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1. Resumen.

Hoy en dia los restos de la industria avicola llenan gran parte de los vertederos en todo el
mundo. Estos restos incluyen huesos, visceras y plumas. Las plumas son unas estructuras
formadas por melanina y queratina, ambas moléculas muy estables y resistentes a la
degradacion. En este estudio, se pretende evaluar la capacidad de degradacién de plumas de
15 cepas bacterianas, aisladas previamente del plumaje de Sturnus unicolor, en funcién del
color de la pluma y del pH del medio, con el objetivo de valorar si estas variables afectan a la
capacidad degradativa y a la velocidad de la degradacion. De manera adicional, se quiere
comprobar la capacidad melaninolitica de las mismas 15 cepas mediante siembra en tinta de
calamar, cuyo componente principal es la melanina. Todas las cepas han mostrado crecimiento
en tinta de calamar y capacidad de degradacion de plumas, siendo el resultado mds notable el
de Nocardiopsis alkaliphila, posiblemente por su capacidad de formacién de biofilm. En cuanto
al pH, tiene una correlacidn significativa (pvalor <0,05) con la degradacién de la pluma. El
color, por otra parte, parece no tenerla (pvalor >0,05), lo que no concuerda con la bibliografia
anterior. Es necesario pues investigar mas acerca del papel de la melanina como pigmento
protector, y podria ser interesante también estudiar el potencial biotecnolégico de
Nocardiopsis alkaliphila como bacteria para degradar algunos tipos de residuos,
principalmente procedentes de la industria avicola.



2.

Introduccidn.

Las plumas son estructuras de enorme importancia para las aves, ya que les sirven (entre otras
cosas) para el vuelo como para, en muchas especies, sefializar su condicion individual y
conseguir pareja durante la época de reproduccion. Estan compuestas principalmente por
beta-queratina, con funcién estructural, y melanina, con funciones de pigmentacién y
proteccion (Goldstein, 2004), ambas moléculas con estructuras muy estables. En menor
medida, contienen agua y lipidos (Pough, 1999). Asociada a las plumas, existe una microbiota
que, en ciertos casos, parece tener capacidad para degradarlas (Burtt, 1999)

Actualmente, debido a la enorme demanda de productos avicolas (ya que la carne de pollo es
consumida a escala global), nos encontramos frente a un problema de tratamiento de
residuos, porque la industria aviar produce enormes cantidades de plumas, los cuales no se
degradan en las condiciones habituales producidas en los vertederos. En la actualidad, gran
parte de esos residuos se acumulan de manera indefinida en los vertederos o se incineran, con
la consiguiente emision de CO; a la atmdsfera. Una pequeia parte de los residuos esta
empezando a ser aprovechada como nutrientes en la industria carnica (Pan, 2016; Van
Heugten, 2002), con resultados variables.

En el entorno natural también podemos encontrar gran cantidad de aves, si bien no en la
misma densidad poblacional que en las granjas avicolas. Sin embargo, pese a su abundancia,
no encontramos restos de plumas a gran escala, de lo que podemos deducir que hay algun
mecanismo por el cual se degradan en el medio natural. Por otra parte, en el plumaje de las
aves podemos encontrar una gran variedad de microorganismos, principalmente bacterias y
hongos. El metabolismo de los microorganismos es enormemente variado, siendo, en
conjunto, capaces de degradar cualquier materia de origen natural y muchas de origen

eo (Urbanek, A.K, 2018). Es posible, por lo
tanto, que sean los microorganismos asociados a las plumas los responsables de la

artificial, por ejemplo plasticos y derivados del petrd

degradacion de las mismas, pese a la posible resistencia a dicha degradacion que aportarian
los propios pigmentos de las plumas.

La gran diversidad metabdlica de los microorganismos es clave tanto para su supervivencia
como para su patogenicidad (Day Jr. et al, 2000; Tondo et al, 2020). Sin embargo, tras realizar
una busqueda profunda, utilizando diversos motores (Google Scholar, SCOPUS, Web of
Science), con varios términos clave (“melanine degradation”, “melanine”, “bacterial melanine
degradation”, y similares), no se ha encontrado evidencia escrita y publicada de cémo la
melanina es degradada por los distintos microorganismos, lo que parece apoyar las teorias que
la proponen como molécula con funciones de proteccién frente a los microorganismos, debido
principalmente a la dificultad que presentan éstos para degradarla. Existen algunos estudios
clinicos que intentan discernir como se degrada la melanina en algunas patologias humanas
(Kayatz et al, 2001; Dontsov et al, 2017), pero el mecanismo sigue siendo desconocido en su

mayor parte.

En cuanto al metabolismo en las bacterias, se han encontrado patrones de variacion en la
actividad metabdlica en funcién del pH del medio en el que se cultiven las bacterias (Davis,
1986). Esto puede deberse al menor rendimiento o inactivacion de las enzimas necesarias para
el metabolismo en las condiciones de pH probadas (Narendranath, 2005). Otra posibilidad es



que esta diferencia en las capacidades puede deberse a una inhibicién en las regiones génicas

gue expresan (en parte o en su totalidad) las enzimas que participan en el metabolismo de las
sustancias testadas (Wasfi et al, 2018).

En este estudio, nos planteamos varios objetivos:

Comprobar la capacidad de degradacion de plumas de pollo (Gallus gallus) que
presentan 15 cepas bacterianas, aisladas del plumaje de estorninos negros (Sturnus
unicolor), en funcién del color de pluma y del pH del medio.

De forma andloga, comprobar la resistencia a la degradacion de dichas plumas, en
funcién de su color: las plumas negras presentan un mayor contenido en melanina que
las blancas, por lo que, si la melanina tuviese funcién o efecto de proteccidn, éstas se
degradarian a una menor velocidad que las plumas blancas.

Identificar microorganismos con capacidad de degradar y aprovechar la melanina
como fuente de carbono, mediante la siembra en un medio sélido compuesto por tinta
de calamar como Unica fuente de carbono.

Identificar microorganismos Utiles para la degradacion de las plumas, como residuos
de la industria avicola, asi como discutir su posible utilidad futura en procesos de
generacidn de nuevos materiales, como el bioplastico, a partir de materia organica de
desecho y bacterias modificadas para la obtencion de polihidroxibutirato (PHB).

Los aislados bacterianos provienen de la coleccién de cepas obtenida de plumas de

estorninos en un estudio anterior, el cual evaluaba distintas caracteristicas del plumaje en

funcién de la humedad ambiental (Ramirez, 2022)



3. Materiales y métodos.

3.1 Degradacion en medio liquido

Las cepas estudiadas fueron obtenidas de plumas de estornino negro, Sturnus unicolor,
aisladas previamente en plumas en diferentes tratamientos de humedad, las cuales
demostraron capacidades degradativas en un estudio previo (Ramirez, 2022, extracto en Tabla
1). En primera instancia, estas cepas se conservaban desde el momento de su aislamiento
congeladas a -802C en una disolucidn de glicerol al 20%.

Tabla 1: cepas estudiadas y tratamientos de las cuales se obtuvieron. Extraido de Ramirez, 2022

Cepa Spp Tratamiento
1 Bacillus zhangzhouensis Control
2 Nocardiopsis alkaliphila Seco
3 Nocardiopsis alkaliphila Seco
4 Glutamicibacter protophormiae Humedo
5 Staphylococcus equorum subsp. linens Hdmedo
g Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus Control
7 Glutamicibacter creatinolyticus Seco
8 Mammaliicoccus lentus Control
g Glutamicibacter creatinolyticus Control

10 Glutamicibacter creatinolyticus Hdmedo
11 Mammaliicoccus lentus Humedo
12 Bacillus cereus Humedo
13 Bacillus tequilensis Control

14 Paenibacillus montaniterrae Humedo
15 Brachybacterium alimentarium Hdmedo

Como fase previa al estudio, se resembraron las cepas conservadas en criotubos con glicerol a
-802C en medio sélido en placa, con el objetivo de verificar que en las muestras congeladas no



existieran contaminaciones. Para el crecimiento, se utilizaron placas de Tripto-casein Soy Agar
(TSA) y Luria-Bertani (LB) preparadas segun instrucciones del fabricante (40g de medio/1L agua
destilada). Las cepas se sembraron en campana de flujo laminar y fueron cultivadas en estufa a
289C durante un minimo de 48h, antes de evaluar su crecimiento. Para muchas de las cepas,
fueron necesarias mas de las 48h iniciales, llegando incluso a necesitar 10 dias para mostrar
crecimiento. En caso de detectar contaminaciones, las cepas se resembraban por agotamiento
en estria hasta obtener cultivos puros, y posteriormente se congelaban en criotubos con
glicerol al 20%, sustituyendo las muestras originales contaminadas.

Para evaluar el potencial queratinolitico y melaninolitico de las cepas, se seleccionaron 15
cepas que en un estudio anterior mostraron estas capacidades (Ramirez, 2022). Para cada
cepa, se prepard una bateria de medios PBS-extracto de levadura, segin Williams, 1990, con la
siguiente composicidon: NH4CL, 0,5 g/L; NaCl, 0,5 g/L; extracto de levadura, 0,1 g/L; MgCI2- 6
H20, 0,1 g/L, K2HPO4 y KH2P04, en concentraciones variables segun el pH. Se prepararon
medios a 3 niveles de pH distintos: 5,8, 7 y 8. Para el medio acido (pH 5,8), se utilizaron 8,5 mL
K2HPO4 1M por litro de medio y 91,5 mL KH2PO4 1 M por litro de medio. Para el medio neutro
(pH 7), se utilizaron 61,5 mL K2HPO4 1M por litro de medio y 38,5 mL KH2PO4 1 M por litro de
medio. Para el medio basico (pH 8), se utilizaron 94 mL K2HPO4 1M por litro de medio y 6 mL
KH2PO4 1 M por litro de medio. Los medios fueron distribuidos en tubos de ensayo,
aproximadamente 10 mL por tubo, y se esterilizaron en autoclave a 1202C durante 20 minutos.
Posteriormente, se introdujo en cada tubo un fragmento de pluma de gallina, previamente
esterilizadas también en autoclave en las mismas condiciones. Para este experimento, las
plumas se han cortado por ambos extremos, dejando Unicamente la region central, y se han
esterilizado posteriormente.

Para cada cepa, se inocularon una pluma de color blanco y otra de color negro, ambas de
gallina doméstica (Gallus gallus), en cada uno de los 3 niveles de pH testados, con 300
microlitros de una suspension de la cepa en PBS a pH 7, con una concentracion similar a un
estandar McFarland 5 (aproximadamente 1,5 x 10° células/mL), ddndonos un total de 6 tubos
por cepa. Como control, se dejaron sin inocular 2 sets completos (3 pH distintos x 2 colores de
pluma). Se realizaron 2 réplicas del conjunto. Estos tubos se incubaron inclinados, en
condiciones de agitacion a 110 rpm, oscuridad y a temperatura ambiente, durante 40 dias,
realizdndose una observacion visual y una fotografia para observar el nivel de degradacién de
las plumas a las Oh, 48h, 7 dias y desde los 7 dias, cada 2-3 dias (L,X y V) hasta completar el
experimento.

Como forma de medida de la degradacién de las plumas, se establecié una escala en funcidn
de la degradacién que mostraban las plumas. En caso de no sufrir alteraciones visibles en la
morfologia, a las plumas se les asignaba un valor de degradacidn de 0. En caso de sufrirlas, se
les asignaban valores del 1 (degradacién minima) al 5 (degradacién completa). Ningun
tratamiento ha alcanzado la degradacion completa de la pluma. En la figura 1 se pueden
observar fotografias de cada uno de los niveles de degradacidn alcanzados.



Nivel 1 de degradacién: comienzan a aparecer fibras
y pequefios posos oscuros en el medio. La pluma
esta estructuralmente intacta

Nivel 2 de degradacién: fragmentos grandes,
formados por varias barbulas, se desprenden del
raquis. Podemos ver fragmentos grandes de pluma

Nivel 3 de degradacidn: los fragmentos grandes de
barbulas se deshacen en fragmentos mas pequefios
y se posan en el fondo. Aun quedan barbulas unidas
al raquis. En plumas negras, el medio empieza a
adquirir un tono mas oscuro

Nivel 4 de degradacidn: casi todas las barbulas se
han separado del raquis y forman pequefios
aglomerados suspendidos en el medio o en el fondo.

Figura 1: escala de niveles de degradacion.




3.2 Crecimiento con melanina como unica fuente de carbono

Se estudié la capacidad melaninolitica de las cepas, realizando la siembra de las cepas en
medio sélido de tinta de calamar como unica fuente de carbono. Su composicion es,
principalmente, melanina (Derby, 2014; Soto-Gémez, 2016). Se incubd a 282C realizando la
primera lectura a las 48h, y posteriormente se hicieron medidas cada semana hasta los 20 dias,
para observar el crecimiento bacteriano.

3.3 Analisis estadistico.

Para el andlisis de los datos, estos se han recogido en una tabla de Excel y después han sido
tratados con Rstudio. Se ha realizado un GLM a cada una de las variables (color, pH y cepa)
para, posteriormente, estudiar su relacion con la degradacién final mediante un ANOVA.



4,

Resultados.

4.1 Degradacion en medio liquido

En general, podemos observar que todas las cepas necesitan 10 dias o mas para que la pluma
empiece a mostrar signos de degradacién, siendo las cepas 2 (Nocardiopsis alkaliphila L6333) y
3 (Nocardiopsis alkaliphila L6334) las primeras en mostrarlos (10 dias). Tras 40 dias, estas dos
cepas son las que mayor capacidad degradativa demostraron, llegando a descomponer todas
las barbulas de la pluma, dejando Unicamente el raquis; en la figura 1 pueden encontrarse
imagenes de los distintos grados de degradacion. Otras cepas también mostraron capacidad de
degradacién, pero ninguna alcanzé resultados similares. Podemos observar que, en los medios
con plumas negras degradadas, el tono del medio vira ligeramente hacia un color mas oscuro,
parduzco, posiblemente por la melanina, algunos compuestos degradados o fragmentos
pequefios de pluma en suspension.

4.1.1 Andlisis estadistico del efecto de la presencia de melanina en la degradacién

En general, las plumas blancas comenzaron a degradarse antes que las negras. Sin embargo,
no en todos los casos se degradaron en mayor medida: al final del experimento, ambos colores
mostraban una degradacion similar entre si (Figura 2). Tras realizar un ANOVA para estudiar la
correlacién entre la degradacién y el color, se ha visto que ésta no es significativa.

4.1.2 Efecto del pH

En cuanto al crecimiento en funcidn del pH, la variacion es especifica de cada bacteria, no se
pueden establecer generalidades salvo que aquellas bacterias sembradas en medios fuera de
su rango optimo de pH mostraron menor crecimiento que aquellas sembradas en medios
menos hostiles. En algunos casos, las cepas fueron incapaces de prosperar y degradar la
pluma.

En cuanto a la degradacién en funcién del pH, la variabilidad dentro de cada cepa resulté mas
llamativa de lo esperado. Ciertas cepas que no mostraban diferencias aparentes en el
crecimiento entre medios, mostraban distinta capacidad de degradacion de las plumas. En
ocasiones, el pH fue mas influyente que el color de la pluma para la degradacion de las
mismas, en concreto en las cepas 1 (Bacillus zhangzhouensis), 2 (Nocardiopsis alkaliphila), 3 (N.
alkaliphila), 4 (Glutamicibacter protophormiae), 10 (G. creatinolyticus) y 15 (Brachybacterium
alimentarium) En el resto de cepas, la degradacion era similar en los 3 niveles de pH.

Tras realizar un ANOVA para estudiar la correlacion entre la degradacion y el pH, se ha visto
que ésta es significativa (pvalor < 0,05)
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Figura 2: Degradacién promedio (medida entre 0y 4) en funcién del pH, del color de la pluma (primera fila
de la leyenda: B= blanco, N= negro) y de la cepa (segunda fila de la leyenda, 1 a 15) . Los medios acidos y
neutros han sufrido una degradacion similar en ambos colores, sin embargo, la degradacion promedio de las
plumas blancas, en medio basico, es ligeramente superior a la de las plumas negras en el mismo medio. Es

en el medio basico donde se alcanzan mayores niveles de degradacion.




4.1.3 Pruebas fenotipicas

De las 15 cepas estudiadas, las dos cuya secuencia del gen ribosémico del 16S mostraba alta
similitud con N. alkaliphila fueron las Unicas en las que se detectd la formacidn de biofilm
sobre la superficie de las plumas. Por otra parte, todas las bacterias estudiadas son catalasa
positivas, y algunas también muestran actividad oxidasa (Tabla 2, extracto de Ramirez, 2022)

Tabla 2: cepas estudiadas, origen y resultados de sus pruebas fenotipicas

Cepa
1
2

3

10

11

Identificador Spp

L6231

L6333

L6334

L6802

L6803

L6861

L7022

L7162

L7321

L7581

L7582

12 T6001

13 T7481

14 77663

15 T7582

Bacillus zhangzhouensis

Nocardiopsis alkaliphila

Nocardiopsis alkaliphila
Glutamicibacter protophormiae
Staphylococcus equorum subsp. linens
Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus
Glutamicibacter creatinolyticus
Mammaliicoccus lentus
Glutamicibacter creatinolyticus
Glutamicibacter creatinolyticus
Mammaliicoccus lentus

Bacillus cereus

Bacillus tequilensis

Paenibacillus montaniterrae

Brachybacterium alimentarium

4.2. Crecimiento con melanina como Unica fuente de carbono

El crecimiento en medio sélido ha sido notablemente inferior que en medio liquido, y mas

Tratamiento Catalasa

Control

Seco

Seco

Humedo

Humedo

Control

Seco

Control

Control

Humedo

Humedo

Humedo

Control

Humedo

Humedo

+

+

Oxidasa

lento. El crecimiento se observa con la aparicidon de una colonia sobre la placa, en el lugar de la

inoculacién (figura 2). Todas las cepas presentaban crecimiento a los 20 dias.

Encontramos diferencias notables tanto en la cantidad de crecimiento como en la morfologia

de las colonias. Con respecto al crecimiento, podemos observar que las cepas L7162

(Mammaliicoccus lentus), L7321 (Glutamicibacter creatinolyticus), T7481 (Bacillus tequilensis),

T6001 (Bacillus cereus), y L6231(Bacillus zhangzhouensis) han crecido en abundancia (por lo
gue podemos intuir que han tenido un mejor aprovechamiento de la melanina); las cepas
T7582 (Brachybacterium alimentarium), L7581 (Glutamicibacter creatinolyticus), L6861
(Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus), L6803(Staphylococcus equorum subsp.

linens), L6333(Nocardiopsis alkaliphila) y L7022 (Glutamicibacter creatinolyticus) han tenido un



crecimiento mas reducido, y las cepas L7582 (Mammaliicoccus lentus), L6802 (Glutamicibacter
protophormiae), L6334 (Nocardiopsis alkaliphila) y T7663 (Paenibacillus montaniterrae) han
mostrado un crecimiento pobre, siendo el de la cepa L6334 practicamente inapreciable.

Nivel 1: se observa crecimiento en algunos puntos de | Nivel 2: crecimiento uniforme en la gota de
la gota de inoculacion inoculacion

Nivel 3: crecimiento denso en la gota de inoculaciéon | Nivel 4: crecimiento més alla de la gota de
inoculacién

Figura 3: escala de niveles de crecimiento

Crecimiento a los 20 dias

Nivel de crecimiento
o — N w ES
7

Figura 4: crecimiento final tras 20 dias de incubacion a 282C




En cuanto a la morfologia, podemos observar que las cepas T7481 (Bacillus tequilensis), T6001
(Bacillus cereus) y L6231(Bacillus zhangzhouensis) tienen una morfologia irregular, con la
superficie rugosa y el borde lobulado. Las cepas T7663 (Paenibacillus montaniterrae), L7581
(Glutamicibacter creatinolyticus), L7582(Mammaliicoccus lentus), L7022 (Glutamicibacter
creatinolyticus), L6333 (Nocardiopsis alkaliphila) y L6334 (Nocardiopsis alkaliphila) presentan
cierta forma circular, con zonas puntiformes con algo mas de crecimiento. Las cepas T7582
(Mammaliicoccus lentus), L6861 (Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus), L6803
(Staphylococcus equorum subsp. linens) y L6802 (Glutamicibacter protophormiae) parecen
tener una morfologia homogénea, con los bordes lisos y regulares. La cepa L7321
(Glutamicibacter creatinolyticus) presenta una morfologia irregular, con bordes rectos.

Figura 5: morfologia de las cepas en medio sélido de tinta de calamar.




5.

Discusion y conclusiones

5.1 Efectos del color

Si bien tradicionalmente se le ha asignado a la melanina una funcionalidad como pigmento
protector frente a la degradacidn, nuestros resultados no permiten confirmar ni rebatir este
dato, ya que en algunas cepas las plumas empezaron a degradarse de manera similar
independientemente del color, mientras que en otras las plumas blancas comenzaron a
degradarse antes que las negras. Esto no concuerda con los resultados que se han obtenido en
otros estudios (Ramirez, 2022; Goldstein et al, 2004; Burtt et al, 2004; Gunderson et al, 2008).
Es posible que esto se deba a que en otros estudios utilizaban plumas enteras, mientras que en
éste se han utilizado plumas previamente cortadas, lo que podria facilitar la degradacion por
parte de las bacterias, ya que disponen de una mayor superficie sobre la que actuar, al
separarse las barbulas del raquis y quedar la queratina expuesta. También es posible que sea
consecuencia de los posibles cambios debidos al proceso de esterilizacion mediante autoclave,
ya que este proceso podria modificar de alguna manera la estructura quimica de la melanina
y/o la queratina, haciéndolas mas bioaccesibles para las bacterias. (Gunderson et al, 2008.) Es
importante mencionar que todos los estudios, incluyendo éste, han utilizado cepas aisladas
para probar la degradacion de las plumas; en concreto, los estudios de Goldstein et al, 2004;
Burtt et al, 2004; y Gunderson et al, 2008, Unicamente realizan sus pruebas con aislados de
Bacillus licheniformis. Esto difiere mucho del medio natural, donde los organismos se
encuentran formando un microbioma complejo. Por ello, no se pueden identificar las posibles
sinergias y antagonismos que suceden en un entorno salvaje.

5.2 Efectos del pH

Es conocido que la variacion en el pH del medio afecta a la actividad microbioldgica (Olson,
1993). Los resultados muestran que llega a influir mas que el color (y, por lo tanto, la presencia
de pigmentos) de la pluma. Es posible que sea necesario un pH concreto para la activacién o
inactivacion de las rutas de degradacion de la melanina y/o queratina, bien por inactivacion de
alguna de las enzimas excretadas relacionadas con su metabolismo (Goldstein, 2004), bien por
la inactivacidn de la expresién génica que regula el metabolismo (Narendranath, 2005).
También es posible que el propio pH pueda llegar a alterar la estructura de la queratina,
haciéndola mas bioaccesible (lto et al, 1998).

5.3 Pruebas fenotipicas

En cuanto a las pruebas fenotipicas, todos los organismos presentaban actividad catalasa
positiva, y en las cepas 2 (Nocardiopsis alkaliphila), 3 (Nocardiopsis alkaliphila), 8
(Mammaliicoccus lentus), 11 (Mammaliicoccus lentus), 12 (Bacillus cereus), 13 (Bacillus
tequilensis) y 15 (Brachybacterium alimentarium), la actividad oxidasa también fue positiva
(Ramirez, 2022). Ademas, las cepas similares a N. alkalophila (cepas 2 y 3) fueron capaces de
generar biofilm sobre la superficie de la pluma.



Es posible que la capacidad de generar biofilm esté relacionada con la mayor degradacion que
han sufrido las plumas de estos tratamientos, ya que permite una mayor retencion, y por tanto
mayor tiempo de actividad, de las enzimas digestivas vertidas sobre la pluma por las bacterias.
Este efecto degradativo se ha observado tanto en tetraciclinas (Xiao, 2023) como en varios
tipos de polimeros plasticos (Omarova, 2019; Balasubramanian, 2010), por lo que es posible
qgue también influya sobre el proceso degradativo de la pluma.

5.4 Melanina como Unica fuente de carbono

En el medio de tinta de calamar, el crecimiento de las cepas se ha visto mas limitado que en el
medio liquido, posiblemente por la ausencia de otras fuentes de carbono (principalmente
queratina) que si estan presentes en las plumas (Goldstein, 2004). Sin embargo, tras 20 dias de
incubacidn, algunas caracteristicas macroscépicas de las colonias que podian observarse en
medios de crecimiento general (LB, TSA) estaban ausentes; notablemente, la esporulacion de
las cepas 2 y 3, similares a N. alkaliphila. Pese a ello, todas las cepas han mostrado
crecimiento, con lo que podemos afirmar que son capaces de utilizar la melanina como Unica
fuente de carbono. Esta capacidad degradativa no esta dilucidada al completo, como indica la
falta de bibliografia acerca del tema. Por otra parte, practicamente toda la bibliografia atribuye
a la melanina la capacidad para aportar a la pluma mayor resistencia fisica, contra la abrasion,
y quimica, frente a la degradacioén bacteriana. Podria resultar que, al no conocer por completo
los procesos implicados en su degradacidn, se le haya inferido a la melanina una mayor
capacidad protectora de la que realmente tiene.

Es posible inferir que aquellas cepas con una mayor tasa de aprovechamiento de la melanina
habran tenido un mayor crecimiento; por lo tanto, podemos decir que entre las cepas que
hemos estudiado, las cepas las cepas L7162 (Mammaliicoccus lentus), L7321 (Glutamicibacter
creatinolyticus), T7481 (Bacillus tequilensis), T6001 (Bacillus cereus), y L6231 (Bacillus
zhangzhouensis) podrian tener mayor capacidad para utilizar la melanina como fuente de
carbono. Sin embargo, hay que tener en cuenta el lento crecimiento de algunos de los
organismos (p.ej N. alkaliphila), por lo que no hay que descartar que aquellos que hayan
demostrado poco crecimiento también puedan aprovechar la melanina; aunque quizas lo
hagan mas lentamente o de forma mas ineficiente.

En referencia a la morfologia de las cepas, la mayor discrepancia de resultados la tenemos
entre las cepa L6333 y L6334, ambas identificadas como similares a N. alkaliphila, y con
crecimientos muy dispares: la cepa L6333 ha crecido notablemente mas que la L6334, la cual
se ve apenas sobre la placa. Esto puede deberse a un error durante la inoculacidn de la placa,
ya que estas bacterias son incrustantes en el agar y crecen formando colonias muy dificiles de
disgregar. Por lo tanto, es posible que en la muestra de la cepa L6333 hubiese una mayor carga
bacteriana de la correspondiente, o que en la L6334 fuese menor de lo debido.



5.5 Posible relacién con la regla de Gloger

La regla de Gloger enuncia que aumenta el melanismo en latitudes tropicales, ligado a un
aumento en la humedad y la temperatura. En su articulo de 2004, Burtt et al proponen una
posible relacién entre esta regla y la presencia de microorganismos degradadores del plumaje:
la degradacidn bacteriana aumentaria en lugares himedos, por lo que aumentaria a su vez la
presidon evolutiva para mantener el plumaje en buen estado, dando como resultado un
aumento del melanismo en un patrén muy similar al descrito en la regla de Gloger. Esta
proposicién concuerda con los resultados mostrados en los articulos de Goldstein et al, 2004, y
Gunderson et al, 2008. Sin embargo, no concuerda con los resultados obtenidos en este
estudio por dos motivos: el primero, la velocidad e intensidad de degradacion de las plumas es
similar independientemente del color, y el segundo, la cepa que ha mostrado mayor poder
degradativo con diferencia, la correspondiente con Nocardiopsis alkaliphila, proviene de una
muestra tomada de un ave en un tratamiento seco. Es posible que la discrepancia en
resultados provenga del tratamiento de las plumas (en los estudios anteriormente
mencionados se utilizaban plumas enteras, mientras que en éste se ha utilizado la regién
central de la pluma Unicamente), por el uso del autoclave como forma de esterilizacién, o
simplemente al haber utilizado distintos microorganismos (los estudios anteriormente
mencionados trabajaban exclusivamente con cepas identificadas como Bacillus licheniformis).

5.6 Conclusiones y futuras lineas

Seria interesante, en un futuro, estudiar las cepas con mayor potencial degradativo, con el fin
de poder acotar la regién genética que controle la ruta metabdlica; una vez aislado, si fuese
posible transformar otras bacterias interesantes (p.ej. productoras de bioplasticos o
biocombustibles), se podrian utilizar las plumas de pollo como fuente de carbono en los
medios de cultivo de estas bacterias, lo que reduciria el volumen de las mismas en vertederos
al mismo tiempo que impulsaria el desarrollo y uso de estos nuevos materiales, menos
contaminantes que sus equivalentes tradicionales.

Al mismo tiempo, seria muy util poder repetir estos experimentos con comunidades
bacterianas en lugar de cepas aisladas, de cara a poder observar sinergias y/o antagonismos
gue puedan producirse. Es posible que esta experimentacién con comunidades permita
también discernir si la presidn por mantenimiento del plumaje influye sobre la regla de Gloger
o la explica en parte. También seria necesario realizar estudios acerca de si la eumelaninay la
pheomelanina tienen similar o diferente resistencia a la degradacién bacteriana, lo que
también podria ayudar a esclarecer si existe o no esta relacion entre microbioma y regla de
Gloger.

Se han hecho experimentos sustituyendo parte del pienso de animales por plumas molidas, sin
mucho éxito (Van Heugten, 2002). Sin embargo, si estas plumas fuesen digeridas por bacterias,
se podria obtener proteina de origen bacteriano para piensos (Pan, 2016). Esto podria reducir
la presién global que ejerce la ganaderia intensiva sobre las tierras de cultivo, permitiendo un
mejor aprovechamiento de las mismas al mismo tiempo que se reduce el espacio ocupado de
los vertederos y se minimiza la produccién de gases de efecto invernadero derivada de la



acumulacién de materia orgdnica en los mismos, reduciendo en un porcentaje variable (pero
consistente) las emisiones de las empresas que sean adjudicatarios de la gestion de los
vertederos. Todas estas aplicaciones, por separado o en conjunto, podrian ayudar a la
consecucion de algunas de las metas fijadas por los ODS, en concreto los ODS 2, hambre cero,
ya que podrian ayudar a asegurar, o al menos mejorar, la sostenibilidad de los sistemas de
produccién avicola, asi como mejorar la calidad de los piensos utilizados en ganaderia; y 12,
produccién y consumo responsables, ya que podrian ayudar a gestionar de manera ecoldgica
los residuos de la produccion de productos avicolas, lo que a su vez seria de apoyo para lograr
un uso eficiente de nuestros recursos naturales.
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