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I wish I was a neutron bomb, for once I could go off

I wish | was a sacrifice but somehow still lived on

| wish [ was a sentimental ornament you hung on

The Christmas tree, | wish | was the star that went on top
I wish I was the evidence, | wish | was the grounds

For 50 million hands upraised and open toward the sky

| wish [ was a sailor with someone who waited for me
| wish [ was as fortunate, as fortunate as me
I wish I was a messenger and all the news was good

I wish I was the full moon shining off a Camaro's hood

I wish | was an alien at home behind the sun
I wish | was the souvenir you kept your house key on
| wish | was the pedal brake that you depended on

I wish | was the verb 'to trust' and never let you down
I wish I was a radio song, the one that you turned up
I wish...

| wish...

Pearl Jam
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ABREVIATURAS

ADN  Acido desoxirribonucleico

ADNc ADN complementario

ADNr  ADN ribosémico

Ant Antraceno

APS Persulfato aménico

ARN  Acido ribonucleico

ARNP ARN polimerasa

COPs Compuestos organicos persistentes

CTAB Bromuro de hexadeciltrimetilamonio

DEPC Dietilpirocarbonato

DGGE Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (del inglés, “Denaturing
gradient gel electroforesis”)

dNTPs Desoxinucleétidos trifosfato

D.O. Densidad Optica

EDTA Tetra-acetato de etilendiamina

EPA Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (del inglés, “United States
Environmental Protection Agency”)

E-PRTR Registro Europeo de Emisiones y Transferencias de Contaminantes (del inglés,

“The European Pollutant Release and Transfer Register”)
H,O-DEPC Agua tratada con DEPC

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucién (del inglés, “High-Performance Liquid
Chromatography”)

HTH Motivo hélice-giro-hélice (del inglés, “Helix-Turn-Helix”)

IARC Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (del inglés, “International
Agency for Research on Cancer”)

IHF Factor de integracion del hospedador (del inglés, “Integration Host Factor”)
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1. PROBLEMATICA AMBIENTAL

Lavidaen laT ierra depende d el funciona miento adecuado de los ciclos
biogeoquimicos de los elementos (carbono, nit régeno, azufre, etc.), p ero el aumento
de actividad es antropog énicas ha generado y liberado al medio ambiente una gr an
cantidad de compuestos quimicos que han desajustado el equilibrio d e estos cicl os,
provocando cambios importantes e n la Bio sfera. Aunque los cambios mas estudiados
y publicitados en la actualidad son los climaticos producidos por la liberacion de CO,,
no podemos olvidar lo s efectos d afiinos que la liberacién de otros compuestos
quimicos toéxicos ejerce sobre la Flora, la Fauna y la Bio  diversidad en general. La
contaminacion surge cuando se in corpora al medio ambiente un compuesto que al
exceder los niveles tolerables causa dire cta o indire ctamente una ine stabilidad,
desorden o dafo en u n ecosistema, en el me dio fisico o en los seres vivos. Como
contaminante se entiende toda sustancia organica o inorganica, natural o sintética que
se incorpora al medio causando pérdida de las condiciones normales del medio.

Existen contaminantes ambientales considerados como tale s debido a su alta
toxicidad a unque sea npoco p ersistentesene |a mbiente (por ejemplo los
organofosforados) y otros que tiene n una toxicidad menos elevada pero que son mu y
persistentes, es de cir tienen una vida media en el medio ambiente muy larga ya que
son poco biodegradables. Un ejemplo de contaminantes poco biodegradables son los
denominados compuest os organico s persistentes (COPs) entre los q ue se incluyen
dioxinas, furanos, bifenilos policlorados (PCBs) e hidrocarburos aromaticos policiclicos
(PAHSs, del inglés “Polycyclic aromatic  hydrocarbons”). T odos estos compuestos se
caracterizan por ser mu y estables quimicamen te permane ciendo en los ecosiste mas
durante afos.

Las dioxinas y furanos se producen de forma secundaria en el proceso de
fabricacion de algunos pesticidas, conservantes, desinfe ctantes y tambiénenl| a
combustion a bajas temperaturas d e gasolina con plomo, plastico, papel o madera.
Existen varios cient os de estos co mpuestos que en su mayoria son ligeramente o
nada toxicos. Sin emb argo una docena de ellos se encu entran entre las sustan cias
mas toxicas que se conocen (WHO, IARC; 1997).

Los PCBs constituyen un grupo de unos 200 compuestos quimicos sintetizados
por el hombre. Debido a su gran estabilidad térmica, asi como po r su elevada
constante dieléctrica, los PCBs se usaron masivamente hasta mediados de la década
de 1970 como aisla ntes para equipos eléctricos. Estos compuestose stan

considerados segun el Programa d e las Nacio nes Unidas para el Medio Ambient e
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como uno de los doce contaminantes mas nocivos fabricados por el ser humano
(UNEP, 1997). Actualmente su uso esta prohibido en casi todo el mundo.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) son generados en actividades
dependientes de la industria petroquimica, de la utilizacion masiva de combustibles de
calefaccion y automé viles y del aumento en el niumero de incendios fore stales
provocados por el homb re. Su toxici dad depende de su estructura quimica y algunos
de ellos e stan incluidos en las listas de diversas Agencia s Medioambientales como
contaminantes de el iminacion prio ritaria (Keit hy Telliar d, 1979). En general, la
contaminacion por PAHSs se caract eriza por pr esentarse en zonas mu y extensas con
unos niveles de contaminacion intermedios, en donde se encuent ran mezclas

complejas de los mismos.

2. REMEDIACION DE ZONAS CONTAMINADAS

Debido al aumentod e la conce ntracion de contaminantes en distintos
ecosistemas y a la concienciacion ciudadana, en los ultimos afios se ha procedido a la
descontaminacion de diferentes & reas, y para ello se han desarrollado diferentes
técnicas de remediacié n. Centrandonos en  la remediacién de sue los, entre las
técnicas fisicoquimicas mas e mpleadas se encuentran la extraccion por vacio el
lavado del suelo con agua, la incineracion y la recuperacion electrocinética, entre otras
(Clark, 1995). Con alg unas de estas técnica s se han conseguido resultados muy
positivos, sin embargo su elevado coste con stituye un problema a tener en cuent a en
su empleo, sobretodo cuando el area a tratar es grande y presenta niveles intermedios
de contaminacion (Cu nningham y Ow, 1996). De aqui la nece sidad de buscar
alternativas econdmicamente viables. Surge a si la b iorremediacién, que consiste en
hacer uso de los microorganismos, plantas o las enzimas derivadas de estos p ara
retornar un medio ambiente alterado a su condicién natural.

Entre los tr atamientos de biorremediacion se incluyen: la bioestimulacién, el
bioaumento, el trata  miento en tierra o “landfarming”, el co mpostaje y la
fitorremediacién. La bioestimulacion consiste en la e stimulacién del crecimiento de las
poblaciones microbianas indigenas de un suelo mediante la adicion d e nutrientes, la
regulacion de las condiciones redox, el cambio de pH, etc. Este tratamiento es técnica
y econdmicamente costoso y a veces ine ficaz (Collera n, 1997). El bioaumento,
consistente en la inoculacion en el suelo de microorganismos capaces de degradar el
contaminante a tratar. A pesar de la gran cantidad de publicaciones que documentan
el aislamien to de micro organismos capaces d e degradar una ampli a variedad de

contaminantes (Cerniglia, 1993; Urbance et al., 2003; Parales y Haddock, 2004) , la
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mayoria de los int entos de reintrod ucirlos en los sue los a remediar h an sido fallidos
(Goldstein at al., 1985). Probablemente este resultado se de ba al desconocimiento del
comportamiento de estos organismos en el medio ambiente. Varios autores (Goldstein
et al., 1985; van Veen et al., 1997; Head, 1998) han puesto de manifiesto que factores
como el tip o de suelo y su estruct ura, la temperatura, la escase z d e nutrientes, asi
como la falta de  competitividad de los micr oorganismos introdu cidos frente a la
microflora a utéctona inf luyen en el resultado  final del tra tamiento. La técnicad e
“landfarming” se basa e n aumentar la oxidacié n biolégica de los contaminantes del
suelo por medio de la microbiota natural m ediante la adicion de fertilizantes, ara doy
riego. El principal riesgo de este tr atamiento es que se pu ede causar la movilizacion
superficial o subterranea del contaminante. El comp ostaje es una técnica
econdmicamente viable y exitosa en la mayoria de losca  sos; consiste en la
estimulacion de la actividad biodegradadora de las poblaciones microbianas presentes
en un suelo contaminado, mediante la adicion d e compost disefiado “a medida” segun
las caracte risticas y requerimientos de cad a suelo a tratar y enriquecido en
poblaciones microbianas degradadoras de los contaminantes presentes en dicho suelo.
Pero en esta técnica, al ser también una “caja negra” desde el punto de vista bioldgico,
hay muchos parametros que no son controlados y e n ocasione s el proceso no
funciona bien desconociéndose los motivos de esta falta de eficiencia. Por ultimo, la
fitorremediacion ha sid o definida como el uso de plantas y sus microorganismos
asociados para extraer, secuestrar, detoxificar o degradar contaminantes. Una de las
técnicas e nglobadas dentro de la fitorre mediacién, la fitorrizorremediacién (6
rizorremediacion) es el ambito de trabajo de esta Tesis Doctoral y por tanto, la

fitorremediacion y rizorremediacién se trataran mas en detalle en el siguiente apartado.

2.1. Fitorremediacion

La fitorremediacién agru pa una serie de procesos que realizan las plan tas por
si mismas o en combinacién con microorganismos para recuperar las areas

contaminadas y que se enumeran a continuacion:

¢ Fitoestabilizacion: impli caeluso delas pl antas para inmovilizar los
contaminantes presentes en e | suelo. La est abilizacion se puede dar t anto
por absorcidn, acumulacion o pr ecipitacion en las raices, y/op orla
adsorcion en las superficies de estas.

e Fitovolatilizacion: es la captacion y transpiracion de un contaminante por

parte de la planta con su posterior liberacion a la atmésfera.
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e Fitoacumulacion o fitoextraccion: consistente en el uso de las plantas para
eliminar un contaminante a través de su acumulacién en lost ejidos
cosechables. Esta técnica es una de las mas utilizadas en la eliminacién de
metales pesados, ya que éstos no son degradables.

e Fitorremediacion: consiste en la transformacion del conta minante mediante
el metabolismo de la pl anta. El principal proble ma de esta técnica es que la
mayoria de los contaminantes en general, se activan me diante citocromo
P4s0 monoo xigenasas y posteriormente se con jugan con g rupos glutation,
glucosilicos o malonilo, pero no se mineralizan.

¢ Rizorremediacion: implica la eliminacién del contaminante como resultado

de la actividad microbiana asociada a la rizosfera de la planta.

La fitorremediacién es una solucion innovadora y prometedora, sobre todo en el
caso de que el area a remediar sea extensa y te nga un nivel de contaminacion medio
0 bajo. Al ser una técnica in situ presenta las ventajas de ser respetuosa con el medio
ambiente y de no destruir la estructura del suelo (Kuiper et al., 2004a). Para las
empresas contaminantes presenta las ventajas de poder utilizar una serie de técnicas
agrondmicas ya optimizadas que a baratarian el coste de este tratamiento y de que es
visualmente atractiva lo que favoreceria la imagen publica de la empresa.

Sin embargo, esta estrategia no esta exenta de problemas. El primero es que la
toxicidad de los contaminantes afecta obviame nte al crecimiento y de sarrollo de las
plantas (van Dillewijn, 2008). Otros inconvenientes, son la posible transformacién del
contaminante en un intermediario mas toxico (Trenck y Sandermann, 1980; Hughes et
al., 1997) o la movilizacion de los téxicos a la s partes aé reas de las plantas de sde
donde pueden entrar a formar parte de la cadena tréfica mas faciimente.

A priori, la utilizacion de un sélo organismo en el proce so de biorremediacion
parece la estrategia 6ptima a seguir por su relativa sencillez. Sin embargo, como se ha
sefialado a nteriormente, la ut ilizacibn de  microorganismos se  encuentra con
problemas como son la lentitud de los procesos o los gastos econdmicos vy dificultades
técnicas que conllevan el bioaumento o la bioestimulacion. Si el organismo a utilizar es
una planta, el pro ceso es mas sencillo de m onitorizar y controlar, sin embargo las
capacidades degradativas de las plantas son mucho mas limitadas que las que poseen
los microorganismos. Para intentar mejorar estas capa cidades vegetales, se han
construido plantas transgénicas me diante introduccion de g enes eucariotas, como los
que codifican citocro mo P 450 monooxigenasas (Doty et al., 200 0), glutatié n S-
transferasas (Karavangeli et al., 2005) y metalotioneinas (Misray Gedamu, 1989), y

también de genes ba cterianos como los co dificantes d e pentaeritr itol tetranitr ato
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reductasa (French et al.,, 1999), reducta sas de mercurio i6n icoolia sas
organomercuriales (Doty, 2008; van Aken, 2008). Estas plantas rep  resentan una
buena alternativa en la fitorremediacion. Sin embargo hoy e n dia la liberacién al medio
ambiente de organismos genética mente modificados tien e restriccio nes lega les en
muchos paises.

Por todo esto, la utilizacion de una combinacion planta-microorganismo es una
de las estr ategias ma s prometedoras para la eliminacién de con taminantes: los
microorganismos aportan la versatilidad catabdlica de la que carecen las plantas, y las
plantas proporcionan los nutrientes y en algunos casos indu ctores para la actividad de

los microorganismos.

2.2. Rizorremediacién

En la estrat egia de rizo rremediacién los do s organismos implicados o btienen
una serie d e ventajas. Las ba cterias pueden usar lo s e xudados radiculares como
fuente de alimento, mientras que las plantas pueden aprovecharse de las capacidades
degradativas de los microorganismos par ateneru nambiente cercano  sin
contaminantes. Uno de los articulos clasicos en el campo de la rizorremediacion
natural es el publicado por Radwan y colaboradores (1995). Estos autores observaron
que las rai ces de las plantas que e staban creciendo en zo nas del de sierto de Kuwait
contaminadas por petroleo durante la Guerra del Golfo e staban limpias de manc has
negras, mientras que la zona de | tallo cercana a la arena estaba llena de resto s de
petréleo. Estos autore s demostraron que esto se debi  a a la eliminacién de los
compuestos del petrdéleo por los microorganismos que crecian en la cercania de la raiz.
Desde entonces se h  an publicad o gran cantidad de tr  abajos enf ocados en la
rizorremediacion (algunos de e llos se indican en la Tabla 01), aunque la mayoria de
ellos se ha n realizado en condiciones de laboratorio y mu y pocos describen la
eliminacioén del conta minante en un “escen ario real”. Los primeros estudio s se
enfocaron en la degradacién de  herbicidas y pesticidas (Hoagland et al., 1994,
Jacobsen, 1997; Zablotowicz et al., 1994) y en ellos se sugiere que las plantas e stan
protegidas frente a estos compuestos debido a las bacter ias degradativas. En otros
trabajos se describe la eliminacién de otros co mpuestos toxicos como tricloroetileno
(Walton y Anderson, 1990), PAHs (Radwan et al., 1995) y PCBs (Brazil et al., 1995).

Tabla 01. Articulos sobre eliminacién de contaminantes en la rizosfera

Planta Contaminante Microorganismo Referencia

Reddy y
Sethunathan, 1983

Arroz (cv. Supriya) Paration No identificado
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Planta

Contaminante

Microorganismo

Referencia

Mezcla de gramineas,

Walton y Anderson,

leguminosas, hierbas y TCE No identificado 1990
pino
Gramineas de praderas PAHs No identificado Aprill y Sims, 1990
Gramineas de praderas PAHs No identificado Qiu et al., 1994
Pireno
Gramineas y alfalfa Antraceno No identificado Schwab et al., 1995
Fenantreno
el alp el (2 PCBs P. fluorescens Brazil et al., 1995
Rex)
Compuestas y Senecus Petréleo Arthrc.)b.a.cter/ Radwan et al., 1995
glaucus Penicillium
el (R 24D Burkholderia cepacia  Jacobsen, 1997
vulgare)
Alfalfa y poa alpina Hexsgacsano No identificado Nichols et al., 1997
Trlgq (Triticum 2,4-D Pseudomonas putida  Kingsley et al., 1994
aestivum)
Alam'o (Populus 1,4-dioxano Actinomycetes Schnoor et al., 1998
deltoides nigra)
Trigo TCE P. fluorescens Yee et al., 1998
Avena, altramuz, colza, Liste v Alexander
eneldo, pimiento, Pireno No identificado y ’
. . 2000
rabano, pino
Extracto de raices de {4 dioxano Actinomycete Kelley et al., 2001

alamo
Maiz (Zea mays)

Astragalo (Astragalus
sinicus)

Helecho (Azolla
pinnata)

3-metilbenzoato

Cd"

Gasoleo

amycolata sp. CB1190

Pseudomonas putida

Mesorhizobium huakuii

No identificado

Ronchel et al., 2001

Sriprang et al., 2002

Cohen et al., 2002

#TCE: tricloroetileno, PAHSs: hidrocarburos aromaticos policiclicos, PCBs: bifenilos poli clorados
y 2,4-D: acido 2,4-diclorofenoxiacético. Obtenido de Kuiper et al., 2004a.

2.3. Seleccién del mejor par planta-bacteria para biorremediaciéon

La composicion de la comunidad bacteriana rizosférica esta determinada por
factores como la composicion de los exudados, la especie y edad de la planta (Shann
y Boyle, 1994), el tip o de raiz, asi como el tipo de suelo y su historia (Anderson et al.,
1993). Para que una estrategia de  rizorremediacion sea e xitosa hay que tener en
cuenta todos estos fact ores, asi co mo otros propios de la bacteria remediadora. Es
muy importante que la b acteria sea capaz de establecerse e n la rizosfera junto con la
microbiota autéctona y que colonice eficientemente las raices. Kuiper y colaboradores

(2001) dise fiaron un procedimiento novedoso para seleccionar la mejor combinacién
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planta-bacteria para llevar a cabo la rizorremediacion de  un suelo co ntaminado con
naftaleno. En primer lugar, se llevé a cabo el aislamiento de rizobacterias de una zona
contaminada con PAHs siguiendo una estrategia de doble enriquecimiento en e | que
se seleccio naron bacterias con capacidades degradativas y de uti lizacion de los
exudados radiculares. En segundo lugar, se leccioné como planta modelo la e specie
Lolium multiflorum (cultivar Balmultra) ya que su sistema radicular es muy ramificado y
puede albe rgar grandes poblacio nes de bacterias . Fin almente, en ensayos de
rizorremediacion se comprobd que una de las cepas, Pseudomonas putida PCL1444,
era capaz de degradar naftaleno asociada alarizosf eradela planta modelo

protegiéndola del efecto toxico de este compuesto. (Kuiper et al., 2001).

Figura 01. Colonizacidon de la raiz de Lolium multiflorum por Pseudomonas putida
PCL1444. Las células d e la ba cteria aparecen m arcadas con | a protein a fluore scente roja.
Obtenido de Kuiper et al., 2004a.

Siguiendo esta estrategia de doble enriquecimiento, donde se selecciona tanto
la capacidad degradativa como la capacidad de interaccionar con las plantas, Boltner y
colaboradores (2008) aislaron cepa s de Sphingomonas qu e degradaban lindano, un
pesticida usado frecuen temente, y que eran ca paces de establecerse e n la rizosf era.
En ensayos en inverna dero se comprobé que estas cepa s eliminaban hasta un 30%
del lindano presente en el suelo en un periodo de tres meses.

En estas e strategias d e seleccion de bacterias utile s p ara la remediacién, se
pueden buscar también bacterias que posean otras propiedades interesantes. Uno de
los proble mas mas comunes en la biorremediacion de suelos es la baja
biodisponibilidad del contaminante. Muchos de los contaminantes organicos, como por
ejemplo los PAHs, son compuestos muy hidrofébicos d e forma que son poco solubles
en agua y tienden a acomplejarse  con las particulas del suelo lo que hace que la
biodisponibilidad sea muy baja y que disminuya la eficien cia de la biodegradacio n.
Algunas ba cterias poseen diferen tes mecanismos, como son la secrecion de
biosurfactantes, la pro duccion de polimeros extracelulares o la formacién de
biopeliculas sobre los cristales de los PAHSs, gracias a los cuale s son capaces de
contrarrestar esta baja disponibilidad (Kuiper et al., 2004b; Wick et al., 2001 y 2002).
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Los bio surfactantes son moléculas anfifi licas, que for man micelas cuando su
concentracién supera la concentra cién micelar critica, qu e es caracter istica de cada
compuesto. Los contaminantes hidrofoébicos pueden ser solubilizados en el interior de
estas micelas incrementando su transferencia de fase sélida a fase liquida haciéndolos
mas accesibles para las bacterias. Un grupo importante de biosurfa ctantes son los
glicolipidos, y en particular los ramnolipidos. Se ha demostrado que estos compuestos
son capaces de mejorar las tasas de biodegradacion de contaminantes (Zhang y Miller,
1994; Providenti et al., 1995; Shreve et al., 1995; Garcia-Junco et al., 2001 y 2003;
Mulligan, 20 05; Cui et al., 2008). Por eso, otra estrategia de sele ccién de ba cterias
para rizorre mediacion que fue seguida por Kuipery co laboradores (2004a) fu e el
aislamiento de cepas r izosféricas q ue produjer an biosurfa ctantes. Asi, aislaron una
cepa de Pseudomonas putida de la rizosfera de plantas creciendo e n un ambie nte
contaminado con PAHs que produce dos lipopé ptidos, denominados putisolvinas, que
aumentan la formacion de emulsiones de tol  ueno. Ademas, la quimiotaxis es otro
factor que puede mejorar la disponibilidad de los PAHs, de forma que la capacidad de
las bacteria s para moverse en funcion de gradientes qui  micos en el suelo puede
aumentar las tasas de transferencia de masa mejorando el proceso de biodegradacion
(Ortega-Calvo et al., 2003).

Otra posible estrat egia en biorremediacién, es la utilizacién de
microorganismos modificados genéticamente. Existen numerosos estudios en los que
la introduccién de genes catabdlicos, la co nstruccion de “rutas hibridas” y las
modificaciones en determinados promotores  para incrementar la expresion de los
genes de in terés se ha utilizado e n el context o de la bior remediacion (Ramos et al.,
1994). Pero estas modificacione s genéticas encaminadas a la incorpo racién de u na
nueva actividad no son las unicas interesantes, sino que t ambién se han constru ido
microorganismos con capacidad re mediadora que en ausencia del contaminante no
eran capaces de sobrevivir en el me dio ambiente (Molina et al., 1998). De esta forma,
una vez que el microorganismo ha ejercido su funcién rizorremediadora no sobreviviria
en el suelo. No obstante, la construccid n de bacterias que co mbinen varias
caracteristicas, como la degradacié n de conta minantes junto conla produccién de
biosurfactantes o con una buena capacidad colonizadora o promotora del cre cimiento
vegetal, estd aun pendiente. Ademas, la utiliza cién de microorganismos modificados
genéticamente present a las mismas restricciones, o mas, que las de las plan tas
transgénicas.

Una observacion interesante en el campo de la biorremediacion proviene de los
experimentos de Barac y colaboradores (2004 ) enlos qu e se mejord la capacidad

biorremediadora de la cepa Burkholderia cepacia L.S.2.4., un colonizador habitual de

10
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altramuz, mediante la transferencia por conjugacion del plasmido pTOM (que contiene
la ruta de degradacién de tolueno). Aunque esta cepa recombinante no era capaz de
mantenerse en la rizosfera, el operén tom (t olueno mon ooxigenasa) se transfirid
horizontalmente a distin tos miembros de la co munidad enddfita de la planta (Taghavi
et al., 2005) que eran ahora capaces de eliminar el contaminante y d e persistir en el
ambiente de la planta.

Existen también estudio s dedicado s a determinar cuales son las e species de
plantas mas adecuada s paralar izorremediacién y que han demostrado que las
gramineas y leguminosas son muy a decuadas para este proceso (Kuiper et al., 2001;
Qiu et al.,, 1994; Shann y Boyle, 1994). Esto  probablemente se de be a que e stas
plantas poseen un sist ema radicular muy rami ficado en el que puede n albergar g ran

cantidad de bacterias.

3. LA RIZOSFERA

El término rizosfera fue definido por primera vez en 1904 por el fisiélogo vegetal
Lorenz Hiltn er (Hiltner, 1904) como la zona inmediatamente adyacente a las rai ces
que soporta altos niveles de actividad microbiana. Actualmente, el t érmino se ha
redefinido como el volumen de suelo que se encuentra bajo la influencia fi sicay
bioldgica d e la raiz, y que incluye los tejidos radiculares colonizados por los
microorganismos. La extension fi sicade la rizosfera es difi cil d e definirp ero
generalmente se consid era que abarca unos po cos milimetros desde la superficie de
la raiz (Hawkes et al., 2007; Darrah y Rose, 2007) y se puede dividir en endorrizosfera
(endodermis y zona cortical de la raiz), rizoplano (superficie radicular incluyendo las
particulas d e suelo fue rtemente adheridas) y ectorrizo sfera (suelo inmediatame nte
adyacente a la raiz) (Morgan et al., 2005).

Ectorrizosfera
Rizoplano Endorrizosfera (~5mm)
—_—

Zona de
maduracion

Pelo radical

Zona de

elongacion Lk e

Apice radical

Zona

PP : y.4]
meristémica \*w |
Y

4 '/&
\\ ';!\ Cofia radical

-
Figura 02. Esquema simplificado de una raiz principal. Se muestran las regiones apicales,
asi como las subdivisiones de la rizosfera. Adaptado de Purves et al., 1994.
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La rizosfera estd sometida a grandes fluctuaciones, algunas de ellas diarias, en
el contenido de agua, oxigeno y nutrientes. El contenido de agua del suelo incrementa
alolargo delanoch ey sufre disminucione s bruscas durante el dia debido ala
transpiracion de la planta (Ishikawa y Bledsoe, 2000). La tasa de consumo de oxigeno
es muy ele vada como resultado d e la respira cion radicular y microbiana (Hgjberg y
Sorensen, 1993). A su vez, la difusion en el suelo es directamente pro porcional a la
porosidad del mismo e inversamente proporcional a su contenido en agua, pudiéndose
generar condiciones d e baja con centracién o incluso a naerobiosis (Hgjberg et al.,
1999; Hawkes et al., 2007). Por ultimo el p H de la rizosfera es muy variable pudiendo
presentar cambios de hasta dos unidades con respect o al suelo no rizosfé rico
(Schaller, 1987). Estas variaciones de pH se deben princip almente a la secrecién de
acidos organicos, extrusion de H* y/o OH", respiracion y p rocesos de oxido-reduccion
llevados a cabo por las raices y los microorganismos asociados (Hinsinger et al., 2003).

La rizosfera es una re gion con alto contenido en nutrient es. Se est ima que
entre el 30-60% del carbono fijado en la fotosintesis puede ser transportado a la raiz, y
que entre e 1 40-90% d e éste se pierde en for ma de exu dados radiculares o po rla
respiracion radicular (L ynch y Whipps, 1990; Uren, 2007). Los exudados radicu lares
son ricos e n nutrientes como azucares, aminoacidos, a cidos organico s y vitamin as.
También contienen otro s productos como etile no, CO ,, iones bicarbo nato, enzimas,

mucilagos, sideroforos y metabolitos secundarios (Uren, 2007).

3.1. Exudados radiculares y efecto rizosférico

La exudacion radicular no se distribuye homogéneamente a lo largo de la raiz,
sino que es maxima en la espermosfera (region que rodea a la semilla) y en las zonas
mas jovenes de la rai zcomo so n el apice Yy las zonas de emergenciaderai ces
primarias y secundarias (Dandurand et al., 1997; Prikryl y Vancura, 1980; Gransee y
Wittenmayer, 2000; Walker et al., 2003; Neumanny Ro&mheld, 2007; Uren, 2007).
Ademas los pelos radicales, que p ueden constituir hasta el 77% de la superficie total
de la raiz (Parker et al., 2000), presentan también una exudacién considerable.

Se ha descrito que en la rizosfera hay mas mi croorganismos y adema s éstos
son mas activos metabd licamente que en suelos no vegetados (Campb ell y Greaves,
1990; Ramos et al., 20003, b; Ke nty Triplett, 2002), éste es el denominado “efe cto
rizosférico”. Al ser la rizosfera un a mbiente rico en nutrient es debido a la exudacién
radicular, estos compuestos pued en ser ut ilizados por los microorg anismos co mo
fuentes de carbono, nitrégeno, azufre o fé sforoy asi alcan zar a ltas den sidades

celulares en la cercania de las raices (Rovira, 1965; Merckx et al., 1986; Smalla et al.,
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2001; Walker et al., 2 003a; Morgan et al., 2005). Se puede llegar a densida des
poblacionales de 1 0" bacterias p or gramo de suelo (Foster, 1988; Cavaglieri et al.,
2009), esto es,de 2a 3 6rdenes de magnitud mayor @ ue en suelo no rizosf érico
(Vancura, 1980; Molina et al., 2000). Ademas las raices proporcionan una su perficie
sobre la cual los microorganismos pueden proliferar, constituyen un excelente sistema
de transporte, y facilitan el intercambio de oxigeno.

En la actualidad existen discrepancias en cuanto al grado d e participacion que
tienen el sueloylap lanta en la conformacion delae  structura de la comunidad
microbiana en la rizosf era. Algunos estudios indican que la planta ejerce la prin cipal
fuerza se lectiva modificando la estructura y d iversidad microbiana en funcion de la
especie y el genotipo ( Grayston y Campbell, 1996; Smalla et al., 2001; Kowalchuk et
al., 2002; A ndreote et al., 2009; Micallef et al., 2009), del estado nutricional (Yangy
Crowley, 2 000) y del de desarr ollo (Cavaglieri, 2009; Houlden, 2008),de las
caracteristicas de la raiz (Yang y Crowley, 2000; van Diepe ningen et al., 2005) y de la
infeccidn por bacterias patdgenas (Yang et al., 2001; Filion et al., 2004). Incluso se han
descrito casos en lo s que las plantas son capaces de selecciona r determinados
genotipos bacterianos que le son beneficiosos en un ambiente determinado (Siciliano
et al., 2001). Otros autores resaltan la influencia de la poblacion bacter iana existente
en el suelo en cuanto a la conformacién de la comunidad microbiana asociada a la raiz
(Buyer et al., 2002; de Ridder-Duine, 2005; Fie rer y Jackson, 2006). | ntegrando toda
esta informacién, otros autores se Aalan que la estructura de la comunidad rizosf érica
seria el resultado de las complejas intera cciones que e xisten entre la p lanta, las
propiedades fisicas del suelo, y la comunidad microbiana presente (Marschner et al.,
2001; Chen et al., 2006).

En el contexto de la rizorremediacion la s plantas pu eden mejorar las
propiedades fisica sy quimicas del sue loy facilit arelcont actoentre los
microorganismos asociados a laraiz y el contaminante (Aprill y Sims, 1990; Kingsley
et al., 1994; Nichols et al., 1997; Schwab et al., 1995). También se han descrito casos
en los que los exudados de las pla ntas son ca paces de solubilizar el contaminante
haciéndolo mas accesible a la degradacién b  acteriana o de activarlasrutasd e
degradacion del contaminante de los micro organismos (Miya y Firestone, 2 001;
Kamath et al., 2004).

3.2. Beneficios de la asociacién planta-bacteria para la planta

El efecto rizosférico se refiere a los beneficio s que aun microorganismo le

reporta su proximidad a la rizosfera, pero tambi én es cierto que los mi croorganismos
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ejercen cie rtos efecto s beneficio sos sobre la planta. La capacid ad de algu nos
microorganismos rizosf éricos para promo ver el crecimie nto de las plantas es  bien
conocida. E stas bacterias se denominan rizobacterias pro  motoras del crecimiento
vegetal (PGPR), vy los mecanismos por los cuales ejercen su accion puedense r
directos o indirectos. Entre los mecanismos directos se encuentran la biofertilizacion y
la produccion de compuestos fito  estimuladores; y entre los indirectos la actividad
biocontrol, y la biorremediacion.

La biofertilizacion consiste en el aporte de nutrientes a la planta por parte de las
bacterias. Asi, las bacterias pertenecientes a los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium
forman nodulos en las raices de  leguminosas en los q ue conviert en el n itrégeno
atmosférico en amoni 0 que puede ser utilizado por la planta. Otros géneros
bacterianos capaces de fijar nitrégeno atmosférico son Azospirillum (Holguin y Basahn,
1996), Pseudomonas (Desnoues et al., 2003) y Burkholderia (Tran Van et al., 2000).
Por otro lado, bajas con centraciones de fosfato soluble puede limitar el crecimiento de
las plantas. Existen ba cterias capaces de solu bilizar el fésforo inmovilizado tanto en
compuestos organicos como en in organicos. Algunas de estas bacterias se incluyen
en los gén eros Bacillus, Pseudomonas o Xanthomonas (Rodriguez y Fraga, 19 99;
Somers et al., 2004; Rosas et al., 2006).

La otra for ma directa de promover el crecimiento vegetal es mediante la
produccion de compuestos f itoestimuladores. Algunas b acterias so n capace s de
sintetizar ciertas sust ancias reg uladoras d el crecimie nto, como giberelina s,
citoquininas y auxinas (Vessey, 2003; Preston, 2004) que estimulan la densidad y
longitud de los pelos radicales, aumentando asi la cantidad de raices en las plantas e
incrementando a su vez la capacidad de absorcidon de agua y nutrientes.

La actividad de bio control es u n mecanismo ind irecto de promocién vegetal y
consiste e nlainh ibicidn del crecimiento de microorganismos  patégenos. La
competicion por micronutrientes, en particular el hierro, es un mecanismo de biocontrol.
La sintesis de sideréforos, moléculas capace s de quelar este metal, se produce en
condiciones de e scasez de hierro y permite a las bacte rias la adq uisicion de este
nutriente ( Miethke y Marahiel, 2007), disminuyendo su disponib ilidad para los
organismos patdégenos. Ademas de la sintesis d e sideroforos, la produ ccion de otro s
metabolitos secundarios con propiedades antimicrobianas o antifungicas tiene
importancia en los mecanismos d e biocontrol. Estos mecanismos eje rcen un efe cto
directo de biocontrol, pero también es bien conocido g ue algunas PGPR pu eden
proteger a las plantas f rente al ataque de patégenos induciendo los mecanismos de
resistencia sistémica d e la planta (ISR) (Hand elsman y Stabb, 1996; Sticher et al.,
1997; Bender et al., 1999, Lugtenberg et al., 2002; Haas y Défago, 2005; Morgan et
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al., 2005; Tian et al., 2007). En este caso la reduccién de la enfermedad se debe a una
disminucion en la colon izacién y cr ecimiento del patégeno en los tejid os de la pla nta
(van Loon y Bakker, 2005) causad a por la activacion de las defensas de las plant as
por parte de la rizobacteria.

Por ultimo, otra forma indirecta  d e pr omover el crecimiento vegetal es la
rizorremediacion. En este caso, la planta se beneficia de las capacidades metabdlicas
de los microorganismos que al degradar los contaminantes, libera a la planta del

efecto toxico de estos compuestos.

3.3. Expresion de genes catabdlicos en la rizosfera

Se han descrito n umerosas bacteriasr  izosféricas con cap  acidades
degradativas para un amplio rango de contaminantes (Daane et al., 2001, Kuiper et al.,
2001; Jussila et al., 2006). Sin embargo para que la estrategia de rizorremediacion sea
efectiva, no sélo es ne cesario que las bacterias posean las rutas de gradativas sino
que es impr escindible que éstas sean capaces de mantenerse en la rizosferay q ue
ademas en estas condiciones expresen los genes catabdlicos.

En los exu dados radiculares se han detectado compuestos aromaticos cuya
estructura g uimica es similar ala de algunos contaminantes, y que podrian actu ar
como inductores en las rutas de de gradacién (Figura 03) (Singer et al., 2003). Se ha
demostrado que la L-carvona, un compuesto excretado en los exudados de la pla nta
de la ment a, actua co mo inductor de la ruta de degradaciéon de PCBs en la cepa
Arthrobacter sp. B1B (Gilbert y Crowley, 1997). Ademas otros metabolitos secundarios
de las plantas, como p-cimeno, limoneno o iso preno también son cap aces de ind ucir

esta ruta en Arthrobacter.
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Figura 03. Similitud estructural entre contaminantes y productos sintetizados por las
plantas. En gris se muestran los productos sintetizados por las plantas. Adaptado de Segura et
al., 2009.
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Aunque no estaclaro el papel delosf lavonoides en laindu ccion de la
degradacion de contaminantes, se ha demostrado que algunas cepas degradadoras
de contaminantes pue den crecer utilizandolos como fuente de carbo no. Algunas de
estas cepa s son  Ralstonia eutropha H850, que es capaz de utilizar hasta 11
flavonoides diferentes; Burkholderia cepacia LB400, que utiliza maclurina y miricetina y
Corynebacterium sp. MB1 capaz de crecer con naringina, catequina, cumarina, y
miricetina (Donelly et al., 1994). En |la degrada cién de e stos flavonoides por parte de
las rizoba cterias, se pr oducen inte rmediarios como el resorcinol, flor oglucinol, a cido
fenilacético, acidos cinamicos sustituidos y protocatecuato (Figura 04) (Pillai y Swarup,
2002; Shaw et al., 2006). Estos co mpuestos podrian ser degradados a través de la
ruta del B-cetoadipato (Parke et al., 2000) que es comun en el catabolismo de muchos
compuestos aromaticos. El protocatecuato, ademas, es un intermediario en la
degradacién de PAHs en muchos microorganismos (Kim et al., 2008). El salicilato, que
induce el sistema de resistencia ad quirida en plantas, también es un bu en inductor de
algunas de las rutas degradativas de PAHs (Shamsuzzaman y Barnsley, 1974; Chen y
Aitken, 1999). En otros casos se h an descrito compuestos de plantas no aromaticos,
como el lin oleico, que estimulan la degrada cion de pir eno y benzo(a)pireno en

bacterias Gram-positivas (Yiy Crowley, 2007).

OH
O[zH HO. OH OH Q:OH HO OOH
QOH U OH HC‘.'KJ/C
OH 0'1 !
o]
Acido salicilico Floroglucinol Acido 3 4-dihidroxicinamico Catecol Protocatecuato
Figura 04. Estructura quimica de intermediarios en las rutas de degradacion de

compuestos aromaticos en plantas e inductores en las rutas de degradacion de
contaminantes en bacterias. Adaptado de Segura et al., 2009.

A pesar del gran numero de articulos en lo s que se describe una mejora en la
degradacién del contaminante gracias al uso combinado de plantas y bacterias (Aprill y
Sims, 1990; Miya y Firestone, 2001 ), existen evidencias de que en algunos casos las
rutas degradativas podrian no ser activas debid o a la represion catabdlica ejercida por
los exudados de la plant a (Rentz et al., 2004). En este caso, al analizar los exudados
se observo que la pro porcidon de compuestos fendlicos era relativa mente baja en
comparacion con otros sustratos mas facilmente asimilab les (acetato, aminoacidos y

glucosa).
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4. INTERACCION PLANTA-BACTERIA

En la segunda mitad de este siglo las interacciones entre plantas y bacterias
han sido ampliamente analizadas. Sin emba rgo, estos estudios se han centrado
principalmente en las asociaciones de cara cter patégeno o saprofitico. En la ultima
década, el estudio de la ecologia bacteriana en la rizosfe ra ha permitido comprender
mejor la comunicacién bacteriana y su dialogo con las plantas (Kiely et al., 2006; Shaw
et al., 2006; Danhorn y Fuqua, 2007).

Los microorganismos se pueden clasificar en patégenos, saprofit icosy
beneficiosos segun el  efecto que causane nlasp lantas. Los microorganismos
patdgenos atacan las raices, tallos y hojas de la s plantas, mientras que los sapréfito s
viven sobre el material vegetal muerto desempenando un papel crucial en la
descomposicién dela materia o rganica y los ciclos de los ele mentos. Los
microorganismos beneficiosos se pueden, a su vez, clasificar segun sus aplicaciones,
pudiendo ser biofertilizadores, fito estimuladores y rizorremediadores, tal y co mo
hemos descrito anteriormente.

Los microorganismos, independientemente de si son beneficiosos o patdgenos,
a menudo usan los mismos mecanismos en la  interaccion con las p lantas. Es mas ,
muchas de las estrategias usadas en la intera ccion con la s plantas son las mismas
que utilizan en la inter accion con otros organismos eucariotas como | os hongos y el
hombre (L ugtenberg y Dekker, 1999; Ch in-A-Woeng et al., 2000). Entre los
mecanismos bacterianos mas comunes implicados en la interaccion planta-bacteria
estan la motilidad (de Weger et al., 1987; Simons et al., 1996), la quimiotaxis (De
Weert et al., 2002; Rud rappa et al, 2008), la capacidad p ara utilizar eficientemente
compuestos de los exudados radiculares (Lugt enberg et al., 1999), la capacidad p ara
sintetizar aminoacidos y vitamina B1 (Simons et al., 1997), la presencia del antigeno O
del lipopo lisacarido (De kkers et al., 1998b), lo s sistemas de secrecion tipo lll y IV
(Lugtenberg, et al 2002), y la variacion de fase (Dekkers et al., 1998a).

Los beneficios potenciales de la motilidad durante la colonizacion incluyen una
mayor accesibilidad a nutrientes o la posibilida d de alcanzar regiones concretas de la
raiz (Turnbull et al. ,2001). Asi, mutantes defectivos en la motilidad tipo “swimming” de
P. fluorescens (de Weger et al, 1987, Simons et al., 1996; Dekkers et al., 1998a), P.
chlororaphis (Chin-A-Woeng et al., 2000) y P. putida (Simons et al., 1996) presentan
deficiencias en la colonizacion del apice rad icular de p lantas de to mate. Ademas,
variantes hipermoviles de P. brassicacearum (Achoua k et al., 2004)y de P.
fluorescens (Martinez-Granero et al., 2006) presenta nunama yor eficien cia

colonizadora de apices de raices que la cepa silvestre.
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La quimiotaxis hacia lo s exudados radiculares, parece se r una caracteristica
importante en la colonizacién de la s raices. En el caso de Pseudomonas fluorescens
WCS365 los aminodacid os y los acidos dica rboxilicos presentes en lo s exudados de
tomate son los principales quimioatrayentes (De Weert et al., 2002). En los exudados
de Arabidopsis otro acido organico, el L-malato, es el pr incipal quimioatrayente para
Bacillus subtilis FB17 (Rudrappa et al., 2008).

En el caso de la capacidad para usar compuestos present es en los exudado s
de la plant a, Lugtenberg y colaboradores (1999) encontraron que un mutante de
Pseudomonas fluorescens WCS365 deficiente en la utilizacién de acidos organ icos
como fuente de carbon o, esta afectado en colonizacion competitiva mientras qu e un
mutante en la utilizacién de azucares no lo esta. Los exudados radicu lares de tomate
tienen un contenido  en acidos organicos cinco vece s mayora |de azuca res
(Lugtenberg et al., 200 1), lo que indicaria qu e los acido s organicos son la prin cipal
fuente de carbono de esta cepa en la rizosfera de tomate.

Otros mecanismos de colonizacion, parecen incluir pro cesos e specificos de
reconocimiento entre un determinado tipo de planta y un genotipo bacteriano concreto.
Un ejemplo es el caso de Agrobacterium tumefaciens 1D1609, aislad o originalmente
de alfalfa. Esta cepa po see un sistema de bombas de extrusién de iso flavonoides (el
operon ifeABR) que co ntribuye a su eficien cia ecoldgica en la rizosfera de alfalfa
reduciendo la acumulacion de estos compuestos en el interior celular (Palumbo et al.,
1998).

4.1. Colonizacién bacteriana de semillas

Una forma muy sencilla y econémica de inocular las bacterias de interés en un
suelo a rizorremediar es suministrarlas cubriendo la superficie de las semillas (Schnoor
et al., 1995). Para ello e s imprescindible que las bacterias sean capaces de adherirse
eficientemente a dicha superficie (Colleran, 1997). En esta union, apéndices celulares
tales como fimbrias, pili de tipo IV y flagelos tienen un papel importante, mostrando un
cierto paralelismo con lo que sucede en superficies abioticas, donde son necesar ios
para la estabilizacion de la interaccion con la superficie y para reducir el efecto de las
fuerzas ele ctroestaticas repulsivas entre el sustrato y la sup erficie celular bacterian a
(Pratt y Kolter, 1998;  Kierek-Pearseon y Karatan, 2005). Asi, mutantes de P.
fluorescens carentes de flagelo (DeFlaun et al., 1994) y mutantes en los genes fliAy
flgL de P. putida (Yousef-Coronado et al., 2008; Rodriguez-Herva et al., 2009) est an
afectados en motilidad tipo “swimmi ng” y en la adhesién a semillas. En la adhesién a

superficies vegetales t ambién intervienen proteinas de membrana externa. La
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importancia de estas proteinas se ha demostrado en P. putida KT2440, que requiere
de la adhesina LapA para una adhesion ef iciente a semillas y una adecua da
colonizacién competitiva de lara iz (Yousef- Coronado et al., 200 8). Ademas, la

adhesina L apF, parece tener un papel especi fico en la interaccion con superficies
vegetales (Espinosa-Urgel et al., 2000). En Escherichia coli O157:H7, la adhesina

OmpA es necesaria para la unién a semillas de alfalfa, de forma que un mutante ompA
presenta solo el 10% de adhesién respecto a la cepa silvestre (Torres et al., 2005).
Ademas en P. putida KT2440, se han descrito otros genes importantes en la a dhesién
a semillas. Asi un mutante galU, que en P. aeruginosa es defectivo en la sintesis del
“core” del lipopolisacarido (Lam et al., 2004), un mutante e n el gen coxE, que codifica
una protohemo farnesil transferasa, y un mutante en el gen ddcA, que codifica un
polipéptido de membrana de fun cidn desconocida, e stan afectados en la adhesion a
semillas de maiz (Yousef-Coronado et al., 2008). Finalmente, en Enterobacter cloacae
un mutante pfkA, def ectivo en laenzimaf  osfofructoquinasa, esté afectado en

colonizacién de semillas (Roberts et al., 1999).

4.2. Colonizacion bacteriana de raices

La colonizacién de la raiz es un requisito importante para que el
microorganismo ejerza su funcid n durante la estrategia de rizorr emediacion. La
colonizacioén de la rizosfera por bacterias presentes en el suelo pue de tener lugar
mediante procesos pasivos (ej. a través de flujos de corrie ntes) o debido a procesos
activos de motilidad bacteriana. En este ultimo caso, lo s e xudados participan en las
etapas iniciales de la colonizacion ejerciendo un efecto quimiotactico. Una vez que las
células bacterianas alcanzan la superficie radicular, la adhesion es el primer paso en la
colonizacioén de la raiz. Se han llevado a cabo numerosos estudios para determinar las
bases moleculares de esta adhesién y aunqu e los mecanismos implicados aun  no
estan muy claros parece que las proteinas de superficie, los polisacaridos capsulares,
y los flagelo s participan en este proceso (de Weger et al., 1987; Bro ek et al., 1998;
Dekkers et al., 1998b; de Weert et al., 2002; Capdevila et al., 2004; Rodriguez-Navarro
et al., 200 7). Para determinar las funcione s implicada s en la colonizacién dela
rizosfera tradicionalmente se caracterizaban mutantes deficientes en colonizacion, sin
embargo con la aparicién de nuevas técnicas como la “tecnologia de expresién in vivo”
(IVET) (Rainey, 1999; Ramos-Gonzaélez et al., 2005; Barr et al., 2008) o los “micro-
arrays” (Mark et al., 2005; Matilla et al., 2007; Attila et al., 2008) se han podido detectar
los genes g ue se inducen en la rizosfera o por los exudados radicular es. Entre estos

se encuentran los g enes mencionados anteriormente (de la envuelta celular y ge nes
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con funciones en quimiotaxis, motilidad, etc.) y otra serie de genes que revelan q ue el
ambiente rizosférico e s un ambiente estresant e para la ba cteria, y alavez en el que
hay fuentes de carbono en bajas co ncentraciones que necesitan un transporte act ivo.
Asi se ven inducidos genes de transporte, secrecion, metabolismo del ADN,
mecanismos de estré s, regulacié n, metabolismo energético y en la sinte sis de
proteinas detoxificadoras como la glutation peroxidasa (Matilla et al., 2007).

Bacterias pertenecientes a los géneros Agrobacterium, Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella o Pseudomonas son
colonizadoras frecuentes en la r izosfera (Sgrensen et al., 2001; Somers et al., 2004;
Rudrappa et al., 2008). La colonizacion de la  rizosfera tiene lugar de forma muy
heterogénea, mostrando preferencias por determinadas areas que pueden representar
sblo el 6% deltot aldela superficiede lar aiz (Lugten bergy Bloemberg, 2004;
Gamalero et al., 2005). Ademas, se ha demostrado que las rizobacterias tienen u na
mayor capacidad colonizadora que las bacterias no rizosféricas (Hozore y Alexander,
1991; Lugtenberg y Dekkers, 1999).

5. HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS (PAHSs)

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es el estudio d e la degrad acion de
contaminantes en la rizosfera, buscando las mejores cepa s bacterianas y las mejores
condiciones de biodegradacién. Por las caracteristicas particulares de los PAHs, estos
son dificiles de eliminar en el suelo y por tanto uno de estos compuestos, el fenantreno,
fue elegido como compuesto modelo para el trabajo deesta T esis Doctor al. A

continuacion se exponen algunas de las propiedades de este grupo de compuestos.

5.1. Estructura y propiedades fisicoquimicas

Los hidrocarburos ar omaticos p oliciclicos o PAHs se definen por ser
estructuras formadas por dos o mas anillos b  encénicos. Estos conta minantes han
adquirido u na notable importancia debido a su persiste ncia en el medioy a que
muchos de ellos son po tentes toxicos, mutagenos y teratég enos (WHO, IARC; 1997),
lo que los llevd a ser  considerados contaminantes de eliminacion prioritaria por la
Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de Estados Unidos (E  PA) y la Unién
Europea (Directiva 2000/60/EC). Ademas, este grupo de compuestos presenta n
habitualmente una concentracion elevada en zo nas sometidas a gran presion humana

por lo que son unos excelentes indicadores de la contaminacion.
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Figura 05. Estructura quimica de hidrocarburos arométicos policiclicos. A. PAHs de bajo
peso molecular. B. PAHs de alto peso molecular.

Las caracteristicas mas importantes que condicionan el comportamiento de los
PAHSs en el medio ambiente van ligadas a sus propiedades fisicoquimicas (Tabla 02) y
estas viene n determinadas a su v ez por la e structura de cada PAH. Esde gran
importancia la hidrofobicidad, que aumenta cuanto mayor sea el niumero de anillos que
componen la molécula. Los PAHs se clasifican en base al nimero de anillos que lo
forman en PAHs de bajo peso molecular (2-3 anillos) y PAHs de alto peso molecular
(4-mas anillos) (Figura 05). Debido a la hidrof obicidad, e stos compuestos muestr an
una fuerte tendencia a adsorberse a las superficies, lo que dificulta su biodegradacion

y causa su acumulacién en la cadena trofica.

Tabla 02. Propiedades fisicoquimicas de los 16 PAHs establecidos como
contaminantes de eliminacion prioritaria por la EPA

Punto F’Uf)tp, Solubilidad o o
Compuesto PM? fusion  ebullicion  en agua K 9 K 9
(OC) (OC) (m g/|)b ow oc

Naftaleno 128 80 218 30,00 3,37 3,1
Acenaftileno 152 92 265 16,10 4,07 ND
Acenafteno 154 96 279 3,47 4,33 3,8
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. Punto Punto  Solubilidad log log
Compuesto PM fusion  ebullicion  en agua c d
C) (°C) (mghy  Kow Ko
Fluoreno 166 116 298 1,80 4,18 3,9
Fenantreno 178 101 340 1,29 4,46 4.1
Antraceno 178 218 342 0,073 4,45 4,3
Fluoranteno 202 110 375 0,260 5,33 4,3
Pireno 202 150 404 0,135 5,32 4,8
Benzo(a)antraceno 228 159 435 0,014 5,61 4,8
Criseno 228 256 448 0,0006 5,86 4,9
Benzo(b)fluoranteno 252 168 ND 0,0012 6,57 6,2
Benzo(k)fluoranteno 252 217 480 0,00055 6,84 5,6
Benzo(a)pireno 252 179 495 0,0038 6,04 5,3
Dibenzo(a,h)antraceno 278 267 524 0,0005 6,75 6,3
Benzo(g,h,i)perileno 276 278 ND 0,00026 7,23 ND
Indeno(1,2,3-cd)pireno 276 162 ND 0,062 7,66 6,2

®PM: Peso molecular. °20°C. °K,,,: Coeficiente de particion octanol/agua, indica la proporcion de
moléculas que existirian en la fase octanol respecto la fase a gua si utiliza ramos una mezcla
octanol:agua 1:1 como solvente. OIKOC: coeficiente de adsorcion de carbono organico, nos da la
proporcién de molécul as de PAHs que se en  contrarian en la materia org anica del su elo
respecto a la s que e ncontrariamos en la fase ag ua, en un suel o saturado de agua. °ND: No
determinado. Datos de la tabla segun Kastner, 2000.

5.2. Origen

Aunque una parte de los PAHs p resentes en el medio ambiente tienen su
origen en p rocesos naturales, la fuente principal son las actividades antropogénicas,
las cuales han contribuido al incremento general de las concentraciones en los ultimos
100 afos (Fernandez et al., 2000). En la region noroeste de Estados Unidos se estima
que se libe ran 3,9 x10 ® Kg de PAHSs por afio, de los cuales el 10 % se deposita
directamente en suelo, 5% sedimenta en lo s grandes lagos, 46% es tr ansformado en
la atmdsfera o transportado fuera de la region y un 44% es adsorbido por la vegetacion
e incorporado al sue lo al fina | de la estacion (Simonich y Hites, 199 4). En Esp ana
durante el afio 2008 se registré una emisién de 3,2 x10* Kg de PAHs totales (PRTR-

Espafa).

5.2.1. Principales fuentes naturales

Las dos principales fu entes de e misién de PAHs en la naturaleza son los
incendios f orestales y las erupciones volcad nicas. Las altas tempe raturas que se

alcanzan e nlos mag mas volca nicos hace n posible la formacion de PAHs,
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fundamentalmente de alto peso molecular. Por otro lado, los incendios forestales, con
o sin intervencion del hombre, son una fuente importante de hidrocarb uros aromaticos
(Freeman y Cattell, 1990; Pereira et al, 1999; Ribes et al., 2003; Vinas-Diéguez et al.,
2006), y en zonas rurale s poco urbanizadas e industrializadas pueden ser la principal
fuente de contaminacion (Yunker et al., 2002). Los compuestos a si formados, se
asocian habitualmente a materia particulada, llegando a suelos y mares por deposicion
atmosférica y por escorrentia superficial. Se ha descrito que la concentracion de PAHs
en suelos esta fuertemente influenciada por las cenizas procedentes de la combustién
de la made ra (Kim et al., 2004). En general, los niveles descritos e n sedimentos y
cenizas asociados a incendios fore stales son bajos, siendo el fenantr eno dominante
entre los PAHSs no sustituidos (Olivella et al., 2006, Vila-E scalé et al., 2007) aunque
segun las especies vegetales quemadas también pueden predominar pireno y fluoreno
(Medeiros y Simoneit, 2008).

Los PAHs se encuentran de forma natural en los combustibles fésiles (crudo de
petroleo o carbén) como resultado de una lenta transformacion biogénica de la materia
organica a temperaturas moderadas (100-300° C). Las co ncentraciones suelen ser
bajas (aproximadamente un 1%), y dependen en gran me dida del origen del crudo.
Este proceso favorece la formacion de derivados alquilados, de forma que los PAHs
no sustituidos tienen una concentracion relativa mas baja. En condiciones naturales, la
contribucién de PAHs al medio por los combustibles fosiles es muy pequefia ya que la
mayoria estan atrapado s bajo profu ndas capas de roca. E xisten algunas masas d e
petréleo capaces de liberar PAHs a la atmdsfera, sin embargo estos depdsitos  son

muy pequefios en numero y su contribucidn apenas es significativa.

5.2.2. Principales fuentes antropogénicas

El uso de combustibles fosiles en vehiculos a motor representa una importante
fuente de emisién de PAHs,ya quelast emperaturas que se alcanzan son lo
suficientemente altas p ara convertir el combustible en PAHs via pirdlisis. Se estima
que los PAHSs liberado s por los ve hiculos a motor representan mas del tercio de | total
de las emisiones to tales de esto s compuest os. La cant idad emitid a depende d e
muchos factores aunque fundamentalmente del tipo de motor y de la edad del vehiculo
(Devos et al., 2006; Zielinska et al., 2004). En general los compuestos predominantes
que se liberan en los gases de escape de los vehiculos de gasolina y diesel, son los
compuestos de bajo peso molecular fundamentalmente naftaleno y sus derivados
(Devos et al., 2006; Khalili et al., 1995; Marr et al., 1999) aunque también otros co mo

fenantreno, fluoreno y p ireno (Pohjola et al., 2004). En me nor proporcién se emiten
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compuestos de mayor peso molecular en fase particulada, principalmente en vehiculos
de gasolina (Devos et al.,, 2006; Miguel et al., 1998; Zielinska et al., 2004).

Ademas del trafico, la industria es responsable de gran cantidad de lo s PAHs
que son emitidos a la atmdsfera (Figura 06). L as plantas de produccién de aluminio,
representan un proceso industrial histéricamente asocia do con las emisiones y
vertidos de PAHSs. En las emisiones de plantas de produccién de aluminio noruegas se
han descrito altas concentraciones de estos hidrocarburos, siendo fenantreno, fluoreno
y pireno los componentes mayorita rios en las emisiones al aire (Naes et al., 1997 y
1998; Ospar Comisiéon 2002). En o tras industrias, como la del hierro, el acero y en
plantas de generacion de energia también se producen gr andes cantidades de e stos
hidrocarburos, ya que usan proce sos en los que se que man carbon, coque y o tros
combustibles fosiles. Los compuestos caracteristicos en la combustion de carbdn son
fluoreno, fluoranteno y fenantreno, aunque también se emiten acenaftileno, acenafteno,
pireno y criseno (Calvo -Revuelta et al., 1999). Finalmente, las refinerias de petroleo
también generan grandes cantidades de PAHs en sus emisiones. El pe tréleo después
de ser extraido es sometido a un proceso llama do de refinaciéon que tie ne por objetivo
separar, en base al pun to de ebullicion, las distintas fraccio nes de hidrocarburos. Es
durante este proceso cuando de producen estos hidrocarburos.

También hay que tener en cuenta las incinera doras de residuos industr iales y
municipales. La incineraciéon es unaformad e eliminar y reducir re siduos pero el
principal inconveniente de este  proceso es la emisi6 n de compuestos toxicos,
incluyendo PAHs. La combustion doméstica de madera ta mbién ocasiona emisiones
relativamente altas de estos compuestos, deb ido alas d eficientes condiciones de
combustidn eninsta  laciones a nticuadas. Esto puede crear problemas de
contaminacion del aire anivello calen zonas de alta densidad de poblacié n,
especialmente en invierno. En extractos de hollin domésticos se han identificado como
componentes principales hidrocarburos de cin co y seis a nillos aromaticos (Wornat et
al., 2001). Los compuestos de bajo peso molecular, naftaleno, antraceno y fenantreno
son demasiado volatiles para condensar en las particulas de hollin. Fenantreno,
fluoreno, fluoranteno y pireno representan mas del 75% del total de los PAHSs liberados

en la combustion doméstica en Reino Unido (Lohmann et al., 2000).
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Figura 06. Origen de las emisiones a la atmdsfera de PAHs en Espafia. Datos del afio 2008.
Obtenido del Registro Estatal de Emisiones y Fuentes Contaminantes (PRTR-Espafia).

Por ultimo la produccié n de creo sota para tra tar la madera también es una
fuente de P AHs al medio ambiente. Creosot a es el nombre usado para describir u na
mezcla de 200 compuestos quimicos, la mayoria de los cuales son hidrocarbur os
aromaticos (Niqui-Arroyo et al., 2006). Durante afos, esta sustancia ha sido utilizada
como agente de impermeabilizacié n en hogares, traviesa s de ferrocarril, postes del
tendido eléctrico y telefonico, etc., sin embargo su uso se ha visto re stringido con la
entrada en vigor de la Directiva 2001/90/CE y su tra nsposicion a la legisla cion
espafola. L os vertidos de las p lantas de con servacion de la madera, la pintura  de
barcos, astilleros y estructuras marinas sumergidas basadas en preparaciones de brea
son una fuente de PA Hs en el medio acuat ico. Ademas la entrada de PAHs e n el
medio acuatico se pro duce por dep osicion atmosférica, e scorrentia su perficial, y por
los vertidos de petréleo. Estos vertidos son consecuencia inevitable de su transporte, y
aunque su numero h a descendido desde la década de los 70, constituyen una

importante entrada de hidrocarburos al medio marino (Law y Hellou, 1999).

6. DEGRADACION BACTERIANA DE PAHs

El principal proceso nat ural por el cual los PAHs son eliminados de los suelos
contaminados es la degradacion microbiana, aunque otros procesos com ola
volatilizacion o la fotoo xidacion también contribuyen, si bi en en menor medida, a su
eliminacion (Park et al.,, 1990). Desde hace varias décadas, se sabe que los
hidrocarburos aromaticos policiclicos, especialmente los de 2 a 3 anillos, son sustratos
a partir de los cuales la s bacterias son capaces de crecer. Sin embargo, se conocen

relativamente pocas especies ba cterianas cap aces de de gradar PAHs de alto p eso
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molecular. En la Tabla 03 se muestran algun os de los m icroorganismos identificados

capaces de degradar estos compuestos.

Tabla 03. Biodegradacion de PAHs por microorganismos aerobios

Cepa

Origen

Sustrato

Referencia

Alcaligenes denitrificans

Bacillus thermoleovorans
Hamburg 2

Burkholderia cepacia 2A-12

Cycloclasticus W

Gordonia sp. BS29

Janibacter anophelis JY11

Mycobacterium sp. 1B

Mycobacterium sp. PYR-1

Neptunomonas
naphthovorans NAG-2N-126

Nocardia otitidiscaviarum
TSHA1

Pasteurella sp. IFA

Pseudomonas citronellolis
222A

Pseudomonas paucimobilis

Polaromonas
naphthalenivorans CJ2

Rhodococcus opacus R7

Sphingomonas paucimobilis
EPA505

Stenotrophomonas
maltophilia VUN10,010

Streptomyces griseus

Cultivo mixto
degradador de
PAHs
Compost
contaminado

Suelo contaminado
con petréleo

Sedimento marino

Suelo contaminado
con petréleo

Suelo contaminado
con petréleo

Cultivo bacteriano

Suelo contaminado
con petréleo
Sedimento
contaminado con
creosota
Suelo contaminado
con efluentes de
industria
petroquimica
Suelo contaminado
con petréleo
Suelo contaminado
con efluentes de
industria
petroquimica
Cultivo mixto
degradador de
PAHs
Sedimento
contaminado con
alquitran
Suelo contaminado
con PAHs

Creosota

Suelo de planta de
gas natural

Datos de la tabla segun Xiao-Ying et al., 2011.
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Fluoranteno

Naftaleno

Naftaleno
Fenantreno

Naftaleno

Fenantreno
Antraceno
Pireno
Fenantreno
Antraceno
Pireno
Fenantreno
Fluoranteno
Pireno

Fluoranteno

Naftaleno
Fenantreno

Naftaleno

Fluoranteno

Antraceno

Fenantreno

Naftaleno

Naftaleno

Fluoreno
Naftaleno

Pireno

Naftaleno

Weissenfels et al,
1990

Annweiler et al.2000

Kim et al., 2003

Geiselbrecht et al.,
1998

Franzetti et al.,
2009

Zhang et al., 2009

Dandie et al., 2004

Sepic et al., 1998

Hedlund et al., 1999

Zeinali et al., 2008

Sepic et al., 1998

Santos et al., 2008

Weissenfels et
al.,1990

Pumphrey y
Madsen, 2007

Di Gennaro et al.,
2001

Desai et al., 2008

Boonchan et al.,
1998
Gopishetty et al.,
2007
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El metabolismo bacteriano implica do en la de gradacion aerobia de PAHs de
bajo peso molecular h a sido ampliamente est udiado. ElI paso inicial consiste en el
ataque de uno de los anillo s aromaticos por una dioxigenasa formando el
correspondiente cis-dihidrodiol. Po steriormente sobre est e compuesto actiau na
deshidrogenasa formando un intermediario hidroxilado que es atacado por una
dioxigenasa extradiolica causando la rotura del anillo. Asi se van rompiendo uno a uno
los diferent es anillos d el compuesto hasta formar un inte rmediario del ciclo de los
acidos tricarboxilicos (TCA) (Figura 08 y 09). La dioxigenasa inicial mas estudiad a es
la naftaleno dioxigenasa (Kurkela et al., 1988; Parales et al., 2000; Karlsson et al.,
2003). Esta consiste e n un sistema enzimatico multicomponente formado por: una
ferredoxina reductasa, una ferredoxina y una proteina sulfo-férrica (ISP) constituida
por una sub unidad mayor (ISP a) y una menor (ISP B). El tra nsporte de los electrone s
se inicia con la transferencia de dos electrones desde una molécula de NAD(P)H hasta
la molécula de FAD de la ferredo  xina reductasa genera ndose la fo rma totalme nte
reducida del FAD, que a su vez, proporciona u n electron al componente ferredoxina.
Finalmente estos electrones son transportados hasta el sitio activo de la proteina sulfo-
férrica que adiciona una molécula de oxigeno a uno de los anillos de |la molécu la de

naftaleno formando cis-naftaleno dihidrodiol (Figura 07).

Naftaleno Dioxigenasa Naftaleno

reducida

Do
NAD(P)* reducida oxidada
Ferredoxina reductasa Ferredoxina Proteina sulfo-férrica H
(nahAa) (hahAb) (hahAcAd) ¥ OH
NAD(P)H + H* OH
oy
LS

oxidada reducida oxidada

cis-Naftaleno dihidrodiol

Figura 07. Oxidacién de naftaleno a cis-naftaleno dihidrodiol por el sistema
multienzimatico naftaleno dioxigenasa. Modificado de Simon et al., 1993.

La degradacion de PAHs de alto peso molecular es mas compleja. Si bien se
conocen ba stantes bacterias capa ces de degradar PAHs de cuatro anillos, com o
pueden ser Pseudomonas (Mueller et al., 1990), Alcaligenes (Weissenfels et al., 1990),
Rhodococcus (Walter et al., 1991), Beijerinckia (Mahaffey et al., 1988), Mycobacterium
(Kelley et al., 1993; Grosser et al., 1991), Sphingomonas (Demanéche et al., 2004) o
Arthrobacter (Efroymson y Alexander, 1991; Keuth y Rehm, 1991), se conocen pocas

capaces de degradar compuestos con mas anillos. La degradacion de PAHs de cinco
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o mas anillose s m as compleja y en muchos casos sO lo o curre mediante
cometabolismo. El cometabolismo consiste en la degrada cidon de un compuesto que
normalmente no es bio degradable en presencia de una fuente de carbono adicional.
Asi por eje mplo se ha descrito la cometabolizacién de b enzo[a]pireno por bacte rias
creciendo en pireno (Keck et al., 1989; Boonchan et al., 2000). Se ha n caracterizado
distintos intermediarios en la degradacion de  estos compuestos, algunos de ellos
parecen acumularse sin ser poste riormente degradados, constituye ndoloque se
conoce como “dead-end”. Esto ocurre en cultivos puros, e n cambio en la naturaleza
estos compuestos pueden ser el primer paso para una posterior degradacion por otros

organismos (Keck et al., 1989).

6.1. Degradacion de PAHs de bajo peso molecular

La degradacion de naftaleno ha sido estudia da en detalle sobre todo en
bacterias del género Pseudomonas, de forma que el mecanismo enzimatico implicado,
su regulacién, asi como los plasmidos que contienen las rutas degradativas en estas
bacterias estan bien caracterizados (Zylstra y Gibson, 1991). Como se ha explicado en
el punto anterior, el primer paso d e la ruta consiste en la adicion de una molécula de
oxigeno en la posicién 1,2 del anillo aroméatico para dar cis-naftaleno dihidrodiol, paso
catalizado porlanaf taleno diox igenasa. E |sigu iente paso consisteen la
deshidrogenacion de la forma dihidrodiol generandose 1,2-dihidroxinaftaleno sobre el
que actua la 1,2-dihidroxinaftaleno di  oxigenasa produciendo acido 2-hidroxi-2 H-
cromeno-2-carboxilico. Posteriormente actian una isomerasa y una hidratasa-aldolasa
formandose salicilalde hido que es transfor mado en salicilato p orlaen zima
salicilaldehido deshidr ogenasa (Figura 08). Finalmente el salicilato puede ser
metabolizado a través de la ruta d el catecol o del gentisa to hasta in termediarios del

ciclo de los acidos tricarboxilicos.
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H_PH OH
OH OH
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Figura 08. Esquema de la ruta de degradacion de naftaleno en bacterias aerobias.
Modificado de Habe y Omori, 2003.

Otro de los PAHSs de bajo peso molecular que se ha estudiado frecuentemente
como comp uesto modelo es el fenantreno. En Pseudomonas putida NCIB9816 vy
Pseudomonas fluorescens 5R se ha observado que las enzimas implicadase nla
conversion de fenantreno a salicilato pued en degradar tanto fenantreno como
antraceno hasta acido 1-hidroxi-2-naftéico y acido 2-hidroxi-3-naftdico respectivamente
a través de rutas catabo licas similares (Menn et al., 1993; Yang et al., 1994). Aunque
Pinyakong y colaboradores (2000) sugieren que Sphingomonas sp. P2 degra da
fenantreno a través de la dioxigenacion del anillo en la posicion 1,2; la ruta mas comun
es aquella en la que la molécula de oxigeno se introduce en posicion 3,4 (Habe y
Omori, 2003). En general, el fenantreno es degradado hasta acido 1-hidroxi-2-naftdico,
que posteriormente puede ser met abolizado a través de d os rutas de pendiendo de la
bacteria. Una de las rut as implica la hidroxilacién para for mar 1,2-dihidroxinaftaleno,
compuesto que entraria en laruta de degradacion de naftaleno para dar finalmente
acido sal icilico. La otra ruta consi ste enlar otura del anillo del &ci do 1-hidroxi-2-
naftdico por una dioxigenasa formandose acid o trans-2’-carboxibenzalpirivico que es
metabolizado hasta o-ftalato que entraria en la ruta meta  bdlica del p rotocatecuato
(Figura 09).
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Figura 09. Esquema de la ruta de degradacion de fenantreno en bacterias aerobias.
Modificado de Habe y Omori, 2003.

6.2. Genes catabdlicos de PAHs de bajo peso molecular

El metabolismo del n aftaleno ha sido ampliamente estudiado en la cepa
Pseudomonas putida G7. Esta ¢ epa porta un plasmido autotransferible de 83 Kb
(NAH7) que contiene los gene s catabdlicos (Dunny Gunsalus, 1973). Esto s se
organizan entresop erones:un oque cod ificala se nzimasimplicadas enla
degradacion de naftalen o a salicilato (ruta degradativa superior), otro que codifica las
enzimas implicadas en la conversién del sa licilato a int ermediarios d el ciclo de los
acidos tricarboxilicos (ruta degradativa inferior) y un ultimo que codifica una protein a
reguladora (NahR). Al analizar ot ros pla smidos implicad os en el catabolismo del
naftaleno como pWW60-1 en P. putida NCIB9816 (Cane y Williams , 1986; Yeny
Serdar, 1988; Platt et al., 1995), pDGT1 en P. putida NCIB9816-4 (Yen y Serdar, 1988;
Serdar y Gibson, 1989a y 1989b) o pKA1 en P. fluorescens 5R (Menn et al., 1993), se
encontré qu e todos ellos eran mu  y similares al plasmido NAH7 de P. putida G7 .

Posteriormente, se ide ntificaron las secuen cias de los genes implicados en la
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conversion de naftaleno a salicilato en varias cepas de Pseudomonas, observandose
que la orga nizacion de los genes asi como la secuencia de nucleétidos eran mu y
similares (>90%) ala de los gene s nah del plasmido NAH7 de la cepa G7. Estos
genes se denominaron genes tipo nah.

En cambio, en otros géneros co mo Ralstonia, Comamonas, Burkholderia,
Rhodococcus o Nocardioides, la organizacién de los genes degradativos asi como sus
secuencias nucleotidicas difieren d e las descritas en las cepas de Pseudomonas. En
el caso de Burkholderia sp. RP007 la dioxige nasa inicial carece de los componentes
ferredoxina y ferredoxina reductasa . Ademas e | gen phnB que codifica una cis-diol
dioxigenasa guarda ma yor similitud con genes de la ruta de degradaci 6n de bifenil os
que con los genes tipo nah (Laurie y Lloyd-Jones, 1999).

A diferencia de lo que ocurre en otras bacterias Gram-negativas, los miembros
del género Sphingomonas asi como otras e species relacionadas (Sphingomonadales)
degradan una gran variedad de compuestos aromaticos. Un ejemplo de ello son la
cepa Sphingomonas aromaticivorans F199, capaz de degradar tolueno, m- p- y o-
xileno, bifenilo, naftale no, fluoreno, salici lato y benzoato (Fredrickso n et al., 1991;
Fredrickson et al., 1 995); y la cepa Sphingomonas yanoikuyae B1 capazd e
metabolizar 1,2,4-trimetilbenceno, p-etiltolueno, m- y p-xileno, naftaleno, fenantreno y
antraceno (Gibson et al., 1973; Zylstra y Kim, 1997). En la actualidad, los mecanismos
implicados en esta amplia versatilidad metabdlica siguen sin estar claros, sin embargo
en la cepa F199 se ha identificado y secuenciado un plasmido (pNL1) de 184 Kb que
contiene 13 agrupaciones de gene s que parecen codificar enzimas implicadas e n la
degradacién de compuestos aromaticos. Este p lasmido contiene siete componentes
oxigenasas y so6lo un unico componente ferr edoxina y ferredoxina-reductasa (Romine
et al., 1999a). La funcién de cad a dioxigenas a inicial n o esta clara, y aunque su
actividad enzimatica no se ha comprobado, parece que la p roteina BphA1f codifica la
subunidad mayor (ISPa) de la dioxigenasa inicial de naftaleno (Romine et al., 1999b).

En la Tabla 04 se r ecogen el genotipo, laloca lizacion de lo s genes
degradativos y los sust ratos utilizados de algu nas cepas degradadoras de PAHs d e
bajo peso molecular. En muchos de los casos estas bacterias son capaces de crecer
tanto con n aftaleno como con fenantreno, sin embargo aquellas cepas que degradan
fenantreno através de laruta de | o-ftalato (p. ej. la s ce pas AFK2 y KP7) no son

capaces de utilizar naftaleno como fuente de carbono (Habe y Omori, 2003).
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Tabla 04. Genotipo de bacterias degradadoras de PAHs de bajo peso molecular

. ) o Sustrato? ,
Bacteria Gen Genotipo Localizacién Nah / Phn / Ant Referencia
Ejteigg%”;"”as nah  nah (G7) NAH7 +/d/d Simon et al., 1993
géfg“da NeZ nah  nah (G7) pWW60-1 +/+/d Yeny Serdar, 1988
g’éfg_tfa NElE nah  nah (G7) pDTG1 +/d/d Simon et al., 1993
P. putida BS202 nah nah (G7) NPL-1 +/d/d AF010471°
P. putida OUS82 pah nah (G7) Cromosoma +/+/d Takizawa et al., 1999
P. stutzeri AN10 nah nah (G7) Cromosoma +/d/d Bosch et al., 1999
géiﬁruglnosa pah nah (G7) Cromosoma +/-/- Takizawa et al., 1999
poeudomonassP-gox  nah(G7)  Plasmido +/d/d Denome et al., 1993
Ralstonia sp. U2 nag nag (U2) Plasmido +/d/d Zhou et al., 2002
gezgztn;?(?rﬁsGZQ nah nag (U2) Desconocido +/+ /- Zylstra et al., 1997
C. testosteroni H pah nag (U2) Desconocido +/+/d Meyer et al., 1999
g%gsgosteronl phd ((_?E?:?g) Desconocido +/+/- Zylstra et al., 1997
Burkholderia sp. phn A Lauriey Lloyd-Jones,
RP007 phn RPoo7) FlkemikD Syl 1999
Q\'gigﬁgrflfm phn Athr?z) Plasmido “/+/d AB024945"
Rhodococcus s nar
NCIMB12038 p- nar (NCIMB12 Desconocido +/d/d Kulakov et al., 2000
038)

' p p romosoma -+ aito et al.,

Nocardioides sp hd phd (KP7) C /+/d Sai 1., 1999

KP7
®Nah, Phn y Ant indican naftaleno, fenantreno y antraceno respectivamente. “+” indi ca
crecimiento, “-” indica incapacidad de crecer utilizando dicho sustrato y “d” indica desconocido.
®nimero de acceso de GenBank. Modificado de Habe y Omori, 2003.

7. REGULACION DE RUTAS DE DEGRADACION DE COMPUESTOS
AROMATICOS

Las ventajas que proporcionan a una bacteria una determinada ruta catabdlica
dependen de una regulacién precisa de los pro motores que controlan la expresion de
los genes codificante s de las distin tas actividades enzimaticas. Cuando se utiliza un
determinado sustrato como nutriente, las pro  teinas reguladoras y los promotore s
regulados son los elementos claves que aseguran un ren dimiento adecuado (Diaz y
Prieto, 2000 ). No obsta nte, la transcripcion no soélo depende de la actuaciéon de un
regulador e specifico q ue respond eaunad eterminada sefal, sino que implica
mecanismos de regu lacién global que conectan la actividad de los promotores con el
estado energético y metabdlico d e la célula, silencia ndo las funcion es catabolicas

especializadas menos favorables energéticamente hasta qu e sean nece sarias (Cases
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y de Lorenzo, 1998). De forma gen eral podemos hablar d e dos niveles de regula cion
que controlan la expresion de rut  as de degra dacién de compuestos aromaticos. La
pareja regulador-promotor es el ele mento principal de la r egulacion e specifica de la
ruta, que constituye el primer nivel de regulacion. En general, el regulad or se une a la
region promotora de lo s genes catabdlicos y, e n presencia de la molécula indu ctora,
permite o potenciala  transcrip cidon de los genes co dificantes d e las en zimas
encargadas de metabolizar el compuesto aromatico hasta intermediarios del ciclo de
los acidos tricarboxilicos. El inductor puede ser el sustrato de la ruta o un intermediario
de ésta. A su vez, el regulador puede actu ar como activador transcripcional en
presencia del inductor o como represor en ausencia de éste.

El segundo nivel de regulacién a  justa la tasa de expre sién de los genes
catabdlicos al estado fisioldgico de la célula. Esta regulacién esta mediada por factores
de regulacion globales que interaccionan con distintas d ianas de la maquinaria de
transcripcion o traduccion (Diaz y Prieto, 2000; Morales et al., 2004). El clasico
ejemplo de regulacion global es el fendmeno de represién catabdlica, frecuentemente
observado en rutas de degradacié n de compuestos aro maticos (Prieto et al., 2004;
Shingler, 20 03). El término represié n catabdlica describe el fenémeno por el que la
presencia de una fuente preferente de carbon o en el med io reprime la expresién de
ciertos genes y operone s, cuyos pro ductos génicos estan relacionados con el uso de
fuentes alternativas de carbono (Stilke y Hille n, 1999). Estos si stemas de regul acién
global funcionan a través de lo s canales gen erales de control, bien mediante los
niveles celulares de las distintas formas de holoenzima de ARN polimerasa, a través
de la arquit ectura de los promotores o0 modulando la actividad o exp resién de los

reguladores transcripcionales especificos (Shingler, 2003; Moreno y Rojo, 2008).

7.1. Regulacioén especifica

Existen gran variedad de proteinas regulador as incluidas en distinta s familias
de reguladores transcripcionales pr ocariotas que controlan la expresion de las r utas
catabdlicas de degradacion de compuestos aromaticos. En la mayoria de los casos,
estos reguladores son  activadores transcr ipcionales qu e interaccio nan con sus
promotores diana a través de dominios de union a ADN tipo hélice-giro-hélice (HTH) y
que induce n la transcr ipcién cuando interaccionan con e | sustrato aromaticoo un
intermediario de la ruta, que funcio na como molécula inductora (Diaz y Prieto, 2000).
Algunos de los reguladores transcripcionales de rutas de degradacion de compuestos
aromaticos pertenecen a la familia NtrC |, que catalizan la transicion de complej o

cerrado a complejo abierto en pro motores dependientes de ¢**. También encontramos
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reguladores pertenecientes a las f amilias AraC, IcIR, FNR, MarR, GntR, que incluyen
la mayoria de los repre sores descritos en el catabolismo de compuestos aromaticos,
sistemas de dos componentes y reguladores de la familia LysR.

En los sig uientes ap artados se tratara co n mas detalle losre  guladores
transcripcionales pertenecientes a las familias NtrC y LysR, ya que se han identificado
dos regulad ores perten ecientes a estas familias que pod rian estar implicados € n la
regulacién de la degradacion de PAHs en algunas de las cepas bacterianas aislad as

en esta Tesis Doctoral.

7.1.1. Familia de reguladores NtrC

La regulacién de rutas d e degradacién de comp uestos aromaticos en muchos
casos e sta mediada por reguladore s pertenecientes a est a familia (Tropel y van der
Meer, 2004). Estos reguladores controlan promotores que son reconocidos por la ARN
polimerasa (ARNP) con el factor sigma alternativo . Los reguladores implicados en
el metabolismo de compuestos aro maticos se incluyen en un subgrup o denominado
reguladores NtrC/ XyIR, y que se caracterizan por detectar y responder a moléculas
efectoras a diferencia de otros miembros de la familia que forman parte de sistemas de
dos componentes (Shingler, 1996). La ARNP a sociada al factor ¢°>* (ARNP-6>*) forma
un complejo estable con las secuencias -12/-24 caracteristicas de los promotores que
regula, pero es incapaz de iniciar la transcripcion (Buck y Cannon, 1992a; Popham et
al., 1989; S asse-Dwight y Gralla, 1988). Para ello es n ecesario la interaccion con el
regulador y la hidrdlisis de ATP, que se cree a porta la energia necesa ria al proce so
(Weiss et al., 1991). Estos reguladores se unen a las regiones denominadas UASs (del
inglés, “Up stream Activating Sequences”) q ue normalmente estan localizad asa |
menos 100 pb antes del sitio de unién de la ARNP-c>* (Buck y Cannon, 1992b; Buck et
al., 1987; Gralla, 199 6; Morett y Segovia, 1993; Reitzer y Magasanik, 1986). La
interaccion entre la ARNP-c* unida a la's secuencias -12/-24 y la prot eina reguladora
asociada a | as regiones UASs es facilitada por | a curvatura del ADN que en mucho s
casos e sta mediada por la union de la protei na IHF (del inglés, “Int egration Host
Factor”) (Pérez-Martin et al., 1994). Los dos reguladores mejor estu  diados son las
proteinas XylIRy DmpR de P. putida. En P. putida mt-2 XylRes unadelas dos
proteinas reguladoras principales de la ruta de degradacién de tolueno y xile nos
codificada en el plasmido TOL. Este regulador en combinacion con la ARNP-c** activa
la transcripcion de los genes de la ruta “upper” y del gen xyIS (Abril et al., 1989; Dixon,
1986; Inouye et al., 1987; Kohler et al., 1989; Ramos et al., 1987). Ademas de ser un

activador transcripcional, XyIR reprime su propia expresion ya que la regién promotora
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de xyIR (Pr) y el sitio de unién de XyIR en el promotor Ps del gen xylS estan situados
en la regién intergénica entre xylS y xyIR por lo que solapan impidiendo el acceso d e
la ARNP- 6" al promotor de  xyIR (Pr). Dmp R regulala expresién del promotor P
activando la expresion de un unico operén (dmpKLMNOPQBCDEFGH]I) implicado en
la degradacion de fenol presente en el pla smido pVI150 de Pseudomonas sp. CF600
(Shingler et al., 1993).

7.1.2. Familia de reguladores LysR

Los reguladores transcr ipcionales de la familia LysR forman el grupo mas
amplio de reguladores bacterianos (Tropel y van der Meer, 2004). Muchos de ellos son
reguladores de rutas de degradacién de contaminantes organicos (Diaz y Prieto, 2000;
Shingler, 2003; Tropel y van der Meer, 2004). Son proteinas muy conservadas y de
tamano similar que controlan multitud de procesos celu lares relacio nados con la
division celular, quorum sensing, virulencia, movilidad, fijacion de nitrégeno, estrés
oxidativo, produccién de toxinas, et  c. (Maddocksy Oyston, 2008). Ademas,
frecuentemente se han caracterizado como reguladores de rutas de d egradacion de
compuestos aromaticos (Diaz y Prieto, 2000; Shingler, 2003; Tropel y van der Meer,
2004). Estos reguladores funcionan normalmente como activadores de la transcrip cion
de sus pro motores, no obstante e xisten casos en los qu e actian co mo represore s
(Maddocks y Oyston, 2008) e incluso pueden poseer una funcién dual, actuando como
activadores y represores de la transcripcion sobre diferentes promotores diana (leva et
al., 2005; B ender, 1991 ; Rosario y Bender, 20 05; Liu y B ender, 2007 ). El gen g ue
codifica el r egulador normalmente esta localizado cerca y de forma divergente a los
genes que regula, pero existen excepciones a estareg la. Porejemploelgen que
codifica el regulador SalR en Acinetobacter sp. ADP1 que e s co-transcrito junto con el
gen que reg ula (salA) (Jones et al., 2000). El gen phnS es co-transcrito en la misma
unidad tran scripcional que los ge nes del op eréon phnFECDACAdB i mplicadosenla
degradacion de nafta leno y fenant reno en Burkholderia sp. RP007 ( Laurie y Llo yd-
Jones, 1999). Todos los reguladores LysR implicados en la degradacion de aromaticos
actuan activando la transcripcién de los genes de la ruta de degradacion en presencia
de un inductor, y repri miendo su propia expresién. El regulador se une auna  Unica
regién, den ominada RBS (del inglés, “Repres sor Binding Site”) desd e la que ejerc e
ambas funciones. Los inductores de este tipo de reguladores suelen ser intermediarios
de laru ta que regulan (Coco et al., 1993; Lev eau y van der Meer, 1 996; Romero -
Arroyo et al, 1995; Rothmel et al, 1990).
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Objetivos

El objetivo general de esta Tesis Doctoral se encamina al estud io de las
interacciones que se producen en la rizo sfera de planta s creciendo en ambientes
contaminados y sus posibles aplicaciones biotecnolégicas. Para alcanzar este objetivo

general se propusieron los siguientes objetivos especificos:

1. Aislamiento de bacterias del suelo y rizosféricas con capacidad de degradar
fenantreno, situandola s en el co ntexto de las poblacio nes bacterianas
mayoritarias existentes en lari  zosfera de plantas creciendo en zonas
contaminadas con PAHSs, y la comparacién de estas poblaciones con las de

los microorganismos presentes en suelos no vegetados.

2. Analisis de diferentes parametros de interés en la interaccion planta-bacteria
(adhesién a semillay raiz, colo  nizacidén de la rizosfer a, utiliza cién de
exudados radiculares, etc.) para el uso de estas bacterias en estrategias de

rizorremediacion.

3. ldentificacion de los genes de degradacion de fenantreno en las bact  erias
aisladas en el objetivo 1 con el fin de estudiar su regulacion y su expresion

en presencia de exudados radiculares.
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Materiales y Métodos

1. RECOGIDA DE MUESTRAS EN ZONAS CONTAMINADAS CON PAHSs

Se recogieron muestras de suelo en tres zonas su sceptibles de estar
contaminadas con PAHSs. En la cercania de una gasolineraen CenesdelaV ega
(Granada), en una zona de monte bajo que habia sufrid o unincen dio el verano
anterior a la recogida de las mue stras (en el limite de las provincia s de Madrid y
Guadalajara) y en la refineria de CEPSA La Rabida en Palos de la Frontera (Huelva) .
Las muestras de Granada y de Hu elva se recogieron a principios de mayo de 2007 y
2008 respectivamente, mientras que las de Madrid se recogieron a principios de
diciembre de 2007.

En cada una de las zon as se seleccionaron varias plantas al azar, y para cada
una de ellas se tomaron dos tipos de mues tras (de 3-5 g aproxima damente): suelo
cercano y suelo rizosfér ico. Para recoger el su elo rizosférico se extrajo la planta con
las raices y se agito pa ra eliminar la tierra poco unida, el resto de tier ra que quedd
adherida a las raices se consideré suelo rizosférico.

De cada una de las muestras de suelo y rizosfera se tomé un gramo para aislar
bacterias de interés, y otro gramo para aislar ADN total. El resto se guardd a -20 °C
para su usos posteriores.

Las plantas se identificaron en el | aboratorio con ayuda d el manual “Claves

para la determinacion de plantas vasculares” (Bonnier y Layens, 1988).

2. AISLAMIENTO DE ADN TOTAL DE SUELO

Para la extraccién del ADN cromosdmico de su elo se usé una combinacion de
los métodos descritos por Zhou et al. (1996) y Porteous et al. (1997).

Se peso un gramo de cada muestra de suelo en tubos Falcon de 15 ml a los
que se les afiadié 2 ml de buffer d e extraccion y 0,1 ml d e proteinasa K (20 mg/ml).
Los tubos se incubar on durante 30 minuto s a37°C vy agitacion de 200 rpm.
Transcurrido este tiem po, se afad ieron 0,3 ml de SDS al 20% (p/v) y se incubé  en
bano a 65°C durante una hora. Seguidamente los tubos se sometieron a centrifugacion
(4000 g durante 10 min utos) a tem peratura ambiente. La f ase superior se recogio en
un tubo nuevo y el precipitado se so meti6é de nuevo al proceso de extraccion. En est e
caso, se afiadieron 1,5 ml de buffer de extracciony 0,2 ml de SDS al 20% (p/v) y se
incubd a 65 °C durante 10 minutos. A continua cién se centrifugd a un a velocidad de
4000g dura nte 10 min y la fase superior se uni6 con larecogida anteriormente.
Después se anadié un volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugé
a 6000 g d urante 10 min recogiéndose la fase acuosa. Para la precipitacién de los

acidos nucleicos se anadieron 0,6 volumenes de isopropanol y se dejo reposar durante
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una hora a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se centrifugd a 4000g durante
30 minutos y el precipitado se lavé con etanol al 70% (v/v) frio. Finalmente el ADN se
dejo secar y se resuspendié en 0,6 ml de agua bidestilada.

Las muestras obtenida s de estaf orma presentaban una coloracion marrén
oscura, indicando la pr esencia de acidos humicos que po drian inhibir la PCR. Para
eliminar estos compuestos se afiadieron 75 ul de acetato potasico 5M y 250 ul de PEG
8000 al 40% (p/v) y se dejo precipitando al menos 1 hora a -20°C. Posteriormente se
centrifugd a 13000g 15 min y el pre cipitado obtenido se disolvié en 0,9 ml de solucién
2X CTAB. Las muestras se incubaron a 65°C durante 15 min, tras lo cual se afadieron
0,9 ml de cloroformo. Se centrifugé a 13000g otros 10 min y a la fase superior se le
afadié 1ml de isopropanol. Para precipitar el ADN se incubd al menos 15 minutos a
-20°C. El p recipitado o btenido se resuspendioé en 450 yl de agua bidestilada y se
purificd co n columnas Ultracel YM-100 (Millipore, ref. 42413) siguiendo la s
instrucciones del fabricante. EI ADN aislado (resuspendido en 30 pl de a gua

bidestilada estéril) se guardd a 4°C hasta su utilizacion.

Buffer de extraccion: Tris-HCI 0,1 M pH 8, EDTA 0,1 M pH 8, fosfato sédico o]
potasico 0,1 M pH 8, NaCl 1,5 My CTAB 1%.

Solucién 2X CTAB: CTAB 2% (p/v), NaCl 1,4 My EDTA 0,1 M.

3. ELECTROFORESIS EN GEL CON GRADIENTE DESNATURALIZANTE
(DGGE)

La electroforesis en gel con gradie nte desnaturalizante (DGGE) es una de las
técnicas empleadas para analizar la diversidad de comunidades microbianas. Con esta
técnica, fragmentos de ADN de igual longitud pero con se cuencia distinta se pue den
resolver electroforéticamente (Fisher y Lerman, 1979).

En los ultimos anos, el DGGE se ha utilizado para analizar el gen que codifica
el ARNr 16S de muestras ambientales. Esta  t écnica p ermite la sep aracién de una
mezcla het erogénea de genesd e 16S amplificado sp orPCRe nungel de

poliacrilamida con un gradiente desnaturalizante quimico de formamida y urea.

3.1  Amplificaciéon de laregion hipervariable V3 del gen 16S

A partir de | as muestras de suelo recogidas se aislé ADN total. Usando este
ADN como molde se re alizaron dos PCR secue nciales, de esta forma se obtiene una
regién amplificada del gen codificante del 16S ARNr a decuada para su analisis

mediante electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE). En la prim era
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PCR se usaron los oligonucledtidos E8F y U1510R (Baker et al., 2003) que amplifican
practicamente la totalidad del gen ARNr 16S. El producto d e esta primera reaccién se
usé como molde para la segunda PCR (de nominada PCR anidada ),enlaqu e se
usaron los cebadores GC-P1y P2 (Muyzer et al., 1993). El producto final tien e un
tamano de 234 pb (194 pb + 40 pb de la cola GC) e incluye la regién h ipervariable V3
del gen que codifica el ARNr 16S.

3.2 Preparacion de geles desnaturalizantes

Los productos de la PCR anidada se analizaron en gele s de poliacrilamida al
10%, de 1mm de grosor y con un gradiente de snaturalizante de forma mida-urea que
oscilaba entre el 35% ( parte superior del gel) y el 55% (pa rte inferior del gel). Para la
optimizacion del gradiente, previamente se analizaron las muestras en varios
gradientes: 20-60%, 3 0-60% y 35-55%, estab leciéndose este ultimo como el 6ptimo
para una bu ena separacion de las bandas. El 100% de formamida-ure a esta definido
en una concentracion de urea de 7M y 40% (v/v) de formamida desionizada.

Las soluciones de acrilamida se prepararon en tampdén TAE 1 X (descrito en el

apartado 14.2) y su composicion fue la siguiente:

Solucién desnaturalizante al 35%: 10% (v/v) Acrilamida/Bisacrilamida (37,5:1); urea

2,45 M; 14% (v/v) formamida desionizada.

Solucién desnaturalizante al 55%: 10% Acrilamida/Bisacrilamida (37,5:1); urea 3,85

M; 22% (v/v) de formamida desionizada.

Las solu ciones se filtra ron con filtr os de aceta to de celulo sa de 0,45 um de
diametro de poro (Millipore, ref. SLHA033SS). Una vez pre paradas las solucione s de
acrilamida se anadieron los agentes polimerizantes (APS y TEMED a una
concentracion final del 0,01% (v/v)), e inmediatamente después se procedidal a
preparacion del ge | u sando el f ormador de gradiente  del sistema “ The DCode
Universal Mutation Detection System” (Bio-Rad, ref. 170-9080 hasta 170-9104).

El gel se dejo polimerizar dos hor as a temperatura ambiente, tras lo cual se
cargaron las muestras (todo el pro ducto de la PCR anidada: 50pl). La electrofore sis
consta de dos pasos, uno primero de dos hora s de duracién y aplicando un voltaje de
150V y uno segundo a 200V durante cuatro hor as. La elect roforesis se realiz6 a u na

temperatura constante de 60°C.
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3.3 Tincién y visualizaciéon de los geles de DGGE

Se probaron dos tipos de tincién, con nitrato de plata usando el kit “Bio-Rad
Silver Stain” (Bio-Rad, ref. 161-044 3 hasta 161-0447) y por inmersion e n una solucion
de GelRed ® (VWR, ref. 730-2958) preparada enaguas egun las instruccione s del
fabricante. Los resultados con las dos tinciones fueron similares, por lo que se optd por
utilizar la tincion con GelRed ® que requeria mu cho menos tiempo. Para visualizar las

bandas se utilizé el sistema Gel-Doc de Bio-Rad.

3.4  Analisis estadistico de los geles de DGGE

Las bandas presentes en cada uno de los car riles se definieron y co mpararon
con el software Uvi-BandMap (Uvitec Cambridge). Una vez definidas to das las bandas
de cada gel de DGGE, se constru yeron matrices binarias de presencia/ausencia de
dichas bandas en cada uno de las muestras, donde 1 indica presencia de la banda en
la muestra en cuestion y 0 su ausencia. Para el analisis estadistico se uso el indice de
similitud de Raup y Crick (Raup y Crick, 1979). Este indice se d efine como la
probabilidad de que una semejanza seleccio nada al azar sea mayor o igual a la
semejanza observada. Valores de este indice mayores de 0,95 o me nores de 0, 05
significan semejanza o diferencia, respectivamente, es decir que no son distribuciones
al azar. El calculo de este indice, asi como | a construccién de los dendogramas de
semejanzas se realizar on con el programa PAST (Hammer et al., 2001). Para la
construccion de los dendogramas se uso el algoritmo “unweighted paired-group
method with arithmetic mean” (UPGMA).

3.5 Escision y secuenciacion de las bandas de los geles de DGGE

Las bandas predominantes de los geles de DGGE se recortaron p ara su
posterior estudio. Los fragmentos recortados se introdujeron en tubos eppendorf a los
que se les afadieron 40 pl de agua bidest ilada y se  dejaron 48 horas a 4°C.
Posteriormente se tomaron 2 yl de cada tuboy se llevd a cabo una reamplificacion
usando los cebadores de la PCR anidada. Los productos de PCR se purificaron con el
kit “ QIAquick Gel Extraction Kit” (QUIAGEN) y posteriormente se enviaron a
secuenciar. En aquellos casos en los que no se obtuvieron secuencias, se tomaron 3l
del ADN y se clonaron en el vector p MBL-T. La ligacién se transformé en E. coli DH5a
(segun se indica en el apartado 16.1) y se se mbré en placas de LB con Apy x-gal.
Para cada muestra se seleccionar on tres colo nias blancas a las que se les extrajo el
plasmido con el kit “ Plasmid Miniprep Kit” (Bio-Rad, ref. 7 32-6100) y se enviaron a

secuenciar.
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4. CONDICIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivoy soluciones fueron esterilizados ba jo calor humedo, en

autoclave, siendo sometidos a una temperatura de 121°C y una atmésfera de presion.

4.1 Medios ricos

Como medio liquido de crecimiento habitual de las cepas bacterianas se utilizd
el medio rico Luria-Be rtani (LB) ( Sambrook et al., 1989 ), cuya co mposicién es la
siguiente: bactotriptona, 10g; extracto de levadura, 5g; NaCl, 10g; H,O hasta 1 L. Para
la preparacién de medio solido LB, se afiadié bacto-agar (Difco, ref. 0140-01), hasta
una concentracion final del 2% (p/v).

Para las cepas fungi cas el medi o liquido u tilizado fue PDB (Difco Potato
Dextrose Broth, Becton and Dickinson, ref. 254 920) y el medio sélido f ue PDA (Difco
Potato Dext rose Agar, Becton and Dickinson, ref. 213400) preparados segun las

especificaciones del fabricante.

4.2 Medios minimos

Para el cultivo en medio minimo se emple6 u na modificacion del medio M9
(Sambrook et al., 1989 ), cuya composicion es la sigu iente: solucion 10xM9 100 mL;
solucion A9 (goodies), 2,5 ml; MgSQO,4 1M, 1mL; citrato férrico amonico 6% (p/v), 1 mL;
H,O hasta 1L.

Para los medios liquid os, como fu entes de carbono se utilizé gluco sa 10mM,
fenantreno y antraceno en cristales (1 g/l) y naftaleno en cristales (0,5 g/l).

Para afadir fenantreno o antraceno a las placas de medio minimo, é stos se
disolvieron en hexanoauna co ncentracion de 2,5%  (p/v) y posteriormente se
pulverizaron sobre la placa (Kiyohara et al., 1982). El hexano se evapora rapidamente
a temperatura ambiente formandose una capa homogénea de fenantreno o antraceno
en cristales sobre la superficie de la placa. El naftaleno se afiadioé en forma de cristales
en la tapa d e la placa petri que se sell6 con pa rafilm. Este compuesto es muy vola il

por lo que pasa rapidamente a fase vapor estando disponible para las bacterias.

Solucién 10X M9: Na,HPO,-7H,0, 70g; KH ,PO,, 30g; NH ,CL, 10g; NaCl, 5g; H ,0
hasta 1L.

Solucién A9: HBO 3, 300mg; ZnCl ,, 50mg; CuCl ,-2H,0, 10mg; MnCl,-4H,0, 30mg;
CoCl,, 200mg; NiCl,-6H,0, 20mg; NaMO,4-2H,0, 30mg; H,O hasta 1L.
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4.3 Condiciones de cultivo

Las cepas de  Escherichia coli se cultivaron a 37°C. El resto de cepas
bacterianas y cepas fungicas se cultivaron a 30°C. Los cultivos liquidos se incubar on

con una agitacion de 200 rpm en un incubador orbital.

4.4 Antibiéticos

Las soluciones de antibidtico s de uso comun se prepararon a un a
concentracién 1000 veces super  ior ala concentraci6 nfinalde losensa yos,
disolviéndolos en H ,0 destilada, excepto| a rifampicina y la tetraciclina que se
disolvieron en metanol, y el cloramfenicol que se preparé en etanol. Las solucion es
preparadas en H,O se esterili zaron por filtracié n (utilizando filtros e stériles de acetato
de celulosa de 0,22 uym de diametro de poro (Millipore, ref. SLGS033SS) y s e
almacenaron a -20°C. Los a ntibidticos se utilizar  on generalmente a las
concentraciones finales indicadas e n pg/ml: ampicilina (Ap), 100; cloramfenicol (Cm),
30; Gentamicina (Gm), 10; kanamicina (Km), 25; acido nalidixico (Nal), 10; rifampicina
(Rif), 20 y tetraciclina (Tc), 10.

5. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE BACTERIAS DEGRADADORAS DE
FENANTRENO

Para aislar bacterias degradadoras de PAHs se prepararon matra cescon
medio minimo M9, fen antreno como unica fu ente de carbono y cicloheximidaa una
concentracién de 4 mg /ml (p/v). A estos matraces se le s afadié 1 g de sueloy se
incubaron durante 3 dias a 30°C y 200 rpm de agitacion. Pasado este tiempo, se dejé
que la tierr a decantara y se tomé 1 mlde e ste cultivo con el qu e se ino cularon
matraces nuevos con el mismo medio. Este proceso se repitidé dos veces mas tras los
cuales se sembraron diluciones seriadas de lo s cultivos e n placas co n fenantreno
como unica fuente de carbono. Se seleccion  aron aquellas colonia s que forma ban
halos de solubilizacion y se obtuvieron  los cultivos puros mediante siembra  por
agotamiento en medio minimo M9 conf enantreno. Para identif icar las bacterias
aisladas se extrajo ADN total de cu ltivos crecidos en medio LB, y me diante PCR se
amplifico el gen que codifica el ARNr 16S usando los olig onucleétidos E8F y U1510R.
El producto de la PCR s e cloné en los vectores pMBL-T ©® o0 pGEM-T® y se transformé
en cepas de E. coli DH5a. Estos plasmidos se aislaron y se enviaron a secuenciar. L a
comparacion de las se cuencias con las bases de datos se realizé co n el programa
BLAST (Altschul et al., 1990) disponible en el servidor de internet del NCBI.
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6. CONSTRUCCION DE ARBOLES FILOGENETICOS

Con las secuencias completas del gen 16S de las bacterias aisladas se
construyo un arbol filog enético. El alineamiento de las se cuencias se realizé con el
software disponible en la pagina SILVA rRNA da tabase Project (www. arb-
silva.de/aligner). El arbol filogenético se construyd a partir de una matriz de distan cias
aplicando el algoritmo de Jukes-Cantor (Jukes y Cantor, 1969). La matriz de distancias
fue analizada mediante el método d e Neighbor-Joining con el programa ARB (Lud wig
et al., 2004).

7. CEPAS MICROBIANAS Y SU CONSERVACION

Los microorganismos utilizado s en este trabajo, junto con sus genotipos y
caracteristicas mas relevantes se recogen en la Tabla 01.

La conservacion a corto plazo se re alizé mediante estria en placa, en medios
selectivos, almacenados a 4°C durante un periodo maxi mo de un mes. Para su
almacenamiento a largo plazo se mantuvieron congeladas a -80°C con glicerol al 30%
(V/v).

Tabla 01. Cepas microbianas utilizadas en este trabajo

Cepa Caracteristicas Referencia
Pseudomonas

P. putida KT2440 cm? Franklin et al., 1981

P. putida G7 Nah* Dunn y Gunsalus, 1979
Pseudomonas sp. S6 Phn" Capitulo 1
Pseudomonas sp. R2 Phn* Capitulo 1

Sphingomonas

Sphingomonas sp. S1 Phn* Capitulo 1
Sphingomonas sp. S5 Phn*, Nah* Capitulo 1
Sphingomonas sp. R3 Phn’, Capitulo 1
Sphingomonas sp. R4a Phn*, Nah* Capitulo 1
Sphingomonas sp. HS5g Phn*, Nah” Capitulo 1
Sphingomonas sp. HR2b Phn*, Nah” Capitulo 1
Sphingomonas sp. HR2t Phn*, Nah* Capitulo 1
Sphingomonas sp. HR4a Phn*, Nah* Capitulo 1
Sphingobium

Sphingobium sp. HS3p Phn* Capitulo 1
Sphingobium sp. HS5p Phn*, Nah® Capitulo 1
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Cepa Caracteristicas Referencia
Sphingobium sp. HR5a Phn*, Nah® Capitulo 1
Sphingobium sp. HR5b Phn*, Nah® Capitulo 1
Sphingobium sp. HR5r Phn*, Nah® Capitulo 1
Novosphingobium
Novosphingobium sp. S7 Phn* Capitulo 1
Novosphingobium sp. HS2a  Phn", Nah® Capitulo 1
Novosphingobium sp. HR1a  Phn", Nah” Capitulo 1
Novosphingobium sp. HR1b ~ Phn’, Nah” Capitulo 1
Novosphingobium sp. HR3g ~ Phn’, Nah" Capitulo 1
Burkholderia
Burkholderia sp. MS3 Phn*, Nah® Capitulo 1
Burkholderia sp. MS4b Phn*, Nah" Capitulo 1
Burkholderia sp. MS4t Phn*, Nah" Capitulo 1
Burkholderia sp. MR5 Phn*, Nah® Capitulo 1
Burkholderia sp. HR3p Phn*, Nah* Capitulo 1
Massilia
Massilia sp. HS1b Phn" Capitulo 1
Massilia sp. HS1t Phn" Capitulo 1
Arthrobacter
Arthrobacter sp. S4 Phn*, Nah" Capitulo 1
Arthrobacter sp. R7 Phn*, Nah* Capitulo 1
Arthrobacter sp. HS3g Phn*, Nah® Capitulo 1
Arthrobacter sp. HS4-1 Phn*, Nah® Capitulo 1
Arthrobacter sp. HS4-2 Phn*, Nah* Capitulo 1
Mycobacterium
Mycobacterium sp. S3 Phn* Capitulo 1
Escherichia coli
supE44 AlacU169 (280 Hanahan, 1983 y 1985;
DH5a lacZAM15) hsdR17 recA1 Bethesda Research
endA1 gyrA96 thi-1 relA1 Laboratories, 1986)

Fusarium

Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici CECT 2715

Ustilago
Ustilago maydis SG200 al:mfa2 bE1 bw2 Kamper et al., 2006

Las a breviaturas Ap Rcm R quie rendeci rre sistenciaa  ampicilinay cloramfeni col
respectivamente. Phn *, Nah * significan capa cidadd e utilizar fe nantrenoyn aftaleno
respectivamente como fuente de carbono.

Snyder y Hansen, 1954
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8. ANTIBIOGRAMAS

Se sembrd 1 ml de los cultivos de las bacterias de interés crecidos dur ante 24
horas a 30°C y en agita cion en placas de medio LB. Las placas se dejar on secar, tras
lo cual se colocaron ensusu perficie los discos co n el antibidtico adecu ado
(bioMérieux). Las placas se incubaron a 30°C durante 2 dias o hasta que se observé la
formacion de un césped. Finalmente se midié el diametro de los halos de inhibicién

que se habian formado alrededor de los discos de antibidticos.

9. DETECCION DE LA PRODUCCION DE COMPUESTOS ANTIMICROBIANOS
Y ANTIFUNGICOS

Se analizé la capacidad de las b acterias aisladas para inhibir el crecimiento de
Pseudomonas putida KT2440. Para ello se tomaron 0,5 ml de un cultivo de P. putida
KT2440 crecido durante 12-16 horas y se sembraron en pla cas de LB. A continuacion,
en estas placas se ino cularon 20 pl de un ¢ ultivo de la bacteria de interés crecido
durante 16-24h. Las placas se incubaron a3 0°C durante 2-3 dias y se observd —si
aparecian halos de inhibicion en el césped formado por KT2440.

Para la deteccion rapida de la produccion d e compuestos antifungicos, se
analiz6 la capacidad de inhibicion d el crecimiento de los ho ngos Fusarium oxysporum
subsp. lycopersici CECT2715 y Ustilago maydis por varias de las cepas degradadoras
de fenantreno identificadas en los aislamientos iniciales. Fusarium se cultivé en placas
de medio PDA, en las que el hong o se inoculo en el centr o y alrededor, a una cierta
distancia, se inoculdé una gota de 20 pl del cultivo bacteriano (crecido durante 24 horas
en medio LB). Tras una semana de incubacié n se analizd el crecimiento del micelio.
Para Ustilago se sembré 1ml de un cultivo liquid o en placas de medio PDA en las que
también se colocaron las bacterias en gotas. A los dos dias se analiz6 el color del
césped for mado por el hongo, un color blan quecino e s indica tivo de una correcta

maduracion.

10. ADHESION A SUPERFICIES BIOTICAS

En los ensa yos de adhesion se ha n estudiado dos plantas: Trifolium pratense
conocido como trébol blanco y Sinapis alba cuyo nombre comun es mostaza blan ca.
Las cepas bacterianas utilizada s fueron: Pseudomonas sp. S6; Sphingobium sp. S1,
HS5p y HR5a; Novosphingobium sp. HS2ay HR1ay Burkholderia sp. MS3, MR5 y
HR3p. En los ensayos de adhesion co  mpetitiva se inclu yé la cepa Pseudomonas
putida KT2440.
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10.1 Esterilizacion de semillas

Las semillas se ester ilizaron superficialmente, sometiéndolas a 2 lavados con
etanol al 70 % (v/v) durante 15 min y otros dos lavados con lejia al 20 % (v/v) también
durante 15 min. Seguidamente se lavaron con agua bidestilada agitando intensamente
para eliminar completamente la lejia, y finalmente se dej aron secar. Las semillas ya

secas se guardaron en oscuridad un maximo de 48 horas hasta su utilizacion.

10.2 Germinacion de semillas

Las semillas necesitan un ambiente muy humedo para germinar, por lo que se
prepararon camaras de germinacion en las qu e el grado d e humedad era alto. Estas
camaras de germinacié n consisten en una p laca petri en la que se colocaron do s
trozos de papel de filtro circulares estériles, uno en el fondo y otro en la tapadera. Los
papeles se humedecieron con agua bidestilad a y sobre la tapadera se colocaron las
semillas pr eviamente esterilizadas. Las semi llas de las dos plant as se de jaron

germinar a temperatura ambiente durante 2-3 dias.

10.3 Adhesién a semillas y raices de trébol y mostaza

Para cuantificar la adhesion de las bacterias a semillas y r aices se sigui6 el
método descrito por Espinosa-Urgel et al., 2000.

A partir de un cultivo de la bacteria de interés crecidod  urante 24 h oras en
medio LB, s e prepar6 una dilucién  1/100 en solucion M9 1X . Se to maron 0,1 mld e
esta dilucion y se afadio a un tubo eppendorf que contenia las semillas o raicesy 0,9
ml de solucién M9 1 X. Este se in cubé durante una hora a t emperatura ambiente para
que tuviera lugar la adhesién. En este tiemp o, se hicier on dilucione s seriada s del
cultivo de p artida y se sembraron en placas de medio LB, para cuantificar el numero
de unidades formadoras de colonia s (UFC) iniciales. Transcurrida la hor a, se eliminé
por decantacion la solucién M9 1X vy las semillas o rai ces se lavaron tres veces con
nueva solucion M9 1 X agitando con vortex para eliminar las bacterias no adheridas.
Posteriormente, al tubo se le afiadié 1 ml de medio LB y 5-7 perlas de vidrio de 3 mm
de diametro, y se agitdé  durante 30 — 40 segundos con vortex para despegar las
bacterias a dheridas. Finalmente se hicieron d iluciones se riadas y se sembraron en
placas de medio LB, para realizar el conteo de UFC ad heridas. Cada uno de estos
ensayos se repitié al menos tres veces. Las placas se incubaron a 30°C de 2 a 3 dias.

Para los experimentos de adhesiéon a semillas, se utilizaron seis semillas en el
caso del trébol y una en el caso de la mostaza. Para realizar los ensayos de adh esion

a raiz, se colocaron en el tubo seis apices de 3-4 mm de longitud para ambas plantas.
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10.4 Adhesién competitiva a raiz de trébol

Los experimentos de ad hesion competitiva se r ealizaron con apices de raices
de trébol. S e analizé la capacid ad de adhesio n de las b acterias d egradadoras de
PAHSs aisladas en competencia con Pseudomonas putida KT2440. Se inocularon d os
cultivos en medio LB, u no con la bacteria a ensayar y otro con Pseudomonas putida
KT2440,y se dejaron crecer durante 24 horas a 30°C ¢ on agitacio n. Pasado este
tiempo, se midi6 la turbidez (DO ¢¢0) de cada uno de los cultivos y se ajustba 1 en
medio LB. A partir de los cultivos de densidad optica ajustada se prepararon diluciones
1/100 en solucion M9 1X, y de éstas se tomaron 0,1 ml de cada una de las bacterias y
se afadieron a un tubo eppendorf que contenia las raices y 0,8 ml de so lucién M9 1X.
Los tubos se dejaron una hora a temperatura ambiente para quet  uviera lugar la
adhesion. En este periodo de tiempo se prepar aron diluciones seriadas de los cultivos
diluidos y se sembraron en placas de LB para contar el n  Umero de células in iciales.
Transcurrida la hora, se procedié t al y como se describe en el apartado 10.3, con la
unica diferencia de que en este caso las diluciones se sembraron en medios selectivos

para cada una de las cepas.

11. SISTEMAS GNOTOBIOTICOS

Para estudiar la asociacién de la s bacterias aisladas y la planta modelo
Trifolium repens, asi como para analizar las capacidades degradativas de las bacterias
en asociacion con dich a planta, se disefiaron sistemas gnotobidticos. Estos sistemas
consisten en tubos de ensayo de 22 mm de d iametro a los que se les afiaden perlas
de vidrio de 3 mm de di ametro como soporte, 2 ml de solucién acuosa H,O-FEEDTA

con las bacterias en suspensién y las semillas de la planta.

11.1 Montaje de sistemas gnotobibéticos

Se afiadieron perlas  de vidrio a los tubo s de ensayo hastaun  a altura
aproximada de 1,5 cm. Los tubos se cerraro n, se esterilizaron en autoclave y se
dejaron secar en estufa a 65°C durante 24 horas. Se midi 6 la turbidez (DO g4) de un
cultivo de la bacteria de interés crecido durante 24 horas en medio LB, posteriormente
las células se lavaron con soluciéon de Fe-EDTA y se ajusto la D.O. a 0,005 en dich a
solucion. A cada tubo se le afiad ieron 2 ml de la solu cién acuosa conteniendo la
bacteria y 10 semillas previamente esterilizadas.

Para los ensayos de degradacion e n estos sistemas, se afiadio fenantreno a la

solucion acuosa. Para ello 24 horas antes del montaje se prepard una suspension de
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cristales de fenantreno en agua d estilada a la concentra cién deseada, y se dejé en
agitaciéon durante un dia a 30°C y agitacion de 200 rpm. En el momento del montaje,
se afiadio Fe-EDTA a una concentracion final de 2,56 mM  y las bacterias ala D. O.
deseada. A cada tubo de ensayo se le anadieron 2 ml de esta suspension.

Los tubos se incubaron a temperatura ambiente un maximo de 15 dias, ya que
a los 20-25 dias las plantas de trébol empiezan a marchitarse debido a la carencia de

nutrientes.

Solucién H,O-FeEDTA: Fe-EDTA 2,5 mM en agua bidestilada estéril.

11.2 Desmontaje de sistemas gnotobidticos

Todo el desmontaje se realizé en condiciones de esterilidad. En primer lugar se
extrajeron las plantas y se colocaron en tubos Falcond e50mlal os que se les
anadieron 2 ml de agu ay perlas de vidrio h astala mar cade 5 ml. Los tubos se
agitaron en vértex durante 30 — 40 segundos para separar las bacterias unidas a las
raices de la s plantas. Se recogieron los 2 ml de agua con las bacter ias, se hicie ron
diluciones seriadas y se sembraron en placas de medio LB para hacer el recuento de
las UFC. Una vez extraidas las b acterias de las raices, se recogieron las planta s en
placas de petri, se elimin6 el exceso de agua con papel de filtro y se midié la longitud
del tallo ylaraiz. F inalmente, la s raices se cortarony se introd ujeron entu bos
eppendorf previamente pesados. El peso himedo de la rai z se determiné calcu lando
la diferencia de peso de los tubos vacios y los tubos con las raices.

Por otro lado, para calcular el numero de bacterias en la fraccién acuosa de los
sistemas gn otobidticos (bacterias no adheridas a la raiz), se recogié el volumen de
agua de lo stubos d e ensayo y se ajustd a 2 ml(que era el volumen inicial que
afiadimos). De esta forma evita mos que la perdida de agua por evapo racién o debida
a las plantas influya en el recuento de las UFC o en la determinacion de la
concentracion de fenantreno. Finalmente se hicieron dilucione s seriadas y se
sembraron en placas de medio LB. En los casos en los que hubo que determinarse la
concentraciéon de fenantreno, se tomaron 0,5 ml de la solucién acuosa para su analisis
por HPLC.

Se tomaron puntos al inicio (trascu rrida 1 hora del montaje)yalos4 ,7y14
dias. Todas las placas se incubaro n a 30°C durante 2-3 di as tras los cuales se llevo a

cabo el recuento de las unidades formadoras de colonias (UFC).
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11.3 Preparacién de exudados radicales de trébol

Para la pre paracion de exudados radicales de trébol, las semillas previamente
esterilizadas, se germinaron en los sistemas  gnotobidtico s descritos a nteriormente.
Las plantas se cultivaron en esterilidad de 4 a 10 dias a temperatura ambiente. Para la
preparacion de los exu dados, el mismo dia de su utiliza cién se recogié el medio de

cultivo en el que estaban germinando y creciendo las plantas.

12. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Para la deteccion de PAHSs se utilizé el sistema HP Agilent 1050 series (Hewlett
Packard) con un detector de ultravioleta (400nm). Se utilizé la columna Nova-Pack®
C18 Cartridge 4um, 3.9x150 mm (Waters, ref. WAT036975) con un flujo de 0,850
ml/min. La fase movil consistié en un gradiente isocratico 50% acetonitrilo, 50% H;PO,
en agua al 0,1% (v/v).

Las muestras se prepararon de la siguiente forma: se re cogieron 0,5 ml del
medio en el que estuvie ran creciendo las células y se afiadié un volumen de metanol.
Se agité durante 30 — 4 0 segundos en vortex para disolver los cristales de fenantreno

y todo el volumen (1 ml) se colocé en los viales para su analisis.

13. AISLAMIENTO DE ACIDOS NUCLEICOS
13.1 Aislamiento de ADN total bacteriano

Se utilizé el método de scrito por A usubel et al. (1991) partiendo de 1 ml de
cultivo bacteriano. Tras recoger las células por centrifugacion y la varlas con tamp 6n
TE, éstas fu eron resuspendidas en 567 pl de la misma solu cién, a la que se afiad i6
posteriormente 30 yl d e SDS al 10% (v/v), y 3 ul de proteinasa K (2 Omg/ml). Tras 1
hora de incubaciéna  37°C, se les afiadieron 100 ul de NaCl 5M, agit ando
vigorosamente, y 80 pul de solucion CTAB/NaCl. La mezcla se incubd 10 min a 65° C.
Posteriormente se hicieron dos extr acciones con fenol: cloroformo: alcohol iso amilico
(25:24:1), y una extraccion final co n cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) para eliminar
los posible s restos de fenol. Se anadieron a la fase acuosa 0,6 volumenes de
isopropanol para la precipitaciéon del ADN. Posteriormente se hicieron dos lavados con
etanol 70% (v/v). Finalmente el ADN se resuspendid en agua bidestilada estéril y se

cuantificé espectrofotométricamente en un equipo NanoDrop ND-1000.

Tampén TE: Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 M.
Solucién CTAB/NaCl: bromuro de hexadeciltrimetilamonio 10% (p/v) en cloruro de
sodio 0,7M.
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13.2 Aislamiento de plasmidos de pequefio tamafio

La cepa ba cteriana portadora del p lasmido de interés se cultivo con a gitacion
durante 12-16 horas a su temperatura 6ptima en medio li quido LB co n el antib iético
correspondiente. Para la extraccion del plasmid o se uso el Kit “Plasmid Miniprep Kit”

(Bio-Rad, ref. 732-6100) siguiendo las instrucciones del fabricante.

13.3 Aislamiento de plasmidos de gran tamafio

El aislamien to de plasmidos de gra n tamafio se llevo a cabo siguien do una
modificacion del método de lisis alcalina descrito por Zhou et al. (1990). Se recogieron
0,5 ml del cultivo bacteriano crecido durante toda una noche mediante centrifugacion.
Posteriormente se elimind la mayor parte del sobrenadante y las célula s se
resuspendieron en el liquido remanente. Las muestras se colocaron en hielo y se les
afnadieron 0,3 mlde solucién TENS y ARNasa A (100 pg/ml). Las muestras se
neutralizaron con 150 pl de acetato sédico3 M pH 5.2 vy se centrif ugaron a 4°C
(13000g, 10 min). Las proteinas se eliminaron mediante extraccione s suce sivas con
fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) y cloroformo: alcohol isoamilico (24:1).
Finalmente se afadiero n 0,6 volumenes de iso propanol (30 min a-20 °C)yel ADN
plasmidico se precipitd centrifugando a 13000g, 10 min a 4°C y se resuspendié en 30

Ml de agua bidestilada.

Solucién TENS: 10mM Tri-HCI pH 8, 1mM EDTA, 0,1N NaOH y SDS 10% (v/v).

13.4 Aislamiento de ARN

Para la preparacién de ARN se rec ogieron 10 ml de un cultivo crecido durante
7,5 h en medio minimo con glucosa y naftaleno como fuentes de carbono. Los cultivos
se recogieron en tubos de centrifuga previamente enfriados en nitrégeno liquido. Se
elimind el sobrenadant e por centrifugacién a 4°C, y los sedimentos celulares se
congelaron con nitroge no liquido y se almacenaron a -80°C hasta la extraccion del
ARN. La extraccion del ARN se llevo a cabo usando el reactivo TRI-Reagent (Ambion,
ref. 9738), paraelloa las muestr asresuspe ndidasen 0,2 mldeH ,Opgpc se le
afiadieron 0,750 ml de este reactiv o y se dejaron incuband o durante 1 0 min a 65°C.
Pasado este tiempo se centrifugaron a 13000 g a 4°C. Se recogi6é el sobrenadante, al
cual se le anadio 0,2 ml de clorofor mo. Los tubos se agitar on vigorosamente, tras lo
cual se dejaron reposar durante 5-10 min a temperatura ambiente. Pasado este tiempo
se centrifugaron a 13000g durante 15 min a 4°C. El sobrenadante, donde se encuentra

el ARN, se recogi6 y precipit6 mediante la adicion d e 0,5 mld e isopropa nol.
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Transcurridos 5-10 min a temperatura ambiente se centrifugd durante 10 min a 13000g
a 4°C. Finalmente las muestras se lavaron con etanol a |70%, se dejaron secar en
estufa a 37°C y se resuspendieron en 30 ul de agua DEPC.

Para eliminar el ADN presente en  las muestr as, ésta s f ueron trata das con
ADNasa | de pancreas bovino. A ¢ ada una de las muestras se le anadieron 25 yl de
una solucion de agua DEPC que contenia 20 U de inhib idor de ARNasas, d itiotreitol
(DTT) 4mM, MgClI , 40mM y 10U de ADNasa | libre de ARNasas (Roche Applied
Science, ref. 04655877001). La mezcla de reaccién se incubd durante 1 hora a 37°C.

Durante todo el pro ceso de extraccion e s muy importante usar guantes, y
cambiarlos frecuentemente. Ademas hay que usar puntas sin autoclavar obtenidas de
una bolsa recién abiert a, material de vidrio tratado previ amente con cloroformo y
soluciones tratadas con dietilpirocarbonato (DEPC) o prep aradas en H ,O tratada con
DEPC (H2Opepc) para evitar la degradaciéon del ARN por rib onucleasas. El H,Opgpc S€
obtiene tras esterilizar por autocla ve una solu cién de DE PC al 0,1% (v/iv)en H ,0
incubada p reviamente al menos durante 6 Ominat emperatura ambiente ye n

agitacion.

14. MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS
14.1 Determinacion de la concentracién de ADNy ARN

Para estimar la con centracion de ADN de una solucién se hizo
espectrofotométricamente utilizand o el equ ipo NanoDrop ND-1000. La rela cioén
Azso/Acgo se utilizd para estimar el grado de pure za de la preparacion, de forma que los
valores de estare lacion por d ebajode 1,8se consideraron indicadores de
contaminacion por proteinas o fenol.

En otros casos, se estimé la conc entracion mediante electroforesis e ngel d e
agarosa, mediante ana lisis comparativo ¢ on u na muestra patron de  concentracion

conocida.

14.2 Electroforesis de ADN y ARN en geles de agarosa

La electroforesis de ADN se llevé a cabo  segun Sambrook y colabo radores
(1989). Por cada 10ul de muestra a analizar se afadio 1yl de tampdén de carga, y la
mezcla se depositd en un pocillo del gel de agaro sa preparado en tampon
Tris/Acetato/EDTA (TAE), sumergi do en una cubetaco nelmismo tampén. La
concentraciéon de agarosa usada varié entre 0,8-2% (p/v) en funcion del tamarno de los

fragmentos que se deseaban separar. Como patrones de peso molecular se usaron
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los fragmentos de ADN del fago lambda ¢ ortado con la enzima  Hindlll, o una
combinacion de Hindlll'y EcoRI y el marcador comercial VIl (Roche Ap plied Science,
ref. 11336045001). La separacion se realizé p or electroforesis horizontal sumergida a
un voltaje de 5-10 V/cm.

Para el ARN se siguio este mismo pro cedimiento conlas  variaciones
siguientes: todo el material de elect roforesis se enjuagé previamente e n una solucién
de 1% (p/v) de SDSy se aclaré con una solucion autocla vada 1:1000 de DEPC en
H,O. El tampén TAE se prepard en una solu cion autoclavada de 1:1000 DEPC en
H,O. La concentracion de la agarosa en el gel fue del 1,5 % (p/v) y s e acompaié de
SDS 0,1% (p/v). Todo el material de vidrio para preparar las so luciones se tratd
previamente con cloroformo para eliminar las posibles contaminaciones con ARNasas.

Las moléculas de ADN se tifieron por inmersién del gel en una solu cion de
GelRed® 1 X (VWR, ref. 730-2958), posteriormente el  gel se lavo con agua  para
eliminar el exceso de tincion. EI ARN se tifo afiadiendo 1ul de u  na soluciéon de
GelRed® 30X a la muestra. Los acido s nu cleicos se visualizaron mediante la
exposicion del gel alu z ultraviolet a (245nm). Las imagenes se reco gieron en u na
videocamara acoplada a una impresora térmica, utilizan do el equipo Gel-Doc de Bio-
Rad.

La compo sicibnde lostamp onesys oluciones empleados en este

procedimiento fue la siguiente:

Tampon TAE 1X: Tris-base 4,84g; acido acético glacial 1,14ml; EDTA-Na; 0,5M pH 8
2mly H ;0 hasta 1 litro. Este tampdn se prep aré a partir de una so lucién 50 veces

concentrada y esterilizada en autoclave.

Tampodn de carga: glicerol al 30% (v/v), azul de bromofenol 0,3% (p/ v) y xilencianol
0,3% (p/v).

14.3 Recuperacion de fragmentos de ADN de los geles de agarosa

Para la extraccion de fr agmentos de ADN de agarosa se u tilizé el sistema comercial
“QIAquick Gel Extraction Kit” (QI AGEN, ref. 28706), sig uiendo las instruccion es del

fabricante.

14.4 Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Las dige stiones de A DN con en zimas de r estriccion se realizaron enla s
condiciones Optimas para cada enzima indic adas por el fabricante. Las reacciones

contenian habitualmente 0,5-10 pg de ADN, 0, 1 volumenes del tampdn de restriccion
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correspondiente suministrado por la casa com ercial (10 v eces con centrado) y 0,5— 1
unidades del enzima d e restriccion, en volumenes fina les de 20 ul co mpletados con
agua bidestilada estéril.

Las digestio nes de plasmidos se llevaron a ¢ abo incubando las me zclas de
reaccion durante 2 horas a la temperatura indicada por el f abricante, mientras que las

restricciones de ADN cromosomico se incubaron 12—16 horas.

145 Ligacion de ADN

Para la ligacién de moléculas de ADN se parti 6 de plasmidos lineales (pMBL-
T®, pGEM-T ®) o linearizados por  digestién con enzimas de restriccion en sitios
compatibles para la liga cidon. En aquellos ca sos en los qu e el vector se linearizd con
enzimas d e restriccid n, éste se traté con fosfatasa alcalina para evitar su
recircularizacion. Para ello al ADN lineal se le anadio 1 u nidad de fo sfatasa alcalina
(Roche Applied Scie nce, ref. 04898 133001) por cada 5-10 pmoles de extremos 5. A
la mezcla se le anadié 0,1 volumenes del tamp 6n de defosforilacion suministrado por
el fabricante y se incubé durante media hora a 37°C. Finalmente la reaccion se detuvo
por calor (10 minutos a 65°C).

Para llevar a cabo la ligacion, el vector lineal y el f ragmento de ADN
correspondiente se mezclaron en una proporcion adecua da. Se anadié también 0,1
volumen de tampén de ligacion (suministrado por el fabricante) y una u nidad de ADN
ligasadelf ago T4y s ellevoau nvolumen f inal de 10-15 pl con agua bidestilada
estéril. La mezcla se incubd a 16°C durante 1 2-14 horas, tras las cuales se introd ujo

en la cepa adecuada por alguno de los métodos descritos en el apartado 16.

14.6 Reacciébn de amplificacibn en cadena con ADN polimerasa

termorresistente (PCR)

Este método se utilizé paralaa mplificacion de fragmentos de A DN del
cromosoma, para el analisis de colonias obtenidas tras la transformacién de ligaciones
(para enco ntrar de for ma rapida clones con los fragmentos de int erés), y para la
amplificaciéon de fragmentos a los que se les afadié sitios de re striccion ade cuados
flanqueando los fragmentos de ADN de interés. La reaccié n estandar de amplificaciéon
contenia: A DN molde (0,2 ngde ADN cromo sémico o 1 0 pg de ADN plasmid ico),
oligonucledtidos (25 — 50 moles), 0,1 volu menes del tampénd e la Taqg ADN-
polimerasa (KClI 50 mM, MgCl, 1,5 mM, Tris-HCI 10 mM p H 9), dNTPs 25-50 uyg de
cada uno, Taqg ADN-polimerasa 0,1 U/25ul y H,O hasta un volumen final de 25yl.
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Las condiciones estandar de la reaccién de amplificacién fueron las siguientes:
tras una desnaturaliza cién inicial a 95°C durante 5 min, se realizaron 30 ciclosenlas
siguientes condiciones: 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 50°C (temperatura de hibridacion)
y un minuto para cada 1 Kb de ADN del frag mento que qu eremos amplificar a 72°C,
tras los cuales se hizo una extension final a 7 2°C durante 7 minutos. La temperatura
de hibridacién varié en funcion de la tempera tura de fusion de los oligonucleét idos
utilizados. Cuando la reaccion  estandar no resultd satisfactori a, se combinaro n
distintas modificaciones en la concentracion de MgCl , (incrementandola a 3 mM) y/o
se afadier on ciertos compuestos en la mezcla de re accion, como por ejemplo
seroalbumina bobina (0,5-1 mM) o DMSO al 5% (v/ v). Cuando fue necesario, el
producto de la amplifica cion se purifico utilizan do el sistema comercial “ QIAquick Gel
Extraction Kit” (QUI AGEN, ref. 2 8704) para eliminar los oligonucle 6tidos y dNTPs
incorporados.

Los oligonucledtidos utilizados en la construccion de plasmidos se muestran en
la Tabla 02 , y los empleados en la identificacion de los genes degradativos de las

cepas aisladas en la Tabla 03.

Tabla 02. Oligonucledtidos utilizados en la construccion de plasmidos

Enzima

Nombre Secuencia (5’ 23) de restriccién Plasmido
PphnAc - For GGAATTCCAGGCGGCTCCTTTC EcoRI pPSM / pPSH
PphnAc - Rev GCTGCAGCACCGATCGATTGAC Pstl pPSM / pPSH
PphnAc Il - For GGAATTCATGGGCCGAATTGCAC EcoRl pPCM /pPCH
PphnAc Il - Rev GCTGCAGTCGCCATCTTGTCTC Pstl pPCM /pPCH
PromIR - For GCTGCAGCAGGCGGCTCCTTTC Pstl pPRM / pPRH
PromIR - Rev GGAATTCCACCGATCGATTGAC EcoRl pPRM / pPRH
PromAf - For GGAATTCAGAACGCCAGCGTCA EcoRl pPBH
PromAf - Rev GCTGCAGCCTGCCGCGACAAGAT Pstl pPBH
mutS - For ACGTGTCAGCACTCGTTACC - pMSMQKm
mutS - Rev GATGGCTGTCGACCACCAAT - pMSMQOKm
mutR - For AACGCCAAGCACCGGTT - pMRMQKm
mutR - Rev AGGACTATGCGAGCTAC - pMRMQKm

La secuencia reconocida por la enzima de restriccion se indica mediante subrayado.
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Tabla 03. Oligonuclettidos utilizados en la identificacion de los genes
degradativos

Nombre Secuencia (5’ 23") Cepa Referencia
ndoB-65F CGATGAAGAACTTTTCCA Pseudomonas Kurkela et
ndoB-1290R CAGCCCAGTTGGAGCTGCTG putida NCIB9816  al., 1988
phnA1a-12F ACCACACTCGTAGACACTG e Demanéche
phnA1a-1353R  GCTGCAGTCATTCGGCCGCGTTG SP- CHY-1 etal., 2004
bph1 CATCGTCGCTTTCGAGCGTT Sphingomonas e
aromaticivorans al.. 1998
bph2 TCTGGGACGGTCCGGACGGT F199 o
phnAc-128F ACGCATGAATGCGCTATTCC Burkholderia sp. Iilaur(ijeJy
RP007 oyd-Jones,
phnAc-987R ACGTCAATACCTCGGTC 1999

14.7 Reaccion de amplificacibn en cadena con ADN polimerasa
termorresistente acoplada a una reaccién de transcripciéon reversa (RT-
PCR)

Con las muestras de ARN libre de  ADN se llevaron a cabo reaccio nes de
amplificacion utilizando el kit “ The Titan One Tube RT-PCR Kit” (Roche Applied
Science, ref. 11939823001) utilizando los oligonucleotidos adecuados para cada caso.
Se incluyeron controle s positivos y negativ os en cada e xperimento. Las cond iciones
generales de amplificacion fueron: 50°C 1 h; 94°C, 2min; y luego 30 ciclos de 94°C, 30
seg; 53°C, 30 seg; 68° C, 1min Los productos de RT-PCR se separar on en geles de

agarosa, y se tifleron y visualizaron tal como se indica en el apartado 14.2.

Tabla 04. Oligonucle6tidos utilizados en las RT-PCR

Tamafio del fragmento

Nombre Secuencia (5’ 23’) amplificado
1F (P1800F) AGTCCGCGTAAGTCGTCATT

1R (P2415R) GTTGACGCTACGAAGATTGC o16pb
2F (P3269F) GCGCCGACCTGTATTGGCTA

2R (P3788R) TCAGCCGCCTTGAGCAGGAT 520 Pb
3F (P4679F) CTCCGGCCATGCGTATCTAT

3R (P5240R) GTTCACGCCGGAATCGATCA i
4F (P5974F) CCTATCACATTGCGCCAGAA

4R (P6604R) AGGCGCTCGACAATGATTGC o31pb
5F (P7271F) TTGCGGCTGCGGTTATATGG

5R (P8035R) CCATGCTCAACGTCGATGAA (e
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Tamafio del fragmento

Nombre Secuencia (5’ =23’) amplificado
6F (P9284F) GGTTAATGCGCGTAGCAATG 832 ob

p
6R (P10115R) CGCCGGTAATGATAGTGACA

14.8 Secuenciacion de ADN

La secuenciacion de ADN se realizé en la Unidad de Gendémica y Sintesis de
DNA del Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lopez-Neyra” (CSIC) y en Secugen

SL. Las muestras se prepararon segun las especificaciones de cada centro.

15. PLASMIDOS

En la Tabla 05 se mue stran los pla smidos utilizados en est e trabajo ju nto con
sus caracteristicas mas relevantes. A continuacion se d escriben con mas detalle las

caracteristicas de algunos de estos plasmidos.

Tabla 05. Plasmidos utilizados en este trabajo

Plasmido Caracteristicas Referencia
PGEM-T ,I’-D\gRF,{vector de clonaje para fragmentos de Promega

pMBL-T gg; vector de clonaje para fragmentos de Dominion-mbl
pHP450Km ApR, Km®; oriColE1, porta el interposén QKm  Fellay et al., 1987
pMP220 TcR; IncP, amplio espectro de huesped, porta Spaink et al., 1987

un gen lacZ sin promotor

pGEM-T® y pMBL-T®: son vectores que se usan para ligar productos de PCR.
Estos vectores son cortados con EcoRV y se les afiade un a timidina en cada extremo
3’ para mejorar la eficiencia de lig acion. Estos vectores estan basado s en pUC18,y
contienen el origen de replicacion del fago filamentoso f1 y pueden ser utilizados para
producir ADN de cadena sencilla. El plasmido contiene los promotores T7 y SP6 de | a
ARN polimerasa flanq ueando el sitio de clo  nacién multiple, dentro de la regién
codificante del péptido- o de la enzima  f-galactosidasa. La inactivacion mediante
insercion d el péptido- a permite i dentificar directamente los clones recombinantes
mediante seleccion de color.

pHP45Q-Km: plasmido de aproximadamente 4,6 Kb de rivado de pBR322.
Fuente del interposén Q-Km, que se puede escindir como u n fragmento de restriccion

EcoRI, Hindlll o BamHI (Fellay et al., 1987). El interposén Q-Km po see un gen de
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resistencia a kanamicina flanquead o por el te rminador transcripcional del gen 32 del
fago T4D obtenido del plasmido pMJK4-18 (Krisch y Selzer, 1981) y por codones de
terminacion de la trad uccién en las tres fa ses de lectu ra, obtenido s del pla smido
pKTH604 (Petterson et al., 1983). La eficien cia de esta secuencia como sitio de
terminacion de la transcripcién par ala ARN polimerasa se ha demos trado mediante
experimentos in vivo e in vitro (Prentkiy Krisch, 1984).  El plasmido pHP45 QKm
confiere resistencia a ampicilina y kanamicina.

pMP220: plasmido de aproximada mente 10,5 Kb derivado del vector pTJS75
(Schmidhauser y Helin ski, 19 85) perteneciente al grupo de in compatibilidad In cP.
Posee el sitio de clonacién multiple (MCS) de plC20H (Marsh et al., 1984) y contiene el
gen lacZ de E. coli sin promotor y con el sitio de unién al ribosoma del gen cat (que
codifica la enzima cloramfenicol acetiltransferasa). La clonacion de promotores delante
del gen lacZ permite medir la expresion de los mismos como actividad f-galactosidasa

(Spaink et al., 1987). Confiere resistencia a tetraciclina.

Los plasmid os construidos en este trabajo se d escriben detalladamente en la

siguiente tabla:

Tabla 06. Plasmidos construidos en este trabajo

Plasmido Caracteristicas Referencia

Fusion transcripcional del promotor de phnS a lacZ en el

plasmido pMP220; regién promotora (529 pb) amplificada )
pPSM por PCR en la cepa MS3 introduciendo los sitios de Capitulo 3

restriccion EcoRI-Pstl.

Fusion transcripcional del promotor de phnS a lacZ en el

plasmido pMP220; region promotora (530 pb) amplificada ]
pPSH por PCR en la cepa HR3p introduciendo los sitios de Capitulo 3

restriccion EcoRI-Pstl.

Fusion transcripcional del promotor de phnR a lacZ en el

plasmido pMP220; region promotora (529 pb) amplificada ]
PPRM por PCR en la cepa MS3 introduciendo los sitios de Capitulo 3

restriccion Pstl-EcoRI.

Fusion transcripcional del promotor de phnR a lacZ en el

plasmido pMP220; regién promotora (530 pb) amplificada ]
PPRH por PCR en la cepa HR3p introduciendo los sitios de Capitulo 3

restriccion Pstl-EcoRI.

Fusion transcripcional del promotor de phnC a lacZ en el

pMP220; region promotora (458 pb) amplificada por PCR en ]
pPCM la cepa MS3 introduciendo los sitios de restriccion EcoRI- Capitulo 3

Pstl.
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Plasmido Caracteristicas Referencia

Fusion transcripcional del promotor de phnC a lacZ en el

plasmido pMP220; region promotora (458 pb) amplificada ]
pPCH por PCR en la cepa HR3p introduciendo los sitios de Capitulo 3

restriccion EcoRI-Pstl.

Fusion transcripcional del promotor de bphAl a lacZ en el

plasmido pMP220; region promotora (505 pb) amplificada ;
pPBH por PCR en la cepa HS2a introduciendo los sitios de Capitulo 3

restriccion EcoRI-Pstl.

Posee un fragmento de 920 pb del gen phnR amplificado en
pMRMQKm MS3 y clonado en el plasmido pMBL. Posee el interposén Capitulo 3
Q-Km del plasmido pHP45Q-Km.

Posee un fragmento de 432 pb del gen phnS amplificado en
pMSMQKm MS3 y clonado en el plasmido pMBL. Posee el interposén Capitulo 3
Q-Km del plasmido pHP450-Km.

16. TRANSFERENCIA DE PLASMIDOS
16.1 Transferencia por choque térmico

Existen una serie de estrategias que nos permiten introducir plasmidos o
fragmentos de ADN, en células que han sido tratadas previamente mediante una serie
de técnicas que las hacen susceptibles de admitir ADN extrafio, adquiriendo un estado

que se denomina competente. Estas estrategias se llevan a cabo en cepas de E. coli.

16.1.1 Preparacion de células competentes

Para preparar células competentes existen distintos métodos, en este caso
usamos una variacion del método descrito por Cohen et al. (1972).

Partimos de un cultivo que haya e stado crecie ndo durante 12 h a 37°C con
agitacion, en LB suplido con su antibiético corr espondiente. De éste se inocularon 0,5
mlen 100mide LBe nunmatra zde 500 ml (es imp ortante que exista suficiente
aireacion). Cuando el cultivo alcanzé la fase exponencial de crecimiento (DOggo de 0,4
—0,5), se recogieron las células mediante centrifugacion a 4°C y se r esuspendieron
en 50 ml de una solucio n de CaCl, 0,1 M frio. Las células se incubaron durante una
hora en hie lo en camara fria y con agitacion orbital. Tran scurrido e ste tiempo, se
volvieron a recoger las células por centrifugacion y se resuspendieron en 10 ml de
solucion de CaCl, dejandose cuatr o horas ma s en agitacion. Finalmente se afadio
glicerol hasta el 20% (v/v) y se prepararon alicuotas de 0,2 ml en tubos eppendorf. Las

células se guardaron a -80°C un maximo de tres meses.
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16.1.2 Transformacion

Se siguié el método de scrito por N ishimura et al. (1990). Una alicuot a de la
suspension celular prep arada anteriormente, mantenidaa -80°C,yalaquese le
afiadié el ADN plasmidico que queriamos transformar, se dejé en hielo durante 20 min
Pasado este tiempo, se aplicé un choque térmico a la mezcla: some tiéndola a 37°C
durante 40 segundos vy luego frio (se introd uce el tubo en hielo) durante 3 min
Posteriormente se afiadié 1 ml de medio LB y se dej6 a 37°C durante 1 h con agitacion
a 200 rpm. Durante este tiempo tiene lugar la expresion de genes, entre los que se
encuentran los de resistencia al antibiético del plasmido introducid o. Las células
transformantes se sele ccionaron r ecreciéndolas en placa s de LB con el antibiét ico
adecuado durante 12h a 37°C.

16.2 Transferencia por electroporacion

Este método es el qu e hemos utilizado para transformar todas las cepas
utilizadas en este trabajo a excepciodn de E. coli (que se transformé mediante choque

térmico).

16.2.1 Preparacion de células electrocompetentes

El método utilizado es una modificacion del descrito por Choi et al. (2006).

Se recogi6 1 ml del cultivo crecido en LB durante 12 h a 30°C. Seguidamente
se hicieron dos lavados para eliminar las sales del medio, para ello las célula s se
centrifugaron a 12000 rpm 1 min y se resuspendieron en 1 ml de sacarosa 0,3 M fria.
Después de los lavado s, las células se resu spendieron en 0,1 ml de la solucion de

sacarosa y se mantuvieron en hielo hasta el pulso eléctrico.

16.2.2 Electroporaciéon

Se afiadieron 10-50 ng de ADN plasmidico a las célu las electrocompetentes.
Se dejaron 1 minuto  en hieloy posteriormente se transfirieron a una cubeta de
electroporacion de 1mm de anchura previamente enfriada. La muestra se sometié a un
pulso eléctrico de 18 kV/cm en u n electropor ador modelo EC100 (E-C Apparatus
Corporation). Rapidamente se resuspendieron en un 1 ml de medio LB y se incubaron
a 30°C y 200 rpm durante dos h  oras. Las células tra nsformantes se seleccion aron

recreciéndolas en placas de LB con el antibiético adecuado durante 12h a 30°C.
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17. TRANSFERENCIA DE ADN A MEMBRANA E HIBRIDACION POR EL
METODO “SOUTHERN BLOT”

La técnica utilizada es la indicada e n el libro de métodos “Current protocols in

molecular biology” (Ausubel et al., 1991).

17.1 Transferencia de ADN por capilaridad

Las muestras de ADN digeridas con enzimas de restriccidé n y separado en un
gel de agarosa al 0,8% (p/v), se transfirié por capilaridad a una membrana de nylon
cargada positivamente (Roche Applied Science, ref. 11417240001). Tras la
electroforesis el gel fue sumergido en una solu cion de HCI 0,2 N durante 15 minutos
hasta que se produjo el viraje del colorante azul de bromofenola amarillo. Este
tratamiento introduce mellas en el ADN depurinandolo, lo cual facilita su transferencia.
El ADN se desnaturalizé introduciendo el gel en una solucion de NaOH 0,5 M hasta
que se observé de nuevo el viraje del indicador de amarillo a azul, y posteriormente se
renaturalizé introducién dolo durante 30 min en una solucién de Tris- HCI 1M pH 7,5;
NaCl 1,5M.

Sobre un cristal se co locé una tira de papel de filtro, del mismo ancho que el
gel, cuyos extremos quedaban su mergidos en la solucion de tran sferencia 10X SSC
colocada en un reservorio inferior. Sobre el papel se colocé el gel en posicién invertida
y sobre éste la membrana, sobre la cual se colocaron varias capas de papel de filtro,
otrocristal yunpeso de0,5Kg. Asila solucién de tr ansferencia ascendié por
capilaridad a través del gel arrastr ando el ADN hasta la membrana, donde quedd
retenido. La transferencia se realizé durante 12-16 horas. Transcurrido este tiempo, la
membrana se lavoé con 10X SSC d urante 5 minutos para eliminar posibles re stos de
agarosa y se dej6 secar sobre un papel de filtro.

Para asegurar la adhesién de las m oléculas de ADN a la membrana de nylon,
ésta se expuso durante tres minutos a luz ultravioleta. Las membranas se conservaron

secas a temperatura ambiente selladas en bolsas de plastico hasta su utilizacion.

Tampon 10X SSC: 1,5 M NaCl, 0,5 M citrato sédico pH 7.

17.2 Marcaje no radiactivo de ADN lineal

Las sondas de ADN se marcaron con digoxigenina mediante PCR usando DIG-
11-dUTP (Roche Applie d Science, ref. 11093088910). La proporcion dTTP: DIG-11-
dUTP utilizada fue 9:1. La mezcla de reaccion contenia: 0,05 — 1 ug de ADN molde, 1
mM de cebador, 2,5 yl de tampdn Tag ADN-polimerasa (10X), 0,2 mM de dATP, dCTP
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y dGTP, 0,18 mM de dT TP, 0,02 mM de DIG-11-dUTP, 1 U de Taq ADN-polimerasa y

H,O bidestilada hasta un volumen final de 25 pl.

17.3 Prehibridacién e hibridacion

Se utilizé u n horno de hibridacién modelo FHB400 (Techne Hybrig ene). Se
mantuvo la membrana con solucién de prehibridacion durante 1-2 horas a 65°C (20 ml
de solucién por cada 100 cm? de membrana). Transcurrid o este t iempo, se ret ir6 la
solucién de prehibridacion y se anadio la sonda marcada y desnaturalizada disuelta en
solucion de prehibridacion. La hibridacion duré 12-16 horas a 65°C. El lavado de las
membranas se realiz6 en las siguientes condiciones de fuerza idnica y te mperatura:
dos lavados de 10 minutos cada uno a temperatu raambient een2 X SSC
suplementado con 0,1 % (p/v) de SDS y dos lavados de 15 min a 65°C en 0,1X SSC
con 0,1% (p/v) de SDS.

Para hibrid aciones en condicione s poco restrictivas, la t emperatura se ba jo
hasta los 50-55°C, y en algunos casos lo s dos ultimos lavados se realizaron con
soluciones de mayor fuerza iénica (1X SSC y 0,1% (p/v) de SDS) a 45°C.

Solucién de prehibridacién: 5X SSC, 0,1% (p/v) N-la urilsarcosina (sal séd ica),
0,02% (p/v) SDS, 0,5 % (p/v) agente bloqu eante (Roche Applied Science, ref.

11096176001), H,O hasta un volumen final de 20 ml.

En la Tabla 07 se muestran las sond as empleadas asi como los

oligonucledtidos y cepas utilizados para su sintesis.

Tabla 07. Sondas utilizadas en las hibridaciones ADN-ADN

Sonda Oligonucleétidos Secuencias Cepa
ndoB - 65F CGATGAAGAACTTTTCCA .

nahAC 0B - 1290R CAGCCCAGTTGGAGCTGCTG  Fseudomonas putida G7
phnAla - 12F ACCACACTCGTAGACACTG .

pPhnAla  hnAta-1353R  TCATTCGGCCGCGTTG EpNIgemenEs 5p. [k e

boh bph1 CATCGTCGCTTTCGAGCGTT Novosphingobium sp.

P bph2 TCTGGGACGGTCCGGACGGT HS2a

phnAc - 128F ACGCATGAATGCGCTATTCC _

PhRAC  hnAc - 987R ACGTCAATACCTCGGTC ENTATEN e 9, S8
phnS-For394  AGCATAACCCTTACGC .

PhNS — hns - 3530R ATGGCCCGGTGTTATTG ElidicldelickopilSs
phnR - 45F TCGATAGCGTAACTGTG .

PhNR ChnR - 1860 ACGAAAGGAGCCGCCTG ENTATEEE £, WS
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17.4 Deteccion inmunoldgica

Esta reaccion se realizé con el sistema “ DIG DNA Labeling and Detection Kit”
(Roche Applied Scien ce) siguiendo las indicaciones del fa bricante. La membrana se
lavo con la solucion tampdn 1, y se incubd en 100 ml de solucién tampén 2 durante 30
minutos. A continuacién la membrana se la vé con tampdn 1y se incubé con 20 mid e
solucion de anticuerpo (antidigoxigenina-fosfa tasa alcalin a conjugad o) diluido en
tampon 1 durante 30 minutos. Posteriormente se realizaron dos lavados de 15 min con
100 ml de tampon 1 para eliminar el exceso de anticuerpo no unido. A continuacion, la
membrana se equilibré con 20 ml de solucién tampén 3 durante 2 minutos y finalmente
se incubé con 10 ml d e la so lucion colorante durante 1- 16 horas e n oscuridad . La

reaccion se detuvo lavando con 50 ml de H,O durante 5 minutos.

Tampon 1 (pH 7): Tris-HCI pH 8 100mM, NaCl 150 mM.
Tampdn 2: agente bloqueante 0,5% (p/v) en tampon 1.
Tampén 3 (pH 9,5): Tris-HCI pH 8 100mM, NaCl 100mM, Mg,Cl 50 mM.

Solucién de anticuerpo: anticue rpo antidigo xigenina-fosfatasa alcalina conjuga do

preparado en 20 ml de tampén 1 a una concentracion final de 150 mU/ml.

Solucién colorante: 45ul de solucién azul de nitrotetrazolio (NBT), 35 ul de solucién

5-bromo-4cloro-3indolilfosfato (BCIP) y tampdn 3 hasta un volumen final de 10 ml.

18. CONSTRUCCION DE MUTANTES
18.1 Mutagénesis dirigida (por recombinacién homadloga)

Para la construccion de mutantes de Burkholderia sp. MS3 se siguié una
modificacion del método descrito po r Llamas et al. (2003). Para ello se clonaron en el
vector pMBL-T parte de los genes que intere  saban mutar (al menos 400 pb) vy el
interposon Q-Km del p lasmido pHP45 QKm. L os plasmidos resultante s, que no son
capaces de replicar en Burkholderia, se introdujeron en las cepas de interés mediante
electroporacion. Posteriormente, se seleccionaron aquellas colonias que eran capaces
de crecer en presencia de Km y mediante hibridacion de Southern se comprobé que
efectivamente tenian interrumpido el gen de interés.

En la Figura 01 se muestra un e squema de la estrateg ia empleada en la

construccion de los mutantes.
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Cepa silvestre
(KmS)

Formacién
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cointegrado

Cepa mutante
(KmR) Q-KmR plésmidoQKm
P

lac

Figura 01. Estrategia usada para la generacién de mutantes por recombinacion
homologa. Adaptado de Llamas et al., 2003.

19. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD f#GALACTOSIDASA

La medida de la actividad f-galactosidasa se realizé en células
permeabilizadas segun el método descrito por Miller (197 2). Este método se ba sa en
una reaccion colorimétrica en la que el o-nitrofenil-B-galactopirandsido (ONPG),
sustrato incoloro de la  f-galactosidasa, es hidrolizado p or el enzima produciendo
galactosa y o-nitrofenol. Este Gltimo compuesto es de color amarillo y su concentracion
puede determinarse espectrofotométricamente.

A partir de cultivos celu lares incubados a 30°C durante 24 horas se inocularon
nuevos cultivos a una DOgg inicial de 0,1 en  medio minimo M9 con glucosa co mo
fuente de carbono. Inmediatamente se anadié el inductor, y los cultivos se incubaron a
30°C y agit acion de 200 rpm. Se recogieron muestras de volumen variable (e ntre
0,050 y 2 ml) para determinar la actividad f-galactosidasa. Las muestras se tomaron
cada 2 horas y a las 7,5 (tiempo en el que se encuentra el maximo de actividad) y 24 h
tras la adicion del inductor. Para la permeabilizacion de las células se usé cloroformo y
SDS al 0,1% (p/v), y posteriormente se anadieron 800 pl de tampdn Z pH 7 y 200 ul de
solucion de ONPG. La mezcla de reaccion se incubd a 30°C hasta la apariciénde
color (entre 2 minutos y un maximo de 30 minutos). La reaccion se detuvo afadiendo 2
ml de una soluciéon de Na,CO3 0,5 M. La concentracion d e o-nitrofenol se deter miné

espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 420 nm (A 420). También se midi6

69



Materiales y Métodos

la absorban cia de cada muestra a 550 nm ( Assg) para corregir la contribucion de
turbidez debida al material celular.

Todos los inductores se usaron a una concentracion final de 5 mM, e xcepto el
naftaleno que se anadioé a 2,5 mM. Naftaleno, fenantreno y acido 1-hidroxi-2-naftéico
se afiadiero n directamente en crist ales mientr as que el resto de co mpuestos se
anadieron e n disolucion acuosa. En el caso de los exudados radicale s de trébo |, a
cada matraz se le afiadido 1 ml de exudados recogidos en el dia.

Rutinariamente, los ensayos de actividad  f-galactosidasa se realizar on por
triplicado. La actividad f-galactosidasa, expresada en Unidades Miller , se cal culd de

acuerdo con la siguiente ecuacion:

Actividad p-galactosidasa = {[A420 — (1,7 X Ass0)] / (t X V X DOggp)} X 1000

donde “t” re presenta el tiempo de reaccion en minutosy “V” el volu men de

cultivo en mililitros usado en la permeabilizacion.

Tampon Z (pH 7): 60 mM Na,HPO,4, 40 mM NaH,PO,4, 10 mM KCI, 1 mM MgSQO, y 50

mM de fmercaptoetanol.

Solucion de ONPG: 4 mg/ml de o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido en tampén fosfato
0,1 M pH 7. Esta solucién se mantuvo estable a 4°C y en oscuridad durante 3

semanas aproximadamente.
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Capitulo 1

1. CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA DE LAS MUESTRAS DE SUELOS

Como ya se ha descrit o en el apartado Materi ales y Méto dos, se recogieron
muestras de suelo de tres zonas. En la cerca nia de una gasolinera en Cenes d e la
Vega (Granada), en una zona de monte bajo que habia sufrido un incendio el verano
anterior a la recogida de las mue stras (en el limite de las provincia s de Madrid y
Guadalajara) y en la refineria de CEPSA “La Rabida” en Palos de la Frontera (Huelva).

En cada una de las zonas muestreadas se seleccionaron varias plantas y para
cada una d e ellas se recogieron d os tipos d e muestras: de suelo ce rcano a dicha

planta y de su rizosfera.

1.1  Andlisis de las muestras de suelo de Cenes de la Vega (Granada)

Las muestras de Cenes de la Vega (Granada), se recogieron a finales de junio
de 2007 en la zona cer cana a la Acequia Gorda construida en 1073 por Ahmed b en
Jalaf. La zona se caracteriza por tener una vegetacion continua de tipo herbaceo y con
predominancia de alamos como especie arbér ea. De esta zona (37° 9°N 3°52°0),
ademas de las muestras de suelo cercano ala plantay de rizosfera, se tomé una
muestra de un suelo alejado de la zona vegetada. Esta zonase eligié para la
extraccion de muestras debido a la presencia de una gasolineray a la cercania de la

autovia a Sierra Nevada, dos posibles fuentes de PAHSs.

Figura 01. Vista aérea de la zona de muestreo en Granada. La
foto fue tomada en el mes de novie mbre del 20 07. Adaptado de
Google Earth.
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En la Tabla 01 se enumeran las d iferentes muestras recogidas en esta zona,
asi como la nomenclatura utilizada en los geles de DGGE.

Tabla 01. Muestras recogidas en Granada

Nombre Localizacién Nombre Localizacién Planta
Gl Suelo sin vegetar
G2 Suelo G8 Rizosfera Agrostis castellana
G3 Suelo Populus alba
G4 Suelo G9 Rizosfera Planta sin identificar
G5 Suelo Taraxacum officinale
G6 Suelo G10 Rizosfera Trifolium pratense
G7 Suelo Ranunculus repens

El ADN ge ndémico total de cada muestra se extrajo segun se indica en la
seccion de Materiales y Métodos, a mplificandose posteriormente fragmentos de 194
pb que incluian la region hipervariable V3 del gen codificante del ARNr 16S. La banda
de amplificacion obtenida para cada muestra se analizé mediante electroforesis en gel
con gradiente desnaturalizante (DGGE).

Suelo desnudo Rizosfera
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7G8 GIGI0G11 M
=

Figura 02. Analisis mediante DGGE de las
muestras de Granada. El nombre de cada ca rril se
corresponde con el n ombre de ca da muestra. Carril
M: marcador.
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Enlaima gen se aprecian clar amente cuatro bandas mayoritarias que
representarian las bacterias dominantes en la poblacién. Estas cuatro bandas
aparecen en todas las muestras, incluida aquella tomada de una zona alejada de la
vegetacion (G1). Sin embargo, también en la imagen se apr ecian varias bandas con
menor intensidad, algunas de las cuales si tienen distinta movilidad entre las muestras.
Las bandas mayoritaria s se extraje ron del gel, se reamplificaron y secuenciaron. Las
bandas minoritarias no se consiguieron ream plificar, probablemente debido a la baja
concentraciéon de ADN en el gel. Los resultado s de la secuenciacion se muestran en
la Tabla 02.

Tabla 02. Similitud de las secuencias obtenidas a partir de las bandas de DGGE
de las muestras de Granada

Banda  Similitud (%)? Secuencia de mayor similitud (n° acceso de GenBank)°®
1 99 Uncultured &-proteobacterium (FJ568409)
2 95 Halomonas sp. (DQ358684)
3 98 Uncultured Rhizobiales bacterium (HM799096)
4 95 Sphingopyxis sp. (AB524074)

Similitud (%) entre secuencias comparadas con las disponibles en la base de datos GenBank.
°Los n umeros de acceso de la s secuen cias al GenBank se indican e ntre parénte sis. La
secuencia de estas bandas se recoge en el Anexo 1.

Para analizar el conjun to de las bandas del gel de DGGE se llevé a cabo un
analisis bioinformatico con el prog rama Uvi-Band Map. Este programa es capa z de
detectar, ademas de las bandas mayoritarias de los geles de DGGE, aquellas men os
intensas que se corre sponden con grupos min oritarios. Con los dato s obtenidos se
realizé un andlisis de presencia/a usencia de las distintas bandas en las diferen tes
muestras y a partir de éste, se con struyé una matriz de similitud usan do el indice de
Raup-Crick con el programa de an Alisis estadi stico PAST (Hammer et al., 2001). A
partir de la matriz se obtuvieron los dendogr amas de si militud usan do el algorit mo
“‘unweighted paired-group method with arithmetic mean” (UPGMA). Valores de similitud
mayores al 0,95 indica n que las muestras son iguales y menores al 0,05 que las
muestras son distintas.

En el gel de DGGE de las muestras de Cenes de la Vega, se identif icaron y
analizaron untotald e cuarenta ynueve bandas dif erentes. Como se indico
previamente, las muestras de suelo van desde G1 a G7 y las de rizosfera desde G8 a
G11. Co mo se observa en la Figura 03, tan sélo las muestras G6-G7 y G2-G9
cumplieron con los cri terios de si militud descritos anterio rmente, lo que nos permite

concluir que estas muestras son igu ales. Tres d e estas muestras provienen de suelo
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desnudo (G2, G6 y G7) y una de la rizosfera d e una planta (G9). Para el resto d e las
muestras lo s indice s d e similitud no son lo suficientemente altos como para pode r
decir que son muestras igua les, ni lo suficientemente bajos como pa ra concluir que
son esencialmente distintas. Si podemos establecer algun os grupos a rbitrarios entre
los que se encuentran por un lado G6, G7 y G8 con una similitud del 0,82y por otro

lado G1, G2, G9 y G11 con 0,76 de similitud. Las muestras G4 y G10 no se agrupan

dentro de ninguno de estos dos subgrupos ya que son las mas diferentes. En resumen,
las distintas muestras se agrupan en dos sub grupos principales independientemente
de si se tratan de mues tras de suelo desnudo o rizosférico , por lo que parece que en

este caso larizosfera no tendria influencia e n la confor macion de las poblacio nes

mayoritarias en las muestras de suelo analizadas.

Similitud
048 054 060 066 072 0,78 0,84 0,90 0,96
1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Figura 03. Dendograma de similitud de las muestras
recogidas en Granada. Las muestras de su elo (circulos) y
rizosfera (rectangulos) de una misma planta se indican con
el mismo color. Lalinea de puntos indica una similitud de
0,95.

1.2  Andlisis de las muestras de suelo de Ribatejada (Madrid)

Estas muestras se tomaron a principios de no viembre de 2007 en el término
municipal de Ribatejada, provincia de Madrid, limitrofe con la provincia de Guadalajara
(40°40°'N 3°22°0). Esta es una zona tipica de monte bajo, caracterizada p orla
presencia de encinas como especie arbérea predominante y también retama, espino y
gramineas. En el momento de la recogida de las muestras, la zona tod avia mostraba

signos evidentes del incendio que se produjo en el verano de 2006, con arbustos semi-
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calcinados vy restos vegetales que mados por el suelo, aunque tenia ya claros signos
de recuperacion, como es una abu ndante vegetacion her bacea. Esta zona se eligio

por haber sufrido un incendio en fechas anteriores a la recogida de muestras.

1Europa

Fechade las imagenes: 10/2/2008 404 3523 * O elev. BOBImM

Figura 04. Vista aérea de la zona de muestreo en Madrid. La
linea azul divide las p rovincias de M adrid (izquierda de la foto) y
Guadalajara (parte derecha de la foto). La foto fue tomada en el
mes de febrero de 2009. Adaptado de Google Earth.

Las muestras seleccionadas en esta zona se recogen en la Tabla 03. Debido a
la gran cantidad de e species herbaceas presentes en la zona, en este muestreo fue

practicamente imposible localizar una muestra de suelo totalmente aislado, sin vegetar.

Tabla 03. Muestras recogidas en Madrid

Nombre Localizacién Nombre Localizacion Planta
M1 Suelo M6 Rizosfera Gramineas
M2 Suelo M7 Rizosfera Retama sphaerocarpa
M3 Suelo M8 Rizosfera Rhamnus lycioides
M4 Suelo M9 Rizosfera Avena barbata
M5 Suelo M10 Rizosfera Quercus ilex

Al igual que en el caso anterior, el ADN total del suelo se extrajo de las distintas
muestras, se amplificé la region hipervariable V3 el gen codificante del ARNr 16S y se

analiz6 la diversidad bacteriana mediante DGGE.
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Suelo desnudo Rizosfera
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Figura 05. Analisis mediante DGGE de las
muestras de Madrid. El nombre de cada carril se
corresponde con el nomb re de cada muestra. Carril
M: marcador.

En los geles de DGGE de Madrid se apreciab an también una serie d e bandas
mayoritarias que eran compartidas por todas las muestras, independientemente de su
origen, sin embargo, habia otras b andas intensas que sdélo se apreciaban en alg unas
de las muestras (por ejemplo, bandas 1, 2, 5 y 6). La secuenciacién de estas bandas
mayoritarias nos per mitié identificar algun as dela s poblacion es bacteria nas

predominantes en estos suelos (Tabla 04).

Tabla 04. Similitud de las secuencias obtenidas a partir de las bandas de DGGE
de las muestras de Madrid

Banda  Similitud (%)? Secuencia de mayor similitud (n° acceso de GenBank)°®
1 100 Pseudomonas moraviensis (AY970952)
2 98 Acidobacteria bacterium (HM062413)
3 100 Pseudomonas cedrina subsp. fulgida (HQ432807)
4 92 Burkholderia mimosarum (AY752953)
5 84 Acidobacteria bacterium (EU185178)
6 98 Uncultured Sphingomonas sp. (DQ923856)

@Similitud (%) entre secuencias comparadas con las disponibles en la base de datos GenBank.
°Los n umeros de acceso de la s secuen cias al GenBank se indican e ntre parénte sis. La
secuencia de estas bandas se recoge en el Anexo 1.
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En el analisis bioinformatico de los geles de DGGE de las muestras de Madrid,
se identificaron y analizaron un total de catorce bandas dif erentes. En este caso, las
muestras de suelo van desde M1 a M5 ylas de rizosfera de M6 a M10. Como se
observa en el dendograma de si militud (Figura 06), las mu estras se agrupan en d os
ramas principales. El p rimer grupo, con una similitud de |1 0,79; incluye todasla s
muestras se suelo, mientras que el segundo incluye todas las muestras de rizosfe ra
(similitud del 0,81). Aunque los valores de similitud estan por debajo de 0,95; qued a
claro que las muestras de suelo se parecen mas entre si que a las de rizosfera, por lo
que parece que en este caso la rizosfera si e staria ejerciendo cierta influencia en las

poblaciones bacterianas estudiadas.
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Figura 06. Dendograma de similitud de las muestras
recogidas en Madrid. Las mue stras de suel o (circulos) y
rizosfera (rectangulos) de una misma planta se indican con el
mismo color. La linea de puntos indica una similitud de 0,95.

1.3 Andlisis de las muestras de suelo de Palos de la Frontera (Huelva)

Las muestras de suelo s de Huelva fueron to madas a principios de mayo de
2008 en la cercania de la refineria “La Rabida” (CEPSA) en el término municipal de
Palos de la Frontera (37° 10°'N 6° 5 3°0). El suelo de esta zona se caracteriza por ser
arenoso y con bajo con tenido hidrico, y las especies vege tales que se encontraron
eran en su mayoria herbaceas a daptadas a estas con diciones po co favorables.
Ademas hay que destacar que en esta zona las plantas se disponian unas aisladas de

las otras.
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Figura 07. Vista aérea de la zona de muestreo en Huelva. La
foto fue tomada en el mes de ago sto de 2007. Adaptado de
Google Earth.

Las muestras se tomaron en el ma rgen de la carretera que lleva a la entrada
principal de la planta industrial de CEPSA. En total se recogieron diez muestras que se

enumeran a continuacion (Tabla 05).

Tabla 05. Muestras recogidas en Huelva

Nombre Localizacién Nombre Localizacién Planta
H1 Suelo H6 Rizosfera Plantago lanceolada
H2 Suelo H7 Rizosfera Equium vulgare
H3 Suelo H8 Rizosfera Anthemis tinctoria
H4 Suelo H9 Rizosfera Chamaemelum mixtum
H5 Suelo H10 Rizosfera Arctotheca calendula

Con estas muestras se procedio como en lo s casos ant eriores, se extrajo el
ADN total de las muest ras de sue lo, se amplif icé la regid n hipervariable V3 del gen
codificante del ARNr 16 Sy se anal iz6 mediante DGGE. En la Figura 08 se muestran

los resultados de este analisis.

82



Capitulo 1

Suelo desnhudo Rizosfera
H1 H2 H3 H4 H5 HB H7Y H8 H9 H10 M

I - "
-

Figura 08. Anédlisis mediante DGGE de las
muestras de Huelva. El n ombre de ¢ ada carril se
corresponde con el nombre de cada muestra. Carril M:
marcador.

En este caso, al igual que ocurria en el analisis por DGGE de las muestras de
Madrid, en la mayoria de los carrile s el perfil d e las banda s mas inten sas era similar,
sin embargo se podian apreciar diferencias en el patron de dichas bandas. En algunos
casos, también se apr eciaban dif erencias en cuanto a la intensidad relativa d e las
bandas, lo que sugiere un cambio cuantitativo en el ADN de las bacterias.

En el analisis bioin formatico, se identificaron un total de veintiocho bandas
distintas entre las diferentes muestras. Las muestras de suelo van desde H1 a H5 y las
de rizosfera van desde H6 a H10. En el dendograma d e similitud ( Figura 09) se
observan tres ramas pr incipales. La primera incluye todas las muestras de suelo que
entre si guardan una similitud rel  ativamente baja (0,47) pero si descartamos la
muestra H5, que es la mas diferente, el resto de muestras guardan u na similitud del
0,75. Ademas dentrod e este grup o las muestras H1y H2 se pue  den consid erar
iguales ya que presentan un indice de similitud superior a 0,95. En la segunda rama se
incluyen unicamente muestras de r izosfera (H6, H7, H8 y H9) que guardan entre si
una similitu d del 0,77. Ademas | as muestras H6-H7 y las H8-H9 presentan una
similitud mayor de 0,95 por lo que se puede decir que estas muestras son igua les
entre si. Por ultimo la muestra H1 0 se agrupa por separado (similitud con el rest o de

0,42). En este caso, como en el de Madrid, las muestras de suelo y rizosfera se
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agrupan juntas y aunque la similitud no lle ga al 0,95; las muestras de rizosfera
guardan una similitud lo suficientemente alta (0,77) como para concluir que la rizosfera
podria tener cierta influe ncia en las poblaciones bacterianas estudiadas. Por ultimo si
analizamos las muestras H5y H1 0, observamos que presentan un a similitud baja
entre si (0,42) y con el resto de muestras. Por lo que parece que la zona en la que se
recogieron dichas muestras difiere del resto, y que ade mas la rizosf era de la planta
(Arctotheca calendula) estaria ejerciendo cierta influen  cia sobre las poblacio nes

microbianas.
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Figura 09. Dendograma de similitud de las muestras
recogidas en Huelva. L as mu estras de suelo (circulos) y
rizosfera (rectangulos) de una misma planta se indican con el
mismo color. La linea de puntos indica una similitud de 0,95.

Aligual qu e enlo s casos anter iores, deter minamos la secuen cia de estas
bandas mayoritarias para conocer mejor la estructura de las poblacio nes dominantes

en las muestras aisladas (Tabla 06).

Tabla 06. Similitud de las secuencias obtenidas de las bandas de DGGE de las
muestras de Huelva

Banda Similitud (%) Secuencia de mayor similitud (n° acceso de GenBank)°®

1 99 Burkholderia sp. (HM461178)

2 92 Uncultured soil bacterium (GU598931)
3 99 Burkholderia multivorans (EF427758)
4 96 Uncultured Sphingomonas (DQ923856)
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Banda Similitud (%) Secuencia de mayor similitud (n° acceso de GenBank)°®

5 99 Methilobacterium rhodesianum (GU430671)
6 92 Arthrobacter sp. (FJ006834)

7 95 Micrococcaceae bacterium (AY177727)

8 100 Burkholderia sp. (HQ441255)

Similitud (%) entre secuencias comparadas con las disponibles en la base de datos GenBank.
°Los n umeros de acceso de la s secuen cias al GenBank se indican e ntre parénte sis. La
secuencia de estas bandas se recoge en el Anexo 1.

2. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE BACTERIAS DEGRADADORAS DE
FENANTRENO

Para aislar bacterias degradadoras de PAHSs, se us6 fenantren 0 COMOo
compuesto modelo ya que es uno de los mas frecuente s enlas e misiones de las
principales fuentes de PAHSs, y también porque presenta unas caracterist icas
fisicoquimicas intermedias entre los PAHs de b ajo peso molecular y los de alto peso
molecular.

Para aislar las bacterias de interés, se tomd un gramo de suelo de cada
muestra y se realizaron enriquecimientos utilizando medio minimo M9 con fenantreno
como unica fuente de carbono. Se realizaron varios subcultivos en medio liquido y
posteriormente se sem braron en placas del mismo medio sobre las q ue se pulve rizd
una solucié n de fenant reno en he xano. Tanto en los cultivos realiza dos en medio
liquidocom oenlasp lacas, se o bservaba un cambio de coloracion del medio
(anaranjado) tras 2-3 dias de incubacion. Ad emas en las placas se observabal a
aparicion d e areas transparentes (halos de solubilizaci 6n) alrededor de algunas
colonias, lo que e s indicativo de la transformacion de | compuesto (Kiyohara et al.,
1982). Se seleccionaron aquellas bacterias que formaban halos de solubilizacion y que
presentaban distinta m orfologia d e colonia ( tamano, coloracion, et c.). Mediante

siembra por agotamiento se obtuvieron cultivos puros.

Figura 10. Aspecto del enriquecimiento tras tres dias de incubacion (izquierda) y
formacion de halos de solubilizacion por una de las bacterias aisladas (Arthrobacter sp.
R7). En la imagen de la derecha las flechas indican los halos de solubilizaciéon de fenantreno.
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Las bacterias aisladas se identificaron mediante amplificacién y secue nciacién

del gen que codifica e | ARNr 16S. En la siguiente tabla  se muestran las bacter ias

degradadoras de fenantreno aisladas en cada una de las muestras.

Tabla 07. Bacterias degradadoras de fenantreno aisladas

Zona Nombre

Muestra

Bacteria degradadora

G1 Suelo sin vegetar
G2 Suelo cercano Agrostis castellana Sphingomonas sp. S1
G3 Suelo cercano Populus alba Arthrobacter sp. S4
G4 Suelo cercano planta sin identificar
G5 Suelo cercano Taraxacum officinale
é G6 Suelo cercano Trifolium pratense '\pﬂgggggﬁgsgss?ssés
% G7 Suelo cercano Ranunculus repens ﬁlgcg]sgpoh%(g:)akl)siusmp.si? s7
G8 Rizosfera Agrostis castellana Arthrobacter sp. R7
G9 Rizosfera planta sin identificar
G10 Rizosfera Trifolium pratense g;ﬁ?ndgooﬁoonnéasssspp;.l:\l;23
G11 Rizosfera Ranunculus repens Sphingomonas sp. R4a
M1 Suelo sin vegetar
M2 Suelo cercano Retama sphaerocarpa
M3 Suelo cercano Rhamnus lycioides Burkholderia sp. MS3
M4 Suelo cercano Avena barbata gmtgg:gg:: zg mg::)
% M5 Suelo cercano Quercus ilex
<§E M6 Rizosfera mezcla de gramineas
M7 Rizosfera Retama sphaerocarpa
M8 Rizosfera Rhamnus lycioides
M9 Rizosfera Avena barbata
M10 Rizosfera Quercus ilex Burkholderia sp. MRS
H1 Suelo cercano Plantago lanceolada mgzz:::z zg :g]?
H2 Suelo cercano Equium vulgare Novosphingobium sp. HS2a
é H3 Suelo cercano Anthemis tinctoria iﬁnirg%%téit%rps?'HHS%Zp
- H4 Suelo cercano Chamaemelum mixtum ﬁﬁmggggg :E :gj;
H5 Suelo cercano Arctotheca calendula ST ST &2, [k
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Zona Nombre Muestra Bacteria degradadora

Novosphingobium sp. HR1a

H6 Rizosfera Plantago lanceolada Novosphingobium sp. HR1b

Sphingomonas sp. HR2b

H7 Rizosfera Equium vulgare Sphingomonas sp. HR2t

. - . Burkholderia sp. HR3p
H8 Rizosfera Anthemis tinctoria Novosphingobium sp. HR3g
H9 Rizosfera Chamaemelum mixtum Sphingomonas sp. HR4a

Sphingobium sp. HR5a
H10 Rizosfera Arctotheca calendula Sphingobium sp. HR5b
Sphingobium sp. HR5r

Nomenclatura: A las cepas aisla das e n Madrid se les p uso el i dentificador “M”, ala s de Hue Iva “H”,
mientras que a las de Granad a no se les puso ning un identificador. Ademéas a las bacterias aisl adas en
las muestras de suelo desnudo se les afiadié una “S” en el nombre, y a las provenientes de la rizosfera de
las plantas una “R”.

De un total de treinta y tres cepas aisladas dieciocho pertenecen al su bgrupo
de las o-Proteobacterias (géner os Sphingomonas (8), Sphingobium (5)y
Novosphingobium (5)), siete a las p-Proteobacterias (gé neros Burkholderia (5) y
Massilia (2)), dos a las y-Proteobacterias (género Pseudomonas) y seis al subgr upo
Actinobacteria (géneros  Arthrobacter (5) y Mycobacterium (1)) . El grupo mas
representado es el grupo de las a-Proteobacterias que incluye el 54,5 % de las cepas
aisladas, e sto concu erda con otros estudios que indican que el orden
Sphingomonadales es el mayor grupo de ba cterias degradadoras de PAHs presentes
en muchos sitios contaminados (Pinyakong et al., 2000; Bastiaens et al., 2000). En el
caso de las muestras de Madrid, llama la atencion que sélo se aislaran cuatro cepas y

todas ellas pertenecientes al género Burkholderia.

3. ANALISIS FILOGENETICO DE LAS BACTERIAS AISLADAS

Tras el an Alisis del g en codifica nte del ARNr 16S de las distint as cepas
aisladas, se alinearon las distinta s secuencia s con la herramienta disponible en la
pagina SILVA rRNA d atabase project (www.arb-silva.de/aligner). Posteriormente se
construyo el arbol filoge nético usando el programa ARB (Ludwig et al., 2004). El arbol
se construy 6 mediante el método de Neighbour-joining, y las distan cias filogenéticas
entre secuencias se calcularon usa ndo el algoritmo de Jukes-Cantor (Jukes y Cant or,
1969).

Si analizamos el arbol filogenético (Figura 11), se observa que la mayoria de
las bacterias aisladas se organizan en un mismo grupo en funciéon del género al que
pertenecen independientemente de la zona en la que se aislaran, es e | casode las

cepas de Novosphingobium, Pseudomonas y Massilia. En otros casos, las cepas se
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organizan en dos subgrupos en funcién de la zona del a islamiento, es lo que ocurre
con las cepas pertenecientes a los géneros Burkholderia y Arthrobacter. En el caso de
las cepas de Burkholderia si ad emas nos fijamos en otras de la s caracteristicas
analizadas en las cepas (crecimiento en otro PAHs y antibi ogramas) (Tablas 08 y 09),
parece que la separacién en dos su bgrupos se debe a que las bacterias MS3, MS4 b,
MS4ty MRS5 podrian ser en realid ad la misma cepa, mie ntras que H R3p seria o tra
distinta. En el caso de las cepas de Arthrobacter esto no es asi, ya que las cepas S4 y
R7, ambas aisladas de la provincia de Granada y que se organizan en el mismo grupo,
presentan grandes diferencias en las resistencias a lo s distintos antibidticos mientras
que las cepas aislada s en Huelva presenta n resisten cias muy similares pero se
subdividen a su vez en otros dos subgrupos.

Las cepas del género Sphingomonas aisladas se asignaron a este género por
similitud de secuencia del ARNr 16S con las secuencias de GenBank. Sin embargo en
el arbol se organizan en dos grupos cuyas cep as mas relacionadas son Sphingobium
chungbukense y Sphingobium abikonense. Este resultado se explica porque en el afio
2001 el gé nero Sphingomonas se subdividié en cuatr o géneros: Sphingomonas,
Sphingobium, Novosphingobiumy Sphingopyxis ya que incluia especies ba  stante

diversas en términos de sus caracteristicas filogenéticas y ecologicas.
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Figura 11. Arbol filogenético construido a partir de las secuencias completas de los genes ARNr
16S de las cepas aisladas (en negro) y secuencias disponibles en el GenBank (en verde o violeta si

se trata de la cepa tipo del género). El arbol tiene como raiz a Thermosediminibacter oceani.

89



Capitulo 1

El arbol se construyé utilizando la base de datos LTP102_SSU disponible en la
pagina SILVA rRNA dat abase Project, y que in cluye mas de 1200000 secuencias de
ARNr 16S. Hay que destacar que las cepas mas cercana s a las bacterias aisladas en
muchos casos se corresponden con bacterias degradadoras de compuestos organicos.
Es el caso de Sphingobium chungbukense (compuestos aromaticos) (Kim et al., 2000),
Sphingobium fuliginis (Prakash y Lal ,2 006), Arthrobacter phenantrenivorans
(Kallimanis et al., 2007) (fenantreno), Pseudomonas pseudoalcaligenes (nitrobenceno)
(Nishino y Spain, 1993) y Arthrobacter clorophenolicus (4-clorofenol) (Westerberg et al.,
2000).

Un aspecto importan te que queremos re saltar es que las cepas de
Mycobacterium, Pseudomonasy Burkholderia aisladas del suelo  se encue ntran
alejadas filogenéticamente, segi n su secuencia de ARNr 16S, de las esp ecies

patégenas incluidas en sus géneros.

4. DEGRADACION DE OTROS PAHs DE BAJO PESO MOLECULAR

Se estudio la capacidad de las bacterias aisladas para degradar otros PAHs de
bajo peso molecular como son naftaleno y antraceno. Para ello se analiz6 el
crecimiento de las bacterias en placas de medio minimo con naftaleno en fase vapor y
el crecimientoy forma cién de halos de solubiliza cién alrededor de las colonias en

placas de medio minimo en las que se pulverizé antraceno disuelto en hexano.

Tabla 08. Bacterias aisladas capaces de crecer con naftaleno

Bacteria Bacteria
Sphingomonas sp. S5 Burkholderia sp. MS3
Sphingomonas sp. R4a Burkholderia sp. MS4b
Sphingomonas sp. HS5g Burkholderia sp. MS4t
Sphingomonas sp. HR2b Burkholderia sp. MR5
Sphingomonas sp. HR2t Burkholderia sp. HR3p
Sphingomonas sp. HR4a Massilia sp. HS1t
Sphingobium sp. HS5p Massilia sp. HS1b
Sphingobium sp. HR5a Arthrobacter sp. S4
Sphingobium sp. HR5b Arthrobacter sp. R7
Sphingobium sp. HR5r Arthrobacter sp. HS3g
Novosphingobium sp. HS2a Arthrobacter sp. HS4-1
Novosphingobium sp. HR1a Arthrobacter sp. HS4-2
Novosphingobium sp. HR1b
Novosphingobium sp. HR3g

Ninguna de las bacterias aisladas presenté crecimiento ni formacion de halo de
degradacion en placas de medio minimo con antraceno tras siete dias de incubacion.

En el caso del naftalen o de las treinta y tres cepas aislad as veintiséis (Tabla 08) son
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capaces de crecer usandolo como unica fuente de carbono. Todas las cepas aisladas
de los géneros Burkholderia, Massiliay Arthrobacter crecen usando este compuesto.
En el caso de las a-Proteobacterias so6lo dos cepas de Sphingomonas (S1y R3), una
cepa de Sphingobium (HS3p) y una cepa de Novosphingobium (S7) no degradan este
compuesto. Las cepas aisladas pertenecientes a los géneros Mycobacterium y
Pseudomonas no fueron capaces de crecer usando nafta leno como unica fuent e de

carbono.

5. ANTIBIOGRAMAS

Se realizar on antibiogr amas para conocer la s resistencias naturale sa los
antibidticos de uso ma s comun en el laboratorio para asi determinar cuales eran los
antibioticos que podian ser usado s en la discriminacion de cepas en posterior es
ensayos de mutagénesis, adhesion y colonizacion a superficies bidticas, etc.

Los antibiogramas se realizaron mediante el método de difusion en disco. Los
discos con el antibiético de interés se colocaron sobre la superficie de una placa de LB
sélido inoculada con una cantidad suficiente de células para formar un césped. Tras 2
- 3 dias de crecimiento se midio el diametro del halo de inhibicion. Los resultados se
muestran en la Tabla 09. En el caso de la cepa Sphingobium sp. HS3p no se pudo

realizar este ensayo ya que no llegaba a formar un césped en la placa.

Tabla 09. Antibiogramas de las bacterias aisladas

Bacteria Ap10* Gm10° Sm10° Km30° Rf30°  Pip 100
Pseudomonas sp. S6 R 11 13 13 17 9
Pseudomonas sp. R2 R 15 R 13 13 11
Sphingomonas sp. S1 13 21 9 37 19 15
Sphingomonas sp. S5 R 11 13 13 17 9
Sphingomonas sp. R3 R 15 R 15 11 11
Sphingomonas sp. R4a R 15 23 15 11 13
Sphingomonas sp. HS5¢g 25 43 R 44 50 36
Sphingomonas sp. HR2b 22 34 R 32 34 22
Sphingomonas sp. HR2t 20 37 R 36 50 40
Sphingomonas sp. HR4a 27 38 R 38 46 26
Sphingobium sp. HS3p - - - - - -
Sphingobium sp. HS5p R 60 R 30 28 R
Sphingobium sp. HR5a R 52 R R 45 R
Sphingobium sp. HR5b R 47 R 18 45 17
Sphingobium sp. HR5r R 54 R 42 42 10
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Bacteria Ap10* Gm10° Sm10° Km30° Rf30°  Pip 100
Novosphingobium sp. S7 R 17 15 13 15 15
Novosphingobium sp. HS2a 18 30 R 27 35 26
Novosphingobium sp. HR1a 14 25 R 28 37 20
Novosphingobium sp. HR1b 32 31 28 22 52 28
Novosphingobium sp. HR3g 11 26 R 25 35 17
Burkholderia sp. MS3 R 25 33 29 21 21
Burkholderia sp. MS4b R 27 33 29 23 21
Burkholderia sp. MS4t R 27 33 29 27 21
Burkholderia sp. MR5 R 27 29 29 21 21
Burkholderia sp. HR3p 10 19 10 12 23 10
Massilia sp. HS1t 20 29 22 30 25 26
Massilia sp. HS1b R 17 13 15 25 12
Arthrobacter sp. S4 21 R 25 R 25 R
Arthrobacter sp. R7 R 15 13 9 23 13
Arthrobacter sp. HS3g 22 12 12 10 39 26
Arthrobacter sp. HS4-1 27 18 16 15 35 27
Arthrobacter sp. HS4-2 25 18 18 13 38 28
Mycobacterium sp. S3 9 R 11 25 25 R
a,b,c,de,f

Tamafio del halo de inhibicion en mm pa ra ampicilina (Ap) 10 pg, g entamicina (Gm)
10 ug, estreptomicina (Sm) 10 pug, kanamicina (Km) 30 ug, rifampicina (Rf) 30 ug y piperacilina
(Pip) 100 pg respectivamente. Se ha considerado que la bacteria es re sistente (R) cuando no
se observo halo de inhibicién o su diametro era tan pequefio o difuso que no se pudo medir.

6. SELECCION DE LAS CEPAS DE TRABAJO

Debido al gran numero de cepas aisladas (trein ta y tres), s e seleccionaron un
total de 16 cepas para su posterior uso. Cuando fue posible, se seleccionaron cua tro
representantes de cada género de cada una de las zona s de e studio, dos de ellos
aislados de suelo norizosférico  yotrosd os de suelo rizosférico. Las cepas
seleccionadas fueron Pseudomonas sp. S6, Sphingomonas sp. S1, Sphingomonas sp.
S5, Sphingobium sp. HS5p, Novosphingobium sp. HS2 a, Burkholderia sp. M S3,
Arthrobacter sp. S4, Arthrobacter sp. HS3gy Mycobacterium sp. S3 de las muestras
de suelo desnudo, y Sphingomonas sp. R3, Sphingomonas sp. R4a, Sphingobium sp.
HR5a, Novosphingobium sp. HR1 a, Burkholderia sp. M R5, Burkholderia sp. HR3p y
Arthrobacter sp. R7 de | as muestras de rizosfer a. Con estas cepas se realizaron los
ensayos de adhesion a semillas de trébol ( Capitulo 2) y en algu nas de el las se

identificaron los genes implicados en la degradacion de fenantreno (Capitulo 3).
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Finalmente, por su capacidad de adhesién a las semillas de trébol asi como por
elinterés d e las ru tas de degrada cién, se se leccionaron un total de nueve cepas:
Pseudomonas sp. S6, Sphingomonas sp. S1, Sphingobium sp HS5p,
Novosphingobium sp. HS2a, Burkholderia sp. M S3, Sphingobium sp. HR5a,
Novosphingobium sp. HR1a, Burkholderia sp. MR5 y Burkholderia sp. HR3p. Ademas
se incluyod la cepa Pseudomonas putida KT2440 como cepa de referencia en los
ensayos de adhesion y colonizaci 6n de semillas y raice s ya que esunabuen a
colonizadora de rizosfera de varias plantas (Molina et al., 2000; Espinosa-Urgel et al.,
2002).
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DISCUSION

Los cambios ambientales pueden influir en la biodiversidad, y por tantoenlos
procesos fundamentales de los ecosistemas (Loreau et al., 2001; Hooper et al., 2005).
Cada vez e sta mas reconocido g ue una mayor compre nsién sobre estos cambios
ayudaria a predecir, y en algunos casos evitar, la degrad acién del e cosistema. Los
suelos son sistemas complejos que juegan un papel fundamental en la produccién de
biomasa, en los ciclos biogeoquimicos y en  la biodispo nibilidad de nutrientes. Sus
caracteristicas funcionales pueden verse alteradas por distintos motivos, entre ellos,
actividades antrépicas tales como enmiendas organicas, utilizacion d e fertilizantes y
pesticidas o vertidos industriale s o municipales, asi como por la deposicion
atmosférica de contaminantes. Est as alteraciones en su s caracteristicas funcion ales
incluyen la modificacion de las poblaciones microbianas pr esentes. Sin embargo, los
procesos d e adaptaciéon microbiana a ca mbios amb ientales so n complejos,
interviniendo multitud de factores, sobre los que de momento e xiste basta nte
desconocimiento. Aun asi, resulta evidente que aquellos microorganismos que puedan
adaptarse mejor a las nuevas condiciones seran los que predominen en la comunidad.

En el amb ito de la rizorremediacion cabe destacar d os observaciones
fundamentales. La pr imera es que en a mbientes contaminados suele  h aber
microorganismos capaces de miner alizar (0 al menos transformar) estos compuestos
(Kastner et al., 1994; R adwan et al., 1995; Zha ng et al., 2004), aunque el papel que
juegan esta s poblacion es indigena s en la re mediacion de suelos contaminados no
esta todavia bien establecido. La se gunda observacion es que entre los factores que
contribuyen a la modificacion de las poblaciones bacterianas en el suelo se encuentran
las planta s, que puede n jugar un papel funda mental en la seleccion de genotip os
bacterianos en su rizosfera (Duineveld et al, 2001; Walker et al, 2003a; Hartmann et al.,
2009). Hasta el momento, poco s estudios han considerado cémo la vegetacion ejerce
presién sob re las comunidades microbianas y como la diversidad vegetal podria
afectar indir ectamente a algunas f unciones de los eco sistemas llevadas a cabo por
estas comunidades (Sutton-Grier et al, 2011). En esta seleccion, las plantas utilizarian
una serie d e estrategias complejas, entre las q ue se podria encontrar la liberacion de
exudados rizosféricos que puedan servir como fuente de carbo no a un tipo
determinado de bacterias y no a otr o, la liberacidén de compuestos que puedan inducir
determinadas rutas catabdlicas o de sintesis de antibidticos u hormonas (Hartmann et
al., 2009; Segura et al., 2009) o liberacién de ciertos compuestos téxicos p  ara
determinadas bacteria s (Palumbo et al.,1998). El establecimiento d e poblacion es

bacterianas con capa cidad de de gradar cont aminantes en la cerca niadelar aiz
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(Siciliano et al., 2001; Chaudhry et al., 2005), representaria una ventaja selectiva para
las plantas que estuviesen crecie  ndo en un ambiente contaminado, ya que las
proveeria de un ambiente rizosférico limpio.

Como una primera aproximacion para analizar la capacida d de las p lantas de
modificar las poblacion es bacteria nas a su alrededor, se realizé un estudio de las
poblaciones bacterianas de la rizo sfera y del suelo cerca no a la raiz de plantas de
distintas localizaciones seleccionadas en base a su proximidad a fuent es emisoras de
PAHSs. Para este estudio se realiza ron por un lado analisis mediante DGGE de las
muestras d e suelo y por otro lado , con una vertiente mas practica, se aislaro ne
identificaron bacterias capaces de metabolizar fenantreno (un PAH de bajo peso
molecular constituido p or tres anillos bencénicos). Los an alisis de DGGE permit en
separar una mezcla de diferentes moléculas de ADN en base a su se cuencia, ya que
estas prese ntan diferen te movilidad en una matriz de acr  ilamida de concentracié n
desnaturalizante crecie nte. Analiza ndo los pa trones de bandas de las difere ntes
muestras en los geles de DGGE se pueden inferir diferencias en la composicién de las
comunidades microbianas (Muyzer et al., 1993; Ferris et al., 1996; Teske et al., 1996;
Kowalchuk et al., 1997). Si en esto s analisis se analiza también la se cuencia de las
bandas, se pueden identificar ademas los gru pos bacterianos mayoritarios prese ntes
en estas comunidades. Estos ana lisis n 0 est an exentos de problemasyaqu ela
amplificacion de lo s fr agmentos puede estar sesgada por los olig onucledtidos y
condiciones de amplificacion utilizados, favoreciendo la amplificacion de ciertos grupos
bacterianos en detrimento de otros. Ademas, s e han descrito situacion es en las que
bandas con la misma movilidad pertenecian a secuencias diferentes, y al contrario,
que dos bandas distintas se correspondan con la misma secuencia nucleotidica. Pese
a estos inconvenientes, esta técnica permite visualizar los componentes dominantes
de las poblaciones bacterianas de diversas mu estras (Muyzer et al. 1993). Estudios
llevados a cabo por Fult horpe y colaboradores (2008) mostraron que lo s 10 género s
mayoritarios identificado s en cuatro suelos dife rentes representaban entre el 30 y el
37% de las secuencias, lo que indicaba que en los suelos, en general hay unas po cas
especies d ominantes y una alta proporcién de especie s que esta n presentes en
numeros extremadamente bajos (Lauber et al., 2009). Por tanto, los analisis mediante
DGGE pueden dar una idea general aproximad a sobre la estructura de la comunid ad
bacteriana dominante.

La biogeografia de los microorganismos ha recibido una atencion extraordinaria
en los ultimos afios, vy el paradigma de qu e “todo e sta en toda s partes, pe ro el
ambiente selecciona” (Baas Becking, 1934) h a sido refor zado por gr an cantidad de

estudios que apoyan la idea de que la dispersion microbiana es global (Finlay y Clarke,
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1999; Fenchel, 2003; H ubert et al, 2009, Chu et al., 2010) y que la co mposicién de la
comunidad microbiana esta influen ciada por las condicion es ambientales especif icas
(Crump et al., 2004; Lozupone y  Knight, 2007; Nemergu t et al., 2011). Por ta nto,
parece que la dispersion microbiana no es el factor limitante a la hora del
establecimiento de una poblacié n bacterian a, sino mas bien la s condicio nes
ambientales de la zona (Chu et al., 2010), en concreto las caracteristicas ambientales
del suelo, siendo el pH uno de los f actores claves (Fierer y Jackson, 2006; Laubert et
al., 2009). Los analisis mediante DGGE realizados durante esta Tesis Doctoral, con
todas las limitaciones indicada s anter iormente, muestran que las poblaciones
dominantes en las muestras de suelos de u na misma area geografica son muy
similares entre si, pero distintas ent re las difere ntes localizaciones estudiadas, lo que
esta de acuerdo con la s teorias expuestas ant eriormente, y nos hace pensar que las
caracteristicas del suelo y otros fa ctores ambientales, son importantes a la hora de
determinar las poblacio nes bacterianas mayoritarias. Vario s autores han indicado que
las comunidades bacterianas se estructuran de acuerdo a las variaciones locales en el
pH del suelo, y que la  variacion en materia  organica, tipo de vege tacién y otros
factores ambientales tendrian un menor impacto en la composicion filogenética de las
comunidades bacterianas (Fierer y Jackson, 2006; Fulthorpe et al., 2008; Laubert et al.,
2009; Chu et al., 2010). Otros factores del su elo, como pueden ser la salinidad o la
capacidad de interca mbio catié nico también pueden ser importantes en la
determinacion de la composicion microbiana del suelo, aunque estos se han estudiado
menos (Lozupone y Knight, 2007; L aubert et al., 2009). En consonancia con el efe cto
que la vegetacion podri a tener en la seleccion de la comu nidad bacteriana, nosotros
hemos visto que aunque existen co munidades mayoritarias similares e ntre todas las
muestras de Madrid y todas las de Huelva, en estos suelos las muestras rizosféricas y
no rizosféri cas se agru pan diferen cialmente. L os indice s de similitud resultantes e n
ambos casos no permiten clasificar las como muestras esta disticamente diferentes (ni
totalmente iguales) lo que sugiere que la rizosfera de las plantas de estas localidades,
si que ejerce cierta presion selectiva sobre las comunidades bacterianas, aunque esta
probablemente no sea la principal f uerza de seleccion. El h echo de que las muestras
rizosféricas se organicen en un mismo grupo, sugiere que pese a que las muestras
proceden de la rizosfer a de distint as plantas, el efecto rizosférico es bastante comun
para todas ellas. Pese a que la composicién de los exudados bacterianos es diferente
entre distintas plantas y entre los distintos estadios del desarrollo de la planta e incluso
entre distintas zonas de la raiz (Walker et al., 2003b; Hartmann et al., 2009; Dennis et
al., 2010), existen pocos estudios enfocados en la determinacion de la composicién de

los exudados rizosféricos (Dennis et al., 2010) y en muc hos casos se asumen las
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diferencias en composicion porque el metabolismo secundario de las plantas es capaz
de generar miles de compuestos distintos que en principio podrian ser secretados por
la raiz. Casi todos lo s exudados rizosféricos an alizados co ntienen acid os organicos,
aminoacidos, azucares, fenoles y acidos grasos como compuesto s mayoritarios
comunes (Jones, 1998; Dakora y Phillips, 20 02; Kamilova et al., 2006; Henry et al.,
2008), siendo los compuestos procedentes del metabolismo secundario mucho menos
estudiados, probablemente porqu e sean componentes mas minoritariosy  mas
especificos de un determinado tipo de planta (Dakora y Phillip s, 2002). Por tanto, es
probable que el efecto r izosférico que hemos observado en nuestros a nalisis se deba
a la presencia de los componentes mayoritarios de los exudados, comunes a todas las
plantas seleccionadas, y que la accién que puedan ejercer los compuestos especificos
de cada una de las pla ntas, se ejerza sobre p oblaciones bacterianas minoritarias que
no se observan en este tipo de analisis. Existen distintos estudios que muestran una
influencia clara de los exudados rizosféricos sobre la s comunidades bacteria nas
(Felske et al., 2000; Smalla et al., 2001; Costa et al., 2006; Berg y Smalla, 2009); en
algunos de ellos u tilizan solucion es arti ficiales que se asemejan a los exuda dos
radiculares (en sus componentes principales) o se hacen en condiciones de laboratorio
(Maloney et al., 1997; Marilley y Aragno, 1999 ; Haichar et al., 2008; entre otros). En
estas cond iciones con troladas, los efectos rizosféricos, a veces mucho mas claros,
difieren entre distintos exudados rizosféricos (Oger et al., 2004; Micallef et al., 2009;
Badri et al., 2009) o distintas zonas de la raiz (Marschner et al., 2002). Sin embargo,
en otros casos los e  xudados radiculares n o producen un cambi o radical en la
comunidad bacteriana, sino cambios sutiles (Duineveld et al., 2001).

En las muestras de Cenes de la Vega (Granada) no se observaron diferencias
significativas entre el patrén de bandas de muestras rizosféricas y no rizosféricas. Esto
puede ser debidoa quelas muestras tomadas en esta zona fueron menos
homogéneas que las to madas en las otras do s zonas. La s muestras G6, G7, G10y
G11 procedian del suelo cercano a la acequia, que estaba practicamente anegado, las
muestras G1, G2y G8 fueron tomadas de un camino cercano, y las demas fueron
tomadas en la zona ma s cercana a la alameda . Las variaciones existentes entre las
poblaciones bacterianas en este caso, estaran influenciadas no sdlo por la rizosfera de
la planta, sino también por las distintas cond  iciones ambientales de las diferent es
muestras.

Las pobla ciones bact erianas identificadas en base a la secuencia dela s
bandas extr aidas de lo s gele s de DGGE incluyen géneros bacter ianos tipicos de
suelos como Acidobacterias, Methilobacteria s y Rhizobios (Kuske et al.,, 19 97;

Fulthrope et al., 2008) asi como géneros que sie ndo también tipicos de suelos se han
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asociado a la degradacion de com puestos aro maticos contaminantes, como son p or
ejemplo los géneros Pseudomonas, Sphingomonas y Burkholderia (Dunn y Gunsalus,
1973; Menn et al., 1993; Laurie y Lloyd-Jones, 1999; Tittab utr et al., 2011; Gibson et
al., 1973; Fredrickson et al.,, 1991y 1995) . En general, no se pueden hacer
distinciones entre géneros bacterianos excl usivamente presentes en las muestras
rizosféricas o en las no rizosférica s. Con los analisis realizados, tampoco se pu ede
inferirque enlar izosferadela s plantase xistan mas bacteria s con potencial
biodegradador que en el suelo desnudo.

Los resultados obtenidos mediante DGGE son consistentes con los obtenidos
en el aislamiento de cepas con capacidad de degradar fenantreno (y  otros PAHs de
bajo peso molecular) en el sentid o de que pertenecen a los mismo s géneros que
aparecen como mayoritarios en lo s suelos an alizados ( Pseudomonas, Burkholderia,
Arthrobacter y Sphingomonadaceae). De igu al manera, nose ha n aislado mas
bacterias capaces de d egradar fenantreno de las muestras rizosféricas que de las de
suelo y por tanto, no parece que la vegetacién de estas zonas esté ejerciendo un
papel selectivo respecto a bacterias degradadoras de PAHs. Este resultado concuerda
con los trabajos de Siciliano y colaboradores (1998) que observaron que la presen cia
de genes degradadores de naftale no (ndo) no era mayorit aria en la rizosfera de las
plantas analizadas. Es interesante destacar que bacterias del género Sphingomonas,
Pseudomonas y Burkholderia se h an asociado frecuentemente a la rizosfera de las
plantas (Haichar et al., 2008), mientras que nosotros hemos aislado cepas
pertenecientes a estos géneros tanto de rizosfera como de suelo.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que la vegetacion de las zona S
estudiadas ejerce cierta presié  n sele ctiva sobre las comunidades bacterianas
presentes e n la rizosfe ra. Ademas , las bacterias mayorit arias prese ntes en estos
suelos pert enecen en generala los mismos géneros que las bacterias q ue
posteriormente se aislaron de lo s mismos en base a su capacidad de metabolizar
fenantreno. La seleccion de cepas con la capacidad d e metabolizar compuestos
téxicos es uno de los primeros pasos para disponer en el laboratorio de una coleccién
de cepas quenosp ueda servir para dise far estrate gias de rizorremediacion
optimizadas para lo s distintos tipos de sue los y de planta s en los que se vayan a

utilizar.
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1. ADHESION Y COLONIZACION DE SUPERFICIES BIOTICAS

Con objeto de seleccionar el mejor par planta-bacteria para su futura aplicacion
en estrategias de rizorremediacion, se analizaron las capacidades de adhesion a
superficies vegetales de las bacterias degradadoras de PAHSs aisladas.

Como plantas modelo se seleccionaron el trébol blanco (Trifolium repens) y la
mostaza blanca (Sinapis alba). El trébol es una planta ampliamente distribuida en las
regiones de clima templado mientras que la mostaza es tipica de la region
mediterranea. Ambas plantas son de interés en estrategias de rizorremediacion, el
trébol blanco por que al ser una leguminosa forma facilmente asociaciones con las
bacterias del suelo, y la mostaza porque es una planta hiperacumuladora de metales
por lo que seria de especial interés a la hora de remediar zonas con diferentes tipos de
contaminacion.

Como ya se ha indicado en el Capitulo 1, de todas las cepas aisladas se
seleccionaron representantes de cada uno de los géneros en funcion de la zona y del
tipo de muestra (suelo o rizosfera) del que se aislé. En total se analizaron dieciséis
cepas; nueve aisladas en muestras de suelo y siete de muestras de rizosfera. Ademas
se utilizé la cepa Pseudomonas putida KT2440 como cepa de referencia dada su gran
capacidad de colonizar la rizosfera de varias plantas (Molina et al., 2000, Espinosa-
Urgel, 2002). Con estas cepas se realizaron los ensayos de adhesién a semillas y
raices de trébol, y se seleccionaron aquellas que presentaron mayor adhesion para

realizar los ensayos en semillas y raices de mostaza.

1.1. Adhesion a semillas

En estrategias de rizorremediacion, una forma sencilla y econémica de inocular
las bacterias de interés en el suelo a remediar es afnadirlas adheridas a la superficie de
las semillas (Colleran, 1997; Segura et al., 2009). Por ello, se analizé la capacidad de
adhesion de las bacterias aisladas a semillas de trébol y mostaza.

Como se observa en la Tabla 01, las bacterias con mayor capacidad de
adhesion a las semillas de trébol fueron Sphingomonas sp. S1 y Pseudomonas sp. S6,
con un porcentaje de bacterias adheridas del 0,37% y 0,26% respectivamente. Las
cepas Burkholderia sp. MR5, Sphingobium sp. HS5p y Sphingobium sp. HR5a
presentaron una adhesién algo menor (entre 0,112% y 0,06%) mientras que el resto
de las cepas ensayadas presentaron una adhesién menor del 0,05 %. Entre estas
ultimas, destacan las dos cepas de Novosphingobium (HS2a y HR1a) que

practicamente no presentaron adhesién (0,001%).
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Tabla 01. Adhesion a semillas de trébol

Bacterias del suelo Bacterias de la Rizosfera

P. putida KT2440 0,042+0,021 | Sphingomonas sp. R3 0,037+0,033
Pseudomonas sp. S6 0,261+0,150 |Sphingomonas sp. R4a 0,038+0,024
Sphingomonas sp. S1 0,370+0,205 | Sphingobium sp. HR5a 0,060+0,049
Sphingomonas sp. S5 0,024+0,011 | Novosphingobium sp. HR1a 0,001+0,001
Sphingobium sp. HS5p 0,093+0,132 |Burkholderia sp. MR5 0,112+0,026
Novosphingobium sp. HS2a 0,001+0,001 | Burkholderia sp. HR3p 0,022+0,003
Burkholderia sp. MS3 0,016+0,007 | Arthrobacter sp. R7 0,021+0,003
Arthrobacter sp. S4 0,012+0,004

Arthrobacter sp. HS3g 0,001+0,002

Mycobacterium sp. S3 0,019+0,023

Los valores estan expresados como el porcentaje de bacterias unidas a las semillas tras 1h de incubacién

Para analizar la adhesion de las cepas anteriores a otras semillas, se
seleccionaron aquellas que presentaron una mayor capacidad de adhesion a las
semillas de trébol y aquellas que no presentaron casi adhesién. Las bacterias Gram-
positivas, que presentaban en general indices de adhesion bajos, fueron descartadas
de este andlisis. Asi, se ensayaron con semillas de mostaza nueve cepas (cinco de
suelo y cuatro rizosféricas). Los porcentajes de adhesién a ambas semillas se
muestran en la Figura 01. Como se observa en la figura, todas las cepas ensayadas,
excepto Burkholderia sp. MS3 y HR3p, presentaron buenos porcentajes de adhesion,

siendo éstos superiores a los de la cepa control P. putida KT2440.
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Figura 01. Adhesién de las nueve cepas seleccionadas a semillas. Los datos representan
el porcentaje de bacterias unidas, tras una hora de incubacion, a semillas de trébol (verde) y de
mostaza (amarillo). Las barras de error indican la desviacion estandar.

Observando la figura 01, se puede observar que las bacterias con mayor

capacidad de adhesién a semillas coinciden para ambas plantas (Pseudomonas sp.
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S6, Sphingomonas sp. S1, Sphingobium sp. HS5 y Burkholderia sp. MR5) y por tanto,
parece que esta capacidad depende de las caracteristicas propias de cada cepa. No
obstante, para poder hacer una buena correlacion, se estan llevando a cabo estudios

de adhesion a distintos tipos de semillas.

1.2. Colonizacion de raices

La colonizacién de la rizosfera es un proceso clave en una buena estrategia de
rizorremediacion. Esto supone, que una vez adheridas a las semillas, las bacterias
tienen que migrar hacia la rizosfera y establecerse de forma estable en la superficie
radicular. Para analizar la capacidad de nuestras cepas de establecerse en la rizosfera,
hicimos dos tipos de experimentos. En uno de ellos medimos la capacidad de
adhesion a raices de trébol y mostaza sumergiendo las mismas en una solucion que
contenia de 10° a 10° unidades formadoras de colonias (UFC) y analizamos el
porcentaje de bacterias que se adherian a la raiz tras una hora de incubacion. Los
resultados de estos ensayos (Tabla 02) mostraron que Novosphingobium sp. HR1a y
Sphingobium sp. HR5a son las mejores colonizadoras de raiz de trébol, con una
adhesion del 0,33 y 0,21%, respectivamente. Se obtuvieron también porcentajes
relativamente altos de adhesion con Pseudomonas sp. S6 (0,10%), Sphingomonas sp.
S1 (0,09%), y Burkholderia sp. MS3 (0,07%). Estos porcentajes eran similares a los

que mostraba la cepa control, Pseudomonas putida KT2440.

Tabla 02. Adhesion araices de trébol

Bacterias del suelo Bacterias de larizosfera

P. putida KT2440 0,140+0,028 | Sphingomonas sp. R3 0,018+0,012
Pseudomonas sp. S6 0,095+0,037 | Sphingomonas sp. R4a 0,022+0,012
Sphingomonas sp. S1 0,092+0,045 |Sphingobium sp. HR5a 0,212+0,110
Sphingomonas sp. S5 0,005+0,002 |Novosphingobium sp. HR1la 0,332+0,120
Sphingobium sp. HS5p 0,022+0,009 | Burkholderia sp. MR5 0,043+0,024
Novosphingobium sp. HS2a 0,016+0,007 | Burkholderia sp. HR3p 0,012+0,003
Burkholderia sp. MS3 0,071+0,020 | Arthrobacter sp. R7 0,001+0,00
Arthrobacter sp. S4 0,003+0,003

Arthrobacter sp. HS3g 0,003+0,002

Mycobacterium sp. S3 0,029+0,015

Los valores estan expresados como el porcentaje de bacterias unidas a las raices tras 1h de incubacion
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En la Figura 02 se muestran graficamente los resultados de adhesion a
semillas de trébol y de mostaza de las nueve cepas seleccionadas. La mayoria de las
cepas presentaron una adhesién a raiz de mostaza mucho menor que para la raiz de
trébol, siendo  Novosphingobium sp. HR5a y Burkholderia sp. MS3 las que

presentaron mayores indices de adhesién a semillas de mostaza.
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Figura 02. Adhesién de las nueve cepas seleccionadas a raices. Los datos representan el
porcentaje de bacterias unidas, tras una hora de incubacion, a raices de trébol (verde) y de
mostaza (amarillo). Las barras de error indican la desviacién estandar.

En este caso, al contrario de lo que ocurria con las semillas, la capacidad de
adhesion de las cepas si varia con el tipo de raiz. Asi, Novosphingobium sp. HR1a,
que presenta una buena adhesion a raiz de trébol presenta porcentajes de adhesion a
raiz de mostaza menores del 0,02%.

En el segundo tipo de experimentos, se analizé la capacidad de las bacterias
para mantenerse como poblaciones estables en las raices de trébol. Para ello, se
disefaron sistemas gnotobidticos en los cuales se germinaron las semillas en
presencia de las bacterias y se tomaron muestras a distintos tiempos para realizar el
conteo de numero de células viables. En estos sistemas, también se analizdé la
capacidad de las bacterias para colonizar las raices a medida que la planta germinaba
y crecia. Para ello se extrajeron las plantas de estos sistemas, se lavaron y se
colocaron en tubos con 2 ml de agua y perlas de vidrio. Se agitd con vortex para
separar las bacterias firmemente adheridas a la raiz y se sembraron diluciones
seriadas para contar el numero de células adheridas. Finalmente las raices de las
plantas se cortaron y pesaron (peso humedo) para poder determinar el numero de
células adheridas por gramo de raiz (UFC/g raiz).

Ya a los cuatro dias tras la inoculacion, todas las bacterias analizadas
presentaron una buena colonizacién de la raiz. Curiosamente Novosphingobium sp.
HR1a (la que mejor adhesion a raiz presentd en los experimentos anteriores) fue la

cepa que presentd una colonizacién inicial mas baja (de 2 x10° UFC/g raiz) aunque a
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los siete dias aumento6 el numero de UFC/g de raiz dos érdenes de magnitud (hasta 1
x10® UFC/g raiz). De todas las cepas ensayadas, las bacterias pertenecientes al
género Burkholderia fueron las que presentaron una mejor colonizacion de la raiz,
concretamente la cepa MS3 que llegd a superar las 1 x10° UFC/g raiz a los cuatro y

siete dias.

Tabla 03. Colonizacién de la raiz de plantas de trébol

Logio UFC Logio UFC/g Log1o UFC/g Logio UFC/g

Bacteria totales raiz raiz raiz
0 dias 4 dias 7 dias 14 dias

P. putida KT2440 6,88+0,25 7,67+0,11 7,65+0,28 7,47+0,18
Pseudomonas sp. S6 5,61+£0,17 7,61+0,25 7,92+0,29 7,92+0,44
Sphingomonas sp. S1 5,95+0,31 7,8510,47 7,55+0,33 7,26+0,49
Sphingobium sp. HS5p 6,51+0,20 7,75+0,27 8,87+0,26 8,73+0,14
Sphingobium sp. HR5a 6,13+0,15 8,43+0,56 8,97+0,47 8,60+0,41
Novosphingobium sp. HS2a 6,52+0,11 7,89+0,31 8,77+0,18 8,34+0,26
Novosphingobium sp. HR1a 6,71+0,21 6,31+0,55 8,16+0,38 8,58+0,32
Burkholderia sp. MS3 5,74+0,40 9,25+0,30 9,13+0,23 8,85+0,36
Burkholderia sp. MR5 6,76+0,31 8,53+0,46 8,81+0,16 8,28+0,46
Burkholderia sp. HR3p 6,54+0,10 8,69+0,23 8,60+0,47 8,43+0,63

1.3. Crecimiento bacteriano en los sistemas gnotobiéticos

En los experimentos mostrados anteriormente, el ritmo de crecimiento de cada
una de las cepas utilizando los compuestos producidos por las plantas durante su
germinacion y posterior crecimiento puede influir en su capacidad de colonizacién de
la raiz, ya que en estos sistemas no se esta afiadiendo ningun nutriente adicional al
medio. Por tanto, decidimos examinar el crecimiento de las bacterias a medida que se
producia la maduracién de la planta.

Como se observa en la Figura 03, las cepas Pseudomonas sp. S6 y
Sphingomonas sp. S1, en ausencia de la planta, experimentan un ligero crecimiento,
pasando de 0,4 - 1 x 10° UFC totales hasta 2,9 - 5,4 x 10° UFC totales. Sin embargo,
en presencia de la planta experimentan un crecimiento mucho mayor, sobre todo
durante los primeros cuatro dias, en los que Pseudomonas sp. S6 aumenta su
poblacién de 4,5 x10° a 4,3 x10” UFC totales y Sphingomonas sp. S1 de 4,9 x10° a
2,84 x10” UFC totales. A partir de estos cuatro primeros dias, las dos cepas ya no

crecen mas, pero las poblaciones son capaces de mantenerse hasta los catorce dias.
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Figura 03. Crecimiento de las cepas Sphingomonas sp. S1y Pseudomonas sp. S6 en los
sistemas gnotobidticos. En la grafica se muestra el crecimiento en presencia (lineas
continuas y simbolos cerrados) y ausencia de las plantas (lineas discontinuas y simbolos
abiertos) de las cepas Pseudomonas sp. S6 (en verde) y Sphingomonas sp. S1 (en amarillo).
Las barras de error indican la desviacion estandar.

Las cepas pertenecientes a los géneros Sphingobium y Novosphingobium
(Figura 04) son capaces de mantener la poblacion inicial en ausencia de la planta, y en
algunos casos como en el de las cepas Sphingobium sp. HS5p y HR5a experimentan
un ligero crecimiento. Cuando en el medio hay plantas, que puedan aportar nutrientes,
todas las cepas son capaces de crecer. Durante los cuatro primeros dias, todas las
bacterias aumentan su poblacion desde 2,2 - 3,8 x10° hasta 2,3 - 3,5 x10” UFC totales,
excepto en el caso de Sphingobium sp. HS5p que sélo alcanza las 6,17 x10° UFC
totales. Sin embargo, a los siete dias esta cepa alcanza la misma densidad
poblacional que el resto (entre 2,8 - 3,5 x10” UFC totales). A partir de los 7 dias, todas
las cepas han detenido su crecimiento, y en este caso como en el de las cepas
Pseudomonas sp. S6 y Sphingobium sp. S1 son capaces de mantener las poblaciones

hasta los catorce dias.
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Figura 04. Crecimiento de las cepas de Sphingobium y Novosphingobium en los
sistemas gnotobidticos. En la grafica se muestra el crecimiento en presencia (lineas
continuas y simbolos cerrados) y ausencia de las plantas (lineas discontinuas y simbolos
abiertos) de las cepas Sphingobium sp. HS5p (en amarillo) y HR5a (en rojo) y de
Novosphingobium sp. HS2a (en verde) y HR1a (en azul). Las barras de error indican la
desviacion estandar.
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En la Figura 05, se representa el crecimiento de las tres cepas de Burkholderia
aisladas junto con la cepa control P. putida KT2440. Como se observa en el grafico, en
ausencia de las plantas, ninguna de las cepas de Burkholderia es capaz de mantener
sus poblaciones, disminuyendo los valores de células viables por debajo de las 1 x10*
UFC totales; P. putida KT2440 a pesar de que también disminuye su poblacién no
alcanza valores tan bajos. En presencia de las plantas, todas las cepas experimentan
crecimiento durante los cuatro primeros dias alcanzando entre 1,4 - 44 x10” UFC
totales. A partir de los cuatro dias ninguna de las cepas de Burkholderia crece,
mientras que P. putida KT2440 aumenta un poco mas su poblacién. Después de los

siete dias todas las cepas detienen su crecimiento y las poblaciones se mantienen.
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Figura 05. Crecimiento de las cepas de Burkholderia y P. putida KT2440 en los sistemas
gnotobidticos. En la grafica se muestra el crecimiento en presencia (lineas continuas y
simbolos cerrados) y ausencia de las plantas (lineas discontinuas y simbolos abiertos) de las
cepas Burkholderia sp. MS3 (en amarillo) MR5 (en verde) y HR3p (en rojo) y P. putida KT2440
(en azul). Las barras de error indican la desviacion estandar.

En conclusién, parece que todas las cepas analizadas son capaces de
aprovechar los nutrientes liberados por las plantas ya que en presencia de estas
crecen mejor que en su ausencia. En ausencia de las plantas, algunas de las cepas
son capaces de mantenerse a una densidad celular igual a la inicial y en algun caso
puede haber algo de crecimiento mientras que otras no son capaces de sobrevivir y su
densidad celular disminuye dos o tres 6rdenes de magnitud. Sin embargo, en
presencia de las plantas siempre hay crecimiento bacteriano y el numero de células
viables aumenta una media de dos érdenes de magnitud. Unicamente en el caso de P.
putida KT2440 el nimero de UFC totales aumenta sélo de 1 x10” a 3,53 x10” UFC
totales.

Durante los cuatro primeros dias, que coinciden con la germinacion de la
semilla, es cuando las bacterias experimentan el mayor crecimiento. Exceptuando el

caso de las cepas de Burkholderia, Sphingomonas sp. S1, y Novosphingobium sp.
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HR1a, el resto de cepas contindan creciendo hasta los siete dias de la inoculacion.
Finalmente, a partir del séptimo dia el numero de UFC totales se mantiene estable o

comienza a descender un poco.

1.4. Adhesion competitiva a raiz de trébol

La inoculacion de bacterias en la planta conlleva, en la mayor parte de los
casos estudiados, una disminucion del numero de células vivas o activas debido, entre
otras causas, a la competencia con las bacterias indigenas. Con objeto de determinar
la capacidad de las bacterias aisladas para establecerse en la rizosfera en
competencia con otras bacterias, se llevaron a cabo ensayos de adhesion a raiz de
trébol en competencia con la cepa control Pseudomonas putida KT2440. En estos
ensayos se analizaron seis de las diez cepas analizadas en la adhesion a semillas y
raices de mostaza. No se pudieron analizar las cepas Pseudomonas sp. S6 y
Sphingomonas sp. S1 por falta de un mecanismo de seleccién frente a KT2440, ni la
cepa Burkholderia sp. HR3p porque resulté imposible ajustar la proporcion de células
inoculadas al inicio en una proporcion del 50%.

En los ensayos de adhesion en competencia (Figura 06), Sphingobium sp.
HR5a se adhiere a la raiz de trébol mas o menos con la misma eficiencia que P. putida
KT2440, mientras Sphingobium sp. HS5p presenta una adhesion competitiva
ligeramente menor a la de la cepa control. En el caso de la cepa HR5a, esta era mas
eficiente que P. putida KT2440 cuando se inoculaban independientemente, mientras
que HS5p era menos eficiente. Las dos cepas de Burkholderia estudiadas, que
inoculadas en solitario tenian porcentajes de adhesién menores que los de P. putida
KT2440, mantienen este patron en ensayos de adhesién competitiva. Los resultados
mas llamativos se produjeron con Novosphingobium sp. HR1a y con Novosphingobium
sp. HS2a. Aunque cuando se inoculaba aisladamente, la cepa Novosphingobium sp.
HR1a presentaba una mayor capacidad de adhesion a raiz de trébol que la cepa P.
putida KT2440, cuando se co-inoculan, KT2440 es capaz de desplazar a la cepa HR1a
de manera que tras una hora, representa el 90% de las células adheridas a la raiz.
Ocurre lo contrario con la cepa Novosphingobium HS2a cuya capacidad de adherirse a
raices es muy baja cuando se inocula individualmente, pero que sin embargo es capaz

de desplazar a P. putida KT2440 cuando entran en competencia.
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Figura 06. Adhesién competitiva frente a Pseudomonas putida KT2440. Las cepas a
competir se inocularon en la misma proporcion (50% + 5%), y se determind el porcentaje de
bacterias adheridas de cada una de ella tras una hora de incubacioén con las raices. En gris se
muestra la cepa Pseudomonas putida KT2440 y en verde la cepa analizada en cada caso. La
linea de puntos indica el 50% y las barras de error la desviacion estandar.

Uno de los mecanismos por los que las cepas bacterianas pueden ser
competitivas, aunque sus mecanismos de adhesion en esterilidad no sean 6ptimos,
puede ser la produccion de compuestos antimicrobianos. Se realizaron ensayos de
inhibicion del crecimiento de P. putida KT2440 utilizando las cepas aisladas durante
esta Tesis Doctoral. Estos resultados fueron negativos y por tanto, podemos descartar
que el mecanismo por el cual la cepa Novosphingobium sp. HS2a es tan eficiente en la
adhesion competitiva sea por la produccion de compuestos antibacterianos. Ademas
se estudid la capacidad de estas cepas para producir compuestos que resultaran
téxicos para hongos fitopatdogenos. Para ello, utilizamos los hongos Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici CECT 2715 y Ustilago maydis SG200. Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici es el agente causal del marchitamiento vascular del
tomate. Este hongo coloniza los conductos xilematicos de la planta bloqueando y
tapando los vasos, lo que determina la aparicién de sintomas de marchitamiento de
hoja, amarilleo y eventualmente necrosis y muerte total de la planta. Ustilago maydis
ataca las mazorcas y plantas de maiz e impide su desarrollo y maduracién. Las
plantas infectadas desarrollan malformaciones abultadas (tumores), que contienen en
su interior las esporas reproductivas en un tejido esponjoso de color negro.

Las bacterias pertenecientes a los géneros Massilia, Arthrobacter y
Mycobacterium no tuvieron efecto sobre el crecimiento de ninguno de los dos hongos,
al menos en las condiciones ensayadas. Algunas de las cepas analizadas,
pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Sphingomonas, Sphingobium vy
Novosphingobium eran capaces de inhibir parcialmente el crecimiento de alguno de
los hongos, destacando Sphingomonas sp. S5 y Novosphingobium S7 que inhiben

totalmente el desarrollo de Ustilago y parcialmente el de Fusarium.
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Llama la atencion que todas las cepas de Burkholderia aisladas presentan una
gran capacidad antifungica frente a los dos hongos estudiados.
En la siguiente tabla se muestran los resultados de la inhibicion del crecimiento

de ambos hongos por parte de las bacterias.

Tabla 04. Inhibicién del crecimiento de hongos fitopatégenos

Bacteria Fusarium Ustilago Bacteria Fusarium  Ustilago

Pseudomonas sp. S6 - - Novosphingobium sp. HR1a - -

Pseudomonas sp. R2 - +/- Novosphingobium sp. HR1b - -
Sphingomonas sp. S1 - + Novosphingobium sp. HR3g - -
Sphingomonas sp. S5 +/- + Burkholderia sp. MS3 + +
Sphingomonas sp. R3 - - Burkholderia sp. MS4b + +
Sphingomonas sp. R4a - - Burkholderia sp. MS4t + +
Sphingomonas sp. HS5g - - Burkholderia sp. MR5 + +
Sphingomonas sp. HR2t - - Burkholderia sp. HR3p + +

Sphingomonas sp. HR2b - - Massilia sp. HS1t - -

Sphingomonas sp. HR4a - - Massilia sp. HS1b - -

Sphingobium sp. HS3p +/- -

Sphingobium sp. HS5p

Arthrobacter sp. S4 - -

Arthrobacter sp. R7

Sphingobium sp. HR5a - +/- Arthrobacter sp. HS3g - -
Sphingobium sp. HR5b - - Arthrobacter sp. HS4-1 - -
Sphingobium sp. HR5r +/- - Arthrobacter sp. HS4-2 - -
Novosphingobium sp. S7 +/- + Mycobacterium sp. S3 - -

Novosphingobium sp. HS2a +/- -

En la tabla se indica si el crecimiento del hongo se vio afectado parcialmente (+/-), totalmente (+), o no se
vio afectado (-).

En la Figura 07 se muestra como en presencia de Burkholderia sp. MS3 se
observa una morfologia cuadrada en el micelio de Fusarium y una coloracién oscura
en el césped de Ustilago indicativo de una incorrecta maduracion (Figura 07 B y D).
Estos resultados, sugieren que estas cepas producen compuestos antifungicos de

amplio espectro ya que afectan a los dos hongos analizados.
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Figura 07. Inhibicién del crecimiento de hongos fitopatégenos. A. Fusarium inoculado junto
con distintas cepas bacterianas (halos alrededor del hongo) que no afectan a su desarrollo. B.
Fusarium con morfologia anormal debido a la presencia de Burkholderia sp. MS3. C. Césped
de Ustilago que no se ve afectado por la inoculacion de las bacterias (zona de la placa
izquierda e inferior) o se ve afectado parcialmente (halos de color oscuro). D. Maduracion
anormal de Ustilago debido a la presencia de Burkholderia sp. MS3.

2. ELIMINACION DE FENANTRENO EN SISTEMAS GNOTOBIOTICOS

Se decidio realizar ensayos de degradacion en sistemas gnotobidticos para
tener criterios objetivos en la eleccion de la mejor combinacion planta-bacteria a la
hora de disefar un buen sistema de rizorremediacion.

Para estos ensayos se comenzdé utilizando la cepa Burkholderia sp. MS3 en
base a su capacidad de adhesion a raiz y por su capacidad de producir compuestos
antifungicos y la cepa Novosphingobium sp. HS2a como una de las cepas que
presentaba mejor adhesién competitiva a raiz de trébol. En estos experimentos se
queria observar tanto la eliminacion de fenantreno del medio, como el efecto que tenia
la presencia de las bacterias en la toxicidad que pudiera ejercer el fenantreno sobre
las plantas. Para esto, lo primero que se hizo fue un ensayo preliminar de toxicidad de
fenantreno para las plantas de trébol utilizandose dos concentraciones de fenantreno
(0,01 g/l y 0,1 g/l). A la concentracién de fenantreno mas baja no se notaron efectos
significativos sobre el porcentaje de germinacion, longitud de tallo y de raiz de las
plantas de trébol, ni sobre el aspecto general de la planta. Sin embargo, a una
concentracion de 0,1g/l los efectos sobre los parametros indicados ya fueron
significativos. Por tanto, decidimos utilizar esta concentracion en los ensayos
posteriores. Hay que tener en cuenta, sin embargo, que la solubilidad del fenantreno
en agua es de 1,13mg/l (=6 uM) a 25°C y por tanto este compuesto se suministré en
cristales.

Para estos experimentos se utilizaron sistemas gnobidticos como los descritos
anteriormente, sélo que en este caso se anadi6 fenantreno a los tubos problema. Ya
que las condiciones ambientales podrian afectar a la eficiencia de los procesos de
biodegradacién, se realizaron dos experimentos, uno en primavera (principios de abril)
y otro en invierno (finales de noviembre) con la cepa Burkholderia sp. MS3 Las plantas

se dejaron germinar y crecer en el laboratorio, donde la temperatura diurna
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permanecia constante (entre 21-22°C) pero donde la temperatura nocturna fluctuaba
segun la estacion del afio (aproximadamente 17°C en primavera y 10°C en invierno),
sin llegar a ser tan extremas como en el exterior.

En el caso de Burkholderia sp. MS3, se detecté eliminacion de fenantreno sélo
en el ensayo realizado durante el mes de abril (Figura 08). En este caso, Burkholderia
sp. MS3 fue capaz de degradar fenantreno desde los primeros dias del experimento,
aunque ésta fue mas evidente a partir del séptimo dia. Cuando se detuvo el
experimento, a los 14 dias, la cantidad de fenantreno que quedaba en el medio era
aproximadamente el 75% de la cantidad inicial. Es interesante observar que esta
degradacion es muy similar tanto en presencia como en ausencia del trébol. Esto nos
esta indicando que aunque la planta no esta estimulando la degradacién de fenantreno
en nuestro sistema modelo, tampoco esta reprimiendo la eliminacién del compuesto

pesa a tener otra fuente de carbono como son los exudados radiculares.
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Figura 08. Degradacién de fenantreno en los sistemas gnotobidticos en el ensayo
realizado en el mes de abril. Como control se prepararon tubos unicamente con fenantreno
(rojo) o con la planta (verde). La linea amarilla indica la bacteria creciendo sola y la azul
creciendo en asociacion con la planta. Las barras de error indican la desviacion estandar.

Al igual que se habia visto en los ensayos de colonizacion, en los dos ensayos
realizados con la cepa Burkholderia sp. MS3, el nimero de UFC totales disminuye dos
6rdenes de magnitud cuando la bacteria no tiene ninguna fuente de carbono (sin
fenantreno ni planta) y aumenta entre uno y dos 6rdenes de magnitud en presencia de
la planta independientemente de si en el medio hay o no fenantreno (Figura 09). En
ausencia de la planta y cuando en el medio hay fenantreno, si la bacteria lo esta
degradando (abril), el nimero de UFC totales aumenta un orden de magnitud, sin
embargo cuando no hay degradacion del contaminante el niumero de UFC totales
descendié dos 6rdenes de magnitud (noviembre). EI aumento en el nimero de UFC
ocurre fundamentalmente durante los cuatro primeros dias desde la inoculacion

coincidiendo con el periodo de germinacion de la semilla (Figura 09).
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Figura 09. Crecimiento de Burkholderia sp. MS3 en los sistemas gnotobidticos en
presencia y ausencia de fenantreno en los meses de abril y noviembre. En la grafica se
muestra el crecimiento de la bacteria sola (amarillo) y en asociaciéon con plantas de trébol
(verde) en presencia (lineas continuas, simbolos cerrados) y ausencia de fenantreno (lineas
discontinuas, simbolos abiertos). Las barras de error indican la desviacion estandar.

En estos ensayos también se analizé la capacidad de las bacterias para
colonizar la raiz de trébol, observandose que la presencia del contaminante no altera
la eficiencia de la colonizacion (Figura 10); a los cuatro dias el numero de bacterias en
la raiz supera las 1 x10° UFC/g raiz manteniéndose constante a lo largo del tiempo a
pesar de que la raiz sigue creciendo, alcanzando una longitud de unos 15 cm a los 14
dias. En los dos experimentos realizados se obtuvo la misma eficiencia colonizadora
de raiz independientemente de la estacién del afio.
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Figura 10. Colonizacién de la raiz de trébol por Burkholderia sp. MS3 en los sistemas
gnotobiéticos en presencia y ausencia de fenantreno en los meses de abril y noviembre.
En la grafica se muestra la colonizacion de la raiz en presencia del contaminante (lineas
continuas, simbolos cerrados) y en su ausencia (lineas discontinuas, simbolos abiertos). Las
barras de error indican la desviacion estandar.

Los parametros analizados para determinar la toxicidad del fenantreno sobre la

planta fueron la tasa de germinacion y la longitud del tallo y la raiz. Al analizar la tasa
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de germinacién (Figura 11), observamos que en ausencia del hidrocarburo en los dos
ensayos la mayoria de las semillas han germinado a los cuatro dias (75-80%),
llegandose al 80-90% de germinacion a los 7 dias. Sin embargo, en aquellos tubos en
los que hay fenantreno se observa tanto un retardo como una menor germinacién de
las semillas. El efecto toxico del fenantreno es mayor en el mes de abril, ya que se
observa claramente un retardo en la germinacién y el porcentaje de germinacion que
se alcanza es tan solo del 40%, mientras que en el ensayo de noviembre se alcanza
una tasa de germinacion del 60%. Cuando la bacteria estd presente y esta
degradando fenantreno (abril), el porcentaje de germinacion a los cuatro dias es casi
el doble que en ausencia de bacteria. Este efecto no se observé en el ensayo

realizado durante el mes de noviembre.
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Figura 11. Tasa de germinacion del trébol en los sistemas gnotobi6ticos en los meses de
abril y noviembre. En la grafica se muestra la germinacion de las semillas sin inocular (verde)
e inoculadas con Burkholderia sp. MS3 (amarillo) en presencia de fenantreno (lineas continuas,
simbolos cerrados) y en su ausencia (lineas discontinuas, simbolos abiertos). Las barras de
error indican la desviacién estandar.

Ademas de la tasa de germinacién, el crecimiento de la planta también se vio
afectado en presencia del contaminante siendo la longitud de la raiz tallo y del tallo
menor comparada con los controles. Al igual que en el caso anterior, el efecto téxico
del fenantreno sobre estos dos parametros de las plantas fue mayor en el experimento
realizado durante la primavera que en el realizado durante el invierno (Figuras 12y 13).

En ausencia del contaminante, la longitud de la raiz fue de 14,75 =+ 1,06 mm y
18,44 + 0,98 mm en los ensayos de abril y noviembre respectivamente. La presencia
del contaminante practicamente impide el desarrollo de la raiz (3,25 £ 0,59 mm) en
abril, mientras que en el mes de noviembre la raiz alcanza un tamafio so6lo algo menor
a las condiciones control (14,56 + 1,63 mm) (Figura 12). En ninguno de los dos

ensayos, se observo un efecto beneficioso de las bacterias en las plantas inoculadas.
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Figura 12. Longitud de la raiz de las plantas de trébol en los sistemas gnotobi6ticos en
los meses de abril y noviembre. En la gréfica se muestra la longitud de la raiz de las semillas
sin inocular (verde) e inoculadas con Burkholderia sp. MS3 (amarillo) en presencia de
fenantreno (lineas continuas, simbolos cerrados) y en su ausencia (lineas discontinuas,
simbolos abiertos). Las barras indican la desviacion estandar.

En el caso de la longitud del tallo, en ausencia de fenantreno ésta fue de 14,39
+ 1,07 mm en el mes de abril y de 18,44 + 0,98 mm en el mes de noviembre. En
presencia del contaminante, en el mes de abril la longitud del tallo de las plantas fue
de 7,0 £ 1,41 mm, mientras que en el mes de noviembre la reduccion en el tamafio del
tallo era menor (alcanzandose unos 11,69 + 1,25 mm). En este caso se observé un
ligero aumento de la longitud del tallo en presencia de bacteria, aunque estos datos
hay que tomarlos con prudencia y tan sdlo las repeticiones del ensayo nos revelaran si
esta tendencia es estadisticamente relevante.
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Figura 13. Longitud del tallo de las plantas de trébol en los sistemas gnotobidticos en los
meses de abril y noviembre. En la grafica se muestra la longitud de tallo de las semillas sin
inocular (verde) e inoculadas con Burkholderia sp. MS3 (amarillo) en presencia de fenantreno
(lineas continuas, simbolos cerrados) y en su ausencia (lineas discontinuas, simbolos abiertos).
Las barras de error indican la desviacion estandar.
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En el caso de la cepa Novosphingobium sp. HS2a, sélo se ha realizado un
ensayo de degradacion en los sistemas gnotobidticos a principios del mes de
diciembre (invierno). Los parametros analizados fueron los mismos que en el caso de
la cepa Burkholderia sp. MS3. En este ensayo, al igual que en el realizado en invierno
con Burkholderia sp. MS3 no se detecté degradacién de fenantreno por parte de la
bacteria.

Como se observa en la Figura 14, en presencia de las plantas las bacterias son
capaces de crecer aumentando casi dos 6rdenes de magnitud respecto de las UFC
totales iniciales. En cambio en ausencia de las plantas de trébol, independientemente
de si en el medio hay fenantreno o no, las bacterias experimentan un ligero
crecimiento pasando de 1 - 3 x 10° a 1 x10”. Al igual que ocurria en el caso de la cepa
Burkholderia sp. MS3, la presencia del contaminante en el medio no afecta a la tasa

de colonizacién de la raiz por parte de Novosphingobium sp. HS2a (Figura 14).
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Figura 14. Crecimiento y colonizacion de la raiz de trébol por Novosphingobium sp. HS2a
en los sistemas gnotobiodticos en el mes de diciembre. En la grafica de la izquierda se
muestra el crecimiento de la bacteria sola (amarillo) y en asociacion con plantas de trébol
(verde) en presencia (lineas continuas, simbolos cerrados) y ausencia de fenantreno (lineas
discontinuas, simbolos abiertos). En la gréfica de la derecha se muestra la colonizacion de la
raiz en presencia del contaminante (lineas continuas, simbolos cerrados) y en su ausencia
(lineas discontinuas, simbolos abiertos). Las barras de error indican la desviacion estandar.

En cuanto a los parametros de la planta analizados, se observa que el
fenantreno afecta a todos ellos. Como se observa en la Figura 15, la presencia de
fenantreno en el medio causa una disminucién en la tasa de germinacion, siendo ésta
del 55 - 70% respecto el 80 - 85 % del control sin contaminante. Aqui también se
observa una tendencia a la mejora del porcentaje de germinacion de las semillas en
presencia de fenantreno y la bacteria, aunque al igual que anteriormente, estos datos

hay que tomarlos con mucha precaucion.
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Figura 15. Tasa de germinacién del trébol en los sistemas gnotobiéticos en el mes de
diciembre. En la grafica se muestra la germinacién de las semillas sin inocular (verde) e
inoculadas con Novosphingobium sp. HS2a (amarillo) en presencia de fenantreno (lineas
continuas, simbolos cerrados) y en su ausencia (lineas discontinuas, simbolos abiertos). Las
barras de error indican la desviacion estandar.

En cuanto a la longitud de la raiz y el tallo, se observa un efecto similar al de la
germinacion. La presencia de fenantreno en el medio hace que las plantas presenten
una longitud del tallo y de la raiz menor respecto las condiciones control (Figura 16).
En este caso también la presencia de la bacteria en el medio parece reducir los

efectos toxicos del hidrocarburo sobre estos dos parametros.
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Figura 16. Longitud de la raiz y el tallo de las plantas de trébol en los sistemas
gnotobidticos en el mes de diciembre. En la grafica de la izquierda se muestra la longitud de
la raiz de las semillas sin inocular (verde) e inoculadas con Novosphingobium sp. HS2a
(amarillo) en presencia de fenantreno (lineas continuas, simbolos cerrados) y en su ausencia
(lineas discontinuas, simbolos abiertos). En la grafica de la derecha se muestra la longitud del
tallo de las plantas sin inocular (verde) e inoculadas con Novosphingobium sp. HS2a (amarillo)
en presencia de fenantreno (lineas continuas, simbolos cerrados) y en su ausencia (lineas
discontinuas, simbolos abiertos). Las barras de error indican la desviacion estandar.
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DISCUSION

En la literatura se han descrito numerosas bacterias capaces de metabolizar
PAHSs, pero en pocos casos se ha analizado su capacidad de adhesion a semillas o de
establecerse en la rizosfera de las plantas. Estas caracterisiticas les conferirian una
ventaja selectiva a la hora de ser utilizadas en estrategias de rizorremediacion. En este
capitulo se han analizado algunas de las propiedades importantes en la interaccion
con la planta de las cepas bacterianas que se aislaron en el capitulo anterior. Estas
caracteristicas son la adhesion a semillas y raices tanto en cultivo puro como en
competencia, la utilizacién de los exudados radiculares para el crecimiento, o la
colonizacion de la raiz. Ademas, también se ha analizado la capacidad de estas cepas
para inhibir el crecimiento de otras bacterias y hongos lo que seria beneficioso en la
colonizacién competitiva en la rizosfera. En muchas formulaciones comerciales se
utilizan bacterias adheridas a las semillas para la inoculacién en suelo de bacterias
beneficiosas para la planta (Colleran, 1997; Segura et al.,, 2009). Es por tanto
interesante explorar la posibilidad de inoculacidn de plantas con bacterias con
propiedades de degradacion de contaminantes adheridas a las semillas. Cuando
analizamos la proporcién de bacterias que eran capaces de adherirse a la superficie
de las semillas, vimos que cinco de las cepas analizadas tenian una buena adhesion
a semillas de trébol y también a semillas de mostaza (Pseudomonas sp. S6,
Sphingomonas sp. S1, Sphingobium sp. HS5p, Sphingobium sp. HR5a y Burkholderia
sp. MR5), lo que sugiere que los mecanismos implicados en esta adhesion dependen
fundamentalmente de la bacteria y no del tipo de semilla. Los factores bacterianos que
participan en la adhesion a semillas identificados hasta el momento son
fundamentalmente proteinas extracelulares o de membrana (DeFlaun et al., 1990; Dorr
et al., 1998; Espinosa-Urgel et al., 2000; Darsonval et al., 2009), como pili, fimbrias,
adhesinas, flagelos, o lipopolisacaridos (Torres et al., 2005; Yousef-Coronado et al.,
2008) y muchas de ellas estan también implicadas en la formacion de biofilms y en la
adhesion a superficies biodticas (Espinosa-Urgel et al.,, 2000; Torres et al., 2005).
Actualmente se cree que los procesos implicados en la adhesion a superficies bidticas
y abidticas comparten algunos procesos comunes, aunque otros serian divergentes
(Yousef-Coronado et al., 2008). En este sentido, y aunque las semillas son superficies
bidticas, en el tipo de ensayo que llevamos a cabo (superficies esterilizadas y tiempo
de incubacién corto) probablemente las bacterias las “sientan” fundamentalmente
como simples superficies a las que adherirse sin que las caracterisiticas particulares

de las mismas sean definitivas para influir en el proceso de adhesion.
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Sin embargo, en el caso de la adhesion a raiz, los resultados que hemos
obtenido sugieren que los mecanismos implicados son mas especificos de la
interaccion planta-bacteria. Las cepas que mejor se adhirieron a las raices de trébol
fueron, por orden: Novosphingobium sp. HR1a, Sphingobium sp. HR5a, P. putida
KT2440, Pseudomonas sp. S6 y Sphingobium sp. S1, mientras que para mostaza solo
dos de estas cepas presentaron una buena adhesion Sphingobium sp. HR5a y
Burkholderia sp. MS3. En esta especificidad estarian interviniendo probablemente los
compuestos radiculares especificos de cada planta. Mientras que la semilla tiene una
cubierta exterior impermeable a la exudacion de compuestos, en los experimentos de
adhesion utilizamos los apices de las raices que suelen ser las estructuras mas activas
en la liberacion de exudados. Por otro lado al separarse estos apices del resto de la
planta, estamos induciendo una lesion donde también se produce la liberacion de
productos radiculares. En los experimentos de adhesion, los tiempos que se utilizan
(1h) no son suficientemente largos como para ver diferencias significativas en base a
la utilizacién de sustratos por las bacterias, pero si como para influir en el movimiento
de las bacterias hacia la raiz por quimiotaxis, una de las funciones generalmente
implicadas en colonizacién de raiz (Zheng y Sinclair, 1996; Yaryura et al., 2008). Es
interesante observar que aunque hay diferencias significativas en cuanto a la
capacidad de adhesion de las distintas cepas a la raiz de trébol, estas diferencias se
anulan cuando realizamos el experimento de colonizacién de raiz en los sistemas
gnotobidticos. En este caso, casi todas las cepas estudiadas alcanzaban una densidad
celular de aproximadamente 10® UFC/g de raiz, si bien la cinética de colonizacién no
fue la misma para todas ellas. En estos experimentos de colonizacién, llevados a cabo
durante 14 dias entran en juego mas factores y los exudados radiculares si pueden
jugar un papel importante, ya que como hemos demostrado, estas bacterias son
capaces de crecer utilizandolos. En la colonizacién, no sélo interviene la capacidad de
utilizar los exudados, sino también la capacidad de resistir compuestos toxicos que
puedan exudar las plantas (Palumbo et al, 1998) o la identificacion de sefiales
vegetales especificas. La presencia de otros microorganismos, y los compuestos que
éstos puedan producir, serian otros de los factores que podrian limitar la colonizacion,
aunque en el tipo de experimentos que nosotros hemos llevado a cabo (en
condiciones axénicas y con una sola cepa bacteriana) no serian relevantes.

Una de las observaciones realizadas durante esta Tesis Doctoral es el hecho
de que no necesariamente las bacterias aisladas de la rizosfera presentaban mejor
adhesion y colonizacion de las raices que aquellas que se habian aislado de los
suelos adyacentes. Estos resultados son opuestos a las observaciones de otros

autores (Hozore y Alexander, 1991; Lugtenberg y Dekkers, 1999), esto puede deberse
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a varias razones. Una de ellas podria ser que en la rizosfera de la planta no hubiera
bacterias con capacidad de degradar fenantreno distintas de aquellas que estuviesen
en el suelo circundante, sino solamente mas activas y en mayores cantidades. Hay
numerosos estudios que sugieren que en la rizosfera hay menos diversidad bacteriana
pero mayor numero de bacterias y mas activas metabdlicamente (Rentz et al., 2004;
Kuiper et al., 2004a). Nuestros propios resultados (Capitulo 1) sugieren que en ambos
ambientes (rizosfera y suelo) las poblaciones mayoritarias estan regidas por la zona
geografica y no por la presencia/ausencia de la planta y que ademas bacterias
pertenecientes a géneros que tipicamente degradan PAHs estan presentes en ambos
tipos de suelos. Ademas al haber hecho un enriquecimiento, podemos también haber
seleccionado en suelos no rizosféricos células de poblaciones mayoritariamente
rizosféricas pero que se encontraran a bajos niveles en suelo desnudo. De hecho,
aungque no hemos hecho un andlisis filogenético en profundidad de todas las cepas,
algunos de los aislados podrian ser en realidad la misma cepa. Por ultimo, conviene
no perder de vista el hecho de que estos ensayos de adhesion y colonizacién se han
realizado en condiciones de esterilidad, donde no existe competencia con otras
bacterias indigenas, y que puede que estos indices de colonizacién decaigan
rapidamente en ambientes microbianos complejos. De hecho, los experimentos de
adhesion realizados en competencia con P. putida KT2440, muestran que algunas de
las bacterias aisladas, con altos indices de adhesion en cultivos puros, presentan una
menor adhesion a raiz en competencia con P. putida KT2440 (Novosphingobium sp.
HR1a), mientras que otras con menor capacidad de adhesion (Novosphingobium sp.
HS2a) llegan a desplazar a la cepa control. Los mecanismos de competencia de las
bacterias por ocupar un determinado nicho estan relacionados en muchos casos con
la competencia por los nutrientes, captacion de hierro, sintesis de compuestos
antimicrobianos y otros. Sin embargo para que estos entren en juego se necesitan
periodos de incubacién relativamente largos ya que son mecanismos que dependen
del crecimiento y estado metabdlico de las bacterias. Los experimentos de adhesion
competitiva estan realizados a tiempo corto (1 hora) y por tanto las diferencias en la
tasa de crecimiento de las distintas cepas no influyen significativamente en el
resultado. Desconocemos por tanto, los mecanismos por los cuales Novosphingobium
sp. HS2a, que presenta un porcentaje de adhesion a raiz de trébol menor que P.
putida KT2440 en cultivo puro, puede desplazar en tan sélo 1 hora a ésta ultima en los
ensayos de competencia.

En los ensayos de crecimiento en los sistemas gnotobidticos, todas las
bacterias estudiadas aumentan su nimero en presencia de la planta, mientras que su

numero disminuye 0 se mantiene en su ausencia ya que en el medio no hay ninguna
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fuente de carbono. Este resultado indica que todas las cepas son capaces de utilizar
los exudados radiculares de las plantas, no obstante cada cepa mostré6 un
comportamiento diferente lo que refleja diferencias en la utilizacion de los compuestos
liberados por la planta. En el caso de las tres cepas de Burkholderia y de
Sphingomonas sp. S1, las cepas crecen activamente durante los cuatro primeros dias
de incubacion, sugiriendo que en este caso los exudados liberados durante la
germinacion de las semillas son los preferencialmente utilizados por estos géneros.
Para las demas cepas, el crecimiento se suele mantener hasta los 7 dias. La
utilizaciéon diferencial de los exudados radiculares podria conferir a algunas de las
bacterias ventajas competitivas frente a otras. Hay que tener en cuenta que en el
sistema utilizado la planta sobrevive durante aproximadamente 21 dias, aunque el
periodo de mayor crecimiento se observa hasta los diez dias tras la inoculacion.

La produccién de compuestos téxicos para otros microorganismos rizosféricos
también seria una ventaja selectiva. Aunque no hemos explorado de momento la
colonizacién competitiva en raiz en condiciones reales, si hemos demostrado la
produccion de compuestos antifungicos por las cepas de Burkholderia; en concreto
estas cepas fueron capaces de inhibir el crecimiento de dos hongos fitopatdégenos in
vitro. Este hecho puede ser de gran utilidad no sélo en competencia entre
microorganismsos, sino también para la planta, que se beneficiaria de la capacidad
degradativa de la bacteria y de la proteccién frente el ataque de hongos fitopatdgenos.
Ademas estos resultados son de relevancia en el contexto general de la proteccion de
cultivos.

Para evaluar el potencial fitorremediador de estas cepas, realizamos ensayos
de eliminacién de fenantreno en sistemas gnotobiéticos con dos de las cepas aisladas.
De los tres ensayos que se llevaron a cabo, tan solo el experimento realizado en
primavera dio resultados positivos en cuanto a degradacion del contaminante, lo que
ya estaria indicando una posible limitacién en la aplicacion de estas estrategias de
rizorremediacién sugiriendo que las condiciones climaticas van a condicionar en gran
medida los resultados. Esta limitacion podria debrese a dos motivos fundamentales,
por un lado, las bacterias a temperaturas mas bajas son menos eficientes a la hora de
degradar el contaminante, y ademas los efectos toxicos del fenantreno son mayores a
altas temperaturas. Este efecto de toxicidad probablemente esté relacionado con la
solubilidad del fenantreno, que aumenta con la temperatura y por tanto esta mas
biodisponible en los experimentos realizados en el mes de abril que aquellos
realizados durante el invierno. Ilgualmente, al haber mas cantidad soluble, y por tanto
biodisponible, la eliminacion por las bacterias también sera mas eficaz. Los resultados

preliminares indican que aunque la presencia de las plantas no mejora la eficiencia en
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la eliminacién de fenantreno, ésta no se ve afectada negativamente por la presencia
de la planta.

En el ensayo llevado a cabo en primavera, la tasa de germinacion del trébol
aumentaba en presencia de Burkholderia sp. MS3 cuando en el medio se habia
afiadido fenantreno, lo que sugiere que la eliminacién de este compuesto por parte de
la bacteria tiene un efecto beneficioso sobre la planta.

En los experimentos realizados en invierno, tanto con Burkholderia sp. MS3
como en Novosphingobium sp. HS2a se observa una cierta tendencia a la mejora de
algunos de los parametros estudiados al estar presente la bacteria. Al ser los efectos
téxicos menores en estos casos, y al haber realizado tan sélo un experimento, estos
datos hay que tomarlos con mucha reserva. Pese a ello, esto puede indicar que en
estos sistemas si que hay una pequefa disminucion de la concentracion de fenantreno,
que pese a no ser detectada por HPLC si son detectados por la planta, que mejora su
crecimiento. La sensibilidad de las plantas a pequefias variaciones en la
biodisponibilidad de fenantreno queda de manifiesto por las diferencias que se
observan en el efecto toxico que este compuesto ejerce sobre las plantas en
noviembre y abril, aunque en estas diferencias probablemente haya que tener en
cuenta también la fisiologia de las plantas en cada estacion. A priori, los parametros
basicos de crecimiento analizados en estos experimentos no son muy diferentes entre
las distintas estaciones por lo que no parece que la salud general de la planta esta
desfavorecida en invierno.

El conjunto de resultados recogidos en este capitulo nos permiten concluir que
para llevar a cabo estrategias de rizorremediacion, no sélo hay que tener en cuenta las
capacidades catabdlicas de las bacterias, sino que también hay que tener en cuenta
sus capacidades en la interaccion con la planta que se quiera utilizar y las
interacciones con los organismos indigenas que ya estan presentes en el suelo.
Analizar todas estas propiedades puede darnos una idea de qué bacterias serian las
mejores en cada estrategia de rizorremediacion teniendo en cuenta el tipo de planta

que queramos utilizar, el modo de inoculacién y las caracteristicas del sitio a remediar.
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1. IDENTIFICACION DE LOS GENES DE DEGRADACION DE NAFTALENO Y
FENANTRENO EN LAS CEPAS AISLADAS

Al comienzo de esta Tesis Doctoral, las secuencias de genes que codifican
proteinas relacionadas con la degradacion de naftaleno y fenantreno estaban ya
descritas para algunas cepas de los géneros Pseudomonas (Kurkela et al., 1988;
Simon et al., 1993; Takizawa et al., 1994), Sphingomonas (Pinyakong et al., 2000;
Schuler et al.,, 2009; Story et al., 2001 entre otros) y Burkholderia (Laurie y Lloyd-
Jones, 1999). Para identificar los genes de degradacién de PAHs en las bacterias
aisladas de las muestras de suelo, se siguieron dos estrategias: la amplificacion de
dichos genes mediante reaccibn en cadena de Ila polimerasa utilizando
oligonucleodtidos disefiados en base a secuencias ya publicadas, y la hibridacion por
Southern blot en condiciones poco restrictivas.

En la estrategia de PCR, la region amplificada por dichos cebadores se
corresponde con la subunidad grande (ISPa) de la dioxigenasa inicial de la ruta de
degradacion de distintos PAHs (Tabla 01)

Tabla 01. Oligonucleétidos disefiados para identificar los genes degradativos

n° acceso de

Gen Cepa Referencia GenBank
phnAia Sphingomonas sp. CHY-1 Demanéche et al., 2004 AJ633551
bphA1f  Sphingomonas aromaticivorans F199  Romine et al., 1998 AFQ79317
phnAc  Burkholderia sp. RPOO7 Leumita 7 LepehJonEs, AF061751

1999

Cuando la estrategia anterior no funciond, utilizamos los oligonucleétidos
correspondientes para sintetizar sondas marcadas con digoxigenina y asi identificar
mediante hibridacion de Southern blot genes que pudieran tener menor homologia con
los ya publicados. Las sondas que se sintetizaron para la identificacion y el analisis de
los genes de degradacion en las cepas aisladas se muestran en la Tabla 07 de la

seccion de Materiales y Métodos.

1.1. Identificacion de los genes de degradacién en las cepas de la familia

Sphingomonadaceae

Para la identificacién de genes en las cepas de la familia Sphingomonadaceae
seleccionadas, se disefiaron oligonucleétidos basados en la secuencia del gen que
codifica la subunidad mayor (phnA1a) de la dioxigenasa inicial de Sphingomonas sp.

CHY-1 que cataliza el primer paso en la degradacion de varios PAHs (Demanéche et
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al.,, 2004) (Figura 01). Utilizando estos oligonucleétidos se lograron bandas de
amplificacién en cuatro de las cepas utilizadas (Novosphingobium sp. HR1a, HR1b,
HR3g y Sphingobium sp. HRb5a). La secuencia de estas bandas presentaba una
similitud del 99% con respecto a la secuencia nucleotidica de Sphingomonas CHY-1
(Anexo 2).

Cuando hibridamos el ADN cromosomico de varias de las cepas aisladas en
esta Tesis Doctoral con la sonda phnA1a, obtuvimos hibridacién sélo con las cepas
Novosphingobium sp. HR1a y Sphingobium sp. HS5p y HR5a. No se obtuvo ninguna
banda de hibridacion en el caso de las cepas del género Sphingomonas ni para
Novosphingobium sp. HS2a.
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Figura 01. Representacién esquemética de los genes phn de Sphingomonas CHY-1 y
andlisis por Southern blot de diferentes cepas aisladas en esta Tesis Doctoral hibridadas
con la sonda phnAla. La sonda se construyé por amplificacion del ADN genémico de
Novosphingobium sp. HR1a, y la hibridacién se realiz6 a 60°C. Pm: marcador de peso
molecular.

Para identificar los genes que portaban las demas cepas pertenecientes a la
familia Sphingomonadaceae utilizamos oligonucleotidos basados en la secuencia del
gen bphA1f de Sphingomonas aromaticivorans F199. El gen bphA1f codifica la
subunidad grande de la dioxigenasa inicial que cataliza el primer paso de la ruta de
degradacion de bifenilo y naftaleno en la cepa F199. Se obtuvieron bandas de
amplificacion en las cepas de Sphingomonas sp. R3 y R4a y en Novosphingobium sp.
HS2a. Las secuencias de estas cepas presentaron una similitud del 99% respecto a la
del gen bphA1fy ala del gen phnA1fde Sphingomonas sp. cepa LH128 (Shuler et al.,
2009) (Anexo 3). Al utilizar la sonda bph para hibridar el ADN de las distintas
sphingomonadaceas, comprobamos que no se obtenia sefial para las cepas

Sphingobium sp. HR5a y HR1a y que las bandas de hibridacién en las tres
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Sphingomonas eran del mismo tamafio que la de Novosphingobium HS2a, lo que
unido a la similitud de secuencia nos hacia pensar que los genes que portaban ambos
géneros eran practicamente idénticos. No se obtuvo banda de hibridacién cuando se
us6 el ADN de Sphingomonas sp. S1 y por tanto, los genes de esta cepa estan todavia
por identificar.

phnA1f phnA2f

o

Sphingomonas sp. LH128
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Figura 02. Representacién esquematica de los genes bph de Sphingomonas
aromaticivorans F199 y phn de Sphingomonas sp. LH128 y andlisis por Southern blot de
las diferentes cepas con la sonda bph. La sonda se construy6 por amplificacion del ADN
gendmico de Novosphingobium sp. HS2a y la temperatura de hibridacion fue 60°C. Pm:
marcador de peso molecular.

1.2. Identificacion de los genes de degradacion en las cepas del género

Burkholderia

Como se ha indicado anteriormente, utilizando oligonucleétidos disefiados en
base a la secuencia del gen phnAc (que codifica la subunidad grande de la
dioxigenasa) de Burkholderia sp. cepa RP007 (Laurie y Lloyd-Jones, 1999) logramos
amplificar un fragmento de 859 pb utilizando como molde el ADN de las cepas
Burkholderia MS3, MS4b, MS4t, MR5 y Burkholderia HR3p. Para llevar a cabo un
analisis mas exhaustivo de los genes de degradacién, se seleccionaron tres de las
cepas de Burkholderia aisladas. En la zona de Madrid, se aislaron las cepas MS3 y
MR5 de muestras de suelo cercano a una planta de espino (Rhamnus lycioides) y de
la rizosfera de una encina (Quercus ilex) respectivamente. La cepa HR3p, se aisl6 de
la rizosfera de una planta de manzanilla silvestre (Anthemis tinctoria) en el muestreo

de Huelva.
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La secuencia de las bandas amplificadas en las cepas MS3 y HR3p fue del
99% y 98% idénticas a nivel de nucledtido con la de la cepa Burkholderia sp. RP0O07
(Anexo 4), siendo la secuencia de MR5 100% idéntica a la de MS3. La hibridacién del
ADN total de las tres cepas con la sonda phnAc marcada con digoxigenina reveld que
los fragmentos de hibridacion resultantes, cuando se cortaba el ADN con las enzimas
de restriccion EcoRl y Sphl, eran del mismo tamafo que los esperados para la cepa
RPO007 ya descrita (en la Figura 03 s6lo se muestra la hibridacion con la cepa MS3).
Esto, junto con la alta homologia que existia entre los fragmentos secuenciados de
phnAc nos llevd a pensar que los genes phnC, phnD, phnAc, phnAd y phnB de las
cepas aisladas MS3, MR5 y HR3p eran muy similares en secuencia a los de la cepa
RPO007. Estos genes codifican una extradiol dioxigenasa (phnC), una isomerasa
(phnD), las subunidades grande (phnAc) y pequefa (phnAd) de la dioxigenasa inicial,
y una dihidrodiol dehidrogenasa (phnB).
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Figura 03. Organizacién de los genes phn en Burkholderia sp. RP007 y andlisis por
Southern blot de los genes de las cepas Burkholderia sp. MS3 y HR3p. Los fragmentos
tedricos resultantes de la digestién del ADN de Burkholderia sp. RP007 con las enzimas de
restriccion utilizadas se han situado sobre el mapa genético. Pm: marcador de peso molecular.

Cuando el ADN gendmico se corté con Hindlll, la banda de hibridacion de la
cepa MS3 (tomada desde ahora como cepa tipo para MR5 y RP007) tenia un tamafio
similar al de la publicada (aproximadamente 11,5 kb), pero este fragmento era mayor
en la cepa HR3p. Al hibridar el ADN de la cepa HR3p, previamente cortado con
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BamH)|, con una sonda preparada mediante amplificacion del gen phnS (sonda phnS)
de MS3, confirmamos que en la cepa HR3p el fragmento de restriccion que incluia los
genes reguladores (phnS y phnR) era mayor que el fragmento de hibridaciéon en la
cepa MS3 (y que en la cepa MR5). Ademas, los fragmentos de hibridacién EcoRl y
Sphl predichos en base al andlisis de la secuencia de la cepa RPO007 (de
aproximadamente 2 y 5 kb respectivamente) eran también mayores (unas 7 kb mas)
en la cepa HR3p (Figura 03). Esto sugeria que aunque los genes estructurales eran
bastante parecidos, existian diferencias significativas en la regién reguladora entre las
cepas MS3 (MR5) y HR3p.

Para confirmar si el orden de los genes phn en las cepas MS3 y HR3p era el
mismo que en RP007, y poder estudiar las diferencias en la region reguladora, se
disefaron oligonucledétidos en los extremos 3" y 5" de algunos de los genes y se
utilizaron para amplificar el ADN gendmico de las cepas MS3 y HR3p. En las dos
cepas todas las parejas de oligonucleétidos amplificaron bandas del tamano esperado,
indicando que el orden génico en estas dos cepas era similar al descrito para RP007
(Figura 04).

phnR phnS phnF phnE phnC phnD  phnAc phnAd phnB
i
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Figura 04. Esquema de la localizacion de los oligonucleétidos utilizados para el analisis
por PCR de la organizacion génica de los genes phn en las cepas Burkholderia sp. MS3 y
HR3p y resultados de las amplificaciones. Las bandas de amplificacion se visualizaron en
un gel de agarosa al 1%. Pm: marcador de peso molecular.

Sin embargo, aunque los oligonucledtidos 1F y 1R eran capaces de amplificar
la region intergénica entre phnR y phnS sugiriendo que estos genes se encontraban
contiguos en la cepa HR3p, oligonucledtidos utilizados para amplificar parte del gen
regulador phnS junto con la region intergénica phnR-phnS y oligonucleétidos usados
para amplificar la regién phnR-phnF en la cepa HR3p no rindieron la banda de

amplificaciéon del tamano esperado. Esto volvia a sugerir que habia diferencias
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significativas en la region reguladora de estos genes entre la cepa MS3 y la cepa
HR3p.

Laurie y Lloyd-Jones (1999) demostraron que los genes phn en la cepa
Burkholderia sp. RP007 se encontraban en un plasmido de gran tamafo (>100 Kb).
Para comprobar si en nuestro caso los genes degradativos de las cepas Burkholderia
sp. MS3 y HR3p tenian una localizacion similar a la de la cepa RP007, se realizaron
extracciones de plasmidos de gran tamafio y se analizaron mediante hibridacion de
Southern con la sonda phnAc. Las dos cepas de Burkholderia analizadas poseen un
plasmido de gran tamafio, sin embargo al analizar su patrén de restriccion se observa
que los plasmidos de las dos cepas difieren (Figura 05). En el caso de la cepa MS3, la
sonda phnAc hibrida a la altura de unas de las bandas del megaplasmido, lo que
apoyaria la hipotesis de que los genes se localizan en dicho plasmido. En cambio, en
el caso de la cepa HR3p, la sonda hibrida a una altura mayor y no parece coincidir con
ninguna de las bandas del plasmido por lo que en este caso no esta tan claro que los

genes phn tengan localizacién plasmidica.
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Figura 05. Patrén de restricciéon de los plasmidos extraidos de las cepas Burkholderia sp.
MS3 y HR3p y andlisis por Southern de la localizaciéon de los genes phn en ambas cepas.
Las digestiones se visualizaron en un gel de agarosa al 0,5%, y la hibridacion se realizé a 65°C.
Pm: marcador de peso molecular.

2. CARACTERIZACION DE LAS REGIONES PROMOTORAS DE LOS GENES

DE DEGRADACION IDENTIFICADOS

La identificacion de los genes implicados en la degradacion de naftaleno y
fenantreno nos sirvié como base para amplificar las posibles regiones promotoras de
estos genes y estudiar su regulacion. Dado que teniamos dos tipos de organizacion
genodmica, una con los genes organizados en un cluster (en las cepas de

Burkholderia), y otra con los genes de la dioxigenasa localizados de forma aislada
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respecto a las otras enzimas de la ruta (cepas de la familia Sphingomonadaceae),
decidimos utilizar dos de las especies bacterianas como sistemas modelo para
estudiar su regulacién. Por un lado analizamos la expresion de los genes de la ruta de
degradacion de fenantreno en las dos cepas de Burkholderia sp. (MS3 y HR3p) y por
otro lado la expresién de los genes phnA1f-phnA2f de Novosphingobium HS2a.

En todos los casos, los promotores se amplificaron utilizando cebadores que
poseian una secuencia diana de restriccidn EcoRI en 5° respecto a la secuencia a
amplificar y una diana Pstl en 3°, para asi facilitar el clonaje en la orientacién correcta
en el vector pMP220 que porta el gen de la enzima (-galactosidasa desprovisto de

promotor (Spaink et al., 1987).

2.1. Estudio de la expresion de los genes de degradacién de naftaleno y
fenantreno en las cepas del género Burkholderia

2.1.1. Estudio de la expresion de los promotores de las cepas MS3, MR5 y HR3p

Laurie y colaboradores (1999) demostraron mediante RT-PCR que los genes
phnSFECDACAJB se transcribian como un solo operén. Mediante RT-PCR nosotros
comprobamos que efectivamente, en la cepa MS3, los genes phnSFECDACAdB se

transcribian en un solo operén (Figura 06).
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Figura 06. RT-PCR de los genes phn en la cepa Burkholderia sp. MS3. El ARN se extrajo
de cultivos crecidos en medio minimo con glucosa y naftaleno. Pm: marcador de peso
molecular.

Para poder estudiar la expresion del operén phnSFECDAcAdB y del gen phnR,
esta region intergénica (529 pb en MS3, y 530 pb en HR3p) se cloné en las dos
orientaciones posibles (Figura 07). Los plasmidos correspondientes se denominaron
pPSM y pPRM cuando la regién clonada pertenecia a la cepa Burkholderia sp. MS3 y

pPSH y pPRH cuando la regién clonada pertenecia a la cepa HR3p. Aunque los genes
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phnE y phnC se co-transcriben, entre el codén de finalizacion de phnE y el inicio de
phnC hay 414 pb, lo que nos hizo pensar que en esa region podria existir un promotor
interno. Para comprobar la existencia de este promotor y analizar su expresion
clonamos también esta region en el plasmido pMP220. A los plasmidos
correspondientes les denominamos pPCM y pPCH en la cepa MS3 y HR3p,
respectivamente. Estas construcciones se realizaron en E. coli y posteriormente se
electroporaron en las respectivas cepas de Burkholderia. Los clones positivos
(resistentes a tetraciclina) se analizaron por PCR utilizando oligonucleétidos del
plasmido pMP220 que amplifican la region del sitio de multiclonaje (donde se inserta el
fragmento de ADN) y ademas los plasmidos se visualizaron en geles de agarosa.

Laurie y colaboradores (1999) habian sugerido, mediante experimentos de RT-
PCR, que el operon phn se inducia por naftaleno y fenantreno, de manera que
nosotros comenzamos por estudiar la expresion de los posibles promotores cuando la
cepa se crecia en medio minimo M9 con glucosa como unica fuente de carbono, en
medio minimo M9 con glucosa y naftaleno y en medio minimo M9 con glucosa y
fenantreno. Lo primero que observamos es que los niveles de expresion de cada uno
de los tres promotores ensayados no mostraron diferencias significativas a lo largo de
la curva de crecimiento. El promotor Ppn.s.uss comenzaba a inducirse por naftaleno a
las dos horas de comenzar el crecimiento, siendo esta induccion maxima las 7,5
horas. Por eso, los datos que se muestran en este capitulo se refieren siempre a las
7,5 horas.

Los experimentos de medida de la actividad B-galactosidasa desde los
promotores de la cepa Burkholderia sp. MS3 (Figura 07) mostraron que la expresion a
partir del promotor Ppuns.uss S€ inducia en presencia de naftaleno (aproximadamente 8
veces respecto del control sin inducir), pero cuando se crecia en glucosa o en glucosa-
fenantreno la actividad (-galactosidasa era igual que la que daba el plasmido
desprovisto de secuencia promotora. Los niveles basales de expresion a partir del
posible promotor aguas arriba de phnC (Ppmc.ms3) €ran 3 veces superiores a la
actividad del plasmido sin promotor y a los del promotor Ppuns.uss Sin inducir. Estos
resultados apoyarian la hipétesis de la existencia de un promotor interno y con una
actividad basal constitutiva en esta zona. La expresion desde el promotor de Pyunrms3
era de unas 500 unidades Miller (U.M.), siendo ligeramente inferior en presencia de
naftaleno (Figura 07).

La expresion desde los promotores de la cepa Burkholderia sp. HR3p era
bastante diferente. El promotor P,uss.Hr3 NO Se inducia por naftaleno, los niveles de

expresion a partir del posible promotor P,unc-Hr3 €ran ligeramente mas altos que en la
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cepa MS3 vy los niveles de expresion a partir del promotor Pprnr-Hr3e €ran de unas 200
U.M.
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Figura 07. Actividad B-galactosidasa de los plasmidos pMP220, pPSM, pPCM y pPRM en
Burkholderia sp. MS3 (parte superior) y de los plasmidos pPSH, pPCH y pPRH en
Burkholderia sp. HR3p (parte inferior). En gris se muestra la actividad en ausencia de
inductor y en amarillo y verde cuando se afaden naftaleno y fenantreno como inductor,
respectivamente. Las barras de error indican la desviacion estandar.

Al analizar la expresion de estos promotores cuando en el medio se afiadian
algunos compuestos descritos como inductores en algunas de las rutas de
degradacion de PAHs (protocatecuato, o-phtalato, 1-hidroxi-2-naftéico o salicilato) se
observé que ninguno de ellos aumentaba significativamente los niveles de expresion
desde ninguno de los promotores ensayados (Tablas 02 y 03). Para evaluar el efecto
de los exudados radiculares, se recogieron exudados tras 4 y 8 dias tal y como se
indica en la seccion de Materiales y Métodos, y se utilizaron como posibles inductores.
En este caso, tampoco los exudados promovieron la actividad promotora, pero es

interesante destacar que las actividades basales tampoco fueron reprimidas.

Tabla 02. Actividad B-galactosidasa en la cepa Burkholderia sp. MS3

Inductor pMP220 pPSM pPCM pPRM

Ninguno 45,3+3,4 58,0+7,1 231,4+50,6 545,3+61,1
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Inductor pMP220 pPSM pPCM pPRM

Fenantreno 46,4+7,3 40,518,0 177,5£21,6 355,8+36,7
Naftaleno 37,3+2,4 597,4+61,5 232,8+15,0 502,3+£91,8
1-hidroxi-2-naftéico 47,0+4,3 49,2+16,8 221,8+10,5 627,7+50,2
Salicilato 30,9+2,3 61,7+5,1 307,9+17,5 679,3+53,4
o-phtalato 38,3+0,3 43,5+9,9 200,5+8,4 524,0+42,8
Protocatecuato 46,1£3,2 54,4+7,9 234,1+27,5 494,3+62,1
Exudados 4 dias 35,6+2,3 51,0+1,0 265,1+21,9 598,2+81,7
Exudados 8 dias 38,63,3 46,7+1,0 266,7+37,1 585,8+35,2

Los valores estan expresados en Unidades Miller
Tabla 03. Actividad f-galactosidasa en la cepa Burkholderia sp. HR3p

Inductor pMP220 pPSH pPCH pPRH

Ninguno 77,214,0 65,2+15,4 303,6+83,9 282,8467,2
Fenantreno 72,614,5 82,3+4 4 247,1+31,1 151,4+9,4
Naftaleno 64,3+2,0 88,0+18,6 209,8+83,9 211,1£90,4
1-hidroxi-2-naftéico 70,47,7 45,7+11,6 248,3+4,5 242,7425,6
Salicilato 72,8+23,6 64,5+4,0 163,5+52,3 233,4458,2
o-phtalato 65,3+2,4 42,5+2,1 302,6+5,6 303,5+16,8
Protocatecuato 74,3+10,99 69,7£17,9 387,1£16,0 344,9+23,0
Exudados 4 dias 78,56,0 79,6+18,3 347,7+65,4 258,046,5
Exudados 8 dias 51,9+0,9 59,1+5,7 382,3+21,4 341,4+34,7

Los valores estan expresados en Unidades Miller

2.1.2. Estudio de la expresién de los promotores de la cepa MS3 en la cepa HR3p y

de los promotores de la cepa HR3p en MS3

Para intentar definir si las diferencias observadas entre los niveles de expresion
de los promotores en las dos cepas de Burkholderia dependian de la secuencia de la
regidon promotora o de algun determinante de la propia cepa, introdujimos los
plasmidos pPSMy pPRM en la cepa HR3p y los plasmidos pPSH y pPRH en la cepa
MS3. Los plasmidos pPCM y pPCH no se intercambiaron ya que las diferencias de
expresion que se encontraron entre las dos cepas fueron relativamente bajas. Los

resultados del ensayo de B-galactosidasa se muestran en la Figura 08.
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Figura 08. Actividad B-galactosidasa de los promotores de Burkholderia sp. MS3 en la
cepa HR3p y de los promotores de Burkholderia sp. HR3p en la cepa MS3. En gris se
muestra la actividad en ausencia de inductor y en amarillo cuando se afadié naftaleno como
inductor. Las barras de error indican la desviacién estandar.

Al introducir el promotor Ppuss.Hr3p €N la cepa MS3, la actividad f-galactosidasa
de este promotor, que no era inducible por naftaleno en su propia cepa, aumentaba
en presencia de este compuesto, pero los niveles de expresion no fueron tan altos
como los del promotor Pyusmss. Curiosamente, el promotor Ppunsmss Seguia
respondiendo a naftaleno en la cepa HR3p aunque su propio promotor Ppp,s.trsp NO
respondia a la presencia de este compuesto. Esto sugeria que la cepa HR3p si poseia
un regulador capaz de inducir, en presencia de naftaleno, el promotor Ppuns.uss pero no
su propio promotor. Al introducir el promotor P,u.r-Hrsp €N la cepa MS3, este promotor
tenia una expresién mucho mas baja que cuando la cepa posee su propio promotor
Pornr-mss. Al introducir el promotor P,nrmss €n HR3p este pasaba a tener una actividad
mucho mas alta que en su cepa correspondiente.

2.2. Estudio de la expresion de los genes de degradacién de naftaleno y
fenantreno en la cepa Novosphingobium sp. HS2a.

La regién intergénica (519 pb) entre la posible permeasa y el gen bphA1f
(Poratr) se clono en el vector pMP220 y se ensayo la actividad promotora en presencia

de los posibles sustratos y de los inductores de la ruta. Al igual que en el caso anterior,
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primero se determiné la expresion del promotor a lo largo de la curva de crecimiento.
En este caso no se observaron diferencias en cuanto al nivel de expresién a ninguno
de los tiempos analizados y por tanto los resultados que se muestran corresponden
con los datos obtenidos a las 7,5 horas al igual que en el caso de las cepas de
Burkholderia. En la cepa Novosphingobium sp. HS2a, la actividad §-galactosidasa no
se indujo por ninguno de los compuestos probados, siendo la actividad del promotor

unas 3 veces mas alta que la del plasmido sin promotor.

Tabla 04. Actividad f-galactosidasa en la cepa Novosphingobium sp. HS2a

Inductor pMP220 pPBH

Ninguno 47,4115 1 149,9+29,8
Fenantreno 49,2+17,9 135,4+29,3
Naftaleno 39,4£19,1 88,9+28,2
1-hidroxi-2-naftéico 45,3+12,4 60,6+10,6
Salicilato 42,7+4,9 121,0£31,7
o-phtalato 47,015,5 198,3+30,3
Protocatecuato 41,9+3,8 105,7£13,5
Exudados 4 dias 52,5+5,5 205,6+16,2
Exudados 8 dias 48,0+3,8 180,5+16,8

Los valores estan expresados en Unidades Miller

3. ESTUDIO DE LA REGULACION DE LA RUTA DE DEGRADACION DE
NAFTALENO Y FENANTRENO EN BURKHOLDERIA SP. MS3 Y HR3p

Al encontrar diferencias tan significativas en la expresién del operdn
phnSFECDACAdB y del gen phnR entre las dos cepas de Burkholderia aisladas en
Madrid (MS3) y Huelva (HR3p), decidimos estudiar mas en detalle la regulacion de
estos genes.

3.1. Analisis in silico de los reguladores transcripcionales PhnRy PhnS

El cluster phn, contenia dos fases de lectura abierta cuya traduccion se
correspondia con dos posibles reguladores transcripcionales. El analisis de las
secuencias de los posibles reguladores PhnR de Burkholderia MS3 y HR3p permitid
clasificarlos como reguladores de la familia NtrC. Esta familia de reguladores se
caracterizan por depender del factor sigma alternativo 0>, En la secuencia de PhnR se
distinguian claramente los tres dominios funcionales descritos para esta familia (Figura
09). En el extremo N-terminal (desde el aminoacido 11 al 113) se encuentra el dominio

de reconocimiento de la sefial (dominio A), en la regién central se encuentra el dominio
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de activacion (dominio C) que es el mas conservado dentro de esta familia de
reguladores. En esta regidén aparecen dos motivos muy conservados: Walker A y B
implicados en la unién e hidrélisis de ATP necesaria para la uniéon al complejo
promotor-holoenzima de la ARN polimerasa, por ello estos reguladores se encuentran
incluidos en la superfamilia AAA+ (ATPasas asociadas a varias actividades celulares).
Finalmente en el extremo C terminal estos reguladores presentan un motivo helice-
giro-hélice (HTH) (aminoacidos 511-552) de union a ADN (Diaz y Prieto, 2000). En el
caso de PhnR en el dominio de union a efector aparece una secuencia aminoacidica
conservada (motivo vinyl-4-reductasa) que se cree implicada en la unién de

hidrocarburos (desde el aminoacido 122-184) (Anantharaman et al., 2001).

PhnR MS3 --- MKKI1EYPGNDDLRGLVRFSTEDGL IWLGESRMLLLHVATMAGLRREL I LSVGVDDARRTI IRMGYEAGLR 70
PhnR HR3p -- KK | EYPGNDDLRGLVRFSTEDGL IWLGESRMLLLHVATMAGLRREL I LSVGIDDARRT 1 IRMGYEAGLR 70

DAEIVRRIRRNDDDLDAY IAGPQLFMLEGGERVFPLRVEMDVQSGSFYGEFRSENSWEAESHLREFGQTD 140
DAKTVRRIRRNDDDLDAY I AGPQLFMLEGGERVFPLRVEMDVPSGSFYGEFRSENSWEAESHLREFGQTD 140
YPVCWMRAGYASGYTSGFLGRQVLMKE IECAACGADHCTLVGKPAEEWEDEEDYASYFTPEQAPKTSTRR 210
YPVCWMRAGYASGYTSGFLGRQVLMKE IECAACDADHCTLVGKPAEEWEDVEDYASYFTPEQAPKTSTRR 210
EKPTAARNGGV I LPGLVGRSAGFRQACDL IARAAGTDVTVLLLGETGVGKERFVRALHQLNRRRDQPFVA 280
EEPTAARNGGV I LPGLVGRSAGFRQACEL IARAAVTDVTVLLLGETGVGKERFARALHQLNRRRDQPFVA 280
VNCAAIPHEL IESDLFGVEKGAYTGATASRRGKFERADGGTLFLDE I GEMPLAAQAKLLRALQEGEIERL 350
VNCAAIPHEL IESDLFGVEKGAYTGATASRPGKFERADGGTLFLDE I GEMPLAAQAKLLRALQEGEIERP 350
GDERVRKVNVRVVAATNIDLTQAVKDGRFRADLFYRLCVFPIHIPPLRERLADLQPLIDTLIERFSVVHN 420
GDERVRKVNVRVVAATNIDLTQAVKDGRFRADLFYRLCVFPIHIPPLRERLADLQPLIDTLVERFSVVHN 420
KPVRGVSDMALRLLKRYTWPGN IRELENMLERAI I LAPEDGWIEAVHLSTPLESARAGSSGIGRTGALES 490
KPVRGVSDMALRLLKRYTWPGN IRELENMLERAMILAPEDGWIEAVHLSTPLESARAGSSGIGRTGALES 490
ASVANPSHQSLVEHVLNSGLSFEELETLVLQESVNLSGGSFARAARALGMTSPQLRYRLRKRRAATLAAP 560
ASVANPSHQSLVEHVLNSGLSFEELETLVLQESVNLSGGSFARAARALGMTSPQLRYR—————===—=—-— 548

EH*562
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T
XyIR_N superfamily g V4R superfamily P-loop NTI-:’AaAs': Sy : HTH_8 F

Figura 09. Secuencia y representacion esquematica de los dominios de las proteinas
PhnR en las cepas Burkholderia sp. MS3 y HR3p. La linea negra representa la longitud de
las proteinas y las cajas los dominios funcionales descritos para la familia. Las dos secuencias
de los motivos Walker A y B estan sefialados en rojo en la secuencia de aminoacidos. Los
aminoacidos en negrita indican las diferencias en la secuencia de las dos proteinas. El final de
la proteina PhnR en HR3p no se pudo secuenciar al no amplificar los oligonucleétidos
utilizados para MS3.

Asi mismo, las secuencias consenso de promotores dependientes de ¢**
también estan muy bien descritos en la literatura (Barrios et al., 1999; Tropel y van der
Meer, 2004; Zhao et al., 2009) en las secuencias de las dos cepas de Burkholderia se

pueden distinguir algunos de estos motivos consenso (Figura 10).
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Pomruss < CAGGCGGCTCCTTTCGTCGGGTGTCGCGTATTGCGATCTCAGTACTGATGCGA
Ponnr-trap <+ CAGGCGGCTCCTTTCGTCGGGTGTCGCGTATTGCGATCTCAGGACTGATGCGA

TGATTTGGTCGCATGAGTGCT TCGACAAGCTCAAATGATCACATGCGCCGGGATGGGTTG
TGTTTTGATCGCATGAGTGCGTCGACAAGCTCAAATGACCACATGCGCCGGGACGGGTTG

CCAAGGGGTAGGTTGACTTAATACCTTGATTGGACGCGCTTTATTCTTAAACTGTGCGGC
CCAAGGGGTAGGTTGACTTAATACCTTGATTGGACGCGCTTTATTCTTAATCTGTGCGGC

TGGCACGCATCTTGCGTAATGAATGTCGACAAAAGTCGAGCACCGCTTCTCCTTCCAGAC
TGGCACGCATCTTGTGTAATGAACGTCGACAAAAGTCGGGCACCGCTTTTCCTTCCGGAC

24 12
AAGGGGTGCGA-TCGACCTGCCGACGGCGTCGTAGGCAGGTACCCCAATAGGAGACAGAC
AAGGGGTGCGAATCGACCTGCCGACGGCGTCGTCGGCAGATACCCCAATAGGAGACAGAC

GATGACATCCACATCCAGCGCAGCAAGGTCTGTGAGCCGCTTGACTTCGACACCTTGCAT
GATGACATCCACATCCAGCGCAGCAAGGTATGTGAGCCGCGTGACTTCGACACCTTGCAT

AGGCTCTTTCGCGTGACCGGACGCCGCTCCGACGGCCTCTTCAGCATTTGGTTCGTCCGC
AGGCTCTTTCGCGTGAACAGACGCCGCTCCGACGGCCTCTTCAGCATTGGATTCGTCCGC

GCGGGACGTGGCCAGCCTCAGTCGGCATTTCGGGTAATCATCCCCCATTGCATCGACTGG
GCGGGACGTGGCCAGCCTCAGTCGGCATCTCGGGTAATCAGCCCCCATTGCATCGACTGT

TCAGCAGTCGGCGCGGCCCGGTTTTGTGTGCGGCGAAGTGATGTCAATCGATCGGTGC —> Pomns mss
TCAGCAGTCGGCGCGGCCCGGTTTTGTGTGCGGCGAAGTGATGTCAATCGATCGGTGC =P

phnS-HR3p

Figura 10. Analisis in silico de la secuencia intergénica phnR-phnS. La posible secuencia
consenso para el reconocimiento de 6> esta marcada en cajas rosas y las dos secuencias
repetidas invertidas (upstream activating sequences, UAS) tipicas de los promotores
dependientes de o™ estan indicadas por las flechas en verde. Las secuencias en azul
representan las posibles cajas de union al ribosoma.

La proteina reguladora PhnS pertenece a la familia de reguladores
transcripcionales LysR. En este caso, el dominio de unién a ADN que presenta el
motivo hélice-giro-hélice (HTH) esta situado en el extremo N-terminal de la proteina
(amino acidos 14 al 73). El domino C-terminal en esta familia de reguladores se
corresponde con el dominio de reconocimiento de la sefal y en este caso tiene
homologia con dominios de proteinas reguladoras como NahR de Pseudomonas
putida (Yeng y Gunsalus, 1985, Schell y Wender, 1986), DntR de Burkholderia sp.
(Lénneborg et al., 2007) o LinR (Miyauchi et al., 2002), implicadas en las rutas de

degradacion de naftaleno, 2,4-dinitrotolueno y lindano respectivamente.
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MSNQVVRNLRSANMNLLPVLGELLRCPNVSHAANRLHLTQSTVSGSLKQLRLLFEDDLLVHRGREMVLTEKAKEL 75
RPEVERLLEQASRLFCAETFDPATAANCFRIATADYVSALVTSRLGPVLQANAPGVSITLTPTPGTTAKDLRLGY 150
VDL I 1CPNRRENWEACG I AAHDPEFCHEVF IRDRLVAIQSANRSLAERPLALADYLARPHAMYCRTDGQPTIEQE 225
TLAQMGLVQRIQFLVPYFTLLPQLVVDSHLVAL IPLSVANHYARLFPLDVFEPPVPFPSLDLVMIGACHRADRAD 300
LYWLRKI1VRDSASSFLDIGNEGGCLETASACAPTDVDVTTAAGTPLLPPRALARPGHGENRYRVSEESVSPSGSA 375
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Figura 11. Secuencia y representacion esquemaéatica de los dominios de la proteina PhnS
de Burkholderia sp. MS3. La barra negra representa la longitud de la proteina y las cajas de
colores los dominios funcionales descritos para la familia.

Como se ha dicho anteriormente, en la cepa HR3p la sonda phnS hibridaba

con el ADN gendmico, sin embargo con ninguno de los oligonucleétidos disefiados en
base a la secuencia del gen en MS3 logramos amplificar esta region, por lo que, de
momento, desconocemos si esta proteina esta integra, y por tanto funcional, en la

cepa HR3p.

3.1.1. Estudio de la expresion de los promotores Ppunsmss, Ppnnrmss Y Pphnc-usz €n un
mutante phnS de la cepa Burkholderia sp. MS3

Para clarificar el papel de los correspondientes reguladores en la cepa MS3,
construimos un mutante en el gen regulador phnS (PhnS’) mediante la incorporacion
de un interposén Q-Km® en la mitad del gen tal y como se explica en la seccion de
Materiales y Métodos. La correcta insercién del interposén se comprobé mediante

Southern blot (Figura 12).

Silvestre
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Figura 12. Esquema de la construccién del mutante PhnS en Burkholderia sp. MS3 y
Southern blot comprobando la mutaciéon. EI ADN cromosémico se digirid6 con BamH| y la
membrana se hibridé con la sonda phnS a 65°C. Pm: marcador de peso molecular.
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Los plasmidos pPSM, y pPCM Yy el plasmido pMP220 se introdujeron en este
mutante mediante electroporaciéon y se ensayd la actividad B-galactosidasa en
presencia y ausencia de naftaleno. No conseguimos introducir el plasmido pPRM en la
cepa mutante. La expresion desde estos promotores era similar a la que mostraban en
la cepa silvestre. EI promotor phnS se inducia unas 7 veces en presencia de naftaleno,
y la actividad B-galactosidasa del promotor Ppu.c.muss mostraba unos valores unas 3

veces mas altos que los del plasmido desprovisto de secuencia promotora (Tabla 05).

Tabla 05. Actividad f-galactosidasa en el mutante PhnS™ de Burkholderia sp. MS3

Plasmido Sin inductor Naftaleno

pMP220 46,318,1 60,8+9,3
pPSM 57,318,7 387,4147,6
pPCM 195,7+54,1 181,0+22,2

Los valores estan expresados en Unidades Miller.

140



Capitulo 3

DISCUSION

Genes implicados en la degradacion de PAHs han sido ya descritos en
numerosas especies bacterianas y sin embargo su regulacion, exceptuando los genes
de degradacion de naftaleno en Pseudomonas putida, ha recibido hasta el momento
poca atencion. En esta Tesis Doctoral se han comenzado a estudiar las bases
moleculares de la degradacion de PAHs para el entendimiento y estudio de la
expresion de este tipo de genes, abriendo asi la puerta a su posible manipulacién para
la mejora de las técnicas de rizorremediacion.

Para poder estudiar la regulacién de las rutas de degradacién de PAHs en las
bacterias aisladas durante esta Tesis Doctoral, primero determinamos si sus rutas
catabdlicas eran similares a las ya descritas en la literatura. Para esto utilizamos
oligonucledtidos y sondas basadas en la secuencia de las dioxigenasas implicadas en
las primeras reacciones de degradacién de PAHs. Estas dioxigenasas iniciales que
hidroxilan el anillo aromatico suelen tener un amplio rango de sustrato y por tanto, son
capaces de participar en la oxidaciéon de diferentes PAHs. En las cepas aisladas
durante esta Tesis Doctoral hemos encontrado dos tipos, diferentes en cuanto a
organizacién genética, de genes de degradacién de naftaleno y fenantreno. Los genes
que hemos identificado en las cepas Burkholderia sp. MS3 y HR3p son practicamente
idénticos a los descritos por Laurie y Lloyd-Jones (1999) en Burkholderia sp. RP007.
Estos autores demostraron que cepas de E. coli con las proteinas recombinantes
PhnAcAdB de Burkholderia sp. RP0O07 eran capaces de oxidar naftaleno y fenantreno.
Ademas, la transferencia de los genes phn a E. coli conferia a esta cepa la capacidad
de crecer en presencia de naftaleno y fenantreno, pudiendo ser detectados algunos
intermediarios predichos en la ruta como por ejemplo el acido salicilico. La
organizacién genética del operén phn es diferente a los de la ruta clasica de
degradacion de naftaleno en Pseudomonas putida (nah-like) ya que en el cluster de
genes phn no aparecen los genes que codifican los componentes ferredoxina y
reductasa terminal de la dioxigenasa inicial. En la posible regulacion de esta ruta
también aparecen elementos que no estan presentes en la ruta nah, como es un
posible regulador de la familia NtrC (PhnR).

Al contrario de lo que ocurre en Pseudomonas y Burkholderia, los genes de
degradacion de naftaleno y fenantreno descritos en la literatura en distintas cepas de
la familia Sphingomonadaceae no aparecen en un solo cluster, sino que tienen una
localizacion mas fragmentada. Los dos tipos de genes que nosotros hemos

identificado en las distintas cepas aisladas se corresponden con los identificados en

141



Capitulo 3

Sphingomonas aromaticivorans cepa F199 y Sphingomonas sp. LH128 (Schuler et al.,
2009) y con los identificados en Sphingomonas CHY-1 (Demanéche et al., 2004).

La secuencia parcial de la dioxigenasa en las cepas Novosphingobium sp.
HS2a y Sphingomonas HR3 y HR4a era practicamente idéntica a la de los genes
bphA1f de S. aromaticivorans F199 y phnA1f de Sphingomonas sp. LH128. S.
aromaticivorans F199 es capaz de crecer en distintos compuestos aromaticos, como
tolueno, bifenilo y naftaleno gracias al plasmido pNL1 que porta todos los genes
necesarios para la degradacion de estos compuestos (Romine et al., 1999). De hecho
este plasmido codifica siete genes homoélogos de subunidades grande y pequena de
dioxigenasas que hidroxilan el anillo. Nosotros decidimos identificar mediante
amplificacion tan sélo el gen bphA1f que era el que presentaba mayor homologia con
distintas naftaleno dioxigenasas de Pseudomonas ya que las otras presentaban mayor
homologia con dioxigenasas relacionadas con la degradacion de carbazol, salicilato,
tolueno y otros compuestos monoaromaticos (Romine et al., 1999). Posteriormente, se
comprobd que las secuencias identificadas también tenian una alta identidad con el
gen phnA1f de la cepa de Sphingomonas LH128 (Schuler et al., 2009). Esta cepa
(LH128) fue aislada de suelos contaminados con PAHs en base a su capacidad de
degradar fenantreno y cuando los genes phnA1fA2f, que codifican las subunidades
grande y pequefia de la dioxigenasa responsable del ataque inicial sobre el PAH, se
sobreexpresaron en E. coli, ésta adquirié la capacidad de oxidar varios PAHs, tanto de
alto como de bajo peso molecular. Por tanto, es una enzima con un amplio rango de
sustrato, teniendo preferencia por el naftaleno (100% de actividad relativa), seguido de
fenantreno (43,3%), bifenilo (31,8%) y antraceno (28,7%).

En las cepas Novosphingobium sp. HR1a, HR1b, HR3g y Sphingobium sp.
HS5p y HR5a las secuencias obtenidas eran casi idénticas a las de Sphingomonas sp.
CHY-1, cepa que se aislé inicialmente por su capacidad de degradar criseno (PAH de
cuatro anillos) pero que también degrada naftaleno, fenantreno y antraceno
(Demanéche et al., 2004). Los genes phnA1ay phnAZ2a se han sobreexpresado en E.
coli y se ha demostrado que son capaces de oxidar fenantreno a cis-3,4-dihidroxi-3,4-
dihidrofenantreno.

Tanto en Burkholderia sp. R0O07 como en las distintas cepas de la familia
Sphingomonadaceae de las que hemos hablado anteriormente, los genes de
degradaciéon de PAHs estan codificados en plasmidos. Experimentos preliminares
llevados a cabo en nuestro laboratorio sugieren que efectivamente en la cepa
Burkhoderia sp. MS3 los genes phn estan asociados a un plasmido de gran tamafno,
mientras que en la cepa HR3p, que también porta un plasmido grande, esta asociacion

todavia no esta clara. No hemos explorado todavia la presencia de plasmidos en las
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distintas cepas de la familia Sphingomonadaceae pero probablemente porten
plasmidos similares a los ya descritos.

Siguiendo las mismas estrategias que las usadas para la identificacion de los genes de
degradacion en las cepas de los géneros Burkholderia y de la familia
Sphingomonadaceae, se trataron de identificar los genes de las cepas de
Pseudomonas aisladas. Sin embargo, ni la amplificacion usando oligonucleotidos
basados en la secuencia de Pseudomonas putida NCIB9816, ni la hibridacién en
condiciones poco restrictivas con una sonda sintetizada con los oligonucledtidos
anteriores usando ADN gendmico de la cepa P. putida G7 nos permitieron identificar
estos genes. Por tanto, pensamos que estas cepas podrian portar genes bastante
diferentes a los clasicos descritos en otras cepas del género Pseudomonas. Hay que
destacar que ninguna de las cepas de Pseudomonas aisladas es capaz de crecer con
naftaleno. Tampoco hemos explorado todavia los genes de degradacién que se
puedan encontrar en las cepas de los géneros Mycobacterium y Arthrobacter, ya que
nos hemos centrado en las bacterias Gram-negativas. Estos genes de degradacion,
junto con los de las cepas de Pseudomonas, se trataran de identificar posteriormente
mediante construccion de librerias genémicas.

Una de las principales ventajas que ofrece la agrupacion de los genes
implicados en el catabolismo de un compuesto, es la de poder coordinar su expresion
y asi minimizar los costes energéticos derivados de tener algunas enzimas
expresandose sin que su sustrato esté disponible en la célula (Diaz y Prieto, 2000).
Por esto los cluster génicos suelen estar finamente regulados. Un claro ejemplo de
esto lo vemos en la regulacién de los genes de degradacion de PAHs en las cepas
Novosphingobium HS2a y Burkholderia MS3. En distintas cepas del género
Sphingomonas los genes que participan en la mineralizacién del compuesto estan
dispersos en el cromosoma (Kim y Zylstra, 1999; Romine et al., 1999; Pinyakong et al.,
2003). La alta similitud de secuencia encontrada entre las dioxigenasas y las
correspondientes secuencias aguas arriba de Novosphingobium HS2a y las del
plasmido pNL1 nos hace pensar que la organizacién genética de nuestra cepa
probablemente sea similar a la de este plasmido, y por tanto, que sélo los genes de las
subunidades grande y pequefa de la dioxigenasa se encuentren formado un operoén
independiente de los otros genes implicados en la degradacion de los PAHs. Nosotros
hemos mostrado en esta Tesis Doctoral que la expresién del operon phnAf es
constitutiva en glucosa, no estando inducida ni por fenantreno ni por naftaleno, los
mejores sustratos de esta dioxigenasa en la cepa LH128 (Schuler et al., 2009), ni por
ninguno de los posibles intermediarios de la ruta ensayados. Sin embargo, los genes

de degradacion de fenantreno en Burkholderia sp. cepa MS3 estan finamente
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regulados probablemente por un sistema con dos reguladores, uno de tipo LysR y otro
de tipo NtrC. La expresion basal resultante desde el promotor phnS es practicamente
inexistente cuanto la cepa esta creciendo en glucosa, induciéndose significativamente
tras la adicion al medio de naftaleno. Curiosamente, la expresion basal en glucosa de
los genes phnCDACAdB es mas alta que la expresién de phnSFE a pesar de formar un
unico operdn. Esta expresidon parece ser consecuencia de la existencia de un promotor
interno situado entre phnE y phnC que mantiene su nivel de actividad en presencia de
los distintos sustratos o posibles intermediarios ensayados. De esta forma, parece que
el fenantreno podria estar transformandose de forma constitutiva a acido trans-4-(1-
hidroxinaf-2-il)-2-oxobut-3-enoico (en el caso del naftaleno, a acido trans-o-hidroxi-2H-
cromeno-2-carboxilico) mediante las actividades dioxigenasa de PhnAcAd,
deshidrogenasa de PhnB, extradiol dioxigenasa de PhnC e isomerasa de PhnD
(Figura 13). Los siguientes pasos en la ruta, la conversion del frans-4-(1-hidroxinaf-2-
il)-2-oxobut-3-enoico (acido trans-o-hidroxi-2H-cromeno-2-carboxilico en el caso del
naftaleno) a 1-hidroxi-2-naftoaldehido (salicil-aldehido) y posteriormente a acido 1-
hidroxi-2-naftdico (salicilato) seria llevado a cabo por las enzimas PhnE y PhnF
respectivamente y cuyos genes tienen que ser inducidos por la presencia de naftaleno

en el medio de cultivo.
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Figura 13. Esquema de la organizacién de los genes phn y ruta de degradaci6on de
naftaleno en Burkholderia sp. RP007.
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Este esquema es diferente en la cepa HR3p, en donde los genes phnSFE no
se inducen por naftaleno. Aqui hay que resenar que aunque hemos demostrado que el
final del gen phnS esta contiguo al principio de phnF, no hemos logrado confirmar la
localizacion de la secuencia promotora con respecto a los genes phnFE.

Aunque todavia nos faltan muchos elementos para poder descifrar la
regulacién de los genes phn en estas dos cepas de Burkholderia, el esquema
regulatorio general podria ser algo similar al de los genes de degradacién de tolueno
(genes xyl) en el plasmido pWWO. En la degradacion de tolueno participan genes que
estan codificados en dos operones; el operon “upper” (xylUWCMABN) codifica las
enzimas que ftransforman el tolueno en benzoato, y en operén “meta’
(xyIXYZLEGFJQKIH) que codifica las enzimas que transforman el benzoato en
intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos (acetaldehido y piruvato). Estos
operones estan regulados por dos proteinas en un circuito bastante complejo. La
proteina XyIR, que pertenece a la familia de reguladores transcripcionales de NtrC,
esta siempre unida al ADN y en presencia de efector, esta proteina que esta inactiva
pasa a ser activa estimulando la transcripcion desde el promotor de la ruta “upper”
(Pu). Paralelamente, la forma activa de XyIR estimula la transcripcion del gen xyIS. El
gen xylS se expresa en esta situacién desde sus dos promotores, uno constitutivo e
independiente de XyIR (Ps2) y otro dependiente de XyIR y de ¢** (Ps1). Cuando xyIS
se sobreexpresa, la proteina XylR (perteneciente a la familia de reguladores
transcripcionales AraC/XylS) se activa promoviendo la transcripcion de la ruta “meta’.
La proteina XylR se transcribe también desde dos promotores en tandem
dependientes de o’°. Por analogia, y en la cepa MS3, la proteina PhnR que se
expresa de forma constitutiva se activaria en presencia de naftaleno induciendo la
transcripcion del operén phnSFECDAcAdB. Desafortunadamente los intentos de
construir un mutante de PhnR no han dado resultados positivos; este mutante nos
indicaria si efectivamente éste es el inductor de la ruta. El mutante defectivo en PhnS
no tenia efecto sobre la induccién de los operones estudiados y una posible hipétesis
es que PhnS esté induciendo la ruta del salicilato, por la cual el salicilato es
metabolizado a intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos. La identificacion
de esta ruta y el analisis de su expresion en este fondo mutante nos permitiran validar
esta hipdtesis. La otra cuestion que queda por confirmar es la existencia de un
promotor interno entre los genes phnE y phnC; es posible que estos genes se
expresen de forma constitutiva, tal y como vemos en los ensayos de $-galactosidasa,
transformando el naftaleno en &cido frans-o-hidroxi-2H-cromeno-2-carboxilico y que
alguno de los intermediarios producidos durante esta transformaciéon sea el inductor

real del operdn phnS.
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El esquema de regulacién en la cepa HR3p plantea todavia mas preguntas. En
este caso PhnR no induciria la transcripcion del operén phnSFECDAcAdB. Dado que
PhnR es muy similar en ambas cepas, y que cuando se introduce el promotor Ppuns.ms3
en la cepa HR3p este si se induce por naftaleno (aunque la inducciéon es menor que
cuando esta en su propia cepa), podemos pensar que este regulador es funcional
aunque pudiera ser que menos eficiente que PhnR de MS3. La regidon promotora es
también bastante similar entre ambas cepas aunque la posicién -12 en la posible
secuencia consenso para la unién de o> también es distinta entre ambas cepas,
conteniendo una C en MS3 y T en HR3p. Esta posicion esta altamente conservada en
todos los promotores dependientes de o> y es critica para dirigir la unién de la
polimerasa al sitio preciso para formar la burbuja de transcripcion y generar el
complejo promotor abierto (Wang et al., 1999). Cambios en esta posicion conllevan
una disminucion de la transcripcion (Wang et al., 1999). Esto es compatible con el
hecho de que en HR3p no haya induccion del operén phnS en presencia de naftaleno.
No obstante, este promotor si parece ser reconocido en MS3, aunque los niveles de
induccién son mucho mas bajos que con su propio promotor. En cualquier caso, la
caracterizacion de la regién reguladora de la cepa HR3p es imprescindible para poder
hacer un analisis de los diferentes mecanismos de expresion de estos operones en las
dos cepas de Burkholderia.

Tanto en el caso de Burkholderia como en el de Novosphingobium HS2a, se
necesitaran mas estudios sobre la expresién de los genes de degradacién en el medio
ambiente, centrandonos en la rizosfera. Existen estudios donde se demuestra que los
exudados radiculares, ricos en hidratos de carbono, aminoacidos y acidos organicos
inhiben la degradacion de compuestos aromaticos (Rentz et al., 2004), mientras que
otros trabajos sugieren que compuestos presentes en estos exudados pueden
favorecer la eliminacion de los compuestos (Gilbert y Crowley, 1997; Singer et al.,
2003). Nosotros hemos visto que tanto en Burkholderia como Novosphingobium sp.
HS2a los genes de degradacién de PAHs, aunque no son inducidos por los exudados
radiculares de trébol, tampoco son reprimidos, lo que abre una puerta interesante en

su estudio en rizorremediacion.
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DISCUSION GENERAL

En los distintos capitulos de esta Tesis Doctoral hemos ido estudiando algunas
de las propiedades clave para poder disefiar un buen sistema de rizorremediacion. La
idea conductora de esta Tesis es q ue para cualquier proce so de rizorr emediacion se
tendran qu e analizar las caracteri siticas particulares de lazonaar emediary se
tendran que utilizar d istintas aso ciaciones d e plantas y microorg anismos. L os
resultados obtenidos d urante este estudio van precisamente encaminados ap oder
generar una serie de conocimient 0s sobre un conjunto de bacteria sy plantas que
puedan facilitar la eleccion de la mejor combinacion. Obviamente, los parametros a
estudiar son muy variados y las interacciones entre los tres elementos fundamentales,
el suelo, la plantay| as bacteria s son enormemente ¢ omplejas lo que dificult a el
asegurar el éxito de la rizorremediacién incluso utilizan do la mejo r combinacion
disponible en el laboratorio. Sin embargo, el tener un catalogo de recursos disponibles
y un conjunto de conocimientos ya establecidos sobre las interacciones, en este cas o
entre la planta y las bacterias que llevaran a cabo la remediacion, facilitara la toma de

decisiones respecto al disefio de la estrategia.

En la ultima década, y como consecuencia de los avances de las técnicas
—Omicas, el estudio de la distribu cion de los microorganismos en el medio ambiente,
los procesos particulares de la interaccion de éstos con el suelo, y su contribucion a la
atenuacion natural han cobrado gran relevancia. Desde el primer trabajo de Radwa n'y
colaboradores (1995), en el que se demostré la importa  ncia de la degradacion de
hidrocarburos en la rai z de planta s por los microorganismos autdcton os, numerosos
estudios ha n tratado sobre el papel que las bacterias indigenas cumplen en la
eliminacion de co ntaminantes. Aunque el papel de é stas en bio rremediacién es
indiscutible, la observacién de la existencia de sitios contaminados pone de manifiesto
que no siempre esta e liminacién natural de contaminantes es efectiva, y en muchos
casos hay que utilizar técnicas de bioaumento para con seguir la re duccién de los
niveles de contaminantes a ca ntidades tolerables para el ecosistema. P ara la mayoria
de contaminantes, la teoria de que en zonas contaminadas habitan bacterias capaces
de degradar estos compuestos est a ya muy aceptada, y por tanto el aislamiento de
treinta y tre s cepas con capacidad de transformar PAHs e n el suelo y la rizosfera de
las zonas muestreadas durante e ste trabajo ( Granada, Madrid y Hue Iva) y que e ran
susceptibles de estar contaminadas por estos compuestos no representa un hecho
sorprendente. Aunque en general, en la mayoria de los suelos estu diados hasta el

momento predominan las acidobacterias , actinobacterias, ba cteroidetes y
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proteobacterias (Lauber et al., 2009; Chu et al., 2010) en los sue los que nosotr os
hemos analizado, las poblaciones dominantes pertenecen fundamentalmente al grupo
de las prote obacterias, al igual que las cepas aisladas posteriormente en base a su
capacidad de transformar fenantreno (Pseudomonas, Sphingobium, Novosphingobium,
Sphingomonas y Burkholderia). Esto indica que en su elos conta minados estos
géneros probablemente tienen en estos ambientes un nicho adecuado para prosperar
y sugiere p or tanto que las estrategias encaminadas a su bioaumento (en este caso
mediante incorporacion a la rizosfera) podrian dar buen resultado. Ademas, si tenemos
en cuenta la similitud de secuen cia que hemos encontra do entre to dos los gen es
degradativos de las ce pas de la f amilia Sphingomonadaceae (en cu yo analisis sélo
hemos encontrado dos tipos de d  ioxigenasas relacionad as con la degradaciénd e
PAHSs), la si militud de secuencias e ntre los gen es de la s cepas de Burkholderia, asi
como la similitud de todas estas secuencias con las de cepas ya publicadas y aisladas
en otros lug ares del mundo, la idea de la posi bilidad de tr ansferencia horizontal de
genes se h ace patente. El hecho de que en localiza ciones distintas se encuentren
genes con una similitud de secuencias de un 98% entre bacterias de la misma familia
sugiere que estos genes se transfieren en la na turaleza con relativa facilidad de una s
cepas a otras. Asi, se puede pensar que la int roduccién de alguna de estas cepas en
ambientes contaminados podria dar lugar a la transferencia de genes a las cepas ya
existentes y bien establecidas en ese suelo, contribuyendo a mejorar la capacid ad
degradativa de la microbiota del suelo en general. Esta transferencia de genes desde
las cepas d egradativas a las poblaciones nativas ha sido estudiada en detalle por
Taghavi y colaboradore s (2005). Al introducir la cepa Burkholderia cepacia L.S.2.4.,
portadora del plasmido pTOM que confiere la capacidad de degradar tolueno, en la
rizosfera de alamos se observé q ue algunos miembros de la  comunidad endof ita
habian adquirido este plasmido y ahora eran capaces de eliminar el contaminante y

persistir en el ambiente de la planta.

Las propiedades de adhesion a semilla y raiz, de coloni zacion de raiz, de
crecimiento con los exudados radiculares y de expresion de genes en la rizosfera son
muy i mportantes ala hora de plantear la estrategia de rizorre mediacién. Las
interacciones que establecen las  bacterias con las plan tas han sid o ampliame nte
estudiadas en patdgenos vegetales y, en los U Itimos afos, han recibido gran atencion
las establecidas entre bacterias b eneficiosas, denominadas en general PGPRs (del
inglés “Plant Growth Promoting Rhi zobacteria®), y la planta. Sin embargo, no se han
llevado a cabo muchos estudios  en el ambito de la rizorremediacion. Aunque los

mecanismos de adhe sién y colonizacion proba blemente tengan punto s comunes con
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los de las PGPR, los mecanismos especificos de esta interaccion, los que harian que
la planta potenciase la colonizacion por este tipo de bacterias, podrian ser distinto s ya
que la funcion que realizan esta s bacterias no esta rela cionada con la sinte sis de
hormonas, con la movilizacién de n utrientes o con algunas de las funciones que son
beneficiosas para la p lanta per se. En este ca so el beneficio de la interaccién seria
mas indirecto y consistiria en eliminar los contaminantes del suelo que rodea a la raiz
de la planta. El estudio molecular de estos mecanismos ha quedado fuera del ambito
de esta Te sis Doctora |, peroes unalinea de investig acion que probablemente
merezca la pena explorarse para aquella s b acterias qu e han demostrado ten er
mejores capacidades d e colonizacién. De hec ho, contamos con siste mas modelo a
priori 6ptimos para su estudio, ya que tenemos cepas pertenecientes al mismo género
que poseen distinta s capacidades de adhesion, como es el ca sodelasce pas
Burkholderia sp. MS3 y MR5 o Novosphingobium sp. HS2a y HR5a.

Es sorprendente el hecho de que no hayamos encontrado correlacion e ntre las
bacterias a isladas de la rizosfera vy la capacidad de las cepas par a adherirse o
colonizar la raiz de la planta, ya q ue algunos autores han demostrado esta relacién
(Hozore y Alexander, 1991; Lugtenberg y Dekkers, 1999). Aunque no todas las cep as
tuvieron una adhesién inicial similar, todas ellas fueron capaces d e colonizar y
mantener las poblaciones en la rizosfera, independientemente de si fueron aisladas de
una muestra rizosférica o no. La cinética de esta colonizacién no obstante fue diferente
entre distintas cepas y esto pued e ser relevante en el contexto de la colon izacién
competitiva. Esto muestra de nuevo que hay que estudiar e stas propiedades antes de
intentar llevar a cabo la rizorremediacion ya que no se pue de dar por sentado que una
cepa por haber sido aislada de rizosfera es mejor colonizadora que una aislada de
suelo. El proximo paso para avanzar en el estu dio de la colonizacién sera marcar las
cepas mas relevantes con la proteina de fluorescencia verde y realizar el analisis de la
colonizacién en condiciones mas reales y en presencia de microorganismos indigenas.
El marcaje de las cepa s con la pr oteina de fluorescencia verde, introducida en el
cromosoma, o fusionad a a los pro motores de los genes de degradacion de PAHSs,
especialmente ahora que conocemos algunos de los principios basicos de la expresion
de los mismos en presencia de e xudados radiculares, nos servira para completar el
seguimiento no so6lo d e como las ce pas aisladas en esta Tesis Doctoral colonizan la
rizosfera, sino también para analizar el patrén d e expresién de los gene s de interés a
lo largo de este proceso de colonizacion. El estudio de la regulacion de estos genes,
especialmente in vivo dara mucha informacié n sobre el resultado pr evisible de la

degradacién.
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Es también interesante , desde el punto de vistadela cienciaba sica, las
diferencias en la regulacion entre las dos cep as de Burkholderia, MS3 y HR3p, que
teniendo genes estructurales practicamente idénticos poseen una regulacién diferente.
Desde el p unto de vista de evolucion de rutas catabdlicas, el hecho  de que en una
cepa se siga un esquema mas o menos clasico de regu laciéon (MS3) y que en la otra
se hayan sufrido una serie de modificacione s en la regién regulado ra que le hace

probablemente perder estos elementos regulatorios es enormemente interesante.

Por ultimo, hay que destacar que aunque algunas cepas de Burkholderia son
patégenas, tanto para animales co mo para plantas, la s que hemos a islado en e sta
Tesis Doctoral estan filogenéticamente cercanas a las especies Burkholderia graminis
para las cu ales se han demostrado propiedad es beneficio sas para la s plantasy de
Burkholderia xenovorans, que posee capacidades biod egradativas de compu estos
xenobidticos. Las bacterias de este género, al igual que las Pseudomonas ocupan
distintos nichos ecoldg icos, siendo algunas d e vida libre mientras que otras so n
epifiticas, e ndofiticas o incluso en dosimbiontes obligado s. A medida que se con oce
mas sobre este género se van de scribiendo nuevas funciones ben eficiosas en la
interaccion con las pla ntas, como pueden se rla contrib ucidon a un mejor balance
hidrico, la capacidad de fijar nitrdgeno, de inducir el crecimiento vegetal o de produci r
compuestos antifungicos y de facilitar la adaptacion del huésped a estreses
ambientales, (Capitulo 2; Schmidt et al., 2009, por citar algunos). Por tanto, aunq ue
cualquier p osible u so en proce sos biote cnolégicos necesita incluir examene s
exhaustivos de riesgos potenciale s (Coenye y Vandamme, 2003), la gran cantidad de
posibles usos beneficiosos e sta potenciando la investigacion para estable cer los
factores qu e definen qué cepas de Burkholderia pue den supon er un riesgo
medioambiental y cuales no. De  hecho algu nos marcadores de patogenicidad ya
descritos no se han encontrado en especies de Burkholderia diazétrofas asociadas a
plantas. Si estos resultados se confirman a gran escala, se podria utilizar estas cep as

para diversas aplicaciones medioambientales, como la rizorremediacion.

Aunque no han sido ob jeto de estu dio en esta Tesis Doct oral, no po demos
olvidarnos de que se han aislado representa ntes del gr upo de las actinoba cterias
(Mycobacterium y Arthrobacter) entre las bacterias capaces de metabolizar fenantreno,
y éstas también estan ampliamente distribuidas en el med io ambiente, por lo que su

utilizacién en rizorremediacion podria también ser de interés.
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En conclusion, los resultados obtenidos en e sta Tesis Doct oral son re levantes
desde el pu nto de vista biotecnolégico ya que han permitido disponer de un amp lio
repertorio d e bacterias con capacidad de degr adar PAHs de bajo pe so molecular, y
entras ellas, algunas p resentaron buenas ca pacidades e nla interacciéon con las
plantas lo que las ha ce ser bue nas cand idatas para llevar a cab o estrategia s de
rizorremediacion. Aunqu e se h a avanzado en el cono cimiento de la expresion d e
genes de biodegradacién de PAHSs, todavia quedan bastantes parametros que analizar

para poder controlar mejor las condiciones de expresién en la rizosfera.
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Conclusiones

1.- La principal fuerza de seleccién de las poblaciones mayoritarias en la rizosfera no
parece ser la composicion de los e xudados radiculares, n o obstante, la presencia de

las plantas si tiene un efecto sobre estas poblaciones.

2.- En zona s cerca nas a fuentes d e emision d e PAHs se pueden aislar bacterias
capaces de metabolizar fenantreno. Estas bacterias pertenecen a los mismos géneros

que algunas de las poblaciones mayoritarias de estos suelos.

3.- Las bacterias que poseen una buena capacidad de adhesién a se milla, la tienen a
los dos tipos de semillas analizad as, mientras que la capacidad de adhesion a raiz

depende del tipo de planta.

4.- La capa cidad de colonizacion d e raiz en condiciones axénicas no depende d el

lugar (suelo o rizosfera) de donde se aislaron originalmente las cepas bacterianas.

5.-La cap acidad de colonizacion en competicion con P. putida KT2440 de las
bacterias a isladas en esta Tesis no puede ser inferida enbasea losdato s de

colonizacion individual.

6.- Los ge nes de deg radacion de fenantreno identificad os en las cepas aisla das
durante esta Tesis Doctoral son practicamente idénticos a los descritos en la literatura

de cepas aisladas en localizaciones muy diferentes.

7.- Laregulacion de lo s genes phnde las do s cepas de Burkholderia identificad as
durante esta Tesis Doctoral es muy diferente entre ellas. En la cepa MS3 estos genes
se inducen por naftaleno, mientras que en la cepa HR3p no. En ningu na de las d os
cepas estos genes se inducen por los exudados radicu lares de trébol, pero tampoco

son reprimidos.

8.- Los genes phnAlf de Novosphingobium sp. HS2a no se inducen ni por fenantreno,
naftaleno, ni por los posibles interm ediarios de la ruta. Al igual que en el caso de las
cepas de Burkholderia, tampoco lo hacen en presencia de los exuda dos de rai z de

trébol, ni tampoco son reprimidos.
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Anexo 1: Secuencias obtenidas a partir de las bandas de los geles de DGGE

DGGE de las muestras de Granada

Banda 1: Uncultured 3-proteobacterium (FJ568409)

GTCATCGTGCTGGATGTTAGCCAACACTTATTCTTTCCTCCCCACAGAGCTTTACAACCCGAAGGCCTTC
ATCGCTCACGCGGCGTCGCTGCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGCAAGATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTA
G

Banda 2: Halomonas sp. (DQ358684)

AAGCTCGAGGATATTAGCCCCAAGCCCTTCTTTCCCACTGAAAGTGCTTTACAACCCTAGGGCCTTCATC
ACTCACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGG

Banda 3: Uncultured Rhizobiales bacterium (HM799096)

CCATACCCCTCTTCTACGGTTCCCGTCATTATCTTCACCGTTGAAAGAGCTTTACAACCCTAAGGCCTTC
ATCACTCACGCGGCATTGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTA
GG

Banda 4: Sphingopyxis sp. (AB524074)

TCATTATCATCCTGGTGAAGAGCTTTACAACCCTAAGGCCTTCATCACTCACGCGGCATGGCTGGATCAG
GCTTTCGCCATTGTCCAATATTCCCACTGCTGCCTCCCGTA

DGGE de las muestras de Madrid

Banda 1: Pseudomonas moraviensis (AY970952)

TTAGTATTAATCTACAACCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACG
CGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCG

Banda 2: Acidobacteria bacterium (HM0622413)

AATTAACCCTTACTTATTCTTCCCGTCTTGCGAAGTTACATCCCGAAGGATTTCATCCTTCACGCGGCGT
TGCTGGGTCAGGCTTTCGCCCATTGCCCAAAATTCCCGACTGCTGCCGGAGAAGCCAGTTGGTT

Banda 3: Pseudomonas cedrina subsp. fulgida (HQ432807)

TCGGTACGTCAAATTGCAGAGTATTAATCTACAACCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAA
GACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCC
TCCCGTAGG

Banda 4: Burkholderia mimosarum (AY752953)

TCTGTCATTATCATCTAGGCTGTAAAGTTAGATCTAGGGCCTCATCCCTACGCGGCGTTGCTGGTCAGGC
TTGCGCCATTGTCCAAAATTCCCACTGTTGCCTCCCGAGGCCCCCGTGCTCCGT

Banda 5: Acidobacteria bacterium (EU185178)
GCGTCGCTAGCATTGTTAACGCAAGCGTATTACTTCCCGATCTTGCGAAGCTTACATCCGGAAGGGTGAT
CCTTCTTGCGGCGATTGGGAACAGGCTTTCGCGCATTGCCCAAAATTCCCGACTGCTGCCTCCC

Banda 6: Uncultured Sphingomonas sp. (DQ923856)

ATCCCGGTAAAGAGTTTACAACCCTAAGGCCTTCATCACTCACGCGGCATTGCTGGATCAGGCTTTCGCC
CATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGCT
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DGGE de las muestras de Huelva

Banda 1: Burkholderia sp. (HM461178)

GTCCGGATCGTCATCACCCGACTGTATTAGAGCCAAGGATTTCTTTCCGGACAAAAGTGCTTTACAACCC
GAAGCCTTCTTCACACACGCGGCATTGTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTGC
CTCCCGTAG

Banda 2: Uncultured soil bacterium (GU598931)

CATAGGTTGAAGAGCTTTACAACCCTAAGGCTTCATCACTCACGCGGCGTGGCTGCATCAGGCTTGCGCC
CATTGTCCAATATTCTATACTGCTGCGTCGCGTAGGCTCGCGTGCCGTCGCTCCGCCAG

Banda 3: Burkholderia multivorans (EF427758)

TTTTCGGTACCGTCATCCCCCGACTGTATTAGAGCCAAGGATTTCTTTCCGGACAAAAGTGCTTTACAAC
CCGAAGCCTTCTTCACACACGCGGCATTGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGC
TGCCTCCCGTA

Banda 4: Uncultured Sphingomonas (DQ923856)

CTCAGTACTGTCATTATCATCCGGTAAAGAGCTTTACAACCCTAAGGCCTTCATCACTCACGCGGCATTG
CTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGTTCCCCGT

Banda 5: Methilobacterium rhodesianum (GU430671)

CGGGCTATCTCCGGTCGTCATTATCGTCCGGATAAAGAGCTTTACAACCCTAAGGCCTTCATCACTCACG
CGGCATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGCCCCCCGT

Banda 6: Arthrobacter sp. (FJ006834)

TTTCTCCGGTCTGTCATTATCATCCCGGGTAAAAGAGCTTTACAACCCTAAGGCCTTCATCACTCACGCG
GCATTGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGG

Banda 7: Micrococcaceae bacterium (AY177727)

GAGGTCGTCACTTTCGCTTCTTCCTACTGAAGAGGTTACAACCCGAAGCGGTCTTCCCTCACGCGGCGTC
GCTGCATCAGGCTTGCGCGCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGCCCCCGGTG

Banda 8: Burkholderia sp. (HQ441255)

CGTCATCCCCCGACTGTATTAGAGCCAAGGATTTCTTTCCGGACAAAAGTGCTTTACAACCCGAAGGCCT
TCTTCACACACGCGGCATTGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCG
TAGG
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Anexo 2

Anexo 2: Alineamiento de las secuencias del gen phnAc de Burkholderia sp.

RP007, MS3 'y HR3p

RPOO7
MS3
HR3p

RP007
MS3
HR3p

RPOO7
MS3
HR3p

RPOO7
MS3
HR3p

RP007
MS3
HR3p

RPOO7
MS3
HR3p

RP007
MS3
HR3p

RP007
MS3
HR3p

RPOO7
MS3
HR3p

RP007
MS3
HR3p

RPOO7
MS3
HR3p

RPOO7
MS3
HR3p

ACGCATGAATGCGCTATTCCCAATTACGGTGATTTCGTGACCACGCGCATGGGAACGGAT
ACGCATGAATGCGCTATTCCCAATTACGGTGATTTCGTGACCACGCGCATGGGAACGGAT
ACGCATGAATGCGCTATTCCCAATTACGGTGATTTCGTGACCACGCGCATGGGAACGGAT

AEEAXEAEXALAEAIAEAEAXAEAAXAAXAEAAXEAAXAXAAAXAAAXAAXAAXAAAXAXAAXAAXAXAAXAAAXAALAXAAXAAKX*X

GAGGTGATTGTGATGCGGCAGAAGGATAACTCGATTAAAGCCTTTCTCAACGTTTGCAGG
GAGGTGATTGTGATGCGGCAGAAGGATAACTCGATTAAAGCCTTTCTCAACGTTTGCAGG
GAGGTGATTGTGATGCGGCAGAAGGATAACTCGATTAAAGCATTTCTCAACGTTTGCAGG

*hKhk

CATCGCGGTGCGCGGCTATGCGCAGTCGAAGCGGGTAACGCGCGGGGCTTCGCCTGCAAT
CATCGCGGTGCGCGGCTATGCGCAGTCGAAGCGGGTAACGCGCGGGGCTTCGCCTGCAAT
CATCGCGGTGCGCGGCTATGCGCAGTCGAAGCGGGTAACGCGCGGGGCTTCGCCTGCAAT

R R = =

TATCATGGCTGGGCGTATGGGGCAGATGGATCGCTTCTAAGTGTTCCATTTGAGAATGAA
TATCATGGCTGGGCGTATGGGGCAGATGGATCGCTTCTAAGTGTTCCATTTGAGAATGAA
TATCATGGCTGGGCGTATGGGGCAGATGGATCGCTTCTAAGCGTTCCATTTGGGAATGAA

AEXEAXEAEAEAAXEAAAAXAALAAXAAAXAAAXAAAAAXAAXAXAAAAAAA AKX dAAxkAAXxAXxhiAdx dhhdihik

ATTTATCAAAAGCGTCTGGATAAATGCAAAAACGGTCTGCATGAAATTGGCAAGGTGGAG
ATTTATCAAAAGCGTCTGGATAAATGCAAAAACGGTCTGCATGAAATTGGCAAGGTGGAG
ATTTATCAAAAGCGTCTGGATAAATGCAAAAACGGTCTGCATGAAATTGGCAAGGTGGAG

TCCTATCATGGATTCGTTTACGGCTGCTTCGATACAGATGCGCCCAATCTAAAGGAATAC
TCCTATCATGGATTCGTTTACGGCTGCTTCGATACAGATGCGCCCAATCTAAAGGAATAC
TCCTACCATGGATTCGTTTACGGCTGCTTCGATACAGATGCGCCCAATCTAAAGGAATAC

* kK B S R

CTGGGCGATTTTGCATGGTATCTCGATCTTTGGATGGAAGCCGGCGGCGGCATCGAACTC
CTGGGCGATTTTGCATGGTATCTCGATCTTTGGATGGAAGCCGGCGGCGGCATCGAACTC
CTGGGCGATTTTGCATGGTATCTCGATCTTTGGATGGAAGCCGGCGGCGGCATCGAACTC

nnnnnn

GTCGGGCCGCCTGCCCGCTGCTTCATCGAAGCCAATTGGAAAGCGCCGTCAGAGAATTTT
GTCGGGCCGCCTGCCCGCTGCTTCATCGAAGCCAATTGGAAAGCGCCGTCAGAGAATTTT
GTCGGGCCGCCTGCCCGCTGCTTTATCGAAGCCAATTGGAAAGCGCCGTCAGAGAATTTT

* EE R

GTCGGTGACGCCTATCATGTCGGCTGGACACATGCATCCGCGCTTAGATCCGGTCAGTCC
GTCGGTGACGCCTATCATGTCGGCTGGACACATGCATCCGCGCTTAGATCCGGTCAGTCC
GTCGGTGACGCCTATCACGTCGGCTGGACACATGCATCCGCGCTTAGATCCGGTCAATCC

AEXEAXEEAEXALAEAAXAAXAXAAX AXEXAXEAAXAXAXAAXAAXAXAAXAAXAAAXAXAAXAAXAXAAAAAXA LXK A K*Xxk

GGGTTCGCCGGCATGGCAGGGAATAACGTGCTTCCGCCAGCAGGCGCCGGTCTGCAGGTT
GGGTTCGCCGGCATGGCAGGGAATAACGTGCTTCCGCCAGCAGGCGCCGGTCTGCAGGTT
GGGTTCGCCGGCATGGCAGGGAATAACGTGCTTCCGCCAGCAGGCGCCGGTCTGCAGGTT

*hkdkhkx

ACCACGCGGCACGGTCACGGGATCGGTGCGCTATATGACGTCTATGCGGGCGTCCACGAC
ACCACGCGGCACGGTCACGGGATCGGTGCGCTATATGACGTCTATGCGGGCGTCCACGAC
ACCACACGGCACGGTCACGGGATCGGTGCGCTATATGACGTCTATGCGGGCGTCCACGAC

AR R =

AACGAGTTATCCGAAGAGTTGATGGCATGGGGCCTGGCCAAAGAGCAGGTTCTTAAAGAA
AACGAGTTATCCGAAGAGTTGATGGCATGGGGCCTGGCCAAAGAGCAGGTTCTTAAAGAA
AACGAGTTATCCGAAGAGTTGATGGCATGGGGCCTGGCCAAAGAGCAGGTTCTTAAAGAA
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RPOO7
MS3
HR3p

RPOO7
MS3
HR3p

RPOO7
MS3
HR3p

AAAATTGGCCCGATACGTGCCCGGCTTTATCGGTCACATTTGAATGGAACCATCTTCCCC
AAAATTGGCCCGATACGTGCCCGGCTTTATCGGTCACATTTGAATGGAACCATCTTCCCC
AAAATTGGCTCGATACGTGCCCGGCTTTATCGGTCACATTTGAATGGAACCATCTTCCCC

ER T e R = s

AATACCAGTTTCCTCACAGGATCGGGTGTATTTAAGGTCTGGCAGCCACATGGGCCCAAA
AATACCAGTTTCCTCACAGGATCGGGTGTATTCAAGGTCTGGCAGCCACATGGGCCCAAA
AATACCAGTTTCCTCACAGGATCGGGCGTATTCAAGGTCTGGCAGCCACACGGGCCCAAA

xxxxxxxxxx **kk*k *

AAGACCGAGGTATTGACGT
AAGACCGAGGTATTGACGT
AAGACCGAGGTATTGACGT

o o o R



Anexo 3

Anexo 3: Alineamiento de las secuencias del gen phnAla de Sphingomonas

sp. CHY-1, Novosphingobium sp. HR1a, HR1b, HR3g y Sphingobium sp. HR5a

HR1b
HR5a
HR1a
CHY-1
HR3g

HR1b
HR5a
HRla
CHY-1
HR3g

HR1b
HR5a
HR1a
CHY-1
HR3g

HR1b
HR5a
HRl1la
CHY-1
HR3g

HR1b
HR5a
HRla
CHY-1
HR3g

HR1b
HR5a
HR1la
CHY-1
HR3g

HR1b
HR5a
HRl1la
CHY-1
HR3g

HR1b
HR5a
HR1a
CHY-1
HR3g

HR1b
HR5a
HRla
CHY-1
HR3g

ACCACA-TCGTAGACACTGTCAATGCTAGCCAGTCCCGTCAGGTGTTCTGGGACAGAGAC
ACCACACTCGTAGACACTGTCAATGCTAGCCAGTCCCGTCAGGTGTTCTGGGACAGAGAC
ACCACACTCGTAGACACTGTCAATGCTAGCCAGTCCCGTCAGGTGTTCTGGGACAGAGAC
ACCACACTCGTAGACACTGTCAATGCTAGCCAGTCCCGTCAGGTGTTCTGGGACAGAGAC
ACCACACTCGTAGACACTGTCAATGCTAGCCAGTCCCGTCAGGTGTTCTGGGACAGAGAC

*

GTTTATGATCTTGAAATAGAGCGGATTTTTTCCCGGGCATGGTTGATGCTCGGCCACAAA
GTTTATGATCTTGAAATAGAGCGGATTTTTTCCCGGGCATGGTTGATGCTCGGCCACAAA
GTTTATGATCTTGAAATAGAGCGGATTTTTTCCCGGGCATGGTTGATGCTCGGCCACAAA
GTTTATGATCTTGAAATAGAGCGGATTTTTTCCCGGGCATGGTTGATGCTCGGCCACAAA
GTTTATGATCTTGAAATAGAGCGGATTTTTTCTCGGGCATGGTTGATGCTCGGCCACAAA

R R S = s =

TCGCTTCTCCCGAAGCCGGGCGACTTCATCACGACTTATATGGCCGAGGACAAGATCATC
TCGCTTCTCCCGAAGCCGGGCGACTTCATCACGACTTATATGGCCGAGGACAAGATCATC
TCGCTTCTCCCGAAGCCGGGCGACTTCATCACGACTTATATGGCCGAGGACAAGATCATC
TCGCTTCTCCCGAAGCCGGGCGACTTCATCACGACTTATATGGCCGAGGACAAGATCATC
TCGCTTCTCCCGAAGCCGGGCGACTTCATCACGACTTATATGGCCGAGGACAAGATCATC

AEXEAEXEAEAEAAEAAAAAXAAAXAAXAAAXAAAXAAXAAAXAAXAXAAXAAAAAXAAAAAAXAAXAAAXAALAAAXAAX*X

CTTTCGCACCAGAGCGACGGGACCTTCCGCGCCTTTATCAATTCGTGCACGCACCGCGGC
CTTTCGCACCAGAGCGACGGGACCTTCCGCGCCTTTATCAATTCGTGCACGCACCGCGGC
CTTTCGCACCAGAGCGACGGGACCTTCCGCGCCTTTATCAATTCGTGCACGCACCGCGGC
CTTTCGCACCAGAGCGACGGGACCTTCCGCGCCTTTATCAATTCGTGCACGCACCGCGGC
CTTTCGCACCAGAGCGACGGGACCTTCCGCGCCTTTATCAATTCGTGCACGCACCGCGGC

* kX

AACCAGATTTGCCACGCCGACAGCGGTAACGCCAAGGCGTTCGTCTGCAATTATCACGGC
AACCAGATTTGCCACGCCGACAGCGGTAACGCCAAGGCGTTCGTCTGCAATTATCACGGC
AACCAGATTTGCCACGCCGACAGCGGTAACGCCAAGGCGTTCGTCTGCAATTATCACGGC
AACCAGATTTGCCACGCCGACAGCGGTAACGCCAAGGCGTTCGTCTGCAATTATCACGGC
AACCAGATTTGCCACGCCGACAGCGGTAACGCCAAGGCGTTCGTCTGCAATTATCACGGC

R = = s =

TGGGTGTACGGGCAGGATGGATCGTTGGTCGATGTCCCACTCGAGTCGCGCTGTTACCAC
TGGGTGTACGGGCAGGATGGATCGTTGGTCGATGTCCCACTCGAGTCGCGCTGTTACCAC
TGGGTGTACGGGCAGGATGGATCGTTGGTCGATGTCCCACTCGAGTCGCGCTGTTACCAC
TGGGTGTACGGGCAGGATGGATCGTTGGTCGATGTCCCACTCGAGTCGCGCTGTTACCAC
TGGGTGTACGGGCAGGATGGATCGTTGGTCGATGTCCCACTCGAGTCGCGCTGTTACCAC

B e

AACAAACTCGATAAGCAAGAGCTGGCGGCGAAGTCTGTTCGGGTCGAAACCTACAAGGGT
AACAAACTCGATAAGCAAGAGCTGGCGGCGAAGTCTGTTCGGGTCGAAACCTACAAGGGT
AACAAACTCGATAAGCAAGAGCTGGCGGCGAAGTCTGTTCGGGTCGAAACCTACAAGGGT
AACAAACTCGATAAGCAAGAGCTGGCGGCGAAGTCTGTTCGGGTCGAAACCTACAAGGGT
AACAAACTCGATAAGCAAGAGCTGGCGGCGAAGTCTGTTCGGGTCGAAACCTACAAGGGT

TTCATTTTCGGTTGCCATGATCCCGAAGCGCCAAGCCTTGAAGACTACCTGGGCGAATTC
TTCATTTTCGGTTGCCATGATCCCGAAGCGCCAAGCCTTGAAGACTACCTGGGCGAATTC
TTCATTTTCGGTTGCCATGATCCCGAAGCGCCAAGCCTTGAAGACTACCTAGGCGAATTC
TTCATTTTCGGTTGCCATGATCCCGAAGCGCCAAGCCTTGAAGACTACCTGGGCGAATTC
TTCATTTTCGGTTGCCATGATCCCGAAGCGCCAAGCCTTGAAGACTACCTGGGCGAATTC

CGTTTTTATCTCGACACCATCTGGGAAGGAGGGGGCGCTGGGCTGGAACTGCTCGGTCCG
CGTTTTTATCTCGACACCATCTGGGAAGGAGGGGGCGCTGGGCTGGAACTGCTCGGTCCG
CGTTTTTATCTCGACACCATCTGGGAAGGAGGGGGCGCTGGGCTGGAACTGCTCGGTCCG
CGTTTTTATCTCGACACCATCTGGGAAGGAGGGGGCGCTGGGCTGGAACTGCTCGGTCCG
CGTTTTTATCTCGACACCATCTGGGAAGGAGGGGGCGCTGGGCTGGAACTGCTCGGTCCG

S s
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HR1b
HR5a
HRla
CHY-1
HR3g

HR1b
HR5a
HRla
CHY-1
HR3g

HR1b
HR5a
HR1la
CHY-1
HR3g

HR1b
HR5a
HR1la
CHY-1
HR3g

HR1b
HR5a
HR1a
CHY-1
HR3g

HR1b
HR5a
HR1la
CHY-1
HR3g

HR1b
HR5a
HR1la
CHY-1
HR3g

HR1b
HR5a
HR1a
CHY-1
HR3g

HR1b
HR5a
HRla
CHY-1
HR3g

CCGATGAAGAGCCTGCTTCACTGCAACTGGAAAGTGCCGGTCGAAAATTTTGTCGGCGAC
CCGATGAAGAGCCTGCTTCACTGCAACTGGAAAGTGCCGGTCGAAAATTTTGTCGGCGAC
CCGATGAAGAGCCTGCTTCACTGCAACTGGAAAGTGCCGGTCGAAAATTTTGTCGGCGAC
CCGATGAAGAGCCTGCTTCACTGCAACTGGAAAGTGCCGGTCGAAAATTTTGTCGGCGAC
CCGATGAAGAGCCTGCTTCACTGCAACTGGAAAGTGCCGGTCGAAAATTTTGTCGGCGAC

GGATATCATGTCGGATGGACCCATGCGGCGGCGCTTGGTCAGATCGGTGGTCCGTTGGCG
GGATATCGTGTCGGATGGACCCATGCGGCGGCGCTTGGTCAGATCGGTGGTCCGTTGGCG
GGATATCATGTCGGATGGACCCATGCGGCGGCGCTTGGTCAGATCGGTGGTCCGTTGGCG
GGATATCATGTCGGATGGACCCATGCGGCGGCGCTTGGTCAGATCGGTGGTCCGTTGGCG

B R S s S

GGACTGGCCGGCAACCGCGCGGACATTCCCTTCGACGATCTTGGATTGCAGTTCACGACC
GGACTGGCCGGCAACCGCGCGGACATTCCCTTCGACGATCTTGGATTGCAGTTCACGACC
GGACTGGCCGGCAACCGCGCGGACATTCCCTTCGACGATCTTGGATTGCAGTTCACGACC
GGACTGGCCGGCAACCGCGCGGACATTCCCTTCGACGATCTTGGATTGCAGTTCACGACC
GGACTGGCCGGCAACCGCGCGGACATTCCCTTCGACGATCTTGGATTGCAGTTCACGACC

B e S s = s

CGGCATGGTCATGGCTTTGGGGTGATCGACAACGCGGCGGCTGCGATCCACCGAAAGGGC
CGGCATGGTCATGGCTTTGGGGTGATCGACAACGCGGCGGCTGCGATCCACCGAAAGGGC
CGGCATGGTCATGGCTTTGGGGTGATCGACAACGCGGCGGCTGCGATCCACCGAAAGGGC
CGGCATGGTCATGGCTTTGGGGTGATCGACAACGCGGCGGCTGCGATCCACCGAAAGGGC
CGGCATGGTCATGGCTTTGGGGTGATCGACAACGCGGCGGCTGCGATCCACCGAAAGGGC

GACGGCTGGAACAAATATCTTGAGGACACCCGCGGCGAGGTGCGCCGCAAGTTTGGCGCG
GACGGCTGGAACAAATATCTTGAGGACACCCGCGGCGAGGTGCGCCGCAAGTTTGGCGCG
GACGGCTGGAACAAATATCTTGAGGACACCCGCGGCGAGGTGCGCCGCAAGTTTGGCGCG
GACGGCTGGAACAAATATCTTGAGGACACCCGCGGCGAGGTGCGCCGCAAGTTTGGCGCG
GACGGCTGGAACAAATATCTTGAGGACACCCGCGGCGAGGTGCGCCGCAAGTTTGGCGCG

GATCGCGAACGGCTTTATGTCGGGCACTGGAACGGCGCGATCTTCCCCAATTGCTCGTTC
GATCGCGAACGGCTTTATGTCGGGCACTGGAACGGCGCGATCTTCCCCAATTGCTCGTTC
GATCGCGAACGGCTTTATGTCGGGCACTGGAACGGCGCGATCTTCCCCAATTGCTCGTTC
GATCGCGAACGGCTTTATGTCGGGCACTGGAACGGCGCGATCTTCCCCAATTGCTCGTTC
GATCGCGAACGGCTTTATGTCGGGCACTGGAACGGCGCGATCTTCCCCAATTGCTCGTTC

EAE R E e

CTGTATGGCACCAACACCTTCAAAATCTGGCATCCACGCGGGCCGCACGAGATTGAAGTA
CTGTATGGCACCAACACCTTCAAAATCTGGCATCCACGCGGGCCGCACGAGATTGAAGTA
CTGTATGGCACCAACACCTTCAAAATCTGGCATCCACGCGGGCCGCACGAGATTGAAGTA
CTGTATGGCACCAACACCTTCAAAATCTGGCATCCACGCGGGCCGCACGAGATTGAAGTA
CTGTATGGCACCAACACCTTCAAAATCTGGCATCCACGCGGGCCGCACGAGATTGAAGTA

AEXEAXEAEAAEAAAAAXAAAXAAXAAXAAXAXAAAXAAXAAAXAAAAAXAAAAAAAAAAAXAALAAAXAAx*X

TGGACCTATACCATGGTGCCGAGCGATGCCGATCCCGCTACCAAGAGTGCGATACAGCGC
TGGACCTATACCATGGTGCCGAGCGATGCCGATCCCGCTACCAAGAGTGCGATACAGCGC
TGGACCTATACCATGGTGCCGAGCGATGCCGATCCCGCTACCAAGAGTGCGATACAGCGC
TGGACCTATACCATGGTGCCGAGCGATGCCGATCCCGCTACCAAGAGTGCGATACAGCGC
TGGACCTATACCATGGTGCCGAGCGATGCCGATCCCGCTACCAAGAGTGCGATACAGCGC

GAAGCGACGAGAACATTCGGAACCGCCGGGACGCTGGAAAGCGACGACGGCGAAAACATG
GAAGCGACGAGAACATTCGGAACCGCCGGGACGCTGGAAAGCGACGACGGCGAAAACATG
GAAGCGACGAGAACATTCGGAACCGCCGGGACGCTGGAAAGCGACGACGGCGAAAACATG
GAAGCGACGAGAACATTCGGAACCGCCGGGACGCTGGAAAGCGACGACGGCGAAAACATG
GAAGCGACGAGAACATTCGGAACCGCCGGGACGCTGGAAAGCGACGACGGCGAAAACATG

ER A s e T
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HR1b TCTTCGGCAACCTACGTGAACCGTGGCGTGATCACGCGTGACGGCATGATGAATTCGACC
HR5a TCTTCGGCAACCTACGTGAACCGTGGCGTGATCACGCGTGACGGCATGATGAATTCGACC
HRla TCTTCGGCAACCTACGTGAACCGTGGCGTGATCACGCGTGACGGCATGATGAATTCGACC
CHY-1 TCTTCGGCAACCTACGTGAACCGTGGCGTGATCACGCGTGACGGCATGATGAATTCGACC
HR3g TCTTCGGCAACCTACGTGAACCGTGGCGTGATCACGCGTGACGGCATGATGAATTCGACC
HR1b ATGGGCGTCGGCTACGAAGGACCGCATCCGGTTTATCCCGGAATCGTCGGCATCAGCTTC
HR5a ATGGGCGTCGGCTACGAAGGACCGCATCCGGTTTATCCCGGAATCGTCGGCATCAGCTTC
HR1la ATGGGCGTCGGCTACGAAGGACCGCATCCGGTTTATCCCGGAATCGTCGGCATCAGCTTC
CHY-1 ATGGGCGTCGGCTACGAAGGACCGCATCCGGTTTATCCCGGAATCGTCGGCATCAGCTTC
HR3g ATGGGCGTCGGCTACGAAGGACCGCATCCGGTTTATCCCGGAATCGTCGGCATCAGCTTC
HR1b ATTGGCGAGACATCCTACCGGGGCTTCTACCGGTTCTGGAAGGAAATGATCGATGCCCCC
HR5a ATTGGCGAGACATCCTACCGGGGCTTCTACCGGTTCTGGAAGGAAATGATCGATGCCCCC
HR1la ATTGGCGAGACATCCTACCGGGGCTTCTACCGGTTCTGGAAGGAAATGATCGATGCCCCC
CHY-1 ATTGGCGAGACATCCTACCGGGGCTTCTACCGGTTCTGGAAGGAAATGATCGATGCCCCC
HR3g ATTGGCGAGACATCCTACCGGGGCTTCTACCGGTTCTGGAAGGAAATGATCGATGCCCCC
HR1b GATTGGGCGAGCGTGAAGGCAAACGACGACAATTGGGATTCGGTCTTCACGAATCGCAAT
HR5a GATTGGGCGAGCGTGAAGGCAAACGACGACAATTGGGATTCGGTCTTCACGAATCGCAAT
HRla GATTGGGCGAGCGTGAAGGCAAACGACGACAATTGGGATTCGGTCTTCACGAATCGCAAT
CHY-1 GATTGGGCGAGCGTGAAGGCAAACGACGACAATTGGGATTCGGTCTTCACGAATCGCAAT
HR3g GATTGGGCGAGCGTGAAGGCAAACGACGACAATTGGGATTCGGTCTTCACGAATCGCAAT
HR1b TTCTGGAACGAAAAGCTCAACGCGGCCGAATGA

HR5a TTCTGGAACGAAAAGCTCAACGCGGCCGAATGA

HRla TTCTGGAACGAAAAGCTCAACGCGGCCGAATGA

CHY-1 TTCTGGAACGAAAAGCTCAACGCGGCCGAATGA

HR3g TTCTGGAACGAAAAGCTCAACGCGGCCGAATGA
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Anexo 4

Anexo 4: Alineamiento de las secuencias del gen bphA1lf de Sphingomonas

aromaticivorans F199 y phnAlf de Sphingomonas sp. LH128, R3 y R4a y

Novosphingobium sp. HS2a

LH128
R3

R4
HS2
F199

LH128
R3

R4
HS2
F199

LH128
R3

R4
HS2
F199

LH128
R3

R4
HS2
F199

LH128
R3

R4
HS2
F199

ATCGTCGCTTTCGAGCGTTCCCGCCGTACCAAATGAACGGATCGC-TTCGCGCTGGATCG
——————————————————————————— CCCTCGGGAACGGATCGCCTTCGCGCTGGATCG
——————————————————————————— ACCCTTTGCACGGATCGC-TTCGCGCTGGATCG
--TGTCGCTTTCGAGCGTTCCCGCCGTACCAAATGAACGGATCGC-TTCGCGCTGGATCG
——————————————————— CCCGCCGTACCAAATGAACGGATCGC-TTCGCGCTGGATCG

*x *

ACCGCTTAGTTTCGGTGTCGGCATTCTTCGGCACCATGGTATAGGTCCAGACCTCGATTT
ACCGCTTAGTTTCGGTGTCGGCATTCTTCGGCACCATGGTATAGGTCCAGACCTCGATTT
ACCGCTTAGTTTCGGTGTCGGCATTCTTCGGCACCATGGTATAGGTCCAGACCTCGATTT
ACCGCTTAGTTTCGGTGTCGGCATTCTTCGGCACCATGGTATAGGTCCAGACCTCGATTT
ACCGCTTAGTTTCGGTGTCGGCATTCTTCGGTACCATGGTATAGGTCCAGACCTCGATTT

E R S kK

CATGCGGCCCGCGCGGATGCCAGATCTTGAAGGTGTTGGTTCCGTAGAGGAACGAACAGT
CATGCGGCCCGCGCGGATGCCAGATCTTGAAGGTGTTGGTTCCGTAGAGGAACGAACAGT
CATGCGGCCCGCGCGGATGCCAGATCTTGAAGGTGTTGGTTCCGTAGAGGAACGAACAGT
CATGCGGCCCGCGCGGATGCCAGATCTTGAAGGTGTTGGTTCCGTAGAGGAACGAACAGT
CATGCGGCCCGCGCGGATGCCAGATCTTGAAGGTGTTGGTTCCGTAGAGGAACGAACAGT

B e S S

TGGGGAAGATCGACGTATTCCAGTGACCGACATAGAGCCGTTCGCGCTCCGGCCCGAATT
TGGGGAAGATCGACGTATTCCAGTGACCGACATAGAGCCGTTCGCGCTCCGGCCCGAATT
TGGGGAAGATCGACGTATTCCAGTGACCGACATAGAGCCGTTCGCGCTCCGGCCCGAATT
TGGGGAAGATCGACGTATTCCAGTGACCGACATAGAGCCGTTCGCGCTCCGGCCCGAATT
TTGGGAGGATCGACGTATTCCAGTGACCGACATAGAGCCGTTCGCGCTCCGGCCCGAATT

ECE

TTTCGCGAATTCCGCCCCGCGTCTGCTCGAGATATTTGACGTACCCGTCGCGCTTGACGT
TTTCGCGAATTCCGCCCCGCGTCTGCTCGAGATATTTGACGTACCCGTCGCGCTTGACGT
TTTCGCGAATTCCGCCCCGCGTCTGCTCGAGATATTTGACGTACCCGTCGCGCTTGACGT
TTTCGCGAATTCCGCCCCGCGTCTGCTCGAGATATTTGACGTACCCGTCGCGCTTGACGT
TTTCGCGAATTCCGCCCCGCGTCTCCTCGAGATATTTGACGTACCCGTCGCGCTTGACGT

ER T e R R

GGATCGCAGTCGCCGCATTATCGATCAGGCCAAACCCGTGGCCATGCCGCATGGTGAATT
GGATCGCAGTCGCCGCATTATCGATCAGGCCAAACCCGTGGCCATGCCGCATGGTGAATT
GGATCGCAGTCGCCGCATTATCGATCAGGCCAAACCCGTGGCCATGCCGCATGGTGAATT
GGATCGCAGTCGCCGCATTATCGATCAGGCCAAACCCGTGGCCATGCCGCATGGTGAATT
GGATCGCAGTCGCCGCGTTATCGATCAGGCCAAACCCGTGGCCATGCCGCATGGTGAATT

AEXEAXEAEXALAEAIAXAEAXAXA AAXXAXEAAXAXAAAXAAXAXAAXAAXAAAXAXAAXAAXAXAAXAAAXAALAAAXAKX*X

GCAGACCAAGGTCGTCAAACGGCATGTCGGCGCGATTGCCCGACAGGCCAGCCAGCTCGC
GCAGACCAAGGTCGTCAAACGGCATGTCGGCGCGATTGCCCGACAGGCCAGCCACCTCGC
GCAGACCAAGGTCATCAAACGGCATGTCGGCGCGATTGCCCGACAGGCCAGCCCGCTCGC
GCAGACCAAGGTCGTCAAACGGCATGTCGGCGCGATTGCCCGACAGGCCAGCCAGCTCGC
GCAGACCAAGGTCGTCAAACGGCATGTCGGCGCGATTGCCCGACAGGCCAGCCAGCTCGC

CCCCGATCATCTGGAGAGCGGCGGCATGCGTCCAGCCCACGTGATACCCATCGCCGACGA
CCCCGATCATCTGGAGAGCGGCGGCATGCGTCCAGCCCACGTGATACCCATCGCCGACGA
CCCCGATCATCTGGAGAGCGGCGGCATGCGTCCAGCCCACGTGATACCCATCGCCGACGA
CCCCGATCATCTGGAGAGCGGCGGCATGCGTCCAGCCCACGTGATACCCATCGCCGACGA
CCCCGATCATCTGGAGAGCGGCGGCATGCGTCCAGCCCACGTGATACCCATCGCCGACGA

R S S
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LH128 AGTTCTCGGTCGGGACTTTCCAATTGCAGGCGAGGGTGCTTTTCAACGGCGGCCCGACCA

R3 AGTTCTCGGTC———— = === e e
R4 AGTTCTCGGTCGGGACTTTCCAATTGCAGGCGAGGGTGCTTTTCAACGG-—-———=———~
HS2 AGTCCTCGGTCGGGACTTTCCAATTGCAGGCGAGGGTGCTTTTCAACGGCGGCCCGACCA
F199 AGTTCTCGGTCGGGACTTTCCAATTGCAGGCGAGGGTGCTCTTCAAVGGCGGCCCGAGCA

*Khk KhkhAkkiAkhkk
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Anexo 5

Anexo 5: Alineamiento de las secuencias del gen phnR de Burkholderia sp.

RP007, MS3y HR3p

RPOO7
HR3p
MS3

RPOO7
HR3p
MS3

RPOO7
HR3p
MS3

RPOO7
HR3p
MS3

RP007
HR3p
MS3

RPOO7
HR3p
MS3

RPOO7
HR3p
MS3

RPOO7
HR3p
MS3

RPOO7
HR3p
MS3

RP007
HR3p
MS3

RP007
HR3p
MS3

RPOO7
HR3p
MS3

ATGAAGAAAATCGAATACCCGGGGAATGACGACTTACGCGGACTGGTCCG
ATGAAGAAAATCGAATACCCGGGGAACGACGACTTACGCGGACTGGTCCG
ATGAAGAAAATCGAATACCCGGGGAATGACGACTTACGCGGACTGGTCCG

CTTCTCGACAGAGGACGGTCTGATCTGGCTGGGGGAGAGCCGGATGCTGC
CTTCTCGACAGAAGACGGTCTGATCTGGCTGGGGGAGAGCCGGATGCTGC
CTTCTCAACAGAGGACGGTCTGATCTGGCTGGGGGAGAGCCGGATGCTGC

B R S

TGCTTCACGTCGCCACGATGGCAGGACTGCGCCGCGAGCTGATCTTGTCG
TGCTTCACGTCGCCACGATGGCAGGACTGCGCCGCGAGCTGATCTTGTCG
TGCTTCACGTCGCCACGATGGCGGGACTGCGCCGCGAGCTGATCTTGTCA

AEEAXEAEXXALAEAAXAEAXAXAAXAAXAXAA AAXAXAXAAXAAAXAAXAXAAXAAAXALAXAXhkXx

GTAGGTATTGACGATGCGCGCCGGACCATCATCCGCATGGGGTATGAAGC
GTAGGTATTGACGATGCGCGCCGGACCATCATCCGCATGGGGTATGAAGC
GTAGGTGTTGACGATGCGCGCCGGACCATCATCCGCATGGGGTATGAAGC

*hKhk

CGGTTTGCGCGACGCCGAGATCGTCCGAAGGATACGCAGGAACGACGACG
CGGTTTGCGCGACGCCAAGATCGTGCGAAGGATACGCAGGAACGACGACG
CGGTTTGCGCGACGCCGAGATCGTGCGAAGGATACGCAGGAACGACGACG

AEXEAXEIKIAXALAAIAXAEAXAX KXAXAXAAXAA XAXAXAXAXAAXAAXAAXAAAXALAAAXhx*k

ATCTCGACGCTTACATCGCCGGACCCCAACTTTTCATGCTCGAAGGGGGC
ATCTCGACGCTTACATCGCCGGCCCCCAACTTTTCATGCTCGAAGGGGGC
ATCTCGACGCTTACATCGCCGGGCCCCAACTTTTCATGCTCGAAGGGGGC

GAACGTGTGTTTCCGCTGCGGGTCGAGATGGACGTGCCGAGCGGCAGCTT
GAACGTGTGTTTCCGCTGCGGGTCGAGATGGACGTGCCGAGCGGCAGCTT
GAACGTGTGTTTCCGCTGCGGGTCGAGATGGACGTGCAGAGCGGCAGCTT

ER A e *hKhk

TTATGGCGAGTTTCGCTCCGAGAATTCGTGGGAGGCGGAGTCTCATCTGC
TTATGGCGAGTTTCGCTCCGAGAATTCGTGGGAGGCGGAGTCTCATCTGC
TTACGGCGAGTTTCGCTCCGAGAATTCGTGGGAGGCGGAGTCTCATCTGC

FEE TEEAXAXEAAXAEAAXAAXTAAAAXXAAXAXAXAXAXAXAAXAXAXAXAXAXdxhd%

GCGAGTTCGGCCAGACCGACTACCCGGTGTGCTGGATGCGGGCAGGCTAC
GCGAGTTCGGCCAGACCGACTACCCGGTGTGCTGGATGCGGGCAGGCTAC
GCGAGTTCGGCCAGACCGACTACCCGGTGTGCTGGATGCGGGCAGGCTAC

GCCTCAGGCTATACGTCTGGCTTTCTTGGTCGACAGGTGTTGATGAAGGA
GCCTCAGGCTATACGTCTGGCTTTCTTGGTCGACAGGTGTTGATGAAGGA
GCCTCAGGCTATACGTCTGGCTTTCTTGGTCGACAGGTGTTGATGAAGGA

R = =

AATCGAATGCGCCGCCTGCGGTGCAGACCATTGCACGCTAGTGGGCAAAC
AATCGAATGCGCCGCCTGCGGTGCAGACCATTGCACGCTAGTGGGTAAAC
AATCGAATGCGCCGCCTGCGGTGCAGACCATTGCACGCTAGTGGGCAAAC

AEXEAXEAXKAAXEAAXEAXAXAALAAXAAAXAAAXAAXAXAAXAAAXAALAXAAAAAXALAX dhkxk

CTGCCGAGGAATGGGAGGACGTGGAGGACTATGCGAGCTACTTCACGCCG
CTGCCGAGGAATGGGAGGACGTGGAGGACTATGCGAGCTACTTCACGCCG
CTGCCGAGGAATGGGAGGACGAGGAGGACTATGCGAGCTACTTCACGCCG

* kK
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GAACAGGCTCCGAAAACCTCGACCCGCCGCGAGGAACCCACAGCCGCACG
GAACAGGCTCCGAAAACCTCGACCCGCCGCGAGGAACCCACAGCCGCACG
GAACAGGCTCCGAAAACCTCGACCCGCCGCGAGAAGCCCACAGCCGCACG

B R R R S R SR R R AR R R kR e e R e *

CAATGGCGGCGTCATCCTCCCGGGCCTGGTTGGCCGCTCGGCGGGTTTTC
CAATGGCGGCGTCATCCTCCCGGGCCTGGTTGGCCGCTCGGCGGGTTTTC
CAATGGCGGCGTCATCCTCCCGGGCCTGGTTGGCCGCTCGGCGGGCTTTC

GTCAAGCATGCGAGCTCATTGCCCGCGCGGCGGGTACCGACGTCACGGTG
GTCAAGCATGCGAGCTCATTGCCCGCGCGGCGGTTACCGACGTCACGGTG
GTCAAGCATGCGACCTCATTGCCCGCGCGGCGGGTACCGACGTCACGGTG

EE L *hKhkxk

CTGCTGCTCGGCGAGACGGGAGTTGGCAAGGAACGCTTTGCCCGCGCACT
CTGCTGCTCGGCGAGACGGGAGTTGGCAAGGAACGCTTTGCCCGCGCACT
CTGCTGCTCGGCGAGACGGGAGTCGGCAAGGAACGCTTTGTCCGCGCACT

xxxxxxxxxxxxxxxxxxx R R o

GCACCAACTCAATCGGCGGCGCGATCAACCCTTCGTTGCGGTCAACTGCG
GCACCAACTCAATCGGCGGCGCGATCAACCCTTCGTTGCGGTCAACTGCG
GCACCAACTCAATCGGCGGCGCGATCAACCCTTCGTTGCGGTCAACTGCG

CAGCGATCCCCCATGAGCTGATTGAATCCGACCTGTTCGGTGTCGAGAAG
CAGCGATCCCCCATGAGCTGATTGAATCCGATCTGTTCGGTGTCGAGAAG
CAGCGATCCCCCATGAGCTGATTGAATCCGACCTGTTCGGTGTCGAGAAG

*hKhkKkk

GGAGCCTATACCGGGGCTACGGCGTCACGCCCAGGCAAGTTCGAGCGCGC
GGAGCCTATACCGGGGCAACGGCGTCACGCCCAGGCAAATTCGAGCGCGC
GGAGCCTATACCGGGGCTACGGCGTCACGCCGAGGCAAGTTCGAGCGCGC

AEXEAXEAXAAXAAAXAAXAXAA AAAAXAAXAAXAXAA AKX dhxAkhdhkh kdhxkxAhhiihik

CGACGGTGGCACCCTGTTTCTTGACGAGATCGGCGAGATGCCGCTCGCCG
CGACGGTGGCACCCTGTTTCTTGACGAGATCGGCGAGATGCCGCTCGCCG
CGACGGTGGCACCCTGTTTCTTGACGAGATCGGCGAGATGCCCCTCGCCG

* kK

CCCAGGCCAAGCTATTGCGAGCACTTCAGGAAGGCGAAATCGAGCGGCTT
CCCAGGCCAAACTATTGCGAGCACTTCAGGAAGGCGAAATCGAGCGACTT
CCCAGGCCAAGCTATTGCGAGCGCTTCAGGAAGGCGAAATCGAGCGGCTT

FAEEXAXEAIAXAAKX FAEAEAIATXAXLXAAXAAAX XAAXEAXAXAIAXTXAAXA ALK XX AXxdxhdk **x*k

GGCGACGAGCGCGTGCGCAAGGTGAACGTGCGGGTGGTCGCCGCCACCAA
GGCGATGAGCGCGTGCGCAAGGTGAACGTGCGGGTGGTCGCCGCCACTAA
GGCGACGAGCGCGTGCGCAAGGTGAACGTGCGGGTGGTCGCCGCCACAAA

nnnnnn *%

CATCGATCTCACCCAGGCAGTCAAGGATGGCCGCTTCCGTGCGGACCTGT
CATCGATCTCACGTAGGCAGTCAAGGATGGCCGCTTCCGTGCGGACCTGT
CATCGATCTCACCCAGGCAGTCAAGGATGGCCGCTTCCGTGCGGACCTGT

B R B L S

TCTATCGCCTGTGCGTGTTTCCGATCCACATCCCGCCACTGCGCGAGCGC
TCTATCGCCTGTGCGTGTTTCCGATCCACATCCCGCCACTGCGCGAGCGC
TCTATCGCCTGTGCGTGTTTCCGATCCACATCCCGCCACTGCGCGAGCGC

AEXEAXEAEXAXAEIAAXAAXAXAALAAXAAAXAAXAAXAXAAXAAAXAAAAAAAAXALAAAAAX*X

CTCGCCGATCTGCAGCCGCTGATCGACACGCTAGTCGAGCGCTTCTCCGT
CTCGCCGATCTGCAGCCGCTGATCGACACGCTAGTCGAGCGCTTCTCCGT
CTCGCCGATCTGCAGCCGCTGATCGACACGCTAATCGAGCGCTTCTCCGT

*
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GGTCCACAACAAACCGGTGCTTGGCGTTTCCGATATGGCTTTACGCCTGC
GGTCCACAACAAACCGGTGCGTGGCGTTTCCGATATGGCTTTACGCCTGC
GGTCCACAACAAGCCGGTGCGTGGCGTTTCCGATATGGCTTTACGCCTGC

s I ek R e e S e

TCAAGCGTTATACCTGGCCTGGCAACATCCGGGAGCTGGAAAACATGCTG
TCAAGCGTTACACCTGGCCTGGCAACATCCGGGAGCTGGAAAACATGCTG
TCAAGCGTTACACCTGGCCTGGCAACATCCGGGAGCTGGAAAACATGCTG

GAGCGCGCAATGATCCTCGCACCCGAGGATGGCTGGATCGAAGCCGTCCA
GAGCGCGCAATGATCCTCGCACCCGAGGATGGTTGGATCGAAGCCGTCCA
GAGCGCGCAATAATCCTCGCACCCGAGGATGGCTGGATCGAAGCCGTCCA

CCTCTCCACCCCGCTGGAATCCGCACGGGCCGGCAGCAGTGGTATCGGCC
CCTCTCCACCCCGCTGGAATCCGCACGGGCCGGCAGCAGTGGTATCGGCC
CCTCTCCACCCCGCTGGAATCCGCACGGGCCGGCAGCAGTGGTATCGGCC

*hkdkhkx

GGACAGGAGCGCTCGAATCGGCAAGTGTCGCCAATCCGTCTCATCAGTCA
GGACAGGAGCGCTCGAATCGGCAAGTGTCGCCAATCCGTCTCATCAGTCA
GGACAGGAGCGCTCGAATCGGCAAGTGTCGCCAATCCGTCTCATCAGTCA

B L s R = 2

CTGGTGGAGCACGTCTTGAACTCGGGGCTCTCGTTCGAGGAACTTGAAAC
CTGGTGGAGCATGTCCTGAACTCGGGGCTCTCGTTCGAGGAACTTGAAAC
CTGGTGGAACACGTCCTAAACTCGGGGCTCTCGTTCGAGGAACTTGAAAC

*hkkAkkkhkk *k Xhkkhk Kk Khkk

GCTGGTGTTGCAGGAGTCGGTCAACCTTTCCGGTGGCAGCTTCGCCCGCG
GCTGGTGTTGCAGGAGTCGGTCAACCTTTCCGGCGGCAGCTTCGCCCGCG
GCTGGTGTTGCAGGAGTCGGTCAACCTTTCCGGTGGCAGCTTCGCCCGCG

E R

CCGCGCGTGCGTTGGGCATGACCAGCCCACAGTTACGCTATCGACTTCGA
CCGCGCGTGCGTTGGGCATGACCAGCCCACAGTTACGCTATCGA-————-
CCGCGCGTGCGTTGGGCATGACCAGCCCACAGTTACGCTATCGACTTCGA

AEXEAXEAAKXAXAAAXAAXAXAAAAAXAAXAAAXAAXAAAXAAAAALAXAAAAAXAX

AAGCGCCAGGCAGCCACTCTCGCGGCGCCGGAGCGCTGA

AAACGCCGGGCAGCCACTCTCGCGGCGCCGGAGCACTGA
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