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Introduccion

1.1 BREVE INTRODUCCION A LA ECOLOGIA MICROBIANA
MOLECULAR

Las especies bacterianas han evolucionado durante mas de 3800 millones
de afios y ocupan virtualmente todos los nichos de la tierra. Las aproximadamente
5000 especies procariotas descritas no reflejan la diversidad de dicho dominio
presente en el ambiente, ya que, empleando experimentos de reapareamiento de
ADN (Torsvik et al., 1990), se ha observado que puede haber hasta 10* genomas
distintos en diferentes muestras de suelo. Por lo tanto, cualquier estimacion sobre el

nlimero de especies procariotas existentes es mera suposicion.

La comparacién entre el porcentaje de bacterias cultivables en laboratorio y
el recuento de células totales en diferentes habitats naturales muestra enormes
discrepancias (Amann et al., 1995), fenomeno denominado “La gran anomalia de
conteo en placa” (Staley & Konopka, 1985). Inicialmente se pensd que dicha
discrepancia era debida principalmente a la presencia de gran cantidad de células
pequefias y probablemente inactivas que no podian ser cultivadas en el laboratorio
(Bakken & Olsen, 1987). Sin embargo, los andlisis de respiracion de células
individuales extraidas de suelo (Torsvik et al., 1996), indican que virtualmente
todas las bacterias presentes en el suelo son metabolicamente activas. En la
actualidad, se asume que la incapacidad de cultivar la inmensa mayoria de los tipos
bacterianos observados en la naturaleza es debida a un profundo desconocimiento

de las condiciones reales bajo las cuales las bacterias crecen en su ambiente natural.

El conocimiento actual sobre la diversidad microbiana y su papel en la
naturaleza es, pues, pobre. Esto es debido, principalmente, a que los métodos
tradicionales de estudio, como la microscopia, el cultivo en medios especificos, o la

caracterizacion bioquimica, so6lo tienen un uso limitado en clasificacion e
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identificacion; la clasificacion basada en los caracteres morfoldgicos es dificultosa
ya que los microorganismos suelen carecer de caracteristicas externas
representativas que permitan un agrupamiento fiable. Por otro lado, el hecho de que
alrededor del 99% de todas las células bacterianas presentes en el suelo no sean
actualmente cultivables en el laboratorio, da lugar a que la clasificacion de los
microorganismos en funcion de su fisiologia o caracteres bioquimicos sea casi
imposible. Ademas, las comunidades microbianas difieren tanto cualitativa como
cuantitativamente en su composicion; la proporcion relativa de cada uno de los
miembros de la comunidad esta sujeta a variaciones debidas a causas externas
(factores ambientales) o internas (competicién interespecifica etc.), por lo que
organismos que son abundantes y cultivables bajo ciertas condiciones ambientales
pueden convertirse en formas aletargadas y posiblemente no cultivables bajo otras

condiciones ambientales.

Con el fin de tener un mejor conocimiento de la diversidad microbiana y su
papel en el funcionamiento de los ecosistemas, se hizo necesario el desarrollo de
nuevas técnicas de andlisis. Estas técnicas, basadas en los enormes avances
realizados en la biologia molecular (PCR, clonacién, secuenciaciéon etc.), e
inicialmente ideadas con el propdésito de servir de complemento, han llegado a

relegar a las técnicas tradicionales a un segundo plano.

El progreso realizado en el uso de las tecnologias anteriormente citadas,
junto con la utilizacién del ARNr y sus genes como marcadores filogenéticos
fiables en el estudio de las relaciones evolutiva entre organismos, ha permitido
estudiar la diversidad microbiana a nivel genético y agrupar a los organismos en
funcion de la similitud entre sus genes, que también refleja su relacion evolutiva
(Woese, 1987). La aplicacion de técnicas de biologia molecular para detectar e
identificar microorganismos o funciones mediante ciertos marcadores moleculares

ha creado una nueva disciplina: la ecologia microbiana molecular.
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Inicialmente, se estudié el ARNr procedente de muestras ambientales
mediante su andlisis por hibridacion en filtro (Stahl et al., 1988) y mediante
secuenciacion directa (Pace et al., 1986). Mas tarde se llevaron a cabo experimentos
de retrotranscripcion  especifica del ARNr que posteriormente fue clonado y
secuenciado, detectando asi, en teoria, las especies mas activas. En la actualidad, la
técnica mas empleada en los estudios de diversidad microbiana es la amplificacion
directa de los genes que codifican los ARNr de muestras ambientales, posterior
clonaje y subsiguiente secuenciacion de insertos elegidos al azar (Ward et al.,
1990).

Los nuevos métodos de analisis, muestran una asombrosa diversidad de
especies no cultivables en casi todos los ambientes (Barns et al., 1999). Debido a la
capacidad de la técnica de PCR para amplificar pequefias cantidades de ADN,
microorganismos que aparecen en numeros bajos en el ambiente son ahora
detectables. Ademas, el reducido volumen de muestra necesario para realizar este
tipo de andlisis permite el estudio de gran cantidad de microhabitats, como la
rizosfera, imposibles de investigar adecuadamente mediante los métodos

tradicionales.

A la hora de estudiar la diversidad microbiana contenida en una muestra, el
proceder de muchos estudios realizados hasta la fecha ha sido elegir un marcador
filogenético, cominmente el gen 16S del ARNr, y analizar su diversidad. La
presencia de un determinado gen 16S en una muestra puede, en algunos casos, ser
relacionada directamente con una funcion realizada en el ecosistema. Sin embargo,
la falta de conocimiento existente sobre la funcion real que desempefian la mayoria
de especies no cultivadas en sus habitats, ha hecho que este acercamiento tenga una
aplicacion limitada. Por otro lado, muchas funciones pueden ser adquiridas por las
bacterias mediante transmision horizontal de genes, por lo que las conclusiones
sobre las relaciones taxon-funcion de estos estudios pueden no ser vélidas en

muchos casos.
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Para estudiar las interacciones entre los microorganismos y su ambiente
(objetivo de la ecologia microbiana), el clonaje directo era demasiado costoso y
lento, y los métodos de hibridacion s6lo permitian, en muchos casos, el estudio de
grupos de microorganismos taxonémicamente amplios o bien demasiado
especificos. Por tanto, para estudiar la dindmica de las comunidades microbianas
complejas se hizo necesario el desarrollo de otros métodos. Entre estos nuevos
métodos cabe destacar las técnicas de fingerprinting genético. Dichas técnicas
proporcionan un patrén o perfil de la estructura genética de la comunidad y estan
basadas en la separacion fisica de especies Unicas de acidos nucleicos obtenidos
mediante amplificacion directa de los acidos nucleicos del ambiente. Entre las
técnicas de fingerprinting genético mas cominmente utilizadas se encuentran las
siguientes:

-SSCP (single strand chain polymorphism) (Orita et al., 1989).

-ARDRA (Amplified ribosomal DNA restriction analysis) y RFLP
(Restriction Fragment length polymorphism) (Weidner et al., 1996).

-TGGE y DGGE (Temperature o Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)
(Muyzer, 1999).

Estas técnicas se pueden emplear tanto en la comparacion entre
comunidades microbianas como en su monitorizacion temporal (Borneman &
Triplett, 1997).

Recientemente, los ec6logos microbianos han tomado conciencia de que los
profesionales de la biologia evolutiva y la ecologia han ido desarrollando toda una
gama de teorias y herramientas matematicas, para analizar y caracterizar
poblaciones o ecosistemas, que pueden ser aplicadas a los datos producidos por las
técnicas de ecologia microbiana molecular. Esta sinergia ha permitiendo otro gran

salto cualitativo en la ecologia microbiana.
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Otra estrategia en franca expansion, denominada metagendmica, se basa en
el aislamiento del ADN total de una muestra y su posterior archivo (mediante
clonaje) en forma de fago, cosmido, fosmido, cromosoma bacteriano artificial, etc.
Este acercamiento permite el andlisis genético directo del ecosistema estudiado, y
posee diversas ventajas respecto a los métodos anteriormente citados. La mas
importante de estas ventajas es que permite, en teoria, el estudio de las relaciones
estructura-funcion del ecosistema. Sin embargo, no es posible en todos los casos
predecir una funcién en base a una secuencia, dado que entre el 30% y 40% de los
ORFs conocidos no estan adscritos a ninguna funcion (DeLong, 2004). No obstante,
estas librerias metagendémicas mantienen la ventaja de permitir el analisis de un gen

(enzima) desconocido mediante estudios de expresion.

El analisis de los ARNr ambientales facilito la identificacion de los
microorganismos presentes en una muestra y la deteccion de ARNm proporcioné el
analisis de la expresion de genes funcionales clave en el medio, dando lugar al
nacimiento de la ecologia microbiana molecular. Los avances técnicos mas
recientes como la metagendmica, utilizacion de microarrays (empleados en la
deteccion y cuantificacion simultanea de grandes cantidades de fragmentos de
ARNr y ARNm), empleo de sustratos marcados con istopos estables (Stable
Isotopic Probing o SIP) e incluso la secuenciacién directa de metagenomas
(Shotgun Sequencing, (Venter et al., 2004)), han comenzado a proporcionar una
visién mas clara del funcionamiento de los ecosistemas microbianos. El enorme
potencial de estos avances augura una explosion del empleo de la ecologia
microbiana molecular en una infinidad de ambitos tanto cientificos como

industriales.
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1.2 EL SUELO Y LA RIZOSFERA COMO HABITAT
MICROBIANO

El suelo esta compuesto de particulas minerales (de diferentes tamafios,
formas y caracteristicas quimicas), junto con la microflora y material organico en
varias fases de descomposicion. La matriz del suelo, a su vez, se caracteriza
estructuralmente por la formacion de complejos arcillas-materia orgéanica y la
estabilizacion de arcillas, arenas y limos mediante la formacion de agregados.
Dichas particulas varian en tamafio desde los grandes agregados (2 mm approx.) a
las particulas coloidales (Daniel, 2005).

La microflora edafica se encuentra frecuentemente adherida o absorbida a
las particulas de suelo y estd constituida principalmente por bacterias, hongos,
oomicetos y algas. Esta microflora suele estar formada por, aproximadamente, 10°-
10° hongos y 10°-10° bacterias (de 10%-10 especies) por gramo de suelo. Ademas,
su estructura y actividad dependen de las propiedades fisicoquimicas del suelo asi
como del ambiente local, caracteristicas que varian en el tiempo y el espacio
(Amarger, 2002).

Esta microflora representa entre 5-50 toneladas de materia viva por hectarea
(Amarger, 2002) y juega un papel fundamental en la evolucion de los numerosos
compuestos organicos o minerales presentes en el suelo (sean enddgenos o
exogenos), de los cuales depende no solo la nutricion y la salud de la plantas, sino

también la calidad de las aguas subterraneas y la composicion de la atmésfera.

El suelo es probablemente el medio que mas exigencias técnicas presenta a
los microbidlogos. Esto es debido no solo al tamafio de su comunidad microbiana y
a la enorme diversidad de especies presente, sino también a la naturaleza

multifasica del medio (que incluye gases, agua y materiales sélidos) y a las
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cambiantes caracteristicas quimicas y biolégicas del medio. Todos estos factores
provocan una extrema heterogeneidad espacial y temporal en la microbiologia del

suelo.

El término “rizosfera” define el compartimiento edafico directamente bajo
la influencia de las raices (Kent & Triplett, 2002). En este nicho, existen complejas
comunidades microbianas que son mantenidas por los nutrientes exudados por la
raiz (principalmente azlcares, 4cidos organicos y aminoacidos), mucilagos y células
radiculares en descomposicion (Curl & Truelove, 1986). De esta forma, la rizosfera
induce un cambio caracteristico en la distribucién y actividad de los
microorganismos asociados a las raices en comparacion con los de suelo,

denominado efecto rizosférico.

La composicidn de las poblaciones rizosféricas depende de la composicién
del exudado radicular, asi como de la especie vegetal, tipo de raiz, edad de la planta,
tipo de suelo e historial del suelo (Anderson et al., 1993). Sin embargo, por regla
general se suele observar una dominancia de bacilos gram negativos (como por

ejemplo cepas del género Pseudomonas).

El “efecto rizosférico” fue descrito por primera vez por Lorenz Hiltner
(Hiltner, 1908), que observd un efecto “estimulante” de las raices sobre las
poblaciones microbianas del suelo. A su vez, los microorganismos rizosféricos
tienen un enorme impacto sobre las plantas, habiéndose aislado una enorme
variedad de microorganismos que poseen efectos estimulantes o inhibitorios sobre
la salud de las mismas (Campbell, 1990). De hecho, la utilizacion de in6culos
bacterianos promotores del crecimiento vegetal o su empleo en el biocontrol de
enfermedades vegetales se ha convertido, no solo en un enorme campo de estudio,

sino, en muchos casos, en una realidad en franca expansion.
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1.3 BIORREMEDIACION

La existencia de suelos altamente contaminados es un grave riesgo
medioambiental y sanitario para la gran mayoria de paises industrializados. Los
costes estimados para su descontaminacion mediante técnicas convencionales, tales
como la incineracion o el enterramiento en vertederos especiales, son enormes
(Rosenberg, 1993). Ademads, las técnicas convencionales no siempre bastan para
obtener una descontaminacion suficiente (Dixon, 1996). Por otro lado, la
incineracion puede dar lugar a la contaminacion del aire, los escapes de los
vertederos (liquidos 0 gaseosos) pueden alcanzar las aguas subterraneas y los pozos
de agua potable, mientras que la excavacion de los sitios contaminados puede dar
lugar a la generacion de emisiones toxicas (Kuiper et al., 2004). Por tanto, se ha
hecho necesaria la blsqueda de métodos alternativos para restaurar los sitios
contaminados de una forma menos cara, mas segura y que no dafie el medio

ambiente.

Una de las alternativas propuestas es la biorremediacién, definida como la
acciobn de microorganismos u otros sistemas bioldgicos para degradar
contaminantes ambientales (Dua et al., 2002). La biorremediacion puede ser llevada
a cabo in situ sin perturbar gravemente el medio. Ademas, la degradacion
bacteriana puede resultar en la completa mineralizacién del contaminante (Heitzer
& Sayler, 1993).

1.3.1 Tipos de estrategias en biorremediacion

Generalmente, cuando un lugar es contaminado, la composicion de las
poblaciones microbianas nativas se adapta a la nueva situacion; las bacterias
capaces de utilizar los sustratos contaminantes como nutrientes seran capaces de

proliferar, 1o que se traducird en la eventual degradacion del contaminante. Este
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proceso natural de degradacion de contaminantes por parte de la microflora nativa
se llama atenuacion natural o biorremediacién intrinseca, y es, en realidad, una
combinacion de degradacion microbiana, dispersion, dilucién, sorcién,

volatilizacion y estabilizacion de los contaminantes.

Otra estrategia se basa en mejorar la tasa de degradacion de contaminantes
in situ mediante la introduccion de microbios especificos capaces de degradar el
compuesto de interés. A éste método se lo denomina Bioaumento. Esta estrategia, a
pesar de parecer efectiva a priori, suele toparse con varios factores que amenazan
su eficacia (Kuiper et al., 2004):

A) La concentracién (o la biodisponibilidad) del contaminante puede ser
demasiado baja para mantener el crecimiento del inéculo.

B) La presencia de ciertos compuestos en el ambiente puede inhibir el
crecimiento o la actividad del indculo.

C) La tasa de predacion por parte de protozoos presentes en el medio puede
ser mayor que la de crecimiento del inéculo, lo que resultaria en un rapido declive
de su poblacion.

D) El inoculo puede emplear preferentemente otras fuentes de carbono
presentes en el medio, por lo que el contaminante no seria degradado.

E) El in6culo puede no ser capaz de esparcirse y alcanzar el contaminante.

Por otro lado, la introduccion de bacterias capaces de remediar in situ en un
ambiente competitivo (no estéril) requiere que el microorganismo sea capaz de
sobrevivir en grandes cantidades y que exprese el fenotipo catabdlico deseado. Sin
embargo, se suele observar un declive general de estas bacterias en dichos
ambientes (Barriault & Sylvestre, 1993; Kuiper et al., 2004), por lo que para
efectuar una degradacion real del contaminante, las cepas empleadas deben ser a
menudo reintroducidas para poder competir con la microflora indigena o, de forma
alternativa, se puede ejercer una seleccion positiva para mantener la cepa
introducida (Barriault & Sylvestre, 1993; Lajoie et al., 1993).
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Existen, ademds, otros factores ambientales que tienen una importancia
capital en el éxito de las estrategias biorremediativas en general; por ejemplo, la
tension de oxigeno, el pH, la temperatura, la humedad, la presencia de aceptores de
electrones adecuados en el medio, etc. (Leahy & Colwell, 1990). Algunas de estas
trabas ambientales pueden ser parcialmente paliadas mediante la adicién de
nutrientes (Bioestimulacién), regulacion del pH, aireacion mecéanica, etc. Sin
embargo, en muchos casos, la necesidad de atenuar algunos de las trabas
ambientales anteriormente citadas puede llegar a hacer del uso del Bioaumento una
estrategia econémicamente poco factible que, ademas, puede alterar fuertemente el

ecosistema (Kuiper et al., 2004).

Otro acercamiento frecuentemente estudiado, denominado
Fitorremediacidn, se basa en la utilizacién de plantas para extraer, secuestrar 0
detoxificar ~ enziméaticamente  contaminantes presentes en suelos. La
Fitorremediacion, a pesar de ser una estrategia atractiva (sobre todo en la
descontaminacion de suelos contaminados por metales pesados), suele presentar
una serie de limitaciones (Khan et al., 2000). Entre ellas cabe destacar el largo
periodo de tiempo necesario en ocasiones para obtener efectos aceptables y el
problema de concentrar compuestos nocivos en un eslabén importante de la cadena

alimenticia.

1.3.2 Rizorremediacion

Durante los dltimos afios se ha venido observando que una parte muy
importante de la degradacion de contaminantes en suelos es resultado de la accion
de bacterias presentes en la rizosfera de las plantas que surgen como vegetacion
natural en los sitios contaminados o que han sido introducidas para
Fitorremediacion (Kuiper et al., 2004). Ademés, el empleo de plantas en la

biorremediacion intrinseca tiene la ventaja de causar un incremento en las
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poblaciones microbianas y en la actividad metabdlica microbiana en la rizosfera,
debido al anteriormente citado efecto rizosférico. Asimismo, el empleo de plantas
frecuentemente mejora las propiedades fisicoquimicas del suelo contaminado, asi
como la aireacion, y produce un incremento en el contacto entre bacterias y
contaminantes. Estos hechos han producido que se haya propuesto una nueva
estrategia en la remediacion de suelos contaminados, denominada
Rizorremediacion (Yee et al., 1998), en la cual la planta proporciona nutrientes,
aireacion, soporte y una mayor biodisponibilidad del sustrato y la bacteria

proporciona la remediacién enzimatica.

La Rizorremediacion presenta, a priori, diversas ventajas:

A) Las raices proporcionan una gran superficie capaz de mantener una
poblacién significativa de bacterias.

B) Las raices sirven de vehiculo para la inoculacion y dispersién vertical de
las bacterias.

C) El agua fluye a través de la comunidad rizosférica hacia las raices
incrementando enormemente la biodisponibilidad de los contaminantes.

D) Las raices proporcionan nutrientes por lo que no es necesario afadir
fuentes de carbono exdgenas.

E) EI metabolismo bésico de las bacterias capaces de colonizar la rizosfera
no depende de la degradacién del compuesto objetivo, sino del consumo de
exudados radiculares. Esto hace que el balance termodindmico entre la degradacion
del contaminante y la carga fisiologica (impuesta por el mantenimiento de una ruta
enzimatica prescindible) sea menos desfavorable, ya que la produccién de biomasa
esta desacoplada de la eliminacién del contaminante (Brazil et al., 1995).

F) Una vez un érea ha sido eficazmente remediada, la recoleccion de las
plantas deberia eliminar el nicho para las bacterias introducidas.

Debido a estas ventajas, la rizorremediacion parece ser un método de
descontaminacién in situ efectivo, estéticamente agradable, de bajo precio y que

requiere un mantenimiento minimo.
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Uno de los problemas relacionados frecuentemente con esta estrategia es
que las cepas biodegradadoras mas comunes no suelen ser buenos colonizadores de
la rizosfera, condicion fundamental en las aplicaciones biotecnoldgicas de sistemas
planta/bacteria (Chin-A-Woeng et al., 2000; Lugtenberg et al., 2001). El hecho de
que sean necesarios multiples y parcialmente desconocidos caractéres bacterianos
para una eficiente colonizacién de la rizosfera (Lugtenberg et al., 2001) hace
impractico mejorar la habilidad colonizadora de cepas con buena capacidad
biodegradadora, por lo que resulta mas sencillo introducir genes de biodegradacion
en bacterias capaces de colonizar eficientemente la rizosfera. Dado que una
aplicacién exitosa de los sistemas planta-microorganismo para biorremediacién
depende de un alto grado de establecimiento en la rizosfera de la bacteria
introducida, se suelen emplear especies de los géneros Burkholderia y
Pseudomonas que cuentan con excelentes colonizadores de rizosfera entre sus filas
(Lugtenberg et al., 2001). Esta estrategia ha sido ya empleada en la biorremediacion

de metales pesados (Wu et al., 2006), de tolueno (Barac et al., 2004), entre otros.

133 ¢Por qué emplear microorganismos modificados
genéticamente (MMGS) en biorremediacion?

Como se ha mencionado al inicio de este capitulo, en principio cualquier
contaminacién quimica ambiental es eventualmente remediada mediante
biorremediacion intrinseca (si bien el lapso de tiempo requerido puede ser largo).
Sin embargo, dicho proceso suele verse limitado en la practica por una serie de
bloqueos. Entre dichos bloqueos cabe destacar (Cases & de Lorenzo, 2005):

A) La falta de induccién de los operones catabdlicos correctos debida a la
baja concentracion de los sustratos o a un fallo en su identificacion como efectores
reguladores.

B) La falta de reconocimiento de los contaminantes como sustratos para los

enzimas catabdlicos presentes en las bacterias.
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C) El estrés causado a las bacterias por los mismos contaminantes o por las
condiciones ambientales.

D) El caos metabolico causado por la generacion de compuestos toxicos o
recalcitrantes producidos por la posible coexistencia de multiples contaminantes y
por la presencia de bacterias con distintas rutas metabolicas.

E) El posible balance termodindmico negativo de los procesos degradativos
enmarcado en las condiciones fisicoguimicas ambientales, como el potencial redox

y la disponibilidad de un aceptor de electrones adecuado.

Por otro lado, la degradacién de los contaminantes mediante una Gnica
reaccién enzimatica es muy inusual, ya que normalmente se requiere una secuencia
de transformaciones bioldgicas para eliminar un contaminante en particular, tarea
gue puede ser llevada a cabo por varias estirpes bacterianas conjuntamente. Si la
tasa de generacion de uno de los compuestos intermedios es mayor que su tasa de
degradacion, dicho compuesto se acumulara. Ademas, en el caso de que el
compuesto acumulado sea mas peligroso que el contaminante original, el riesgo

medioambiental puede aumentar (Drobnik, 1999)

A la hora de solventar los problemas anteriormente citados, la ingenieria
genética ofrece la posibilidad de construir cepas modificadas que posean enzimas
con nuevas caracteristicas, sistemas de expresion génica mas adecuados 0 nuevas
rutas degradativas, por lo que es generalmente aceptado que la biodegradacion de
los contaminantes recalcitrantes se consigue mejor mediante el empleo de
organismos modificados genéticamente (Timmis & Pieper, 1999; de Lorenzo,
2001).
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1.4 LIBERACION AL MEDIO DE MICROORGANISMOS
MODIFICADOS GENETICAMENTE (MMGs)

Como se ha mencionado anteriormente, el empleo de MMGs en el
tratamiento de suelos contaminados puede tener una importancia capital en el éxito
de de las estrategias biorremediativas. Sin embargo, la liberacion al medio de
MMGs plantea una serie de interrogantes acerca de su ecologia y el posible impacto
sobre el medio que dicha actuacion pueda ocasionar. A continuacién, se presenta
una breve descripcion de la regulacion actual en la Union Europea (UE) respecto a

la liberacién al medio de MMGs.

1.4.1 Requerimientos para la liberacion al medio de MMGs en la
Union Europea

Dentro de la UE, la liberacién al medio de cualquier MMG (tanto con fines
cientificos como comerciales) estad regulada por la directiva 2001/18/EC. Dicha
directiva resalta la importancia de realizar ensayos de campo durante las fases de

investigacion y desarrollo anteriores a su explotacion comercial.

Bajo esta directiva, la aceptacion para la liberacion de un inoculante
modificado geneticamente (MG) requiere de la presentacion de un dossier cientifico
respecto al MMG y una evaluacion del riesgo ambiental, que detalle las
caracteristicas del MMG que puedan suponer una amenaza para la salud humana o
el medio ambiente (la Tabla | presenta un sumario de dichos requerimientos).
Posteriormente, se pide una evaluacion de la probabilidad de que la amenaza se
materialice; ésta es una tarea muy complicada y deberia estar basada en la
experiencia con situaciones similares, datos de la literatura, experimentos con

modelos o formulada como una opinion cualificada (Drobnik, 1999).
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El énfasis de esta directiva estd en el potencial de persistencia y
diseminaciéon del MMG, el impacto del MMG en organismos no objetivo
(incluyendo el impacto en la diversidad) y el potencial de transferencia del material
genético insertado a organismos nativos. Ademas, la aprobacion para la liberacion
en campo dependera de los resultados de estudios previos conducidos en ambientes
naturales simulados (denominados microcosmos) (Morrissey et al., 2002).

Tabla I. Sumario de los requerimientos para la liberacion de inoculantes MG
con fines cientificos bajo la directiva EU 2001/18/EC

. - Informacion  requerida como
Informacion requerida en la ) .
notificacion parte_: de la evaluacion de riesgo

ambiental
Informacién relacionada con el

Identificaciéon de las caracteristicas
del MMG que puedan causar efectos
adversos.

MMG: caracteristicas del donante y del
receptor, organismo parental, vector y
organismo modificado.

Informacién relacionada con las
condiciones de la liberacion y del medio

Evaluacion de la probabilidad de la
ocurrencia de cada uno de los efectos

receptor.

adversos potenciales identificados.

Informacién  respecto a las
interacciones entre el MMG y el medio;
supervivencia, diseminacion, potencial
de transferencia genética y efecto en
organismos no objetivo.

Evaluacién de la magnitud de las
consecuencias potenciales y del riesgo
supuesto por cada efecto adverso.

Informacion sobre la
monitorizacion y planes de respuesta de
emergencia.

Aplicacion de estrategias de gestion
de riesgos.

S6lo existe un numero limitado de estudios de liberacion en campo de

inoculantes modificados genéticamente, y la mayoria de ellos fue llevado a cabo
con cepas que poseian s6lo genes marcadores, por lo que, en general, hay una

carestia de datos sobre el comportamiento en el medio de cepas MG funcionales.
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Seguidamente, se presenta un resumen de los resultados de dichos estudios respecto
a la ecologia y posible impacto en el medio de los MMGs liberados al medio.

1.4.2 Persistencia en el medio de los MMGs

La monitorizacion de bacterias inoculadas en ambientes no estériles
requiere de su diferenciacion respecto a las bacterias indigenas que puedan ser
genética o fenotipicamente muy similares. Dicha diferenciacion suele llevarse a
cabo mediante la introduccion en las bacterias inoculadas de genes marcadores, que
normalmente son poco comunes en las poblaciones de suelo. Esta estrategia ha
facilitado la monitorizacion de las bacterias liberadas, especialmente si los genes
marcadores son introducidos en derivados que, ademds, son resistentes a algin

antibiético.

Los resultados obtenidos con rizobios y Pseudomonas, sugieren que los
niveles de persistencia de los inoculantes en distintos suelos varian enormemente (al
igual que para las poblaciones nativas) en funcién de las condiciones ambientales
locales. El nivel superior que han alcanzado a largo plazo (minimo un afio) las
bacterias introducidas es de 10°-10° UFC/g (UFC, Unidad Formadora de Colonia)
de suelo para los rizobios y 10> UFC/g para Pseudomonas. Por tanto, la persistencia
de cepas de Pseudomonas en el suelo parece estar muy limitada, por lo menos en su
forma cultivable, ya que hay que tener en cuenta que los conteos celulares directos,
basados en inmunofluorescencia, habitualmente exceden los conteos de placa entre

uno y tres ordenes de magnitud (Amarger, 2002).

1.4.3 Diseminacion de los MMGs desde su sitio de liberacion

1.4.3.1 Dispersién horizontal
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El movimiento horizontal de los indculos en el campo parece muy limitado.
En varios experimentos realizados con cepas de Pseudomonas marcadas y liberadas
en el momento de sembrar trigo, éstas bacterias se detectaron hasta a 30 cm de su
sitio de inoculacién, aunque solo de forma irregular y en nimeros bajos, a lo largo

del periodo de crecimiento del trigo (Cook et al., 1990; Drahos et al., 1992).

En otros estudios, la dispersion horizontal de rizobios marcados desde su
sitio de aplicacion (en este caso guisantes), fue similar a la de Pseudomonas
(Amarger & Delgutte, 1990; Hirsch & Spokes, 1994). Sin embargo, después de la
cosecha, la dispersion lateral de los rizobios fuera de las areas inoculadas se hizo
cada vez mas dificil de evaluar, aungue parecio ir en paralelo a los movimientos del

suelo resultantes del arado y otras practicas agricolas.

1.4.3.2 Dispersion vertical

Los datos sobre el movimiento vertical de las bacterias después de su
introduccion en el medio han sido adquiridos tanto de liberaciones en campo
controladas, como de liberaciones en lisimetros de gran tamafio situados al aire libre
(ambientes naturales simulados que permiten tanto la monitorizacion del contenido

de los efluentes como el empleo de distintos tratamientos).

En los ensayos de campo, la migracién vertical parecio estar restringida a la
zona que contenia las raices de las plantas inoculadas. Esto correspondié a un
maximo de 80 cm bajo la superficie para cepas de Rhizobium liberadas con guisante
(Amarger & Delgutte, 1990; Hirsch & Spokes, 1994) o de 40 cm en los casos de
cepas de Rhizobium inoculadas con soja o alfalfa, y cepas de Pseudomonas y

Rhizobium inoculadas con trigo (Amarger & Delgutte, 1990; Deleij et al., 1995).

En otro experimento, se observé como una cepa de P. fluorescens pudo ser

transportada rapidamente y en grandes cantidades a profundidades de 150 cm
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cuando se simularon fuertes lluvias inmediatamente después de su liberacién, lo que
sugiere que las bacterias se transportaron a capas de suelo profundas a través de
macroporos del suelo (Natsch et al., 1996). Troxler y colaboradores (Troxler et al.,
1998) confirmaron posteriormente que fuertes precipitaciones podian producir un
transporte bacteriano profundo a través de canales de flujo preferenciales en el
suelo. Por otro lado, Ripp y colaboradores (Ripp et al., 2001) demostraron,
mediante experimentos que empleaban lisimetros de 4 m de profundidad, que las
fluctuaciones en el nivel freatico también pueden inducir el transporte vertical de

las bacterias.

Basandose en los citados estudios, parece que la diseminacién de las
bacterias liberadas en el suelo estd limitada bajo condiciones normales. Sin
embargo, los flujos de agua causados por fuertes lluvias o cambios en el nivel
fredtico pueden resultar en un transporte vertical significativo de las bacterias
liberadas a capas de suelo mas profundas, mientras que el transporte horizontal de

las bacterias inoculadas resultaria principalmente debido a practicas agricolas.

1.4.4 Interacciones entre las bacterias liberadas y la microflora
nativa

Aungue la préactica, cada vez mas habitual en agricultura, de introducir
bacterias no modificadas en el ambiente no ha suscitado nunca ninguna
controversia, sigue existiendo preocupacion sobre el efecto que la liberacion de
grandes cantidades de MMGs pueda tener sobre la microflora nativa y su funcién
ecoldgica. En respuesta a esta preocupacion, se llevaron a cabo varias liberaciones
de MMGs en campo con el fin de poder obtener datos con los que aproximarse a las
siguientes cuestiones: ¢Que efecto tienen estas liberaciones sobre la composicion y
actividad de la microflora nativa? y, en el caso de que exista tal efecto, ¢Es acaso
diferente del provocado por la introducciéon de las mismas especies sin modificar

genéticamente?. Por otro lado, ¢Existe un intercambio de material genético entre los
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MMGs inoculados y las especies nativas? (Deleij et al., 1995; Natsch et al., 1997
Glandorf et al., 2001; Leeflang et al., 2002).

1.4.4.1 Efecto sobre la microflora nativa

De los citados estudios se desprende que la introduccion de grandes
cantidades de bacterias modificadas genéticamente en el campo, sean mejoradas en
alguna funcion o no, causé esencialmente los mismos efectos en la microflora
nativa que la inoculacion con las cepas silvestres. Dichos efectos fueron observados
como posibles cambios transitorios en las poblaciones rizosféricas. Sin embargo,
estos cambios en la composicién de las comunidades microbianas de la rizosfera
fueron aparentemente mucho menos importantes que las diferencias inducidas por
el crecimiento de la planta o las diferencias observadas en las rizosferas de plantas

diferentes.

1.4.4.2 Potencial de transferencia genética

Existen evidencias bien fundadas de transferencias genéticas entre bacterias
de suelo, obtenidas tanto indirectamente, de estudios poblacionales, como
directamente, de experimentos con microcosmos o en estudios de campo bajo
presion selectiva (Droge et al., 1999). Se piensa que la transferencia de plasmidos
es el principal medio de trasmisién de informacién genética entre las bacterias de
suelo. Liberaciones en campo de cepas especialmente disefiadas para evaluar la
transferencia de plasmidos bajo condiciones naturales (Drahos et al., 1986; Hirsch
& Spokes, 1994; Lilley & Bailey, 1997), han proporcionado evidencias que indican
gue bajo ciertas circunstancias y entre determinadas bacterias se da dicha
transferencia. Sin embargo, teniendo en cuenta los datos obtenidos, los cambios
inducidos en las poblaciones fueron transitorios, por o menos en ausencia de una

presidn selectiva para la caracteristica (o rasgo) transferida.
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1.5 LOS BIFENILOS POLICLORADOS

1.5.1 Introduccion

Los bifenilos policlorados (PCBs) estdn formados por un esqueleto de

bifenilo que porta entre uno y diez 4&tomos de cloro (ver Figura 1). A partir de esta
estructura se pueden formar hasta 209 combinaciones (congéneres) distintas. Sin

embargo, las mezclas comerciales cominmente producidas, tales como Aroclor,

Kaneclor, Clophen o Delor, normalmente contenian entre 20 y 60 congéneres,

principalmente tri a hexaclorados.

Cl cl c cl cl
PCB 28 cl PcBs2  C PCB 66
Cl Cl cl cl Cl cl Cl
¢ pcB101 © PCB 105 cl PCB 126
Cl Cl Cl Cl Cl
cl PCB 74 cl PCB 99 cl PCB 118
Cl Cl Ccl Cl Cl Cl Cl Cl Cl C Cl
Cl Ci Cl Cl Cl Cl
PCB 156 PCB 194 PCB 199
Cl aa Cl Cl Cl Cl CI
cl cl cl cl cl cl
PCB 203 PCB 138 PCB 153
Cl cl c Cl - Cl Cl Cl Cl Cl CI
cl Cl Cl Cl Cl cl
PCB 170 PCB 180 PCB 187

Figura 1. Estructura quimica de varios PCBs.
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Debido a su altisima estabilidad térmica y quimica, resistencia al fuego y a
la oxidacion, baja presion de vapor, superhidrofobicidad y excelentes propiedades
dieléctricas, los PCBs han sido ampliamente utilizados en multitud de aplicaciones;
como retardadores de fuego, fluidos dieléctricos, intercambiadores de calor, fluidos
hidréulicos, etc.

1.5.2 Contaminacion por PCBs

Los PCBs empezaron a producirse en la década de 1930 en cantidades que
rondaban las 1000 toneladas anuales, pero a medida que se les fueron encontrando
mas usos, su produccién se elevé exponencialmente hasta unas 200000 toneladas
anuales en 1975 (Abraham et al., 2002). Sin embargo, al observarse que las mismas
propiedades que los hacian valiosos los convertian en contaminantes persistentes y
toxicos que se bioacumulan en la cadena alimenticia, se produjo la prohibicién de

su produccion a mediados de la década de 1980.

En total se produjeron aproximadamente 1,5 millones de toneladas de PCBs
a escala mundial y una fraccion substancial de dicha cantidad ha entrado o
finalmente entrard en el medio ambiente. Los PCBs se encuentran actualmente
distribuidos globalmente, pudiéndose encontrar en todos los componentes de la
biosfera. Incluso en areas remotas como la Antartida o el Artico canadiense, no se
ha observado evidencia de que la carga de PCBs haya disminuido, por lo que se
estima que su vida media (al menos en el Artico) sea por lo menos de décadas
(MacDonald et al., 2000).

1.5.3 Efecto de los PCBs sobre la salud

Unos pocos congéneres estéricamente similares a 2,3,7,8 tetraclorobenzo-
p-dioxina son directamente toxicos (cancerigenos). Otros congeéneres, al igual que

los que son directamente toxicos, son indirectamente téxicos por estimular, al
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menos en el ser humano, la produccion de sistemas enzimaticos bioactivadores,
siendo el que mas consecuencias nocivas tiene la induccion de las oxidasas
metabolizantes de hidrocarburos arilados de funcion mixta dependientes de
Citocromo P-450. Dicha induccion tiene como resultado la bioactivacion de
compuestos exdgenos que de otra forma no serian toxicos (como los hidrocarburos
aromaticos  policiclicos) transforméndolos en compuestos carcindgenos,
mutagénicos o teratogénicos. Ademas, la induccidn por parte de los PCBs de ciertos
sistemas enzimaticos, influye en la capacidad del organismo de eliminar
compuestos organicos exdgenos o deshechos enddgenos (McFarland & Clarke,
1989). Por otro lado, ciertos PCBs pueden actuar como estrégenos ambientales
(disruptores endocrinos), que se sospecha son una de las causas de la baja fertilidad

patente en las naciones industrializadas.
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1.6 METABOLISMO DE LOS BIFENILOS POLICLORADQOS

Los PCBs pueden ser degradados aerdbica y anaerébicamente. En general,
se puede decir que los congéneres altamente clorados (altamente estables y
altamente hidrofébicos) son buenos sustratos para la degradacion anaerobia,
probablemente via clororespiracion (el uso inicial de los PCBs como aceptores de
electrones) (Abraham et al., 2002), pero son pobres sustratos para la degradacion
aerobia. La decloracién es un proceso progresivo que convierte congéneres
altamente clorados en formas menos cloradas (0 congéneres muy hidrofébicos en
formas menos hidrofdbicas). Al contrario, los congéneres de baja cloracion son
pobres sustratos para la degradacién anaerobia pero buenos sustratos para la

degradacion aerobia, en donde actllan como donadores de electrones.

1.6.1 Degradacion aerdbia de los PCBs

La degradacién aerobia de los PCBs es iniciada por una oxigenacion
(enzima: bifenilo 2,3 dioxigenasa, BphA) que da lugar, siguiendo el caso del
bifenilo (ver Figura 2), a cis 2,3-dihidro-2,3-dihidroxibifenilo. Este es
posteriormente deshidrogenado (enzima: cis-dihidrodiol deshidrogenasa, BphB)
para dar 2,3-dihidroxibifenilo que sufre una rotura del anillo en posicion meta
(enzima: extradiol dioxigenasa, BphC). EI 2-hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2,4-
dienoato formado es hidrolizado (enzima: HOPDA hidrolasa, BphD) dando lugar a
2-hidroxipenta-2,4-dienoato (0 HOPDA) y benzoato como productos. A esta
secuencia de reacciones se la suele denominar ruta periférica de la degradacion de
bifenilo, y resulta en la degradacién de PCBs a clorobenzoato y un &cido alifatico
de cinco carbonos (HOPDA), que es posteriormente degradado a intermediarios del

ciclo de los &cidos tricarboxilicos (ruta central) (Pieper, 2005).
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Como intermediarios en varias rutas de degradacion, los clorobenzoatos y
clorocatecoles pueden ser posteriormente degradados en el medio, si bien el nimero
de rutas distintas que pueden llevar a su degradacion es tan extenso que queda fuera
del alcance de esta breve descripcion.

r\rou Bth(E) Y\fo BphI(F) H:C
COOH COOH COOH
BP"A H BphB spnc COON BphD 2-Hydroxypenta- 4-Hydroxy-2-
{( 2,4-dienote oxo-valerate HeC ———
a
COOH Y
—
H ACoS

Biphenyl cis-2,3-Dihydro-2,3- 2 SOlhydmxy 2-Hydroxy-6-0x0-6-

dihydroxybiphenyl bipheny! phenylhexa-2,4-dienote Bcnzol(u

Figura 2. Ruta periférica de la degradacion del bifenilo por parte de Burkholderia sp. LB400.

El origen de los genes para la degradacion de PCBs no esta muy claro. Los
PCBs llevan en el ambiente unos 70 afios por lo que es muy improbable que dichos
genes se hayan desarrollado de novo. Existen varias teorias respecto a su origen que
postulan una relacion evolutiva con los genes de degradacion de ligninas o terpenos
(Abraham et al., 2002).

Los genes que codifican para los enzimas de la ruta periférica de
degradacion del bifenilo suelen estar organizados en un Unico claster (operén), con
pequefias variaciones en el orden de los genes, y cominmente se encuentran bajo el
control de un regulador de respuesta ambiental (Pieper, 2005). Por otro lado,
aungue suele asumirse que sélo existe un grupo de estos genes por organismo,
diversas cepas contienen rutas metabdlicas maltiples o isoenzimas involucradas en
el metabolismo de PCBs. (Abraham et al., 2002)

La mayoria de las bacterias que poseen los genes que codifican los enzimas

de esta ruta degradan PCBs. Sin embargo, dichas bacterias s6lo cometabolizan los

congéneres clorados, dando lugar tanto a clorobenzoatos, que a pesar de no ser
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toxicos pueden inhibir los enzimas responsables de la ruptura del anillo durante la
degradacion de PCBs (Stratford et al., 1996), y otros metabolitos recalcitrantes
como HOPDAs clorados, dihidrodioles o dihidroxibifenilos, muchos de ellos muy
toxicos para las bacterias (Camara et al., 2004).

1.6.2 Subunidad ISPa del enzima bifenilo 2,3 dioxigenasa

El espectro de congéneres de PCBs que pueden ser transformados por un
organismo esta determinado, de forma muy significativa, por la especificidad del
enzima bifenilo 2,3 dioxigenasa (responsable de la catalisis del primer paso de la
ruta). Dicho enzima pertenece a la gran familia de dioxigenasas Rieske de hierro no
hemo (Gibson & Parales, 2000). Estos enzimas estan compuestos por una oxigenasa
terminal (proteina hierro-azufre; ISP), una ferredoxina y una ferredoxina reductasa.
Estas Gltimas actlan como sistema de transporte electronico para transferir
electrones del NADH a la oxigenasa terminal (Butler & Mason, 1997). Las ISP
cataliticas son heteromultimeros formados por una subunidad grande (o) y una
pequefia (B). La subunidad o posee un cluster de tipo Rieske [2Fe-2S], un centro
activo oxigeno-hierro mononuclear no hemo, y un centro de union al sustrato
(Butler & Mason, 1997; Furusawa et al., 2004), responsable de la especificidad de
sustrato (Furukawa et al., 1993; Kimura et al., 1997).

La comparacion de las secuencias aminoacidicas de las ISPa conocidas
revela que forman una familia de secuencias diversas pero evolutivamente
relacionadas, dentro de la cual se pueden distinguir cuatro linajes principales
(Gibson & Parales, 2000). Aunque ninguno de los enzimas es completamente
especifico, se puede encontrar una amplia correlacién entre el agrupamiento en las
subfamilias tolueno/bifenilo, naftaleno, benzoato y ftalato dioxigenasas, y sus
sustratos originales. Cabe destacar, sin embargo, que varios estudios demuestran

que pequefias diferencias en las secuencias aminoacidicas de las ISPa.  pueden ir
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asociados a enormes cambios en la especificidad de sustrato (Erickson & Mondello,
1993; Beil et al., 1998; Zielinski et al., 2002).

Los miembros de la subfamilia de dioxigenasas tolueno/bifenilo estan
relacionados con la degradacién de clorobenceno, tolueno, etilbenceno,
isopropilbenceno, bifenilo y PCBs. El andlisis filogenético de sus secuencias
peptidicas (Nam et al., 2001) indica la presencia de varios grupos distinguibles,
como los de las benceno/tolueno, isopropilbenceno, bifenilio dioxigenasas de

bacterias Gram positivas y bifenilio dioxigenasas de bacterias Gram negativas.

A pesar de que el resto de los enzimas del curso alto de la ruta de
degradacion de bifenilo no tengan tanta implicacion en la especificidad de sustrato,
cabe destacar que la tercera enzima de esta ruta, BphC, puede sufrir varios tipos de
inhibicién (incluida inhibicién irreversible) por parte de diversos posibles
intermediarios. Ademéas, BphD es inhibida competitivamente por HOPDAS
clorados en su mitad dienoato, ralentizando la mineralizacion de todos los
congénenres presentes en el medio, siendo en muchos casos este enzima
determinante en la falta de degradacion aerobia de PCBs en el medio (Pieper,
2005).
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1.7 PSEUDOMONAS FLUORESCENS F113 Y SUS DERIVADOS
MODIFICADOS GENETICAMENTE F113pcb Y F113L::1180

La cepa Pseudomonas fluorescens F113 fue aislada de la rizosfera de
remolacha azucarera (Shanahan et al., 1992) y ha demostrado ser un excelente
colonizador de varias rizosferas tales como la de la propia remolacha, tomate
(Simons et al., 1996), guisante (Naseby & Lynch, 1999) y alfalfa (Villacieros et al.,
2003). Por lo tanto, parece un candidato excelente para su aplicacion en sistemas
rizosfera-microorganismo, como la rizorremediacion, y para la introduccion de

genes heterélogos degradadores de PCBs en la rizosfera.

Los genes empleados en la construccion de cepas de Pseudomonas
fluorescens F113 modificadas genéticamente para su uso en rizorremediacion
fueron los de Burkholderia sp. LB400, una cepa originalmente aislada de un suelo
contaminado (Bopp, 1986), que tiene la capacidad de degradar algunos congéneres
de PCBs que posean hasta 6 cloros en su molécula (Bopp, 1986). EI operén bph de
esta cepa codifica la ruta metabdlica completa que permite la degradacién de
bifenilo, su uso como Unica fuente de carbono y el cometabolismo completo de
PCBs (Furukawa & Matsumura, 1976; Guilbeault et al., 1994).

El operon bph de LB400 fue insertado bajo su propio promotor en el
genoma de Pseudomonas F113, dando lugar a la cepa F113pch. Esta cepa retuvo la
competencia rizosférica y el comportamiento de la cepa parental in vitro e in vivo y,
ademas, puede crecer en bifenilo como Unica fuente de carbono y cometabolizar
PCBs (Brazil et al., 1995). Sin embargo el nivel de expresiéon de los genes bph en
esta cepa es menor que en la cepa parental, lo que limita su aptitud como cepa
rizorremediadora. Por otro lado, el elemento insertado es estable y la transferencia

lateral del elemento a un recipiente homdlogo en la rizosfera ocurre a frecuencias

27



Introduccion

no detectables (Brazil et al., 1995). Ademas, la cepa mostrd una elevada tasa de
degradacion de clorobenzoatos en la rizosfera (Crowley et al., 1996).

Una forma potencial de aumentar la actividad degradadora de esta cepa fue
incrementar la tasa de trascripcion de los genes bph, cambiando el promotor. Para
ello se construyd la cepa F113::1180L (Villacieros et al., 2005), que presenta los
genes bph bajo el control de un casete formado por promotores nod (promotores de
nodulacion de Sinorhizobium meliloti). Esta estrategia permitié obtener una cepa
mejorada en cuanto a su capacidad rizorremediadora, ya que era superior a F113pch
en cuanto a su actividad dioxigenasa y crecimiento en bifenilo (Villacieros et al.,
2005). Los genes integrados en el cromosoma bajo el control del casete nod son
también estables gracias al sistema de minitransposén empleado en su construccién
(de Lorenzo et al., 1990). Ademas, esta cepa no posee genes de resistencia

antibidtica del vector, por lo que es apta para aplicaciones in situ.

Por otro lado, el uso de promotores heter6logos reduce la posibilidad de
variacion de cepa mediante recombinacion homéloga y permite el desacoplamiento
de la expresion de los genes y del metabolismo del carbono, superando la represion

catabdlica del promotor (Villacieros et al., 2005).
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Obijetivos

La remediacion de suelos contaminados por bifenilos policlorados (PCBs)
se ha llevado a cabo tradicionalmente mediante incineracién o enterramiento en
vertederos especificos. Estas practicas han demostrado ser, en la mayoria de los
casos, costosas, ineficaces e incluso peligrosas. En los ultimos afios, se ha postulado
una estrategia remediadora alternativa; la rizorremediacion, basada en el empleo de

sistemas integrados planta-microorganismo modificado genéticamente.

Para poder explotar todo el potencial de esta tecnologia emergente, es
necesario una mayor comprension de las diversas poblaciones bacterianas, y
polimorfismos catabolicos, que se desarrollan en la rizosfera de la planta

introducida (con fines de remediacion) en el suelo contaminado.

Por otro lado, antes de poder emplear dicha estrategia en el tratamiento de
suelos contaminados, existe un requisito legal relativo al estudio, en ambientes
naturales simulados, del posible impacto que la introduccién de los
microorganismos modificados genéticamente pueda tener sobre las poblaciones

nativas del suelo.

Es por ello que consideramos oportuno fijar los siguientes como objetivos

principales de este trabajo:

-Estudio del efecto causado por la introduccion de plantas destinadas a
rizorremediacion (Salix vimminalis) sobre las poblaciones bacterianas de un suelo
con un historial de contaminacién por PCBs; implicaciones y aplicaciones en

rizorremediacion.

-Andlisis del impacto causado por la introduccion de sistemas planta-
microorganismo modificado genéticamente, disefiados para rizorremediacion, sobre
las poblaciones bacterianas nativas de un suelo con un historial de contaminacion
por PCBs.
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Materiales y Métodos

3.1 MATERIALES

3.1.1 Bacterias

Las estirpes bacterianas utilizadas en este trabajo se recogen en la Tabla Il.

3.1.2 Material vegetal

Los ensayos con plantas fueron realizados con Sauce (Salix viminalis x
schwerinii, variedad Bjorn). Esta especie presenta diversas ventajas en la
rizorremediacién de suelos contaminados por PCBs; son plantas faciles de cultivar,
perennes y con raices profundas. Ademas, producen acido salicilico y otros
compuestos relacionados que inducen la degradacion de muchos compuestos
xenobiéticos (como los hidrocarburos aromaticos policiclicos) (Singer et al., 2003).
Las cepas bacterianas empleadas en este estudio colonizan de forma eficaz su

rizosfera.

3.1.3 Reactivos, Enzimas y Antibidticos

Los reactivos utilizados procedieron de Merck (Darmstadt, Alemania),
Sigma (St. Louis, E.E.U.U.), Aldrich (Milwaukee, E.E.U.U.), Fluka (Buchs, Suiza)
y Panreac (Montplet & Esteban SA, Barcelona, Espafia). La Triptona, el extracto de
levadura, las agarosas y el Agar bacteriol6gico se obtuvieron de Pronadisa (Madrid,
Espafia). Los reactivos para electroforesis, se obtuvieron de Sigma, Bio-Rad
(Hercules, E.E.U.U.) y Biometra (Goettingen, Alemania). Las columnas y resinas
para purificacion de ADN se obtuvieron de Qiagen (Diagen, Alemania) y de
Millipore (Beverly, E.E.U.U.). Los antibiéticos utilizados se obtuvieron de Sigmay

SmithKline Beecham (Philadelphia, E.E.U.U.) y fueron preparados y almacenados
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segin Sambrook y col. (Sambrook et al., 1989). El equipo asi como el material

especifico de TGGE se obtuvo de Biometra. Los oligonucle6tidos empleados fueron

sintetizados por Roche. Los reactivos para PCR se obtuvieron de Biotools (Madrid,

Espana).

Tabla 1. Estirpes bacterianas utilizadas.

Estirpe Caracteristicas relevantes  Origen o referencia
$80d lacZAM15, endAl,
E. coli DH50. recAl, hsdR17, supE44, Gibco B.R.L.

thil, gyrA96, relAl,
A(lacZYA-argF) U169.

(Burlington, Canada)

P. fluorescens F113rif

Cepa salvaje con Rif"
espontanea.

(Fedi et al., 1996)

P. fluorescens F113rifpch

Insercion cromosomica
anica del operén bph. Rif*.

(Brazil et al., 1995)

P. fluorescens
F113::1180L

Insercion cromosomica
Unica del operdn bph con
tasa de crecimiento en
bifenilo incrementada,
lacZY. Rif".

(Villacieros et al.,
2005)

E. coli XL1-Blue MRF’

A(mcrA)183
A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173
endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac [F
proAB laclgZAM15 TetR]

Stratagene
(La Jolla, E.E.U.U))

E. coli XLOLR

A(mcrA)183
A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173
endAl thi-1 recAl gyrA96
relAl lac [F° proAB
laclgZAM15 Tet?] Su— A"

Stratagene
(La Jolla, E.E.U.U.)

3.1.4 Hibridacion y revelado

La membrana de hibridacion (Hybond N) y el papel fotografico empleados

fueron de Amersham (Little Chalfont, Reino Unido) y las soluciones de revelado

provinieron de Agfa (Leverkusen, Alemania).
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3.1.5 Suelo empleado

El suelo empleado, obtenido de Lhenice (RepUblica Checa), estaba
contaminado con aproximadamente 200 mg/kg de la mezcla comercial Delor103
(similar a Aroclor 1242), compuesta por PCBs de baja cloraciéon, principalmente
triclorados. Dicha mezcla era fabricada como fluido dieléctrico para condensadores
y se encuentra presente en dicho suelo debido a fugas existentes en contenedores de

almacenaje cercanos a una industria.
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3.2 METODOS

3.2.1 Cultivo de Microorganismos.

Las cepas de Escherichia coli se cultivaron a 37°C con agitacion en medio
LB (Sambrook et al., 1989). Las cepas de Pseudomonas se cultivaron a 28°C con
agitacion en medio SA (Sacarosa-Asparragina) (Scher & Baker, 1982). Al medio se
le afadieron antibidticos cuando fue necesario. Todos los medios de cultivo fueron
preparados con agua desionizada. El LB se esteriliz6 a 121°C durante 20 min. EI SA
se esteriliz6 a 110°C durante 15 min. Se afiadié agar bacteriol6gico (1,5%) para

cultivo sélido.

3.2.2 Inoculacion de cepas de Pseudomonas en las raices de Sauce

La cepa deseada se cultivd en medio liquido y posteriormente se lavo con
tampodn fosfato. Posteriormente, el sistema radicular de los sauces se introdujo en

tampon fosfato que contenia 10° bacterias/ml durante una hora.

3.2.3 Preparacion de microcosmos y posterior incubacion

Se dispusieron tres plantas de sauce, de tres semanas de edad cada una, en
cada maceta de hierro galvanizado (ver Figura 3). A continuacion, se vertio
cuidadosamente alrededor de las raices 1900 g de suelo contaminado, pre-
homogeneizado y filtrado a través de una malla de 2 mm. Las macetas se incubaron
de forma controlada; 16 h de luz a 22°C y 8 h de oscuridad a 18°C. Las plantas
fueron regadas desde abajo para evitar el lavado de las poblaciones rizosféricas.

Cada replica de muestreo fue obtenida de una sola maceta.
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Fiaura 3. Secuencia demostrativa de la preparacion de los microcosmos.

De cada maceta se tomaron dos tipos de muestras:

Rizosfera; extrayendo la planta cuidadosamente y posteriormente
agitandola para quitar el grueso del suelo. El suelo que se mantuvo adherido a las
raices fue definido como perteneciente a la rizosfera.

Suelo; fue tomado utilizando tubos cilindricos de PVC (28 mm de diametro

interno).

3.2.4 Deteccion de PCBs en las muestras

Las muestras fueron aireadas a temperatura ambiente durante 24 h, después
homogeneizadas con mortero y filtradas a través de una malla de 1 mm.
Posteriormente se procedid a la extraccion en hexano de alicuotas de 1 g durante 4 h
empleando una modificacion del método EPA para extraccion Soxhlet (método
EPA 3540C) (Ryslava et al.,, 2003). Los extractos fueron posteriormente

concentrados bajo nitroégeno y limpiados con florisil (método EPA 3620B) antes del
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andlisis. Cada muestra se analiz6 por duplicado utilizando un cromatografo de gases
Hewlett-Packard 5890 con un detector de captura iénica y una columna capilar de
silice fusionada (30 m de longitud y 0,2 mm de didmetro interior), recubierta de
0,25 mm de fase estacionaria SE054, empleando nitrdgeno como gas transportador
(flujo de 1 ml/min). La concentracion total de PCBs fue estimada basandose en los
congéneres indicadores, utilizando los métodos US EPA 8089/8081 para expresar el
contenido total de PCBs como la suma de congéneres indicadores recomendados
(PCBs numero 28: 2,4,4’-triclorobifenilo; 52: 2,2°,5,5’-tetraclorobifenilo; 101:
2,2’.4,5,5’-pentaclorobifenilo; 138: 2,2°.3.4,4°,5-hexaclorobifenilo; 153:
2,2,4,4°,5,5’-hexaclorobifenilo y 180: 2,2°,3,4,4°,5,5’-heptachlorobifenilo).

3.2.5 Aislamiento de ADN total de las muestras

El aislamiento de ADN total se llevo a cabo segln el método desarrollado
por Porteus y colaboradores (Porteous et al., 1994). Posteriormente, se utilizo una
columna Microcon-100 de Amicon (Beverly, E.E.U.U.), con el fin concentrar la

muestra y eliminar los acidos himicos que suelen co-extraerse junto al ADN.

3.2.6 Amplificacion de ADN por PCR

La mezcla de reaccion de PCR fue en todos los casos de 2,5 ul de tampdn
de reaccion (10x), 5 pmol de cada cebador, 3,75 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 5 ug
de albimina de suero bovino (BSA) y 1U de ADN polimerasa, en un volumen final
de 25 pl. Los programas de PCR constaron siempre de 5 min de desnaturalizacion a
94°C seguido por ciclos de 1 min a 94°C (desnaturalizacion), 1 min a la
temperatura de annealing, 2 min a 72°C (elongacion), y un ciclo final de 10 min a
72°C. Los cebadores, temperaturas de annealing y ndmero de ciclos empleados

estan incluidos en las Tablas Il y V.
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Tabla I11. Oligonucleétidos empleados como cebadores

b Nom Especificida Secuencia 5°-3 Origen
re d
CCGCATACGCCC
0203 . OPTOOP% TACGGGGGAAAGATT (Gomes et al,
TAT 2001)
L149 Bacteria CTACGGRTACCT (Weisburg et al.,
2 TGTTACGAC 1991)
. AGAGTTTGATCM (Weisburg et al.,
27t Bacteria  1oGcTCAG 1991)
CGCCCGGGGCGL
GCCCCGGGCGGGGC
cc Fo84 Bacteria GGGGGCACGGGGGG 1997§He”er etal,
ACGCGAAGAACCTTA
C
R137 Bacteria CGGTGTGTACAA (Heuer et al.,
8 GGCCCGGGAACG 1997)
F948 BProteobact CGCACAAGCGGT (Gomes et al.,
B eria GGATGA 2001)
31F Acidobacteri GATCCTGGCTCA (Barns et al.,
a GAATC 1999)
F243 Actinobacter GGATGAGCCCGC (Heuer et al.,
hgc ia GGCCTA 1997)
bphA ISP GTTCCGTGTAAC (Witzig et al.,
fees TGGAARTWYGC 2006)
bphA ISPa. CCAGTTCTCGCC (Witzig et al.,,
l1153 RTCRTCYTGHTC 2006)
CGCCCGGGGCGL
bphA GCCCCGGGC
Tees ISPa GGGGCGGGGGCACG Este estudio
GC GGGGGGTTCCGTGTA
ACTGGAARTWYGC
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Tabla IV. Parejas de cebadores y condiciones de amplificacion empleados
para los distintos grupos estudiados.

Cebaﬁ;’;‘ﬁ Especificidad annelTaaing de \© Ciclos
|_14902L203 ' aProteobacteria 56°C 27
|_149F2948'B " BProteobacteria 61°C 25
|_149321F i Acidobacteria 42°C 97
R137|;243hgc ' Actinobacteria 63°C 25
|_149227f ' Bacteria 55°C 25
R137|;984GC * Bacteria/TGGE 53°C 2545
bphAbr?igAf668+ ISPo, 58°C 25
P ISPo/TGGE 58°C 20

C+ bphAr1153

3.2.7 Re-amplificacion de los genes 16S ARNr e ISPa para su
analisis por TGGE (PCR anidada)

Con el objeto de obtener un fragmento de menor tamafio que pueda ser
separado por TGGE, se utiliz6 1 pl de una dilucion 1:10 de los productos de
amplificacion de los genes 16S ARNr especificos de grupo, para llevar a cabo una
segunda amplificacion de una region interna empleando los cebadores F984GC y
L1492. El fragmento obtenido consta de 475 pb aprox. (correspondientes a las
posiciones 968 a 1401 de la numeracion de Escherichia coli), y contiene las
regiones hipervariables VV6-8. En el caso de la re-amplificacion de los genes ISPa,
se modifico el oligonucleétido bphAf668 afiadiéndole una cola de GCs en su
extremo 5°, con el fin de permitir la separacion de estos fragmentos mediante

TGGE.
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Para llevar a cabo las reamplificaciones no se utiliz6 BSA, en su lugar, se
afiadié 4% DMSO o Acetamida para favorecer la apertura de las dobles hélices e
impedir la formacion de estructuras secundarias. Después de los 25 ciclos de
amplificacion, se afiadieron otros 5 ciclos sin la fase de desnaturalizacion a 94°C,
con el objetivo de finalizar la elongacion de aquellos fragmentos incompletos que

posteriormente podrian enmascarar los resultados.

3.2.8 Electroforesis en Geles de Agarosa

Los fragmentos de ADN se separaron en funcién de su tamafio por
electroforesis en geles horizontales de agarosa, utilizando tampon TAE (Sambrook
et al., 1989). La concentracion de agarosa varié del 0.7% al 1.5% segln el tamafio
del fragmento de ADN que se queria resolver. Las muestras se mezclaron con 1/6
de tampdn de carga (15% ficoll en TAE con o sin 0.25% de azul de bromofenol). El
tamafio de los fragmentos se estimé por su movilidad electroforética, usando como

referencia marcadores estandar de peso molecular (1kb ladder, Biotools).

3.2.9 Purificacién de Fragmentos de ADN de agarosa

El ADN seleccionado fue escindido del gel mediante un escalpelo y se

purificé mediante el “Gel Extraction Kit” de Qiagen.

3.2.10 Clonaje en plasmido

Los fragmentos de ADN seleccionados fueron clonados en el plasmido
pGEMT easy vector de Promega (Madison, E.E.U.U.) segln especificaciones del

fabricante.
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3.2.11 Transformacion de células competentes

Los plasmidos deseados fueron introducidos en células de E. coli DH5a
competentes, preparadas segun la modificacion descrita por Kushner (Kushner,
1978) del método del cloruro célcico, mediante un choque térmico; 20 min en hielo,

2 min a 42°C y 10 min en hielo.

3.2.12 Extraccion de ADN plasmidico

El ADN plasmidico fue extraido utilizando el “RapidPURE kit” de
QBIOgene (Solon, E.E.U.U.)

3.2.13 Electroforesis en gradiente térmico (TGGE)

Para obtener una separacion dependiente de secuencia de los fragmentos
obtenidos por PCR, se emple6 un sistema de electroforesis en gradiente térmico
(TGGE Maxi, BIOMETRA), que fue utilizado segun las especificaciones del
fabricante. Se utilizaron geles con 6% Poliacrilamida, 1% TAE, 8 M Urea, 20%
Formamida desionizada y 2% Glicerol. La polimerizacion fue iniciada con 100 pl
de TEMED y 200 nl de Persulfato Amonico al 10%. Posteriormente, se cargaron
entre 2-8 ul de producto de PCR al cual se afiadié 1/5 de tampon de carga (5x TAE,
0.1% Tritén x-100 y 0.01% de azul de bromofenol). Se incluyeron patrones de
referencia obtenidos de varias secuencias especificas de cada grupo para facilitar el
posterior andlisis. La electroforesis se realiz6 durante 16 h a 130 V, bajo un
gradiente térmico de 44.5°C a 56°C para los fragmentos de 16S ARNr y 41°C a
56°C para los fragmentos de ISPa.
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Tabla V. Composicion de las soluciones empleadas en la tincion con plata.

Solucién Composicion

Fijacion 10% Etanol, 0,5% Acido Acético.

Tincion 0,2% Nitrato de plata.

Revelado 1,5% NaOH, 0,01% Borohidruro Sédico, 0,15%
Formaldehido.

Paro 0,75% p/v Carbonato sodico.

Conservacion 25% wiw etanol, 10% v/v glicerol.

La presencia de las diferentes bandas del gel fue evidenciada mediante
tincion con nitrato de plata (Heuer et al., 1997). Todas las soluciones empleadas
(Tabla V) fueron preparadas frescas y todos los pasos se realizaron en agitacion;
dos lavados de 3 min en solucion de fijacion, incubacion durante 25 min en
solucidn de tincion, dos lavados (aproximadamente 4 segundos cada vez) con agua
destilada, inmersidn en solucién de revelado hasta que se observen todas las bandas,
lavado con agua destilada e inmersion en la solucién de paro durante 10 min.

Finalmente, se dejé reposar en solucion de conservacion durante 7 min.

3.2.14 Secuenciacién

La secuenciacion de los fragmentos de ADN clonados fue realizada por la
unidad de genémica del Parque Cientifico de Madrid (Universidad Complutense de
Madrid, Madrid, Espafia). Las secuencias obtenidas fueron depositadas en la base
de datos GenBank bajo los codigos de acceso DQ648899 - DQ649002 y EF565826
- EF565853.

3.2.15 Generacion de Perfiles fisioldgicos

Para la caracterizacion fisiologica de las comunidades microbianas
presentes en las muestras, se utilizaron microplacas ECOplates de Biolog

(Hayward, E.E.U.U.). Cada una de estas placas contiene 31 pocillos con diferentes
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fuentes de carbono y un pocillo control sin fuente de carbono. Con cada fuente de
carbono va incluido un tinte redox de Tetrazolio que se torna purpura cuando es

reducido por la respiracion bacteriana.

Para obtener un extracto bacteriano de las muestras, se introdujeron
alicuotas de suelo de 5 g en matraces de 250 ml, que contenian 45 ml de solucion
salina estéril (0,9% NaCl) y se dispusieron en un agitador orbital a 250 rpm durante
30 min a 28°C. Para las muestras de rizosfera, se dispusieron 0,5 g de muestra en
tubos de ensayo con 4,5 ml de solucién salina estéril y fueron agitados mediante
vortex durante 2 min. Los detritus de suelo y raiz fueron eliminados mediante una
centrifugacién a baja velocidad (2 min, 500 g, 20°C). La fraccion bacteriana se
recogié mediante centrifugacién a 1000 g durante 20 min. El sedimento bacteriano
resultante fue lavado con 10 ml de solucion salina estéril, para evitar el transporte

de fuentes de carbono del suelo que podrian enmascarar los resultados.

Cada suspension bacteriana fue diluida 1:10 y utilizada para inocular las
microplacas (135 ul por pocillo) que posteriormente se incubaron a 28°C en
oscuridad. La densidad optica (DO) fue medida a 595 nm con un lector de
microplacas Spectra Fluor de Tecan (Zurich, Suiza), después de 22 h, 44 h, 66 h'y
88 h.
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3.3 TRATAMIENTO Y ANALISIS DE LOS DATOS

3.3.1 Analisis de los perfiles fisiologicos

Los valores de DO fueron corregidos restando el valor del pocillo control
(sin fuente de carbono). Con el fin de tener en cuenta densidades microbianas
iniciales ligeramente diferentes, las DO ya corregidas fueron divididas por la DO
media de la placa, obteniendo DOs estandarizadas, comparando por tanto patrones

estandarizados en vez de valores absolutos (Garland & Mills, 1991).

Para subsiguientes andlisis, se utilizaron los valores de actividad obtenidos
cuando un méaximo de pocillos mostré actividad (Glimm et al., 1997), que resultd
ser la medida tomada a 66 h. Teniendo en cuenta que las actividades menores de
0,006 solo contribuyen a aumentar el ruido, éstas fueron tratadas como 0. Las 31
variables resultantes (un valor de actividad corregido y estandarizado para cada
fuente de carbono) fueron reducidas por extraccion de componentes principales
(SPSS 12.0), a un grupo de variables nuevas que explicasen al menos el 75% de la

varianza total (suma de eigenvalues total), utilizando la covarianza de las variables.

Con el fin de probar eventuales diferencias entre comunidades, se realizo un
analisis multivariante (General Linear Modelling, SPSS 12.0) utilizando los nuevos
componentes principales como variables (Glimm et al., 1997). En todos los casos
donde se empleo estadistica paramétrica, los datos fueron previamente analizados
mediante las pruebas de Kolmogorov-Smirnov (distribucion normal) y Levene

(igualdad de las varianzas).

La diversidad de los patrones catabdlicos fue analizada utilizando el indice

de Shannon (Shannon & Weaver, 1963) de acuerdo con la formula:
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]
H= - PilogP)
i=0

donde P; representa la proporcion de una actividad particular y n es el

namero total de pocillos en la placa.

3.3.2 Analisis de las genotecas derivadas de Suelo y Rizosfera

Los fragmentos de 16S ADNr especificos de grupo y de ISPa analizados
fueron agrupados en unidades taxondmicas operativas (OTU) en funcion de su

movilidad electroforética corregida.

Las frecuencias de cada OTU fueron utilizadas como indicadores de
abundancia. Un fragmento representativo de cada OTU fue secuenciado y las
secuencias obtenidas fueron enviadas al programa SEQUENCE MATCH del
RIBOSOMAL DATABASE PROJECT (RDP II) (Cole et al., 2005) en el caso de los
fragmentos de 16S ARNr, y al programa BLAST en el caso de los de ISPa., con el
fin de obtener las secuencias descritas mas similares a las enviadas. La similitud
entre ambas secuencias se calculd utilizando el programa BIOEDIT (Hall, 1999).
Las secuencias en bruto obtenidas, fueron editadas y alineadas utilizando el
programa CLUSTALW (Thompson et al., 1994). Con el fin de identificar posibles
quimeras (una secuencia quimérica es una secuencia compuesta por dos 0 mas
secuencias filogenéticamente distintas que aparecen generalmente como artefactos
de PCR; se forman cuando un amplicén terminado prematuramente se aparea con
una secuencia distinta de la secuencia parental y es copiada hasta su finalizacion
durante los siguientes pasos de la PCR), las secuencias fueron analizados mediante
los programas CHECK_CHIMERA (Cole et al., 2005) y BELLEROPHON (Huber et
al., 2004).
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La diversidad de las genotecas fue calculada utilizando el indice de
Shannon (Shannon & Weaver, 1963) de acuerdo con la férmula anteriormente
citada, donde P; representa la proporcion de un filotipo particular en la genoteca y n
es el numero total de filotipos. El analisis de diversidad y riqueza se realizo
utilizando el programa DOTUR (Schloss & Handelsman, 2005).

Para cada grupo estudiado se obtuvieron un grupo de secuencias de 16S
ARNFr de los organismos cultivados mas proximos del RDPII, asi como secuencias
similares o bien descritas para los fragmentos de ISPa, con el fin de conseguir
enmarcar su posicion dentro de la diversidad conocida de dichos grupos.
Posteriormente se construyeron arboles filogenéticos de maxima verosimilitud para
las secuencias de 16S ARNr empleando un algoritmo de quartet puzzling incluido
en el programa TREE-PUZZLE (Schmidt et al., 2002), utilizando un modelo de
sustitucion HKY (incluido correccién gamma), imponiendo el supuesto de reloj
molecular, y fueron visualizados utilizando el programa TREEVIEW (Page, 1996).
La matriz de distancia y el valor de o (de la correccion gamma) obtenidos fueron
utilizados en subsiguientes analisis. En el caso de las secuencias de ISPa, se utilizd
el programa MEGA (wwww.megasoftware.net) para la reconstruccion filogenética,
mediante el método de Neighbour-Joining, con un modelo de distancias JTT y
deleccidn por pares de huecos y valores perdidos. Finalmente, se infirié un arbol

consenso de 1000 bootstrap.

Con el fin de comparar la diversidad genética en cada comunidad con la
diversidad genética de ambas comunidades combinadas, se utilizo el test estadistico
Fst (Martin, 2002), que utiliza la ecuacion Fsr = (6+-6,,)/6t, donde 6, es la diversidad
genética total y 6,, es la diversidad genética en cada comunidad. La diferenciacion
de poblaciones utilizando Fsr fue calculada usando el programa ARLEQUIN
(Schneider et al., 2000). La significacion estadistica fue evaluada mediante la

asignacion al azar de secuencias a poblaciones y calculando Fst para 3.034

49



Materiales y Métodos

permutaciones. Ademas se obtuvieron estimadores adicionales como la diversidad

nucleotidicay 6(m) (una estimacion de la variacion genética en una muestra).

Cada par de genotecas (derivadas de suelo y rizosfera) fue comparada
utilizando el programa /~LIBSHUFF (Schloss et al., 2004), que calcula la integral
del estadistico Cramér-von Mises de la férmula de covertura de Good (Good, 1953)

y lo compara mediante un test de Monte Carlo.

También se emple6 la funcién del RDPII de comparacion de genotecas, la
cual utiliza el clasificador ingenuo bayesiano del RDPII (con un intervalo de
confianza del 95%), para proporcionar una clasificacion a las secuencias de las
genotecas y estima la probabilidad de que una diferencia observada en un taxon sea
producto del azar.

3.3.3 Analisis de los geles de TGGE

Los geles fueron fotografiados digitalmente y analizados mediante el
programa QUANTITY ONE de Bio-Rad. Después de la eliminacion del ruido de
fondo utilizando el método del disco rodante, las bandas fueron detectadas y
estandarizadas con el patrén de referencia incluido. Cada banda fue descrita en
funcién de su posicién estandarizada y su intensidad relativa, medida como la
superficie relativa del pico de la banda dividida entre la suma de las superficies de

todos los picos en el perfil.

Los datos obtenidos; abundancias y posiciones relativas, fueron utilizados
para realizar andlisis de correspondencias (CA) mediante el paquete estadistico
XLSTAT, con el fin de poder representar las relaciones entre los perfiles en dos
dimensiones. EI CA esta bien adaptado a los datos de abundancias, dado que se
basa en un modelo que asume una distribucion unimodal de las especies a lo largo

de los gradientes ambientales (ter Braak, 1985) tal y como estima la teoria de

50



Materiales y Métodos

Nichos (Hutchinson 1957; Legendre y Legendre, 1998). Ademas, dado que se basa
en distancias chi-cuadrado, evita el problema generado por la presencia de dobles
ceros en los datos (Legendre & Legendre, 1998).

Posteriormente, con el fin de estimar el efecto global de los distintos
tratamientos, los datos fueron también utilizados para realizar agrupamientos
jerarquicos aglomerativos (HAC), empleando el método de agrupamiento pareado
no ponderado utilizando media aritmética (UPGMA), basado en las media de las
disimilitudes chi-cuadrado entre los tratamientos, los agrupamientos significativos
en los dendogramas se determinaron automdticamente mediante el programa
XLSTAT.

El efecto de los tratamientos con los distintos MMGs sobre las poblaciones
de suelo, fue investigado también comparando los valores de sus disimilitudes chi-
cuadrado respecto al tratamiento control contra las disimilitudes entre el tratamiento

sin sauce con respecto al control, mediante analisis de varianza (SPSS 12.0).
La diversidad de los perfiles genéticos fue calculada utilizando el indice de

Diversidad de Shannon (como arriba), siendo P; la proporcién de una banda en

particular y n el nimero total de bandas en el perfil.
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Disefio Experimental

4.1. ANALISIS DE LOS CAMBIOS PRODUCIDOS POR LA
INTRODUCCION DE PLANTAS DE SALIX VIMMINALIS EN LAS
POBLACIONES BACTERIANAS Y EN LA DIVERSIDAD DE
TOLUENO/BIFENILO DIOXIGENASAS DE UN SUELO
CONTAMINADO POR BIFENILOS POLICLORADOQOS (PCBs)

Se dispusieron 3 microcosmos con sauces y 3 sin sauces, que fueron
incubados de forma controlada durante un periodo seis meses. Posteriormente, se
tomaron muestras, obteniéndose suelo rizosférico de los microcosmos con sauces y
suelo control de los microcosmos sin sauces. Esta tarea fue llevada a cabo por el Dr.
Ulrich Karlson en el departamento de Quimica Ambiental y Microbiologia del

“National Environmental Research Institute” (Roskilde, Dinamarca).

Una alicuota de cada una de las seis muestras fue empleada para la
generacion de perfiles fisiol6gicos que fueron posteriormente analizados. Otra
alicuota se utiliz6 para extraer ADN total, cuyo tamafio y calidad fueron
comprobados mediante electroforesis en gel de agarosa. Posteriormente, las
muestras de ADN obtenidas de suelo fueron unificadas al igual que las de suelo

rizosférico.

El ADN obtenido fue empleado como molde para amplificar tanto
fragmentos de los genes 16S ARNr de o y B Proteobacteria, Acidobacteria y
Actinobacteria, como parte de los genes ISPa de la familia tolueno/benceno
dioxigenasas. Los productos de 2 amplificaciones repetidas fueron juntados y
purificados mediante extraccion de geles de agarosa, antes de su posterior clonaje.
Los plasmidos resultantes fueron utilizados para transformar células competentes, y
la presencia de insertos del tamafio correcto en estos plasmidos fue analizada
mediante amplificacion por PCR, empleando los mismos cebadores especificos de

grupo. De esta forma se obtuvieron dos juegos de genotecas (uno proveniente de las
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muestras de suelo normal y otro del suelo rizosférico) que contenian los fragmentos

de genes anteriormente citados (diez genotecas diferentes de cinco genes distintos).

Un cierto nimero de clones (ver resultados) elegidos al azar de cada
genoteca fue re-amplificados (PCR anidada) y analizados por TGGE. Los clones
analizados fueron agrupados en funcion de su movilidad electroforética corregida y
un representante de cada grupo fue secuenciado. Los datos obtenidos (secuencias y
frecuencias) fueron utilizados para estudiar posibles diferencias, a nivel de los
diversos grupos estudiados, entre las comunidades de suelo y rizosfera, y para
analizar la diversidad de los genes 16S ARNr e ISPa (diversidad estructural y

funcional respectivamente), presente en ambas localizaciones.

Con el fin de inferir el porcentaje de las bacterias totales incluido en este
estudio, se amplificaron los genes 16S ARNr de Bacteria con cebadores
universales, empleando como molde el ADN de suelo y suelo rizosférico, que
posteriormente fueron clonados e introducidos en E. coli DH5a mediante
transformacion. Los plasmidos con inserto del tamafio correcto fueron empleados
como molde para amplificaciones especificas de grupo, obteniendo el nimero de
clones amplificables con cada par de cebadores especificos respecto del total de

clones de Bacteria.
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4.2. ANALISIS DEL IMPACTO CAUSADO POR LA
INTRODUCCION DE SISTEMAS INTEGRADOS PLANTA-
MICROORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE (MMG)
EN LA POBLACIONES MICROBIANAS NATIVAS

Se dispusieron microcosmos sin sauce y con sauce. Estos Gltimos fueron
inoculados con alguna de las cepas siguientes: P. fluorescens F113rif (tipo salvaje;
TS), F113rifpcb (microorganismo modificado genéticamente de clase 1; MMGL1) o
F113::1180L (microorganismo modificado genéticamente de clase 2; MMG2). Los
microcosmos fueron incubados y se tomaron muestras (destructivamente) de suelo
y suelo rizosférico, a tiempo 0 (en este caso solo se tomaron muestras de suelo) y
cada 4 semanas durante un periodo de 24 semanas. Para cada muestreo, se tomaron
3 muestras (una por microcosmo) para cada uno de los 4 tratamientos (suelo sin
sauce y suelo con sauce inoculado con TS, MMG1 0 MMG?2). Esta tarea fue llevada
a cabo por el Dr. Ulrich Karlson en el departamento de Quimica Ambiental y
Microbiologia del ‘National Environmental Research Institute” (Roskilde,

Dinamarca).

Una alicuota de cada una de las muestras fue empleada para la generacién
de perfiles fisiolégicos que fueron posteriormente analizados. Otra alicuota fue
empleada para medir la concentracién de PCBs (tarea llevada a cabo por los Drs.
Martina Mackovd y Thomas Macek en el Instituto de Quimica Organica y
Bioguimica-CAS de (Praga, Republica Checa). Y una tercera alicuota fue empleada

para generar perfiles genéticos especificos de grupo de la siguiente manera:

De cada muestra se extrajo el ADN total, cuya calidad fue analizada en
geles de agarosa. Posteriormente, los extractos de ADN provenientes de un mismo
muestreo, tratamiento y tipo de suelo fueron unificados: Por tanto, cada perfil
genético obtenido (uno por muestreo, tratamiento y tipo de suelo) fue derivado del

ADN proveniente de tres microcosmos combinado. Se procedié entonces a la
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amplificacion por triplicado de los genes 16S ARNTr especificos de grupo presentes
en cada muestra de ADN unificada. La correcta amplificacion de cada replica fue
analizada en gel de agarosa, después de lo cual el producto de las tres réplicas fue
unificado. Después se procedid a la re-amplificacion (PCR anidada) de los genes
16S ARNr especificos de grupo para su analisis por TGGE, y los perfiles genéticos
obtenidos fueron analizados.

Con el fin de observar la persistencia del indculo, se analizaron las muestras
de suelo rizosférico (de cada muestreo, tratamiento y microcosmo) mediante su
extraccion en tampon fosfato y posterior incubacién en placas de SA con
rifampicina. Ademas, las colonias aparecidas fueron verificadas en funcién de su

correcta apariencia morfolégica.
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Resultados y Discusion

5.1 ANALISIS DE LOS CAMBIOS PRODUCIDOS POR LA
INTRODUCCION DE PLANTAS DE SALIX VIMMINALIS EN LAS
POBLACIONES BACTERIANAS Y EN LA DIVERSIDAD DE
TOLUENO/BIFENILO DIOXIGENASAS DE UN SUELO
CONTAMINADO POR PCBs

5.1.1. Composicién de las poblaciones de Bacteria en suelo y
rizosfera

Se construyeron genotecas de los genes 16S ARNr de Bacteria derivadas de
muestras de suelo y rizosfera, que posteriormente fueron analizadas en busca de
clones pertenecientes a o y [ Proteobacteria, Acidobacteria y Actinobacteria,
mediante amplificacion de clones al azar con los cebadores especificos de estos
grupos. De esta forma se analizaron 48 clones de la genoteca de suelo y 43 de la

genoteca de rizosfera.

La Tabla VI muestra el nimero de amplificaciones positivas obtenidas con

los diferentes cebadores especificos de cada genoteca.

Tabla VI. Porcentaje de los clones de Bacteria
analiados amplificados positivamente con los
diferentes cebadores especificos empleados

Par cebador Suelo Rizosfer
a

o- 25% 32,55%
Proteobacteria

B- 18,75% 25,58%
Proteobacteria

Acidobacteria 14,58% 6,97%

Actinobacteri 8,33% 4,65%
a

Total 66,66% 69,76%
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Como se puede observar, ningun clon fue amplificado por mas de una
reaccion especifica de grupo, lo que indica que los cebadores especificos de grupo
empleados amplificaron grupos filogenéticos no superpuestos. Los resultados
muestran también que los grupos estudiados representaron el 67% de la poblacion
de bacteria de la muestra de suelo y el 70% de la de rizosfera. Ambas comunidades
estaban dominadas por secuencias de Proteobacteria, las cuales representaban el

44% vy el 52% de los clones estudiados de suelo y rizosfera.

5.1.2. Analisis de las genotecas de 16S ARNr especificas de grupo

Se construyeron genotecas de 16S ARNTr especificas de grupo, derivadas de
suelo y rizosfera. Varios clones al azar de cada genoteca fueron reamplificados
(PCR anidada) y analizados por TGGE. Los clones analizados fueron agrupados en
OTUs en funcion de su movilidad electroforética. El nimero de veces que una OTU
aparecidé fue tomado como una medida de abundancia, y un representante de cada
OTU fue secuenciado.

De esta forma fueron analizados 320 clones, que fueron agrupados en 105
OTUs distintas, secuencidndose aproximadamente 115000 pb. La Tabla VII
muestra los datos y la diversidad observada de cada genoteca basada en las
abundancias de las OTUs. El indice de diversidad de Shannon fue més alto en la
rizosfera para o y B Proteobacteria y mas alto en el suelo para Actinobacteria,
aunque estas diferencias no fueron significativas. Sin embargo, se pudo observar
una diferencia significativa en el caso de Acidobacteria, que tenia mayor diversidad
en la rizosfera. La Tabla VII también muestra la diversidad genética, inferida por
los valores de diversidad nucleotidica y de 6(r), la cual fue muy similar entre suelo
y rizosfera en el caso de Acidobacteria y Actinobacteria, y ligeramente mayor en la

rizosfera para o y 3 Proteobacteria.
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Los parientes mas cercanos (secuencias mas similares) encontradas en las
bases de datos para cada OTU, y el nimero de veces que dicha OTU apareci6 en
cada genoteca se muestran en la Tabla VIII.

Tabla VII. Numeros e indices de diversidad de las genotecas derivadas de
suelo (S) y rizosfera (R). 6(m) es una medida de la diversidad genética.

Genotec z Clone 0 Indi Diversi 0
a ona > TUs ce de dad
Estudiados Shannon nucleotidica (m)
2
3,2 0,18
° 4 2L 402 +0,09 20
aProteob +110
act. o5 0 ,
R 41 18 ! ’ 60
+0,2 +0,10 £130
4
2,4 0,09
> ¥ B 402 0,04 3
BProteob +21
act. c
2,8 0,11
R 45 21 ' ; 0
+0,3 +0,05 25
23 0,22 1
S 30 13 +0 3’ +0 1’1 80
Acidobac U, *0, +90
t 2,9 0,21 1
R 41 23 ' [} 90
+0,2 +0,10 +90
27 0,31 3
° % ¥ 402 £0,15 70
Actinoba =Y, 0, +180
ct. )6 . 3
R 38 17 ! ! 80
*0,2 +0,15 £180
2,7 0,48 2
S 48 20 ! ] 50
*0,2 +0,23 £120
ISPa -
2,0 0,35
R a7 14 ! ! 90
+0,3 +0,17 £90
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5.1.2.1. a-Proteobacteria

En el caso de las secuencias de a-Proteobacteria, sus parientes mas
cercanos (que presentaron una similitud de entre 83,6% y 99,4%), son normalmente
de bacterias no cultivadas, aunque se encontraron altas similitudes con varias
especies cultivadas del orden Rhizobiales. Para este grupo de secuencias se observa
una amplia distribucion filogenética (ver Figura 4); muchas secuencias se agrupan
con secuencias del orden Rhizobiales, pero también se encuentran representados
otros 6rdenes como Rhodobacterales, Caulobacterales y Rhodospiralles. Varias
OTUs muestran una profunda derivacion en el arbol filogenético. Por ejemplo el
grupo formado por las OTUs Lhapl y Lhap2, muestra una relacion estrecha con
bacterias que forman un nuevo y aun no nombrado orden de o-Proteobacteria
recientemente descrito (Sait et al., 2002) y probablemente pertenecen a dicho orden.
El grupo formado por Lhap25 y Lhap8, asi como el grupo formado por Lhapl5y
Lhapl6 no muestran una relacion cercana a ningun taxon descrito y pueden
representar nuevos linajes dentro de las o-Proteobacteria. Solo se obtuvieron
secuencias de la familia Rhizobiaceae en la genoteca de rizosfera y se detect6 un
ligero aumento en la poblacion de secuencias de la familia Rhodobacteraceae en la

rizosfera (p< 0,058) empleando la funcién de comparacién de genotecas del RDPII.

5.1.2.2. B-Proteobacteria

La mayoria de secuencias de B-Proteobacteria obtenidas resultdé ser muy
similar (entre 94,8% y 100%) a secuencias obtenidas de organismos no cultivados
ya presentes en las bases de datos. La distribucion filogenética de estas secuencias

esta claramente dominadas por el orden Burkholderiales (ver Figura 5), incluyendo
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miembros de las familias Oxalobacteraceae, Alcaligenaceae y Comamonadaceae,
tanto en la genoteca de suelo como en la de rizosfera. Sin embargo, se observo un
incremento significativo de secuencias de la familia Comamonadaceae (p< 0,032)
en la rizosfera empleando la funcion de comparacion de genotecas del RDPII. Este
resultado es también facilmente observable en el &rbol filogenético (Figura 5).

5.1.2.3. Acidobacteria

Las secuencias casi completas de Acidobacteria obtenidas son todas
similares a especies no cultivadas (similitud entre 93% y 98,8%). La mayoria de
ellas, de acuerdo con la agrupacion propuesta por Barns y colaboradores (Barns et
al., 1999), son representantes de los grupos Il y IV (ver Figura 6), las secuencias
del grupo Il solo se encontraron en la rizosfera, y no se obtuvieron secuencias de los
restantes grupos. Una de las OTUs (Lhad13), que fue encontrada tanto en la
genoteca de suelo como en la de rizosfera, no pertenece a ninguno de estos grupos a
juzgar por su profunda dicotomia. Esta OTU, junto con otra secuencia perteneciente
a un simbionte de esponja (AY703463), podria representar un grupo nuevo dentro
de las Acidobacteria.

No pudo obtenerse una clasificacion o comparacién entre genotecas
empleando el test de comparacion de genotecas para las secuencias de

Acidobaceteria obtenidas dado que aun no hay una filogenia robusta para este

grupo.

5.1.2.4. Actinobacteria

Las secuencias de Actinobacteria encontradas son muy similares a su
pariente mas cercano (entre 95,4% y 99,6%), que es a menudo una especie

cultivada. Sorprendentemente, se obtuvieron dos agrupaciones principales de
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acuerdo con la distribucion filogenética de las secuencias (ver Figura 7); los grupos
de Verrucomicrobiales y de Actinobacteria, lo que indica una falta de verdadera
especificidad de los cebadores especificos para Actinobacteria, al menos bajo las
condiciones de amplificacion empleadas en este estudio. La mayoria de las
secuencias son del orden Actinomycetales, incluyendo representantes de varias
familias como Sporichtyaceae, Microbacteriaceae, Mycobacteriaceae Yy
Microsphaeraceae, muchas secuencias del género Streptomyces y un grupo de
secuencias no clasificadas de Actinobateria. No se observaron diferencias entre las
genotecas en la distribucidn filogenética de las secuencias y tampoco se encontraron

diferencias significativas de acuerdo con la comparacién del RDPII.

Tabla VIII. Secuencias obtenidas del RDPII con mayor similitud para cada OTU
(pariente més cercano) y distribucién de las OTUs en las genotecas de suelo (S) y
rizosfera (R).

Clo Tamafio S Pariente Simi Genotec
n -R mas cercano litud (%) a

Lh 3 Bacterium aProteo
apl 1292 -0 Ellin332; AF498714 9.8 bact.

Lh 4 Bacterium »
ap? 1265 0 Ellin335; AF498717 89,6

Lh 1 Pedomicrobium
an3 1295 0 manganicum; 91,4 ”
P X97691

Lh 1 Uncultured o-
and 1296 0 Proteobacterium; 98,8 7
P AJ582034

Afipia
a 5Lh 1259 0 2 massiliensis; 87,9 ”
P AY 029562
Afipia
a 6Lh 1294 1 2 massiliensis; 99,2 ”
P AY 029562
o

a 7Lh 1297 1 2 Proteobacterium, 98,4 7
p AY145553

Lh 3 Magnetospirillu

1294 m sp. CF20; 87,7 ”

ap8 -2

AJB63153
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Tabla VIII. Secuencias obtenidas del RDPII con mayor similitud para cada OTU
(pariente mas cercano) y distribucién de las OTUs en las genotecas de suelo (S) y
rizosfera (R).

Uncultured a-

angh 1292 4 Proteobacterium; 97,0 7
AJ318111
Uncultured
a 1I0_h 1295 3 6 bacterium; 98,6 ”
P AY625147
Lh 1 Unc.ultu.red .
anll 1296 20 bacterium; 97,0
P AY625147
Lh 1 Unc.ultu.red .
anl2 1285 1 bacterium; 83,6
P AY662029
Lh 3 Uncultured
anl3 1298 1 forest soil bacterium; 94,9 ”
P AY913244
Lh 5 Uncultured
anld 1292 -0 sludge bacterium; 98,5 ”
P AF234730
Lh 0 Bradyrhizobium
anl5 1280 1 sp. Shinshu-th2; 83,9 ”
P AB121773
Lh 0 Uncultured
a016 1285 3 sponge symbiont; 92,2 ”
P AF186410
Lh 0 Uncultured
anl7 1299 D sludge bacterium; 97,6 ”
P AF234730
Uncultured
ote 1275 40 bacterium 99,4 »
P AY212706
Lh 0 Rhizobium etli; .
ap19 1330 -3 AY460185 93,6
Lh 0 Rhizobium etli; .
ap20 1291 -2 AY460185 9,8
Uncultured
a le‘h 1295 1 0 bacterium; 95,8 ”
P AY212717
Lh 0 Uncultured .
ap22 1296 -2 bacterium; AF358012 9.7
Lh 0 Pedomicrobium "
ap23 1292 -3 australicum; X97693 %38
Lh 1 Unc_ultu.red .
an24 1296 6 bacterium; 94,9
P AY221056
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Tabla VIII. Secuencias obtenidas del RDPII con mayor similitud para cada OTU
(pariente mas cercano) y distribucién de las OTUs en las genotecas de suelo (S) y
rizosfera (R).

Uncultured soil

a 2|5‘h 1294 0 ) bacterium; 93,0 ”
P AY326604
Lh 1 Unc_ultu.red .
a026 1290 0 bacterium; 96,9
P AY625147
Lh 1 Unc_ultu'red .
a027 1294 0 bacterium; 98,2
P AY625147
Lh 1 Brevundimonas .
ap28 1269 -0 bullata; AB023428 9.1
Afipia
a 2|9‘h 1298 1 1 massiliensis; 96,5 ”
P AY 029562
Lh Uncultured o-
an30 1294 0 Proteobacterium; 98,1 ”
P AJ582029
Lh 3 Uncultured soil BProteob
bel 469 -0 bacterium; AF423284 9.1 act.
Uncultured
beZLh 465 D) 1 bacterium; 99,3 ”
AY752109
Lh Uncultured B-
be3 470 3 Proteobacterium; 99,7 7
AJ534662
Acidovorax
e 470 L0 delafieldii 98,0 "
AF078764
Uncultured
beSLh 470 - 0 bacterium; 99,3 ”
AY050592
Lh 0 Uncultured
be6 466 1 Comamonadaceae; 99,3 ”
AF523023
Lh 0 Uncultured
be7 465 3 Hydrogenophaga sp; 99,7 ”
AF523011
Lh 0 Uncultured
bes 466 1 Hydrogenophaga sp.; 99,1 ”
AF52301
Uncultured
beQLh 470 1 0 bacterium; 98,9 ”
AY706434
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Tabla VIII. Secuencias obtenidas del RDPII con mayor similitud para cada OTU
(pariente mas cercano) y distribucién de las OTUs en las genotecas de suelo (S) y
rizosfera (R).

Lh 4 Uncultured
bel0 393 20 Variovorax sp.; 99,8 ”
AY599725
Lh 0 Variovorax sp. ,,
bell 470 -3 WDL1; AF538929 98,5
Uncultured
bellz_h 470 1 0 bacterium; 99,3 ”
AY?250108
Lh Uncultured B-
bel3 464 3 Proteobacterium; 96,1 ”
AJ58317
Lh Uncultured B-
beld 465 3 Proteobacterium; 99,5 ”
AY 622242
Uncultured
bellk':h 465 -0 2 bacterium; 97,4 ”
AB166773
Uncultured
be1|6_h 465 P 2 bacterium; 96,5 ”
AY160866
Lh 4 Uncultured soil
bel? 465 -8 bacterium; 98,4 ”
AY 326597
B_
bellg h 465 1 2 Proteobacterium; 100 ”
AJ224618
Uncultured
be1|9_h 471 1 0 bacterium; 97,2 ”
AY?212629
Uncultured
beZIO_h 470 1 4 bacterium; 97,0 ”
AY 212629
Lh 2 Uncultured B-
be2l 470 1 Proteobacterium; 94,8 ”
AF204242
Uncultured
Lh 1 beta- .
be22 470 -2 proteobacterium; 972
AF204242
Lh 0 Uncultur_ed B-
be23 470 1 Proteobacterium; 95,3

AJ581593
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Tabla VIII. Secuencias obtenidas del RDPII con mayor similitud para cada OTU
(pariente mas cercano) y distribucién de las OTUs en las genotecas de suelo (S) y
rizosfera (R).

Uncultured
beZkh 470 D) 4 bacterium; 97,2 ”
AY212629
Uncultured
be2l5_h 469 0 3 bacterium; 96,8 ”
AY212629
Uncultured .
adth 1516 0 3 Acidobacteria; 97,0 Af'dObaC
AY922062 '
Lh 1 _ Uncultu_red
ad? 1505 1 Acidobacteria; 97,5 ”
AY281352
Lh 0 _ Uncultu_red
ad3 1510 1 Acidobacteria; 98,7 ”
AY922096
Lh 0 _ Uncultu_red
ada 1051 D) Acidobacteria; 94,5 ”
AY281352
Uncultured .
adSLh 1516 2 0 Holophaga sp.; 98,3 Af'dObaC
AJ519375 '
Lh 1 _ Uncultu_red
ad6 1519 3 Acidobacteria; 96,6 ”
AY921697
Lh 0 _ Uncultu_red
ad7 1504 3 Acidobacteria; 96,9 ”
AY921697
Lh 0 Uncultured soil .
ad8 1505 -2 bacterium; AF423235 98,5
Lh 0 _ Uncultu_red
ad9 1504 3 Acidobacteria; 98,8 ”
AY921697
Lh 0 Uncultgred
ad10 1502 1 sludge bacterium; 97,3 ”
AF234731
Lh 5 Uncul_tured soil
adll 1511 0 bacterium; 96,4 ”
AY493932
Lh 0 _ Uncultu_red
ad12 1505 3 Acidobacteria; 98,7 ”
AY922121
Lh 3 Uncultqred
ad13 1479 1 sponge symbiont; 94,7 ?
AF186413
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Tabla VIII. Secuencias obtenidas del RDPII con mayor similitud para cada OTU
(pariente mas cercano) y distribucién de las OTUs en las genotecas de suelo (S) y
rizosfera (R).

Lh 0 _ Uncultu_red
ad14 1455 1 Acidobacteria; 96,1 ”
AY395390
Lh 0 Uncu!tured
ad15 1449 P Eubacterium; 92,9 ”
AJ292582
Lh 3 _ Uncultu.red
ad16 1482 1 Acidobacteria; 97,9 ”
AY921970
Lh 1 _ Uncultu_red
adl7 1481 -0 Acidobacteria; 98,7 ”
AY921970
Lh 1 _ Uncultu_red
ad18 1481 P Acidobacteria; 98,1 ”
AY921727
Lh 0 pncultur_ed
ad19 1476 P Antarctic bacterium; 95,9 ”
AF173824
Lh 0 pncultur_ed
ad20 1474 D Antarctic bacterium; 96,7 ”
AF173824
Lh 1 Unc_ultured .
ad21 1519 D bacterium; 97,3
AY 456757
Lh 2 Bacteria; »
ad22 1520 1 795711 983
Lh 5 Uncul_tured soil
ad?23 1521 -0 bacterium; 97,9 ”
AY326536
Lh 1 _ Uncultu_red
ad24 1521 P Acidobacteria; 93,2 ”
AY281358
Lh 0 Bacteria; .
ad25 1514 -1 795722 9.9
Lh 6 Bacteria; .
ad26 1534 0 795730 87,3
Lh 0 Uncultured »
ad27 982 -1 bacterium; AF371525 9.0
Lh 0 Uncultured soil ’
ad28 1505 -2 bacterium; AF423235 98,5
Uncultured .
acth 1154 0 / Actinobacterium; 96,3 A;tmoba
AJ581630 '
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Tabla VIII. Secuencias obtenidas del RDPII con mayor similitud para cada OTU
(pariente mas cercano) y distribucién de las OTUs en las genotecas de suelo (S) y
rizosfera (R).

Lh 1 ' Uncultgred
ac2 1154 1 Actinobacterium; 96,6 ”
AJ581630
Lh 2 ' Uncultqred
ac3 1154 1 Actinobacterium; 96,4 ”
AJ581630
Lh 1 . Uncultqred
acd 1153 3 Actinobacterium; 95,8 “
AJ581606
Lh 3 Uncultured .
ach 1156 -1 bacterium; AJ576407 97.2
Lh 3 Myco_bacterium
ach 1158 1 sp. Ellin151; 97,8 ”
AF408993
Lh 4 Microbacterium
ac7 1159 6 sp. V4.BE.51; 98,9 ”
AJ244679
Lh 2 Curtobacterium ’
ac8 1159 -4 sp. VKM; AB042093 972
Lh 1 Streptomyces ’
ac9 1165 -4 sp. R46S; AY572485 99,5
Lh _ Streptqmyces
acl0 1165 P ciscaucasicus; 99,6 ”
AY508512
Lh 4 Streptomyces ’
acll 1165 -0 sp.; Y10842 99,6
Lh 0 _ Uncultqred
acl? 1157 1 Actinobacterium; 98,4 ”
AY 250884
Lh 2 Unc_ultu.red .
acl3 1164 0 bacterium; 96,7
AB179534
Lh 6 Uncultu_red
acld 1164 4 sludge bacterium 96,0 ”
A21; AF234742
Lh 1 qudentified
acls 1186 1 eubacterium EA25; 97,9 ”
U51864
Lh 0 .. Uncultured_
ac16 1186 1 Xiphinematobacteria 98,4 ?
ceae; AY 395325
Lh 0 Bacterium »
acl? 1183 4 ENin507; AY960770 9.7
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Tabla VIII. Secuencias obtenidas del RDPII con mayor similitud para cada OTU
(pariente mas cercano) y distribucién de las OTUs en las genotecas de suelo (S) y
rizosfera (R).

Lh 1 ' Uncultured
ac18 1182 2 bacterium; 139ds10; 98,4 ”
AY212589
Lh 1 Ungulturgd
ac19 1176 3 Verrucomicrobia; 86,2 ”
AJ575731
Lh 5 _ Uncultured
220 1182 20 bacterium; KD4-60; 98,9 ”
AY218640
Lh 3 Unc_ulturgd
ac21 1186 P Verrucomicrobia; 95,4 ”
AY921923
Lh 1 Streptomyces
ac22 871 -0 phaeochromogenes; 99,5 ”
AF500071
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Moorella glycerini U82327 (outgroup)
Lhap16.R

Lhapl5.R

96 Lhap2.S

L—.Lhapl.
88 Lhap25.S
—__ [hap8.SR
99 ~Lhap28.S
[M\'mplana bullata D12785

88 Lhap18.R
44 p=Lhapll.S
=5 g -hap26.S

Lhap10.SR
hap27.S

66 Lhap13.SR
_:R().\'L’m()ml.\'_ furiae AY150046

65 ——Lhap24.SR
ﬂapms
Lhap17.R

_45I._Magneloxpiri[h
72 Lhap12.SR

Afipia sp. AB021393
Lhap22.R

Lhap29.SR
Afipia massiliensis AY029572
Lhap5.S
1 'Lhap6.SR
Lhap7.SR
Lhap30.S
71 Methylosinus sporium Y18946
46 Rh()(/(g)/anes roseus D25313
Lhap4.S

T Lhap23.R

60

89 Lhap3.S

98g=—=Lhap9.SR
_l:Devosia neptuniae AF469072
85 Mesorhizobium plurifarium Y14158

5

N

Lhap21.R
SOd-Sinorhizobium fredii X67231
Rhizobium etli U28916

0,1 70 *Lhap20.R

P
Bradyrhizobium elkanii U35000 i 3
5 Bradyrhizobiaceae

Hyphomicrobiaceae
g9 *Pedomicrobium australicum X97693
Hyphomicrobium denitrificans Y14308

Mesorhizobium amorphae AF041442 | Phyl lobacteriaceae

Lhap19.R Rhizobiaceae

. Bacteria No Clas.

aProteobacteria No Clas.

Caulobacteraceae

Rhodobacterales

Rhodospirillales

im magnetotacticum Y10110

sa|»1qOZIfY

Figura 4. Arbol filogenético representando las relaciones filogenéticas entre las secuencias
de a-Proteobacteria encontradas en suelo (S) y rizosfera (R), o en ambos (SR) y secuencias
de las bacterias cultivadas mas similares obtenidas de RDPII. Los niameros en los nodos son

valores de verosimilitud (1000 repeticiones) las particiones por debajo del 5

0% se han

incluido siempre que no contradijesen particiones que ocurriesen igual o mas veces. Las
afiliaciones taxondmicas se obtuvieron empleando el clasificador de RDPII. La barra de 0,1

es una medida de distancia evolutiva.
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Rubrobacter radiotolerans X98372

Lhbel.S (Outgroup)
72 [Uncullured soil bacterium Af423284

- Lhbe23.R

[Proteobacteria No clas.

96 g= Lhbe2.SR
Paucimonas lemoignei AB021375

98 pHvdrogenophaga palleronii
hb Af019073
90 e7.R
Lhbe8.R

Lhbel2.R

Polaromonas vacuolata U14585
3/ Lhbell.R

hbe9.R

39
2 Lhbel0.S
52 VWariovorax sp. AB003627
Lhbe6.R
Comamonas terrigena AF078772

\Oxalobacteraceae

70

96

be3.R
51 'I- cidovorax defluvii ' Y18616

0,1

Lhbe4.R
90
64 EtheS.R

2D2ODPPUOUDULIO))

65 &Acidovorax delafieldii  AF078764
Lhbel5.S
Tepidimonas aquatica AY 324139
Aquabacterium commune AF035054 Incertae sedis

4 Lhbel3.R
3 A TS

acterium Ellin5074 AY234491 ; ) )
Lhbel6.SR Burkholderiales No clas.

58 L= Lhbel7.SR
22 Lhbel9.R

Lhbe20.SR
Lhbe25.S Alcaligenaceae

sajpLIdpjOYNANg

S8Lhbe21.SR
Lhbe22.SR

85 ncultured beta proteobacterium AF204242 Rhodocyclaceae

Figura 5. Arbol filogenético representando las relaciones filogenéticas entre las
secuencias de PProteobacteria encontradas en suelo (S) y rizosfera (R), o en ambos
(SR) y secuencias de las bacterias cultivadas mas similares obtenidas de RDPII. Los
numeros en los nodos son valores de verosimilitud (1000 repeticiones) las particiones
por debajo del 5 0% se han incluido siempre que no contradijesen particiones que
ocurriesen igual o mas veces. Las afiliaciones taxondmicas se obtuvieron empleando
el clasificador de RDPII. La barra de 0,1 es una medida de distancia evolutiva.
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— Holophaga foetida X77215

51

Spirochaeta litoralis M88723 (outgroup)

60 &= Geothrix fermentans U41563 VI
Unidentified Acidobacterium group OPB3 AF027004 |
94 Lhad15 ‘
Lhad12
Lhad11
Uncultured Acidobacteria 41b15 AY281356
Lhad5
Lhadl
Lhad3
98 Uncultured Acidobacteria 23k22 AY281352
Lhad2 v
57 Lhad4
Lhad10
Uncultured Acidobacteria 32d1 Ay281353
24 _ Lhad7
= | 0 Lhads
48l Lhad28
50% Lhad9
Uncultured hot spring bacterium
Lhad24 Af130858
W'—_Uncultured Acidobacteria 46h5
Lhad25 AY281358
97 2] 97, Lhaa22
Lhad26
37 Lhad21

94
100

Lhad13

381_‘

841

0.1

Lhad23

Lhad19
Lhad20
Lhad16
Lhad17
Lhad18

Acidobacterium capsulatum D26171

Uncultured Acidobacteriales Eb1131 Ay395450
ﬂterium Ellin345 AF498727

Figura 6. Arbol filogenético representando las relaciones filogenéticas entre las

secuencias Acidobacteria encontradas en suelo (

y secuencias mas similares obtenidas de RDPII.

S) y rizosfera (R), o en ambos (SR)
Los niimeros en los nodos son

valores de verosimilitud (1000 repeticiones ) las particiones por debajo del 50% se

han incluido siempre que no contradijesen partic

iones que ocurriesen igu  al 0 mas

veces. La agrupacion taxondmica se ha realizado de acuerdo con Barns y col. (Barns
etal., 1999). La barra de 0,1 es una medida de distancia evolutiva.
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Lhad23 (outgroup)

Verrucomicrobium spinosum X90515
9 9I E Lhacl13.S Verrucomicrobiaceae
100 Lhacl14.SR

71

e 926 Bacterium Ellin508 Ay960771
Lhacl7.R
97
90 Lhacl8.SR
Bacterium Ellin507 Ay960770

S2IDIGOIIINOI NI

7

1004 Lr Lhacl5.SR
90% Lhacl6.R

Lhac19.SR

3 ” Lhac21.SR ' e
Bacterium EIlin5102 ay234519 o OMicrobia
No Clas.
95 Lhac20.S

Lhac4.SR
Bacterium Ellin5273 Ay234624

E 8 Lhac3.SR Actinobacteria
{ _hacl.S No Clas.
91 ¥ Lhac2.SR

8 Lhacl2.R

99

100

Sporichthyaceae
Sporichthya polymorpha AB025317 4 )

Lhacll.S
9% Streptomycetaceae sp. X87309
99 Lhac22.S
treptomyces scabiei AB026212

“ovaomardmordang

48l Streptomyces pseudovenezuelae AJ399481
gofr Lhac9.SR

3.1 81& Lhacl10.SR

Lhac8.SR

Leifsonia poae AF116342
Lhac7.SR

Microbacterium terregens AB004721|
Lhac6.SR

Mycobacterium vanbaalenii X84977
Lhac5.SR

81 &= Nakamurella multipartita Y 08541 Microsphaeraceae

sapao8moundy

Microbacteriaceae

41

Mpycobateriaceae

0.1

Figura7.  Arbol filogenétic o representando las relaciones filogenéticas entre las
secuencias de  Actinobacteria (y Verrucomicrobia) encontradas en suelo (S) y
rizosfera (R), o en ambos (SR) y secuencias de las bacterias cultivadas mas similares
obtenidas de RDPII. Los niimeros en los nodos son valores de verosimilitud (1000
repeticiones) las particiones por debajo del 50% se han incluido siempre que no
contradijesen particiones que ocurriesen igual o mas veces. Las afiliaciones
taxonOmicas se obtuvieron empleando el clasificador de RDP 1I. La barra de 0,1 es
una medida de distancia evolutiva.
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5.1.2. Comparacién estadistica entre las genotecas derivadas de
suelo y rizosfera

Se realiz6 un andlisis estadistico de las diferencias entre las genotecas
derivadas de suelo y rizosfera (ver Tabla IX) comparando la diversidad genética
dentro de cada genoteca respecto a la diversidad genética total combinada
(comparacion mediante Fst). Los resultados obtenidos indican diferencias
significativas entre ambas genotecas para todos los grupos excepto el de
Actinobacteria. Las mismos resultados se obtuvieron al analizar las diferencias
entre curvas de cobertura homdlogas y heterélogas mediante un estadistico de tipo
Cramér-von Mises y comparados por un procedimiento de Monte Carlo

(comparacién mediante [-LIBSHUFF).

Tabla IX. Analisis estadistico de las diferencias entre
genotecas derivadas de suelo y rizosfera.

[-LIBSHUFF
Genoteca Fst (p-valor) p-valor
(XYY X)
o- * *
Proteobacteria 0,034 (0,00+0,00) 0,046 /0,000
B' * *
Proteobacteria 0,06 (0,00+0,00) 0,057 /0,002
Acidobacteria 0,09 (0,00+0,00)* 0,006 / 0,004*
. Actinobacteri 0,01 (0,64+0,01) 0,420 /0,448
ISPo 0,10 (0,00+0,00)* 0,002/ 0,001*

*Estadisticamente significativo (a 0,05)

5.1.3. Analisis de los perfiles fisioldgicos de las comunidades de suelo
y rizosfera
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No se observaron diferencias significativas comparando los indices de
diversidad de Shannon de ambas comunidades, basados en el uso de 31 fuentes de
carbono ecoldgicamente relevantes (Choi & Dobbs, 1999) (3,00+0,05 para el suelo
contra 2,92+0,07 para la rizosfera). No obstante, se observo una diferencia
significativa entre ambas comunidades atendiendo a los perfiles fisioldgicos
(p<0,02).

5.1.4. Estudio de la diversidad de los genes ISPade la familia

tolueno/bifenilo dioxigenasas

Se empled una estrategia basada en la amplificacion por PCR, clonaje y
posterior andlisis por TGGE, para la deteccién y discriminacién de los genes
ISPa de la familia tolueno/bifenilo dioxigenasas presentes en las muestras de suelo
y rizosfera. De esta forma se analizaron 48/47 (suelo/rizosfera) clones, que dieron
lugar a 28 OTUs diferentes.

La metodologia empleada fue capaz de discriminar entre fragmentos casi
idénticos (como LhISP8 y LhISP4) con tan solo 2 pb de diferencia en secuencias de
454 pb. Como era esperable, todas las secuencias obtenidas fueron designadas como
“dioxigenasas Rieske de hierro no hemo” al ser analizadas mediante el programa
BLAST. La secuencia peptidica deducida de las secuencias obtenidas oscilé entre el
37% (LhISP1) y el 100% (LhISP24) de similitud respecto a secuencias de ISPa
previamente descritas (ver Tabla X). La gran mayoria de las secuencias encontradas
contiene los residuos considerados caracteristicos de estos enzimas (numeracion de
P. fluorescens IPO1 cumene dioxygenase [IP01-CumDO]): His234 e His240; que se
encuentran envueltos en la coordinacion del hierro mononuclear en el centro activo,
Asp231; relacionado con el puente de transferencia electronica (Furusawa et al.,
2004; Dong et al., 2005), y los residuos Glu226, GIn227 y Tyr233 (o los

equivalentes Glu/Asp, GIn/Asn y Tyr/His); los cuales probablemente estén
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envueltos en la transferencia electrénica mediante la conexién del centro catalitico

al centro Rieske de la subunidad vecina (Yeates et al., 2000).

Tabla X. Secuencias obtenidas de las bases de datos con mayor similitud a las
OTUs de ISPa (pariente mas cercano), y su distribucién en las genotecas de suelo y

rizosfera (S y R).
Clo _Ta S Pariente mas cercano Similitu
n mano -R d (%)*

SPll_ " 94 * -0 ' Urxgg%rfgs%?te“um; 27,4159,0
SPIS_ " 51 * -0 ' AUStEIAIlenzss%gﬂf ne Ob18: 55,0/63,0
I - T
SPI5_ " 54 * -2 i Auszaglggég:gc.llone oV 55,2/67,1
SPI6_hI ) 4 B 0 AUStE,Ial\aglsssozlz,ggne GV10; 63.5/64.1
<p7 " 63 9 Pfﬁ%%?é’??isp' © 94,4/97,5
spls_ " 45 ¥ 0 ’ Ausz?ggggggc.llone Vs 55,9/67.,5
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SF>1I§hI 78 * 0 i AUStAraAlﬁgssesozlg.cllonf o 43.4/61,3
P20 o 4 Ur;fxgggl_gﬁte”um’ 96,3/96.9
P21 o 2 Aus,t&igﬁgrs%(_)zlzs.cllone o 55.0/65.8
SPZLZhI s 4 B 0 Austﬁg}ng%léilfne oD18; 59,2169 1
- 0 2 Ausﬂggﬁsﬁoné i 38,8/60.8
— o 4 Ur:xggrgglgéiterfum’ 100/100
P25 o o Ur:xggrggo%te“um’ 86,8/93,1
SPZIEShI o 3 R 3 Aus;rz\l;n?)gggilone B24 16.0/62.7
27 a4 o CADTS0 L _HSSO; 95,0/97,5
s s o e pactertum, 86,8/92,5

* peptidica/nucleotidica

El andlisis filogenético de las secuencias peptidicas deducidas (ver Figura
8) muestra que todas ellas son miembros de la subfamilia de las tolueno/bifenilo
dioxigenasas; muchas secuencias se agruparon con secuencias del grupo de las
bifenilo dioxigenasas de bacterias Gram negativas, mientras que ninguna se agrupo
con los grupos de las isoprobilbenceno, tolueno/benceno y bifenilo dioxigenasas de
bacterias Gram positivas (agrupacion de acuerdo con Witzig y colaboradores
(Witzig et al., 2006)). Otras secuencias (LhISP10, LhISP26, LhISP9, LhISP10 y
LhISP19) no pudieron ser asignadas sin ambiguedad a ninguno de los grupos
previamente descritos. Sorprendentemente, muchas secuencias Se agruparon en un
cluster solo representado previamente por secuencias deducidas de algunos clones
ambientales y una dioxigenasa putativa de Sphingomonas wittichii RW1. Como era
esperado, ninguna de las secuencias encontrada se agrup6 con miembros de las

otras subfamilias incluidas en el analisis.
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Figura 9.

Residuos que contribuyen a la superficie interna del bolsillo de unién al

=l X IE = EEEEEEEGERI R 5 3 A

sustrato del enzima CumDO de la cepa [P0l (CumA1, en gris) y sus contrapartidas en
las secuencias peptidicas deducidas encontradas en este estudio. (A; cluster principal.
B; secuencias del cluster de S. wittichii RW1). Los nimeros superiores corresponden a
la secuencia CumA1 de IPO1. Los residuos conservados se muestran en gris y los
altamente conservados en negrita. Se muestran también secuencias representativ as de

cada grupo (en negrita).
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Al estudiar los amino&cidos equivalentes a los 14 residuos responsables de
la superficie interna del centro activo en el bolsillo de union al sustrato de la bien
conocida ISPa. de IP01-CumDO (Witzig et al., 2006), se observé que las secuencias
peptidicas deducidas de las secuencias obtenidas en este estudio contienen una gran
diversidad (Figura 9). Los miembros del grupo principal (que comprende las
secuencias agrupadas con las bifenilo dioxigenasas de Gram negativas mas
LhISP21, LhISP26, LhISP9, LhISP10 y LhISP19) poseen una media de 5 residuos
diferentes con respecto a los 14 responsables del bolsillo de unién a sustrato en
IPO1 Estos residuos se encuentran concentrados en 5 posiciones (posiciones 235,
278, 284 y 336). Ademas, cabe destacar que todas las secuencias de este grupo
poseen Gly321 y Phe384 fijos (en vez de Ala y Tyr en dichas posiciones).
Sorprendentemente, algunas secuencias de este grupo carecen de residuos
supuestamente importantes: LhISP28 carece aparentemente de centro activo,
LhISP25 carece del residuo His234 y LhISP27 carece del residuo Asp231. LhISP15
y LhISP6 (presentes en el mismo subgrupo) tienen el residuo His240 en la posicién
238 y Asn227 en vez de GlIn.

Los miembros del grupo de S. wittichii RW1 poseen una media de 11
residuos diferentes en el bolsillo de unién al sustrato con respecto a IPO1. Ademas,
todos poseen Asp-Asn en vez de Glu226-GIn227, y LhISP17 y LhISP23 carecen de
Asp231 en el centro activo.

5.1.5. Comparaciéon de las genotecas de ISPa derivadas de suelo y

rizosfera

La comparacién entre las genotecas de ISPo derivadas de suelo y rizosfera
revela diferencias entre sus estructuras de genes catabdlicos. Estas genotecas fueron
estadisticamente diferentes de acuerdo con los tests estadisticos empleados (ver

Tabla 1X). Ademas, los indice de Shannon, diversidad nucleotidica y 6(r) fueron
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mas elevados en la genoteca de suelo (ver Tabla VII). Por otro lado, hubo un fuerte
descenso en la abundancia de secuencias del grupo de S. wittichii RW1 en la
genoteca de rizosfera (paso del 45,76% en la genoteca de suelo al 21,2% el la de
rizosfera), especialmente en el grupo formado por las secuencias LhISP5, LhISP8 y
LhISP4, que descendid del 27% al 4,2%. Sin embargo, en la genoteca de rizosfera
hubo un gran aumento de las secuencias del grupo principal (del 54% al 68,6%),
debido principalmente al aumento en la abundancia de las secuencias LhISP24 (0%-
8,5%), LhISP10 (0%-19,1%) y especialmente LhISP7 (2%-40,4%). Aunque cabe
destacar que también hubo un descenso en la abundancia de otros grupos dentro del
claster principal, como los formados por LhISP9-LhISP26 (14%-0%) y LhISP27-
LhISP2 (16,6%-2,1%).

5.1.6. Discusién

El objetivo de este estudio fue evaluar los cambios funcionales y
estructurales producidos en las comunidades bacterianas de un suelo contaminado
por PCBs después de la introduccion de una planta adecuada para la
rizorremediacion (Salix vimminalis). Esto fue llevado a cabo mediante la
exploracion por TGGE de genotecas (de los genes 16S ARNr e ISPa) derivadas de
suelo y rizosfera, agrupacion de los clones en OTUs, secuenciacién y analisis de los

datos.

Debido al hecho de que los organismos que han podido ser cultivados hasta
la fecha representan solo una pequefia fraccion de la diversidad microbiana (Ward
et al., 1990), la extraccion de ADN ambiental, amplificacion por PCR de genes
marcadores o relacionados con alguna funcion y subsiguiente analisis de los
productos, es actualmente una estrategia ampliamente empleada en estudios de
ecologia microbiana, a pesar de los posibles sesgos introducidos por estos
procedimientos (Wintzingerode et al., 1997). En el presente estudio hemos

intentado minimizar dicho sesgo empleando un método de extraccion de ADN
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especifico para muestras de suelo, posterior purificacion del extracto de los acidos
hamicos (que suelen co-extraerse con el ADN y son capaces de inhibir la reaccion
de PCR), y andlisis de los productos resultantes en busqueda de artefactos. No
obstante, la amplificacion diferencial de ciertas secuencias conduce inevitablemente

a un cierto grado de sesgo en los resultados.

Con el fin de disminuir el esfuerzo de secuenciacion reteniendo el maximo
de poder de discriminacién, elegimos explorar las genotecas empleando la técnica
de TGGE. Dado que empleando esta técnica, amplicones con idéntica longitud
migran en funcién de su estructura primaria y composicion nucleotidica especifica
(Heuer et al., 1997), los clones con idéntica movilidad electroforética fueron
definidos como pertenecientes a la misma OTU. Felske y colaboradores (Felske et
al., 1998), y Bano y colaboradores (Bano & Hollibaugh, 2000), han demostrado que
la exploracion de clones por DGGE o TGGE es una formula eficiente y conveniente
para detectar y recuperar las secuencias predominantes en una muestra. No
obstante, se tomaron réplicas de cinco OTUs al azar (una de cada par de genotecas),
que fueron secuenciadas, con el fin de confirmar que el agrupamiento basado en la
movilidad electroforética en geles de TGGE era fiable. No se observaron
diferencias entre las secuencias, lo que sugiere que el acercamiento empleado fue

eficaz para este estudio.

La seleccion de los grupos bacterianos a analizar fue realizada dependiendo
de los oligonucle6tidos cebadores especificos de grupo presentes en la literatura y
de la informacién publicada sobre los grupos mas cominmente presentes en suelos.
La seleccion empleada permitié el estudio de entre 67%-70% de la diversidad
bacteriana presente en las muestras de suelo y rizosfera. Ademas, las largas
secuencias obtenidas con estos cebadores dieron gran cantidad de informacion
filogenética, permitiendo el agrupamiento filogenético fino de las secuencias. Todos
los pares de oligonucledtidos cebadores empleados fueron verdaderamente

especificos de grupo, con la excepcion de los cebadores especificos de
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Actinobacteria, que también amplificaron secuencias pertenecientes a

Verrucomicrobia.

En este estudio, se ha empleado una combinacién de aproximaciones
diferentes en el andlisis de la informacion obtenida, con el fin de obtener
conclusiones mas robustas. En primer lugar, se obtuvieron una serie de descriptores
para cada genoteca; el indice de diversidad de Shannon, la diversidad nucleotidica y
la distribucién filogenética de las secuencias (arboles filogenéticos). En segundo
lugar se emplearon tres herramientas estadisticas distintas para analizar si existian
diferencias entre genotecas derivadas de suelo o rizosfera; los tests Fsr,
[-LIBSHUFF y RDPII de comparacién de genotecas. Ademéas, también se
analizaron los perfiles fisioldgicos de ambas comunidades. Estos anélisis ofrecen
informacion diferente de las comunidades microbianas muestreadas y cada uno

posee ventajas y limitaciones particulares (Martin, 2002).

En el presente estudio se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre las comunidades de suelo y rizosfera para todos los grupos
estudiados menos Actinobacteria, empleando anélisis basados en la cobertura
(J-LIBSHUFF) y en la diversidad genética (Fsr) de las genotecas. Ademéas, los
perfiles catabdlicos de ambas comunidades también fuero significativamente

diferentes.

El alto grado de similitud encontrado entre las secuencias obtenidas en este
estudio y sus parientes mas cercanos encontrados en las bases de datos es
remarcable, y probablemente se deba al gran esfuerzo llevado a cabo por los
ecologos microbianos durante los pasados afios. Esto es especialmente cierto en el
caso de Acidobacteria, cuyos miembros eran relativamente desconocidos hasta hace

unos afos (Barns et al., 1999).
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Tabla XI. Abundancia relativa de los distintos
grupos filogenéticos analizados en este estudio
(Suelo) y previamente descritos en suelos

(General)*
Par cebador Suelo General
o- 25% 18,8%
Proteobacteria
B- 18,75% 10,0%
Proteobacteria
Acidobacteria 14,58% 19,7%
Actinobacteri 8,33% 12,7%
a
Total 66,66% 61,2%

*Adaptado del andlisis de 32 genotecas del gen 16S
ARNr de Bacteria preparadas de suelos diferentes (3398
clones) realizado por P.H. Janssen (Janssen, 2006).

Los valores de abundancia relativa de los distintos grupos filogenéticos
estudiados caen dentro de los rangos previamente descritos en suelo (Tabla XI) y
rizosfera (Smalla et al., 2001). Es interesante la gran abundancia de secuencias de
[B-Proteobacteria presente en las genotecas de Bacteria, ya que también fue
observada en otro sitio contaminado por PCBs en Wittenberg, Alemania (Nogales
et al., 1999; Nogales et al., 2001), mientras que en la mayoria de estudios de suelo
este grupo se encuentran en numeros relativamente bajos (Janssen, 2006). Mas adn,
una caracteristica inusual del suelo de Wittenberg fue la abundancia de secuencias
dentro de las PB-Proteobacteria relacionadas con especies de Variovorax y
Burkholderia, las cuales también estdn altamente representadas en nuestras
genotecas de [B-Proteobacteria. Nogales y colaboradores (Nogales et al., 2001)
especularon que dicha alta abundancia podia estar debida a la habilidad de estas
bacterias para prosperar en suelo acidos. Sin embargo, en nuestro caso el pH del
suelo (7,2) no puede ser tomado como causa. El enriquecimiento de estas especies
en suelos contaminados por PCBs con diferentes origenes es digno de mencion, ya
que podria representar una seleccion debida a la presencia de PCBs. Nogales y

colaboradores, (Nogales et al., 1999) postularon también que si la concentracion de
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PCBs fuese suficientemente alta como para formar parte importante de la reserva de
carbono y energia del suelo (como es en nuestro caso), algunas de las secuencias
detectadas deberian indicar los organismos probablemente involucrados, directa o
indirectamente, en la utilizacion de PCBs como fuente de carbono y/o energia.
Siguiendo este razonamiento, podria ser que algunas especies de Burkholderiales
tuviesen un rol funcional importante en la degradacion bacteriana de PCBs en el

suelo.

En un reciente estudio, basado en el analisis de las bacterias degradadoras
de PCBs cultivables asociadas con la rizosfera de diferentes especies de arboles
establecidos en un sitio contaminado por PCBs (Leigh et al., 2006), se observo que
los arboles del género Salix afectaban positivamente el tamafio de las poblaciones
degradadoras de PCBs, en comparacién con otras tres especies de arboles y con
suelo sin raices. Por tanto, si asumimos que esto también deberia de ser cierto para
las bacterias degradadoras de PCBs aln no cultivadas, las cuales deberian de ser la
mayoria de las degradadoras de PCBs, algunos de los tipos enriquecidos en la
rizosfera (principalmente especies de Proteobacteria) podrian representar

degradadoras de PCBs.

Todas las secuencias de ISPa (putativas) obtenidas en este estudio parecen
ser miembros de la subfamilia Tolueno/Bifenilo de las dioxigenasas Rieske no
hemo, como queda demostrado por su identificacion como tales empleando el
programa BLAST y los analisis filogenéticos realizados. Las secuencias obtenidas
muestran una gran diversidad con respecto a los enzimas de este grupo previamente
descritos, tanto provenientes de especies cultivadas bien estudiadas como de clones
ambientales. La mayoria de ellas contienen todos los aminoacidos que se piensa
estan relacionados con el funcionamiento del centro activo y aquellos que tienen un
rol en la transferencia electrdnica, por lo que probablemente codifican para enzimas
funcionales (aunque algunas secuencias obtenidas parecen carecer de algunos de

estos importantes residuos aminoacidicos). Dado que las muestras provienen de un
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ambiente altamente contaminado por PCBs, no es sorprendente encontrar que
muchas secuencias se agrupasen con la rama de las bifenilo dioxigenasas de
bacterias Gram negativas, en vez de con los grupos de las isopropilbenceno y
tolueno/benzeno dioxigenasas. Sin embargo, la falta de secuencias relacionadas con
las bifenilo dioxigenasas de bacterias Gram positivas es notable, ya que el 8% de
los clones de Bacteria analizados en este estudio eran secuencias de Actinobacteria.
Por otro lado, es sorprendente la existencia de un clister de secuencias compuesto
por muchas secuencias encontradas en este estudio pero solo algunas secuencias
previamente descritas pertenecientes a clones ambientales y una ISPa. putativa de
Sphingomonas wittichii RW1. Dicho agrupamiento esta claramente separado del
resto de grupos y sin embargo contiene mucha mas diversidad genética que el grupo
principal de la subfamilia tolueno/bifenilo, tanto a nivel global como respecto a los

residuos que definen la unidn al sustrato en el centro activo.

Las muestras estudiadas contenian un alto grado de diversidad de genotipos
catabdlicos, como muestra el bajo grado de homologia de muchas de las secuencias
obtenidas (en comparacion con secuencias de ISPa. previamente descritas), la
variabilidad encontrada en los residuos responsables para el funcionamiento del
centro activo, y la gran variacion observada en los residuos amioacidicos
homologos a aquellos que definen el bolsillo de unién al sustrato en IPO1 y otras
dioxigenasas. Esto sugiere que las dioxigenasas previamente descritas pueden no

jugar un papel importante en el catabolismo de PCBs en el suelo estudiado.

La comparacion entre las genotecas de ISPa. derivadas de suelo y rizosfera
reveld diferencias entre sus estructuras de genes catabdlicos; se encontrd que eran
estadisticamente diferentes, y muchas secuencias estaban claramente distribuidas de
forma diferenciada entre ambos ambientes. Dos secuencias de ISPa. dominaban la
rizosfera; LhISP8 y LhISP11, representando entre las dos casi el 60% de la

genoteca. Estas secuencias muestran una méaxima similitud con ISPa putativas de
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Pseudomonas sp. IC (identidad del 94,4%) y Pseudomonas putida (identidad del
75,5%) respectivamente. No seria sorprendente descubrir que estos genes
pertenecen a especies de Pseudomonas, ya que se sabe que son excelentes
colonizadores de rizosfera (Lugtenberg et al., 2001). Por tanto seria interesante
identificar tanto las cepas que posean estos genes como el rango de substratos que
dichos enzimas putativos pudiesen emplear, con el fin de estudiar su posible

utilidad en la rizorremediacién mediada por Salix vimminalis.
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5.2 ANALISIS DEL IMPACTO CAUSADO POR LA
INTRODUCCION DE SISTEMAS INTEGRADOS PLANTA-
MICROORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE (MMG)
EN LA POBLACIONES MICROBIANAS NATIVAS

5.2.1. Degradacion de PCBs

Con el fin de determinar la eficiencia de las cepas de MMGs en la
degradacion de PCBs bajo las condiciones de suelo en microcosmos, se midié la
concentracion de PCBs presente inicialmente y durante cada muestreo. La
concentraciéon inicial, medida como la suma de seis congéneres indicadores
recomendados (ver Métodos) fue de 182+22 mg de PCBs/Kg de suelo seco.
Después de 168 dias, las concentraciones de PCBs de los distintos tratamientos
fueron: 186+31 mg/Kg para el tratamiento con la cepa salvaje F113rif (TS), 164+78
mg/kg para F113pch (MMG1) y 158+16 mg/Kg para F113::1180L (MMG?2). EI
analisis estadistico de los datos de los muestreos demuestra diferencias
significativas entre el tratamiento con TS y los tratamientos con MMG1 (p<0,013) y
MMG2 (p<0,009), pero no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos con MMG1 y MMG2.

5.2.2. Andlisis de los cambios estructurales en la comunidad de Bacteria

Con el fin de observar las diferencias en las estructuras de las comunidades
microbianas estudiadas, se generaron perfiles genéticos mediante la amplificacion
por PCR de los genes 16S ARNTr presentes en el ADN obtenido de las muestras,
seguido de la separacion especifica de secuencia por medio de TGGE (ver Figura
10).
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Figura 10. Ejemplo de patrones de TGGE correspondientes al
segundo muestreo (28 dias) de a-Proteobacteria. L, marcador especifico
de grupo. 1-7, tratamientos: suelo no plantado, suelo TS, suelo MMG1,
Suelo MMG2, rizosfera TS, rizosfera MMGL y rizosfera MMG2.

Las disimilitudes medias entre los perfiles genéticos derivados de los
diferentes tratamientos fue representada en dendrogramas (ver Figuras 11-15, A),
con el fin de poder evaluar el efecto global de los tratamientos en la estructura de la
comunidad. Ademas, para observar los cambios temporales producidos ocurridos en
la estructura de las comunidades, los perfiles genéticos fueron sometidos a Analisis
de Correspondencia (CA) (ver Figuras 11-15, B).

En el dendrograma derivado de los perfiles genéticos de Bacteria (Figura
11, A), los tratamientos fueron agrupados en cuatro clusteres significativos (linea
discontinua), que estaban formados por los cuatro tratamientos de suelo en un
cluster y los tres tratamientos de rizosfera en grupos separados. En el CA de esta
comunidad pueden observarse resultados similares (Figura 11, B); existe una clara

separacidn entre los perfiles de suelo y rizofera, la cual crecié con el tiempo.
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Figura 11.

A; Dendrograma basado en las disimilitudes medias globales entre las comunidades
de Bacteria  de suelo (S) y rizosfera (R) derivadas de los perfiles genéticos de los
diferentes tratamientos: Control ; F113rif. Clasel; F113pcb. Clase2; F113L::1180.
Negativo; no plantado. Los valores en los nodos y abscisas representan disimilitudes
y’. La linea discontinua representa el valor de corte para grupos significativos.

B; Analisis de correspondencia  (CA) basado en los perfiles genéticos de las
comunidades de Bacteria  de los distintos tratamientos y muestreos. Control;
F113rif. Clasel; F1 13pcb. Clase2; F113L::1180 y suelo no plantado. Los numeros
cercanos a los objetos representan los muestreos (1; 0 dias. 2; 28 dias. 3; 56 dias. 4;
84 dias). Los valores de los ejes representan el porcentaje de la varianza total
explicada por cada dimension.
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Figura 12.

A; Dendrograma basado en las disimilitudes medias globales entre las comunidades
de a Proteobacteria de suelo (S) y rizosfera (R) derivadas de los perfiles genéticos
de los diferentes tratamientos: Control  ; F113rif. Clasel; F113pcb. Clase2;
F113L::1180. Negativo;  no plantado. Los valores en los nodos y abscisas
representan disimilitudes . La linea discontinua representa el valor de corte para
grupos significativos.

B; Analisis de correspondencia  (CA) basado en los perfiles genéticos de las
comunidades de o Proteobacteria de los distintos tratamientos y muestreos.
Control; F113rif. Clase 1; F113pcb. Clase2; F113L::1180 y suelo no plantado. Los
numeros cercanos a los objetos representan los muestreos (1; 0 dias. 2; 28 dias. 3;
56 dias. 4; 84 dias). Los valores de los ejes representan el porcentaje de la varianza
total explicada por cada dimension.
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Figura 13.

A; Dendrograma basado en las disimilitudes medias globales entre las comunidades
de B Proteobacteria de suelo (S) y rizosfera (R) derivadas de los perfiles genéticos de
los diferentes tratamientos: Control ; F113rif. Clasel; F113pcb. Clase2; F113L::1180.
Negativo; no plantado. Los valores en los nodos y abscisas representan disimilitudes
x”. La linea discontinua representa el valor de corte para grupos significativos.

B; Analisis de correspondencia  (CA) basado en los perfiles genéticos de las
comunidades de B Proteobacteria de los distintos tratamientos y muestreos. Control;
F113rif. Clase 1; F113pcb. Clase2; F113L::1180y  suelo no plantado. Los numeros
cercanos a los objetos representan los muestreos (1; 0 dias. 2; 28 dias. 3; 56 dias. 4; 84
dias). Los valores de los ejes representan el porcentaje de la varianza total explicada
por cada dimension.
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Figura 14.

A; Dendrograma basado en las disimilitudes medias globales entre las comunidades
de Acidobacteria de suelo (S) y rizosfera (R) derivadas de los perfiles genéticos de

los diferentes tratamientos: Control
F113L::1180. Negativo;

; F113rif. Clasel; F113pcb. Cla
no plantado. Los valores en los nodos y abscisas

se2;

representan disimilitudes . La linea discontinua representa el valor de corte para

grupos significativos.
B; Analisis de correspondencia

(CA) basado en los perfiles genéticos d
comunidades de Acidobacteria de los distintos tratamientos y muestreos.

e las
Control;

F113rif. Clasel; F113pcb. Clase2; F113L::1180 y suelo no plantado. Los niimeros
cercanos a los objetos representan los muestreos (1; 0 dias. 2; 28 dias. 3; 56 dias. 4;
84 dias). Los valores de los ejes representan el porcentaje de la varianza total

explicada por cada dimension.
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Figura 15.

A; Dendrograma basado en las disimilitudes medias globales entre las comunidades
de Actinobacteria de suelo (S) y rizosfera (R) deri vadas de los perfiles genéticos de
los diferentes tratamientos: Control ; F113rif. Clasel; F113pcb. Clase2;
F113L::1180. Negativo; no plantado. Los valores en los nodos y abscisas
representan disimilitudes x> La linea discontinua representa el valor de cor te para
grupos significativos.

B; Andlisis de correspondencia  (CA) basado en los perfiles genéticos de las
comunidades de Actinoobacteria de los distintos tratamientos y muestreos. Control;
F113rif. Clasel; F113pcb. Clase2; F113L::1180y suelo no plantado. Los niimeros
cercanos a los objetos representan los muestreos (1; 0 dias. 2; 28 dias. 3; 56 dias. 4;
84 dias). Los valores de los ejes representan el porcentaje de la varianza total
explicada por cada dimension.
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Los perfiles de suelo muestran una baja dispersion por tratamiento o
muestreo, mientras que los perfiles de rizosfera muestran una mayor dispersion, con
cambios temporales marcados. Los perfiles de rizosfera del tratamiento con MMG2
fueron muy diferentes de los del tratamiento con TS, mientras que los perfiles del
tratamiento con MMGL1 fueron intermedios, oscilando entre ser similares a los de
TS 0 a los de MMG2 en muestreos diferentes. Por tanto, no se observa un efecto
evidente debido a los tratamientos en la estructura de Bacteria del suelo. Sin
embargo, los tratamientos tuvieron evidentes efectos diferentes sobre el desarrollo

de la comunidad bacteriana rizosférica.

5.2.3. Andlisis de los cambios estructurales en poblaciones bacterianas

especificas

Cuando se emple6 el mismo procedimiento para analizar los cambios
estructurales de poblaciones especificas de bacterias (oo y B Proteobacteria,
Acidobacteria y Actinobacteria) se obtuvieron resultados similares a los obtenidos
para Bacteria (Figuras 12-15, A); los distintos tratamientos se agruparon en cuatro
clusteres para todas las poblaciones analizadas con la excepcion de Acidobacteria.
Estos cuatro cllsteres estuvieron formados por las muestras de suelo en un grupo y
las muestras de rizosfera en clusteres diferentes. Los valores de disimilitud entre los
perfiles de suelo fueron bajos, mientras que los perfiles genéticos de los diferentes
tratamientos en rizosfera fueron normalmente muy disimilares. Los graficos de CAs
(Figuras 12-15, B) también muestran una clara separacion entre los perfiles de
rizosfera y suelo para todos los grupos estudiados, fendbmeno que normalmente
aumento con el tiempo. En la mayoria de los casos existe una baja dispersion entre
los perfiles de suelo de los diferentes tratamientos. Por el contrario los perfiles de
rizosfera presentan una mayor dispersion, con una marcada evolucién temporal

(excepto en el caso de o—Proteobacteria).
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Sin embargo, hubo diferencias interesantes entre los diferentes grupos
estudiados: en el caso de las a—Proteobacteria (Figura 12), las diferencias entre los
perfiles de suelo y rizosfera fue muy alta desde el principio y no se evidenciaron
cambios temporales. Para esta poblacion, los dos tratamientos con MMG
produjeron perfiles rizosféricos que fueron muy similares a lo largo del tiempo,
mientras que se puede observar una diferencia constante entre éstos y el tratamiento
conTS.

En el gréafico de B—Proteobacteria (Figura 13), los perfiles de rizosfera del
tratamiento MMG2 fueron muy diferentes de los perfiles producidos por el
tratamiento con TS, en dos de los tres muestreos, mientras que los perfiles
producidos por el tratamiento con MMG1 oscilaron entre ser similares al control
(tratamiento con TS) o al tratamiento con MMG2 en los diferentes muestreos.

En el caso de Acidobacteria (Figura 14, A), la disimilitud entre tratamientos
fue baja, indicando la ausencia de efecto debido a tratamiento, aunque se observo
una evidente diferencia entre los perfiles de suelo y rizosfera. La diferenciacion
entre los perfiles de suelo y rizosfera se desarroll6 lentamente (Figura 14, B), y se
observo una baja deriva temporal para las muestras de suelo. Por otro lado, la
dispersién de los perfiles de suelo de Acidobacteria en los dos primeros muestreos
fue sorprendentemente elevada, aunque se transformé con el tiempo en una
disposicion mucho mas cerrada en los muestreos tercero y cuarto, similar a la

observada en las otras poblaciones.

En el andlisis de correspondencias de los perfiles de Actinobacteria (Figura
15, B), al igual que en el caso de Acidobacteria, la diferenciacion entre los perfiles
de suelo y rizosfera se desarrolld6 més lentamente, y también se observd una baja

deriva temporal en las muestras de suelo.

Cuando se analizaron, mediante analisis de varianza, las disimilitudes de los

tratamientos de suelo con MMGs y no plantado con respecto al suelo tratado con
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TS, no se obtuvieron diferencias significativas, para todos los grupos estudiados, lo
gue indica que el posible efecto de los tratamientos con MMGs en las comunidades
de suelo no fue mayor que el efecto de dejar el suelo sin plantar. Los indices de
diversidad de Shannon basados en las abundancias relativas de los geles de TGGE
fueron analizados mediante analisis de varianza, sin embargo no se obtuvieron
diferencias significativas debidas al tratamiento o a la evolucion temporal tanto en

suelo como en rizosfera.

5.2.4. Andlisis de la funcién de la comunidad microbiana

Se generaron perfiles fisiol6gicos de las muestras obtenidas con el fin de
evaluar las posibles diferencias entre las funciones de las comunidades microbianas
derivadas de los diferentes tratamientos y muestreos. Una vez analizados, se
encontraron diferencias significativas entre los perfiles de muestreos diferentes para
todos los tratamientos (p<0,000), lo que indica que la funcion de las comunidades
experimentd una evolucion temporal. Los perfiles de las comunidades de suelo
fueron diferentes a los de su contrapartida rizosférica (P<0,002), lo cual no es
sorprendente teniendo en cuenta el bien documentado efecto rizosférico (ver
Introduccién). Ademas, se observOd que las plantas ejercieron un efecto en la
funcion microbiana mas alla de la rizosfera, ya que se observaron diferencias
significativas comparando las comunidades de suelo derivadas de microcosmos con
y sin plantas (p<0,000). No se detectaron diferencias significativas entre los perfiles
fisiologicos de las comunidades de suelo con tratamientos diferentes, lo que indica
que la funcion de las comunidades microbianas del suelo no se alteré debido a los
tratamientos. Sin embargo, en el caso de la funcién de las comunidades rizosféricas
si se encontraron diferencias significativas para ambos tratamientos MMG1
(p<0,035) y MMG2 (p<0,012) al compararlos con el tratamiento TS, aunque no se
observaron diferencias entre los tratamientos con MMGs. Estos resultados indican

gue ambos tratamientos con MMGs tuvieron un efecto sobre las poblaciones
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microbianas de la rizosfera que fue diferente del causado por el tratamiento con el
TS.

Los perfiles fisiologicos también fueron empleados para obtener una
medida de la diversidad funcional de las comunidades basados en el indice de
diversidad de Shannon, que fueron posteriormente comparados. Los resultados
indican que las comunidades de suelo de los microcosmos con plantas fueron mas
diversas que aquellas provenientes de los microcosmos sin plantar (no plantado
2,91+0,18; plantado 3,03+0,11, p<0,000) y las comunidades rizosféricas fueron
ligeramente mas diversas que su contrapartida de suelo (suelo 3,03+0,11; rizosfera
3,08+0,11, p<0,020). Estos resultados, junto con los anteriores, demuestran que la
presencia de plantas de Sauce alter6 la funcion microbiana mas alla de la rizosfera 'y

la hizo més diversa.

No se observaron diferencias entre la diversidad catabdlica de las
comunidades de suelo con tratamientos diferentes, pero en las comunidades
rizosféricas se observo un incremento significativo en la diversidad catabdlica de
los tratamientos MMG1 (3,16+0,05, p<0,001) y MMG2 (3,14+0,1, p<0,017) con
respecto al tratamiento con TS (3,08+011), aunque no se observaron diferencias

entre ambos tratamientos con MMGs.

5.2.5. Discusion

La introduccion de dos cepas bacterianas modificadas genéticamente (con
rasgos disefiados para la degradacion de PCBs) en la rizosfera de plantas de sauce
no tuvo efecto en las poblaciones bacterianas nativas de un suelo contaminado por
PCBs comparado con la introduccidn de la cepa salvaje. Esto fue evidenciado tanto
por los resultados obtenidos de la funcion microbiana como de la estructura

genética bacteriana de las muestras:
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a) No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
los perfiles fisiologicos de las muestras provenientes de los distintos tratamientos
(asi como entre los indices de diversidad derivados de ellos), a pesar de que dicho
acercamiento detectd cambios temporales, diferencias globales entre las
poblaciones de microcosmos plantados y sin plantar, y diferencias entre las
poblaciones de suelo y rizosfera.

Cuando se analizé la estructura genética de las comunidades bacterianas se
obtuvieron resultados similares; los perfiles genéticos de las comunidades de
muestras de suelo fueron homogéneos, como demuestra la baja dispersion que
muestran en los analisis de correspondencias la mayoria de los grupos estudiados.
Ademas, el hecho de que el método de agrupamiento empleado reuniese las
poblaciones de suelo en un mismo cluster, y la evidencia de que el efecto de los
tratamientos con MMGs no fuese significativamente mayor que el causado por la
ausencia de raices de sauce en los alrededores, sostienen la conclusion de que las
comunidades de suelo no fueron perceptiblemente afectadas por la diferencia en el

tratamiento recibido.

b) Por el contrario, la introduccion de estos MMGs influyo el
desarrollo de comunidades rizosféricas diferentes, ya que los perfiles fisiolégicos de
los tratamientos con MMGs difirieron de los de la cepa salvaje, y los perfiles
genéticos también fueron diferentes, lo cual puede observarse no solo en los
caracteristicos HACs sino también en la dispersién observada en los analisis de

correspondencias.

En los anélisis especificos de grupo se observa un cuadro similar, aunque
existen algunas diferencias debidas, por ejemplo, a efectos temporales o a la fuerza
del efecto rizosférico, lo cual puede facilmente explicarse aceptando que los
diferentes grupos bacterianos estudiados puedan tener respuestas diferenciadas a la

presencia de raices en el ambiente o puedan responder mas lentamente a los
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cambios en los factores ambientales aplicados en el experimento, como los

regimenes de riego, temperatura o iluminacion aplicados.

Sin embargo, otras diferencias encontradas entre los distintos grupos
estudiados merecen una mayor atencion; en el caso de las a-Proteobacteria parece
claro, observando los niveles de disimilitud del dendrograma (Figura 12, A), que
hubo mayores diferencias entre los tratamientos de rizosfera de lo que se puede
deducir en el analisis de correspondencia (Figura 12, B). Esto puede explicarse por
el hecho de que el analisis de correspondencia, que aspira a retener el maximo del
total de la varianza de las muestras en dos dimensiones (Legendre & Legendre,
1998), fue probablemente sesgado por la presencia de alguna banda poco comun en
el tratamiento control de rizosfera del tercer muestreo (primera dimension) y en el
tratamiento de suelo sin plantar en el primer muestreo (segunda dimension),
condicionando de esta manera la posicion de los perfiles respecto a estos factores,

pudiendo enmascarar otras posibles diferencias presentes.

Los perfiles de B-Proteobacteria derivados de suelo de los tratamientos con
MMG exhibieron una gran dispersion comparados con los patrones de Bacteria.
Varios estudios (Nogales et al., 1999; Nogales et al., 2001) describen una
abundancia de B-Proteobacteria superior a la esperada en suelos contaminados por
PCBs con diferentes origenes y postulan una posible implicacion de especies de -
Proteobacteria en la degradacion de PCBs in situ. Por tanto, es plausible que estas
bacterias se vean influenciadas por los MMG introducidos, ya sea debido a la

competicion por recursos o a la formacién de nuevos intermediarios degradables.

No encontramos una explicacion facil para la alta dispersion de los perfiles
genéticos de Acidobacteria en los muestreos 1y 2 (Figura 14, B). Cabe suponer que
se deba a un artefacto experimental ya que los perfiles de suelo son mucho mas

homogéneos en los muestreos 3 y 4. Ademas, en el primer muestreo los perfiles
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deberian ser mucho més homogeéneos, ya que apenas habrian tenido tiempo para
diferenciarse. Cabe también destacar que, aunque parezca haber un efecto debido a
los distintos tratamientos en la rizosfera durante los muestreos 3 y 4, las
disimilitudes globales entre estos fueron mas bien bajas (Figura 14, A).

Como se ha expuesto anteriormente, el efecto causado por la introduccion
de las cepas MG (comparados con la inoculacion de la cepa salvaje) en las
poblaciones bacterianas nativas estuvo limitado a la rizosfera y fue variable
dependiendo del grupo bacteriano estudiado. Dado que la aptitud colonizadora y el
metabolismo de ambas cepas MG (excepto el catabolismo de PCBs), son
indistinguibles de aquellos de la cepa salvaje (Villacieros et al., 2003; Villacieros et
al., 2005) y persistieron en el ambiente a niveles similares, deducimos que los
diferentes efectos provocados pueden ser el resultado de la actividad de los
transgenes introducidos; reduccion local de las concentraciones de PCBs y/o
formacidn de nuevos intermediarios, y su posible impacto en poblaciones sensibles,

ya sea por toxicidad o cambio en la disponibilidad de sustrato.

No se conocen otros trabajos que estudien el impacto a medio plazo de
MMG disefiados para rizorremediacion en las bacterias nativas con los que
comparar estos resultados. Sin embargo, en un estudio reciente basado en la
utilizacion de sistemas integrados de alfalfa-Commamonas sp. para remediar suelo
artificialmente contaminado con 4-cloronitrobenceno (Liu et al., 2006), la
estructura de la comunidad de Bacteria fue analizada durante un periodo de 15 dias.
En este caso, las diferencias que se observaron entre los distintos tratamientos
fueron consideradas como el resultado de la variabilidad natural del suelo y no
debidas a la introduccion de la cepa MG (si bien no aportan discusion alguna al
respecto). No obstante, existen evidencias de una gran variedad de experimentos de
introduccion de MMGs orientados al biocontrol de patdgenos en plantas (Amarger,
2002; Viebahn et al., 2003; Johansen & Olsson, 2005) que sugieren que la

introduccion de MMG en el suelo causa esencialmente los mismos efectos en las
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poblaciones bacterianas nativas que la inoculacion con las cepas salvajes; pueden
inducir, en las poblaciones rizosféricas, cambios transitorios en su estructura y
funcion, pero mucho menos importantes que las diferencias inducidas por el
crecimiento de la planta, especie vegetal empleada u otros medios de variabilidad
natural

Segun los resultados de un estudio de liberacion en campo de F113rif
(Karlson, comunicacion personal), ésta cepa podia aun detectarse y recuperarse 4
afios después en la rizosfera de sauces a pesar de haber descendido al 9,2% de su
presencia original. Un comportamiento similar es esperado de la cepa F113::1180L.
Esta cepa no posee genes de resistencia a antibiéticos del vector y por tanto es
apropiada para aplicaciones in situ. El elemento bph en F113::1180L es estable y su
transferencia horizontal a un recipiente homélogo deberia ocurrir a frecuencias no
detectables en la rizosfera (Ramos et al., 1994). Los transgenes introducidos
provienen de un microorganismo de suelo por lo que no se afladen genes nuevos a
la comunidad microbiana. Ademas, los productos de dichos trangenes no estan
relacionados con ningln factor toxico o patogénico. Por tanto, el riesgo potencial
para el medio ambiente o para los seres humanos del uso de este sistema Salix sp.-
P. fluorescens F113::1180L para la rizorremediacion de suelos contaminados por
PCBs parece muy bajo. Sin embargo, seria de gran valor un estudio de campo
completo para analizar la idoneidad a largo plazo de esta cepa asi como su utilidad

real en la descontaminacion de suelos contaminados por PCBs.
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Conclusiones

1) Los diferentes analisis llevados a cabo en este estudio sostienen que la
comunidad bacteriana de la rizosfera, que evolucion6 de la poblacion nativa de
un suelo con un historial de contaminacién por bifenilos policlorados, durante
el desarrollo de las raices de Salix vimminalis, fue diferente de la comunidad
parental tanto a niveles funcionales como estructurales. La rizosfera estuvo
enriquecida en especies de Proteobacteria, y en genes de ISPa altamente
relacionados con el grupo de las bacterias Gram negativas. La rizosfera
selecciond y sustentd ciertas bacterias poseedoras de genes ISPa. (posibles
degradadoras de PCBs), posiblemente por su competencia en la colonizacion
de la rizosfera, hecho que podria ser empleado en futuras estrategias
rizorremediadoras. Ademas, el descubrimiento de un clister nuevo de
secuencias ISPa que contiene un alto grado de variacion de secuencia, abre el
camino para la deteccion de enzimas novedosos y de gran utilidad, al haber
sido seleccionados bajo las condiciones ambientales existentes en el suelo

contaminado estudiado.

2) El impacto causado por la introduccion de dos sistemas integrados
sauce-microorganismo  modificado  genéticamente  (disefiados  para
rizorremediacién) en la estructura y funcion de las poblaciones bacterianas
nativas de un suelo con un historial de contaminacion por bifenilos
policlorados, resultdé imperceptible en comparacion con la utilizacién de la
cepa salvaje. Por el contrario, dicho impacto fue perceptible en las poblaciones
rizosféricas desarrolladas, siendo, ademas, variable en funcion del grupo

bacteriano estudiado.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

ADN; Acido desoxiribonucleico.
ARDRA; Amplified ribosomal DNA restriction analysis.
ARNM; Acido ribonucleico mensajero.
ARNTr; Acido ribonucleico ribosémico.
CA; Correspondence analysis .
DGGE; Denaturing gradient gel electrophoresis.
DMSO; Dimetilsulfoxido.
DO; Densidad optica.
EPA; Environmental Protection Agency (E.E.U.U.).
HAC; Hierarchical agglomerative clustering.
HOPDA; 2-hidroxipenta-2,4-dienoato.
ISPa.; Iron sulphur protein subunidad alfa.
MG; Modificado genéticamente.
MMG; Microorganismo modificado geneticamente.
ORF; Open reading frames.
OTU; Operational taxonomic unit.
pb; pares de bases.
PCBs; Bifenilos policlorados.
PCR; Polymerase chain reaction.
RFLP; Restriction fragment length polymorphism.
SSCP; Single strand conformation polymorphism.
TAE; tampon Tris-Acético-EDTA.

TEMED; N,N,N,N'-tetrametilnediamina.
TGGE; Temperature gradient gel electrophoresis.
TS; Tipo salvaje.
UPGMA; Unweighted pair-group method with arithmetic mean.
UE; Unidn Europea.
UFC; Unidad Formadora de Colonia.
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