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Presencia de actinobacterias del género
Rubrobacter en tumbas de la Necropolis de
Carmona
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La Necropolis de Carmona fue descubierta a finales del siglo XIX. Esta formada por un gran
numero de tumbas excavadas en la roca, de las que se conocen mas de 600 y otras muchas,
aun por descubrir. Fue utilizada por los romanos durante los siglos | y Il antes de Cristo y es
uno de los yacimientos de la Peninsula Ibérica que conservaba mayor numero de pinturas,
pues las tumbas se decoraban con enlucidos de cal para ocultar la roca. Sin embargo, la
Necopolis se encuentra en mal estado de conservacidén y las pocas pinturas existentes
presentan un acusado biodeterioro. Por ello, en los ultimos afios, se han realizado varios
estudios encaminados a caracterizar y controlar el biodeterioro de estas tumbas (Arifio y Saiz-
Jimenez 1997, Pifar et al. 2001, Akatova et al. 2007).

Estudios previos pusieron de manifiesto la biodiversidad bacteriana de las paredes de las
tumbas de esta Necrdpolis, ya que se aislaron y describieron nuevas especies de los géneros
Arthrobacter, Bacillus, Oceanobacillus, Paenibacillus y Virgibacillus (Heyrman et al. 2003, 2005,
Lee et al. 2006, Smerda et al. 2006). De estos géneros, solamente Arthrobacter pertenece a la
clase Actinobacteria. Sin embargo, las bacterias de la clase Actinobacteria son muy
abundantes en los monumentos deteriorados y particularmente interesantes en cuanto a
biodeterioro, debido a que su naturaleza micelial, les confiere una gran capacidad de
penetracion en el sustrato. Ademas, producen como metabolitos secundarios pigmentos y
sustancias bioactivas, que inhiben el crecimiento de otros microorganismos y posibilitan el
crecimiento de las cepas productoras. También son capaces de inducir la cristalizacion de
sales y formar eflorescencias, las cuales contribuyen en gran medida al deterioro.

Dentro de la clase Actinobacteria, existen seis ordenes: Acidimicrobiales, Actinomycetales,
Bifidobacteriales, Coriobacteriales, Rubrobacterales y Sphaerobacterales. Se han descrito 158
géneros, la mayoria de Actinomycetales. Esto se debe a que las bacterias pertenecientes a
otros grupos como Acidimicrobidae y Rubrobacteridae, son mas dificiles de aislar y cultivar y
requieren meses de crecimiento para su completa caracterizacion.

Intentando avanzar en el conocimiento de la ecologia de las actinobacterias y en la busqueda
de soluciones para el biodeterioro que originan, se realizaron aislamientos selectivos vy
caracterizacion de actinobacterias procedentes de las paredes y pinturas murales deterioradas
de dos de las tumbas mas importantes de la Necrépolis, las Tumbas de Servilia y de Postumio.

Las actinobacterias aisladas en la Necrépolis de Carmona representaron un 37,5% del total de
aislamientos, siendo las especies de Streptomyces las mas abundantes. Las bacterias
pertenecientes a la clase Proteobacteria representaron un 18,75% y las pertenecientes a la
clase Firmicutes, un 43,75%. Entre las actinobacterias, se identificaron, mediante
secuenciacion del gen que codifica para el ARN ribosémico 16S, dos cepas de Rubrobacter
sp.: C05-TS-X24-S3 en la Tumba de Servilia y C05-TP-Z26-S14 en la Tumba de Postumio.
Estas dos cepas presentaron morfologia y coloracién similares: colonias rojas, circulares,
coéncavas y de consistencia seca.

Actualmente, existen 3 especies descritas del género Rubrobacter: R. radiotolerans, R.
xylanophilus y R. taiwanensis (Suzuki et al. 1988, Carreto et al. 1996, Chen et al. 2004), y todas
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ellas crecen a 55 °C. Hasta hoy ninguna se habia aislado de monumentos. Nuestras cepas
C05-TS-X24-S3 y CO05-TP-Z26-S14 tienen un porcentaje de similitud del 94% con R.
radiotolerans. Sin embargo, este porcentaje es del 98% cuando se compara con las secuencias
de los clones obtenidos de las pinturas murales de la capilla del Castillo de Herberstein en
Austria (Schabereiter-Gurtner et al. 2001) y con las secuencias de los clones obtenidos de los
frescos medievales de la cripta del Pecado original, en Matera, Italia (Imperi et al. 2007).

En la Necropolis de Carmona, las técnicas moleculares también han permitido detectar un
elevado porcentaje de clones cuyo homoélogo mas cercano es Rubrobacter sp. Se analizaron
28 clones de ADN y 110 clones de ARN. El 7,1% de los clones de ADN correspondié a
Rubrobacter sp. Este porcentaje fue mayor, 9,1%, en el caso de los clones de ARN, indicando
que las cepas cultivadas son metabdlicamente activas. Ademas, la secuencia de los clones
CAR-X24-D5 y CAR-X24-A7 correspondio a la de la cepa aislada C05-TS-X24-S3 en la misma
muestra, demostrando su implicacién en el biodeterioro de las pinturas de la Tumba de Servilia.

En resumen, las cepas aisladas de las paredes de la Necrépolis de Carmona representan un
avance en el estudio de la clase Actinobacteria en general, y de las bacterias pertenecientes al
grupo Rubrobacteridae en particular. Nuestros resultados demuestran que las cepas de
Rubrobacter implicadas en el biodeterioro de la Necropolis corresponden a nuevas especies
de Rubrobacter, puesto que nuestros aislamientos presentan diferencias fenotipicas con las ya
descritas, como por ejemplo la incapacidad de crecer a 55°C, en medio TSA, etc.

Por otra parte, todavia se plantean algunos interrogantes acerca de la abundancia y
distribuciéon de las Rubrobacteria en los ecosistemas terrestres, debido a que existen lineas
flogenéticas de este grupo de bacterias que carecen de representantes cultivados (Janssen
2006). Las cepas que hemos logrado cultivar en este estudio y la investigacion de sus
caracteristicas fisiolégicas, demuestran que el género Rubrobacter esta ampliamente
distribuido entre los monumentos deteriorados, donde aparecen en nichos moderadamente
haldfilos, a partir de los que se ha logrado cultivar por primera vez, habiéndose corroborado su
implicacion en los procesos de biodeterioro.
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