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RESUMEN

La aplicacion de métodos moleculares, especialmente la amplificacion del
ADN que codifica para el ARN ribosémico 16S, permite el estudio de las
comunidades bacterianas no cultivahles de los monumentos y su comparacion
con las cultivables.
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INTRODUCCION

Los microorganismos son uno de los principales causantes del
deterioro de materiales (Bock y Sand, 1993; Saiz-Jiménez, 1994). Las
comunidades microbianas asociadas a fales maieriales son en parte
responsables del deterioro quimico y fisico sufrido por los mismos,
alterando a través de distintos mecanismos su apariencia estética y su
integridad fisica. La excrecion de enzimas y la produccion de acidos
organicos disuelve los componentes estructurales de los distintos
sustratos, contribuyendo asi al proceso de deterioro (Krumbein, 1988).

Los esfuerzos realizados para eliminar los microorganismos que
contribuyen al deterioro de monumentos han sido en general
inefectivos, debido al desconocimiento de la diversidad microbiana
existente en dichos objetos. En este contexto, seria conveniente realizar
proyectos interdisciplinares de restauracién, con la colaboracion de
restauradores y microbidlogos, para un buen asesoramiento del modo y
la extension en la aplicacion de un determinado proceso de limpieza y
restauracién. Asimismo, seria razonable controlar los cambios sufridos
por las comunidades microbianas después de la aplicacion de un
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tratamiento de restauracion, para poder realizar una evaluacion del
impacto causado por el mismo.

Tradicionalmente, la estrategia a seguir cuando se ha abordado el
estudio de comunidades microbianas responsables del deterioro sufrido
por monumentos ha sido el uso de técnicas microbiolégicas. Estas
técnicas conllevan una serie de ventajas, tales como obtener cultivos
puros de los microorganismos presentes en monumentos, con la
consiguiente posibilidad de estudiar las actividades metaholicas de los
mismos, y su posible relacidon en cuanto al deterioro sufrido por el
objeto. No obstante, estas téchicas llevan asociadas una serie de
desventajas. La cantidad de muestra necesaria para disefiar una buena
estrategia de cultivo (con distintos medios de cultivo, T, humedad, pH,
etc) normalmente excede a la cantidad de muestra que es posible
obtener de dichos objetos. Con los métodos microbiclégicos
convencionales, solo una pequefia proporcion de los microorganismos
presentes en una comunidad microbiana pueden ser cultivados en
condiciones de laboratorio (Giovannoni et al. 1990; Ward et al. 1990).
Microorganismos de crecimienio lento, pero potencialmente
involucrados en el deterioro de monumentos, pueden ser no detectados
mediante técnicas microbioldgicas en presencia de otros, de crecimiento
rapido, que no estén directamente implicados en el proceso de
biodeterioro (Bianchi et al. 1980). En las Ultimas décadas la aplicacion
de técnicas microbiologicas convencionales ha proporcionado una
aceptable idea del tipo de microorganismos presentes en las superficies
de monumentos deteriorados (Saiz-Jimenez, 1995, 1997; Arifio et al.
1997; Groth et al. 1999), aunque como puso de manifiesto Saiz-Jiménez
(1994), la presencia de un microorganismo sobre un material
deteriorado no implica necesariamenie que éste haya causado el dafio
observado. De la Torre et al. (1991) observaron que los hongos aislados
de la piedra de la catedral de Salamanca se correspondian con los
habitualmente presentes en el aire. Saiz-Jimenez (1993) considerd que,
ademas de los microorganismos saprofiticos que aparecian en los
medios de cuitivo ricos en fuentes de carbono (procedentes de esporas
gque germinaban rapidamente en esas condiciones favorables), existia
otro tipo de microflora autdctona, que no crecia en los medios de cultivo
y que era realmente la que funcionaba en el ecosistema. Estos
microorganismos eran dificiles de aislar y si ello se conseguia, en su
mayor parte, ne podian ser identificados. -

Una segunda estrategia a seguir en el estudio de comunidades
microbianas, es el uso de técnicas moleculares. La biologia molecuiar
se introdujo a principios de los afios 1990 para estudiar la diversidad
microbiana en diferentes habitats (Ward et al. 1990; Amman, 1995).
Mediante la nueva tecnologia del ADN y ARN es posible identificar
especies microbianas existentes en distintas muestras ambientales sin
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necesidad de realizar cultivos previos. Con el advenimiento de las
técnicas moleculares, es posible dar adecuada respuesta a muchos de
los interrogantes que sobre ecologia microbiana de monumentos se
planteaban en el pasado. Estas técnicas, aplicadas al estudio de las
comunidades bacterianas de monumentos, han ampliado el numero de
géneros bacterianos identificados y catalogados como capaces de
crecer sobre superficies pétreas, pinturas murales, cuevas, etc.

En un habitat tan especifico como el de los monumentos en
distintas fases de deterioro, las técnicas microbiolégicas tradicionales
han proporcionado el aislamiento de un gran nimero de bacterias
heterotrdficas y han establecido la abundancia de especies
pertenecientes a los géneros Arthrobacter, Bacilfus, Kocuria,
Micrococcus, Pseudomonas, Staphylococcus y Streptormyces (Tiano,
1993; Saiz-Jiménez, 1994, 1995; Gonzalez et al. 1999; Groth et al
1999; Laiz et al. 2000). Sin embargo, determinados grupos bacterianos,
como los del dominio Archaea, u otras bacterias haldfilas, no han sido
aun aislados utilizando medios de cultivo en el laboratorio. Esto no
refleja la realidad de los monumentos, donde en su mayoria existe una
elevada concentracion de sales debido a la formacion de eflorescencias
y, consiguientemente, pueden representar habitats extremos que
estarian ocupados por organismos extremdfilos. Ya en 1935, Hof
comenté que una mayoria de bacterias eran capaces de crecer en
concentraciones superiores al 15% de sales y que muchos
microorganismos  eran  fisiologicamente  activos  incluso  a
concentraciones salinas mas altas. Es posible que uno de los factores
que contribuyen a la falta de informacion respecto a determinadas
comunidades microbianas que albergan los monumentos haya sido el
uso de medios de cultivo empleados habitualmente en el laboratorio, v
que llevan poca concentracién o ninguna de sales, o que impide el
crecimiento de bacterias haldfilas.

Recientemente, los estudios se han enfocado hacia la busqueda
de comunidades haldfilas y Archaea en monumentos deteriorados
(Rolleke et al. 1998; Pinar et al. 2001). Saiz-Jiménez y Laiz (2000)
estudiaron la composicion bacteriana de eflorescencias de monumentos
empleando técnicas microbiologicas convencionales. En estos casos no
pudieron aislarse bacterias capaces de crecer a concentraciones
superiores al 20 % de sales, perc se demosirdé la abundancia de
especies halotolerantes del género Bacillus. Rolleke et al. (1996)
investigd  las comunidades microbianas de pinturas murales
deterioradas mediante técnicas moleculares, no encontrando especies
de Baciflus. L.a abundancia de colonias de Bacillus cuando se usan
técnicas de aislamiento y [a no deteccion de las bandas
correspondientes en el patrén de DGGE de los productos de PCR que
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se obtienen de muestras de monumentos necesita una explicacion vy, al
mismo tiempo, indicaria las limitaciones de ambos métodos.

CASOS ESTUDIADOS

Capilla del Castilio de Herberstein, Styria, Austria

En los dltimos anos se han llevado a cabo numerosos estudios
sobre la flora presente en las pinturas murales del siglo XIV de la capiila
del Casiillo de Herberstein. Los frescos fueron restaurados en 1950,
pero actualmente se encuentran muy deteriorados debido al crecimiento
de hongos (Berner et al. 1997) y otros microorganismos (Réileke et al.
1996, 1998; Gurtner et al. 2000). Se muestred un area que presentaba
color rosa y se llevaron a cabo estudios microbiolégicos y moleculares.

Iglesia de San Martin, Greene, Niedersachsen, Alemania

La Iglesia de San Martin en Greene fue construida en 1493 sobre
los cimientos de una antigua basilica. En los dltimos afios se han
llevado a cabo estudios sobre la flora presente en las pinturas murales
que datan del siglo XVI. Los frescos fueron restaurados entre los afios
1978 y 1980. Actualmente se encuentran muy deteriorados mostrando
un marcado crecimiento de hongos sobre su superficie,

Tumba de Servilia, Necropolis de Carmona, Sevilla, Espaia

Esta tumba es la mayor de las que contiene la Necrdplis romana
de Carmona. La camara funeraria esta decorada con pinturas murales
y, ademas de dos puertas de acceso, presentaba una abertura en la
cupula. Esta se cerrd hace algunas décadas, produciéndose la
proliferacion de organismos fototroficos, puesto que la humedad relativa
es hastante alta y la temperatura se mantiene constante. En la
actualidad la clpula esta de nuevo abierta. Se tomaron muestras en
diferentes zonas, con objeto de cubrir el amplio rango de situaciones
ecolbgicas localizadas.

Sistema experimental para el estudio de monumentos

Intentando avanzar en el conocimiento de la diversidad microbiana
existente en monumentos y de los factores que controlan la abundancia
y distribucién de las poblaciones microbianas, se planteo la creacidn de
un modelo experimental estandarizado utilizando distintos tipos de
materiales comunes en monumentos. Estos maleriales  fueron
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impregnades con medios de cultivo utilizados rutinariamente en el
laboratorio para el aislamiento de microorganismos presentes en
monumentos.

Se seleccionaron tres tipos de materiales: arenisca de Villamayor,
caliza de Hontoria y mortero. Estos materiales se embebieron en
medios de cultivo ricos, con y sin suplemento salino: Medio “Trypticase
Soy Broth” (TSB) y medio TSB + 20% Na CI + 2% MgS0,.7H,0O (TSBS).
A continuacién los materiales fueron inoculados con una poblaciéon
microbiana ariificialmente creada en el laboratorio y se incubaron a
28°C. ,

La poblacién microbiana fue seleccionada en base a los datos
existentes de bacterias aisladas con mayor frecuencia en frescos,
pinturas murales y cuevas. Hay que tener en cuenta que la flora
microbiana de un determinado nicho es el resultado de la colonizacion
sucesiva y el establecimiento de complejas relaciones entre sus
componentes, a lo largo de los afios. La poblacién artificial se cred a
partir de 14 especies tipo pertenecientes a las colecciones de cultivo
espafiola, alemana y belga que aparecen en la Tabla 1.

TABLA 1
Poblacion bacteriana del sistema experimental

Bacterias

Arthrobacter histidinolovorans LMG 3822
Arthrobacter oxydans LMG 3876

Bacillus megaterium CECT 4313
Bacillus pumilus CECT 29

Bravibacillus laterosporus CECT 15

Chromobacterium violaceum CECT 494

Halomonas halophila LMG 6456

Halococcus morrhuae DSM 1307

Kocuria rosea CECT 52

Methylobacterium extorquens LMG 4250

Micrococcus luteus CECT 57

Paenibacillus polymyxa CECT 156

Pseudomonas flucrescens CECT 378
Pseudomonas stutzeri CECT 930

*CECT: Coleccion Espafiola de Cultives Tipo, Burjasot, Valencia, Espana.
*DSM: Deustche Sammlung von Mikroorganismen und Zeli Kulturen GmbH, Braunschweig, Alemania.
* LMG: Lahoraterium voor Microbiologie Universiteit Gent, Faculteit der Wetenschappen, Gent, Béigica.
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Un 57% de las bacterias fueron Gram-positivas aisladas con
elevada frecuencia en pinturas murales y un 36% Gram-negativas
gisladas con cierta frecuencia en cuevas. Ademas, se afadio
Halococcus morrhuae (Gram-variable), perteneciente al grupo halofilo
del dominio Archaea, cuya presencia ha sido demostrada en pinturas
murales mediante técnicas moleculares (Pifar et al. 2001).

Este modelo permite establecer, bajo condiciones controladas y a
corto plazo, qué especies colonizan mejor un sustrato dado y como
evoluciona la flora microbiana capaz de crecer en funcion del tipo de
sustrato. Por ofra parte, a largo plazo, también permitira estudiar cémo
se modifica la composicion quimica del sustrato por la colonizacion
microbiana y como estas meodificaciones conducen al establecimiento
de sucesivas comunidades microbianas.

TECNICAS UTILIZADAS
Técnicas microbioldgicas
Cultivo de los microorganismos

Para el aislamiento de los microorganismos presentes en los
monumentos citados en el apariado 2, se han utilizado medios de
cultivo que cubren los requerimientos nutricionales de la mayor parte de
estos microorganismos, particularmente los medios descritos por Laiz et
al. {1999) y por Incerti et al. (1997). Esto implica la inoculacion en
medios de cultivo con concentraciones crecientes de sal, principalmente
cloruro sédico y sulfato de magnesio; pero también con otros fipos de
sales (DasSarma et al. 1995). Las placas de petri se incubaron a 28°C y
a 37°C durante 4 semanas.

Identificacion de los microorganismos: MIDI,

Tradicionalmente, la identificacion de los microorganismos no ha
sido tarea facil. Las diferentes técnicas empleadas estaban basadas en
complejas reacciones bioquimicas, dificiles de reproducir y cuya
interpretacion se fundamentaba en conocimientos de lenta evolucion.

En los dltimos afios se han desarrollado los sistemas de
identificacidbn  automatica de  microorganismos que facilitan
enormemente la reproducibilidad de resultados entre los laboratorios
microbiologicos de todo el mundo. Entre los sistemas de identificacion
mas utilizados estan los que asocian una galeria bioquimica
miniaturizada con una base de dalos y los que comparan los
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cromatogramas de una serie de compuestos celulares con estructura
de acido graso o similar, también con una base de datos.

Entre estos ultimos, el mas utilizado es el sistema de identificacion
automatica MIDI. E! sistema MID! se basa en la cromatografia de gases
de los eésteres metilicos de los acidos grasos celulares (FAME) de
cadena corta, concretamente de 9 a 20 atomos de carbono. Ei sistema
MID1 utiliza, ademas de los ésteres metilicos d los acidos grasos
lineales o ramificados, los de compuestos relacionados, como aldehidos
y dimetilacefales. Esto le confiere un gran poder de resolucion, pues se
han encontrado mas de 300 compuestos de este tipo y la informacion
que proporcionan los correspondientes picos cromatograficos es
utilizada cuantitativa y cualitativamente por el sistema. MIDI ha
desarrollado las bases de datos de los perfiles FAME de numerosas
cepas de levaduras y bacterias anaerobias y aerobias, incluyendo
micobacterias. Con estas bases de datos se han construido un tofal de
8 librerias. Para la caracterizacion de las poblaciones bacterianas de
monumentos se ha utilizado la libreria TSBA 4.0.

Técnicas moleculares

La esirategia utilizada para la identificacion de microorganismos
en monumentos sin un cultivo previo de los mismos comprende los
siguientes pasos: i) exiraccidon del material genético (ADN o ARN); i) la
amplificacion de determinadas secuencias de ADN mediante la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR); iii) la separacion de fragmentos de
ADN dependiendo de su secuencia, con la consiguiente produccion de
patrones de bandas genéticos; iv) la secuenciacion de los fragmentos
de ADN previamente separados, de forma directa o bien a través de la
creacion de librerias clonicas; v) la identificacion de microorganismos
mediante analisis comparativos de secuencias.

La Figura 1 esquematiza los pasos anteriormente descritos para
identificar microorganismos presentes en monumentos sin necesidad de
ser cultivados.
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Figura 1: Diagrama de la estrategia a seguir en el estudic de comunidades
microbianas de monumentos mediante técnicas moleculares.

Extraccion de ADN de muestras de monumentos

La extraccion de ADN es extremadamente importante, ya que va a
determinar la calidad de los analisis posteriores. El método a utilizar
tiene que ser efectivo para cualquier tipo de microorganismos. Aquellas
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células que no puedan ser lisadas de forma eficiente, no seran
detectadas mediante andlisis moleculares. ElI método utilizado para la
extraccién de ADN de muestras de monumentos ha sido el descrito por
Schabereiter-Guriner et al. (2001), que consiste basicamente en una
ruptura enzimatica de las células en combinacion con un tratamiento
quimico-fisico.

Oftro aspecto importante a tener en cuenta es la calidad del ADN
extraido. Normalmente las muestras obtenidas de monumentos
contienen sustancias inhibidoras de la reaccion en cadena de fa
polimerasa (PCR). Para evitar falsos resultados negativos causados por
las sustancias inhibidoras, el ADN exiraido de monumentos es
purificado antes de ser utilizade como ADN molde para su amplificacion.

Ampilificacion del ADN que codifica para el ARN 16S

El ADN es amplificade mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Esta técnica ofrece la ventaia de suministrar
suficiente material genético para la realizacibn de los analisis
posteriores a partir de una minima cantidad de ADN molde y en un
tiempo relativamente corto.

La eleccion de la secuencia que se desea amplificar, y por tanto
de los “primers” a utilizar, es de gran importancia. Normalmente, para la
identificacién de microorganismos se amplifican secuencias del ADN
que codifica para el ARNr 16S debido a que estan presentes en todos
los organismos y contienen regiones variables y regiones altamente
conservadas, permitiendo asi distinguir los organismos a cualquier nivel
filogenético. Ademas, el crecimiento dia a dia de las bases de datos de
secuencias de ARNr, permite comparar las secuencias de organismos
conocidos con las secuencias obtenidas directamente de anélisis
moleculares, consiguiendose asi una identificacion filogenética (Maidak
et al., 1999).

En este estudio, se amplificaron 200 pares de bases del ADNr
16S, correspondientes a las posiciones 341-534 en la secuencia de E.
coli. Para ello, se utilizd un “primer” especifico para eubacterias, la
secuencia 341fGC, que lleva unida a su extremo &5 una cola de 40
bases de GC para estabilizar la desnaturalizacion de los fragmentos de
ADN en los analisis de DGGE (Muyzer et al. 1993). Como “primer”
reverso se utilizdé la secuencia universal 518r (Neefs et al. 1990). Las
condiciones de la PCR fueron las descritas por Schabereiter-Gurtner et
al. (2001).

Para la amplificacién de ADN de Archaea, se utilizo un "primer”
especifico para el dominio Archaea, la secuencia ARC344 (Raskin et al.
1994). Como “primer” reverso se utilizé la secuencia universal 518rGC
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(Neefs et al. 1990). Las condiciones de la PCR fueron las descritas por
Pifiar et al. (2001).

Analisis mediante Electroforesis en Gel de Gradiente de
Desnaturalizantes (DGGE) de los productos de PCR derivados de
muestras de monumentos

Como resultado de la amplificacién mediante PCR, se obtiene una
mezcla de secuencias de ADNr de los distintos microorganismos
presentes en la muestra analizada. Antes de proceder a la identificacion
de Ios microorganismos, las secuencias obtenidas deben ser
separadas. Esta separacion es posible mediante la utilizacion de
electroforesis en gel de gradiente de desnaturalizantes (DGGE) o de
gradiente de temperatura (TGGE) (Muyzer et al. 1993), Este método
permite la separacion de fragmentos de ADN de idéntica longitud (en
pares de bases) pero distinta secuencia, debido a su distinto punto de
desnaturalizacion en un sistema de electroforesis conteniendo un
gradiente de desnaturalizantes (quimico o temperatura), Como
resultado de dicha electroforesis, se obtiene un patrdn de bandas, en el
cual cada banda representa un taxon microbiano en la muestra original.
Posteriormente, las bandas individuales pueden ser cortadas del gel y
secuenciadas. Esta técnica permite visualizar la complejidad de la
comunidad microbiana presente en ia muestra analizada, ademas de
permitir la identificacién de los miembros de dicha comunidad mediante
la secuenciacion de las bandas correspondientes. Finalmente, varias
muestras pueden ser analizadas simultaneamente en un mismo gel,
perimitiendo asi la comparacién de las comunidades microbianas de
varias muestras a la vez.

En este estudio, los andlisis de DGGE se realizaron siguiendo el
protocolo descrito por Muyzer et al. (1993). ElI gradiente de
desnaturalizantes utilizado en cada caso se describe en el apartado 4.

Preparacién de un marcador de referencia para analisis de DGGE

Para permitir la evaluacion comparativa de los analisis de DGGE
realizados en distintos geles, se prepard un marcador conteniendo
productos de PCR amplificados a partir del ADNr 16S de 6 bacterias
seleccionadas. Para ello se utilizaron los "primers” 341fGC y 518r. A tal
fin, 100 pi de los productos de PCR, obtenidos a partir de cada una de
las bacterias por separado, se combinaron y precipitaron con 96% de
EtOH. Posteriormente se resuspendieron en agua bidestilada y se
emplearon 10 pl como marcador para los andlisis de DGGE. Los ADNs
de las bacterias gque se muestran en el marcador corresponden, de
arriba hacia abajo, a Pseudomonas stutzeri, Bacillus megaterium,

66



Micrococcus luteus, Arthrobacter histidinofovorans, Kocuria rosea vy
Halococcus morrhuae (Figuras 2 y 3).

1-2-3-4-5-6

Figura 2: DGGE tefido con bromuro de etidio
mostrando los patrones de bandas de fragmentos de
ADN que codifican para el ARNr 185 amplificados a
partir de las poblaciones bacterianas del sistema
experimental a los 6 meses de incubacidon. Los ADNs
fueron amplificados utilizando primers especificos de
eUbacterias. El carril 1 corresponde a la poblacion
existente en sustrato de arenisca sin suplemento
salino; el carril 2 corresponde a la poblacion existente
en sustrato de mortero sin suplemento salino; el carril
3 corresponde al marcador; el carril 4 corresponde al
ADN de Halomonas halophila; el carril 5 corresponde
a la poblacién existente en sustrato de caliza con
suplemento salino; e! carrii 6 corresponde a la
poblacién existente en sustrato de arenisca con
suplemento salino.
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Figura 3: DGGE tefido con bromuro de etidio mostrando
los patrones de bandas de fragmentos de ADN que
codifican para e ARNr 1685 amplificados a partir de las
poblaciones bacterianas del sistema experimental a los 6
meses de incubacion. Los ADNs fueron amplificades
utilizando primers especificos de Archaea. El carrit 1
corresponde al marcador; el caril 2 corresponde a la
pehlacion inicial sobre sustrato de caliza en el momento de
la inocutacion; el carril 3 correspoende a la pobiacién crecida
en sustraio de caliza con suplemento salino; el carril 4
corresponde a la poblacion crecida en sustrato de arenisca
con suplemento salino; el carril 5 corresponde al ADN de H.
morrhuae.

Clonacion de los productos de PCR y “screening” de librerias
clonicas

Una vez separadas las distintas bandas de ADNr mediante
DGGE, es necesaria su secuenciacién para obtener la identificacion
filogenética de las mismas. A pesar de las muchas ventajas que el
DGGE ofrece, este método tambien conlleva una serie de problemas
técnicos cuando se trata de secuenciar bandas que han sido
directamente cortadas y eluidas del gel. En patrones de bandas
complejos es practicamente imposible separar todos los fragmentos de
ADN. Como consecuencia, los fragmentos no estan lo suficientemente
definidos como para ser cortados manualmente del gel.

Otro problema es la existencia de bandas solapadas. Secuencias
distintas, pero con la misma proporcion GC, pueden tener el mismo
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comportamiento de desnaturalizacidn, y por lo tanto la misma posicion
en DGGE. La inadecuada separacion de bandas de DGGE vy el
fendmeno de bandas solapadas producen secuencias mixtas imposibles
de ser secuenciadas directamente.

Un problema adicional es el causado por la propia longitud de los
fragmentos de ADNr analizados en DGGE. El DGGE permite la
separacion de fragmentos de ADN de 200-500 pb con una buena
resolucion. Esto supone una limitacion si se desea secuenciar
fragmentos de mayor longitud.

Para solucionar todas estas limitaciones, paralelamente al analisis
de fragmentos de 200 pb en DGGE, es posible construir librerias
clénicas. La técnica consiste en introducir o clonar fragmentos de ADNr
16S de mayor longitud (600-1500 pb), amplificados directamente de la
muestras obtenidas de monumentos, en un vector de clonacion. Para
ello, los productos de PCR ampilificados a partir de la muestra original
son clonados en un sistema de clonacion en T (pGem-T Vector System,
Promega), y transformados en E.cofi XLI-Blue, lo cual permite
seleccionar colonias blancas y azules (Sambrook et al. 1989).

Para seleccionar la presencia de insertos, las colonias blancas
son picadas y lisadas mediante tres ciclos de congelacion y
descongelacion. El sobrenadante es posteriormente utilizado como
molde para una PCR utilizando los primers SP6 y T7 que se encuentran
flanqueando la zona de clonacién, segun el protocolo descrito por
Gurtner et al. (2001).

Para el “screening” de los distintos clones, se realiza una segunda
reaccion de PCR en la cual se amplifica un fragmento de 200 pares de
bases que es posteriormente analizado en DGGE. La movilidad
electroforética de los distintos clones es comparada entre si. Los clones
conteniendo distintas secuencias tendran distinta movilidad. La posicidén
de estos clones es comparada asimismo con la posicion de las bandas
del patrén de la muestra original. Los clones cuya posicidon en el gel
coincide con las bandas del patron de la muestra original son
seleccionados para su posterior secuenciacion.

Secuenciacion de los fragmentos de ADN ribosomico que codifica
para el ARN 168 y analisis comparativo de las secuencias

Los clones finalmente seleccionados son amplificados utilizando
los primers SP6 y T7. Estos fragmentos son purificados y secuenciados
con un secuenciador “LICOR DNA sequencer Long Read 4200”
(Middendorf et al. 1992). Las secuencias obtenidas son comparadas
con secuencias conocidas mediante la utilizacion de la base de datos de
nucledtidos del EMBL. El programa de busqueda del EMBL llamado
FASTA se utiliza para obtener la afiliacion filogenética.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Geéneros identificados en monumentos mediante técnhicas
microbiolégicas y moleculares

Los resultados obtenidos de los estudios realizados en los fres
monumentos esfudiados, Carmona, Herberstein y Greene, fueron en
cierta medida discordantes, ya que se identificaron poblaciones
microbianas diferentes a partir de la misma muestra, dependiendo de
que ésta hubiera sido tratada medianie métodos moleculares o
convencionales. Los géneros identificados aparecen en la Tabla 2.

Cuando se emplearon técnicas microbiologicas, la mayoria de las
especies identificadas pertenecieron a los géneros Arthrobacter,
Bacilius, Paenibacillus, Micrococcus, Staphylococcus vy Kocuria.
Destacaron por su abundancia las especies Bacillus megaterium, B.
licheniformis, B. pumilus, B. lentus, B. circulans, B. halodenitrificans,
Paenibacillus polymyxay P. pabuli.

Cuando se emplearon técnicas moleculares se identificd una
diversidad de especies mucho mayor. Solo hubo coincidencia en el caso
de algunas especies de los géneros Arthrobacter, Halomonas vy
Pseudomonas, que se identificaron con ambos métodos.

Esta discordancia también ha sido descrita en otros trabajos. En
cultivos de enriquecimientc para bacterias quimiorganotrofas aisladas
de aguas termales, sdlo hubo coincidencia en el caso de dos especies
del género Thermus: T. aquaticus y T. ruber (Santegoeds et al. 1996).
En otro trabajo, las bacterias del azufre secuenciadas fueron diferentes
de las cepas que se habian sido cuitivadas previamente (Casamayor et
al., 2000).

Tanto fos microorganismos cultivados, como aquellos de los que
tan sdlo ha sido identificada su secuencia, son componentes de la
muestra y, con toda probabilidad, dada la diversidad microbiana,
también lo son otros que no pueden ser identificados ni por uno ni por
otro método.

En primer lugar, hay que tener en cuenta que la flora microbiana
gue se encuentra en un monumento es el resultado de la colonizacion
sucesiva que ha tenido lugar a lo largo de los afios. Los
microorganismos colonizadores que constituyen la comunidad del
biofilm primario del monumento, interaccionan con el sustrato y entre si.
En un primer momento se establecen relaciones, basicamente, de
competencia por el sustrato. Esto es debido a que la capacidad de
colonizar superficies proporciona a la bacteria ciertas veniajas: mejor
acceso a los nutrientes; proteccion frente a toxinas como biocidas o
metales pesados; proteccion frente a radiaciones; desarrolio y sintesis
de enzimas que le capacitan para la degradacion de contaminantes, efc.
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TABLA 2
Géneros identificados en pinturas murales
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Tecnicas Téchicas
Géneros identificados microbioldgicas meleculares
C H H
Actinobispora T
mrthrobacter + + +
Bacillus + +
Brevibacillus + +
@revfbacterium + +
Cellulomonas +
Chromohalobacter +
Curtobacterium +
Cyclobacterium
Cytophaga +
Deleya +
Erythrobacter
Frankia +
Geodermatophifus +
Haloarchaeon
Halococcus
Halomonas + +
Koctiria + +
Methylobacterium +
Micrococcus + +
Micromonospora +
Natronobacterium
Paenibaciflus + +
Pseudomonas + +
Pseudonocardia +
Promicromonospora
Rathayibacter +
Rhodotermus +




Rubrobacter +
Saccharopolyspora +
Salmonefla +
Staphylococcus + + +

Streptornonospora +
Streptomyces + +

Thermomicrobium +

C: Carmona; H: Herberstein; G: Greene

Algunos estudios llevados a cabo en murales de iglesias
medievales rusas han considerado a las especies del género
Arthrobacter como las primeras colonizadoras de estas iglesias
(Petushkova y Lyalikova, 1986).

Mas tarde, por interacciones competitivas y sinergisticas entre
algunas especies colonizadoras, asi como por reclutamiento de
especies nuevas y perdida de algunas de las colonizadoras primarias,
se forma la comunidad bacteriana que constituye el biofilm maduro del
monumento. Habitualmente, estas interacciones favorecen el
crecimiento de un determinado tipo de microorganismos, tales como los
que esporulan o los que producen metabolitos secundarios.

Estos ultimos microorganismos han constituido la mayoria de los
identificados mediante las técnicas microbiolégicas, debido a que,
aprovechando las caracteristicas de los medios de cultivo empleados
rutinariamente en el laboratorio, desarrollan un crecimiento muy rapido.
Por el contrario, aquellas especies en las que concurren alguna o las
dos caracteristicas: poco representadas; representadas, pero de
crecimiento lento y/o dificiles de cultivar en laboratorio; pudieran ser las
detectadas mediante técnicas moleculares.

Géneros identificados en el sistema experimental para el estudio
de muestras de moenumentos mediante técnicas moleculares y
microbiologicas

Las identificaciones que se realizaron en el sistema experimental
para el estudio de muestras de monumentos mediante analisis DGGE y
MIDI (Tabla 3), han permitido la evaluacién comparativa de la aplicacion
de técnicas moleculares y microbiolégicas al estudioc de las
comunidades bacterianas de monumentos. A partir de la constatacion y
comparacion de los datos obtenidos con ambos tipos de herramientas,
se ha podido valorar convenientemente la eficacia del empleo de ellas, y
si éste es mayor por separado ¢ en conjunto.
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La poblacién microbiana del sistema experimental (Tabla 1),
establecida en los tres distintos soportes, se analizé después de seis
meses de crecimiento a 28°C mediante las dos aproximaciones objeto
de estudio. Todos estos microorganismos son capaces de producir una
serie de dafios constatables en monumentos: tinciones, decoloraciones,
patinas, eflorescencias. Bacillus, Arthrobacter, Micrococcus, Sarcina y
Pseudomonas son géneros aislados a partir de frescos y pinturas
murales. En 1971, Lazar realizd en el laboratorio, con cultivos puros de
estos microorganismos, un cultivo mezcla que fue transferido a
pequefias zonas no dafadas de las pinturas. A las 34 semanas de la
inoculacion, éstas presentaron areas de tincion artificiales.

Es de destacar que los medios que contenian suplemento salino
presentarocn un mayor crecimiento de unidades formadoras de colonia
que aquellos carentes de dicho suplemento, dato que concuerda con lo
que se ha encontrado en los sistemas reales (Saiz-Jiménez y Laiz,
2000).

Por ofra parte, dado que la flora microbiana que coloniza un
monumento varia de acuerdo con su composicién quimica, se comparé
las poblaciones bacterianas que fueron identificadas en los sustratos de
arenisca, caliza y mortero (Tabla 3 y Figura 2). Mediante analisis de
DGGE, la poblacion bacteriana identificada en la arenisca estaba
compuesta por Pseudomonas spp., Bacillus spp., Micrococcus luteus y
Arthrobacter spp. Cuandc el sustrato tenia suplemento salino se
identificaban, ademas de las anteriores, las especies Halomonas
halophila y Halococcus morrhuae. En los medios de cultivo de
laboratorio crecieron Bacillus megaterium, B. pumilus, Brevibacillus
laterosporus y H. halophila.

De igual forma, los analisis de DGGE mostraron que la poblacion
bacteriana identificada en el mortero estaba compuesta por
Pseudomonas spp., Bacillus spp., M. luteus y Arthrobacter spp. En los
medios de cultivo de laboratorio, crecieron B. megaterium, B. pumilus, y
A. histidinolovorans.

En la caliza se identificaron Arthrobacter histidinolovorans, H.
halophila y H. morrhuae utilizando analisis de DGGE. En los medios de
cultivo de laboratorio crecieron B. pumilus, B. laterosporus y H.
halophila.

Es de destacar que los sustratos de arenisca y mortero
permitieron el crecimiento del mismo tipo de microorganismos, siendo la
mayoria de las especies cultivables las pertenecientes al género
Bacillus.

Deteccion de bacterias halofilas en el sistema experimental
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Halomonas halophila y Halococcus morrhuae necesitan para su
crecimiento un medio de cultivo enriquecido en sal. Este suplemento
salino fue proporcionado, en forma de cloruro sddico y sulfato de
magnesio, con el medio de cultivo TSBS del sistema experimental. La
evaluacion de este sistema se llevdo a cabo a los 6 meses de su
inoculacién, realizandose por separado para eubacterias y para
Archaea.

En primer lugar, se extrajo el ADN ribosomico de las poblaciones
bacterianas existentes en los distinios sustratos al fin del periodo. El
ADN resultante se amplifico con los primers 341fGC y 518r y se analizd
en DGGE.

La deteccién de H. halophila se realizé mediante andlisis de
DGGE utilizando un gradiente de desnaturalizantes de 30-50%. La
Figura 2 muestra este analisis. En los carriles 5 y 6, que corresponden
respectivamente a los sustratos de caliza y arenisca, ambos con
suplemento salino, se observan las poblaciones en las que se detectd la
banda correspondiente a H. halophila después de 6 meses de
incubacion. Asimismo, empleando medios de cultivo especificos para
Halomonas spp. se consiguio cultivar H. halophila en el laboratorio a
partir de dichos sustratos.

Para la deteccion de H. morrhuae, perteneciente al dominio
Archaea, se llevd a cabo asimismo la evaluacidn del sistema
experimental. Los ADNs ribosomicos exiraidos de las poblaciones
bacterianas se amplificaron con primers especificos de Archaea y se
analizaron en DGGE utilizando un gradiente de desnaturalizantes de
30-50%. La Figura 3 muestra este analisis. La detecciéon de la banda
correspondiente a H. morrhuae en DGGE mostrd una correspondencia
perfecta con la detectada en las poblaciones existentes en soportes con
suplemento salino al fin de la incubaciéon. Sin embargo, no se logrd
cultivar H. morrhuae a pesar del empleo de medios de -cultivo
especificos para Archaea.

Caracteristicas diferenciales y complementariedad de las técnicas

Se ha visto como la aplicacion de métodos moleculares,
especiaimente la amplificacion del ADN que codifica para el ARN
ribosémico 168, permite enfocar el estudio de la comunidad bacteriana
presente en monumentos desde un punto de vista diferente del de las
técnicas microbioldgicas tradicionales.

La primera caracteristica diferencial de las dos técnicas (Tabla 4)
es la cantidad de muestra requerida, ya que ésta es mucho menor en el
caso de las tecnicas moleculares. La segunda caracteristica diferencial
se refiere a b identificacion de los microorganismos: mieniras que las
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tecnicas moleculares identifican todos los microorganismos presentes
en la muestra, las microbiclogicas sélo permiten la identificacidon de
unos pocos microorganismos facilmente cultivables. La tercera
caracteristica diferencial es que las técnicas microbioclégicas distinguen
entre microorganismos vivos y muertos; las moleculares no.

TABLA 4
Caracteristicas diferenciales de las técnicas moleculares y microbioldgicas

'CANTIDAD DE MUESTRA - | " Pequefia . . Moderada -
IDENTIFICACION Microorganismos Microorganismos
cultivables y no cultivables
L sulvables
DISCRIMINACEON No S Microorganismos

Por lo tanto, mas que al abandono de las técnicas tradicionales,
se debe tender a utilizar e incrementar las potencialidades de las dos
técnicas. Asi, las técnicas moleculares serian muy Utiles para la
ampliacién de las bases de datos de los sistemas de identificacion
microbiana. De este modo, estas bases de datos se irian adaptando a
cepas ambientales como las que se encuentran en las comunidades
bacterianas de monumentos.

Por su parte, las técnicas microbiologicas, capacitarian para el
disefio especifico de medios de cultivo para llevar a cabo estudios
fisioldgicos con los microorganismos que se hayan secuenciado; ya que
es necesario el cultivo de los microorganismos para conocer su
metabolismo y poder asi evaluar la capacidad de accién de los biocidas.

CONCLUSIONES

Las conclusiones extraidas a partir del sistema experimental
disefado en este estudio son:
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. La amplificacién de los ADN ribosémicos 16S de los microorganismos
presentes en monumentos no es total. Se ha descrito lisis ineficaz de
las bacterias Gram-positivas que esporulan, entre las que se
encueniran las pertenecientes al género Bacillus. Esto explicaria por
qué no es siempre posible detectar mediante analisis de DGGE
especies pertenecientes al genero Baciffus, ain cuando es posibie su
aislamiento a partir de la. misma muestra utilizando medios de cultivo
convencionales de laboratorio.

El crecimiento de las bacterias en los distintos materiales fue
diferente. Existen bacterias que no son demasiado abundantes en la
poblacion y por lo tanto no se amplificaria su ADN, sin embargo,
aprovechando las caracteristicas de los medios de cultivo empleados
han sido capaces de crecer. Por el contrario, otras que fueron
previamente detectadas en ias muestras mediante analisis de DGGE,
como es el caso de H. morrhuae, no pudieron ser aisladas,
demostrando una vez mas la dificultad existente para cultivar
Archaea.

. Los sustratos de arenisca y mortero permitieron el crecimiento del
mismo tipo de bacterias, dando lugar al establecimiento de
poblaciones microbianas practicamente idénticas.

Los métodos moleculares han permitido la deteccion de
microorganismos de crecimiento lento y/o fastidioso como el de
Archaea.

. La utilizacidon conjunta de ambas metodologias, permitio obtener una
imagen mas exacta de las comunidades microbianas; ya que, si las
técnicas moleculares dieron lugar a la identificacion de los bacterias
de crecimiento lento, las microbiologicas permitieron distinguir las
especies del género Baciflus. Los resuitados que se obtienen no son
contradictorios ni excluyentes, sino complementarios.

. Por dtimo, aunque existe un gran numerc de publicaciones acerca
del dafic causado en monumentos, de los que se han aislado
numeroscs microorganismos, es necesario continuar este tipo de
estudios para establecer mecanismos de accion general de éstos y
su papel en el biodeterioro. También es necesario distinguir entre los
realmente responsables del biodeterioro y aguellos que no juegan un
papel tan directo en el proceso. En este sentido han de encaminarse
los estudios futuros.
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