguida de una acilaciéon con anhidrido heptafluorobutirico a 150°C por
10 minutos. El cromatdgrafo de gases utilizado fue el modelo GC-14A
(Shimadzu Corp., Tokio, Japén) equipado con un detector de ionizacidn
de llama y un integrador. Para los analisis de cromatografia de gases-
espectrometria de masas se empled un equipo de masa CG-SM-
QP2000 (Shimadzu Corp., Tokio, Japén).

Analisis del grupo acilo (Uchida y Aida, 1984)

El grupo acilo del peptidoglicano de la pared celular bacteriana
es un derivado del acido glicdlico y su analisis se realiz6 determinando
cuantitativamente el dacido glicdlico de los hidrolizados celulares

empleando un método colorimétrico.

Para este analisis, se realizd la hidrélisis celular a partir de 10
mg de biomasa seca depositada en un tubo de vidrio con 100 ul de HCI
6 N a 100°C durante 2 horas. A continuacion, se realizé el

fraccionamiento del hidrolizado. Para ello, se transfirié el lisado con
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una pipeta Pasteur a una microcolumna con resina de intercambio
ionico Dowex 1-X8. Se aclararon el tubo y la pipeta con 0.4 ml de agua
destilada y se afiadi6é el lavado a la columna. La columna se lavd 2
veces con 1 ml de agua destilada y una vez con 1 ml de solucién HCI
0.5 N. Se eliminé el eluido de color marrén. La fracciéon del acido
organico se recogié con 2 ml de HCl 0.5 N. Se empleé 1 ml de la
alicuota del eluido para determinar la cantidad de acido glicdlico en el
siguiente paso. Se afiadieron 100 pl de la solucién de la muestra a otro
tubo de vidrio y cuidadosamente se afadieron 2 ml del reactivo DON.
El tubo se cerrd y se calenté en agua a 100°C durante 10 minutos. La
solucién que desarroll el color fue diluida con 1.9 ml de acido sulfurico
2 N en un bafio frio, y a continuacion se midi6 la intensidad de color a
530 nm con un espectrofotdmetro modelo 901 (Laboratorios Biichi-
Technik AG, Flawil, Suiza). Aquellas muestras que mostraban color
purpura-rojo correspondian a bacterias con un grupo acilo en la pared
celular del tipo glicolil. Las muestras que no mostraban color
correspondian con bacterias con un grupo acilo en la pared celular del

tipo acetilo.

La solucién estdndar empleada se prepard por diluciéon 100
veces a partir de una solucién stock que contenia 76 mg de &cido
glicélico (0.98 mg de glicolato sodico) en 10 ml de agua destilada. La
preparacién contenia 100 nmol de &cido glicdlico en 100 pl de solucién.
Se prepard una curva estandar de acido glicélico en el rango de 10-60

nmol del acido.
Acidos micélicos (Minnikin y col., 1975)

Los acidos micdlicos son &cidos grasos presentes en la pared
celular de algunas bacterias y su presencia o ausencia se comprobé
mediante cromatografia de capa fina. En primer lugar se realizé una
metanolisis a partir de 100 mg de biomasa seca y extraccién con
metanol:tolueno:acido sulfdrico concentrado (5:5:0.2 para un volumen
de 10.2 ml). La metanolisis se llevé a cabo durante 16 horas a 50°C.

Después de un enfriamiento se afiadieron 2 ml de n-hexano a la
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mezcla de extraccidon. A continuacidn se realizé el andlisis de los
extractos. Se afiadieron 100 pl de cada extracto a una placa con gel de
silice (Polygram Sil G, Aldrich, U.S.A.). Los cromatogramas se
desarrollaron con éter de petrdleo:dietiléter (85:15, v/v). Los acidos
micdlicos de bajo peso molecular se detectaron con vapor de yodo y
los cromatogramas se redesarrollaron con metanol:agua (5:2, v/v).
Los acidos grasos, diferentes de los dcidos micélicos, se eluyeron de
las placas. La deteccion final de manchas se realizé pulverizando la
placa con el reactivo de acido cromico y calentando a 150°C durante 5

minutos, de modo que los acidos micdlicos daban reaccion coloreada.
2.4.2. Lipidos
Acidos grasos

El andlisis de los acidos grasos se realizd segun el protocolo
indicado por el fabricante del sistema de identificacion MIDI (Newark,
Delaware, U.S.A.). Las células se cultivaron en medio TSAB, a 28°C,
durante 24-48 horas, dependiendo de la cepa empleada. Se recogieron
aproximadamente 40 mg de biomasa en un tubo de vidrio y se
procedié a su saponificacion. Para ello, se afiadi6 1 ml del reactivo 1,
agitandose en un vortex durante 5-10 segundos y colocandose a
continuacién durante cinco minutos en un bafo con agua a 100°C. Se
agité durante 5-10 segundos y se colocé en el bafio durante 25
minutos. Después de los 30 minutos de saponificacidn, los tubos se
colocaron en un bafio con agua a temperatura ambiente para
enfriarlos. Se procedié al segundo paso de metilacion. Se afiadieron 2
ml del reactivo 2, agitandose en un vortex durante 5-10 segundos y se
colocaron durante 10 minutos en un bafio a 80°C, enfridndose
rapidamente pasado ese tiempo. El siguiente paso fue la extracciéon. Se
afiadieron 1.25 ml del reactivo 3, agitdndose suavemente durante 10
minutos. Se elimind la fase inferior y se conservéd la fase superior. El
cuarto y ultimo paso consistia en afiadir 3 ml del reactivo 4,
agitdndose suavemente durante 5 minutos, y después se recogieron

2/3 de la fase organica (fase superior) del tubo. Las muestras se
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analizaron utilizando un cromatégrafo de gases Hewlett-Packard 6890
(Hewlett-Packard, Palo Alto, California, U.S.A.) equipado con un
detector de ionizacién de llama y una columna capilar de silice [25 m x
0.20 mm x 0.33 um, fenil metil silicona (Ultra-2 Hewlett-Packard)]. El
gas portador fue hidrégeno. Las condidiones de temperatura fueron
desde 170°C a 260°C, con una rampa de 5°C min''. Las temperaturas

del inyector y del detector fueron 260°C y 280°C, respectivamente.

Menaquinonas

Las menaquinonas fueron extraidas como describieron Collins y
col. (1977). La extraccion se realizé utilizando cloroformo:metanol
(2:1, v/v). La purificacién se obtuvo por cromatografia de capa fina
utilizando silicagel y empleando un solvente revelador compuesto por
hexano-dietiléter (55:5, v/v). Las bandas correspondientes a las
menaquinonas se visualizaron utilizando luz UV. Se recogi6 la zona
correspondiente a cada banda y se diluyé con el solvente acetonitrilo-
isopropanol  (65:35, v/v). Estas bandas se analizaron por
cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC). El sistema HPLC
Shimadzu modelo LC-9A estaba compuesto por un desgasificador
modelo DGU-3A, un horno modelo CTO-10AC, un autoinyector modelo
SIL-9A y un detector espectrofotométrico de UV conectado a un
integrador modelo C-R4AX. Las menaquinonas se eluyeron de una
columna RP18 (25 cm x 4.6 mm [didmetro interno]) utilizando una
solucién de acetonitrilo:isopropanol (65:35, v/v) con un flujo de 1.3
ml/min a una temperatura de 20°C. La deteccién se efectudé a una

longitud de onda de 269 nm.

Lipidos polares (Minnikin y col., 1979; Collins y Jones, 1980)

Los lipidos polares fueron extraidos a partir de 50 mg de
biomasa seca. La extraccion se realizé con una solucién de
cloroformo:metanol:solucién acuosa de NacCl al 0.3% (50:100:40 para
un volumen de 6.75 ml) durante 4 horas a temperatura ambiente. A

continuacién se afiadi6é cloroformo (1.75 ml) y una solucién acuosa de
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NaCl al 0.3% (1.75 ml) para obtener un sobrenadante después de la
centrifugacién. Se elimind la capa superior acuosa y la capa inferior se
evapor6 con nitrégeno a temperatura inferior a 37°C. Los patrones de
lipidos polares se obtuvieron por cromatografia en capa fina
bidimensional de los extractos lipidicos empleando placas (20 x 20 cm)
con gel de silice (0.5 mm) impregnadas en acetato sédico (Merck
Silica gel H). Los cromatogramas se desarrollaron en la primera
dimensién con cloroformo:metanol:agua (65:25:4 por volumen) y en
la segunda dimensién con cloroformo:acido acético:metanol:agua
(80:18:12:5 por volumen). Se pulverizé con acido molibdofosférico al
10% con etanol y se calenté a 125°C durante 15 minutos.

2.4.3. Azlcares totales (Saddler y col., 1991; Hasegawa y col., 1983)

Los azUcares totales de la célula se determinaron como acetatos
de alditol por cromatografia de gases-espectrometria de masas como
describié Saddler y col. (1991) utilizando una columna capilar de silice
FFAP (25 m por 0.25 mm [didmetro interno]) y un programa de
temperatura de 220 a 230°C, con una rampa de 1°C/min. Los distintos
azucares se diferencian por sus tiempos de retencién. El cromatégrafo
de gases utilizado fue el modelo GC-14A (Shimadzu Corp., Tokio,
Japén) equipado con un detector de ionizacién de llama y un
integrador. Para los analisis de cromatografia de gases-espectrometria
de masas se emple6 un modelo GCMS-QP2000 (Shimadzu Corp.,
Tokio, Japdn).

Los azUcares totales, también se determinaron por
cromatografia en capa fina siguiendo el método de Hasegawa y col.
(1983) con algunas modificaciones. Para esta técnica se emplearon
placas de celulosa y dos soluciones estandares de azticares. Una de las
soluciones contenia 4 mg de cada azucar (galactosa, glucosa,
arabinosa y ribosa) en 2 mi de agua destilada, y la otra solucién
contenia los azlcares manosa, xilosa y ramnosa. Se afiadieron 5 pl de
cada muestra y 3 pl de los estandares a la placa de celulosa. La

cromatografia se realizd6 con solvente n-butanol:acetona:agua (2:5:1
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por volumen) durante 3-4 horas. Las manchas se visualizaron al
pulverizar la placa con revelador de azucares y calentando a 100°C
durante 5 minutos.

2.5. PRUEBAS MOLECULARES

Extraccién de ADN genémico (Marmur, 1961)

El ADN gendmico bacteriano se extrajo siguiendo el método

descrito por Marmur (1961) con algunas modificaciones.

Las muestras (1-2 mg) se transfirieron a tubos de
microcentrifuga y se resuspendieron en 400 uyl de tampén TNE. La
mezcla se homogeneiz6 empleando un agitador vortex Heidolph Reax
2000 (Heidolph, Schwabach, Alemania). A continuacién, se lisaron las
células mecanicamente mediante tres ciclos de
congelacién/descongelacién (-80°C/65°C). La congelacién se realiz6 en
un ultra congelador Reuco (Reuco Scientific Inc. Asheville, Carolina del
Norte, U.S.A.) a -80°C y la descongelacién se realizé6 con un
termoagitador Thermomixer 5436 (Eppendorf AG, Hamburgo,
Alemania) a 65°C con una agitacién de 50 rpm. A continuacién se
afiadieron detergentes. Cincuenta ul de N-lauril sarcosina al 20%
mezclando bien la suspension y 100 pl de Dodecilsulfato de Sodio
(SDS) al 10% mezclando bien e invirtiendo suavemente los tubos. Se
afiadieron 20 pl de una solucién de lisozima (10 mg/ml) y se incubé
durante 30 minutos a 37°C. La lisozima colabora en la ruptura de la
pared celular bacteriana de peptidoglicano. Transcurridos los 30
minutos, se afiadieron 100 pl de proteinasa K (10 mg/ml) y se incub6
durante 3 horas a 50°C. La proteinasa K digiere las proteinas
celulares. Tras esta incubacién, se afiadieron 65 pl de solucién
CTAB/NaCl, se mezclé suavemente e incubd durante 10 minutos a
65°C. Esta solucién ayuda a disociar proteinas y facilitar la eliminacién

de algunos polisacaridos y otros compuestos. En el siguiente paso se
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realizé una doble extraccién con fenol y cloroformo para eliminar las,

proteinas y otros compuestos celulares. Se afadieron 750 pl de fenol
saturado en tampén TE (pH 8.0). Se mezclé suavemente invirtiendo
los tubos durante 5 minutos y se centrifugd a 6000 x g durante 10
minutos a temperatura ambiente. La fase superior (acuosa) donde se
encuentra el ADN se transfiri6 a un nuevo tubo. La parte inferior
(fendlica) donde se encontraban proteinas y restos celulares se
deseché. Cuando se observaba una abundante interfase de color
blanco entre la fase acuosa y la fase fendlica, se repitié la extraccion
con fenol. A la fase acuosa con ADN se afiadieron 750 pl de solucién
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1, v/v) y se mezcld suavemente
invirtiendo los tubos durante 10 minutos. Se centrifugé a 6000 x g
durante 10 minutos a temperatura ambiente. La fase superior (acuosa)
se transfirid a un nuevo tubo y se volvié a repetir la extracciéon con
cloroformo:isoamil alcohol. Finalmente se procedié a la precipitacion
del ADN. Se afiadieron 0.1 volimenes de acetato soédico 3M y se
mezclé suavemente. Se afiadieron 2.5 volimenes de etanol absoluto a
-20°C, se mezclé lentamente y se incubd en hielo durante 10-20
minutos. Posteriormente, se centrifugd a 14000 x g durante 20
minutos a 4°C. Se eliminé el sobrenadante con cuidado de no
resuspender el precipitado de ADN. El precipitado de ADN se lavé con
500 pl de etanol al 70% (v/v) a temperatura ambiente y se centrifugd
a 14000 x g durante 10 minutos. Se elimin6 el sobrenadante y se
volvié a repetir el lavado con 500 ul de etanol al 70%. Finalmente se
dej6 secar el precipitado de ADN a temperatura ambiente durante 30-
40 minutos. El precipitado seco de ADN se resuspendié en 50 pl de
tampén TE (pH 8.0) durante toda la noche a 4°C. Para eliminar las
moléculas de ARN se realizé6 una incubacién de las muestras de ADN
con RNasa A pancreatica (2 pg/ul, concentracion final) durante 2 horas
a 37°C.

Se midi6 la concentracién y calidad del ADN extraido
espectrofotométricamente a 260 y 280 nm a partir de una dilucién
1/100 de la solucién de ADN obtenida utilizando un espectrofotémetro
modelo U-1800 (Hitachi, Tokio, Japdn) (Ausubel y col., 1992).
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Amplificacién del gen ARNr 16S

Un paso decisivo para identificar los aislamientos obtenidos es la
secuenciacion del gen ARN ribosémico 16S (Rossell6-Mora y Amann,
2001).

La amplificacion se llevdo a cabo por la "Polymerase Chain
Reaction (PCR)”. La mezcla de la reaccion de amplificacion (50 pl)
contenia: 1 pyl de ADN gendmico (10-100 ng) , 5 pl de tampén para
PCR 10x Biotaq (Bioline, Randolph, Massachussets, U.S.A.), 1 pl de
una mezcla de los 4 nucledticos (dNTP) Biotag (10 mM), 1 pl de cada
uno de los cebadores 27F y 1522R (Tabla 2.1) (50 uM) y 0.2 pl de la
ADN polimerasa Biotaq equivalente a 1 unidad. Se completé hasta 50
pl con agua estéril libre de ADNasas y ARNasas (Sigma).

Para la amplificacién de las secuencias del ADNr 16S se empled
un termociclador (GeneAmp PCR System 2400, Perkin Elmer) con el
siguiente programa: Un ciclo de desnaturalizacion de 2 minutos a 95°C
seguido de 35 ciclos con los pasos de: 15 segundos de
desnaturalizacion a 95°C, 15 segundos de reasociacién de
oligonucleétidos a 55°C y 2 minutos de elongacién a 72°C. Todo ello
seguido por un ciclo de extension final a 72°C durante 10 minutos,
finalizando a 4°C.
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Tabla 2.1. Cebadores empleados para la amplificacion y secuenciacion del gen
ARNr 16S.

Cebador* Secuencia Referencia

27F 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' Hicks y col., 1992
519F 5’-CAGCAGCCGCGGTAATAC-3’ Lane y col., 1985
907R 5-AATTCCTTTGAGTTT-3’ Weisburg y col., 1991

1522R 5'-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3"  Giovannoni, 1991

*F, se refiere al cebador sentido ("“foward”); R, cebador antisentido
(“reverse”); los prefijos (por ejemplo 27) se refieren a la localizacion del

cebador en el gen del ARNr 16S utilizando E. coli como referencia.

Geles de agarosa

Para comprobar que la amplificacion por PCR fue satisfactoria se
realizd6 una electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) con los
productos de la reaccién. Para ello se empled un bafio con tampon TAE
0.5x y una fuente de alimentacion modelo EPS 600 (Amersham
Pharmacia Biotech, Piskataway, N.]., U.S.A.). Se mezclaron 5 pl de
producto mas 1 pl del colorante SYBR Green I (Molecular Probes,
Eugene, U.S.A.). Paralelamente se utiliz6 un marcador A/Hind III
(Promega, U.S.A.) para verificar que las bandas electroforéticas
correspondian con el tamafio esperado de 1500 pares de bases. La
electroforesis se desarrollé durante 30 minutos a 85 voltios. El gel de
agarosa se observd en un transiluminador de luz UV (Vilber Lourmat,

Francia).
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Purificacién de los productos de PCR

Previamente a la secuenciaciéon de los productos de PCR, se
eliminaron los nucleédticos, cebadores y restos de enzima para que no
influyeran en la reaccién de secuenciacion. Para ello se empleé el kit
de purificaciéon Jetquick (Genomed, Lohne, Alemania) siguiendo el
protocolo recomendado por el fabricante.

Secuenciacion

Los fragmentos amplificados del ADN de las cadenas sentido y
antisentido se secuenciaron en un secuenciador capilar modelo ABI
3700 (Applied Biosystems, Foster City, California, U.S.A.). Las
secuenciaciones se llevaron a cabo en el Centro de Investigaciones
Bioldgicas (CIB, CSIC, Madrid). Para la secuenciaciéon se emplearon los
cebadores 27F, 519F, 907R y 1522 R (Tabla 2.1) obteniéndose las
secuencias correspondientes a las dos hebras del fragmento de ADN
estudiado. Las cuatro secuencias obtenidas sirvieron para obtener la
secuencia del gen amplificado (aproximadamente 1500 bases)
utilizando el programa Phred/Phrap/Consed (Gordon y col., 1998).

Identificacion de secuencias

La homologia de las secuencias se realiz6 utilizando el algoritmo
BLAST (Altschul y col., 1990). Este algoritmo de busqueda utiliza una
secuencia de fragmentos cortos de la secuencia analizada para
encontrar secuencias homdlogas entre bases de datos de ADN. Se
empled la interfase disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ blast

en el NCBI (National Centre for Biotechnology Information).
Anaélisis de datos

Los alineamientos de las secuencias del gen ARNr 16S obtenidas
y sus relaciones filogenéticas se realizaron por el método de neighbor

joining utilizando el software ARB (Ludwig y col., 2004). El software
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ARB es un paquete integrado para el manejo de secuencias y su
andlisis filogenético que permite una edicion manual de los
alineamientos considerando la estructura secundaria de las moléculas
de ARN analizadas.

El método de neighbor joining construye un arbol encontrando
progresivamente las secuencias mas prdéximas que minimizan la

longitud de las ramas (Saitou y Nei, 1987).

Hibridacion

El grado de asociacion del ADN entre las cepas aisladas y las
especies de Agromyces previamente descritas se determiné siguiendo
un método de desnaturalizaciéon térmica recientemente descrito por
Gonzalez y Saiz-Jimenez (2005). El método se basa en determinar las
diferencias en las temperaturas de desnaturalizacién del ADN
genémico monoespecifico (homoduiplex) y ADN hibrido (heteroduplex)
obtenido de la hibridacién de ADN gendmicos de las dos cepas que se

desean comparar.

El pardmetro empleado para la estimacion de la asociacién del
ADN, AT,, fue la diferencia entre la T,, de la cepa referencia y la T, del
ADN hibrido. La T, es la temperatura de fusién o el punto de
desnaturalizacién térmica que corresponde con la temperatura a la
cual el 50% del ADN se encuentra en estado de doble hebra y el 50%
en estado monocatenario (desnaturalizado, como hebra simple). Es
una medida de la estabilidad de los hibridos. Para estimar la ATg,
primero, el ADN genémico total purificado (5 pg de ADN) y las mezclas
de ADN de especies relacionadas se desnaturalizaron y renaturalizaron
a la temperatura 6ptima de renaturalizacién ([T,-] De Ley y col.,
1970). T,- puede ser estimada a partir del contenido G+C (mol%) de
las cepas bajo estudio empleando la ecuacién T,=0.51(%GC)+47.0,
existiendo un rango de seguridad de unos 15°C alrededor del valor de
T, estimado (De Ley y col., 1970) . Las condiciones térmicas

consistian en un paso de desnaturalizacién de 99°C durante 10
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minutos, seguido por un periodo de reasociacion de 8 horas a T, A
este paso le siguieron pasos sucesivos de 60 minutos, cada uno a 10°C
por debajo del paso anterior, hasta la temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C). Los ADN heteroduplex y ADN homoduplex
se mantuvieron a 4°C hasta que se realizd el experimento de
desnaturalizacion térmica. La desnaturalizaciéon térmica se llevé a cabo
en una solucién de SSC 0.1x (De Ley y col., 1970). El pH de esta
solucién a la temperatura de desnaturalizacidn es estable, alrededor de
8.0, que es el pH 6ptimo para la fluorescencia maxima del colorante
utilizado (SYBR Green I).

La desnaturalizacion térmica se cuantificé a partir de medidas de
fluorescencia, utilizando un termociclador de PCR de tiempo real (iQ-
iCycler, Bio-Rad, Hercules, California) y el sofware asociado. Se
empled el colorante SYBR Green I (Molecular Probes, Eugene, O.,
U.S.A.) que muestra una fluorescencia maxima con excitaciéon y
emision a las longitudes de onda de 497 y 520 nm, respectivamente.
Este colorante es especifico para el marcado de ADN de doble hibrido.
Se afiadio la solucion de SYBR Green I (concentracion final 1:100000)
a todos los pocillos que contenian soluciones de ADN en una placa de
PCR de 96 pocillos. El experimento comenzé con un periodo de 15
minutos a temperatura ambiente (25°C), seguido por una rampa de
25-100°C a 0.2°C/s. Las medidas de fluorescencia se realizaron en
cada paso durante esta rampa. Las curvas de fusion se llevaron a cabo
al menos por duplicado. Las diferencias de valores de T, del ADN
gendmico total de las soluciones de ADNs homoduplex y heteroduplex
fueron calculadas de acuerdo a las temperaturas que correspondian al
50% de disminucién de la fluorescencia inicial. Los valores de AT,
entre el ADN homodulplex y heterodiplex de 59C o mas se
consideraron que correspondian a especies microbianas diferentes.
(Wayne y col., 1987; Rossell6-Mora y Amann, 2001).
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Medida del contenido G+C

El contenido G+C (mol%) de ADN se determiné siguiendo el
método fluorométrico descrito por Gonzalez y Saiz-Jimenez (2002)
basado en la temperatura de desnaturalizacion térmica del ADN

gendmico de las cepas analizadas.

El ADN de doble cadena se tifié especificamente con el colorante
SYBR Green I (Molecular Probes, Eugene, Ore., U.S.A.), Yy su
desnaturalizacién térmica se siguié por medida de la disminucién de la
fluorescencia empleando un termociclador de PCR de tiempo real (Bio-
Rad, Hercules, California). El contenido G+C (mol%) se estimé
considerando la relacion existente entre el contenido G+C y la
temperatura de fusiéon (T,) segun la expresién: %GC=1.98 Tm-
106.91.

La desnaturalizacién térmica se llevé a cabo en una solucion de
SSC 0.1x (De Ley y col., 1970) conteniendo 5 pg de ADN genémico de
la cepa a analizar. La fluorescencia la generaba el colorante SYBR
Green I utilizando una concentracion final de 1:100000 en un ciclo que
comenzd con un periodo de 15 minutos a temperatura ambiente
(25°C), seguido por una rampa de 25-100°C a 0.2°C/s. La
temperatura de maxima desnaturalizacién se determin6 como el punto

con méxima derivada negativa a la curva de desnaturalizacion.
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2.6. MEDIOS DE CULTIVO

Agar Nutritivo (Difco, Detroit, Michigan, U.S.A.)

Extracto de carne 3.0g¢
Peptona 5.0¢
Agua destilada 1000ml

Caldo de triptona-soja (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra)

Caseina digerida por enzimas pancreaticas 17.0g
Harina de soja digerida por enzimas 3.0g
NacCl 50¢g
K,HPO, 2.5¢g
Glucosa 25¢g
Agua destilada 1000ml

Caldo de triptona-soja BBL (Becton Dickinson and Company,
Cockeysville, U.S.A.)

Caseina digerida por enzimas pancreaticas 17.0g
Harina de soja digerida por enzimas 3.0g
NacCl 5.0g9
K,HPO, 25¢
Dextrosa 2.5¢g
Agua destilada 1000ml

Caldo nutritivo (Difco, Detroit, Michigan, U.S.A.)

Extracto de carne 3.0¢9
Peptona 5.0¢
Agua destilada 1000ml

Medio acidos orgdnicos

NaCl 1.0g
MgS0,:7H,0 0.2g
(NH4),HPO, 1.0g
KH,PO4 0.5¢
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Acido orgénico (sales de sodio) 20g

Agar 20.0g

Disolver en 800 ml de agua destilada. Disolver las sales de sodio en
200 ml de agua destilada y anadir a los 800 m! de medio. Ajustar el pH
a 6.8, afadir 4 ml de solucién rojo fenol al 0.2% vy esterilizar en
autoclave a 115°C durante 20 minutos. (Nota:) Los acidos organicos
utilizados como sales de sodio incluyen: acetado, aconitato, benzoato,

citrato, malato, succinato y tartrato.

Medio almidén

Agar nutritivo (NA) 23.0g
Almidén de patata 10.0g
Disolver en 800 m! de agua destilada y ajustar el pH a 6.8. Completar

hasta 1000 ml con agua destilada. Esterilizar en autoclave a 121°C

durante 15 minutos.

Medio API 50 CHB/E (BioMerieux, Marcy Létoile, France)

Sulfato amoénico 2.0g
Extracto de levadura 0.5¢g
Triptona (origen bovino/porcino) 1.0g
Fosfato disddico 3.22 g
Fosfato monopotasico 0.12 g
Solucién de oligoelementos 10.0 mi
Rojo fenol 0.17 g
Agua destilada 1000 ml

pH 7.4-7.8 a 20-250C

Medio Bal

Acetato barico 2.5¢g
Extracto de levadura 4049
Agar 15.0g

Disolver en 800 ml de agua destilada y ajustar el pH a 8.0 empleando
NaOH. Completar hasta 1000 ml de agua destilada. Esterilizar en
autoclave a 121°C durante 15 minutos.
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Medio B4

Acetato calcico 25g¢g
Extracto de levadura 409
Glucosa 10.0 g
Agar 15.0¢g

Disolver en 800 ml de agua destilada y ajustar el pH a 8.0 empleando
NaOH. Completar hasta 1000 ml| de agua destilada. Esterilizar en

autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Medio caseina

Agar nutritivo (NA), doblemente concentrado 500 ml

Leche descremada (Difco) 500 ml
Preparar el medio NA con doble cantidad de agar y esterilizar a 121°C
durante 20 minutos.

Disolver 50.0 g de leche descremada en polvo en 400 ml de agua
destilada y ajustar hasta 500 m! con agua destilada. Esterilizar la leche
descremada a 115°C durante 10 minutos.

Mantener los dos medios a 60°C y afadir los 500 ml de leche

descremada a los 500 ml de NA. Mezclar.

Medio esculina

Bacto-peptona (Difco) 15.0g
Esculina 1.0g
Citrato férrico 0.5g¢
Agar 15.0¢

Disolver en 800 ml de agua destilada, ajustar el pH a 7.0 y completar
hasta 1000 ml con agua destilada.
Distribuir en tubos y esterilizar en autoclave a 115°C durante 20

minutos.

Medio glicerol (1:1)

K>HPO, 12.6¢g
KH,PO, 3.6 ¢
Citrato de sodio 09g
MgSO0,-7H,0 0.1g

68



Capitulo 2. Materiales y métodos

(NH4)2S04 09g
Glicerol 88.0¢g
Disolver en 800 ml de agua destilada y completar hasta 1000 ml con
agua destilada.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 minutos.

Medio indol

Bacto-peptona (Difco) 10.0g
NaCl 5.0g
L-triptéfano 1.0g

Disolver en 800 ml de agua destilada, ajustar el pH a 7.2-7.3 y
completar hasta 1000 ml con agua destilada.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 minutos.

Medio M2

Acetato calcico 10.0g
Acetato magnésico 20.0g
Bacto casitona (Difco) 10.0g
K,CO3; - 1/2H,0 2.0g
Agar 18.0g

Disolver en 800 ml de agua destilada y ajustar el pH a 8.0 empleando
NaOH. Completar hasta 1000 ml de agua destilada. Esterilizar en

autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Medio Mg

Acetato magnésico 2.5¢
Extracto de levadura 40¢g
Glucosa 10.0g
Agar 15.0¢g

Disolver en 800 m! de agua destilada y ajustar el pH a 8.0 empleando
NaOH. Completar hasta 1000 ml de agua destilada. Esterilizar en

autoclave a 121°C durante 15 minutos.
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Medio NA

Agar nutritivo 23.0g

Agua destilada 1000ml
Disolver y ajustar el pH a 6.8. Esterilizar en autoclave a 121°C durante
15 minutos.

Medio NH

Acetato amodnico 25¢g
Extracto de levadura 40g¢g
Glucosa 100g

Agar 15.0g

Disolver en 800 ml de agua destilada y ajustar el pH a 8.0 empleando
NaOH. Completar hasta 1000 ml de agua destilada. Esterilizar en

autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Medio NR
Caldo nutritivo 80g
KNO; 1.0g

Disolver en 800 ml de agua destilada, ajustar el pH a 7.3-7.4 y
completar hasta 1000 ml con agua destilada.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 minutos.

Medio OM79 (Prauser y Falta, 1968)

Dextrosa 100g
Bacto-peptona (Disco) 10.0g
Hidrolizado de caseina 2.0g
Extracto de levadura 2.0g
NaCl 6.0g

Disolver en 800 ml de agua destilada, ajustar el pH a 7.5 y completar
hasta 1000 ml con agua destilada.
Para preparar medio sélido se afiaden 10 g/| de agar.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 minutos.
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Medio PY-BHI Agar (Yokota y col., 1993)

Peptona 10.0g
Extracto de levadura 2.0g
Agar infusién cerebro-corazén 2.0g
NacCl 20g
D-glucosa 20g

Disolver en 800 ml de agua destilada y ajustar a pH 7.0. Completar
hasta 1000 ml con agua destilada.

Medio RM-VP

Bacto- peptona (Difco) 7.0g
KyHPO, 5.0g
Glucosa 50¢g

Disolver en 800 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 7.5 y distribuir
de 2-3 ml en tubos de vidrio. Esterilizar en autoclave a 115°C durante

20 minutos.

Medio sulfuro de hidrégeno

Agar infusién cerebro-corazén (BHI) 52.0g
Cisteina 1.0g
Disolver en 800 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 7 y distribuir 4

ml en tubos de vidrio. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15

minutos.

Medio Sr2

Nitrato de estroncio 1.0g
Glucosa 509
Agar 20.0g

Disolver en 800 m| de agua destilada y ajustar el pH a 8.0 empleando
NaOH. Completar hasta 1000 ml de agua destilada. Esterilizar en

autoclave a 1219C durante 15 minutos.
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Medio TSA

Caldo de triptona-soja 30.0g
Disolver en 800 ml de agua destilada, ajustar el pH a 7.5 y completar
hasta 1000 ml con agua destilada. Para preparar medio soélido se
afaden 20 g/l de agar. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20

minutos.

Medio TSAB

Caldo de triptona-soja (BBL) 30.0¢
Disolver en 800 ml de agua destilada, ajustar el pH a 7.5 y completar
hasta 1000 ml con agua destilada.

Para preparar medio sélido se afnaden 20 g/I de agar (BBL).

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 minutos.

Medio Tween 80

Bacto-peptona (Difco) 10.0 g
NaCl 5049
CaCl,-H,0 0.1g
Agar 9.0g

Disolver en 800 ml de agua destilada, ajustar el pH a 7.4 y completar
hasta 1000 ml con agua destilada.

Esterilizar en autoclave a 1219C durante 20 minutos.

Esterilizar el compuesto Tween 80 a 121°C durante 20 minutos
separadamente.

Enfriar el medio a 45-500°C, y afiadir Tween 80 estéril para obtener una

concentracion final de 1%.

Medio ureasa

Bacto-peptona (Difco) 10g
NaCl 5.0g
K;HPO, 2.0g
Agar 9.0g

Disolver en 800 ml de agua destilada, ajustar el pH a 6.8 y completar

hasta 1000 ml con agua destilada.
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Afadir 6 ml de solucién rojo fenol al 0.2% (p/v) y esterilizar en
autoclave a 115°C durante 20 minutos.
Una vez autoclavado, se afiaden 100 ml de la soluciéon urea+glucosa

esterilizada por filtracion a los 1000 ml de medio autoclavado.

2.7. REACTIVOS Y SOLVENTES

Reactivo 1

NaCl 45.0¢

Metanol 150 ml

Agua destilada 150 ml

Mezclar el agua y el metanol. Disolver el NaCl en la solucién con
agitacién.

Reactivo 2

HCI6 N 325 mi

Metanol 275 ml

Afadir el acido al metanol con agitacioén.

Reactivo 3
Hexano 200 ml
Metil-terbutil-éter (MTBE) 200 ml

Anadir el MTBE al hexano con agitacion.

Reactivo 4
NaOH 10.8 g
Agua destilada 900 ml

Disolver el NaOH en agua con agitacion.

Reactivo acido crémico
K2Cr,04 5049
Disolver el K,Cr,0; en 5 ml de agua destilada y afiadir hasta 100 ml de

H,S0, concentrado. Completar con agua destilada hasta 1000 ml.
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Reactivo acido molibdofosférico al 10% (p/v)

I

Acido molibdofosférico 10.0g FALLH,
Disolver el acido en etanol absoluto y afiadir etanol hasta completar b6t ., v
100 ml.

Reactivo A de Voges-Proskauer (Difco)
Alfa-naftol 5.0g
Etanol absoluto 100 ml

Reactivo B de Voges-Proskauer (Difco)
KOH 40.0g
Agua destilada 100 ml

Reactivo DON
2,7-hidroxinaftaleno 0.02g¢
Acido sulfarico (96%) 100 ml

Reactivo de Kovacs

p-Dimetilaminobenzaldehido 3.0g
Pentanol o Butanol 75.0 ml
HCIl concentrado 25.0 ml

Disolver el aldehido en alcohol a 50-55°C. Enfriar y afadir el acido

concentrado. Proteger de la luz y mantener en el refrigerador.

Reactivo Ninhidrina

Ninhidrina 35.0¢
Acetona 50 ml
Butanol 50 ml

Mezclar la acetona y el butanol y afiadir la ninhidrina. Proteger de la

luz y mantener en el refrigerador.

Reactivo NIT 1 (BioMerieux)

Acido sulfanilico 0.4g
Acetato sédico 30.0g
Agua destilada 70.0 mi
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Reactivo NIT 2 (BioMerieux)
N,N-dimetil-1-naftilamina

Acetato sédico

Agua destilada

Reactivo ZYM A (BioMerieux)
Tris(hidroximetil)-aminometano
HCl al 37%

Laurilsulfato Na

Agua destilada

Reactivo ZYM B (BioMerieux)
Fast Blue BB

2-metoxietanol

Revelador de azlcares
Acido ftalico

Agua

Butanol
Acetona

Anilina

Solvente Rhuland

Piridina
Metanol
HCI 10 N
Agua

0.6g
30.0¢
70.0 ml

25.0g
11.0 ml
100g
100 ml

0.35¢
100 ml

169
4.0 mi
48.0 ml
48.0 mi
1.0 ml

100g
80.0 ml
2.50 ml
17.5 ml
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2.8. SOLUCIONES Y TAMPONES

Solucién acetato de sodio 3 M (pH 5.25)
Acetato de sodio trihidratado 40.81 ¢

Disolver el acetato de sodio trihidratado en 200 ml de agua destilada y
ajustar el pH a 5.25 empleando &cido acético glacial. Afadir agua
destilada hasta un volumen final de 250 mi. Esterilizar a 121°C

durante 15 minutos.

Solucién adenina
Adenina 6.0g

Disolver en 100 ml de agua destilada.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 minutos.

Solucién CTAB/NaCl
NaCl 4.1¢
Bromuro de N-cetil-N,N, N-trimetilamonio (CTAB) 10.0g

Disolver el NaCl en 80 m! de agua destilada. Afadir lentamente el

CTAB mientras se agita. Si fuese necesario, calentar a 65°C para

disolver y ajustar hasta un volumen final de 100 ml.

Solucién EDTA 0.5 M (pH 8.0)

EDTA 186.1 g
Disolver el EDTA en 800 ml de agua destilada y ajustar el pH a 8.0
empleando NaOH para disolver el EDTA. Afiadir agua destilada hasta

un volumen final de 1000 ml. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

Solucidén etanol al 70% (v/v)
Etanol absoluto 70.0 ml
Agua destilada 30.0 ml
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Solucién HCI 4 N
HCI 12 N 33.3 ml
Agua destilada 66.7 mi

Anadir el HCI al agua y mezclar bien hasta homogeneizar.

Solucién HCI 6 N
HCI 12 N 50.0 mi
Agua destilada 50.0 mi

AfRadir el HCI al agua y mezclar bien hasta homogeneizar.

Soluciéon hipoxantina

Hipoxantina 6.0g
Disolver en 100 ml de agua destilada.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 minutos.

Solucidén hipurato

Hipurato de sodio 10g
Disolver en 100 ml de agua destilada.

Solucidn lisozima

Disolver 10 mg de lisozima en 1 ml de tampén TE (pH 7.5). Mantener

la solucién a -20°C.

Solucién lugol

Iodo 0.33 g
Yoduro potasico (IK) 0.67 g
Disolver en 100 ml de agua destilada.

Solucién Na,COs al 20% (p/Vv)

Na,CO; 20.0g
Disolver el Na,COs en agua destilada y ajustar hasta un volumen final
de 100 ml.
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Solucién de NaCl 5 M

NaCl 292.2 g
Disolver el NaCl en 800 ml de agua destilada y ajustar el volumen a
1000 ml. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

Solucién NaCl al 0.3% (p/v)
NacCl 3.0¢9

Disolver en 1000 ml de agua destilada.

Solucién NaCl al 0.9% (p/v)
NacCl 9.0g

Disolver en 1000 ml de agua destilada.

Solucién N-lauril sarcosina al 20% (p/v)
N-lauril sarcosina sédica 20.0g

Disolver y ajustar el volumen hasta 100 ml con agua destilada.

Solucién proteinasa K

Disolver 20 mg de proteinasa K en 1 ml de tampo6on TE (pH 7.5).
Incubar a 45°C durante 1 hora. Mantener la solucién a -20°C,

Soluciéon de ARNasa
Disolver 20 mg de ARNasa libre de ADNasa en 200 pl de tampdn TE
(pH 7.5). Mantener a -20°C.

Solucién rojo de metilo

Rojo de metilo 0.25g¢

Etanol 100 mi

El rojo de metilo es un indicador de pH que produce color rojo a
pH<4.5 y amarillo a pH>4.5.

Solucién rojo fenol al 0.2% (p/v)

Rojo fenol 0.2g
0.1 N NaOH 8.0 ml
Agua destilada 92.0 mi
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El rojo fenol es un indicador de pH que produce color rojo a pH>6.8 y
amarillo a pH<6.8.

Solucién SDS al 10% (p/v)

Dodecilsulfato de sodio (SDS) 10.0g

Agua destilada 90.0 ml

Anadir el SDS al agua y calentar a 68°C para disolver. Ajustar el pH a
7.2 empleando HCI concentrado y afadir agua destilada hasta 100 ml.

Solucién SDS al 20% (p/v)
Dodecilsulfato de sodio (SDS) 20.0g
Agua destilada 90.0 ml

Afadir el SDS al agua y calentar a 68°C para disolver. Ajustar el pH a

7.2 empleando HCI concentrado y afiadir agua destilada hasta 100 ml.

Solucién SSC 0.1x
Afadir 0.5 ml de la solucion SSC 20x a 99.5 ml de agua destilada.

Solucién SSC 20x

NaCl 17.5¢g
NasCitrato-2H,0 8.8g
Disolver en 80 ml de agua destilada y ajustar a pH 7.0 empleando HCI

1 M. Completar con agua destilada hasta 100 ml.

Solucién tetrametil-p-fenilendiamina al 1% (p/v)
Tetrametil-p-fenilendiamina 1.00g

Disolver en 99 ml de agua destilada.

Solucion tirosina

Tirosina 4849
Disolver en 100 ml de agua destilada.
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 minutos.
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Solucién Tris-HCl 1 M (pH 8.0 o 7.5)

Base Tris(hidroximetil)-aminometano 121 g

Disolver la base tris(hidroximetil)-aminometano en 800 ml de agua
destilada y ajustar el pH a 8.0 o 7.5 empleando HCI concentrado.
Ajustar el volumen hasta 1000 ml con agua destilada. Esterilizar a
1210C durante 15 minutos.

Solucién urea+glucosa

Urea 20.0g
Glucosa 10.0g
Agua destilada 100 ml

Esterilizar por filtracion.

Solucién xantina
Xantina 6.0g
Disolver en 100 ml de agua destilada.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 minutos.

Tampén fosfato pH 7.9
KH,PO, 9.078 g/I=A 4.5 mi
Na,HPO4:2H,0 11.876 g/I=B 95.5 ml

Preparar las soluciones A y B por separado. Afadir 4.5 ml de la

solucién A en 95.5 ml de la solucién B para obtener un pH de 7.9.

Tampon TAE 50x

Base Tris(hidroximetil)-aminometano 242 g
Acido acético glacial 57.1 ml
EDTA 37.2 g

Ajustar el volumen a 1000 ml de agua destilada. Autoclavar a 121°C

durante 15 minutos.

Tampdn TAE 0.5x
Afiadir 10 ml de TAE 50x a 990 ml de agua destilada.
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Tampén TE (pH 8.0 o pH 7.5)

Tris-HCI 1 M(pH 8.0 0 pH 7.5) 1.0 ml
EDTA 0.5 M (pH 8.0) 0.2 ml
Agua destilada 98.8 ml

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Tampén TNE

Tris-HCI 1 M (pH 8.0) 1.0 mi
NaCl 5M 2.0 mi
EDTA 0.5 M (pH 8.0) 0.2 mil
Agua destilada 96.8 ml

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
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Capitulo 3. Reclasificacién de Agromyces fucosus subesp. hippuratus

RECLASIFICACION DE Agromyces fucosus subesp. hippuratus
COMO Agromyces hippuratus Y NUEVA DESCRIPCION DE

Agromyces fucosus

Durante el estudio para identificar las cepas de Agromyces
aisladas de cuevas y catacumbas, se realizaron andlisis filogenéticos
basados en las secuencias del gen del ARNr 16S de A. fucosus subesp.
fucosus VKM Ac-1345" (1473pb; AY158025) y A. cerinus subesp.
nitratus VKM Ac-13517 (1465 pb; AY277619) secuenciadas durante
este estudio, asi como las secuencias del gen del ARNr 16S de otras
cepas de Agromyces disponibles en las bases de datos de ADN del
NCBI. Los resultados mostraron que A. fucosus subesp. fucosus VKM
Ac-1345T y A. fucosus subesp. hippuratus VKM Ac-1352" mostraban
diferencias en sus secuencias del gen ARNr 16S presentando un 97.8%
de similitud en este gen. Las similitudes de las secuencias del gen
ARNr 16S entre las cepas tipo de diferentes especies de Agromyces
descritas hasta el momento estaban en el rango del 96.5-98.5% para
secuencias por encima de 1400 pb. La Figura 3.1 muestra la existencia
de una distancia filogenética importante entre las cepas descritas como
A. fucosus subesp. fucosus y A. fucosus subesp. hippuratus y otras

especies del género Agromyces.
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Se determiné el grado de relacién entre los ADNs de A. fucpsus

subesp. fucosus VKM Ac-1345" y A. fucosus subesp. hippuratus VKMi?'i‘!;;-; i

Ac-1352" con medida de la diferencia entre el punto de
desnaturalizacién térmica de los ADN homoduplex y ADN heteroddplex
(ATm). Se encontré6 una ATm de 5.6°C entre A. fucosus subesp.
fucosus y A. fucosus subesp. hippuratus, que estaba ligeramente por
encima del valor de 5°C recomendado como umbral para diferenciar
cepas pertenecientes a especies distintas (Rossell6-Mora y Amann,
2001). Este resultado era acorde con los valores de similitud entre los
ADNs (45-47%) presentados para estas cepas por Suzuki y col.
(1996). Estos datos sugerian que A. fucosus subesp. fucosus y A.

fucosus subesp. hippuratus podrian pertenecer a diferentes especies.

En base a los datos publicados previamente, no fue posible
concluir sin ambigliedades si A. fucosus subesp. hippuratus
representaba una especie separada dentro del género Agromyces,
porque su relacion con A. cerinus subesp. nitratus no estaba clara.
Nuestro analisis filogenético basado en las secuencias del gen del ARNr
16S mostré que A. fucosus subesp. hippuratus VKM Ac-13527 era
diferente de A. cerinus subesp. nitratus VKM Ac-1351" y A. cerinus
subesp. cerinus VKM Ac-1340" (Figura 3.1), mostrando en ambos casos
un 98.5% de similitud entre sus secuencias del gen del ARNr 16S para
estas cepas, respectivamente. Las comparaciones entre el ADN
gendomico de A. fucosus subesp. hippuratus VKM Ac-1352"y A. cerinus
subesp. nitratus VKM Ac-1351"T revelaron una ATm de 9.6°C,
sugiriendo que estas cepas pertenecian a especies diferentes ya que la
ATm era superior a los 5°C recomendados (Rossell6-Mora y Amann,
2001). Los analisis similares realizados con las cepas tipo de A. cerinus
subesp. cerinus y A. cerinus subesp. nitratus revelaron una ATm baja
(4.1°C) y confirmaron la estrecha similitud entre sus ADNs, como

presentaron Zgurskaya y col. (1992) y Suzuki y col. (1996).

A nivel fenotipico, A. fucosus subesp. hippuratus diferia de A.
fucosus subesp. fucosus y de las subespecies de A. cerinus con

respecto a la composicion de los acidos teicoicos de la pared celular,
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polimeros que contienen carbohidratos solubles en agua unidos
covalentemente a peptidoglicanos por enlaces fosfodiéster y que
aparecen en muchas bacterias Gram-positivas (Baddiley, 1972;
Naumova y col., 2001). A. fucosus subesp. hippuratus contenia 1,5-
poli(ribitol fosfato) con sustituyentes tetrasacaridos (Gnilozub y col.,
1994; Naumova y col.,, 2001) mientras A. fucosus subesp. fucosus
contenia 1,3-poli(glicerol  fosfato) con  sustituyentes  B-N-
acetilglucosamina (Malysheva, 1994). A. cerinus subesp. cerinus
contenia el acido poli(arabitol fosfato) teicoico, y A. cerinus subesp.
nitratus contenia el polimero poli(ribofuranosilribitol fosfato) en la
pared celular (Shashkov y col.,, 1993, 1995; Malysheva, 1994;
Naumova y col., 2001). Estos datos confirmarian una diferenciacion
fenotipica entre A. fucosus subesp. hippuratus y otras especies
reconocidas (Zgurskaya y col., 1992; Suzuki y col., 1996; Takeuchi y
Hatano, 2001; Li y col., 2003; Dorofeeva y col., 2003). Ademas, los
representantes de las subespecies de A. fucosus se separaron por
diferir en la composicién de poliamina (Altenburger y col., 1997); por
ejemplo, A. fucosus subesp. fucosus contenia putrescina y 1,3-
diaminopropano mientras que A. fucosus subesp. hippuratus contenia

putrescina y espermidina.

Los perfiles de acidos grasos de las cepas tipo de A. fucosus
subesp. fucosus y A. fucosus subesp. hippuratus mostraron sélo ligeras
diferencias en sus porcentajes de acidos grasos iso- y anteiso-15:0 a
17:0, aunque ello parecia ser de poco valor para la diferenciaciéon de

especies dentro del género Agromyces (Tabla 3.1.).
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Tabla 3.1. Composicion de dcidos grasos de A. fucosus subesp. hippuratus y
A. fucosus subesp. fucosus.

Acidos grasos A. fucosus subesp. A. fucosus subesp.
hippuratus fucosus
is0-Cia:0 0.9 % 0.6 %,
n-Cia:0 0.2 % 0.4 %
iso-Cis:o 10.5 % 6.4 %
anteiso-Cis.q 51.7 % 47.2 %
n-Cis.o 0.1% 0.1 %
iso-Cie:0 14.3 % 14.6 %
n-Cis:0 1.5% 1.0 %
is0-C17:0 1.9 % 2.3 %
anteiso-Ci7.0 18.1 % 27.5%
n-Cig:o 0.1 % 0.2 %

Basandonos en el andlisis de la secuencia del gen del ARNr 165,
los valores de similitud entre los ADNs y diferencias en las
caracteristicas fenotipicas obtenidas en este y en estudios anteriores
(Zgurskaya y col., 1992; Suzuki y col., 1996; Takeuchi y Hatano,
2001; Dorofeeva y col.,, 2003), se propuso reclasificar A. fucosus
subesp. hippuratus como una nueva especie, Agromyces hippuratus
(cepa tipo VKM Ac-13527), y corregir la descripciéon previa de A.
fucosus (Zgurskaya y col., 1992).
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A. hippuratus A, cerinus cerinus

VKM Ac-1352T

A. cerinus nitratus VKM Ac-13517

(AY277619)
A. albus VKM Ac-18007 A. fucosus
- T
(AF503917) VKM Ac-1345
A. ramosus 9 (AY158025)

DSM 430457
(X77447) 100 A. rhizospherae
A. aurantiacus IFO 16237
DSM 145987 47 97 Raiz (AB023357)
(AF389342) 91
A. luteolus
IFO 162357 A. mediolanus
T
(X77449)

A. bracchium
IFO 162387

1%
(AB023359)

Fig. 3.1. Arbol filogenético que muestra las relaciones entre las
secuencias del gen del ARNr 16S de las especies de Agromyces.
Se muestran las cepas utilizadas y los nimeros de acceso para
sus secuencias. Los numeros bootstrap representan porcentajes

s obtenidos a partir de 1000 pruebas. Se indica el 1% de
diferencias en las secuencias de nucleétidos.
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3.1. DESCRIPCION DE LA NUEVA ESPECIE Agromyces hippuratus

Agromyces hippuratus (hip.pu.ra tus. N.L. n. hippuratus hipurato; N.L.
masc. adj. hippuratus relacionado con hipurato, asociado a la
habilidad de descomponer hipurato).

Basdénimo: Agromyces fucosus subesp. hippuratus Zgurskaya y col.
1992.

La descripcion esta basada en los datos fenotipicos de Zgurskaya y col.
(1992), Gnilozub y col. (1994), Malysheva (1994), Groth y col. (1996),
Suzuki y col. (1996), Altenburger y col. (1997), y Dorofeeva y col.
(2003), ademas de los aportados en este estudio.

Las colonias en medio nutritivo son opacas, enteras, convexas y
normalmente penetran en el agar. Produce un pigmento carotenoide
amarillo. Hifas ramificadas (didmetro, 0.2-0.6 ym) que se rompen en
fragmentos inmoviles, irregurales y con forma difteroide y bacilar.
Aerobios, catalasa y oxidasa positivas. El crecimiento optimo tiene
lugar entre 26-30°C. Las cepas son capaces de crecer a 7°C; mientras
lo hace débilmente o no crecen a 37°C. Utilizan para e! crecimiento
como fuentes de carbono la D-arabinosa, celobiosa, D-fructosa, D-
galactosa, D-glucosa, maltosa, D-manosa, melecitosa, melibiosa, L-
ramnosa, salicina, sacarosa, trehalosa y D-xilosa. No utilizan como
fuentes de carbono en el mismo medio el adonitol, dulcitol, meso-
inositol, lixosa, D-manitol, metil-BD-arabinopiranosido y L-sorbosa.
Produce dacido a partir de D-arabinosa, glicerol y L-ramnosa; y no lo
produce a partir de celobiosa, inulina, lactosa, mailtosa, rafinosa, D-
ribosa, salicina o trehalosa. La producciéon de &acido a partir de L-
arabinosa y sacarosa es variable. Utiliza fumarato, hipurato, malato y
piruvato. No se observan reacciones alcalinas con ascorbato, citrato,
gluconato, oxalato, propionato, salicilato, succinato y tartrato; algunas

cepas muestran reaccidon positiva con trans-aconitato. El nitrato es
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reducido a nitrito. Produce tirosinasa. Hidroliza esculina, hipoxantina y
almidon. No descompone o hidroliza adenina, elastina, guanina,
pectina, testosterona, urea y xantina. No hidroliza normalmente la
caseina. Es indol negativo. No hay crecimiento en medio suplementado
con 5% de NaCl, 0.01% de azida sdédica o 0.0175% de telurito de
potasio. La menaquinona mayoritaria es MK-12 con cantidades
menores de MK-13. El contenido en poliamina es bajo; putrescina y
espermidina son compuestos predominantes (datos para la cepa tipo).
Los azlcares de la pared celular son ramnosa, galactosa y trazas de
manosa. La pared celular contiene el acido 1,5-poli(ribitol fosfato)

teicoico. El contenido G+C del ADN es de 71 mol%. Aislado del suelo.

La cepa tipo es VKM Ac-1352"T (=JCM 9086"). El nimero de
acceso para la secuencia del gen del ARNr 16S de esta cepa es
D45061.

3.2. DESCRIPCION REVISADA DE Agromyces fucosus

La descripcién estd basada en datos fenotipicos de Zgurskaya y col.
(1992), Malysheva (1994), Groth y col. (1996), Suzuki y col. (1996),
Alterburger y col. (1997), y Dorofeeva y col. (2003), ademas de los

aportados en este estudio.

Las colonias en medio nutritivo son opacas, enteras y convexas
y ocasionalmente penetran en el agar. Produce un pigmento
carotenoide amarillo. Las hifas ramificadas (didmetro, 0.2-0.6 pm) se
rompen en fragmentos inmdviles, irregulares, con forma difteroide y
bacilar. Catalasa y oxidasa positivas. El crecimiento éptimo tiene lugar
entre 26-30°C. Las cepas son capaces de crecer a 7°C; no crecen o
crecen débilmente a 37°C. Utiliza para el crecimiento como fuentes de
carbono la D-arabinosa, celobiosa, D-fructosa, D-galactosa, D-glucosa,

maltosa, D-manosa, melecitosa, metil-D-glucosido, L-ramnosa,
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salicina, sacarosa, trehalosa y D-xilosa. No utilizan como fuentes de
carbono en el mismo medio el dulcitol, eritritol, lixosa, D-manitol,
metil-BD-arabinopiranosido y L-sorbosa. Algunas cepas, incluyendo la
cepa tipo, utilizan melibiosa para el crecimiento, mientras el adonitol y
meso-inositol no son utilizados por la mayoria de las cepas, incluyendo
la cepa tipo. La mayoria de las cepas (reacciones de la cepa tipo son
positivas o variables) normalmente producen &acido a partir de L-
arabinosa, celobiosa, glicerol, inulina, lactosa, maltosa, L-ramnosa,
salicina, sacarosa y D-xilosa. Utiliza acetato, malato y piruvato. Las
reacciones alcalinas con fumarato y propionato son variables (la cepa
tipo es positiva). Algunas cepas utilizan citrato y succinato (la cepa
tipo es negativa). No utiliza ascorbato, trans-aconitato, gluconato,
oxalato, salicilato y tartrato. Producciéon de H,S variable; la cepa tipo
muestra una reaccién positiva. Hidroliza arbutina, esculina y almidon.
No descompone o hidroliza adenina, elastina, guanina, pectina,
testosterona, urea y xantina. Algunas cepas, incluyendo la cepa tipo,
no descomponen hipurato, hipoxantina, Tween 40 y tirosina. La
caseina es normalmente hidrolizada. Es indol negativo. La reduccién
del nitrato es negativa o débil. No hay crecimiento en medio
suplementado con 5% de NaCl, 0.01% de azida sédica o 0.0175% de
telurito de potasio. La menaquinona mayoritaria es MK-12; la segunda
mas comun es MK-13. El contenido en poliamina es bajo; putrescina y
1,3-diaminopropano son los componentes predominantes (datos de la
cepa tipo). Los azucares de la pared celular son galactosa, ramnosa,
fucosa y menores cantidades de manosa (cepa tipo); la glucosa puede
aparecer pero la fucosa esta ausente en la mayoria de cepas. La pared
celular contiene el &cido 1,3-poli(glicerol fosfato) teicoico. El contenido
G+C de ADN es 70-72 mol%. Aislado del suelo.

La cepa tipo es VKM Ac-1345" (=DSM 8597"). El nimero de

acceso para la secuencia del gen del ARNr 16S de esta cepa es
AY158025. |
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Agromyces DE LA CUEVA DE LOS CIERVOS

A partir de las muestras recogidas del suelo y pared de la Cueva
de los Ciervos se aislaron 12 cepas pertenecientes al género
Agromyces segun el analisis de las secuencias de sus genes del ARNr
16S (Tabla 4.1). Ocho de los aislamientos se identificaron como A.
cerinus subesp. cerinus y A. cerinus subesp. nitratus con un 99 y
100% de similitud con las especies tipo. El resto de los aislamientos
presentaban entre un 96 y un 98% de similitud con A. ramosus. De
estos Ultimos aislamientos se seleccionaron dos, 20-5 y 23-23, para
ser estudiados como posibles especies nuevas, ya que presentaban un
96% de similitud en el gen del ARNr 16S con especies descritas del
género Agromyces. Una similitud por debajo del 97%, se considera
indicativa de posible pertenencia a especies distintas (Rossell6-Mora y
Amann, 2001; Stackebrandt y col., 2002). Los estudios dieron lugar a
la descripcion de dos nuevas especies, Agromyces salentinus vy

Agromyces neolithicus.
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Tabla 4.1. Aislamientos de la Cueva de los Ciervos.

i i , Similitud entre genes
Origen Cepas Homodlogo mas proximo*
ARNr 16S (%)
Pared del
A. cerinus subesp.
interior de | 2-12 99
cerinus
la cueva
A. cerinus subesp.
18-4 99
cerinus
A. cerinus subesp.
18-28 ) 99
nitratus
A. cerinus subesp.
19-17 ) 99
cerinus
A. cerinus subesp.
Suelo del 19-20 100
interior de nitratus
la cueva 23-23  A. ramosus 96
A. cerinus subesp.
24-6 929
cerinus
A. cerinus subesp.
24-14 99
nitratus
A. cerinus subesp.
25-20 ) 100
nitratus
20-2 A. ramosus 97
Suelo del
exterior de | 20-3 A. ramosus 98
la cueva
20-5 A. ramosus 96

*Asignacion de especies realizada con anterioridad a la descripcién de nuevas

especies propuestas en este trabajo.
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Los dos aislamientos seleccionados se compararon con las
especies mas cercanas filogenéticamente seguin sus secuencias del gen
del ARNr 16S. Estas cepas fueron A. fucosus, A. cerinus subesp.

cerinus, A. cerinus subesp. nitratus y A. ramosus.

Un amplio rango de caracteristicas fisiolégicas distinguian las
cepas 20-5 y 23-23. Estas caracteristicas incluian la descomposicion de
gelatina y urea; reduccidon del nitrato; produccién de acido a partir de
diferentes compuestos tales como p-gentibiosa, inulina, manitol,
melibiosa, N-acetil-glucosamina, ramnosa, ribosa, salicina, trehalosa,
D-turanosa y D-xilosa; utilizacién de acetato; susceptibilidad al acido
nalidixico, kanamicina, estreptomicina y sulfonamida; y las actividades
de a-galactosidasa, B-galactosidasa, B-glucosidasa, B-glucuronidasa,

a-manosidasa y a-quimotripsina (Tabla 4.2).

Las diferencias respecto a la composicién de azlcares totales,
aminoacidos de la pared celular, menaquinonas principales, lipidos
polares, tipo acil y acidos grasos predominantes se muestran en la
Tabla 4.3. Las diferencias més significativas estaban en los azlcares
totales de las células y en las menaquinonas. Los azicares ramnosa,
arabinosa y ribosa Unicamente estaban presentes en la cepa 20-5, y la
manosa solo estaba presente en la cepa 23-23. Las menaquinonas MK-
11 y MK-10 aparecian en la cepa 20-5 y estaban ausentes en la cepa
23-23.
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Tabla 4.2. Caracteristicas que diferencian las cepas 20-5, 23-23 y las especies
mas cercanas del género Agromyces.

Caracteristicas® 1 2 3 4° 5 6°

Contenido G+C (%) 72.3 65.3 70.6 68.9 70.9 70.5
Descomposicién o hidrélisis de:
Caseina
Gelatina
Hipurato
Hipoxantina
Tirosina
Urea
Xantina
Produccion de acido a partir de:
L-Arabinosa +
B-Gentibiosa (+)
Inulina +
Lactosa
Maltosa
Manitol
Melibiosa
N-Acetil-glucosamina
Rafinosa
Ramnosa
Ribosa
Salicina
Sacarosa
Trehalosa
D-Turanosa
D-Xilosa
Utilizacion de:
Acetato + - + + +
Aconitato - - - - -
Citrato - - - - -
Malato - - - + -
Succinato - - - + -
Pruebas bioquimicas
Reduccidn del nitrato - + - +/- + -
Catalasa + +
Oxidasa +/- +/-
Microaerdbica (+) +
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Tabla 4.2. (Continuacion).

Caracteristicas® 1 2 3 4° 5 6°

Susceptibilidad antibiética
Acido nalidixico (30 pg)
Ampicilina (10 pg)
Ciprofloxacina (5 pg)
Kanamicina (30 pg)
Meticilina (5 ug)
Norfloxacina (10 pg)
Penicilina G (10 UI)
Polimixina B (300 UI)
Estreptomicina (10 pg)
Sulfonamida (200 ug)

Actividad enzimatica
ag-galactosidasa - + - -
B-galactosidasa
B-glucosidasa
B-glucuronidasa -
g-manosidasa -
a-quimotripsina -

1, Cepa 20-5; 2, Cepa 23-23; 3, A. fucosus IMET 11529"; 4, A.
ramosus IMET 11027"; 5, A. cerinus subesp. nitratus IMET 115327; 6,
A. cerinus subesp. cerinus IMET 115257,

+ 4+ + +++ 4+ + ++
+ 4+ + + 0+ +
1 1
1
1
1

+ +
1

+ + +
1
1
]
1

2 -, negativo; +, positivo; (+) débilmente positivo; +/-, variable; (+/-),
débil y variable; ND, No determinado.

b Datos de Groth y col. (1996) salvo que se indique otra referencia.

¢ Datos de Gledhill y Casida (1969).
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Tabla 4.3. Caracteristicas quimiotaxondmicas de las cepas 20-5 y 23-23.

Caracteristicas Cepa 20-5 Cepa 23-23

Azlcares celulares )
Ra, Glc, Ga, Ara, Ri Glc, Ga, Ma

totales®¢
Aminoacidos de la pared

b DAB, Glu, Gli, Ala DAB, Gli, Glu, Ala
celular

) ] 4 MK-12, MK-11,
Menaquinonas principales MK-13, MK-12
MK 10, MK 13

Lipidos polares®? DPG, PG, GL, 4PL DPG, PG, 2PL, GL
Tipo acilo Acetilo Acetilo

Acidos grasos predominantes

is0-Cis:o 6.00 % 12.8 %,
anteiso-Cis.q 52.0 % 37.8 %
i50-Ci6:0 12.9 % 13.0 %
anteiso-Ciy.o 24.8 % 31.9 %

2 Ara, arabinosa; Ga, galactosa; Glc, glucosa; Ma, manosa; Ra,
ramnosa; Ri, ribosa.

® Ala, alanina; DAB, &cido diaminobutirico; Glu, acido glutamico; Gli,
glicina.

¢ DPG, difosfatidilglicerol; PG, fosfatidilglicerol; GL, glicolipido
desconocido; PL, fosfolipido desconocido.

4 En orden de abundancia.

El contenido G+C en las dos cepas 20-5 y 23-23 fueron 72.3 y

65.3, respectivamente.

Las comparaciones entre los ADN gendmicos mostraron
diferencias significativas entre ambas cepas, 20-5 y 23-23 (9°C; que
corresponde a aproximadamente el 45% de similitud) y las especies de

Agromyces mas cercanas, A. ramosus (14°C, en ambos casos; que
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corresponde al 20% de similitud), A. cerinus subesp. nitratus (16 y
119°C; que corresponden al 10 y 35%, respectivamente), A. cerinus
subesp. cerinus (15 y 11°C; que corresponden al 15 y 35% de
similitud, respectivamente). Asi, los resultados de la hibridacién entre
los ADNs mostraron diferencias por encima del limite recomendado de
especie (59C; Stackebrandt y col., 1994) entre las cepas 20-5y 23-23,

y las especies descritas del género Agromyces.

En la Figura 4.1 se muestra un dendrograma mostrando las
relaciones filogenéticas entre los miembros del género Agromyces y los

dos aislamientos, cepas 20-5y 23-23.

Basandonos en los resultados de las pruebas fenotipicas y
genotipicas presentadas en este estudio, se propusieron los dos
aislamientos estudiados, cepas 20-5 y 23-23, como dos nuevas
especies del género Agromyces, A. salentinus y A. neolithicus,
respectivamente.
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A. luteolus IFO 162357
(AB023356) A. bracchium IFQ 162387
(AB023359)
A. mediolanus CNF 208
(D45056)

A. salentinus DSM 161987
(AY507129)

A. neolithicus DSM 161977
A. aurantiacus YIM 217417

(AY507128)
(AF389342)
Raiz
A. rhizospherae IFO 162367
(A023357)
.
A. cerinus IMET 11525 A ramasus D3I 43045
(X77448) ( )
A. albus VKM 18007
(AF503917)
A. hippuratus JCM 90867 1%
A. fucosus DSM 85977 (D45061) >
(AY158025)

Fig. 4.1. Arbol filogenético que muestra las relaciones
filogenéticas entre las especies del género Agromyces y las dos
cepas aisladas 20-5 y 23-23, correspondientes a A. salentinus y
A. neolithicus, respectivamente. Se muestran las cepas utilizadas
y entre paréntesis los nimeros de acceso para las secuencias de
sus genes ARNr 16S.
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4.1. DESCRIPCION DE Agromyces salentinus

Agromyces salentinus (sa.len.ti'nus. N.L. masc. adj. salentinus,
referente a la Peninsula Salentina, localizacién de la Cueva de los
Ciervos, lugar donde se aisl6 el organismo).

Las células forman hifas ramificadas (0.5-0.7 ym de didmetro,
1.5-3.0 pm de longitud) que se rompen en fragmentos inmaviles, con
formas bacilar y difteroide (Figura 4.2). Bacteria Gram-positiva,
aerdbica y microaerofilica. Crece entre 10 y 37°C (6ptimamente entre
20-289C), en un intervalo de pH entre 5-9.5 y en medio suplementado
con el 4% de NaCl. No crece en medio suplementado con el 6% de
NaCl. Las colonias son circulares, convexas, lisas y amarillas (Figura
4.3). El diametro de la colonia es aproximadamente de 1 mm. No
reduce el nitrato. Produce sulfuro de hidrégeno. La reaccién catalasa
es positiva. La produccién de indol y las pruebas de Voges-Proskauer y
rojo de metilo son negativas. La prueba de la oxidasa es variable.
Hidroliza la caseina, esculina, hipurato, almidén, tirosina y urea
mientras que no descompone la adenina, gelatina, hipoxantina, Tween
80 y xantina. Produce acido a partir de almidén, amigdalina, D,L-
arabinosa, arbutina, celobiosa, esculina, fructosa, L-fucosa, galactosa,
B-gentibiosa, glucosa, glicerol, glicbgeno, inulina, lactosa, maltosa,
manosa, rafinosa, ramnosa, ribosa, salicina, sacarosa, trehalosa, D-
turanosa y D-xilosa. Utiliza acetato pero no aconitato, benzoato,
citrato, DL-tartrato, malato y succinato. Es resistente a lincomicina (2
Hg), y sensible al &cido nalidixico (30 ug), ampicilina (10 pg),
cloranfenicol (30 pg), ciprofloxacina (5 pg), estreptomicina(10 ug),
imipenem (10 pg), kanamicina (30 pg), meticilina (5 pg), norfloxacina
(10 pg), novobiocina (5 pg), ofloxacina (10 pg), oxitetraciclina (30
Hg), penicilina G (10 UI), polimixina B (300 UI), rifampicina (5 upg),
rifampicina (30 pg), sulfonamida (200 upg), tetraciclina (30 pg) y
vancomicina (30 pg). Presenta diferentes actividades enzimaticas tales

como cistina arilamidasa, esterasa (C4), esterasa lipasa (C8), fosfatasa
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acida, fosfatasa alcalina, pB-galactosidasa, a-glucosidasa, f-
glucosidasa, leucina arilamidasa, N-acetil-B-glucosaminidasa, naftol-
AS-BI-fosfohidrolasa y valina arilamidasa. No presenta actividades de
las enzimas a-fucosidasa, a-galactosidasa, B-glucuronidasa, lipasa
(C14), a-manosidasa, g-quimotripsina y tripsina. Las menaquinonas
predominantes son MK-12 y MK-11. La composicién de aminoacidos de
la pared celular incluye acido diaminobutirico, glicina, &cido glutamico
y alanina. Los azlcares totales de la célula son ramnosa, glucosa,
galactosa, arabinosa y ribosa. Los lipidos polares mayoritarios son
difosfatidilglicerol, fosfatidilglicerol, un glicolipido desconocido y cuatro
fosfolipidos desconocidos. El grupo acilo es acetilo. Los acidos grasos
predominantes son anteiso-Cys.o Y anteiso-Cyz.0. Los &cidos micdlicos
estan ausentes. El contenido G+C es 72.3%. El organismo fue aislado

del suelo del exterior, a pocos metros de la entrada de la cueva.

La cepa tipo es 20-5" (=HKI 03207 =DSM 16198" =NCIMB
13990"). El nimero de acceso para la secuencia del gen del ARNr 16S
de esta cepa es AY507129.

Fig. 4.2. Micrografia en contraste de fase de hifas

ramificadas de la cepa 20-5 (A) que se rompen en

fragmentos inmaviles de distintas longitudes (B).
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Fig. 4.3. Colonia de la cepa
20-5. Es una colonia circular,
lisa, convexa y de color
amarillo. Crecimiento en
medio sélido OM79 durante
14 dias.

4.2. DESCRIPCION DE Agromyces neolithicus

Agromyces neolithicus (neo.li "ti.cus. N.L. adj. neolithicus, referente a
las pinturas neoliticas de la Cueva de los Ciervos, de cuyo suelo se

aisl6 el organismo).

Las células forman hifas ramificadas (0.3-0.5 pm de diametro,
1.5-4.0 pym de longitud) que se rompen en fragmentos inmdviles, con
formas bacilar y difteroide (Figura 4.4). Bacteria Gram-positiva,
aerdbica y microaerofilica. Crece entre 15 y 37°C (éptimamente a
289C), en un intervalo de pH entre 5-9.5. Crece en medio
suplementado con el 2% de NaCl y no en medio suplementado con el
4% de NaCl. Las colonias son circulares, convexas, lisas y de color
beige (Figura 4.5). El diametro de la colonia es aproximadamente de 1
mm. Reduce el nitrato. Produce sulfuro de hidrégeno. La reaccién
catalasa es positiva. Indol, Voges-Proskauer y rojo de metilo
negativos. La prueba de la oxidasa es variable. Hidroliza caseina,
esculina, gelatina, hipurato, almidén y tirosina mientras que no
descompone la adenina, hipoxantina, Tween 80, urea y xantina.
Produce acido a partir del almidén, D,L-arabinosa, arbutina, celobiosa,
esculina, fructosa, L-fucosa, galactosa, glucosa, glicerol, glicogeno,

maltosa, manosa, manitol, melibiosa y rafinosa. No utiliza acetato,
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aconitato, benzoato, citrato, DL-tartrato, malato ni succinato. Las
células son sensibles a ampicilina (10 pg), cloranfenicol (30 ug),
ciprofloxacina (5 pg), imipenem (10 ug), meticilina (5 pg),
norfloxacina (10 pug), novobiocina (5 ug), ofloxacina (10 ug),
oxitetraciclina (30 ug), penicilina G (10 UI), polimixina B (300 UI),
rifampicina (5 pg), rifampicina (30 pug), tetraciclina (30 pg) vy
vancomicina (30 pg). Las células son resistentes a kanamicina (30 ug),
lincomicina (2 pg), estreptomicina (10 ug), sulfonamida (200 pg) y al
acido nalidixico (30 pg). Presenta diferentes actividades enzimaticas
tales como cistina arilamidasa, esterasa (C4), esterasa lipasa (C8),
fosfatasa acida, fosfatasa alcalina, B-galactosidasa, a-glucosidasa,
leucina arilamidasa, a-manosidasa, N-acetil-B-glucosaminidasa, naftol-
AS-BI-fosfohidrolasa y valina arilamidasa. No presenta actividades de
las enzimas a-fucosidasa, a-galactosidasa, pB-glucosidasa, B-
glucuronidasa, lipasa (C14), a-quimotripsina y tripsina. Las
menaquinonas predominantes son MK-13 y MK-12. La composicién de
aminoacidos de la pared celular incluye acido diaminobutirico, glicina,
acido glutdmico y alanina. Los azlcares totales de la célula son
glucosa, galactosa y manosa. Los lipidos polares mayoritarios son
difosfatidilglicerol, fosfatidilglicerol, un glicolipido desconocido y dos
fosfolipidos desconocidos. El grupo acil es acetilo. Los acidos grasos
predominantes son anteiso-Cys.o y anteiso-Ci;;0. Los acidos micolicos
estan ausentes. El contenido G+C es 65.3%. El organismo fue aislado

del suelo de interior de la cueva.
La cepa tipo es 23-23" (=HKI 03217 =DSM 16197" =NCIMB

13989"). El nimero de acceso para la secuencia del gen del ARNr 16S
de esta cepa es AY507128.
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1pm

Fig. 4.4. Micrografia en contraste de fase de hifas ramificadas
de la cepa 23-23 (A) que se rompen en fragmentos inmoéviles de
distintas longitudes (B).

Fig. 4.5. Colonia de la cepa
23-23 circular, lisa, convexa y
de color beige. Crecimiento en
medio soélido NA durante 3
dias.
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Agromyces DE LA CATACUMBA DE DOMITILA

En las muestras de la Catacumba de Domitila se
obtuvieron 12 aislamientos pertenecientes al género Agromyces como
se determiné a partir de sus secuencias del gen del ARNr 16S (Tabla
5.1). Cuatro de los aislamientos fueron clasificados como
pertenecientes a A. cerinus subesp. cerinus y A. cerinus subesp.
nitratus presentando un 99% de similitud entre sus secuncias del gen
del ARNr 16S; otras cuatro tenian como homoélogo mas cercano a A.
fucosus con un 96 y 99% de similitud entre sus genes ARNr 16S; dos
tenian como homdlogo mas cercano a A. ramosus con un 97 y 98% de
similitud entre los genes ARNr 16S ; y otros dos tenian como
homédlogo mas cercano a A. mediolanus con un 97% de similitud entre
sus genes ARNr 16S. Se seleccionaron aquellos aislamientos con
<97% de similitud en los genes ARNr 16S con la especie descrita mas
proxima del género Agromyces. Estas cepas fueron CD12Tz-055,
CD12Tz-058, CD13Eh-1, CD13Eh-5 y CD13Eh-36. Este estudio did
lugar a la descripcion de tres nuevas especies, Agromyces italicus,

Agromyces humatus y Agromyces lapidis.
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Tabla 5.1. Aislamientos de la Catacumba Romana de Domitila

Similitud entre

Origen Cepas Homodlogo mas préximo* genes ARNr 16S
(%)
Piedra CD12Tz-055 A. fucosus 97
excavada | CD12Tz-058 A. fucosus 96
de la CD12Tz-061 A. fucosus 99
tumba CD12Tz-076 A. cerinus subesp. cerinus 99
CD13Eh-1 A. mediolanus 97
CD13Eh-5 A. ramosus 97
CD13Eh-12  A. ramosus 98
Pared de | CD13Eh-30  A. fucosus 98
la tumba | CD13Eh-36  A. mediolanus 97
CD13Eh-38  A. cerinus subesp. nitratus 99
CD13Eh-39  A. cerinus subesp. nitratus 99
CD13E0-049 A. cerinus subesp. cerinus 929

*Asignacion de especies realizada con anterioridad a la descripcién de nuevas

especies propuestas en este trabajo.

Las cinco cepas seleccionadas se compararon con las especies
mas cercanas filogenéticamente utilizando las secuencias del gen ARNr
16S. Estas cepas fueron Agromyces albus, Agromyces cerinus subesp.
cerinus, Agromyces fucosus, Agromyces mediolanus, Agromyces

neolithicus, Agromyces ramosus y Agromyces salentinus.

Las caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas se resumen en la
descripcién de especie y en la Tabla 5.2. Las cinco cepas se distinguian
por una variedad de caracteristicas tales como el crecimiento a 10°Cy
en medio suplementado con 4% de NaCl (p/v); hidrélisis de gelatina,
hipoxantina y xantina; reducciéon del nitrato; reaccion de la oxidasa;
tolerancia al oxigeno; produccion de acido a partir de amigdalina, D-
arabinosa, celobiosa, L-fucosa, inulina, lactosa, metil-aD-
manopiranosido, manitol, N-acetilglucosamina, D-rafinosa, ramnosa,

salicina, sacarosa, trehalosa, D-turanosa y D-xilosa; utilizaciéon de
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malato y succinato; actividades de p-glucuronidasa, N-acetil-g-
glucosaminidasa, a-manosidasa y a-quimotripsina; y la susceptibilidad
al acido nalidixico, kanamicina, norfloxacina, penicilina G, polimixina B

y estreptomicina.

Las diferencias respecto a las composiciones de los azucares
celulares totales, menaquinonas, y lipidos polares se muestran en la
Tabla 5.3. Las diferencias mas significativas estdn en la composicién
de azlcares totales, destacando la presencia de ribosa en las cepas
CD12Tz-055, CD12Tz-058, CD13Eh-1, y la presencia de ramnosa en
las cepas CD12Tz-058 y CD13Eh-5.

Las comparaciones de las secuencias de los genes del ARNr 16S
de las cepas CD12Tz-055, CD12Tz-058, CD13Eh-1, CD13Eh-5 y
CD13Eh-36 mostraron una proéxima relacion filogenética con A.
ramosus, A. cerinus subesp. cerinus, A. salentinus, A. neolithicus, A.
albus, A. mediolanus y A. fucosus, respectivamente, con porcentajes
de similitud entre 94 y 98%. Las cepas CD13Eh-1 y CD13Eh-36
mostraron alta similitud (99%), al igual que las cepas CD12Tz-055 vy
CD13Eh-1 (97%). La especie Agromyces salentinus estaba relacionada
con la cepa CD13Eh-5 (98%).

Los estudios de homologia entre ADN gendémicos mostraron que
los aislamientos CD13Eh-1 y CD13Eh-36 se correspondian con una
misma especie, al igual que el aislamiento CD12Tz-058 y Agromyces
fucosus, ya que los resultados de AT, eran inferiores a 5°C (>70% de
similitud; Rossell6-Mora y Amann, 2001). Sin embargo, las
comparaciones llevadas a cabo entre las tres cepas aisladas CD12Tz-
055, CD13Eh-1 y CD13Eh-5, asi como también con sus vecinos
filogenéticos mdas cercanos mostraron diferencias importantes. En
todos los <casos, las diferencias en las temperaturas de
desnaturalizacion entre ADN gendmicos homodulplex y heteroddplex
fueron >7.79C (aproximadamente <51% de similitud ADN-ADN) que
estd por encima de los 5°C recomendados para la delimitacién de
especies (Stackebrandt y Goebel, 1994).
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Las relaciones filogenéticos basadas en el gen ARNr 16S entre
los miembros del género Agromyces y las tres nuevas cepas aisladas
CD12T7z-055, CD13Eh-1 y CD13Eh-5 se muestran en la Figura 5.1.

75 —|__A Agromyces bracchium IFO 162387 (AB023359)
gromyces luteolus IFO 162357 (AB023356)
Agromyces mediolanus CNF 208 (D45056)
66 Agromyces aurantiacus YIM 217417 (AF369342)
ﬂg_ Agromyces ulmi XIL 017 (AY427830)
Agromyces humatus DSM 163897 (AY618216)
Agromyces neolithicus DSM 161977 (AY507128)
8 Agromyces albus VKM 18007 (AF503917)
Agromyces ramosus DSM 430457 (X77447)
rAgromyces cerinus subesp. nitratus IMET 115327 (AY277619)
62 Agromyces hippuratus JCM 90867 (D45061)

50 Agromyces fucosus DSM 85977 (AY158025)
—— Agromyces rhizospherae IFO 162367 (AB023357)
Agromyeces lapidis DSM 163907 (AY6118217)

84 Agromyces salentinus DSM 161987 (AY507129)

Agromyces italicus DSM16388T (AY618215)

Raiz _ 84/

1%

Figura 5.1. Arbol filogenético que muestra las relaciones filogenéticas
entre las especies del género Agromyces y las tres cepas aisladas
(CD12Tz-055, CD13Eh-1 y CD13Eh-5). Se muestran las cepas
utilizadas y en paréntesis los niUmeros de acceso de las secuencias.

Se indica la diferencia correspondiente al 1%.
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Tabla 5.2. Caracteristicas que diferencian las cepas CD12Tz-055, CD12Tz-058, CD13Eh-1, CD13Eh-5 y CD13Eh-36, y las especies mas

cercanas del género Agromyces.

Caracteristicas® 1 2 3 4 5 6 7° 8 9 10 11° 12
Contenido G+C (%) 70.4 70.9 70.8 70.6 73.0 69.0 70.5 70.6 72.3 65.3 68.9 72.3
Crecimiento
10°C + o+ - S o N € T S € N + +
4.0 NacCl (p/v) + (+) + - + (+) - + + - (+) (+)
Descomposicion o hidrdlisis de:
Caseina + + + + + + - + + + - +
Gelatina +/- - + + + + - + - + - -
Hipurato + + + + + + - + + + + +
Hipoxantina - + + (+) - - (+) + + - - -
Tirosina + + + + + - + + + + - +
Urea - - - - - + - - - - - +
Xantina - + + - - - - + + - - -
Pruebas bioquimicas
Reduccion del nitrato + - + + + - - - - + +/- -
Catalasa + + + + + + + + + + - +
Oxidasa +/- +/- + - + + + + +/- +/- - +/-
Microaerdbico + + + - + - - + + + + (+)




Tabla 5.2. (Continuacién).

Caracteristicas® 1 2 3 4 5 6 7° 8 9 10 11° 12

Produccion de acido a partir de:
Amigdalina + + (+) - + - + + + - + (+)
D-Arabinosa + + + - + +* + (+)* + + +
Celobiosa + + + +/- + - + + + + - +
L-Fucosa + + + - + - (+) + - + + +
Galactosa + + + + + (+) + + + + - +
D-Glucosa + + + + + (+) + + + + - +
Glicerol + + + + + - + + + + + +
Inulina + - - + + - - (+) - - + +
Lactosa - + (+) - - + - + - - -
Metil-aD-manopiranosido + - - - + - - + - - - -
Metil-aD-glucopiranosido - - - - - - - + - - - -
Manitol - - - + - + - - + (+) -
N-Acetilglucosamina + - - +/- + - - - (+)* +
D-Rafinosa (+) - - + + +* - + - + + (+)
Ramnosa - + - + + + + +* + - + +
Ribosa - - - - - +* - - + - - +
Salicina + + + - - + + (+) - - +
Sacarosa + (+) - + + (+) - + + (+/-) + +




Tabla 5.2. (Continuacion).

Caracteristicas®

12

Produccion de acido a partir de:

Trehalosa
D-Turanosa
D-Xilosa
Utilizacion de:
Aconitato
Citrato
Malato
Succinato
Actividad enzimatica
a Galactosidasa
[-Galactosidasa
B-Glucuronidasa
N-Acetil-g-glucosaminidasa
ag-Manosidasa
a-Quimotripsina
Susceptibilidad a antibidticos

Acido nalidixico (30 pg)

Ampicilina (10 pg)

(+)
(+)

+

+ o+

+ + o+

+




Tabla 5.2. (Continuacion).

Caracteristicas® 1 2 3 4 5 6 7° 8 9 10 11° 12

Susceptibilidad a antibidticos
Ciprofloxacina (5 pg) + + + + + + +/- + - + + +
Kanamicina (30 pg) - + - - + + + - - +
Meticilina (5 pg) + + + + + - ND - - + ND +
Norfloxacina (10 ug) - - - - + - - - - + - +
Novobiocina (5 pg) + + + + + + + + - + - +
Penicilina G (10 UI) + + + - - - - - - + + +
Polimixina B (300 UI) - + - + + + +/- - - + + +
Estreptomicina (10 pg) - + - + + + + + - - + +
Sulfonamida (200 pg) - - - - - - - - - - - +

1, Cepa CD12Tz-055; 2, Cepa CD12Tz-058; 3, Cepa CD13Eh-1; 4, Cepa CD13Eh-5; 5, Cepa CD13Eh-36; 6, A. albus (VKM
18007); 7, A. cerinus subsp. cerinus (IMET 11525"); 8, A. fucosus (IMET 11529"); 9, A. mediolanus (VKM 1388"); 10, A.

neolithicus (DSM 161977); 11, A. ramosus (IMET 11027"); 12, A.salentinus (DSM 16198").
2 -, negativo; +, positivo; (+) débilmente positivo; +/-, variable; (+/-), débil y variable; ND, No determinado; *, tardio.
® Datos de Groth y col. (1996).
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Tabla 5.3. Caracteristicas quimiotaxondmicas de las cepas CD12Tz-055,

CD12Tz-058, CD13Eh-1, CD13Eh-5 y CD13Eh-36.

Caracteristicas 1 2 3 4 ' 5

AzUcares celulares totales®®
Glu, Ga, Ra,Glu, Ga,Ri, Glu, Ga, Glu, Ga,
Ma, Ri Ga, Ma, Ri Glu,Ma Ra, Ma Ma

Aminoécidos de la pared celular®?

DAB,
DAB, Glc, DAB, Glc, cle. Gi DAB, Glc, DAB, Glc,
c, Gli
Gli, Ala  Gli, Ala N " aGli, Ala  Gli, Ala
a

Menaquinonas mayoritarias®

12, 13 12,13 12, 13 13,12 12, 13

Lipidos polares®d

DPG,
DPG, PG, DPG, PG, bG. 2 DPG, PG, DPG, PG,
PL, 2GL  PL, 2GL ' PL, 2GL 2PL, 2GL
PL, GL

Tipo acilo

Acetilo Acetilo Acetilo Acetilo Acetilo

Acidos grasos predominantes (%)

is0-Cis:0 10.5 5.80 14.2 5.40 3.10
anteiso-Cis:o 48.1 61.5 50.9 41.5 61.0
i50-C16:0 16.5 15.2 14.7 15.5 18.3
Cie:0 5.90 1.50 1.70 1.30 1.80
anteiso-Ciz.o 13.0 12.3 15.3 34.0 12.2

1, Cepa CD12Tz-055; 2, Cepa CD12Tz-058; 3, Cepa CD13Eh-1; 4,
Cepa CD13Eh-5; 5, Cepa CD13Eh-36.

2 Ga, galactosa; Glc, glucosa; Ma, manosa; Ra, ramnosa; Ri, ribosa.

® Ala, alanina; DAB, acido diaminobutirico; Glu, acido glutdmico; Gli,
glicina.

¢ DPG, difosfatidilglicerol; PG, fosfatidilglicerol; GL, glicolipido
desconocido; PL, fosfolipido desconocido.

9En orden de abundancia.
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Las cepas obtenidas se distinguian facilmente entre si y de las
especies de Agromyces validamente publicadas por un amplio rango de
propiedades fenotipicas (Tabla 5.2) y composicion de azlcares totales
(Tabla 5.3). Los datos de homologia entre ADN gendémicos de las cepas
CD12Tz-055, CD13Eh-1 y CD13Eh-5, y sus parientes mas cercanos
dentro del género Agromyces. Basado en las diferencias observadas a
partir de estas pruebas fenotipicas y genotipicas, se propusieron las
tres cepas estudiadas como nuevas especies del género Agromyces, A.
italicus (cepa CD13Eh-1T"), A. humatus (cepa CD13Eh-5") y A. lapidis
(cepa CD12Tz-055").

5.1. DESCRIPCION DE Agromyces italicus

Agromyces italicus (i.ta’li.cus. L. masc. adj. italicus de Italia, origen
del aislamiento).

Bacteria Gram-positiva, microaerofilica a aerdbica que forma
hifas ramificadas (0.4-0.6 uym de didmetro, 1.5-2.3 ym de longitud)
que se rompen en fragmentos inmoviles, con forma de bacilo y
difteroide (irregular) (Figura 5.2). Las colonias son circulares,
convexas, lisas y de color crema (Figura 5.3). El diametro de la colonia
es aproximadamente de 1 mm. El crecimiento aparece entre los 10 y
37°C (crecimiento 6ptimo a 28°C) y a pH 5-9.5. El NaCl es tolerado
hasta el 4% (p/v); pero no a 6% (p/v). Reduce el nitrato. Produce
sulfuro de hidrégeno. Las reacciones catalasa y oxidasa son positivas.
La produccion de indol y las pruebas de Voges-Proskauer y rojo de
metilo son negativas. Hidroliza almidén, caseina, esculina, gelatina,
hipurato, hipoxantina, tirosina y xantina mientras que no hidroliza la
adenina, Tween 80 y urea. Produce &cido a partir de almidén,
amigdalina, D,L-arabinosa, arbutina, celobiosa, esculina, fructosa, L-
fucosa, galactosa, glucosa, glicerol, glicbgeno, lactosa, maitosa,

manosa, salicina y D-xilosa. Utiliza acetato pero no aconitato,
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benzoato, citrato, malato, succinato y DL-tartrato. Es sensible a la
ampicilina (10 pg), ciprofloxacin (5 pg), cloranfenicol (30 pg),
imipenem (10 ug), meticilina (5 pg), novobiocina (5 pg), penicilina G
(10 UI), rifampicina (5 ug), rifampicina (30 pg), tetraciclina (30 pg) y
vancomicina (30 pg). Es resistente al &cido nalidixico (30 pg),
estreptomicina (10 pg), kanamicina (30 pg), lincomicina (2 ug),
norfloxacina (10 ug), ofloxacina (10 pg), oxitetraciclina (30 pg),
polimixina B (300 UI) y sulfonamida (200 pg). Presenta diferentes
actividades enzimaticas tales como cistina arilamidasa, esterasa (C4),
esterasa lipasa (C8), fosfatasa dcida, fosfatasa alcalina, pB-
galactosidasa, a-glucosidasa, pB-glucosidasa, leucina arilamidasa,
naftol-AS-BI-fosfohidrolasa y valina arilamidasa. No presenta
actividades de las enzimas a-fucosidasa, a-galactosidasa, B-
glucuronidasa, lipasa (C14), a-manosidasa, N-acetil-8-
glucosaminidasa, g-quimotripsina vy tripsina. Las menaquinonas
predominantes son MK-12 y MK-13. Los aminoacidos de la pared
celular son &cido diaminobutirico, glicina, acido glutdmico y alanina.
Los azlcares totales de la célula son galactosa, ribosa, glucosa y
manosa. Los lipidos polares mayoritarios son difosfatidilglicerol,
fosfatidilglicerol, un glicolipido desconocido y dos fosfolipidos
desconocidos. El grupo acil es acetilo. Los acidos grasos predominantes
son anteiso-Cis.q y anteiso-Cy7.0. El contenido G+C es 70.8%. El
organismo fue aislado de la pared de la tumba localizada en el
Cubiculo de los Pequefios Apdstoles, en la Catacumba de Domitila,

Roma, Italia.

La cepa tipo es CD1T (=HKI 0325" =DSM 16388" =NCIMB
140117 =CIP 108740"). El nimero de acceso para la secuencia del gen
del ARNr 16S de esta cepa es AY618215.
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Fig. 5.2. Micrografia en contraste de fase de hifas ramificadas de la
cepa CD13Eh-1 (A) que se rompen en fragmentos inmdviles de

distintas longitudes (B).

Fig. 5.3. Colonia circular, lisa, convexa
y de color crema de la cepa CD13Eh-1.
Crecimiento en medio sélido OM79

durante 14 dias.
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5.2. DESCRIPCION DE Agromyces humatus

Agromyces humatus (hu.ma’tus. L. masc. part. adj. humatus de

enterrado).

Bacteria Gram-positiva, que forma hifas ramificadas (0.3-0.5 pm
de didmetro, 1.8-3.2 uym de longitud) que se rompen en fragmentos
inmdviles, con forma bacilar y difteroide (Figura 5.4). Las colonias son
circulares, convexas, lisas y amarillas (Figura 5.5). El diametro de la
colonia es aproximadamente de 1 mm. El crecimiento aparece entre
los 15 y 37°C (crecimiento 6ptimo a 28°C) y a pH 5-9.5. El NaCl es
tolerado hasta el 2% (p/v); pero no a 4% (p/v). Reduce el nitrato.
Produce sulfuro de hidrégeno. La reaccion de la catalasa es positiva.
La prueba de la oxidasa es negativa. La produccién de indol y las
pruebas de Voges-Proskauer y rojo de metilo son negativas. Hidroliza
almidén, caseina, esculina, gelatina, hipurato, hipoxantina y tirosina
mientras que no hidroliza la adenina, Tween 80, urea y xantina.
Produce &acido a partir de almidén, L-arabinosa, arbutina, esculina,
fructosa, galactosa, glucosa, glicerol, glicégeno, inulina, maltosa,
manitol, manosa, rafinosa, ramnosa y sacarosa. La producciéon de
acido a partir de celobiosa y N-acetilglucosamina es variable. Utiliza
acetato, malato y succinato, pero no aconitato, benzoato, citrato y DL-
tartatro. Es sensible a la ampicilina (10 pg), ciprofloxacin (5 pg),
cloranfenicol (30 pg), estreptomicina (10 pg), imipenem (10 ug),
meticilina (5 pg), novobiocina (5 ug), polimixina B (300 UI),
rifampicina (5 ug), rifampicina (30 ug), tetraciclina (30 jg) Yy
vancomicina (30 pg). Es resistente al &acido nalidixico (30 pg),
kanamicina (30 ug), lincomicina (2 pg), norfloxacina (10 pg),
ofloxacina (10 pg), oxitetraciclina (30 pg), penicilina G (10 UI) y
sulfonamida (200 pg). Presenta diferentes actividades enzimaticas
tales como cistina arilamidasa, esterasa (C4), esterasa lipasa (C8),
fosfatasa acida, fosfatasa alcalina, a-fucosidasa, B-galactosidasa, a-

glucosidasa, B-glucosidasa, pB-glucuronidasa, leucina arilamidasa,
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naftol-AS-BI-fosfohidrolasa y valina arilamidasa. No presenta
actividades de las enzimas g-galactosidasa, lipasa (Cl14), a-
manosidasa, N-acetil-B-glucosaminidasa, a-quimotripsina y tripsina.
Las menaquinonas predominantes son MK-13 y MK-12. Los
aminodcidos de la pared celular son acido diaminobutirico, glicina,
acido glutamico y alanina. Los azlcares totales de la célula son
glucosa, galactosa, ramnosa y manosa. Los lipidos polares
mayoritarios son difosfatidilglicerol, fosfatidilglicerol, dos glicolipidos
desconocidos y un fosfolipido desconocido. Ei grupo acil es acetilo. Los
acidos grasos predominantes son anteiso-Cis.o y anteiso-Ciz.. L0S
acidos micodlicos estan ausentes. El contenido G+C es 70.6%. El
organismo fue aislado de la pared de la tumba localizada en el
Cubiculo de los Pequefios Apostoles, en la Catacumba de Domitila,

Roma, Italia.

La cepa tipo es CD5" (=HKI 0327" =DSM 16389" =NCIMB
140127 =CIP 108741"). El nimero de acceso para la secuencia del gen
del ARNr 16S de esta cepa es AY618216.

A

Fig. 5.4. Micrografia en contraste de fase de hifas
ramificadas de la cepa CD13Eh-5 (A) que se rompen en

fragmentos inmdviles de distintas longitudes (B).
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Fig. 5.5. Colonia circular, lisa, convexa y
de color amarillo de la cepa CD13Eh-5.
Medio sélido NA durante 3 dias.

5.3. DESCRIPCION DE Agromyces lapidis

Agromyeces lapidis (la.pi’dis. L. gen. n. lapidis de piedra).

Bacteria Gram-positiva, microaerofilica a aer6bica que forma
hifas ramificadas (0.4-0.6 um de diametro, 1.8-3.0 pm de longitud)
que se rompen en fragmentos inmaviles, con forma bacilar y difteroide
(Figura 5.6). Las colonias son circulares, convexas, lisas y amarillas
(Figura 5.7). El diametro de la colonia es aproximadamente de 1 mm.
El crecimiento aparece entre los 10 y 37°C (crecimiento 6ptimo a
289C) y a pH 5-9.5. El NaCl es tolerado hasta los 4% (p/v); pero no a
6% (p/v). Reduce el nitrato. Produce sulfuro de hidrégeno. La reaccién
de la catalasa es positiva. La prueba de la oxidasa es variable. Indol,
Voges-Proskauer y rojo de metilo negativo. Hidroliza almiddn, caseina,
esculina, hipurato y tirosina, y no hidroliza adenina, hipoxantina,
Tween 80, urea ni xantina. La hidrélisis de gelatina es variable.
Produce &acido a partir de almidén, amigdalina, D-arabinosa, arbutina,
celobiosa, esculina, fructosa, L-fucosa, galactosa, glicerol, glicégeno,
glucosa, inulina, metil-gD-manopiranosido, maltosa, manosa, N-
acetilglucosamina, D-rafinosa, salicina y sacarosa. Utiliza acetato pero
no aconitato, benzoato, citrato, malato, succinato y DL-tartatro. Es

sensible al &cido nalidixico (30 pg), ampicilina (10 pg), ciprofloxacin (5
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Mg), cloranfenicol (30 ug), imipenem (10 pg), meticilina (5 ug),
novobiocina (5 ug), penicilina G (10 UI), rifampicina (5 pg),
rifampicina (30 pg), tetraciclina (30 pg) y vancomicina (30 pg). Es
resistente a estreptomicina (10 pg), kanamicina (30 pg), lincomicina
(2 ug), norfloxacina (10 ug), ofloxacina (10 pg), oxitetraciclina (30
Mg), polimixina B (300 UI) y sulfonamida (200 pg). Presenta diferentes
actividades enzimaticas tales como cistina arilamidasa, esterasa (C4),
esterasa lipasa (C8), fosfatasa acida, fosfatasa alcalina, g-
galactosidasa, a-glucosidasa, p-glucosidasa, leucina arilamidasa,
naftol-AS-BI-fosfohidrolasa, a-quimotripsina y valina arilamidasa. No
presenta actividades de las enzimas a-fucosidasa, a-galactosidasa, B-
glucuronidasa, lipasa (C14), a-manosidasa, N-acetil-B-glucosaminidasa
y tripsina. Las menaquinonas predominantes son MK-12 y MK-13. Los
aminodcidos de la pared celular son &cido diaminobutirico, glicina,
acido glutdmico y alanina. Los azlcares totales de la célula son
glucosa, galactosa, manosa y ribosa. Los lipidos polares mayoritarios
son difosfatidilglicerol, fosfatidilglicerol, dos glicolipidos desconocidos y
un fosfolipido desconocido. El grupo acil es acetilo. Los acidos grasos
predominantes son iso-Cye.0 Y anteiso-Cys.o. Los acidos micélicos estan
ausentes. El contenido G+C es 70.4%. El organismo fue aislado de la

piedra excavada de la Catacumba de Domitila, Roma, Italia.

La cepa tipo es CD55" (=HKI 0324 =DSM 163907 =NCIMB
14013" =CIP 108739"). El nimero de acceso para la secuencia del gen
del ARNr 16S de esta cepa es AY6118217.
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Fig. 5.6. Micrografia en contraste de fase de hifas
ramificadas de la cepa CD12Tz-055 (A) que se rompen en

fragmentos inmoviles de distintas longitudes (B).

Fig. 5.7. Colonia circular, lisa,
convexa y de color amarillo de la
cepa CD12Tz-055. Crecimiento en
medio sélido OM79 durante 14 dias.
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Capitulo 6. Agromyces en la Cueva de los Murciélagos

Agromyces DE LA CUEVA DE LOS MURCIELAGOS

A partir de un biofilm de la pared de la Cueva de los Murciélagos
se obtuvieron dos aislamientos, 6Z7Ta-033 y 6Z8Ee-006,
pertenecientes al género Agromyces segun confirmé el analisis de sus
secuencias del gen del ARNr 16S (Tabla 6.1), ambos mostraron alta
similitud con A. fucosus con un 98 y 99% de similitud en ese gen. Se
seleccioné el aislamiento que presentaba un 98% de similitud porque
se observaron diferencias quimiotaxonémicas importantes con A.
fucosus, por lo que se estudié en detalle para confirmar si pertenecia o

no a la especie A. fucosus.
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Tabla 6.1. Aislamientos de la Cueva de Los Murciélagos

. Homoélogo mas Similitud entre genes
Origen Cepas i
proximo* ARNr 16S (%)
6Z27Ta-033 A. fucosus 98
Pared del
interior de
la cueva
6Z8Ee-006 A. fucosus 99

*Asignacion de especies realizada con anterioridad a la descripcion de nuevas

especies propuestas en este trabajo.

La cepa 6Z7Ta-033 fue seleccionada y se compard con las
especies mas cercanas filogenéticamente segun el gen del ARNr 16S.
Estas cepas fueron A. fucosus, A. ramosus, A. albus, A. cerinus

subesp. cerinus y A. cerinus subesp. nitratus.

Un amplio rango de caracteristicas distinguia la cepa 6Z27Ta-033
de las especies mas cercanas filogenéticamente (Tabla 6.2). Con la
especie A. fucosus se diferenciaba en la produccion de acido a partir de
la lactosa, metil-aD-glucopiranosido, manitol y D-xilosa; utilizacién de
malato y succinato; la reaccion de la oxidasa y la sensibilidad a la
kanamicina. La cepa 6Z7Ta-033 no presentaba fucosa ni ribosa entre
los azlcares totales de la célula. Con A. ramosus se diferenciaba en la
hidrdlisis de caseina, hipoxantina, tirosina y xantina; produccién de
acido a partir de la celobiosa, galactosa, glucosa, lactosa, maltosa,
manosa, salicina y D-xilosa; reduccion del nitrato, reacciones de la
catalasa y oxidasa; y la sensibilidad a la ampicilina, kanamicina,
penicilina G y polimixina B. En la composicién de azlcares totales
también se diferenciaba ya que la cepa 6Z7Ta-033 no presentaba
xilosa ni ribosa, presentes en A. ramosus. La cepa 6Z7Ta-033 diferia
con A. albus en la hidrélisis de hipoxantina, tirosina, urea y xantina;

tolerancia al oxigeno; produccion de &cido a partir de adonitol,
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amigdalina, celobiosa, D,L-fucosa, glicerol, inulina, lactosa, metil-aD-
manopiranosido, ribosa y salicina; y la sensibilidad a ampicilina,
kanamicina, acido nalidixico y polimixina B. Con A. cerinus subesp.
nitratus diferia en la hidrdlisis de xantina; produccién de acido a partir
de L-arabinosa, inulina, lactosa, manitol, rafinosa, sacarosa y D-xilosa;
utilizacion de malato y succinato; reduccion del nitrato; sensibilidad a
ciprofloxacina, kanamicina y polimixina B; vy actividad de -
galactosidasa, N-acetil-B-glucosaminidasa y a-fucosidasa. También
existian diferencias en la composicién de azucares totales, ya que la
cepa 6Z7Ta-033 presentaba ramnosa, ausente en A. cerinus subesp.
nitratus. Sin embargo, los azucares xilosa y ribosa estaban presentes
en A. cerinus subesp. nitratus y no en la cepa 6Z27Ta-033. Finalmente,
con A. cerinus subesp. cerinus también existian diferencias en la
hidrdlisis de caseina, hipurato y xantina; produccién de acido a partir
de D,L-arabinosa, inulina, manitol, rafinosa y D-xilosa; y sensibilidad a
ampicilina y kanamicina. A. cerinus subesp. cerinus presentaba xilosa,

ribosa y tivelosa, ausentes en la cepa 6Z27Ta-033.
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Tabla 6.2. Caracteristicas que diferencian la cepa 6Z7Ta-033 de las especies
mas cercanas del género Agromyces.

Caracteristicas? 1 2 3b 4 5 6°
Color de la colonia A A B B A A
Contenido G+C (%) 71.2 70.6 689 69.0 709 70.5
Ra Ga
Ra Ga Ra Ga R?,laGa Ga Ma '\)"(?
Azlcares celulates totales® Ma Ma Fu . ND Glc Xi .
Gle Glcrie X1 Gl R N
Ri TII
Glcd
Crecimiento a 37°C Tr + + + (+)* ND
Hidrdlisis de:
Caseina + + - + + -
Gelatina +/- + - + - -
Hipurato + + + + + -
Hipoxantina + + - - + (+)
Tirosina + + - - + +
Urea - - - + - -
Xantina + + - - - -

Pruebas bioquimicas
Reduccién del nitrato
Catalasa
Oxidasa
Microaerdbico

Produccion de acido a partir de:
Adonitol
Amigdalina
L-Arabinosa
Celobiosa
D-Fucosa
L-Fucosa
Galactosa
D-Glucosa
Glicerol
Inulina
Lactosa
Metil-aD-manopiranosido
Metil-aD-glucopiranosido
Maltosa
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Tabla 6.2. (Continuacion)

Caracteristicas® 1 2 3° 4 5 6°
Produccion de acido a partir de:
Manitol + - (+) + - -
Manosa + + - (+) + +
Melibiosa - - f (+) - f
N-Acetilglucosamina +/- + +f - + f
D-Rafinosa + + + 4% - -
Ribosa - - - 4% - -
Salicina + + - - + +
Sucrosa + + + (+) - +
Trehalosa - (+)* - - - -
D-Xilosa + - - +% - -
Utilizacién de:
Aconitato - - - - - +
Citrato - - - - - +
Malato + - + + - +
Succinato + - + + - -
Actividad enzimatica
a-Galactosidasa - - -f - + +f
B-Galactosidasa + + -f + + +f
a-Glucosidasa + + -f + + +f
N-Acetil-- N N r .\ ) P
glucosaminidasa
a-Fucosidasa - - -f - + f
Susceptibilidad antibiotica
Ampicilina (10 pg) - - + + - +
Ciprofioxacina (5 pg) + + + + - +/-
Kanamicina (30 pg) - + + + + +
Acido nalidixico (30 pg) - - f + - f
Novobiocina (5 pg) + + -f + + +f
Penicilina G (10 UI) - - + - - -
Polimixina B (300 UI) - - + + + +/-
Tetraciclina (30 pg) + + -f + + +f

1, Cepa 6Z7Ta-033; 2, A. fucosus IMET 115297, 3, A. ramosus IMET
110277, 4, A. albus VKM 18007, 5, A. cerinus subesp. nitratus IMET
115327y 6, A. cerinus subesp. cerinus IMET 11525".

2 A: amarilla; B: blanca; -, negativo; +, positivo; (+) débilmente
positivo; +/-, variable; *, tardio; tr, trazas; ND, No determinado.

® Datos de Groth y col. (1996) salvo que se indique otra referencia.

¢ Ga, galactosa; Glc, glucosa; Ma, manosa; ra, ramnosa; ri, ribosa; ti,
tivelosa; xi, xilosa.

9 Datos de Zurskaya y col. (1992).

¢ Datos de Dorofeeva y col. (2003).

f Datos de este estudio.
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Las comparaciones entre las secuencias del gen del ARNr 16S de
la cepa 6Z27Ta-033 y de las especies previamente descritas mostraron
relaciones filogenéticos préximas con A. fucosus (98% de similitud), A.
ramosus (98% de similitud), A. albus (97% de similitud), A. cerinus
subesp. nitratus (97% de similitud), y A. cerinus subesp. cerinus (97%

de similitud).

La hibridacion entre el ADN gendmico de la cepa 6Z7Ta-033 y el
ADN gendmico de cada uno de sus vecinos filogenéticos mas cercanos,
mostré diferencias superiores al nivel recomendado para la separacién
de especies (Wayne y col., 1997). En todos los casos, los valores de
ATm fueron >5.8°C (aproximadamente <51% de similitud entre los
ADN gendmicos; Rossell6-Mora y Amann, 2001). El valor de G+C
obtenido para la cepa 6Z7Ta-033 esta dentro del rango de contenido

G+C de especies descritas del género Agromyces.

En la Figura 6.1 se muestra un arbol filogenético basado en los
genes del ARNr 16S, mostrando las relaciones entre los miembros del
género Agromyces y la cepa 6Z7Ta-033, correspondiente con la nueva

especie Agromyces subbeticus.

Las caracteristicas gendomicas y fenotipicas determinadas
también sitlan a la cepa 6Z7Ta-033 como miembro del género
(Gledhill y Casida, 1969; Zgurskaya y col., 1992). Basandonos en los
resultados de las pruebas presentadas en este estudio, se propuso a la
cepa 6Z7Ta-033, como una nueva especie dentro del género

Agromyces, Agromyces subbeticus.
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ji T
7_6_‘? Agromyces bracchium IFO 162387 (AB023359)
Agromyces luteolus IFO 162357 (AB023356)

Agromyces mediolanus CNF 208 (D45056)

70— Agromyces aurantiacus YIM 217417 (AF369342)
Agromyces ulmi XIL 01T (AY427830)

Agromyces humatus DSM 163897 (AY618216)

50

95

L Agromyces neolithicus DSM161977 (AY507128)

E_T_— Agromyces albus VKM 18007 (AF503917)
Agromyces ramosus DSM 430457 (X77447)

61 Agromyces cerinus subesp. cerinus VKM Ac-1340T (X77448)
58 Agromyces cerinus subesp. nitratus IMET 115327 (AY277619)
L Agromyces hippuratus JCM 90867 (D45061)
Agromyces rhizospherae IFO 162367 (AB023357)
Agromyces subbeticus DSM 166897 (AY737778)

51
Agromyces fucosus DSM 85977 (AY158025)
Raiz «— . Agromyces lapidis DSM 163907 (AY6118217)
84 Agromyces salentinus DSM161987 (AY507129)

1 % Agromyces italicus DSM 163887 (AY618215)

Fig. 6.1. Arbol filogenético que muestra las relaciones
filogenéticas entre las especies del género Agromyces y la cepa
6Z7Ta-033 (Agromyces subbeticus). Se muestran las cepas
utilizadas y entre paréntesis los nimeros de acceso para las
secuencias del gen ARNr 16S vy la distancia correspondiente a las

diferencias.
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6.1. DESCRIPCION DE Agromyces subbeticus

Agromyces subbeticus (sub.be’ti.cus. N.L. masc. adj. subbeticus,
referente a la Cordillera Subbetica en el Sur de Espafia, donde se

localiza la Cueva de los Murciélagos).

Bacteria Gram-positiva, aerdbica y microaerofilica. Las células
forman hifas ramificadas (0.3-0.5 ym de didmetro, 2.5-4.0 pm de
longitud) que se rompen en fragmentos inmoviles, con formas bacilar y
difteroide (Figura 6.2). Las colonias son circulares, convexas, lisas y
amarillas (Figura 6.3). El diametro de la colonia es aproximadamente
de 1 mm. Crece entre 6 y 37°C (6ptimamente a 28°C), y a valores de
pH entre 5 y 9.5. Crece en medio suplementado con el 4% de NaCl,
pero no crece con el 6% de NaCl. No reduce el nitrato. Produce sulfuro
de hidrégeno. La reaccion catalasa es positiva. Indol, Voges-Proskauer
y rojo de metilo negativo. La prueba de la oxidasa es variable.
Hidroliza almiddén, caseina, esculina, hipurato, hipoxantina, tirosina y
xantina mientras que no descompone la adenina, Tween 80 y urea. La
hidrélisis de la gelatina es variable. Produce acido a partir de almidén,
amigdalina, D,L-arabinosa, arbutina, celobiosa, esculina, fructosa, L-
fucosa, galactosa, glucosa, glicerol, glicégeno, inulina, lactosa, metil-
aD-manopiranoso, maltosa, manitol, manosa, rafinosa, ramnosa,
salicina, sacarosa y D-xilosa. Utiliza acetato, malato y succinato, pero
no aconitato, benzoato, citrato y DL-tartrato. Es resistente al acido
nalidixico (30 pg), ampicilina (10 pg), kanamicina (30 pg), lincomicina
(2 ug), meticilina (5 pg), norfloxacina (10 pg), penicilina G (10 UI),
polimixina B (300 UI) y sulfonamida (200 pg). Es sensible al
cloranfenicol (30 pg), ciprofloxacina (5 pg), estreptomicina (10 pg),
imipenem (10 pg), novobiocina (5 ug), ofloxacina (10 ug),
oxitetraciclina (30 pg), rifampicina (5 pg), rifampicina (30 ug),
tetraciclina (30 pg) y vancomicina (30 pg). Presenta diferentes
actividades enzimaticas tales como cistina arilamidasa, esterasa (C4),

esterasa lipasa (C8), fosfatasa 4cida, fosfatasa alcalina, g-
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galactosidasa, a-glucosidasa, B-glucosidasa, leucina arilamidasa, N-
acetil-g-glucosaminidasa, naftol-AS-BI-fosfohidrolasa y valina
arilamidasa. No presenta actividades de las enzimas a-fucosidasa, a-
galactosidasa, pB-glucuronidasa, lipasa (Cl14), a-manosidasa, a-
quimotripsina y tripsina. Las menaquinonas predominantes son MK-12
y MK-13. La composicion de aminoacidos de la pared celular incluye
acido diaminobutirico, glicina, acido glutamico y alanina. Los azucares
totales de la célula son ramnosa, glucosa, galactosa y manosa. Los
lipidos polares mayoritarios son difosfatidilglicerol, fosfatidilglicerol,
dos glicolipidos desconocidos y un fosfolipido desconocido. El grupo
acilo es acetilo. La composicidn de acidos grasos era del 45.6%
anteiso-Cis.o, 20.4% anteiso-Ci7.9, 16.3% iso-Cis.0, 12.4% is0-Cie:o,
3.6% is0-Cy7.0 Y 1% Cis.0. LOS acidos micodlicos estaban ausentes. El
contenido G+C es 71.2%. El organismo fue aislado de un biofilm de la

pared de la Cueva de los Murciélagos, Zuheros, Cérdoba, Espaia.

La cepa tipo es 6Z7Ta-033" (=HKI 0340" =DSM 16689" =NCIMB
14025"). El niUmero de acceso para la secuencia del gen del ARNr 16S
de esta cepa es AY737778.
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Fig. 6.2. Micrografia en contraste de fase de hifas ramificadas
de la cepa 6Z7Ta-033 (A) que se rompen en fragmentos

inmoviles de distintas longitudes (B).

Fig. 6.3. Colonia circular, lisa,

convexa y de color crema de la
cepa 6Z7Ta-033. Crecimiento en
medio sélido OM79 durante 14 dias.
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Capitulo 7. Descripcién género Agromyces

Descripcion modificada del género Agromyces (ex Zgurskaya y
col., 1992)

La dltima descripcidn propuesta a continuacién estd basada en la
descripcidn realizada por Zgurskaya y col. (1992) con las siguientes
modificaciones (Tabla 7.1). La susceptibilidad a los antibidticos
kanamicina y acido nalidixico es dependiente de las especies
analizadas. E! crecimiento en medio con un suplemento del 4% en
NaCl es dependiente de las especies analizadas. La galactosa, glucosa
y manosa aparecen en la mayoria de las paredes celulares. La ribosa y
ramnosa en menor proporcidn. La xilosa, fucosa, tivelosa y arabinosa
raramente estan presentes. Las menaquinonas mayoritarias son MK-12
y MK-13. En menor proporcién aparecen las menaquinonas MK-10 y
MK-11. Miembros de este género Agromyces no estan restringidos a
suelos o inflorescencias, también estan presentes en ambientes
hipogeos. El contenido de G+C se encuentra en el rango de 65 a 72
mol%. La especie tipo es A. ramosus’.
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Tabla 7.1. Caracteristicas que diferencian las especies del género Agromyces.

Caracteristicas® i 2 3 4 5 6 72 8 9 10° 11 12 13° 14° 15° 16% 17 18°
Contenido G+C (%) 72.3 653 70.8 70.6 70.4 71.2 68.9 70.6 70.8 70.5 70.9 723 711 71.2 70.0 72.8 69.0 72.0
Crecimiento
4.0 NaCl (p/v) (+) - + - + (+) (#) + nd - + + + + + nd (+) nd
60C - - - - - (+»>* nd +* nd nd tr¥ - nd nd nd nd trx -
100C + - (+) - (+#) +* +° + nd (+) (O)* (+) - - - nd (+) -
37°C + +  tr* tr*x + tr + + (+) nd H* + - - - nd + +
pH 5.0 (#)* +* +*¥ (+)* +* +* nd +* nd nd +* +* nd nd nd nd - nd
Hidrélisis de:
Almidén + + + + + + + + + + + - + + + + + -
Caseina + + + o+ o+ o+ - + - - + + £ Ff  F nd + nd
Gelatina - + + + +/- +/- - + nd - - - + + + - + -
Hipurato + + + + + + + + + - + + nd nd nd nd + nd
Hipoxantina - - + (+) - + - + - (+) + + - - - nd - nd
Tirosina + + + + + + - + + + + + nd nd nd nd - nd
Urea + - - - - - - - - - - - - - - nd + -
Xantina - - + - - + - + - - - + £ f nd - nd
Pruebas bioquimicas
Reduccion del + o+ o+ o+ - +/- - + - + - } ) ) nd - )
nitrato
E';%ducc'on del + + + + + + + + nd + + + nd nd nd - + +
Catalasa + + + + + + - + + + + + + + + - + -
Oxidasa +/- +/- + - +/- +/- - + 4+ o+ 4 -+ B nd + -
Microaerdbico (+) + + - + + 4+ 4+ Sff o4 4 F . nd




Tabla 7.1. (Continuacion).

Caracteristicas® 1 2 3 4 5 6 7° 8 9 10° 11 12 13 14° 15° 16% 17 18°

Utilizacion de:
Acetato + - + + + + + + nd + + + nd nd nd nd + nd
Aconitato - - - - - - - - +/- + - - nd nd nd nd - nd
Citrato - - - - - - - - - + - - nd nd nd nd - nd
Malato - - - + - + + - nd + - - nd nd nd nd + +/-
Succinato - - - + - + + - - - - - nd nd nd nd + nd

Produccion de acido a partir de:
Adonitol - - - - - - -8 - nd nd - - - - - - + nd
Almiddn + o+ + o+ + + nd + nd nd + - - + + nd (+) nd
Amigdalina (+) - (+) - + + + o+ o4+ o+ - -+ - - 4+
D-Arabinosa + + + - + + + + + + +*  (+)* - - - - +* nd
L-Arabinosa + + + + - + + + + - - - - - + +/- + nd
Celobiosa + o+ + (+) + o+ - + nd +" + + - + o+ o+ - +
D-Fucosa - - - - - - nd - nd nd - - - - - - (+) nd
L-Fucosa + + + - + + + + nd (+) + - - - - - - nd
Galactosa + o+ + + + + - + nd +" + + - - + o+ (+) +
B-Gentibiosa (+) - - - - - - - nd nd - - - +/- + - - +
Glicerol +  + + + + 4+ + 4+ nd + + 4+ - - - + - +
Glicogeno + + + + + 4+ nd + nd nd + - - + + 4+ (+) +
D-Glucosa + + +  + + + - + nd + + + + + + nd (+) +
Inulina + - - + + + + (+) - - - - o4 e . +
Lactosa - - (+) - - (+) - - - + -  + + - + - - +
Metil-aD- ) N ; ) + + ) + nd - i ) i i i d - N

manopiranosido




Tabla 7.1. (Continuacién).

Caracteristicas® 1 2 4 5 6 7° 8 9 10° 11 12 13° 14° 15° 16% 17 18°
Produccion de acido a partir de:

Metil-qD- . - - - - - - + nd - - - - - - nd - +
glucopiranosidp

Manitol -+ + -+ (+) - oo - - H -+ o+ o+ -
Manosa +  (4) + + o+ -+ nd + + + + + + nd + 4+
Melibiosa -+ - - - 9 - nd -* - - (+) - + nd (+) +
N-Acetilglucosamina - (+)* +/) + (+/) + + nd - + - - - + nd - +
D-Rafinosa (+) + + + + + + - - - - - - + + +* +
Ramnosa + - + - + + +* + + + +  (+) - (+) - + 4+
Ribosa + - - - - - - nd - - + - - + - 4+* o+
Salicina + - - + + - + - + +  (+) - + + - - +
Sacarosa +  (+/) + + + + + nd - - + nd nd nd nd (+) +
L-Sorbosa - - - - - nd - nd nd - (+) - - - - - +
Trehalosa + - - - - - (H)* -© - - + + - + - - +
D-Turanosa + - - - - - - nd - - (+) - - + +/- - nd
D-Xilosa + - - - + - - + - - - - - + - +*  +
Actividad enzimatica nd
a-Fucosidasa - - - - - nd - nd nd + - nd nd nd nd - nd
a-Galactosidasa - + - - - - - nd + + - nd nd nd nd - nd
B-Galactosidasa + - + + + - + nd + +  + nd nd nd nd + nd
B-Glucosidasa + - + + + nd + nd nd + + nd nd nd nd + nd




Tabla 7.1. (Continuacién).

Caracteristicas® 1 2 3 4 5 6 72 8 9 10° 11 12 13° 14° 15° 16* 17 18°

Actividad enzimatica nd
B-Glucuronidasa - + - + - - - - nd - - - nd nd nd nd - nd
N-Acetil-B- + 4+ - - - 4 - 4 nd - - + nd nd nd nd + nd
glucosaminidasa
a-manosidasa - + - + - - - - nd - - - nd nd nd nd - nd
a-quimotripsina - + - + - - - nd - - - nd nd nd nd - nd

Susceptibilidad a antibiéticos
Acido nalidixico (30 pg) + - - - + - - - - - - - nd nd nd nd + nd
Ampicilina (10 ug) + + + + + - + - nd + - + nd nd nd nd + nd
Ciprofloxacina (5 pg) + + + + + + + + nd +/- - - nd nd nd nd + nd
Estreptomicina (10 ug) + - - + - + + + nd + + - nd nd nd nd + nd
Kanamicina (30 pg) + - - - - - + + + + + - nd nd nd nd + nd
Meticilina (5 pg) + + + + + - nd - nd nd - - nd nd nd nd - nd
Norfloxacina (10 ug) + + - - - - - - nd - - - nd nd nd nd - nd
Novobiocina (5 pg) + + + + + + - + + + + - nd nd nd nd + nd
Penicilina G (10 UI) + + + - + - + - nd - - - nd nd nd nd - nd
Polimixina B (300 UI) + + - + - - + - nd +/- + - nd nd nd nd + nd
Sulfonamida (200 pg) + - - - - - - - nd - - - nd nd nd nd - nd




Tabla 7.1. (Continuacién).

Caracteristicas® 1 2 3 4 5 6 7° 8 9 10° 11 12 13° 14° 15° 16% 17 18°
Azlcares Ra Glc Ga Glc Glc Ra Ra" Ra" Ga" Ra" Ga"
Glc Ga Ri Ga Ga Ga Ga Ga Glc Ga Ma
CeIUIar?s Ga Ma Glc Ra Ma Ma Ma Ma Ma Ma Glc
totales Ara Ma Ma R Glc Xi Fu R Xi Xi nd nd nd nd nd nd nd
Ri Glc Glc Ra Ri Ri
Ri Ri Xi T
Fu Glc
Menaquinonas 12 i i i i i i c
mayoritarias' 11 13 12 13 12 12 112 12012 12 120 12 4,50 45 120 120 45 12
10 12 13 12 13 13 i3 13 13 13 13 11 11 11 13 13 11 11
13 10 10 10 10 10 10 11 11 10
Origen S S Pa Pa Pi Pa S S S S S S R R R S HI T




Capitulo 7. Descripcion género Agromyces

1, A. salentinus (DSM 16198"); 2, A. neolithicus (DSM 16197"); 3, A. italicus
(DSM 16388"); 4, A. humatus (DSM 16389"); 5, A. lapidis (DSM 16390"); 6,
A. subbeticus (DSM 16689"); 7, A. ramosus (IMET 11027"); 8, A. fucosus
(IMET 11529"); 9, A. hippuratus (JCM 9086"); 10, A. cerinus subesp. cerinus
(IMET 11525"); 11, A. cerinus subesp. nitratus (IMET 115327); 12, A.
mediolanus (VKM 1388"); 13, A. luteolus (IFO 16235"); 14, A. rhizospherae
(IFO 16236"); 15, A. bracchium (IFO 16238"); 16, A. aurantiacus (YIM
217417); 17, A. albus (VKM 1800"); 18, A. ulmi (XIL 017).

2 -, negativo; +, positivo; (+), débilmente positivo; +/-, variable; *, tardio;
tr, trazas; nd, no determinado; Ara, arabinosa; Ga, galactosa; Glc, glucosa;
Ma, manosa; Ra, ramnosa; Ri, ribosa; Ti, tivelosa; Xi, xilosa; S, suelo; Pa,
pared; Pi, piedra; R, rizosfera; H,I, hojas e inflorescencias; T, tocén de arbol.
® Datos de Groth y col. (1996) salvo que se indique otra referencia.

¢ Datos de Takeuchi y Hatano (2001) salvo que se indique otra referencia.

d Datos de Li y col. (2003) salvo que se indique otra referencia.

¢ Datos de Rivas y col. (2004).

f Datos de Dorofeeva y col. (2003)

9 Datos de Gledhill y Casida (1969).

" Datos de Zgurskaya y col. (1992).

' Datos de Suzuki y col. (1996).

JEn orden de abundancia.
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Capitulo 8. Biomineralizacién por Agromyces

BIOMINERALIZACION CAUSADA POR Agromyces

El papel de las actinobacterias en los procesos
biogeoquimicos, particularmente en el deterioro de las obras de arte
en cuevas y catacumbas es de particular interés por el efecto que
pudieran tener sobre el Patrimonio Cultural (Groth y Saiz-Jimenez,
1999; Groth y col., 1999a), ya que el crecimiento de actinobacterias es
un peligro para las pinturas rupestres al estar relacionadas con
procesos constructivos (precipitacion mineral) y destructivos
(disolucién del sustrato) en los ambientes hipogeos (Sanchez-Moral y
col., 2003a).

Caflaveras y col. (1999) sugirieron que las bacterias podian
jugar un papel en la formacién de depdsitos cristalinos tipo moonmilk
en la Cueva de Altamira, ya que comprobaron la presencia de
comunidades microbianas, predominantemente compuestas por
actinobacterias, asociadas con depésitos de hidromagnesita Yy
aragonito, asi como la capacidad de muchos aislamientos para

precipitar carbonato calcico en cultivos de laboratorio.
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La capacidad de las actinobacterias de cuevas y catacumbas
para producir precipitados minerales se ha descrito en varios trabajos
(Laiz y col., 1999; Groth y col., 2001; Sanchez-Moral y col., 2003a).
En el laboratorio se ha demostrado que estos microorganismos
generan microhabitats que  favorecen los procesos de
biomineralizacién, tales como la precipitaciéon, transformacion vy
preservacion de formas polimoérficas de carbonato calcico (calcita,
aragonito, vaterita) y también de otras fases cristalinas compuestas
por sulfatos o fosfatos, encontrados en los ambientes naturales y en
cultivos de laboratorio (Sanchez-Moral y col., 2003b, 2004).

Con el objetivo de conocer el papel de los Agromyces en los
ciclos biogeoquimicos, se realizaron experimentos de bioinduccién de
cristales en el laboratorio empleando diferentes medios de cultivo
(Tabla 8.1). Los medios de cultivo utilizados variaban la fuente de
carbono y composiciéon de sales, al igual que ocurre en el medio
natural donde existe una elevada variedad de fuentes de carbono
(Saiz-Jimenez y Hermosin, 1999a,b) y de depositos cristalinos,
incluyendo carbonatos, cloratos, nitratos y sulfatos (Cafaveras y col.,
2001). En los medios de cultivo B4, M2, Bal, Mg y NH la fuente de
carbono era el acetato, de forma que aquellas bacterias con capacidad
de precipitar cristales darian lugar a carbonatos. Empleando los medios
de cultivo CTA-N y Sr2 se esperaba encontrar precipitados cristalinos

compuestos por sulfatos o fosfatos.

Después de una semana de incubacion la mayoria de las cepas
de Agromyces formaron cristales distribuidos por toda la placa,
asociados a las colonias bacterianas. Se llevaron a cabo analisis
morfolégicos y estructurales de los cristales recogidos asociados a las
colonias de un cultivo de 20 dias. La composicion mineral de los
precipitados se identificé en el Departamento de Geologia del Museo
Nacional de Ciencias Naturales del CSIC, empleando espectroscopia
FT-IR, microscopia electrénica de barrido (SEM), dixfraccion de rayos-

X (DRX) y espectroscopia de energias dispersadas (EDS).
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Tabla 8.1. Cepas aisladas de la Cueva de los Ciervos y Catacumba Romana de

Domitila, y su produccién de fases cristalinas empleando distintos medios de

cultivo.
Cepas Hon‘:'?ﬁlxoi%:)or:as Medios de cultivo
P B4 M2 Bal CTAN Mg NH__ Sr2
2-12 A.cerinus ' + + ) + ) + i
subesp. cerinus
A.cerinus
18-4 subesp. cerinus T T } + } + -
A.cerinus
18-28 subesp. nitratus o7 ) + ) + -
A.cerinus
19-17 subesp. cerinus + + ND + B + ND
A.cerinus
19-20 subesp. nitratus T ND + - + ND
23-23 A. neolithicus + + - + - + -
24-6 A.cerinus . + + ND + i + ND
subesp. cerinus
A.cerinus
24-14 subesp. nitratus + + ND + ) + ND
25-20 A.subbeticus + + - + - + -
20-2 A. salentinus + + ND + - + ND
20-3 A. lapidis + + ND + - + ND
20-5 A. salentinus + + ND + - + ND
CD13Eh-1 | A. jtalicus + + - + - + -
CD13Eh-5 | A. humatus + o+ - + - + -
CD13Eh-12 | A. lapidis + + + + - + -
CD13Eh-30 | A. fucosus + + + + - + -
CD13Eh-36 | A. jtalicus + + - + - + ND
CD13Eh-38 A.cerinus , + + - + - + ND
subesp. nitratus
CD13Eh-39 A.cerinus + + - + - + ND
subesp. nitratus

*Asignacion de especies realizada con posterioridad a la descripcién de las

nuevas especies propuestas en este estudio. ND: No determinado.
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En la Tabla 8.1 se observa que el 100% de las cepas estudiadas
producian cristales en medio B4 (Boquet y col., 1973),
correspondientes a formas polimérficas de carbonato calcico [(calcita,
aragonito, vaterita) (Figura 8.1)]. Sanchez-Moral y col. (2003b)
observaron en las Catacumbas de San Calixto distintos tipos de
cristales de carbonato caicico (CaCOs3), unos en forma de cristales
aciculares de aragonito y otros con forma de semiesfera de vaterita,
idénticos a los producidos en el laboratorio. Parece ser que la habilidad
para producir formas polimérficas de carbonato célcico esta
ampliamente extendida entre las actinobacterias ambientales (Groth y
col., 2001). También el 100% de los aislamientos producian cristales
en medio M2, correspondientes a calcita magnésica (CaCO3-Mg)
(Gonzalez-Mufioz y col., 2000). En medio Bal, sélo los aislamientos de
la Catacumba de Domitila, CD13Eh-12 y CD13Eh-30, producian
cristales de witherita (BaCOs) (Figura 8.2). La presencia de bario como
uno de los elementos traza mas abundantes de la roca de las
catacumbas (1200-7200 ppm) confirmaria la capacidad de estos
aislamientos de producir cristales de carbonato barico en este
ambiente hipogeo (Sanchez-Moral y col., 2003a). Se conoce que el
bario es un elemento altamente toxico para las bacterias, hongos,
musgos y algas (Baldi y col., 1996). Sin embargo, la actividad
bacteriana o meteorizacién fisico-quimica mobiliza el bario desde la
roca, particularmente si el bario estd asociado a carbono organico
necesario para el crecimiento, precipitando bario como witherita. La
witherita es un mineral poco frecuente, principalmente porque se
altera facilmente hasta barita (BaS0O,). Esto se produce cuando los
sulfatos de diversos minerales se disuelven junto con la witherita y el
sulfato se combina con el bario formando barita. La presencia de
witherita en las catacumbas es poco probable, ya que se transforma en
barita espontdneamente. En las catacumbas, el yeso y sulfatos estén
presentes comunmente en la forma de minerales secundarios, también
disueltos en las aguas de goteo (Sanchez-Moral y col., 2003b). En los
medios CTA-N y NH todas las bacterias producian cristales de fosfato.
Estos cristales correspondian a estruvita (MgNH,PO,4:6H,0) (Figura 8.3)

como se demostrd en trabajos previos (Gonzalez-Mufioz y col., 1993;
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Groth y col., 2001). La presencia de estruvita en los cultivos de cepas
aisladas de las catacumbas y la presencia de cantidades apreciables de
fésforo y magnesio en la roca volcanica de dichas catacumbas nos
lleva a considerar que algunos minerales de fosfatos encontrados en
las catacumbas podrian tener un origen biolégico (Sanchez-Moral y
col., 2003a). Sin embargo, no se observd produccién de cristales en

los medios Mg y Sr2 por ninguna de las cepas estudiadas.

20 um

100 pm

Fig. 8.1. Imagen al Fig. 8.2. Imagen al

microscopio electrénico de microscopio electrénico de
un cristal poliédrico vy agregados  cristalinos de
romboidal de calcita witherita producido por la
producido por la cepa 19-20. cepa CD13Eh-12.

Fig. 8.3. Imagen al

microscopio electrénico de
un cristal orto-rémbico de
estruvita producido por la
cepa 24-14.
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Se concluye que un elevado nimero de Agromyces mostré la
habilidad de producir diferentes tipos de cristales de carbonatos vy
fosfatos, dependiendo de las fuentes de carbono y sales presentes en
el medio de cultivo. Esto indica la contribucion geomicrobioldgica de
las especies de Agromyces en la precipitacion de fosfatos y de
carbonatos de calcio, magnesio y bario en los sustratos de cuevas y
catacumbas. Ademds, las transformaciones biolégicas para eliminar
productos téxicos tales como el bario, y su incorporacién en el medio

ambiente como biominerales son de gran importancia.
Esto podria abrir nuevas perspectivas en el papel que nuevas

especies de Agromyces pueden jugar en la formacidn de cristales, en

los ciclos biogeoquimicos, y en la conservacion de ambientes hipogeos.
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Capitulo 9. Conclusiones generales

CONCLUSIONES GENERALES

El estudio microbiolégico de ambientes hipogeos ha permitido
aislar y describir 7 nuevas especies del género Agromyces (A.
hippuratus, A. neolithicus, A. salentinus, A. italicus, A. humatus,
A. lapidis y A. subbeticus) y redescribir la especie tipo A.

fucosus.

El ndmero de especies del género Agromyces se ha
incrementado considerablemente con este estudio, desde las 10
especies anteriormente descritas hasta las 17 especies actuales.
Las especies descritas en este trabajo representan un 47% del
total de las especies validas. Ello sugiere una amplia distribucién

de este género en ambientes hipogeos.
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Las relaciones entre las distintas especies de Agromyces se indican
en el siguiente arbol filogenético:

i T
7£|_—- Agromyces bracchium IFO 162387 (AB023359)
Agromyces luteolus IFO 162357 (AB023356)

Agromyces mediolanus CNF 208 (D45056)
70— Agromyces aurantiacus YIM 217417 (AF369342)
Agromyces ulmi XIL 01T (AY427830)

—— Agromyces humatus DSM 163897 (AY618216)

50

95

L Agromyces neolithicus DSM16197T (AY507128)

ET—— Agromyces albus VKM 18007 (AF503917)
Agromyces ramosus DSM 430457 (X77447)

6

lLAgromyces cerinus subsp. cerinus VKM Ac-1340T (X77448)
58

Agromyces cerinus subsp. nitratus IMET 115327 (AY277619)
Agromyces hippuratus JCM 9086 (D45061)

Agromyces rhizospherae IFO 162367 (AB023357)
Agromyces subbeticus DSM 166897 (AY737778)

51
Agromyces fucosus DSM 85977 (AY158025)
Raiz  «— . Agromyces lapidis DSM 163907 (AY6118217)
84 Agromyces salentinus DSM16198T (AY507129)

1 o Agromyces italicus DSM 163887 (AY618215)
0

Fig. 9.1. Arbol filogenético que muestra las nuevas especies de

Agromyces descritas en este trabajo

e Las especies de Agromyces son capaces de inducir la
precipitacién de calcio, magnesio y bario en el laboratorio, lo
que sugiere la importancia de especies del género Agromyces en
procesos de biomineralizacion tipicos en ambientes hipogeos de

interés cultural.
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Abstract

ABSTRACT

In this study were isolated from hypogean environments 26
strains of Agromyces. The taxonomical study permitted the description
of 7 new species (A. hippuratus, A. neolithicus, A. salentinus, A.
italicus, A. humatus, A. lapidis y A. subbeticus) and an emended
description of Agromyces fucosus. All these species are described

below.
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DESCRIPTION OF Agromyces hippuratus sp. nov.

Agromyces hippuratus (hip.pu.ra‘tus. N.L. n. hippuratus hippurate;
N.L. masc. adj. hippuratus pertaining to hippurate, relating to the
ability to decompose hippurate).

Basonym: Agromyces fucosus subsp. hippuratus Zgurskaya et al.,
1992.

The description is based on phenotypical data of Zgurskaya et al.
(1992), Gnilozub y col. (1994), Malysheva (1994), Groth et al. (1996),
Suzuki et al. (1996), Alterburger et al. (1997) and Dorofeeva et al.
(2003). Colonies on nutrient media are opaque, entire, convex and
usually penetrate into the agar media. Produces a yellow carotenoid
pigment. Branching hyphae (width, 0.2-0.6 pm) break into diphtheroid
and rod-like, irregular, non-motile fragments. Aerobic, catalase- and
oxidase-positive. Mesophilic; optimum growth is at 26-30°C. Strains
are able to grow at 7°C; weak or no growth occurs at 37°C. D-
Arabinose, cellobiose, D-fructose, D-galactose, D-glucose, maltose, D-
mannose, melezitose, melibiose, L-rhamnose, salicin, sucrose,
trehalose and D-xylose are used for growth as sole carbon sources in a
salt medium supplemented with 0.1% (w/v) yeast extract (Zgurskaya
et al., 1992). Adonitol, dulcitol, meso-inositol, lyxose, D-mannitol,
methyl-B-D-arabinopyranoside and L-sorbose are not used as sole
carbon sources in the same medium. Acids are produced from D-
arabinose, glycerol and L-rhamnose; no acid production from
cellobiose, inulin, lactose, maltose, raffinose, D-ribose, salicin or
trehalose. Acid production from L-arabinose and sucrose is variable.
Fumarate, hippurate, malate and pyruvate are utilized. No alkaline
reactions with ascorbate, citrate, gluconate, oxalate, propionate,
salicylate, succinate and tartrate are observed; some strains show
positive reaction with trans-aconitate. Nitrate is reduced to nitrite and
tyrosinase is produced. Aesculin, hypoxanthine and starch are

hydrolysed. Adenine, elastin, guanine, pectin, testosterone, urea and
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xanthine are not decomposed or hydrolysed. Casein is usually not
hydrolysed. Indole test is negative. No growth occurs on media
supplemented with 5% NaCl, 0.01% sodium azide or 0.0175%
potassium tellurite. The major menaquinone is MK-12 with a minor
amount of MK-13. Polyamine content is low; putrescine and spermidine
are predominant compounds (data for the type strain only). Cell wall
sugars are rhamnose, galactose and trace mannose. Cell wall contains
1,5-poly(ribitol phosphate) teichoic acid. The C+C content of the DNA

is about 71 mol%. Isolated from soil.

The type strain is VKM Ac-1352" (=JCM 9086'). The GenBank accession
number for the 16S rRNA gene sequence of this strain is D45061.

EMENDED DESCRIPTION OF Agromyces fucosus

The description is based on phenotypical data of Zgurskaya et al.
(1992), Malysheva (1994), Groth et al. (1996), Suzuki et al. (1996),
Altenburger et al. (1997) and Dorofeeva et al. (2003).

Colonies on nutrient media are opaque, entire and convex, and
occasionally penetrate into the agar media. Produces a yellow
carotenoid pigment. Branching hyphae (width, 0.2-0.6 ym) break into
diphtheroid and rod-like, irregular, non-motile fragments. Catalase and
oxidase positive. Mesophilic; optimum growth is at 26-30°C. Strains
are able to grow at 7°C; no or weak growth occurs at 37°C. D-
Arabinose, cellobiose, D-fructose, D-galactose, D-glucose, maltose, D-
mannose, melezitose, methyl-D-glucoside, L-rhamnose, salicin,
sucrose, trehalose and D-xylose are used for growth as sole carbon
sources in a salt medium supplemented with 0.1% (w/v) yeast extract
(Zgurskaya et al.,, 1992). Dulcitol, erythritol, lyxose, D-mannitol,
methyl-B-D-arabinopyranoside and L-sorbose are not used as sole
carbon sources in the same medium. Some strains, including the type

strain, use melibiose for growth, whereas adonitol and meso-inositol
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are not used by most of the strains, including the type strain. Acids are
usually produced from L-arabinose, cellobiose, glycerol, inulin, lactose,
maltose, L-rhamnose, salicin, sucrose and D-xylose by most strains
(reactions of the type strain are positive or variable). Acetate, malate
and pyruvate are utilized. Alkaline reactions with fumarate and
propionate are variable (type strain is negative). Ascorbate, trans-
aconitate, gluconate, oxalate, salicylate and tartrate are not utilized.
Production of H,S is variable; the type strain shows a positive reaction.
Arbutin, aesculin and starch are hydrolysed; adenine, elastin, guanine,
pectin, testosterone, urea and xanthine are not decomposed or
hydrolysed. Hippurate, hypoxanthine, Tween 40 and tyrosine are
decomposed by some strains, including the type strain. Casein is
usually not hydrolysed. Indole test is negative. Nitrate reduction test is
negative or weak reaction is observed. No growth occurs on media
supplemented with 5% NaCl, 0.01% sodium azide or 0.0175%
potassium tellurite. The major menaquinone is MK-12; the second
most common component is MK 13. Polyamine content is low;
putrescine and 1,3-diaminopropane are the predominant compounds
(data for the type strain only). Cell wall sugars are galactose,
rhamnose, fucose and minor mannose (type strain); glucose may
occur but fucose is lacking in other strains. Cell wall contains 1,3-
poly(glycerol phosphate) teichoic acid. The G+C content of the DNA is
70-72 mol%. Isolated from soil.

The type strain is VKM Ac-1345" (=DSM 85977). The GenBank
accession number for the 16S rRNA gene sequence of this strain is
AY158025.
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DESCRIPTION OF Agromyces salentinus sp. nov.

Agromyces salentinus (sa.len.ti’'nus. N.L. masc. adj. salentinus
referring to Salentine Peninsula, the location of Grotta dei Cervi, the

area from which the organism was isolated).

Cells form branching hyphae (width 0.5-0.7 pm) that break up into
irregular diphtheoid and rod-like non-motile fragments. Gram-positive,
aerobic and microaerophilic, growing between 10 and 37°C (optimal
growth at 20-28°C). Colonies are circular, convex, smooth and yellow.
Colony diameter is about 1 mm. Nitrate reduction is negative. Produce
hydrogen sulfide. Catalase reaction is positive. Voges-Proskauer,
methyl red and indole tests gave negative reéults. Oxidase test is
variable. Casein, aesculin, hippurate, starch, tyrosine and urea are
hydrolysed. Adenine, gelatin, hypoxanthine, Tween 80 and xanthine
are not decomposed or hydrolysed. Acid is produced from starch,
amygdalin, D,L-arabinose, arbutin, cellobiose, aesculin, fructose, L-
fucose, galactose, B-gentibiose, glucose, glycerol, glycogen, inulin,
lactose, maltose, mannose, raffinose, rhamnose, ribose, salicine,
sucrose, trehalose, D-turanose and D-xylose. Grows in up to 4% NaCl.
Acetate is utilized but aconitate, citrate, benzoate, DL-tartrate, malate
and succinate are not utilized. It is susceptible to ampicillin (10 pg),
ciprofloxacin (5 pg), chloramphenicol (30 npg), imipenem (10 ug),
kanamycin (30 pg), methicillin (5 pg), nalidixic acid (30 pg),
norfloxacin (10 pg), ofloxacin (10 pg), novobiocin (5 nug),
oxytetracycline (30 pg), penicillin G (10 IU), polymyxin B (300 IU),
rifampicin (30 pg), rifampicin (5 pg), streptomycin (10 png),
sulfonamide (200 pg), tetracyclin (30 pg), vancomycin (30 pg), and
sensitive to lincomycin (2 pg). It produces alkaline phosphatase,
esterase (C4), esterase lipase (C8), cystine arylamidase, acid
phosphatase, B-galactosidase, B-glucosidase, a-glucosidase, leucine
arylamidase, naphtol-AS-BI-phosphohydrolase, valine arylamidase, N-
acetyl-B-glucosaminidase, but not a-fucosidase, a-galactosidase, B-

glucuronidase, lipase (C14), a-mannosidase, o-chymotrypsin and
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trypsin. Predominant menaquinones are MK-12 and MK-11. Amino acid
composition of the cell wall includes diaminobutyric acid, glutamic acid,
glycine and alanine. Whole cell sugars are rhamnose, glucose,
galactose, arabinose and ribose. Major polar lipids are
diphosphatidylglycerol, phosphatidylglycerol, and unknown glycolipid
and four unknown phospholipids. Acyl type is acetyl. Predominant fatty
acids are anteiso-Cis.q and anteiso-C;7.. The G+C content of the DNA

is 72.3 mol%. Isolated from soil.

The type strain is 20-57 (=HKI 0320" = DSM 161987 = NCIMB 13990").
The GenBank accession number for the 16S rRNA gene sequence of
this strain is AY507129.

DESCRIPTION OF Agromyces neolithicus sp. nov.

Agromyces neolithicus (neo.li’thi.cus. N.L. masc. adj. neolithicus
referring to the origin of the neolithic paintings in Grotta dei Cervi, the

source of the soil from which the organism was isolated).

Cells form branching hyphae (width 0.4-0.6 um) that break up into
irregular diphtheroid and rod-like non-motile fragments. Gram-
positive, aerobic and microaerophilic, growing between 15 and 37°C
(optimal growth at 28°C). Colonies are circular, convex, smooth and
beige. Colony diameter is about 1 mm. Nitrate reduction is positive.
Produce hydrogen sulfide. Catalase reaction is positive. Voges-
Proskauer, methyl red and indole tests gave negative results. Oxidase
test is variable. Casein, aesculin, gelatin, hippurate, starch and
tyrosine are hydrolysed. Adenine, hypoxanthine, Tween 80, urea and
xanthine are not decomposed or hydrolysed. Acid is produced from
starch, D,L-arabinose, arbutin, cellobiose, aesculin, fructose, L-fucose,
galactose, glucose, glycerol, glycogen, maltose, mannose, mannitol,
melibiose and raffinose. Grows in up to 4% NaCl. Acetate, aconitate,

citrate, benzoate, DL-tartrate, malate and succinate are not utilized. It
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is susceptible to ampicillin (10 pg), ciprofloxacin (5 pg),
chloramphenicol (30 pg), imipenem (10 ng), methicillin (5 pg),
norfloxacin (10 pg), novobiocin (5 pg), ofloxacin (10 pg),
oxytetracycline (30 ng), penicillin G (10 IU), polymyxin B (300 IU),
rifampicin (30 pg), rifampicin (5 pg), tetracyclin (30 ng), vancomycin
(30 pg), and sensitive to kanamycin (30 pg), lincomycin (2 pg),
streptomycin (10 ng), sulfonamide (200 pg) and nalidixic acid (30 pg).
It produces alkaline phosphatase, esterase (C4), esterase lipase (C8),
cystine arylamidase, acid phosphatase, B-galactosidase, a-glucosidase,
leucine arylamidase, a-mannosidase, naphtol-AS-BI-
phosphohydrolase, valine arylamidase, N-acetyl-B-glucosaminidase,
but not a-fucosidase, a-galactosidase, B-glucosidase, S-glucuronidase,
lipase (C14), a-chymotrypsin and trypsin. No growth occurs in 4%
NaCl. Predominant menaquinones are MK-13 and MK-12. Amino acid
composition of the cell wall includes diaminobutyric acid, glutamic acid,
glycine and alanine. Whole cell sugars are glucose, galactose and
mannose. Major polar lipids are diphosphatidylgiycerol,
phosphatidylglycerol, two unknown phospholipids and an unknown
glycolipid. Predominant fatty acids are anteiso-C;s.o and anteiso-Cjz:o.
The G+C content of the DNA is 65.3 mol%. Isolated from sail.

The type strain is 23-23" (=HKI 03217 = DSM 16197 = NCIMB

13989"). The GenBank accession number for the 16S rRNA gene
sequence of this strain is AY507128.
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DESCRIPTION OF Agromyeces italicus sp. nov.

Agromyces italicus (i.ta’licus. L. masc. adj. italicus from Italy, the
origin of the type strain).

Gram-positive, aerobic to microaerophilic actinomycete that forms
branching hyphae (width 0.4-0.6 pm) which break up into irregular
diphtheroid and rod-like, non-motile fragments. Colonies are circular,
convex, smooth and cream. Colony diameter is about 1 mm. Growth
occurs between 10 and 37°C (optimal growth at 28°C) and at pH 5-
9.5. NaCl is tolerated up to 4% (w/v), but not at 6% (w/v). Nitrate
reduction is positive. Produce hydrogen sulfide. Catalase and oxidase
reactions are positive. Voges-Proskauer, methyl red and indole tests
gave negative results. Casein, aesculin, gelatin, hippurate,
hypoxanthine, starch, tyrosine and xanthine are hydrolysed. Adenine,
Tween 80 and urea and are not decomposed or hydrolysed. Acid is
produced from starch, D,L-arabinose, amygdalin, arbutin, cellobiose,
aesculin, fructose, L-fucose, galactose, glucose, glycerol, glycogen,
lactose, maltose, mannose, salicin and D-xylose. Acetate is utilized but
aconitate, citrate, benzoate, DL-tartrate, malate and succinate are not
utilized. It is susceptible to ampicillin (10 pg), ciprofloxacin (5 pg),
chloramphenicol (30 pg), imipenem (10 pg), methicillin (5 pg),
novobiocin (5 pg), penicillin G (10 IU), rifampicin (30 pg), rifampicin (5
ug), tetracyclin (30 pg) and vancomycin (30 pg), but not to kanamycin
(30 pg), lincomycin (2 pg), norfloxacin (10 ng), ofloxacin (10 pg),
oxytetracycline (30 pg), polymyxin B (300 IU), streptomycin (10 ng),
sulfonamide (200 pg) and nalidixic acid (30 pg). It produces alkaline
phosphatase, esterase (C4), esterase lipase (C8), cystine arylamidase,
acid phosphatase, B-galactosidase, p-glucosidase, a-glucosidase,
leucine arylamidase, naphtol-AS-BI-phosphohydrolase, valine
arylamidase, but not a-fucosidase, a-galactosidase, B-glucuronidase,
lipase (C14), o-mannosidase, N-acetyl-B-glucosaminidase, a-
chymotrypsin and trypsin. Predominant menaquinones are MK-12 and
MK-13. Cell-wall amino acids are diaminobutyric acid, glycine, glutamic
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acid and alanine. Whole cell sugars are galactose, ribose, glucose and
mannose. Major polar lipids are diphosphatidylglycerol,
phosphatidylglycerol, two unknown phospholipids and an unknown
glycolipid. Acyl type is acetyl. Predominant fatty acids are anteiso-Cis.o
and anteiso-C;;7.0; mycolic acids are absent. G+C content is 70.8
mol%. Isolated from the wall of a tomb located in the Little Apostle
cubicle, Domitilla Catacomb, Rome, Italy.

The type strain is CD1" (=HKI 0325" =DSM 16388" =NCIMB 140117
=CIP 108740"). The GenBank accession number for the 16S rRNA gene
sequence of this strain is AY618215.

DESCRIPTION OF Agromyces humatus sp. nov.

Agromyces humatus (hu.ma "tus. L. masc. part. adj. humatus buried).

Gram-positive, aerobic actinomycete that forms branching hyphae
(width 0.3-0.5 pym) which break up into irregular diphtheroid and rod-
like, non-motile fragments. Colonies are circular, convex, smooth and
yellow. Colony diameter is about 1 mm. Growth occurs between 15
and 37°C (optimal growth at 28°C) and at pH 5-9.5. NaCl is tolerated
up to 2% NaCl (w/v), but not a 4% (w/v). Nitrate reduction is positive.
Produce hydrogen sulfide. Catalase reaction is positive. Oxidase test is
negative. Voges-Proskauer, methyl red and indole tests gave negative
results. Casein, aesculin, gelatin, hippurate, hypoxanthine, starch and
tyrosine are hydrolysed. Adenine, Tween 80, urea and xanthine are not
decomposed or hydrolysed. Acid is produced from starch, L-arabinose,
arbutin, aesculin, fructose, galactose, glucose, glycerol, glycogen,
inulin, maltose, mannitol, mannose, raffinose, ramnose and sacarose.
Acid production from cellobiose and N-acetylglucosamine is variable.
Acetate, malate and succinate are utilized but aconitate, citrate,
benzoate and DL-tartrate are not utilized. It is susceptible to ampicillin

(10 ng), ciprofloxacin (5 pg), chloramphenicol (30 pg), streptomycin
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(10 pg), imipenem (10 ung), methicillin (5 pg), novobiocin (5 pg),
polymyxin B (300 IU), rifampicin (30 pg), rifampicin (5 pg), tetracyclin
(30 pg) and vancomycin (30 pg), but not to nalidixic acid (30 pg),
kanamycin (30 pg), lincomycin (2 ng), norfloxacin (10 pg), ofloxacin
(10 pg), oxytetracycline (30 pg), penicillin G (10 IU) and sulfonamide
(200 ng). It produces cystine arylamidase, esterase (C4), esterase
lipase (C8), alkaline phosphatase, acid phosphatase, a-fucosidase, B-
galactosidase, a-glucosidase, B-glucosidase, B-glucuronidase, leucine
arylamidase, naphtol-AS-BI-phosphohydrolase and valine arylamidase
but not a-galactosidase, lipase (Cl14), a-mannosidase, N-acetyl-B-
glucosaminidase,  a-chymotrypsin and  trypsin. Predominant
menaquinones are MK-13 and MK-12. Celi-wall amino acids are
diaminobutyric acid, glycine, glutamic acid and alanine. Whole cell
sugars are glucose, galactose, ramnose and mannose. Major polar
lipids are diphosphatidylglycerol, phosphatidyiglycerol, an unknown
phospholipid and two unknown glycolipids. Acyl type is acetyl.
Predominant fatty acids are anteiso-C;s; and anteiso-Ci;.0; mycolic
acids are absent. G+C content is 70.6 mol%. Isolated from the wall of
a tomb located in the Little Apostle cubicle, Domitilla Catacomb, Rome,

Italy.
The type strain is CD5" (=HKI 03277 =DSM 16389" =NCIMB 14012'

=CIP 108741"). The GenBank accession number for the 16S rRNA gene
sequence of this strain is AY618216.
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DESCRIPTION OF Agromyces lapidis sp. nov.

Agromyces lapidis (la.pi’dis. L. gen. N. /apidis of a stone).

Gram-positive, aerobic to microaerophilic actinomycete that forms
branching hyphae (width 0.4-0.6 um) which break up into irregular
diphtheroid and rod-like, non-motile fragments. Colonies are circular,
convex, smooth and yellow. Colony diameter is about 1 mm. Growth
occurs between 10 and 37°C (optimal growth at 28°C) and at pH 5-
9.5. Na Cl is tolerated up to 4% (w/v), but not at 6% (w/v). Nitrate
reduction is positive. Produce hydrogen sulfide. Catalase reaction is
positive. Oxidase test is variable. Voges-Proskauer, methyl red and
indole tests gave negative results. Casein, aesculin, starch, hippurate
and tyrosine are hydrolysed. Adenine, hypoxanthine, Tween 80, urea
and xanthine are not decomposed or hydrolysed. Hidrolysis of gelatin
is variable. Acid is produced from starch, amygdalin, D-arabinose,
arbutin, cellobiose, aesculin, fructose, L-fucose, galactose, glycerol,
glucose, glycogen, inulin, methyl-aD-mannoside, maltose, mannose,
N-acetyiglucosamine, raffinose, salicin and sucrose. Acetate is utilized
but aconitate, citrate, benzoate, DL-tartrate, malate and succinate are
not utilized. It is susceptible to nalidixic acid (30 pg), ampicillin (10
ng), ciprofloxacin (5 ug), chloramphenicol (30 pg), imipenem (10 pg),
methicillin (5 pg), novobiocin (5 pg), penicillin G (10 IU), rifampicin
(30 pg), rifampicin (5 pg), tetracyclin (30 pg) and vancomycin (30 pg),
but not to kanamycin (30 ng), lincomycin (2 pg), norfloxacin (10 pg),
ofloxacin (10 ng), oxytetracycline (30 pg), polymyxin B (300 IU),
streptomycin (10 pg), sulfonamide (200 pg). It produces alkaline
phosphatase, esterase (C4), esterase lipase (C8), cystine arylamidase,
acid phosphatase, B-galactosidase, B-glucosidase, a-glucosidase,
leucine arylamidase, naphtol-AS-BI-phosphohydrolase, a-chymotrypsin
and valine arylamidase, but not a-fucosidase, a-galactosidase, B-
glucuronidase, lipase (C14), a-mannosidase, N-acetyl-B-
glucosaminidase and trypsin. Predominant menaquinones are MK-12
and MK-13. Cell-wall amino acids are diaminobutyric acid, glycine,
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glutamic acid and alanine. Whole cell sugars are glucose, galactose,
ribose and mannose. Major polar lipids are diphosphatidylglycerol,
phosphatidylglycerol, an unknown phospholipid and two unknown
glycolipids. Acyl type is acetyl. Predominant fatty acids are anteiso-
Cis:0 and anteiso-C;y7.9; mycolic acids are absent. G+C content is 70.4
mol%. Isolated from a carved stone wall of the Domitilla Catacomb,
Rome, Italy.

The type strain is CD55" (=HKI 0324" =DSM 16390" =NCIMB 14013"
=CIP 108739"). The GenBank accession number for the 16S rRNA gene
sequence of this strain is AY618217.

DESCRIPTION OF Agromyces subbeticus sp. nov.

Agromyces subbeticus (sub.be'ti.cus. N. L. masc. adj. subbeticus,
referring to the Subbetic Mountain Range, Southern Spain, where

“Cave of Bats” is located).

Gram-positive, aerobic and microaerophilic actinomycete. Cells form
branching hyphae, (0.3-0.5 ym width by 2.5-4.0 pm length) which
break up into irregular rod-shaped and diphtheroid fragments. Colonies
are circular, convex, smooth, and intense yellow. Colony diameter is
about 1 mm. Growth occurs between 6 and 37°C (optimally at 28°C)
and at pH values between 5 and 9.5. NaCl is tolerated up to 4%.
Nitrate reduction is negative. Produce hydrogen sulfide. Catalase
reaction is positive. Oxidase test is variable. Voges-Proskauer, methyl
red and indole tests gave negative results. Casein, aesculin, hippurate,
hypoxanthine, starch, tyrosine and xanthine are hydrolysed. Adenine,
Tween 80 and urea and are not decomposed or hydrolysed. Hydrolysis
of gelatin is variable. Acid is produced from starch, D,L-arabinose,
amygdalin, arbutin, cellobiose, aesculin, fructose, L-fucose, galactose,
glucose, glycerol, glycogen, inulin, lactose, methyl-aD-mannoside,
maltose, mannitol, mannose, raffinose, rhamnose, salicin, sucrose and

D-xylose. Acetate, malate and succinate is utilized but aconitate,
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citrate, benzoate and DL-tartrate are not utilized. It is susceptible to
nalidixic acid (30 pg), ampicillin (10 pg), kanamycin (30 pg),
lincomycin (2 pg), methicillin (5 pg), norfloxacin (10 pg), penicillin G
(10 1U), polymyxin B (300 IU) and sulfonamide (200 pg), but not to
chloramphenicol (30 pg), ciprofloxacin (5 pg), streptomycin (10 ng),
imipenem (10 pg), novobiocin (5 png), ofloxacin (10 pg),
oxytetracycline (30 pug), rifampicin (5 ng), rifampicin (30 pg),
tetracyclin (30 pg) and vancomycin (30 pg). It produces cystine
arylamidase, esterase (C4), esterase lipase (C8), alkaline phosphatase,
acid phosphatase, pB-galactosidase, a-glucosidase, p-glucosidase,
leucine arylamidase, N-acetyl-B-glucosaminidase, naphtol-AS-BI-
phosphohydrolase and valine arylamidase, but not a-fucosidase, a-
galactosidase, B-glucuronidase, lipase (Cl14), a-mannosidase, a-
chymotrypsin and trypsin. Predominant menaquinones are MK-12 and
MK-13. Cell-wall amino acids are diaminobutyric acid, glycine, glutamic
acid and alanine. Whole cell sugars are rhamnose, glucose, galactose
and mannose. Polar lipids are diphosphatidylglycerol, an unknown
phospholipid and two unknown glycolipids. Acyl type is acetyl.
Predominant fatty acids are anteiso-Cis.; and anteiso-Ci7.0; mycolic
acids are absent. G+C content is 71.2%. The organism was isolated
from a blue-grey cyanobacterial biofilm covering the walls of "Cave of

Bats”, Zuheros, Cordoba, Spain.
Type strain is Z33" (=HKI 0340" =DSM 16689" =NCIMB 14025"). The

GenBank accession number for the 16S rRNA gene sequence of this
strain is AY737778.
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