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l. Introduccion

1.1 Los hidrocarburos policiclicos aromaticos y su presencia en el suelo

Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH) son compuestos organicos de dos o mas
anillos bencénicos en distintas configuraciones estructurales que constituyen una fraccion
importante del petréleo (Patel y col., 2012). En base a su alta abundancia y toxicidad, 16
PAH se incluyeron en la lista de contaminantes prioritarios de la EPA (Environmental
Protection Agency) (Peng y col., 2008) (Figura 1.1).

Los PAH son continuamente generados por la combustidon incompleta de la materia
organica, tanto por causas naturales como antropogénicas, como los incendios forestales, la
calefaccion del hogar, el trafico, la incineracion de residuos, etc. (Thion y col., 2013). Sin
embargo, durante la mayor parte del siglo XX la contaminacion masiva del suelo con PAH se
origind a través de la industria petroquimica (Johnsen y col., 2005). Algunos PAH son
también utilizados en la sintesis de diferentes compuestos organicos como pesticidas,
fungicidas, detergentes, tinturas y bolas de naftalina (Samanta y col., 2002).

Los sitios contaminados con PAH u otros derivados de petréleo plantean un gran problema
ambiental (Ros y col., 2010) y se encuentran comunmente dentro o cerca de las ciudades,
representando un considerable riesgo para la salud publica.

La contaminacién del suelo con PAH esta asociada generalmente a derrames accidentales o
a la pérdida de productos derivados del petréleo refinado (Towell y col., 2011). En general
los suelos contaminados con petrdleo contienen mezclas complejas de hidrocarburos,
incluyendo los LMW PAH (Low Molecular Weight, de bajo peso molecular) y los HMW (High
Molecular Weight, de alto peso molecular) (Lafortune y col., 2009).

Los LMW PAH son relativamente mas volatiles y mas solubles en agua que los HMW PAH,
y ademas son mas susceptibles a la degradacién (Pannu y col., 2003). Dentro de los LMW
PAH, el naftaleno, antraceno y fenantreno son los mayormente distribuidos en el ambiente y
son considerados como prototipo de los PAH debido a que su nucleo estructural se
encuentra en varios PAH carcinogénicos de mayor peso molecular (Mallick y col., 2011).
Cuando los PAH se depositan en la superficie terrestre se unen a las particulas del suelo,
dependiendo del tipo de suelo (contenido de materia organica, su composicion y su
estructura) (Tsibart y Gennadiev, 2013) y del PAH, por lo que es la adsorcién la que
gobierna su movilidad (Abdel-Shafy y Mansour, 2015). La reduccion de la biodisponibilidad
de los PAH con el tiempo representa uno de los desafios mas dificiles en la biorremediacion
de suelos contaminados, dado que estos compuestos aromaticos son progresivamente

secuestrados y quedan menos disponibles para los microorganismos (Puglisi y col., 2007).
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PAH de bajo peso molecular PAH de alto peso molecular
(LMW) (HMW)

fluoranteno
naftaleno
(c)
pireno
acenafteno
i (a) criseno
(d)

acenaftileno

benzo(k)flucranteno

fluoreno benzo(b)fluoranteno

0 &
benzo(a)pireno I
A

benzo(g,h,i)perileno
fenantreno

~ |

antraceno

dibenz(a,h)antraceno
indeno(1,2,3-c,d)pireno

Figura 1.1. Estructura quimica de los 16 PAH incluidos en la lista de contaminantes prioritarios de la

EPA. Las letras entre paréntesis iguales indican igual peso molecular.
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En particular, el fenantreno esta dentro del grupo de los 16 PAH listados como
contaminantes prioritarios (Janbandhu y Fulekar, 2011), si bien no presenta un riesgo para
la salud humana es téxico para peces y algas (Waigi y col., 2015). Esta formado por un
sistema de tres anillos aromaticos y se encuentra en altas concentraciones en sedimentos,
superficie de suelos y sitios contaminados con PAH. Las propiedades fisicas del fenantreno
lo hacen industrialmente utii en muchos aspectos, intermediario en la sintesis de
fenantrenoquinona en pesticidas, en la produccion de resinas, fabricacion de plastico, entre
otras (Waigi y col., 2015). Dado que es el PAH de menor tamafio que posee las regiones
bay y K, caracteristicas de muchos PAH de alto peso molecular (Zhang y col., 2006),
(Figura 1.2) es generalmente utilizado como sustrato modelo para estudiar el metabolismo
de otros PAH con propiedades carcinogénicas (Puglisi y col., 2007). La region Bay es una
zona entre los carbono 4 y 5 con impedimento estérico y la regién K se encuentra entre los
carbonos 9 y 10, un doble enlace con alta densidad electrénica (Waigi y col., 2015).Estas
regiones resultan sitios de ataque de enzimas bacterianas y de mamiferos, generando
epoxidos capaces de formar aductos con el DNA, con efecto carcinogénico (Pandey y col.,
2016).

Parte del fenantreno liberado al ambiente es adsorbido por las particulas en suspension en
la atmdsfera; sin embargo, dado que la volatilidad y solubilidad son muy bajas, su principal
destino es el suelo (Ortiz Lopez, 2004). Una variedad de géneros bacterianos como
Acidovorax, Arthrobacter, Brevibacterium, Burkholderia, Comamonas, Mycobacterium,
Pseudomonas y Sphingomonas son capaces de utilizar el fenantreno como unica fuente de

carbono y energia (Li y col., 2009).
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Figura 1.2. Estructura quimica de la molécula de fenantreno y regiones bay y K (Waigi y col.,
2015).
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I.2 La degradacion bacteriana de PAH

Si bien los PAH pueden sufrir oxidaciones quimicas, fotolisis, adsorcion a particulas de
suelo y volatilizacion, la degradacion microbiana es el principal proceso involucrado en la
eliminacion de dichos contaminantes organicos del suelo (Lors y col., 2010). La bacterias
son los agentes mas activos en la degradacion del petrdleo y sus derivados y funcionan
como degradadores primarios ante un derrame ambiental (Olajire y col., 2014). En vista que
la degradacion bacteriana sobrepasa las limitaciones asociadas a la mayoria de los
procesos fisico-quimicos, provocando la real destruccion de muchos de los contaminantes
organicos a bajo costo, se considera a la actividad microbiana una solucién para remediar el
dafo que los PAH causan al ambiente y para recuperar ecoldégicamente un sitio
contaminado (Mallick y col., 2011).

Numerosas bacterias se identificaron como degradadoras de distintos PAH incluyendo los
géneros Pseudomonas, Sphingomonas, Cycloclasticus, Burkholderia, Rhodococcus,
Polaromonas, Neptunomonas, Janibacter, Nocardia, Bacillus, Alcaligenes, Mycobacterium,
Stenotrophomonas entre otras (Lu y col., 2011).

Existen diferentes maneras de iniciar la degradacion de un PAH, que dependera del tipo de
microorganismo degradador, y de la utilizacién o no del oxigeno. La degradacion bacteriana
aerobica de PAH consiste en reacciones metabdlicas de varios pasos que son separadas
en dos vias principales, la via periférica y la via central (Figura 1.3). La primera comienza
con una oxidacién y termina con la formacion de intermediarios centrales que pueden ser
compuestos como el catecol y el protocatecuato (compuesto no catecdlico) (Ladino-orjuela y
col., 2016). Los PAH son modificados inicialmente por dioxigenasas, enzimas
multicomponente que incorporan oxigeno molecular al sustrato (Agrawal y Shahi, 2015),
que catalizan la introduccion de dos atomos de oxigeno al hidrocarburo aromatico para
formar un cis-dihidrodiol. En el metabolismo central estos intermediarios dihidroxilados son
metabolizados por enzimas que rompen el anillo aromatico en vias de orto- y meta-clivaje
(intradiol o extradiol dioxigenasas respectivamente) y asi posteriormente son transformados
en intermediarios del ciclo TCA (Kim y col., 2009) (Figura 1.3). En el caso del fenantreno,
luego de la incorporacibn de dos atomos de oxigeno, los cis-dihidrodioles son
subsecuentemente clivados y convertidos en acido 1-hidroxi 2-naftoico, que es el metabolito

intermediario principal (Waigi y col., 2015).
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Figura 1.3. Representacion esquematica del metabolismo aerdbico bacteriano de hidrocarburos
aromaticos. Las rutas periféricas finalizan con la formacién de intermediarios centrales. El
metabolismo central comienza con la desestabilizacién del anillo aromatico de los metabolitos
intermediarios hasta la formacién de biomasa. Esquema adaptado de un trabajo de Ladino-orjuela
y col., (2016)

[.3 La utilizacion de microorganismos en procesos de biorremediacion

Existen diferentes métodos para detoxificar ambientes contaminados con PAH (Adetutu y
col.,, 2013), ya sea con un enfoque fisicoquimico o biolégico (Mrozik y Piotrowska-Seget,
2010). En la actualidad, una de las tecnologias mas prometedoras para remover y limpiar los
PAH de los ambientes naturales es la biorremediacion, definida como una tecnologia
amigable con el medio ambiente (minimo impacto ambiental), de bajo costo, que busca la
atenuacion o transformacion de los compuestos contaminantes mediante el uso de
comunidades microbianas (ya sea levaduras, hongos o bacterias) (Moscoso y col., 2012).

La eficiencia de la biorremediacion depende de varios factores como la presencia de
microorganismos con el potencial catabdlico apropiado en el sitio contaminado, las
condiciones ambientales y nutricionales y la composicion, la concentracion y la
biodisponibilidad del contaminante para que sea atacado por los microorganismos

(Cerqueira y col., 2014).
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Aun en areas pristinas existe una porcién de bacterias capaces de degradar PAH, por lo que
cuando recibe de manera repentina una gran dosis de hidrocarburos (“suelo contaminado en
forma aguda”), la comunidad microbiana del sitio se adapta a la nueva situacién a través de
un proceso de sucesion secundaria (evolucion de una comunidad bacteriana originada por
una perturbacion). Aquellas bacterias capaces de utilizar el sustrato contaminante como
fuente de nutrientes prolifera y se convierte en predominante (Kuiper y col., 2004), mientras
que las poblaciones sensible al estrés causado por la contaminacién tenderan a
desaparecer. Generalmente el estrés por contaminacion por PAH es debido principalmente
a la formacién de intermediarios toxicos como el catecol y sus derivados (Fazzini y col.,
2010). En consecuencia estds comunidades tienden a volverse menos diversas
dependiendo de la complejidad del compuesto y el tiempo de exposicion (Gonzalez y col.,
2011).

Si un suelo sufrié un evento de contaminacion remoto o recibe un evento de contaminacién
constantemente, pueden considerarse como un “suelo contaminado en forma crénica”. En
las comunidades microbianas crénicamente expuestas a PAH predominan los
microorganismos capaces de usar el PAH como fuente de carbono y energia. La adaptacion
de los microorganismos al contaminante hace que los suelos cronicamente contaminados
sean el sitio de eleccion para el screening de microorganismos potencialmente utiles para un
proceso de biorremediacion (Aitken y col., 1998). La importante presion de seleccion
ejercida sobre estos suelos afectaria tanto la diversidad como la funcionalidad de los
comunidades microbianas del suelo (Mendes y col., 2015) y podria limitar la biodegradacién
de los compuestos mas recalcitrantes.

En estos casos la bioestimulacién o el bioaumento podrian ser una opcion de tratamiento.
En la primera estrategia se agregan nutrientes con el fin de estimular a las poblaciones
degradadoras originales mientras que en la segunda estrategia se anaden cepas con
capacidades degradativas especificas con el fin de lograr una cooperacion conjunta con los

microorganismos indigenas del suelo (Gojgic-Cvijovic y col., 2012)

I.4 La estrategia de bioaumento

La premisa basica del bioaumento es que las capacidades metabdlicas de las comunidades
microbianas aumentara mediante una diversidad genética exdgena, que conduce a un
repertorio mas amplio de reacciones de biodegradaciéon (El Fantroussi y Agathos, 2005).
Existen tres enfoques para el bioaumento, la inoculacidon con una cepa o un consorcio
microbiano funcional para aumentar el potencial de degradacion del suelo, introducir

informacion genética transferible desde una cepa dadora a una poblacién bacteriana
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indigena establecida y competitiva o introducir un grupo inespecifico de bacterias (Patel y
col., 2012).

Si bien el bioaumento ha sido objeto de numerosos estudios (Vecchioli y col., 1990; Ronen y
col., 2000; Ruberto y col., 2003; Gomes y col., 2005; Coppotelli y col., 2008; Ibarrolaza y
col., 2011), continta siendo uno de los capitulos mas controversiales de la biotecnologia
ambiental (Thompson y col., 2005; Fernandez-Luqueiio y col., 2011).

El bioaumento podria aplicarse a suelos con un niumero bajo de microorganismos, 0 que
contiene contaminantes que requieren procesos multiples de remediacion, en sitios donde
los costos de los métodos no biolégicos excedan el costo del bioaumento. Por otra parte, el
bioaumento estéd recomendado en suelos donde los compuestos contaminantes generan
largos periodos de aclimatacion o adaptacion (Mrozik y Piotrowska-Seget, 2010).

La sobrevida, el establecimiento y crecimiento de un microorganismo inoculado en la matriz
de suelo es un proceso dificil ya que depende de muchos factores biéticos y abidticos. Los
factores limitantes podrian ser el estrés causado por el cambio de condiciones de laboratorio
a condiciones de campo, el tamafo del inoculo en relacion a la biomasa del suelo, la
competencia con la microbiota natural del suelo, la predacion (Vazquez y col., 2013), la
disponibilidad de aire o agua, la temperatura y, en el caso especifico de los PAH, la
biodisponibilidad de la fuente de carbono y energia (Jacques y col., 2008).

Pese a la gran variedad de especies bacterianas aisladas que son capaces de degradar
PAH, no es de esperar que un solo microorganismo presente la habilidad de degradar
completamente todos los PAH presentes en el suelo contaminado. Los consorcios
microbianos proveen una degradacion mas efectiva del contaminante organico; ya que
implica la accion concertada de diferentes microorganismos sobre un sustrato, mediante la
combinacion de sus actividades metabdlicas cooperativas ( Mueller y col., 1989;Bouchez y
col., 1999; Yuan y col., 2000; Desai y col., 2010; ViAas y col., 2005).

1.4.1 Los consocios microbianos como inoculantes

Un consorcio microbiano es una asociacion natural de dos o mas poblaciones microbianas,
de diferentes especies, que actian conjuntamente como una comunidad, donde todos se
benefician de las actividades de los demas. En estas comunidades coordinadas, la
biodegradacion involucra la transferencia de sustratos y productos, un proceso conocido
como cooperacion metabdlica (Megharaj y col., 2011).

El cultivo de consorcios debe ser preferencialmente utilizado cuando el objetivo es producir
una asociacidn microbiana para ser usada como inoculante o cuando el objetivo es
comprender el mecanismo intrinseco y los niveles tréficos existentes en una comunidad

cuando se degrada un contaminante (Caldwell y col., 1997)
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Los consorcios microbianos se pueden clasificar como consorcios definidos y consorcios no
definidos. Los primeros estan constituidos por una combinacién de cepas aisladas con
capacidades degradativas conocidas que son complementarias entre si. Por otra parte, los
consorcios no definidos son el resultado de procesos directos de enriquecimiento a partir de
muestras ambientales con historia previa de contaminacién (Dejonghe y col., 2003; Auffret y
col., 2014; Fuentes y col., 2016). En esto ultimos la poblacion microbiana se selecciona
naturalmente por su cooperacion metabdlica en la degradacion del contaminante, lo que
ofreceria una mejor eficiencia que el consorcio definido (Vifias Canals, 2005). Sin embargo,
los consorcios no definidos presentan una desventaja importante con respecto a la
conservacion y cultivo. La criopreservacion es uno de los métodos mas utilizados, en el cual
se acepta que gran parte de las células bacterianas mueren si se preservan largos
periodos, sin embargo en el caso de cultivos puros una concentracién de células alta es
suficiente para mantener el cultivo. Contrariamente, en los consorcios microbianos la
variacion de la viabilidad de los diferentes microorganismos durante su preservacion puede
afectar las abundancias relativas de los microorganismos y asi comprometer las
caracteristicas bioquimicas del cultivo (Alam y col., 2015). Por otro lado como los consorcios
naturales se definen en funcion de sus capacidades metabdlicas, es indispensable
cultivarlos en presencia de la presion de seleccion utilizada para su obtencion.

Es importante establecer evaluaciones previas en el laboratorio para caracterizar el
consorcio microbiano y determinar su capacidad de remover el contaminante y aumentar la
eficiencia de la biorremediacién (Molina y col., 2009).

Se han propuesto tres mecanismos involucrados en la mejora de la degradacion de PAH
por consorcios microbianos: i) consorcios bacterianos que pueden mitigar la inhibicién
causada por los PAH en el crecimiento de algunas bacterias degradadoras del mismo y por
lo tanto aumentar su eliminacién (Bouchez y col., 1999) ii) la cooperacién entre los
diferentes genotipos de bacterias en el consorcio podria dar lugar a la aparicién de diversas
vias de degradacion de PAH y asi generar una rapida degradacién (Bouchez y col., 1999).
iii) los consorcios podrian realizar una via completa de degradacion del hidrocarburo ya que
algunas cepas constituyentes degradarian los metabolitos acumulados (Luan y col., 2006;
Zhong y col., 2011).

1.5 Inoculantes como invasores del microbioma del suelo

En la actualidad poco se entiende de cémo se comportan las cepas puras aisladas o los

consorcios microbianos bajo condiciones ambientales y como interaccionan con el

microbioma nativo. El disefio de estrategias de bioaumento requiere el conocimiento del
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potencial de los microorganismos inoculados de mejorar la eficiencia de degradacién de los
contaminantes presentes y su influencia en la comunidad microbiana nativa del suelo.
Desde una perspectiva ecoldgica el bioaumento resulta una aplicacién practica del
fendmeno de invasion. La invasion es el establecimiento de un microorganismo no nativo en
una comunidad, logrando ser un indicador de la composicién y estabilidad de la comunidad
(Shade y col., 2012). Un mecanismo importante que limita la invasidon en comunidades
altamente diversas es la competencia por los nutrientes, el establecimiento de la especie
invasora depende de la cantidad de recursos que no son consumidos por las especies
nativas, y de la tasa a la que la especies nativas e invasoras los consumen (Van Elsas y
col., 2012).

Las invasiones microbianas siguen un proceso secuencial comenzando con la (a)
introduccion, (b) el establecimiento, (c) el crecimiento y propagacion y (d) el impacto del
inoculante (Figura 1.4). Una vez que el invasor (inoculante) supero las barreras abioticas se
considera introducido al nuevo ambiente, por otra parte, las barreras biéticas hacen que el
inoculante se mantenga en su fase de establecimiento mientras que sea capaz de mantener
una poblacion viable. Una vez establecido, si logra acceder a los recursos locales comienza
su crecimiento y propagacion, teniendo en cuenta que en la naturaleza la adquisicion de
nutrientes en un nuevo ambiente no esta garantizada. Como consecuencia, un crecimiento
neto positivo pondria en evidencia una invasion exitosa, donde el invasor se convierte en un
residente autéctono. La introduccién de microorganismos a un ambiente se considera
exitosa cuando la/s especie/s introducida presenta/n la capacidad de alterar las
interacciones dentro de una comunidad y generar cambios en la estructura de la comunidad
e impactos neutrales, benéficos o negativos en el nuevo habitat (Mallon y col., 2015).

La diversidad de una comunidad es una funcién de dos componentes. El primero es el
numero total de especies presentes en la muestra, conocido como riqueza de especies, v el
segundo la distribucion de los individuos entre las especies, lo que se conoce como
equitatividad (Dejonghe y col., 2001). Las comunidades microbianas con un alto nivel de
equitatividad son mas resistentes a la invasién dado el solapamiento de nichos ecoldgicos
de los taxones nativos. Es por este motivo que comprender la composicion de la comunidad
microbiana donde se planea ejecutar la estrategia de bioaumento es un requisito para
entender su éxito potencial (Helbling, 2015).

Por otro lado, dado que el éxito del bioaumento depende en parte de la diversidad genética
del invasor, la inoculacion de consorcios bacterianos presentaria una ventaja frente a la

utilizacién de cultivos puros (Bardi y col., 2006).
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Figura l.4. Representacién de una invasion exitosa de un microorganismo invasor (bacilo con puntos
verdes) en una comunidad con varios taxones microbianos interpretados en distintos colores. Se
muestra la transicion de la misma comunidad microbiana en cada fase del proceso de invasion.

Esquema adaptado de un trabajo de Mallon y col., (2015).

1.6 Biorremediacion de suelos contaminados con Hidrocarburos Policiclicos

Aromaticos: una vision molecular

El estudio de las comunidades microbianas ha sido reconocido como un parametro
ecolégico imperativo en el estudio de los procesos de biorremediacion (Desai y col., 2010).
La obtencién de informacién esencial para el éxito de los procesos de biorremediacion
podria incluir: (1) la identificacion de los microorganismos presentes en el suelo
contaminado; (2) la investigacion de sus capacidades metabdlicas y (3) el entendimiento de
los potenciales cambios en la comunidad microbiana en respuesta a los cambios en los
factores ambientales, como la inoculacién. (Uhlik y col., 2013).

Para lograr obtener esta informacion, inicialmente las muestras de ambientes contaminados
se incuban en el laboratorio y se calculan las tasas de degradacion o inmovilizacion del
contaminante. Estos estudios estiman la potencial actividad metabdlica de la comunidad
microbiana, sin embargo brindan poca informacion acerca de los microorganismos que son

responsables de la biorremediacién (Lovley, 2003).
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Para estudiar las comunidades microbianas de un ambiente puede utilizarse una estrategia
secuencial en la que en el primer nivel se identifican o cuantifican los microorganismos
presentes y en el segundo nivel se estudia la interaccién entre cada uno de ellos y con el
ambiente (influencia de factores bidticos y abidticos) (Gao y Tao, 2012). Se sabe
relativamente poco acerca de los ensamblajes naturales microbianos (Ruan y col., 2006;
Horner-Devine y col., 2007; Raes y Bork, 2008; Fuhrman y Steele, 2008; Fuhrman, 2009), ya
que son generalmente taxondmicamente muy complejos y pueden estar compuestos de
cientos de diferentes especies (Martiny y col., 2006). Ademas, las comunidades naturales
son muy dificiles de recrear o de estudiar bajo condiciones controladas de laboratorio dado
que muchos de sus componentes no logran ser cultivados (Staley y Konopka, 1985). La
dificultad de cultivar estos microorganismos esta generalmente vinculada al lento
crecimiento y los requerimientos nutricionales no conocidos, sin embargo puede también
deberse a la existencias de relaciones sinecoldgicas (Chaffron y col., 2010).

Son necesarias nuevas técnicas de cultivo para aislar nuevas especies con influencia
potencial en los ciclos claves de la biosfera, para evaluar las condiciones de vida de
especies dominantes conocidas y por sobre todo para investigar la interacciéon funcional con
el ambiente y el ecosistema global. (Gao y Tao, 2012).

Por otra parte, el analisis cultivo independiente de la estructura de la comunidad microbiana
en sitios contaminados utilizando técnicas de perfil molecular ha sido fundamental en la
comprension de la dinamica de la comunidad, la abundancia relativa y la distribucion de los
microorganismos activamente involucrados en los procesos de biorremediacion (Desai y
col., 2010).

Desde los ultimos 30 afios, y especialmente en los ultimos 10 afios con la asistencia de la
bioinformatica, la exploracion de las comunidades microbianas ambientales abarca un
amplio rango de metodologias (mas rapidas, mas exactas y mas sensibles) que facilita las
investigaciones (Gao y Tao, 2012). El desarrollo de las herramientas de secuenciacion del
DNA en los ultimos 30 anos generd un verdadero cambio en la comprension de las
comunidades microbianas y su rol estructural en la dinamica biogeoquimica del suelo
(Heidelberg y col., 2010), permitiendo acceder a los recursos genéticos de la gran mayoria
de las especies microbianas presentes en el suelo, que antes escaparon al escrutinio
cientifico.

La nueva generacién de tecnologias de secuenciacion masiva, NGS (next generation
sequencing), presenta el potencial de revolucionar nuestra capacidad de entender el mundo
microbiano (Liu y col., 2009). Las NGS son tecnologias muy poderosas que permiten
investigar la composicion de la compleja comunidad bacteriana de diferentes ambientes

(van Kessel y col., 2011). No solamente focalizando el interés en la composicion de la
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comunidad sino también en los rasgos funcionales y la relacién entre la comunidad
microbiana con los factores ambientales (Langenheder y col., 2010).

Estos enfoques junto con las herramientas bioinformaticas aumentan la posibilidad de un
estudio global de la ecologia microbiana de los suelos contaminados, para lograr una
profunda comprension de las respuestas a cambios en el ambiente (Mendes y col., 2015).
Entre las plataformas de secuenciacion mas utilizadas durante los ultimos afios se puede
mencionar a la pirosecuenciacion (Roche 454) y la secuenciacion por sintesis (lllumina)
(Cortés-lépez y col., 2014).

Mediante pirosecuenciacién se pueden analizar los heterogéneos productos de PCR
provenientes de una comunidad de suelo sin la necesidad de ser clonados. Y al unir un
cédigo de barra a los primers es posible procesar una gran cantidad de muestras en una
sola corrida (multiplex barcoded pyrosequencing) (Liu y col., 2008).

Si bien estas tecnologias NGS brindan mucha informacién sin conocer a priori la estructura
de la comunidad, estan sujetas a sesgos gracias a las limitaciones en la preparacion de la
muestras, en la amplificacion por PCR y en la secuenciacion (Bohorquez y col., 2012).

Las plataformas NGS producen millones de secuencias cortas, que varian en longitud
desde decenas de pares de bases a 800 pares de bases. Si bien la longitud de las
secuencias aumenta a medida que avanza la tecnologia, son aun mas cortas que lo
deseado o que la longitud obtenida mediante Sanger (1000 bp). Consecuentemente, es
necesario que posteriormente a la secuenciacion se realice el ensamblado bioinformatico de
las secuencias obtenidas, el solapamiento de las secuencias para reconstruir secuencias
completas o contiguas de DNA (contigs) (Cortés-lépez y col., 2014).

El analisis de secuencias largas y contiguas nos permite identificar marcos abiertos de
lectura (ORF) y operones (Caporaso y col., 2012). Ademas las funciones de los genes
vecinos de los genes target se puede revelar mediante el analisis de la secuencia completa
del inserto. Las distancias inter-génicas tienden a ser mas cortas entre genes del mismo
operon que entre operones (Salgado y col.,, 2000) y los ORFs vecinos tienden a estar
asociados funcionalmente (Overbeek y col., 1999; Suenaga, 2012).

La exploracién de los genomas de la “mayoria no cultivable” se convirtié en posible gracias
a la metagendmica, un método independiente de cultivo basado en la biologia molecular
que permite explorar el potencial metabdlico de especies no cultivables mediante el clonado
de grandes fragmentos de DNA aislado directamente del ambiente (Vasconcellos y col.,
2010; Suenaga, 2012). La metagendémica desbloquea la “caja negra” en la que se encuentra
la biomasa activa y ofrece un importante potencial para la mejora de los tratamientos de
biorremediacion (Jadeja y col., 2014).

Estas herramientas moleculares allanaron el camino para encontrar funciones de

microorganismos dentro de las comunidades tanto en distribuciones temporales como

32



Introduccion — Capitulo |

espaciales. La funcion de los microorganismos poco comunes merece especial atencion
debido a que especies poco dominantes en numero no necesariamente son poco
importantes para el sistema. Generalmente interaccionan con las especies dominantes
como proveedores de sustratos traza esenciales (Gao y Tao, 2012).

Considerando que se ha logrado evaluar solo el 1-2% del potencial biocatalitico de los
microorganismos, los estudios metagenomicos ofrecen una herramienta de exploracion de
la comunidad microbiana total (Vasconcellos y col., 2010) para comprender la composicion
de la comunidad y asignar un rol a la microbiota no cultivable de un nicho particular (Sharma
y col., 2008).

La construccién de bibliotecas metagendmicas comienza con una extraccion y purificacion
del DNA de alta calidad dado que la concentracién, la cantidad total y la calidad del DNA
metagendmico suele ser un factor limitante (Cortés-l6pez y col., 2014), luego se inserta el
DNA purificado en vectores de clonado y se transforman las células huésped. El enfoque
clasico incluye la construccion de bibliotecas con insertos de bajo peso molecular (<10 kb)
en Escherichia coli como hospedador. Sin embargo, los insertos pequefios no permiten la
detecciéon de grandes clusters de genes u operones por lo que para clonar fragmentos mas
grandes (aproximadamente de 40 kb) se utilizan vectores de clonado como los fésmidos
(Streit y Schmitz, 2004). Ademas, las bibliotecas de insertos grandes ofrecen una mayor
posibilidad de encontrar clusters completos de genes funcionales y vincular una potencial
funcion metabdlica con un microorganismo especifico, en el caso que genes funcionales y
filogenéticos estén presentes en el mismo inserto (Stenuit y col., 2008).

El analisis de las bibliotecas metagenémicas se puede realizar a través de dos
aproximaciones distintas; una se basa en el analisis de las secuencias obtenidas
directamente del metagenoma mientras que la segunda se basa en la busqueda de una
actividad enzimatica determinada (Handelsman y Handelsman, 2004).

La busqueda de actividad enzimatica, es probablemente la alternativa mas prometedora.
Las complejas bibliotecas se analizan para lograr encontrar nuevos genes o rutas
metabdlicas basadas en screening funcional, en la expresion fenotipica en las células
huésped (Lorenz y Schleper, 2002).

La acumulacién de set de datos de genes microbianos y genomas crece rapidamente, sin
embargo la comprension de la relevancia funcional y ecolégica procede de manera muy
lenta. La deteccion de rutas metabdlicas gracias a la metagendmica abrié la puerta a los
estudios post-gendmicos para aumentar la comprensién de las redes genéticas y
metabdlicas de los microorganismos ambientales (Suenaga, 2012).

Los datos de metagendémica hablan de “quienes estan en un ambiente” y de “qué son
capaces de hacer’. Pero “qué es lo que efectivamente estan haciendo” se revela evaluando

los datos de transcripcion (MRNA) y traduccion (proteina). Esta correlacion entre los perfiles
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de expresién de genes y los cambios en la composicion de la comunidad o de la propiedad
funcional del ecosistema microbiano se pueden abordar de manera directa utilizando los
enfoques Omicos (Suenaga, 2012). Estos enfoque podrian ayudar a definir los
requerimientos nutricionales, las estrategias metabdlicas y los nichos ecolégicos de diversos
microbiomas (Litchman y col., 2015). Las técnicas post-gendmicas como la transcriptémica,
la protedmica, la interactémica y la metabolémica junto con la metagendémica se pueden
aplicar a estudios del proceso de biodegradacion evitando el problema de la pérdida de los
microorganismos no cultivables. Estas técnicas pueden ademas revelar cuan diferente es la
respuesta de los microorganismos a los cambios ambientales dada la incorporacién del
contaminante (Ahmad y Ahmad, 2014).

La combinacién de metagendémica y metaprotedmica pueden brindar informacién valiosa
sobre la estructura y la fisiologia de diferentes grupos filogenéticos presentes en un
ambiente especifico (Schneider y Riedel, 2010).

Para evaluar el potencial de degradacién de un sitio contaminado, se espera que la
metaprotedmica represente un enfoque mas poderoso que la metagendmica o la
metatrascriptomica, dado que las proteinas son mejores biomarcadores de la actividad
microbiana que los genes funcionales o los mensajeros (Stenuit y col.,, 2008). Las
investigaciones basadas en protedbmica son utiles para determinar cambios en la
composicion y la abundancia de proteinas, tanto como en la identificacion de proteinas
claves involucradas en la respuesta fisiologica de los microorganismos expuestos a
contaminantes (Desai y col., 2010). El analisis de metaprotedmica ofrecen una oportunidad
Unica para ganar una perspectiva sin precedentes de la composicion de especies y
actividades biomoleculares dentro del complejo ensamblaje microbiano, de manera cultivo-
independiente (Leary y col., 2014).

La protedmica se convirti6 en una técnica mas confiable y factible gracias a tres
revoluciones técnicas: 1) el gran aumento de datos gendmicos y metagendmicos que
proveen una base sdlida para la identificacién de proteinas; 2) el progreso en la sensibilidad
y exactitud de la espectrometria de masa que permite una correcta identificacion de
proteinas, una cuantificacion absoluta y relativa y la determinacion de modificaciones
postraduccionales; 3) la mejora en el poder de la bioinformatica que permite procesar y
evaluar datos sustanciales (Schneider y Riedel, 2010).

El éxito de la este enfoque recae sobre tres factores, una correcta extraccion de proteinas
de un ambiente complejo, el fraccionamiento del péptido/proteina antes de su deteccion y
su posterior identificacion (Hettich y col., 2012). En metapréteomica, mezclas complejas de
proteinas de una muestra se separan en un gel de electroforesis de una o de dos
dimensiones (2D) o mediante cromatografia liquida de alta resolucion (Stenuit y col., 2008),

ambas se basan en la posterior identificacion de los péptidos por espectrometria de masas.
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Esta prediccion proteica y subsecuente identificacion se facilitaron ampliamente con los
datos metagendmicos disponibles (Stenuit y col., 2008).

Un enfoque metaprotedmico, respaldado por la creciente disponibilidad de secuencias
gendmicas y el avance de las dmicas de alto rendimiento, nos permitira obtener informacion
acerca de la respuesta fisiolégica general durante la degradacion de PAH y a su vez puede
mostrar los mecanismos metabdlicos y regulatorios globales involucrados en el metabolismo
de PAH, dando asi prueba de la versatiidad de los microorganismos usados en

biorremediacion (Kim y col., 2009).
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Il. Objetivos e Hipétesis

El limitado conocimiento sobre la diversidad, dinamica y funcionalidad de las comunidades
microbianas durante los procesos de biorremediacién hace dificil clarificar la contribucién
biolégica a la efectividad del proceso, considerando que los microorganismos son los
mayores responsables de un proceso que sin dudas resulta util para el manejo de
problemas de contaminacion.

Como consecuencia, aun en la actualidad, los procesos de biorremediacion tienen
resultados impredecibles y la efectividad de las estrategias de bioaumento continda siendo

discutible tanto desde el punto de vista cientifico como tecnoldgico.

Por lo antes expuesto se planteé como objetivo general de este trabajo:

Contribuir al mejoramiento de los conocimientos basicos relacionados con la ecologia
microbiana y la efectividad de estrategias de bioaumento, aplicadas a la biorremediacion de

suelos contaminados con PAH

Se plantearon como objetivos especificos:

- Aplicar estrategias “Omicas”, metaproteémica y metagendmica, al estudio de
la dindmica funcional de consorcios bacterianos durante la degradacion de
PAH en medio liquido.

- Estudiar el impacto de la inoculacién con diferentes formulaciones
bacterianas (consorcios, naturales y definidos, y cepas puras) sobre la
estructura y dinamica de comunidades bacterianas de un suelo pristino
contaminado con PAH.

- Estudiar el impacto de la inoculacién con un consorcio natural y una cepa
pura en la estructura y dinamica de comunidades bacterianas de un suelo
cronicamente contaminado con PAH.

V- Correlacionar los cambios en la estructura y dinamica de las comunidades

bacterianas con la efectividad del proceso de biorremediacion.

Hipotesis

- La capacidad de interaccién del inoculante con la poblacion indigena del

suelo receptor es un factor determinante de la efectividad del mismo.
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La inoculacion de consorcios bacterianos es mas eficiente, en término de
eliminacion del contaminante y recuperacion de la diversidad microbiana, que
la inoculacién con cepas puras en ensayos de biorremediacién de suelos
contaminados con PAH.

La aplicacion de estrategias “0micas” al estudio de la dinamica funcional de
consorcios bacterianos degradadores de PAH proporcionara nuevos
conocimientos sobre el potencial de los mismos

La aplicacién de las nuevas técnicas de secuenciacion masiva al estudio
detallado de la dindamica estructural de las comunidades microbianas de
suelos contaminados con PAH, durante los procesos de bioaumento, nos
permitira dilucidar la respuesta de la comunidad microbiana a la incorporacion

del inoculante.

40



Capitulo 111

Materiales y métodos

= T







Materiales y Métodos — Capitulo 11l

lll.Materiales y métodos

I11.1 Materiales

111.1.1 Medios de cultivo

Caldo R2 (Reasoner y Geldreich, 1985)
Composicién en g.I"" de agua bidestilada
0,5 g Extracto de levadura

0,5 g Proteosa peptona

0,5 g Acidocasamino

0,5 g Glucosa

0,5 g Almidon

0,3 g Acido Piruvico

0,3 g Ko;HPO,

0,05 g MgSO,

El pH se ajusta a 7,2 con una solucion de NaOH o HCI 10 % y se esteriliza en autoclave a

121°C durante 15 minutos.

R2-Agar

Se agregan 15 g.I"" de agar (Difco) al medio de cultivo caldo R2.

Caldo R3

Composicién en g.I"' de agua bidestilada
1 g Extracto de levadura

1 g Proteasa peptona

1 g Acidocasamino

1 g Glucosa

1 g Almidén

0,5 g Acido Piruvico

0,6 g K;HPO,

0,1 g MgSO,

El pH se ajusta a 7,2 con una solucion de NaOH o HCI 10 % y se esteriliza en autoclave a

121°C durante 15 minutos.

R3-Agar
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Se agregan 15 g.I" de agar (Difco) al medio de cultivo caldo R3.

Medio Mineral Liquido (MML) (Vecchioli y col., 1990)

Composicién en g.I"" de agua bidestilada

5 g NaCl

1 g K;HPO,

19 (NH4)H,PO,

19 (NH4).SO,

0,2 g MgSO,

3 g KNO;

El pH se ajusta a 7,2 con una solucién de NaOH o HCI 10% y se esteriliza en autoclave a

121°C durante 15 minutos.

Medio Mineral Sélido (MMS)
Se agregan 15 g.I" de agar (Difco) al MML.

Medio Mineral Sélido (MMS) + agarosa + PAH (Bogardt y Hemmingsen, 1992)

Se agregan 200 pl de una solucién etandlica del hidrocarburo (8,5 mg.ml") a un tubo
conteniendo 3,5 ml de agarosa al 1 % previamente fundida y mantenida a 40°C y se mezcla
en vortex. Inmediatamente se vuelca el contenido del tubo en una placa de Petri

conteniendo una base de MMS.

Mezcla de PAH en pentano

La mezcla contiene 0,005 g de fenantreno (Carlo Erba, Milano, ltaly, >99.5% pureza), 0,005
g de fluoreno (Carlo Erba, Milano, Italy, >99.5% pureza), 0,005 g de antraceno (Carlo Erba,
Milano, ltaly, >99.5% pureza) y 0,005 g de dibenzotiofeno (Carlo Erba, Milano, Italy, >99.5%

pureza) cada 13 ml de solvente (pentano).

LB (Luria Bertani)

Composicion en g.I"" | de agua bidestilada
5 g Levadura

10 gTriptona

10 gNaCl

LB agar

Se agregan 15 g.I"" de agar (Difco) al medio de cultivo caldo LB.
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I11.1.2 Buffers y soluciones para DGGE

Buffer TAE 40X
Composicién en 0.5 1
96,8g TRIS

22,85 ml Acético Glacial
7,445g EDTA

500 ml Agua destilada

Solucién de acrilamida —bisacrilamida 40%
Composicién en 1|

389,309 Acrilamida

10,70g Bisacrilamda

Solucién desnaturalizante 0%
Composicién en 1|

25 mlde TAEpH 7,4 1X

150 ml de solucion acril-bisacrilamida 40%

825 ml de agua destilada

Solucién desnaturalizante 80%
Composiciénen 1|

25mITAEpH 7,4 1X

150 ml Solucién de acril-bisacrilamida 40 %
338 g Urea

320 ml Formamida

505 ml Agua destilada

111.1.3 Kits utilizados para la extraccion y purificacion de DNA
QIAGEN genomic tip 20G Cat N° 10223
QIAGEN Kit de purification Cat N° 28104

E.Z.N.A™ Soil DNA (Omega Bio-tek, Norcross, GA, USA)
NucleoSpin ®Extract Il (Macherey-Nagel, GmbH & Co. KG, Alemania)
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I1l.1.4 Buffers utilizados para la extraccion de DNA para la construccion de la

biblioteca metagenomica.

Buffer Tris-EDTA-Sucrosa (20%)
10 mM Tris

1 mM EDTA

20% p/v Sucrosa

Se ajusta a pH 8.

Buffer de extraccion
100 mM Tris-HCI

100 mM EDTA

100 mM Na,HPO,
1.5 M NaCl

1% p/v SDS

111.1.5 Kits utilizados para la construccion de la biblioteca gendémica y la extraccion

del fésmido

CopyControl™ HTP Fosmid Library Production Kit with pCC2FOS™ Vector. Cat N°
CCFOSO059
FosmidMAX™ DNA Purification Kit. Cat N° FMAX046

111.1.6 Medios de cultivo para pruebas bioquimicas

Coloraciéon de Gram

Colorantes: Cristal violeta (Solucion Britania) y Safranina (Solucién Britania).
Soluciones diluidas: Las soluciones de colorantes de diluyeron 1 /10 en agua destilada.
Lugol: 10 g de Yodo y 20 g de ioduro de potasio (IK) en 1 | de agua destilada.

Decolorante: etanol 70%, acetona 30%.

Medio de cultivo oxidaciéon-fermentacion (OF base)
Composicién en g.I""de agua destilada

2g Peptona

5g NaCl

0,3g K;HPO,
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0,3g Azul de bromotimol
3g Agar
pH final 7,1

Se agrega Glucosa hasta concentracion final al 1%

Caldo Nitrato

Composicién en g.I"'de agua destilada
3g Extracto de carne

5g Peptona

1g NOz;K

Gelatina nutritiva

Composicién en g.I"'de agua destilada
3g Extracto de carne

5g Peptona

12g Gelatina

Medio de Simmons (Prueba de citrato de sodio)
Composicién en g.I"'de agua destilada

0,2g MgSO,

0,1g (NH4)H2PO,

1g K;HPO,

2g Citrato de Na

5g NaCl

159 Agar

0,08g Azul de Bromotimol

Agar Cetrimide

Composicién en g.I""de agua destilada
20g Peptona de gelatina

1,49 MgCl,

10g K,SO,

15g Agar

0,3g Cetrimida

I1.1.7 Buffers y soluciones para protedémica.
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Buffer de solubilizacién

Para un volumen final de 25 ml
10,25 g Urea (7TM)

3,8 g Tiourea (2M)

1% Amberlite

0,25gDTT

500 pl Tritonx100

5 ul Pharmalite

1 pizca azul de Bromofenol

Buffer de equilibrio

Para un volumen final de 50 ml
2,5 ml Tris 1M pH:8

18 g Urea

15 ml Glicerol

10 ml SDS 10%

SDS-PAGE

Gel resolucion 10%

1,67 ml Acrilamida-bisacrilamida

1,875 ml Tris-HCI pH 8,8

1,38 ml Agua bidestilada

50 ul SDS 10%

2,7ul Temed

27 ul Persulfato de Amonio (PAS)(10%)

Gel concentracion 4%

325 pl Acrilamida-bisacrilamida
312,5 pl Tris-HCI pH 8,8

1875 pl Agua bidestilada

25 pl SDS 10%

2,5 ul Temed

12,5 pl PAS (10%)

Buffer de carga (2x)
1 ml Tris-HCI pH 6,8
4 ml SDS 10%
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2 ml Glicerol (al 20%)

0,4 ml EDTA

2,6 ml Agua bidestilada
0,08 g Azul de bromofenol

Buffer de corrida Tris- Glicina-SDS pH: 8,3
Composicién en g.I"" en agua bidestilada

15,1 gTris (25 mM)

94 g Glicina (250mM)

50 ml de solucién SDS 10 %

2° Dimensién

Gel resolucion (10%)

13.88 ml Agua

11,66 ml Acrilamida-bisacrilamida (30%)
8,75 ml Tris 1,5M pH8,8

350 pl SDS 10%

350 pl PAS 10%

14pl Temed

Gel concentracion

3,4 ml Agua

830 pl Acrilamida-bisacrilamida (30%)
630 pl Tris 1M pH 6,8

50 ul SDS (10%)

50 ul PAS (10%)

5ul Temed

Tincion coomasie coloidal
Solucioén fijadora
30% EtOH

2% acido fosforico

Solucién de tincién
18% (v/v) MeOH
17 % (w/v) sulfato de amonio

2% (v/v) acido fosférico
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[11.2 Metodologia

I11.2.1 Caracteristicas del suelo utilizado para la obtencién del consorcio

Para la obtencion de un consorcio bacteriano degradador de PAH se utilizd6 un suelo del
barrio de Mosconi, (coordenadas S34°52'31" W&57°55'10"), situado en la ciudad de
Ensenada, perteneciente al polo petroquimico del partido de La Plata, Argentina. El suelo se
analizé en el laboratorio de Ciencias de Suelo de la Universidad Nacional de La Plata y
mostrd las siguientes propiedades fisicoquimicas: una textura franco arcillosa, un pH de
6,54, 4,73% (p/p) de carbono organico, 8,16% (p/p) de materia organica, 0,32% (p/p) de
nitrégeno total, 14,8 C/N, 6 mg.kg™ fésforo disponible y 643 mg.kg " de hidrocarburos.

I11.2.2 Obtencién, conservacion y reactivacion de un consorcio degradador de

fenantreno

El consorcio bacteriano se obtuvo a partir de suelo crénicamente contaminado con. Se
comenzo con una suspension de 2 g de suelo contaminado en 20 ml de MML y se incubd
por 30 min a 150 rpm. Una vez que la suspension del suelo decanté luego de la incubacion,
se transfiri6 una alicuota de 5 ml a un erlenmeyer con medio mineral liquido (MML)
conteniendo 2000 mg.I" de fenantreno y se incubé durante 7 dias a 28 °C a 150
revoluciones por minuto (rpm). Posteriormente se realizaron 4 repiques sucesivos, cada uno
se incubd 7 dias en las condiciones mencionadas previamente. El cultivo final se preservo
en glicerol 40 % a -80°C (solucion stock) (Ruberto y col., 2009). Cada vez que fue necesario,
se llevo a cabo la reactivacion, que consistié en la inoculacion del consorcio criopreservado
a -80 °C, previa centrifugaciéon a 13000 rpm durante 5 min y un lavado con solucién
fisioldgica, en un erlenmeyer conteniendo 2000 mg.I" de fenantreno como unica fuente de

carbono y energia y su incubacién durante 7 dias. Este cultivo se llamo CON.

111.2.3 Cinética de degradaciéon de fenantreno

La degradacién de fenantreno por parte de CON se determiné en MML con 200, 500 y 2000
mg.I" de fenantreno como Unica fuente de carbono y energia. Cada sistema se inoculé con
1 ml de CON y se incubd a 28 °C y 150 rpm. El analisis se realizé por triplicado y en cada
tiempo de muestreo se sacrificaron los erlenmeyers para la extraccion quimica. El volumen
total de los cultivos se mezclé con acetato de etilo (1:5 acetato de etilo/cultivo), se agitd

durante 30 minutos a 150 rpm y se conservo la fase organica. Este procedimiento se repitid
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tres veces. Se llevo a cabo ademas un control para evaluar la pérdida abidtica también por
triplicado. El analisis de los extractos se llevé a cabo mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) en fase reversa utilizando un cromatografo Waters®con una columna
SymmetryWaters® C18 (15 cm, 4.6 mmi.d., tamafio de perla 5 mm, tamafio de poro 100 A)
con un gradiente lineal metanol: acido fosférico (20:80 hasta los 15 minutos de corrida, 5:95
durante 2 minutos y posteriormente 20:80 hasta llegar a los 19 minutos de corrida) y un flujo
de 1ml.min™ (Coppotelli y col., 2010). Los espectros de absorcién al UV (250,9 nm) se
obtuvieron utilizando un detector 2996 fotodiodos (WatersR) y se analizaron con el software
Empower.

Una vez seleccionada la concentracion de trabajo, se determi6 la cinética de degradacién de
fenantreno por parte de CON; para ello se prepararon erlenmeyers con 50 ml de MML
suplementados con 200 mg.I'1 de fenantreno, se inocularon con 1 ml de CON y se incubaron
a 28 °C y 150 rpm. El analisis se realizd por triplicado y en cada tiempo de muestreo se
sacrificaron los erlenmeyers para la extraccion quimica. Se llevo a cabo ademas un control
también por triplicado. La concentracion de fenantreno remanente en los cultivos se
determin6 a los 0, 4, 7 y 15 dias de incubacién como se expuso previamente para los

cultivos de 200, 500 y 2000 mg.I"" de fenantreno como Unica fuente de carbono y energjia.

111.2.4 Estudio de la dinamica de las poblaciones cultivables

111.2.4.1 Recuento de bacterias heterétrofas cultivables:

Las bacterias heterotrofas cultivables se determinaron por duplicado mediante diluciones
seriadas 1/10 con solucion fisiolégica (Reasoner y Geldreich, 1985). Cada dilucién se
sembré en la superficie de placas con medio R2A y se esparcieron con la ayuda de una

espatula de Drigalsky. Luego de una incubacion de 7 dias a 28°C se contaron las colonias

[11.2.4.2 Recuento de bacterias degradadoras de PAH mediante técnica de NMP:

Las bacterias degradadoras de PAH se cuantificaron en microplacas estériles de 96 pocillos
con MML y, como sustrato, una mezcla de PAH en pentano (Wrenn y Venosa, 1996). Una
vez evaporado el pentano, dejando una fina capa de PAH en el fondo de cada pocillo, se
cargaron los pocillos con 180 yl de MML y con 20 pl de las diluciones seriadas (1/10) de la
muestra por octuplicado. Las placas se incubaron a 22 + 2 °C durante 21 dias.

Para enumerar las bacterias degradadoras se utiliz6 el método del Numero Mas Probable
(NMP) tomando como pocillos positivos aquellos donde se observd una coloracion

amarilla/naranja luego del periodo de incubacion mencionado.
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111.2.5 Determinacion de la diversidad de CON

[11.2.5.1 A nivel de cultivables

111.2.5.1.i Aislamiento de cepas bacterianas del consorcio

A partir de las placas de R2A del recuento de bacterias heterétrofas cultivables se
seleccionaron y se aislaron las bacterias cultivables predominantes segun morfologia y el
aspecto de la colonia. Para cada uno de los cuatro tipos de colonias aisladas se realizé un

repique en R3 y se las conservd en glicerol al 40% a -80°C.

111.2.5.1.ii Pruebas bioquimicas

A partir de un cultivo liquido en R3 y otro en agar inclinado R3A de 24 horas de cada una de
las cepas aisladas de CON, se realizaron una serie de pruebas bioquimicas tales como:
movilidad (observacion de una gota de un cultivo de 24 hs entre porta y cubre), coloracion
de Gram, movilidad, oxidasa, reduccién de nitrato y nitrito, produccién de N,, actividad
gelatinasa y catalasa, crecimiento en agar F y P, citrato, O/F (oxido/fermentacién) (Hugh y
Leifson, 1953), TSI y cetrimide (Gerhardt, 1981). La pureza de los cultivos fue controlada

microscopica y macroscopicamente.

111.2.5.1.iii Identificacion genotipica de las cepas aisladas

111.2.5.1.iii.1 Extraccion del DNA de cada cepa

La extraccion de DNA de las cepas aisladas se realizd6 mediante el método del hervor
(Sambrook y col., 1989). A partir de un cultivo puro de 24 h de cada cepa en caldo R3, se
centrifugd 1 ml a 13.000 rpm durante 5 minutos y se resuspendié el pellet en 1 ml de agua
destilada. Esta suspension de células se llevé a bafio Maria 100 °C durante 10 minutos. Por
ultimo se centrifugd nuevamente a 13.000 rpm por 5 minutos y se conservo el sobrenadante.

Luego se conservo a -20°C hasta su utilizacién.

111.2.5.1.iii.2 PCR del gen 16S rRNA completo

Para obtener el producto amplificado del gen 16S rRNA completo de las cepas aisladas se

realizé una amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los
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primers universales 27-F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") (Edwards y col., 1989) y
1492-R (5-TACGGCTACCTTACGACTT-3") (Weisburg y col., 1991). La reaccién de PCR se
realizé en 50 pl de volumen de reaccién con 200 uM de cada dNTP, 200 mM de BSA, 5 uM
de cada primer, 1 U de GoTaq DNA Polymerase (Promega, Madison, WI) y su Buffer de
reaccion 1x. La amplificacion se llevé a cabo en un Eppendorf Mastercycler thermocycler
(Eppendorf, Hamburg, Germany) y el programa consistio en un paso de desnaturalizacion
inicial a 95°C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos a 95°C por un minuto, 60°C por 30
segundos, 72°C por 35 segundos y un paso de extensién final a 72°C por 5 minutos. Los
productos de amplificacidon se sometieron a una electroforesis en gel de agarosa 1,2 % con
TAE como buffer de corrida, a 100 V durante 30 minutos. Posteriormente el gel se tifio con
Bromuro de Etidio (10 mg.mI") y los productos de amplificacién se visualizaron en un
transiluminador UV (National Labnet Company, Modelo TM-26).

Los amplicones se purificaron usando un kit de purificacion (Qiagen) y fueron secuenciados
por el servicio de secuenciacion Macrogen, Korea. Las secuencias de nucleotidos fueron
comparadas con las que se encontraron en el banco de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) GenBank utilizando el programa BLAST. Las secuencias
obtenidas fueron depositadas en el NCBI con los siguientes nimeros de acceso: JQ886663
(cepa AM), JQ886664 (cepa T), JQ886665 (cepa Bc), JQ886666 (cepa B) y JQ886667 (cepa
B1).

111.2.5.2 A nivel de no cultivables

111.2.5.2.i Extraccion de DNA total de CON.

A partir de un cultivo del consorcio en MML con 200 mg.I""de fenantreno a los 4 dias de
incubacién, se extrajo el DNA con el Kit Qiagen Genomic-tips Kit (20G) (Qiagen Inc.,
Chatsworth, CA, USA) segun las instrucciones del fabricante. Luego el DNA se conservé a

-20°C hasta su utilizacion.

111.2.5.2.ii Determinacion de los perfiles de DGGE del gen 16S rRNA de CON y de las cepas

aisladas.
111.2.5.2.ii.1 Amplificacién por PCR de una region conservada del gen 16S rRNA
Se utilizaron un set de primers para eubacteria dirigidos a una region conservada del gen

16S rRNA, GC-341F (5°CGCCCGCCGCGCCCCGCGCLCCGGLLCGLLaGrreeceeaecece
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CTCCTACGGGAGGCAGCAG-3") y 907R (5'-CCGTCAATTCCTTTG AGTTT) (Muyzer y
col., 1998) La reaccién de PCR contenia 1 pl de muestra, 1 U de GoTag DNA Polimerasa
(Promega, Madison, WI1), Buffer de reaccion 1x recomendado por el fabricante de la enzima,
200 mM de BSA, 0,2 mM de cada dNTPs y 5 uM de cada primer en un volumen final de
reaccion de 30 ul. La amplificacion se realizé en un Eppendorf Mastercycler thermocycler
(Eppendorf, Hamburg, Germany) y el programa consistié en 1 ciclo de 4 minutos a 94°C, 10
ciclos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 62°C y 1 minuto a 72°C; 25 ciclos de 30
segundos a 94°C, 45 segundos a 57°C y 1 minuto a 72°C; una extensién final de 10 minutos
a 72°C. Los productos de amplificacién se sometieron a una electroforesis en gel de agarosa
1,2 % con TAE como buffer de corrida, a 100 V durante 30 minutos. Posteriormente el gel se
tifio con Bromuro de Etidio (10 mg.ml™) y los productos de amplificacién se visualizaron en

un transiluminador UV (National Labnet Company, Modelo TM-26).

111.2.5.2.ii.2 Purificacion del producto de PCR de las cepas aisladas

Los productos de amplificacion provenientes de cepa pura se purificaron utilizando el kit
NucleoSpin ®Extraxct Il (Macherey-Nagel, GmbH& Co. KG, Alemania) segun las

instrucciones del fabricante.

111.2.5.2.ii.3 Andlisis de la estructura de CON mediante PCR-DGGE.

La DGGE se realizé en una cuba DGGE-2000 System (C.B.S Scientific Company) a una
temperatura de 60 °C, con buffer TAE 1x como buffer de corrida. Los productos de PCR
purificados fueron directamente sembrados sobre un gel de poliacrilamida 6% p/v con un
gradiente lineal de 40-70% de desnaturalizante (100% desnaturalizante corresponde a la
mezcla de urea 7 M y formamida 40% v/v). La electroforesis se realizé a un voltaje constante
y de 100 V durante 16 horas. Luego de la electroforesis, el gel se tiid durante 30 minutos
con SybrGold® (1X) (Invitrogen) a fin de evidenciar los resultados obtenidos. El gel fue
documentado por GelDoc EQ (Bio-Rad, Hercules, CA).

111.2.5.2.iii Construccion y analisis de una biblioteca de genes 16S rRNA presentes en CON.

111.2.5.2.iii.1 Preparacion de muestras para clonar

111.2.5.2.iii.1.a Banda obtenida del perfil de DGGE del consorcio
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Del perfil de DGGE de CON se decidio cortar la banda dominante (B8). Se cort6 bajo luz UV
utilizando una espatula estéril y se incub6 en 0,1 ml de agua destilada estéril a -80°C por

media hora y luego a 4°C por 24 hs. Luego se conservo a -20°C hasta su utilizacion.

111.2.5.2.iii.1.b Reaccién de PCR

Tanto el DNA de CON como el DNA eluido de la banda obtenida de DGGE se amplificaron
con los primers 341F (5-CCTACGGGAGGCAGCAG-3) y 907R  (5°-
CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3") (Muyzer y col., 1998). Las concentraciones utilizadas de
cada reactivo y el programa de amplificacion coinciden con las concentraciones y el
programa detallados en el inciso //1.2.5.2.ii. 1 al igual que la metodologia para la visualizacion

de los productos de amplificacion.

111.2.5.2.iii. 1.c Purificacion del producto de PCR

Los amplicones se purificaron con NucleoSpin ® Extract Il kit (Macherey-Nagel, GmbH& Co.

KG, Alemania) segun instrucciones del fabricante.

111.2.5.2.iii.2 Clonacion

La biblioteca de clones de DNA del consorcio se construy6 a partir del DNA de un cultivo de
CON en MML con 200 mg.I"" de fenantreno como Unica fuente de carbono y energia, a los 4
dias de incubacion.

Una vez obtenido los amplicones se clonaron en el vector de clonado pGEM®-T (Promega)
segun las instrucciones del fabricante. La cepa utilizada fue E.Coli DH5a. Se utilizaron
bacterias competentes quimicas preparadas al momento de realizar el experimento y se
transformaron mediante choque térmico. Una vez transformada las bacterias se plaquearon
con la ayuda de una espatula de Drigalsky sobre la superficie de una placa de petri
conteniendo medio LB con ampicilina (MP Biomedicals LLC) (100 pg.ml™), IPTG (Invitrogen)
y X-gal (Fermentas) (0.1M y 50 mg.ml" respectivamente) y se incubaron overnight (ON,
durante la noche) a 37°C. Para la muestra correspondiente a la banda de DGGE se
seleccionaron 5 clones positivos mientras que para CON se seleccionaron todos los clones
conteniendo el vector recombinante. De cada clon positivo se realizé un repique en medio

solido LB con ampicilina y se incubé ON a 37°C.

111.2.5.2.iii.3 Extraccion de DNA de los clones positivos
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A partir del repique de cada clon positivo se tomo una fraccién de la estria y se realizo la

extraccion de DNA mediante el método del hervor (inciso //1.2.5.1.iii. 1)

111.2.5.2.iii.4 Verificacién de la presencia del inserto

Se verificod el tamano correcto del inserto de cada clon positivo mediante una reaccion de
PCR con los primers SP6 (5 TATTTAGGTGACACTATAG'3)y T7 (5’ TAATACGACTCACTA
TAGGG'3) que se encuentran flanqueando al inserto sobre el vector de clonado. La
reaccién de PCR consistio en 1 yl del DNA de cada clon, 1 U de GoTaq DNA Polimerasa, el
buffer recomendado por el fabricante de la enzima, 200 mM de BSA, 0,2 mM dNTPs y 5 uM
de cada primer en un volumen de reaccion total de 30 pl. La amplificacion se realizé en un
termociclador Eppendorf® Mastercycler® (Eppendorf, Hamburg, Germany). El programa
incluyé un paso inicial de desnaturalizaciéon de 1 ciclo de 5 min a 95°C; 30 ciclos de 40
segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C y 1 minutos a 72°C y una extension final de 10
minutos a 72°C. El producto PCR fue analizado por electroforesis en gel de agarosa 1,2% a
90 V por media hora, utilizando TAE como buffer de corrida. La metodologia para la
visualizacion de los productos de amplificaciéon se describid en el inciso 1/1.2.5.2.ii.1.

Aquellos clones que presentaron el inserto del tamafio buscado se enviaron a secuenciar a
Macrogen, Korea. Las secuencias de nucledtidos obtenidas se compararon con aquellas en
la base de datos del NCBI GenBank utilizando el software BLAST.

111.2.5.2.iii.5 Analisis filogenético

Para estudiar la relacion filogenética entre las secuencias de gen 16S rRNA de la banda
predominante en el perfil de DGGE de CON, de las cepas aisladas, de los clones de la
biblioteca de CON y de secuencias seleccionadas disponibles en la base de datos GenBank
se construyd un arbol utilizando el método Neighbor-Joining y el algoritmo p-distance
basandose en la matriz de distancia obtenida en base al alineamiento de todas las
secuencias, obtenido con Clustalw. Tanto el alineamiento como el arbol se realizaron
utilizando el programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA version 4.0)
(Tamura y col., 2007). La robustez del arbol fue testeada mediante el analisis de 500

iteraciones (boostrap).

111.2.5.2.iv Estudio de la composicion bacteriana de CON mediante 454-Pirosecuenciacion
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Todo el proceso de pirosecuenciacion, basado en protocolos establecidos y validados, se
llevd a cabo en el laboratorio de investigacion molecular MrDNA (Shallowater, TX)
(http://www.mrdnalab.com/).

Se realizé una amplificacion por PCR sobre la muestra de DNA total de CON extraido a los
4 dias de incubacion para obtener un fragmento de 568 pb del gen 16S rRNA conteniendo
las regiones V3 y V4. Se utilizaron primers universales para bacterias, modificados con un
cédigo de barras. Los primers utilizados fueron 341Fbac (CCTACGGGAGGCAGCAG)
(Muyzer y col., 1993) y 909R (CCCCGYCAATTCMTTTRAGT) (Tamaki y col., 2011). La
reaccion de PCR se llevo a cabo utilzando HotStarTag Plus Master Mix Kit (Qiagen,
Valencia, CA) bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo de 94°C por 3 minutos, seguido de 28
ciclos a 94°C por 30 segundos; 53°C por 40 segundos y 72°C por 1 minuto; una extension
final a 72°C durante 5 minutos. La muestra se secuencié utilizando los instrumentos y

reactivos de Roche 454 FLX titanium siguiendo las instrucciones del fabricante.

111.2.5.2.iv.1 Analisis del set de datos de pirosecuenciacion.

Los datos de secuenciacion generados por el procesamiento de alto rendimiento se
analizaron utilizando un pipeline desarrollado en el laboratorio de investigacion molecular
MrDNA. Se eliminaron en primer lugar los codigos de barras y los primers de las secuencias
obtenidas. Posteriormente se eliminaron aquellas secuencias cortas <200 pb con bases
ambiguas y las secuencias con homopolimeros mayores a 6 pb. Se elimin6 el ruido de las
secuencias y las quimeras utilizando un software personalizado (Dowd y col., 2008a, 2008b)
y el software B2C2 Black Box Chimera Check (disponible en
http://www.researchandtesting.com/B2C2.html). Se chequedé la alta calidad de las
secuencias basandose en el criterio utilizado por RDP version 9 (Cole y col., 2009).

Los datos de secuenciacién se agruparon en Unidades Taxondmicas Operacionales (OTU)
con un 3% de divergencia utilizando uClust. Los OTUs se clasificaron taxonémicamente
utilizando el algoritmo BLASTNn.NET (Dowd y col., 2005) contra una base de datos de alta
calidad de secuencias del gen 16S rRNA derivada de GreenGenes (10-2011 version)
(Edgar, 2010). Los resultados se compilaron y se validaron utilizando métodos taxonémicos
basados en distancias (Dowd y col., 2008b, 2008c).

La taxonomia se definid en base a los siguientes porcentajes: >97%, especie; entre 97% vy
95%, género sin clasificar; entre 95% y 90%, familia sin clasificar ; entre 90% y 85%, orden
sin clasificar; entre 85% y 80%, clase sin clasificar; entre 80% y 77%, filo sin clasificar;
<77%, sin clasificar.

Para el analisis estadistico de los datos, se calcularon los numeros de Hill. Los numeros de

Hill se definen por el orden “q” (D), donde el parametro “q” indica el peso dado a especies
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raras o comunes. Estos nimeros comprenden la riqueza de especies [°D], el exponencial de
la entropia de Shannon ['D] y la inversa del indice de Simpson [°D] (Hill, 1973).°D es
insensible a las frecuencias relativas, y por lo tanto se pondera hacia especies raras. 'D se
pondera hacia especies comunes, y ?D se pondera hacia especies abundantes. La riqueza
de especies (°D) se estimé mediante Chao1-bc, una forma corregida de Chao1 (Chao,
2004). Las curvas de rarefaccion y las medidas riqueza y la diversidad se calcularon
utilizando el programa EstimateS (version 9) (Colwell, 2013). El indice de Good estima el
porcentaje total de OTUs bacterianos representados en la muestra, da informacion sobre la
cobertura del analisis. Cuando su valor se acerca a 1.0 indica que las secuencias obtenidas
representan la mayoria de las secuencias bacterianas presentes en la muestra

(Rungrassamee y col., 2013).

111.2.6 Analisis funcional de CON

111.2.6.1 Analisis fisiolégico de las cepas aisladas

111.2.6.1.i Degradacion de fenantreno en medio sélido

Se sembrd una estria de cada cepa sobre una placa conteniendo medio mineral sélido
(MMS) con una doble capa de agarosa suplementada con fenantreno segun Bogardt y
Hemmingsen (1992). Las placas se incubaron a 28 °C durante 21 dias. Se consider6 que el
cultivo aislado presento la capacidad de degradar o solubilizar el PAH en el caso que sea

posible observar un halo claro de solubilizacion alrededor de la estria de siembra.

111.2.6.1.ii Crecimiento y degradacion de fenantreno como tnica fuente de carbono y energia

en medio liquido.

Se realizaron cultivos de cada cepa (10 ’ células.ml” provenientes de un cultivo liquido en
R3 de 24 h) por triplicado en 10 ml de MML suplementado con 200 mg.I"'de fenantreno
como unica fuente de carbono y energia y se incubaron durante 7 dias a 28 °C y 150 rpm.
Previo a ser inoculadas en el medio con fenantreno se les realizé un lavado con solucion
fisiologica.

El analisis de degradacion se realizd por triplicado y en cada tiempo de muestreo se
sacrificaron erlenmeyers para la extraccién quimica. Se llevé a cabo ademas un control para
evaluar la pérdida abidtica también por ftriplicado. Se realizaron una serie de tres

extracciones quimicas utilizando acetato de etilo como solvente (tal como se describié en el
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inciso /11.2.3). El analisis de los extractos se realizé por HPLC utilizando un gradiente

metanol: acido fosférico (inciso //.2.3).

111.2.6.1.iii Degradacion de fenantreno en medio suplementado con factores de crecimiento

El ensayo se llevo a cabo por triplicado, de la misma manera que el inciso /11.2.6.1.ii, solo
que ademas de fenantreno se suplementé al medio 0,05 g.I"" de extracto de levadura. La

degradacién se analiz6 a los 15 dias de incubacion.

111.2.6.1.iv Crecimiento y degradacion de metabolitos intermediarios de la degradacion de

fenantreno

Se realizaron cultivos de las cepas en MML y 100 mg.I"" de &cido 1-hidroxi-2-naftoico (7 dias
de incubacién) como Unica fuente de carbono y energia por una parte y 100 mg.I"" de &cido
salicilico (2 dias de incubacién) como unica fuente de carbono y energia por otra.

El ensayo se realizd por triplicado de igual manera que en el inciso //1.2.6.1.ii. Para los
cultivos con acido salicilico se realizdé una acidificacién a pH 2,5 con HCI concentrado y se
realizd una serie de extracciones con acetato de etilo (Coppotelli y col., 2010) (inciso //.2.3).
El analisis de los extractos se realiz6 por HPLC utilizando un gradiente metanol: acido

fosférico (inciso /11.2.3).

111.2.6.1.v Determinacion de la presencia de genes dioxigenasa

Las dioxigenasas catalizan el primer paso de la ruta de degradacion de PAH (Jurelevicius y
col., 2012) incorporando oxigeno molecular al anillo aromatico. Para determinar la actividad
inicial de la enzimas dioxigenasa se utilizé el método descripto por Zocca y col., (2004). El
método se basa en la conversion de indol a indigo catalizada por enzimas dioxigenasa. Se
realizaron aislamientos de cada cepa en placas de petri con medio R2A y una vez crecidos
los aislamientos se adicionaron cristales de indol sobre las tapas de las placas de petri y se
incubaron a 28°C hasta observar la aparicion de coloracién azul gracias a la formacién de

indigo.
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111.2.6.1.vi PCR con primers dirigidos a genes dioxigenasa

Se determiné la presencia de genes dioxigensa en CON y en la cepas aisladas utilizando un
set de primers disefados por Cébron y col., (2008); PAH-RHD a GN-F 610 (GAGATG-
CATACCACGTKGGTTGGA) y PAH-RHDa GN-R 916
(AGCTGTTGTTCGGGAAGAYWGTGCMGTT). La reaccion de PCR se llevo a cabo en 30 pl
y contenia 2 ul de DNA, 0.2 mM de dNTPs, 0.2 mM de cada primer, 1.25 U de GoTaq DNA
Polimerasa (Promega, Madison, WI) y su Buffer de reaccién 1x. La amplificacion se llevo a
cabo en un Eppendorf Mastercycler thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) y el
programa consistié en un paso de destanuralizacion inicial de 5 min a 94°C, seguido de 5
ciclos a 94°C durante 1 minuto; 46°C durante 2 minutos; y 1 min at 72°C; posteriormente 30
ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 55°C; y 72°C durante 1 minuto. La extension final se
llevo a cabo a 72°C durante 10 min. El producto PCR fue analizado por electroforesis en gel
de agarosa 1,2% a 90 V por media hora, utilizando TAE como buffer de corrida. La
metodologia para la visualizacién de los productos de amplificacion se describié en el inciso
111.2.5.2.ii.1.

Ademas se testearon otros sets de primers, sin embrago no se obtuvieron resultados
positivos (Wilson y col., 1999; Lloyd-Jones y col., 1999; Baldwin y col., 2003; Chadhain y
col., 2006; Zhou y col., 2006; Leigh y col., 2007; Ding y col., 2010)

111.2.6.1.vi Ensayo de produccion de biosurfactantes

El método de agar sangre es un método de screening preliminar de microorganismos con la
habilidad de producir biosurfactantes en un medio hidrofilico (Mulligany col., 1984). Se cree
que cepas que presentan capacidad hemolitica podrian ser productoras de biosurfactantes
(Thavasi y col., 2011). Se realizd un repique de cada una de las cepas en placas de petri
conteniendo Agar Bordet Gengou base con la incorporacion de 1% de glicerol y 15% de

sangre de carnero y se incubd a 25°C de 2 a 7 dias.

[11.2.6.2 Estudio de las interacciones fisioldgicas entre las cepas aisladas del consorcio

111.2.6.2.i Dinamica de los distintos morfotipos en el consorcio

Se realiz6 de la misma manera que en el inciso //1.2.4.1 a los 0,4, 7 y 15 dias de incubacion.

Para cada tiempo se registré el numero de los distintos morfotipos de colonias.
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111.2.6.2.ii Degradacion de fenantreno en medio liquido por parte de las combinaciones de

cepas

Se realizd de la misma manera que la cinética de degradacion de fenantreno de las cepas
individuales (inciso //1.2.6.1.ii). Se analizé la degradacion de fenantreno y la produccion de
acido1-hidroxi-2-naftoico y acido salicilico luego de 2 y 7 dias de incubacion.

La serie de extracciones quimicas y el andlisis de los extractos se realizaron de igual

manera que en los incisos /ll1.2.6.1.iiy Ill.2.6.1.iv.

[11.2.6.3 Aplicacién de estrategias émicas al estudio de la funcionalidad de CON

111.2.6.3.i Analisis metagendémico funcional del consorcio

111.2.6.3.i.1 Extraccion de DNA de alto peso molecular de CON

Se preparé un cultivo de CON en MML y 200 mg.I" de fenantreno y se incubd a 28 °C y 150
rom. Al dia 2 de incubacion se realizé la extraccion de DNA metagendmico del consorcio
con el fin de obtener fragmentos mayores a 23 kb. El protocolo utilizado fue el descripto por
Entcheva y col., (2001). La calidad del DNA extraido se corrobord mediante electroforesis en
gel de 20 cm de agarosa 1% en TAE 1X a 30 v durante 20 horas. La corrida se realiz6 a

bajas temperaturas para evitar evaporaciones del buffer.

111.2.6.3.i.2 Construccion de la biblioteca metagenémica

La construccion de la biblioteca metagenomica se realizé utilizando como vector de clonado
el fésmido pCC2FOS™ vy el kit CopyControl™ HTP Fosmid Library Production Kit with
pCC2FOS™ Vector de Epicentre ® segun las instrucciones del fabricante. La biblioteca se
construyo en cinco etapas: 1) Reparaciéon y seleccion de fragmentos de DNA gendmico
bacteriano mayores a 23 Kb, 2) Ligacion de los fragmentos de DNA en el vector pCC2FOS y
empaquetamiento de los fésmidos en las capsides vacias del fago Lambda, 3) Infeccion de
E. coli EPI300 T1R 4) Screening y almacenamiento de clones transformantes, 5) Extraccion
del fésmido, digestion y secuenciacién cada clon positivo.

Todos los reactivos utilizados (salvo especificacion) fueron proporcionados por el Kit

empleado.

111.2.6.3.i.3 Reparacion y seleccion de fragmentos de DNA genémico mayores a 23 Kb
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Luego de corroborar la buena calidad del DNA se realizé la reparacion a extremos romos y
la fosforilacion de los extremos del DNA para su posterior clonacion segun las instrucciones
del fabricante del kit. Se utiliz6 una concentraciéon de aproximadamente 155.4 ng.ul”" de
DNA. Posteriormente se realizd una electroforesis en gel de 20 cm de agarosa de bajo punto
de fusion (USB, Affymetrix) 1% en Buffer TAE 1X durante 20 horas a 30V. La corrida se
realizé a bajas temperaturas para evitar evaporaciones del buffer. Con el fin de extraer del
gel los fragmentos del tamafio buscado se realizé una division del gel, donde la parte
conteniendo la muestra de DNA no fue ni tefiida ni expuesta a luz UV. Como guia para la
seleccion de fragmentos superiores a 23 kb se utilizé otra seccion del mismo gel tefiida con
Bromuro de Etidio (10 mg.ml") conteniendo un marcador de peso molecular (Lambda
DNA/Hind Ill) y el fésmido control de 42 kb. Se purificd el DNA seleccionado a partir del taco
de agarosa mediante una reaccién enzimatica con gelasa (1 U.ul") de acuerdo a las

instrucciones del fabricante del kit.

111.2.6.3.i.4 Ligacion de los fragmentos de DNA en el vector pCC2FOS y empaquetamiento

de los fésmidos en las capsides vacias del fago Lambda

Aproximadamente 148 ng de DNA reparado y fosforilado se utilizaron en la reaccion de
ligacién al vector de clonado pCC2FOS ™. Los fésmidos generados se incubaron con el
extracto de empaquetado del fago Lamda tal como se especifica en las instrucciones del
fabricante del kit. Se realizé lo mismo pero con un fosmido control, para luego titular las
particulas de fago con el fin de determinar el numero de placas necesarias y las diluciones

requeridas para realizar la biblioteca con el DNA de CON.

111.2.6.3.i.5 Infeccién de E. coli EPI300 T1R

Se realizé la infeccién de E. coli EPI300 T1R como indican las instrucciones del fabricante.
Se plaquearon las células infectadas en LB con 12.5 ug.ml”" de cloranfenicol. Se realizé una
dilucion de las células infectadas con el objetivo de lograr manipular el nimero de colonias
resultantes (aproximadamente 200 colonias por placa). Como resultado se obtuvieron
aproximadamente 8000 clones.

111.2.6.3.i.6 Screening y almacenamiento de clones transformantes

Con cada clon se sembré un agar LB conteniendo 12.5 ug.ml” de cloranfenicol y se los

conservo a 4°C. Una vez finalizado el repique total de los clones, en cada placa se realizd un
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lavado con LB para levantar las células y se lo conservd en glicerol al 30% a -80°C
(suspension de clones).

Se llevaron a cabo distintas estrategias para el screening funcional para la identificacion de
clones conteniendo genes codificantes para enzimas involucradas en la degradacién de
hidrocarburos aromaticos. Una de ellas consistié en repicar cada suspension de clones en
una placa de 96 pocillos con MML y una mezcla de PAH (inciso /11.2.4.2). Como segunda
estrategia se realiz6 un analisis molecular. Se llevd a cabo una PCR con los primers
disefiados por Cébron y col., (2008) (inciso /ll.2.6.1.vi). Para ello se comenzd con una
extraccion de DNA de la suspension de clones por el método del hervor (inciso /11.2.5.1.iii.1).
Otra estrategia consistioé en realizar un repique (con el método del manguito y terciopelo) de
cada uno de los aproximadamente 8000 clones en LB con 12.5 pg.ml” cloranfenicol y
crecerlos ON a 37°C. Una vez crecido el repique se incubaron durante 6 horas con cristales
de fenol y luego se realiz6 el método del spray con una solucion acuosa de catecol como
sustrato (Nelson y col., 1987). La enzima catecol 2-3 dioxigenasa es la responsable de
romper el anillo aromatico del catecol generando 2-hidroximucoénico semialdehido, un
compuesto amarillo que puede ser sencillamente detectado a simple vista en la colonia
luego de 30 minutos de incubacién (Nelson y col., 1987).

Ademas sobre estos clones positivos se realizé un segundo screening con una solucion de
20 mg.ml'1 de 2,3-dihidroxibifenilo en acetona, donde, como en el caso del spray de catecol,
la colonia mostré a una color amarilla luego de 30 minutos de incubacion.

Ambos métodos de screening se realizaron en placas de LB diluido 1/10 con 12.5 pug.ml”

cloranfenicol (Dr. Howard Junca, comunicacién personal).
111.2.6.3.i.7 Extraccion del fosmido, digestion y secuenciacion de los clones positivos

Para la secuenciacion de los clones positivos se realizé una extraccion del fdsmido de cada
clon positivo a partir de un cultivo en LB con 12.5 pg.ml™'de cloranfenicol y una solucién de
autoinducicién del kit. La extraccion del fésmido se realizo con el FosmidMAX™ DNA
Purification Kit siguiendo las instrucciones del fabricante. La calidad del fésmido extraido se
corroboré mediante una electroforesis en un gel de agarosa 0,8%. La corrida se realizé a 70
V durante 2 horas.

La digestion se realizé con algunos fésmidos a modo de control. Se llevd a cabo con 1 ug de
DNA con las enzimas Not1 y EcoR1 segun las instrucciones del fabricante. Se incubaron las
digestiones 24 h a 37°C y los fragmentos obtenidos se analizaron en una electroforesis en
gel de 20 cm de largo de agarosa 0,8% durante 16 hs a 30V. La corrida se realizé a bajas

temperaturas para evitar evaporaciones del buffer.
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Los clones positivos fueron secuenciados en 3 pooles mediante la plataforma de
secuenciacion lllumina en el Instituto de Agrobiotecnologia Rosario (INDEAR, Rosario,

Argentina).
111.2.6.3.i.8 Secuenciacion de los fésmidos

Se chequed la calidad de las lecturas crudas utilizando el protocolo de lllumina Nextera® XT
90. El ensamblaje De-novo de las lecturas generadas se realizé utilizando el pipeline de la
plataforma A5-miseq (V.2.0) (Tritt y col., 2012). A partir del DNA ensamblado se eliminé

manualmente la secuencia del vector.

111.2.6.3.ii Determinacion del metaproteoma del consorcio.

111.2.6.3.ii. 1 Obtencion de proteinas de CON

Se prepararon 14 erlenmeyers con 500 ml de MML suplementado con 200 mg.I" de
fenantreno y se inocularon con 10 ml de CON. Se incubaron a 28 °C a 150 rpm. Los cultivos
se cosecharon para obtener las proteinas de CON a dos tiempos, a los 4 y 15 dias de
incubacién. Sobre los cultivos se efectud una centrifugacién suave para obtener las células
(10 minutos a 6.000 rpm). Se lavo dos veces el pellet y se resuspendié con agua bidestilada,
llevando a una DOsg ny de 20 aproximadamente. A la muestra se le agregaron 2,5 ul (cada 4
ml de muestra) del coctel de inhibidores de proteasas y fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF). Las células se rompieron con un agitador mecanico hasta clarificacion. Luego la
muestra de centrifugd dos veces 20 minutos a 8.000 rpm, reteniendo el sobrenadante. Se le
adicionaron 3 volumenes del buffer de solubilizacién y se sometieron a agitacion suave
durante 60 minutos. Se centrifugd 10 minutos a 13.000 rpm. Para realizar la determinacion
de la concentraciéon de proteinas en la muestra se utilizé el Qubit fluorometer (Invitrogen)

para proteinas. El ensayo se realizé por duplicado.

111.2.6.3.ii.2 SDSPAGE

Luego de la preparacién de los geles de acrilamida concentracion y separacion se utilizé un
Mini-PROTEAN Tetra Cell, 4 gel System (BIO-RAD) para llevar a cabo la electroforesis
durante 2h a 100V (se aumenta el voltaje de 50V a 100V una vez que las muestras hayan
llegado al final del gel concentracion). Las proteinas se visualizaron por tincién con

Coomasie blue G 250 y el gel fue documentado por GelDoc EQ (Bio-Rad, Hercules, CA).
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111.2.6.3.ii.3 Isolelectroenfoque

Se utilizaron tiras de IPG de 18 cm en el rango de pH 4-7 (Immobiline Dry Strips, Amersham
Biosciences, Uppsala, Suecia). Las proteinas solubilizadas fueron cargadas en la tira de
gradiente de pH 4-7 tal come se describié en Sanchez y col., (1999). El isoelectroenfoque
(IEF) se realizé en una unidad Multiphor Il de electroforesis (Amersham Biosciences). Se
utilizé el siguiente programa: 500 V de 0.01 h (1 Vh), 3500 V de 1,30 h (gradiente, 3000 Vh),
3500 V de 5,40 h (20 kVh), lo que resulta en una tension total de 23 kVh. Las tiras
focalizadas fueron almacenadas a -80 °C hasta su posterior uso. Para su preparacion para
la segunda dimensioén, las tiras IPG fueron incubadas 15 minutos en 10 ml de buffer de
equilibrio (50 mM Tris-Cl, pH 8,8; 6M de urea, 30% (v / v) de glicerol, 2% (p / v) SDS, y
0.002% (p / v) de azul de bromofenol), luego 15 minutos minutos en la misma solucién
adicionada con 20 mM DTT vy por ultimo se realizdé una incubacién de 15 minutos en buffer

de equilibrio suplementado con 300 mM de acrilamida para su reduccién y alquilacién.

111.2.6.3.ii.4 Segunda dimension

Después del paso de reduccién/alquilacion, las tiras IPG se colocaron en la parte superior
de un gel al 12% de acrilamida SDS-PAGE y se sellé6 con un solucién 0,5% de agarosa en
buffer de electroforesis. La electroforesis se realizé a corriente constante (25 mAmp por gel)
a 20°C hasta que la migracion frontal en el gel llegara al final del mismo, utilizando una
unidad de electroforesis PROTEAN Il xi 2-D (Bio-Rad, Hercules, CA) conectada a un bafo
de refrigeracion Il Multitemp (GE Healthcare). Las proteinas se visualizaron por tincién con

Coomasie blue G 250 y el gel fue documentado por GelDoc EQ (Bio-Rad, Hercules, CA).

111.2.6.3.ii.5 Anélisis de las imagenes de los geles.

El analisis de imagenes se realiz6 con el software ProteomeWeaver (Definiens, Munich,
Alemania). Cada condicion de crecimiento (dia 4 y dia 15) se evalué al menos por dos

réplicas independientes de geles.

111.2.6.3.ii.6 Identificacion de proteinas

Los spots seleccionados para analisis fueron cortados del gel con un tip de micropipeta y se
colocaron en un eppendorf con 50 yl de agua bidestilada. Se analizaron en la Unidad de

Protedmica de la Universidad Complutense de Madrid (Madrid, Espafia) y en la Universidad
de Buenos Aires (CEQUIBIEM). El analisis de las proteinas se realizé por MALDI TOF/TOF
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MS/MS y como motor de busqueda para lograr identificar las distintas proteinas de las
muestras se utilizo6 MASCOT (Matrix Science, London, U.K.).

I11.2.7 Preparacion de microcosmos de suelo artificialmente contaminados con

fenantreno y de suelo cronicamente contaminado con PAH.

I11.2.7.1 Caracteristicas de los suelos seleccionados

Se utilizaron dos tipos de suelo para los ensayo de bioaumento en microcosmos, un suelo
no contaminado proveniente de un parque ubicado en un area cerca de la ciudad de La
Plata, Argentina (para la preparacién de los microcosmos artificialmente contaminados) y un
suelo proveniente de una planta de tratamiento por landfarming de un residuo petroquimico
con altas concentraciones de PAH (para la preparacién de los microcosmos cronicamente
contaminados). Ambos suelos se analizaron en el laboratorio de Ciencias de Suelo de la
Universidad Nacional de La Plata y mostraron las propiedades fisicoquimicas que se

muestran en la tabla I1.1.

Suelo pristino IPK
Coordenadas 34°51'24.6"S 58°06'54.2"W  34° 53' 19" S 57° 55' 38"W
Textura franco arcilloso franco
pH 5,8-5,9 7,71
Carbono (%) 3,60 2,2
Materia organica (%) 6.21 3,78
Nitrégeno (%) 0,30 0,2
Fosforo (mg.kg™) 4,20 8,33
CIN 12,16 11
CE (mS.cm™) 1,1 2,72
Hidrocarburos alifaticos (mg.kg™) nd 199,70
PAH (mg.kg™) nd 885,96
Hidrocarburos totales (mg.kg™) 50 nd

Tabla Ill.1 Propiedades fisicoquimicas de los dos suelos utilizados en los ensayos de bioaumento
en microcosmos. CE: conductividad eléctrica

[11.2.7.2 Preparacion de los cultivos usados como indculo.
El consorcio se cultivd en MML (Vecchioli y col., 1990) suplementado con 2000 mg I"' de

fenantreno (Carlo Erba, Milan, Italy, >99.5% pureza) por 7 dias a 28°C y 150 rpm y se filtro

posteriormente para eliminar los cristales de fenantreno, se centrifugd, se lavé con agua
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destilada y se resuspendi6 en 0,85% de solucion fisioldgica. Para el caso de las cepas AM y
Bc se prepard un cultivo en R2 (Reasoner y Geldreich, 1985) por 24 hs a 28°C y 150 rpm,
luego las células se centrifugaron, se lavaron (para eliminar fuentes de carbono) y se

resuspendieron en 0,85% de solucion fisioldgica.

[11.2.7.3 Preparacion de los microcosmos de suelo artificialmente contaminado con

fenantreno

Los microcosmos de suelo consistieron en 0,5 Kg de suelo tamizado (2 mm de poro) en un
contenedor de vidrio con una capacidad de 1 Kg. Los microcosmos se contaminaron
artificialmente con 2000 mg de fenantreno (Carlo Erba, Milan, Italy, >99.5% pureza) por Kg
de suelo seco. El fenantreno fue agregado al suelo en una solucion de acetona y luego
mezclado manualmente con una espatula.
Se llevaron a cabo cinco tratamientos, cada uno por triplicado:
(1) Phe: Suelo contaminado y no inoculado.
(2) Phe+CON: Suelo contaminado con fenantreno e inoculado con 1x108 ufc de CON por
gramo de suelo seco
(3) Phe+CD: Suelo contaminado con fenantreno e inoculado con 0,5x10 ® ufc de la cepa
Sphingobium sp. AM y 0,5x10°® ufc de la cepa Pseudomonas sp. Bc por gramo de
suelo seco
(4) Phe+AM: Suelo contaminado con fenantreno e inoculado con 1x10° ufc de la cepa
Sphingobium sp. AM por gramo de suelo seco
(5) Phe+Bc: Suelo contaminado con fenantreno e inoculado con 1x108 ufc de la cepa

Pseudomonas sp. Bc por gramo de suelo seco
Los inoculantes fueron agregados un dia después de agregar el fenantreno al suelo.

Se llevaron a cabo dos controles, cada uno por triplicado:
(1) SP: Suelo pristino, sin agregado de fenantreno
(2) SP+AM: Suelo pristino, sin agregado de fenantreno e inoculado con 1x108 ufc de la

cepa Sphingobium sp. AM por gramo de suelo seco

Para estandarizar el contenido de humedad de todos los microcosmos se agrego el mismo
volumen de agua agregado a los microcosmos inoculados (adicionada con el in6culo) a Phe
y a SP. Todos los microcosmos fueron incubados a 24+2°C en oscuridad durante 63 dias y
se mezclaron semanalmente para airearlos. El contenido de humedad se corrigié cuando fue

necesario a 20+2% adicionando agua destilada.
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[11.2.7.4 Preparacion de los microcosmos de suelo cronicamente contaminado con PAH.

Se realizd de igual manera que para el caso de la preparacion de los microcosmos de suelo

contaminado artificialmente con fenantreno. Se llevaron a cabo dos tratamientos, cada uno
por triplicado:

(1) IPK-CON: Los microcosmos se inocularon con 1x10° ufc de CON por gramo de suelo
seco.

(2) IPK-AM: Los microcosmos se inocularon con 1x108 ufc de la cepa Sphingobium sp.

AM por gramo de suelo seco.

Se llevo a cabo un control por triplicado (IPK-Control).

Todos los microcosmos fueron incubados a 24+2°C en oscuridad durante 63 dias y se
mezclaron semanalmente para airearlos. El contenido de humedad se corrigié cuando fue
necesario a 20+2% adicionando agua destilada.

El suelo IPK recientemente tamizado se llamoé Suelo Inicial.
111.2.7.5 Determinacion de la concentracion de hidrocarburos en suelo.
111.2.7.5.i Microcosmos de suelo artificialmente contaminado con fenantreno

El fenantreno se extrajo a partir de una muestra de suelo (25 g) mezclada con Na,SO,
anhidro (25 g), utilizando como solvente acetato de etilo, durante 6 hs en un Soxhlet. La
concentracion de fenantreno en los extractos de acetato de etilo se determind por HPLC
(Coppotelli y col, 2010) utilizando un cromatégrafo Waters con wuna columna
SymmetryWaters® C18 (15 cm, 4,6 mm ,5 mm, tamafio de poro 100 A). y un detector 2996
photodiodearray (Waters®). Los espectros de absorcién al UV (250,9 nm) obtenidos se

analizaron con el software Empower.
111.2.7.5.ii Microcosmos de suelo cronicamente contaminados con PAH.

Para la extraccién de hidrocarburos totales presentes en las muestra de suelo de los
microcosmos se mezclaron 2 g de suelo con 4 g de Na,SO, anhidro y se coloco la muestra
en un tubo falcon de 50 ml con 6 ml de una mezcla de solventes 1:1 acetona/diclorometano,
se sonicé durante una hora, se centrifugd a 2000 rpm durante 10 minutos, se retird el
solvente y se lo colocd en un frasco color caramelo para su evaporacion. Este procedimiento
se repitid 3 veces para extraer todos los hidrocarburos de la muestra, colocando cada vez el

solvente en el mismo frasco caramelo hasta evaporacion. Una vez evaporada la muestra se
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resuspendié en un volumen de 2 ml de diclorometano, se sonico durante 10-15 minutos y se
flitrd en una jeringa de vidrio con un filtro de nylon 0.45 um.

Posteriormente se colocaron en un vial 180 ul de muestra con 20 ul de estandar interno
(dibenzotiofeno) y se procedid a la inyeccion de 5 ul de muestra en el cromatégrafo de forma
manual con una jeringa Hamilton de 10 ul.

Las muestras se analizaron en un cromatdgrafo gaseoso Perkin Elmer con un detector de
ionizacién de llama (GC-FID) utilizando nitrdgeno como gas carrier. El puerto de inyecciéon
se mantuvo a una temperatura de 280°C y el detector a 300°C. La temperatura del horno se
seted inicialmente a 50°C (4 minutos). Luego como primer paso se aumento la temperatura
a 150°C a una tasa de 4°C por minuto y como segundo paso a 280°C a una tasa de 10°C
por minuto (tiempo final de 15 minutos). La columna utilizada fue una columna PE-5HT (30
m x 0.25 mm x 0.10 ym). La adquisicién y manejo de datos se realizé con un asistente de
computadora, PE NELSON Model 1022 (Del Panno y col.,, 2005). Para determinar la
concentracién de PAH e hidrocarburos alifaticos se realizaron curvas de calibracién a partir
de patrones comerciales marca RESTEK (NJEPH Aromatic Frac. CheckMix y 610 PAH
Calibration Mix A).

111.2.7.6 Determinacion del contenido de humedad

Se determiné el peso luego del calentamiento de la muestra de suelo a 105°C durante 24 h,

y la diferencia se expresé como porcentaje de humedad.

[11.2.7.7 Recuento de microorganismos viables.

111.2.7.7.i Preparacién de las suspensiones microbianas

Para determinar bacterias heterétrofas cultivables y degradadoras de PAH se suspendieron
10 g de suelo humedo de cada microcosmo en 90 ml de 0,85% NaCl, se homogenizaron por
30 minutos a 250 rpm. Luego de dejar decantar durante 5-10 minutos las particulas en
suspension, el sobrenadante obtenido se considera representativo del total de la comunidad
microbiana incluyendo las células adsorbidas sobre las pequefas particulas de la
suspension de tierra.

Se realizaron diluciones seriadas (1/10) de la suspension de tierra en solucion fisiolégica y a
partir de ellas se determin6 el numero de microorganismos cultivables de las diferentes

poblaciones.
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111.2.7.7.i.1 Recuento de bacterias heterotrofas cultivables en medio R2A

Se sembraron 0,1 ml de cada dilucion en la superficie del medio de cultivo, por triplicado y
se esparcieron con espatula de Drigalsky. Las placas se incubaron durante 10 dias a 22 + 2
°C. El resultado se expresé como nimero de UFC.g™" de suelo seco (Reasoner y Geldreich,
1985)

111.2.7.7.i.2 Recuento de bacterias degradadoras de PAH en MML suplementado con un
mezcla de PAH

El numero de bacterias degradadoras de PAH se determind en placas de 96 pocillos. Para
enumerar las bacterias degradadoras se utilizé el método del Numero Mas Probable (NMP)
tomando como pocillos positivos aquellos donde se observd una coloracion amarilla/naranja
luego del periodo de incubacién mencionado (Wrenn y Venosa, 1996). Se realizé de igual
manera que se describio en el inciso /11.2.4.2

El resultado se expresé como NMP de bacterias degradadoras de PAH.g™ de suelo seco.

111.2.7.8 Medida de la actividad deshidrogenasa

El método mide la actividad deshidrogenasa de células intactas. El Tricloruro de 2,3,5-
trifenil-2H-tetrazolium, TTC (sustrato) es reducido a Trifenilformazan (TPF) que es detectado
colorimétricamente a 546 nm (Thalmann, 1968). En el procedimiento se pesan 5 g de tierra
humeda en frascos de 50 ml de capacidad y se agregan 5 ml de una solucién de TTC
preparada al 1% en buffer Tris (100 mM). El pH del buffer utilizado varia segun el pH de la
muestra, en nuestro caso 7,7. La determinacion se realiza por triplicado. Como blanco de
reaccion se incuba la muestra con buffer sin el agregado de la solucion de TTC. Los frascos
cerrados son incubados a 30°C durante 24 h. Luego de transcurrido el tiempo de incubacién
se frena la reaccién con 40 ml de acetona. Se dejan en la oscuridad durante 2 h agitandose
cada 30 minutos. Posteriormente una porcidén del extracto de la muestra de tierra se filtré y
se ley6 su absorbancia a 546 nm contra el extracto correspondiente al blanco. Debido a la
sensibilidad frente a la luz de las soluciones de TTC el procedimiento se realiza bajo luz
difusa.

Los resultados son expresados como pg de TPF producido por gramo se suelo seco
utilizando una curva de calibracion.

Para la curva de calibracién se preparé una solucién estandar de 50 mg de TPF disuelto en
100 ml de acetona. A partir de esta solucion se transfirieron 0,5-1,0- 2,0- 3,0 y 4,0 ml a los

respectivos matraces de 50 ml de capacidad. Se le agregé a todos 8,3 ml de buffer pH 7,6 y
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se enrasaron a volumen con acetona. A continuacion se midid la absorbancia de las

soluciones a 546 nm, correspondiendo a 5,10, 20, 30 y 40 uyg de TPF/ml respectivamente.

[11.2.7.9 Estrategias moleculares para la caracterizacion de las comunidades presentes en

los microcosmos.

111.2.7.9.i Extraccion de DNA total de suelo

El DNA total de las muestras de suelo fue extraido y purificado a partir de 1 g de suelo
utilizando el Kit comercial E.Z.N.A ™ Soil DNA (Omega Bio-tek, Norcross, GA, USA) a los 2,
7, 14, 21, 28 y 63 dias de tratamiento. En el caso de los microcosmos de suelo
cronicamente contraminados se realizé una modificacion del protocolo del kit: El primer paso

de ruptura de células se repitid 3 veces.

111.2.7.9.ii Ampilificacion por PCR de una regién conservada del gen 16S rRNA

Solo se realizé para los microcosmos de suelo artificialmente contaminado (inciso
111.2.5.2.ii.1).

111.2.7.9.iii Clonacién de DNA de suelo de los microcosmos

Solo se realizé para los microcosmos de suelo artificialmente contaminado (//1.2.5.2.iii.2).

111.2.7.9.iii.1 Extraccion de DNA de los clones positivos
Incisolll.2.5.2.iii.3

111.2.7.9.iii.2 Verificacién de la presencia del inserto

Inciso /11.2.5.2.iii.4

111.2.7.9.iii.3 Analisis filogenético

Inciso /11.2.5.2.iii.5

1.2.7.9.iv DGGE
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Solo se realizé para los microcosmos de suelo artificialmente contaminado (inciso
111.2.5.2.ii.3).

Una vez obtenido el gel de DGGE con las muestras de cada microcosmo, el gel se digitalizé
en una camara-CCD y se analizé utilizando el software GelComparll (AppliedMaths, Kortrijk,
Belgium). Se determinaron las densidades opticas de las bandas. Estos perfiles de densidad
sirvieron como base para calcular la matriz de similitud usando el coeficiente de Jaccard y la
posterior construccién del dendrograma (UPGMA) (Sokal y Michener, 1958). Los numeros
de cada rama representan las correlaciones cofenéticas, las cuales nos muestran cuan bien
la estructura jerarquica del dendrograma representa a las verdaderas distancias.

La matriz de similitud obtenida utilizando el GelComparll (AppliedMaths, Kortrijk, Belgium) se
analizé posteriormente con el paquete estadistico Primer 6 (version 6.1.13; Primer-E Ltd.,
United Kingdom). El escalamiento multidimensional (MDS) es un método de ordenamiento
que puede reducir un complejo perfil de DGGE a escala bidimensional (Fromin y col., 2002).
Mayor es la distancia entre los puntos, mayores las diferencias en la composicion de la

comunidad.

111.2.7.9.v Céalculo de indices de Shannon

Los datos obtenidos del perfil de bandas a través del GelCompar Il (curva densitométrica),
fueron utilizados para calcular los indices de diversidad de Shannon y CHAO1 utilizando el

programa Paleontological Statistics, PAST (Hammer y col., 2001).

111.2.7.9.vi PCR, pirosecuenciacion y analisis de datos

El estudio de la composicidén bacteriana de los microcosmos de los suelos artificialmente y
cronicamente contaminados se realiz6 mediante pirosecuenciacion de un fragmento del gen
16S rRNA a dos tiempos de incubacion distintos, a los 14 y a los 63 dias. Ademas, se
realizo el andlisis al dia 2 de incubacién para el microcosmo SP y para el Suelo Inicial (SI).
La pirosecuenciacién se realiz6 por duplicado para las muestras del dia 14 de los
microcosmos de suelo artificialmente contaminados.

El procedimiento utilizado fue el mismo que el descripto en los incisos [11.2.5.2.iv y
111.2.5.2.iv.1 La unica diferencia fue que posteriormente a la realizacion de la reaccién de
PCR, los amplicones obtenidos de todas las muestras se mezclaron en concentraciones
iguales y luego se purificaron utilizando Agencourt Ampure beads (Agencourt Bioscience
Corporation, MA, USA).

Por otra parte, dado que las medidas de riqueza y diversidad son influenciadas por la

profundidad de secuenciacion, la normalizacién se realizé a través de re-muestreo y la
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diversidad estimada se calcula a partir de 905 secuencias para los microcosmos de suelo
pristino y 906 para los microcosmos de suelo crénicamente contaminado (correspondientes
al numero de lecturas en la comunidad mas superficialmente muestreada) que fueron
seleccionados al azar en cada muestra.

El analisis de correspondencia se realizé utilizando los valores de frecuencia de cada OTU
en el software NTSySpc (Version 2.11W). Por otra parte, para estudiar el numero de OTUs
que compartieron las distintas muestras se llevé a cabo un diagrama de Venn. Por ultimo
para el andlisis de las comunidades a nivel de género se construyé un doble dendrograma
jerarquico con un mapa de intensidades de color. Tanto el diagrama de Venn como el doble
dendrograma jerarquico se construyeron en el software estadistico R, versiéon 3.1.2 (R Core
Team 2014) utilizando el paquete “VennDiagram” (Chen, 2014) y “Vegan” (Oksanen y col.,

2015) respectivamente.

111.2.7.10 Anélisis estadistico

Se calcularon los valores promedios y las desviaciones estandar de tres réplicas en los
valores de la degradacion de PAH, el tamafo de las poblaciones de bacterias heterétrofas y
degradadoras y del analisis de la actividad bioldgica.

Los valores promedio fueron comparados por el test de analisis de varianza (ANOVA)
P<0,05. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software del programa
SigmaPlot/SigmaStat (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA). Se realizé un analisis de one-way
ANOVA post-hoc test Tukey (HSD) utilizando el paquete estadistico XLStat-Pro version
7.5.2 (Addinsoft SARL, France).
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IV. Obtencion y caracterizacion de un consorcio bacteriano degradador de

fenantreno

Cuando se deben realizar trabajos complejos es mas inteligente dividir el trabajo en tareas
mas simples e incluir especialistas, para asegurar resultados positivos para todos los
miembros del equipo. Este principio laboral se aplica también a los microorganismos
responsables de la degradacién de compuestos organicos complejos, como los PAH (Morris
y col., 2013). En comparacion con los monocultivos, los consorcios microbianos serian una
mejor alternativa para la degradacion de estas moléculas (Ahmad y Ahmad, 2014). Los
microorganismos en la naturaleza existen en consorcios que les proveen robustez y un
amplia capacidad metabdlica (Hays y col., 2015). Las interacciones microbianas son la
primer ventaja de los consorcios y determinan su estructura y funcion (Escalante y col.,
2015). Los consorcios probablemente no constituyen una simbiosis en su sentido clasico
pero estan tipicamente interpretadas como asociaciones sintréficas (Chaffron S y col.,
2010). Sintrofia significa “alimentarse juntos” y puede ser definida especificamente como un
proceso metabdlico que ocurre entre organismos termodinamicamente interdependientes,
mutuamente beneficiados, donde el metabolismo de un compuesto mediado por un solo
microorganismo genera un producto final que se mantiene en bajas concentraciones por el
consumo via un segundo microorganismo (Gieg y col., 2014).

El primer objetivo de este trabajo de tesis fue obtener y caracterizar un consorcio bacteriano
degradador de PAH para ser utilizado como inoculante en estrategias de bioaumento de
suelos contaminados con PAH. La obtencién de dicho consorcio se llevé cabo a partir de un
suelo crénicamente contaminado con hidrocarburos debido a que un suelo con estas
caracteristicas, con una larga historia de contaminacion, permite la seleccién de
microorganismos adaptados (Ruberto y col., 2003), esperando que la respuesta de estas
comunidades previamente expuestas a compuestos del petroleo sea mas rapida y

especifica (Paissé y col., 2010).

IV.1 Resultados

IV.1.1 Obtencién de un consorcio degradador de Fenantreno

Para la obtencion de un consorcio bacteriano natural degradador de fenantreno, se utilizé la
técnica de enriquecimientos sucesivos en cultivos batch. A partir de 2 g de suelo
crénicamente contaminado con hidrocarburos, proveniente del barrio Mosconi de la ciudad

de Ensenada, La Plata, Argentina. Se realizaron cuatro repiques sucesivos en medio mineral
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liquido (MML) suplementado con 2000 mg.I"" de fenantreno como Unica fuente de carbono y
energia. Luego del ultimo repique, al consorcio obtenido, que se denomind CON, fue
conservado a -80°C con glicerol. Cada vez que fue necesaria su utilizacion, se lo reactivé a
partir del stock criopreservado.

La degradacion de fenantreno se evidencié por la aparicion de un color ocre de variada
intensidad, tanto en el cultivo inicial como en los cultivos de enriquecimiento y en cada

cultivo de reactivacion, debido a la acumulacién de productos de degradacion (Figura 1V.1).

Figura IV.1. (A). Cultivo inicial a partir del suelo cronicamente contaminado (B). Tres de los repiques

sucesivos.

Se estudié la capacidad de CON de degradar fenantreno a distintas concentraciones (2000,
500 y 200 mg.I'") en MML durante 15 dias de incubacién. La concentracién a la cual se
obtuvo el mayor porcentaje de degradacion fue 200 mg.l”, dicho valor fue 59% y se alcanzé
luego de 7 dias de incubacion (Figura 1V.2). Por este motivo en los futuros ensayos se utilizo
esta concentracion de fenantreno.

Concomitantemente con la degradacién de fenantreno se observé la acumulacion de acido
1-hidroxi-2-naftoico, uno de los intermediarios metabdlicos de la ruta de degradacién del
fenantreno. La concentracion del acido 1-hidroxi-2-naftoico en cultivos de CON en MML
creciendo en fenantreno como unica fuente de carbono y energia, se incrementé durante los
primeros 7 dias de incubacion llegando a un valor aproximado de 28,16+10,1 mg.I" (Figura

IV.2), que luego se mantuvo constante hasta el dia 15 de incubacién.
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Figura IV.2. Cinética de degradacion de CON en MML suplementado con 200 mg.I"" de fenantreno
durante 15 dias de incubacion. Se determind la concentracién de fenantreno y la concentracion del
acido 1-hidroxi-2-naftoico. Se grafica el valor promedio de tres ensayos independientes con su

respectiva desviacion estandar.

V.1.2 Estudio de la dinamica de las poblaciones cultivables

Se estudié la dinamica de distintas poblaciones cultivables presentes en CON, durante la
degradacion de fenantreno en MML. Se realizaron recuentos de bacterias heterétrofas
cultivables (en medio R2A) y de bacterias degradadoras de PAH (en placas de 96 wells
conteniendo una mezcla de PAH). En la figura IV.3 se puede observar un aumento en el
numero de bacterias heteroétrofas cultivables durante los primeros 5 dias de incubacion, para
luego disminuir, alcanzando a los 15 dias de incubacion un numero de heterotrofas
cultivables similar al inicial. Por otra parte, el numero de bacterias degradadoras de PAH
aumentd hasta el dia 7 de incubacién y luego disminuyé bruscamente (4 6rdenes de
magnitud), alcanzando valores significativamente menores a los obtenidos al comienzo del
ensayo. Esta disminucion fue coincidente en el tiempo con la interrupcién de la degradacion

de fenantreno.
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Figura IV.3. Recuento de bacterias heterétrofas cultivables y bacterias degradadoras de PAH en
cultivos de CON en MML con 200 mg.l'1 de fenantreno como Unica fuente de carbono y energia,
durante 15 dias. Se grafica el valor promedio de tres ensayos independientes con su respectiva

desviacion estandar.

IV.1.3 Determinacion de la diversidad de CON

1V.1.3.1 A nivel de cultivables

La primer apreciacion acerca de la diversidad de CON se realiz6 a partir de los recuentos de
bacterias heterétrofas cultivables en R2A, en base al analisis morfoldgico de las colonias. Se
lograron distinguir 3 morfotipos distintos: colonias blancas, colonias amarillas y colonias
transparentes. Dentro del morfotipo de colonia blanca se observaron dos tipos de colonias
distintas, unas mas grandes y mucosas y otras mas chicas y con bordes definidos. A partir
de dicha distincién se obtuvieron cinco aislados distintos (AM, T, Bc, B y B1), que se
caracterizaron en primer lugar segun sus caracteristicas morfolégicas y bioquimicas (Tabla
V.1).

La secuenciacion de gen 16S rRNA de los distintos aislados y su posterior comparacion con
la secuencias depositadas en la base de datos del National Center for Biothecnology
Information (NCBI) utilizando el programa BLAST, permiti6 la afiliacién taxonémica de los
mismos. Los resultados que se detallan en la tabla 1V.2 muestran que la cepa AM se
clasific6 como Sphingobium sp., las cepas T y Bc fueron asociadas con Pseudomonas sp., y

las cepas B y B1 con Enterobacter sp.
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Las caracteristicas bioquimicas reforzaron los resultados obtenidos mediante la afiliacién

taxondmica a partir de la caracterizacion genética.

Caracteristicas AM T Bc B B1
Color de la colonia Amarilla  Transparente Blanca  Blanca Blanca
Morfologia microscopica Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos  Bacilos

Tincién de Gram - - - - -

Reductoras de nitrato - + + + +
Reductoras de nitrito - + + + +
Produccion de N2 - + - + +
Oxidasa (Kovacs) + + + - -
OF glucosa N 0] 0] F F
Citrato (Simmons) - + + + +

Hidrolisis de gelatina - - - - -

Crecimiento en Agar Cetrimide - + + - -

Tabla IV.1. Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de las cepas AM, T, Bc, B y B1 aisladas del
CON

Secuencia del gen

Numero de o Numero de
Cepas a 16S rRNA mas cercanamente Similitud
acceso acceso
relacionada

AM JQ886663 Sphingobium sp. 98% EU159274 .1
T JQ886664 Pseudomonas sp. 100% AY520572.1
Bc JQ886665 Pseudomonas sp. 98% DQ127532.1
B JQ886666 Enterobacter sp. 99% AB244467 1
B1 JQ886667 Enterobacter sp. 99% AB244467 1

Tabla IV.2. Resultados de la secuenciacién del gen 16S rRNA y afiliaciones taxondmicas de las
cepas AM, T, Bc, B y B1 aisladas del consorcio. * Numero de acceso a GenBank de las secuencia
perteneciente a la cepa aislada. ® Numero de acceso a GenBank de la secuencia bacteriana mas

cercanamente relacionada.
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1V.1.3.2 A nivel de no cultivables
1V.1.3.2.i Analisis de la estructura de CON mediante PCR-DGGE

Con el objetivo de estudiar la diversidad genética bacteriana del consorcio se realizo la
extraccion de DNA total a partir de un cultivo de CON en MML con 200 mg.I"" de fenantreno,
a los 4 dias de incubacion (periodo de mayor actividad degradadora) y posteriormente se
realizé una analisis por PCR-DGGE con primers especificos para una porcién el gen 16S
rRNA.

Tal como se puede observar en la figura V.4, el perfil de bandas obtenido de CON present6
10 bandas. Este perfil de bandas se compard con la posicién de las bandas obtenidas a
partir de los aislados. No fue posible asignar a ninguna de las cepas aisladas alguna de las
bandas presentes en CON ya que, como se puede observar en la figura IV.4, se encontré
que las bandas pertenecientes a las cepas aisladas no corrieron en la misma posicién que
las bandas presentes en la calle del perfil de CON.

= T

=L = o oM
= # = a
o @ % @ @
o (0] [&] [B] (&
—

B8 —»

Figura IV.4 Fotografia del andlisis por PCR-DGGE de las poblaciones bacterianas de CON y las cepas
aisladas de CON.
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Con el objetivo de obtener la identidad de la banda predominante en los perfiles de DGGE
de CON (B8) se realiz6é una incision de la banda, una posterior re-amplificacién por PCR y
clonacion. Como resultado se obtuvieron 3 clones (clon 18, 19 y 20), los cuales se asociaron
filogenéticamente a la familia Sphingomonadaceae. La secuencia del gen 16S rRNA de los
tres clones de B8 mostraron una identidad entre el 99% y 100% con el género Sphingobium
(Tabla 1V.3) y una similitud del 96% con la secuencia del gen 16S rRNA de la cepa AM,
identificada como Sphingobium sp., pese a que migran en diferentes posiciones en el
analisis de DGGE.

1V.1.3.2.ii Construccion y analisis de una biblioteca de genes 16S rRNA presentes en CON.

Se realizé una biblioteca de productos de amplificacién a partir del DNA de CON creciendo
en MML con 200 mg.I"" de fenantreno a los 4 dias de incubacion.

Para el andlisis se llevé a cabo una PCR con primers especificos dirigidos a una porcion del
gen 16S rRNA. Posteriormente, se realizé la clonacién de los fragmentos de amplificacion
obtenidos en el vector de clonado pGEM-T en células de E.Coli DH5a y como resultado se
obtuvieron 13 clones. Con el andlisis taxonémico de las secuencias se encontraron 4
filotipos distintos a nivel de orden, tres de los cuales (representados por 11 clones) se
afiliaron con Alphaproteobacteria y el filotipo restante (representado por 2 clones) se afilié a
Betaproteobacteria. Los tres érdenes pertenecientes a la clase Alphaproteobacteria fueron
Rhodospirillales (2 clones, cada uno con 100% de identidad con el género Inquilinus),
Rhizobiales (1 clon con 100% de identidad con Ochrobactrum) y Sphingomonadales, (8
clones, con entre un 99%-100% de identidad con los géneros Sphingobium vy
Sphingomonas) siendo este ultimo predominante con el 61,5% de las secuencias (Tabla
V.3).

De la clase Betaproteobacteria, el orden Burkholderiales se representé por dos clones, uno
con un 95% de identidad con el género Alcaligenes y el otro con un 100% de identidad con
el género Achromobacter (Tabla 1V.3).

Con las secuencias de los clones, la secuencia de la banda predominante de CON (B8) y las
secuencias de las cepas aisladas del consorcio se realizé un arbol filogenético mediante el
método de Neighbor-Joinig y el algoritmo p-distance con el programa MEGA. El
dendrograma resultante se muestra en la figura IV.5. En la misma se puede observar que
las secuencias que se afiliaron a la familia Sphingomonadaceae se separan formando dos
clusters. Por un lado, la cepa Sphingobium sp. AM y por el otro los clones de CON,
incluyendo a los clones obtenidos a partir de la banda predominante en los perfiles DGGE
de CON. Estos resultados podrian sugerir que la cepa Sphingobium sp. AM no resulta ser

mayoritaria en el consorcio.
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Ninguno de los clones obtenidos se relaciond filogenéticamente con las cepas aisladas

pertenecientes a la clase Gammaproteobacteria.

Clon Numero cge Secuencia del gen 16S .rRNA mas cercanamente Similitud Numero cge
acceso relacionada acceso
6 JQ886683 Alcaligenes faecalis strain SRR-11 95% EF446888.1
7 JQ886672 Sphingobium chungbukense strain Ndbn-13 100% KP090373.1
8 JQ886674  Sphingobium chungbukense strain Ndbn-13 99% KP090373.1
9 JQ886675 Sphingobium chungbukense strain Ndbn-13 99% KP090373.1
10 JQ886680 Inquilinus ginsengisoli strain Mqg-10 100% GU201848.1
11 JQ886681 Inquilinus ginsengisoli strain Mqg-10 100% GU201848.1
12 JQ886673  Sphingobium chungbukense strain Ndbn-13 100% KP090373.1
13 JQ886670 Sphingomonas agrestis strain DP682 100% AY227699.2
14 JQ886671 Sphingomonas agrestis strain DP682 100% AY227699.2
15 JQ886677  Sphingobium chungbukense strain Ndbn-13 99% KP090373.1
16 JQ886668 Sphingobium chungbukense strain Ndbn-13 100% KP090373.1
17 JQ886682 Achromobacter xylosoxidans strain C2 100% KP967463.1
21 JQ886679  Ochrobactrum sp. TSH83 100% AB508871.1
18 JQ886676 Sphingobium chungbukense strain Ndbn-13 100% KP090373.1
19 JQ886669  Sphingobium chungbukense strain Ndbn-13 100% KP090373.1
20 JQ886678 Sphingobium chungbukense strain Ndbn-13 99% KP090373.1

Tabla IV.3. Resultados de la secuencia parcial del gen 16S rRNA vy afiliaciones taxonémicas de los
clones obtenidos de la clonacion de fragmentos del gen 16S rRNA del consorcio.  Nimero de acceso a
GenBank de la secuencia perteneciente al clon. ® Ntimero de acceso a GenBank de la secuencia

bacteriana mas cercanamente relacionada.
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Figura IV.5. Arbol Neighbor-joining basado en el andlisis de distancia matricial de las secuencias
parciales 16S rDNA de las bandas de DGGE, de las cepas aisladas, de los clones y de secuencias
seleccionadas disponibles en GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank) construido
utilizando el software MEGA version 4 (Tamura y col, 2007). Los numeros en cada nodo
corresponden a los valores porcentuales de bootstrap. La barra inferior indica una variacion de
0.01 de la secuencia. Se indican entre corchetes el nUmero de acceso a GenBank de las cepas

aisladas, de los clones y de las secuencias seleccionadas.
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1V.1.3.2.iii Pirosecuenciacion del DNA total de CON

Con el objetivo de conocer la composicion detallada y las abundancias relativas de las
distintas poblaciones presentes en CON se utilizé una tecnologia de secuenciacion de alto
rendimiento que presenta las potenciales ventajas de ser mas exacta, flexible y facilmente
automatizable (Fakruddin y col., 2013). Se llevé a cabo la pirosecuenciacion de los
fragmentos de PCR del gen 16S rRNA a partir del DNA total de CON extraido al dia 4 de
incubacion. La pirosecuenciacion generé un total de 996 secuencias filtradas que se
agruparon en 21 OTUs (operational taxonomic units) considerando un minimo de 97% de
similitud. Todas las secuencias representativas de cada OTU se clasificaron dentro del
dominio Bacteria y filo Proteobacteria (Alpha, Gamma 'y Beta con 89.4%, 7.7% y 2.9% de las
lecturas respectivamente). La curva de rarefaccién obtenida (Figura IV.6) muestra que el
numero de secuencias recuperadas fue suficiente para cubrir la diversidad presente en
CON. Dicho resultado se confirma mediante el valor del indice de Good, que informa sobre
la cobertura del analisis (Tabla IV.4). Cuando su valor se acerca a 1.0 indica que las
secuencias obtenidas para cada biblioteca representa a la mayoria de las secuencias
bacterianas presentes en la muestra (Rungrassamee y col., 2012).

Para evaluar la diversidad del consorcio se utilizé una familia de indices de diversidad
desarrollada por Mark Hill (Hill, 1973), llamada Numeros de Hill. Los numeros de Hill (D)
estan definidos por un orden “q” (Gotelli y Chao, 2013), este parametro determina la
sensibilidad de la medida a las abundancias relativas de las especies (Chiu y Chao, 2014).
Los numeros de Hill mas utilizados son; la riqueza de especie (°D), el exponencial de
entropia de Shannon ('D) y la inversa del indice de Simpson (°D).

Los numeros que se muestran en la tabla IV.4 presentan valores correspondientes a
comunidades con una baja de riqueza de especies (°D) y con pocas especies muy

dominantes (°D).
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Figura IV.6. Analisis de rarefaccion indicando el nimero de OTUs observados en la muestra del
DNA de CON. .

Nudmero .de Nimero de OTUs Numeros de Hill indice de
secuencias . ; N Good
D D D
CON 996 21 21.75 2.77 1.63 0.99

Tabla IV.4. Parametros de diversidad obtenidas por el analisis de los datos de pirosecuenciacién del

consorcio y valor de indice de Good.

La frecuencia relativa de filotipos revelo la presencia de 7 érdenes bacterianos (Figura I1V.7)
Sphingomonadales (87,9%), Rhodospirillales (1,2%), Rhizobiales (0,3%) (pertenecientes a la
clase Alphaproteobacteria), Xanthomonadales (0,6%), Pseudomonadales (0,4%)
Enterobacteriales (6,7%) (pertenecientes a la clase Gammaproteobacteria) y Burkholderiales
(2,9%) (pertenecientes a la clase Betaproteobacteria). A nivel de género se observaron las
siguientes abundancias relativas en orden decreciente: Sphingobium 87.4%, Enterobacter
6.6%, Achromobacter 1.9%, Inquilinus 1.1%, Bordetella 1.0%, Luteibacter 0.6%,
Sphingomonas 0.5%, Pseudomonas 0.4%, y Bradyrhizobium 0,3%. De todos los géneros,
Sphingobium es quien presenté la mayor abundancia relativa.

Si bien con la biblioteca de clones realizada anteriormente solo se detectaron las clases
Alpha- y Betaproteobacteria, con la pirosecuenciacion se logrdé confirmar la presencia de
Gammaproteobacteria. Esta clase también se encontré6 mediante técnicas dependientes de
cultivo ya que dos de las cepas aisladas pertenecieron a los érdenes Pseudomonadales y
Enterobacteriales (Tabla 1V.2).
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Bl 87.9% Sphingomonadales
87,4% Sphingobium
0,5% Sphingomonas
Il 2.8% Burkholderiales
1,9% Achromobacter
B 1% Bordetella

1,2% Rhodospirillales (Inquillinus)

[ 0.4% Pseudomonadales (Pseudomonas)
6,7% Enterobacterales (Enterobacter)

0,3% Rhizobiales (Bradyrhizobium)

B 0.6% Xanthomonadales (Luteibacter)

Figura IV.7. Ordenes y géneros bacterianos encontrados en CON mediante pirosecuenciacion. El
Circulo interior indica los érdenes y el exterior los géneros. Entre paréntesis aparecen los géneros

unicos dentro de los respectivos 6rdenes.

IV.1.4 Anélisis funcional de CON

IV.1.4.1 Analisis fisiolégico de las cepas aisladas

IV.1.4.1.i Degradacién de fenantreno en medio sélido

Para comenzar a discriminar el rol de cada una de las cepas aisladas en el consorcio, se
realizé una estria de cada una de las cepas en Medio Mineral Sélido (MMS) con una doble
capa de agarosa suplementada con fenantreno. La cepa Sphingobium sp. AM presentd un
halo claro de solubilizacion (Figura IV.8), mientras que la cepa T mostré un halo pequeno de
solubilizacion. La presencia de un halo claro alrededor de la estria se puede deber a la
degradacién del sustrato demostrando una actividad enzimatica especifica, o a la

solubilizacion del PAH por la produccion de biosurfactantes.
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Figura IV.8. Fotografia del halo de solubilizacion de la cepa AM observado en MMS suplementado

con fenantreno.

1V.1.4.1.ii Degradacion de fenantreno en medio liquido

Con el objetivo de determinar la capacidad de las cepas aisladas de utilizar fenantreno como
Unica fuente de carbono y energia se realizaron cultivos de las cepas en MML y 200 mg.l”
de fenantreno. Luego de 7 dias de incubacion se determiné la concentracion de fenantreno
remanente (HPLC) y el crecimiento por aparicion de turbidez.

Como se expresa en la tabla IV.5 los cultivos de las cepas AM, T y Bc mostraron turbidez
luego a los 7 dias de incubacion. Sin embargo la cepa AM fue la Unica que mostré valores
de degradacion de fenantreno significativamente diferente al control (87%

aproximadamente).

Fuente de

.. o .. -1
carbono Crecimiento / % de degradacion de la fuente de carbono (mg.l")

AM T Bc B B1 Control

Fenantreno (+)/87.4+4.0  (+)/9.7+4.0  (+)12.125.9 (-)/9.1+1.4 (-)/1.0+1.9 -/10.9+2.3

Tabla IV.5. Crecimiento en MML suplementado con fenantreno como Unica fuente de carbono y
energia de las cepas AM, T, Bc, B y B1. Se afiadio un sistema control sin inocular como medida de
eliminacion abidtica. (+) Corresponde a la aparicidon de turbidez. Los datos correspondientes a la
degradacion de fenantreno son el promedio de tres experimentos diferentes * la desviacion

estandar. * indica diferencias significativas con el control abiético (p<0.05).
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1V.1.4.1.iii Degradacion de fenantreno en medio suplementado con factores de crecimiento

Se evaluo si la degradacion de fenantreno en las cepas T, Bc, B y B1 estaba limitada por
requerimientos de factores de crecimiento, para ello se realizaron cultivos de las cepas
aisladas en MML con 200 mg.I"" de fenantreno suplementado con extracto de levadura. Por
otro lado se aumento el tiempo de incubacién a 15 dias.

Como se observa en la tabla 1V.6, ninguna de las cepas presenté diferencias significativas

en la concentracion residual de fenantreno con respecto al control.

Fuente de carbono Concentracion residual de la fuente de carbono (mg.I")

T Bc B B1 Control

Fenantreno + Extractode 4369434 1153154 131.446.8 130.7414.5 121.716.4
levadura

Tabla IV.6. Concentracion residual en cultivos de las cepas aisladas de CON en MML
suplementado con 200 mg.I'1 de fenantreno y 0.05 g.I'1 de extracto de levadura a los 15 dias de

incubacion. Los datos son el promedio de triplicados independientes + la desviacion estandar

IV.1.4.1.iv Crecimiento en metabolitos intermediarios de la degradacion de fenantreno como

Unica fuente de carbono y energia

Se estudio el crecimiento y la capacidad de cada una de las cepas aisladas de utilizar dos
de los metabolitos intermediarios de la ruta de degradacion de fenantreno. Para ello se
realizaron cultivos de las cepas en MML y 100 mg.I" de &cido 1-hidroxi-2-naftoico como
tnica fuente de carbono y energia o con 100 mg.I"" de &cido salicilico como Unica fuente de
carbono y energia.

Tal como se observa en la tabla 1V.7, las cepas afiliadas a Pseudomonas sp, T y Bc, fueron
capaces de crecer en los dos metabolitos estudiados (acido 1-hidroxi-2-naftoico y acido
salicilico). Cabe destacar que la cepa AM no mostré crecimiento en acido 1-hidroxi-2-
naftoico en cambio si fue capaz de crecer en acido salicilico. Sin embargo, no se evidencio
degradacion de ninguno de los intermediarios estudiados, siendo importante remarcar que la
pérdida abiética en el caso del ensayo con acido salicilico fue muy alta, lo que podria

enmascarar los procesos de biodegradacion.
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FuEmie ol Crecimiento / % de degradacion de la fuente de carbono (mg.l'1)
carbono
AM T Bc B B1 Control
Acido 1-hidroxi- (=) (+)/ (+) (--) (--) -/
2-naftoico 15.6 £3.2 14.247.0 10.8+0.8 /13.9£10.7 5.7+41 10.719.5
N (+) . . -/
Acido salicilico (+)/nd /192.3 0.3 (+)/nd (--)/nd (--)/nd 929408

Tabla IV.7. Utilizacion de intermediarios metabdlicos del fenanteno como unica fuente de carbono y
energia por parte de las cepas AM, T, Bc, B y B1. Se afiadié un sistema control como medida de
eliminacién abiotica. (+) Corresponde a la aparicion de turbidez. Los datos correspondientes a la
degradacion de las dos fuentes de carbono son el promedio de tres experimentos independientes *
la desviacion estandar. nd: no detectado. -: no determinado. ® Los resultados de la degradacion de
acido salicilico corresponden a los 2 dias de incubacion y los de acido 1-hidroxi-2-naftoico

corresponden a 7 dias de incubacion.

IV.1.4.1.v Estudio de presencia de genes que codifican para enzimas dioxigenasas

La degradacién bacteriana de los PAH se inicia mediante la accidn de enzimas dioxigenasas
intracelulares que lo oxidan al correspondiente cis-dihidrodiol, mediante la incorporacion de
dos atomos de oxigeno (Johnsen y Karlson, 2005). Estos intermediarios dihidroxilados
pueden continuar siendo oxidados ya sea por intradiol o extradiol dioxigenasas, segun sigan
la ruta de orto o meta clivaje, dando intermediarios centrales como el protocatecuato o
catecol que son luego convertidos en intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos
(TCA) (Peng y col., 2008).

Se utilizaron dos metodologias para detectar la presencia de genes dioxigenasa. Por un lado
se puso en evidencia la actividad dioxigenasa y por otro lado se realizé la amplificacién por
PCR con primers especificos dirigidos a la subunidad alfa de la enzima dioxigenasa de
anillos aromaticos (RHD) para bacterias Gram negativas. Esta subunidad alfa contiene dos
regiones conservadas, el centro Rieske y el dominio catalitico conteniendo el atomo de
hierro mononuclear (Cébron y col., 2008).

Para detectar la actividad de enzimas dioxigenasas se realizé la prueba de indol sobre una
estria ya crecida de cada cepa en R2A. La aparicion de coloracion azul, debido a la
oxidacion del indol, sobre la estria de la cepa indica la presencia de enzimas dioxigenasa.
La unica cepa capaz de formar azul-indigo fue la cepa Sphingobium sp. AM (Figura IV.9),
indicando actividad de clivaje del anillo aromatico. Debido a que la prueba de indol se realiz6
en un medio complejo como lo es el R2A, se sugiere que las enzimas involucradas en la

conversion del indol en Sphingobium sp. AM serian constitutivas.

91



Obtencion y caracterizacion de un consorcio degradador de fenantreno — Capitulo IV

Figura IV.9. Fotografia del aislamiento de la cepa AM creciendo en R2A (A) y en R2A en presencia de

cristales de indol (B)

La deteccidn de la presencia del gen dioxigenasa en las cepas aisladas se realizé mediante
una PCR con primers especificos dirigidos a dicho gen (Cébron y col., 2008). Como control
positivo se utiliz6 una cepa de Pseudomonas sp., degradadora de PAH aislada y
caracterizada previamente en nuestro laboratorio. Como se observa en la figura 1V.10 una
sola banda del tamafo esperado (306 pb) esta presente en la cepa degradadora AM y la
cepa B, esta ultima afiliada a Enterobacter sp. La cepa T presenté un producto de
amplificacion levemente mayor al esperado. Debido a que la cepa B no presenté actividad
dioxigenasa en el test del indol ni actividad degradadora de fenantreno en medio liquido se
cloné el fragmento de PCR obtenido en este ensayo y se envié a secuenciar. Luego del
analisis taxonémico en BLAST de las secuencias de dos de los clones obtenidos se
encontré que un clon presenté una afiliacion con un 97% de similitud con fragmento
proveniente de una muestra ambiental, obtenido con primers dirigidos a genes nahAC,
asignado a un gen de dioxigenasa (Numero de acceso a GenBank: AM930924.1) y el
segundo clon se afili6 con un 99% de similitud a una porcién del genoma de la cepa
Enterobacter aerogenes CAV1320 (Numero de acceso a GenBank: CP011574.1), que no
correspondia a un gen codificante de una enzima dioxigenasa. Se testearon otros primers
dirigidos a genes de dioxigenasas pero no se obtuvieron resultados positivos, en algunos

casos se observéd amplificacion pero no del peso molecular esperado (Tabla 1V.8).
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Figura IV.10. Fotografia del gel de agarosa de los productos de amplificacion de la PCR con

primers dirigidos al gen dioxigenasa.

Referencia Primer Target

Wilson y col., (1999) Ac114F y Ac596R genes nahAC

Ding y col.,(2010) PAH-RHDa-396F y PAH-RHDa-696R

Chadhaian y col., (2006) Rieske_fy Rieske r

Leigh y col., (2007) ARHD1F y ARHD2R
NAH F y NAH R Naftaleno dioxigenasa
TODFyTODR Tolueno dioxigenasa

. BPH1 F yBPH1 R Bifenilo dioxigenasa

Baldwiny col., (2003) ooy BPH2 R Bifenilo dioxigenasa
BPH3 F y BPH3d R Bifenilo dioxigenasa
BPH4 F y BPH3d R Bifenilo dioxigenasa

Subunidad alfa.

nahAcfor y nahAcrev Especificamente genes nahAc

Lloyds Jones y col,

(1999) Subunidad alfa.
P8073y P9047 Especificamente genes phnAc
Zhou y col., (2006) Nah-for y Nah-rev1 Genes nidA y nahAc

Tabla IV.8. Listado de primers dirigidos al gen dioxigenasa testeados en CON y en las cepas aisladas.

1V.1.4.1.vi Screening de produccion de biosurfactantes

Una manera de aumentar bioldégicamente la difusion efectiva de las moléculas de PAH es la

excreciéon de biosurfactantes como carriers, donde las micelas del tensioactivo ayudan la
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transferencia del PAH a la fase acuosa (Mohan y col., 2006a). Se demostré que cultivos
puros de bacterias producen surfactantes aumentando la solubilidad de estos compuestos
(Achten y col., 2011), resultando una estrategia muy util en casos donde la limitada
biodisponibilidad de compuestos organicos contaminantes es un obstaculo para una efectiva
degradacion (Rayu y col., 2012).

Se realizé un ensayo rapido para evidenciar la posible produccién por parte de las cepas
aisladas de productos con actividad surfactante. Las cepas se sembraron en agar sangre,
donde la lisis de los eritrocitos sugiere una produccion de los mismos. Se observé un halo
color verdoso, indicando alfa hemolisis para dos de las cuatro cepas analizadas, lacepa Ty

la cepa B (Figura IV.11).

Cepa T o Cepa Bc

Figura IV.11. Fotografia de una placa de agar sangre con una estria de las cepas aisladas de CON

IV.1.4.2 Estudio de las interacciones fisiolégicas entre las cepas aisladas del consorcio

IV.1.4.2.i Dindmica de los distintos morfotipos presentes en el consorcio

Se estudié la dinamica de CON a nivel de cultivables mediante recuento diferencial
considerando la diferentes morfologias de las colonias de cada cepa.

Como se muestra en la figura IV.12, al comienzo del ensayo las placas de R2A mostraron
un claro dominio de colonias blancas (96%), que se mantuvieron en valores absolutos
similares durante todo el ensayo. Después de dos dias de incubacién se observd un
aumento importante, de mas de dos érdenes de magnitud, de las colonias amarillas,
alcanzando el 76% de las bacterias heterétrofas cultivable. Hacia el final del tiempo de
incubacién, el numero de colonias amarillas disminuyd significativamente coincidiendo con lo
observado en los recuentos de las bacterias degradadoras de PAH (Figura IV.3),
representando al dia 15 de incubacion solo el 1% de las poblaciones cultivables.

Contrariamente al comportamiento de las colonias amarillas, las colonias transparentes
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mostraron un aumento progresivo durante el ensayo, convirtiéndose en la poblacién
predominante (68%) al dia 15 de incubacion. Estos resultados son coincidentes con lo
observados anteriormente, sugiriendo que la cepa AM seria la encargada de iniciar la

degradacion mientras que la cepa T creceria a partir de los productos de degradacion.
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Figura IV.12. Recuento diferencial para los distintos morfotipos encontrados. Los resultados son el

promedio de triplicados independientes y las barras representan la desviacion estandar.

IV.1.4.2.ii Degradacion de fenantreno en medio liquido por consorcios definidos

Con el fin de estudiar la posible cooperacion en la degradaciéon de fenantreno de las cepas
aisladas de CON se decidi6 combinarlas de a pares y analizar la degradacién de dicho
compuesto. La cepa Sphingobium sp. AM se seleccion6 como cepa comun para las tres
combinaciones debido a su comprobada capacidad para iniciar la degradacién de
fenantreno. Por lo tanto los consorcios definidos fueron los siguientes: AM+T, AM+Bc vy
AM+B.

Para obtener informacién acerca de la degradacion de fenantreno en los cultivos mixtos se
decidi6 analizar tanto la degradacion de fenantreno como la aparicién de acido 1-hidroxi-2-
naftoico y de acido salicilico. Para ello se realizaron cultivos de los consorcios definidos y se
incubaron durante 2 y 7 dias.

En la tabla IV.9 se muestra que al dia 2 de incubacion los porcentajes residuales de
fenantreno en los consorcios definidos no mostraron diferencias significativas con los
cultivos de la cepa Sphingobium sp. AM (P < 0.05), llegando a porcentajes de eliminacién de
fenantreno entre el 56 y 66%. Tampoco fue posible encontrar diferencias significativas en la

acumulacion de los metabolitos intermediarios para los cultivos estudiados. Sin embargo,
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luego de 7 dias de incubacion los consorcios definidos mostraron una degradacion superior

al 97% vy significativamente mayor a la eliminacion alcanzada por la cepa Sphingobium sp.

AM (87,5%). Cabe destacar que, en la misma condicion la cepa AM y los consorcios

definidos presentaron una concentracion de fenantreno residual significativamente menor

que CON (Figura IV.2) a los 7 dias de incubacion. Por otra parte, no se logré detectar

acumulacion de los metabolitos intermediarios ni en AM ni en los consorcios definidos,

contrariamente a lo que se observé en CON.

Concentracion Dia de
4 . . AM AM+T AM+Bc AM+B Control
(mg.l') incubacion
2 87.3°+7.4 67.9°+30.6  76.1°+29.5 77.2%+35.2 -
Fenantreno
7 25.1°48.0 2.9°+1.8 5.8°+4.3 2.8°40.5 166.8°t7.3
Acido1-
2 64.6°+13.9 50.5%+12.5 56.5°+36.6 51.3°+9.5 -
hidroxi-2-
naftoico 7 nd 0.7°4+0.2 0.6°+0.1 0.4°+0.1 -
i 2 0.5%+0.4 12.0%421.6  21.1°+27.9 12.3%+13.3 -
Acido salicilico
7 nd nd nd nd -

Tabla IV.9. Concentracion de fenantreno, &cido1-hidroxi-2-naftoico y &cido salicilico durante la

degradacion de fenantreno en medio mineral liquido por la cepa AM, y los consorcios definidos AM+T,

AM+Bc y AM+B. Se realizd un sistema control para medir la eliminacion abidtica. Los valores son el

promedio de sextuplicados independientes con sus respectivas desviaciones estandar. En la misma fila,

aquellos valores que posean la misma letra no son significativamente diferentes (p<0,05). nd: no

detectado. -: no determinado
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IV.1.4.3 Estrategias 6micas aplicadas al estudio de CON

La estrategias dmicas, como la metagendmica, la metatranscriptomica y la metaprotedmica,
permitirian estudiar los procesos de biodegradacion, superando el problema de la pérdida de
la informacion presente en los microorganismos dificiles de cultivar (Ahmad y Ahmad, 2014).
En la actualidad se utilizan las estrategias émicas no solo para identificar la diversidad
microbiana sino también para entender la composicién de la comunidad y asignar un rol
ecoldgico a la microbiota no cultivable de un nicho particular (Sharma y col., 2008). En este
trabajo se realizaron dos enfoques 6micos sobre el consorcio degradador de fenantreno, un

enfoque metagendmico funcional y otro metaprotedmico.

1V.1.4.3.i Presencia de genes que codifican para enzimas dioxigenasas

Con el objetivo de conocer la presencia de genes dioxigenasa de alguno de los
microorganismos no cultivables presentes en el consorcio se llevd a cabo una PCR con
primers disefados por Cebrén y col., (2008) sobre el DNA total del consorcio a distintos
tiempos de incubacion, tal como se utilizaron para el estudio realizado en las cepas aisladas.
Como se observa en la figura IV.13, al comienzo la incubacién, se encontraron una
multiplicidad de bandas, incluyendo una banda débil del tamano esperado (306pb) y las
otras cuatro de mayor tamano, de las cuales 2 fueron bandas intensas que migraron a la
altura de 1000 y 1500 pb. Luego de 4 dias de incubacion solo se visualizaron dos bandas
intensas de mayor tamafio que el esperado, mientras que para el dia 7 y 15 del ensayo no

se detectaron bandas.
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Figura IV.13. Fotografia de gel de agarosa con los productos de PCR con primers de Cébron y col.,

(2008).
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1V.1.4.3.ii Analisis metagenomico funcional de CON

Se realizd una biblioteca metagendmica a partir del DNA total de CON (Figura IV.14)
utilizando el vector de clonado pCC2FOS™. En la figura IV.14 se muestra un esquema del

disefio experimental utilizado.

1V.1.4.3.ii.1 Extraccién de DNA total del consorcio

Se realizo la extraccion del DNA total de CON a los 2 dias de incubacién en 200 mg.I" de
fenantreno como Uunica fuente de carbono y energia. Se llevé a cabo un protocolo de
extraccion de DNA para la obtencion de fragmentos de mas de 23 kpb (Entcheva y col.,
2001) y de buena calidad. La calidad del DNA extraido se corroboré en un gel de agarosa
0.8%, el resultado se muestra en la figura 1V.15. Se midi6 la concentracion y la pureza
(relacién 260/280), utilizando un NanoDrop 2000 (Thermo-Scientific™), obteniéndose

valores de 155.4 ng.ul™" y 1.87 respectivamente

WM DNA C

Figura IV.15. Fotografia del gel de agarosa del DNA de alto peso molecular extraido de CON a los

dos dias de estar creciendo en MML y 200 mg.l'1 de fenantreno.

Posteriormente, una vez corroborada la calidad del DNA, se reparé el DNA con el objetivo
de obtener insertos romos y fosforilados en el extremo 5°, se realizdé un gel de agarosa de
bajo punto de fusion al 0.8%, se seleccioné el sector del gel donde se encontraban
presentes los fragmentos de DNA deseado (Figura IV.16) y se extrajeron mediante una

reaccion enzimatica con la enzima gelasa.
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Figura IV.14. Esquema de la construccion de la biblioteca desde la extraccién de DNA total de CON

hasta el analisis de las secuencias.
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Figura IV.16. Fotografia donde se muestra el fragmento de gel que se tifio con bromuro de etidio.
Las flechas indican el lugar donde se ubicé el DNA y el circulo indica el sector de gel sin tefir de
donde se obtuvo el DNA con insertos romos y fosforilado en el extremo 5°. Con el nimero 1 se

indica la banda del marcador de peso molecular (A Hind I1l) de 23130 pb.

1V.1.4.3.ii.2 Construccion de la biblioteca y screening funcional

Para controlar las etapas criticas de la realizacion de la biblioteca metagendmica se llevaron
a cabo los controles de ligacion y eficiencia de empaquetado. EI DNA recuperado del gel
(20% aproximadamente) se ligd al vector de clonado pCC2FQOS y posteriormente el producto
de ligacion se empaquetd y se utilizé para la infeccion de células de E. coli EP1300-T1.

Una vez obtenidos los clones, se plaquearon las células transformadas y se seleccionaron
por su capacidad de crecer en medio agar LB con cloranfenicol. Se obtuvieron un total de
8000 clones aproximadamente. A cada uno de esos 8000 clones se lo repicd en una nueva
placa con medio agar LB y cloranfenicol. A la placa original de clones (luego de repicar los
clones) se le realizdé una lavado con medio LB liquido obteniendo una suspension de todos
los clones (SC) a la que se la criopreservé con glicerol.

Se comenzo con el screening funcional para la identificacion de clones conteniendo genes
codificantes de enzimas involucradas en la degradacion de hidrocarburos policiclicos
aromaticos. Se llevaron a cabo cuatro estrategias, la primera de ellas consistié en inocular
cada suspensién de clones en una placa de 96 wells con MML y una mezcla de PAH. Como
resultado se observd, luego de la incubacién, la aparicion de una coloraciéon amarilla,
causada por la acumulacion de productos de degradacion, en los wells correspondiente a la

placa de clones numero 10 y 25 (Figura IV.17).
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En segundo lugar, se realizé una extraccion de DNA de la SC de cada placa y se realizé una
PCR con primers dirigidos a la subunidad alfa de las enzimas dioxigenasa (Cébron y col.,
2008), con el objetivo de determinar en qué suspension/es podrian encontrarse clones con
genes de la ruta de degradacion de PAH. Como se muestra en la figura 1V.18, muchas de
las muestras resultaron positivas, mostrando una banda cercana al peso molecular
esperado (306 pb).

Figura IV.17. Fotografia de una placa de 96 wells con MML y una mezcla de PAH donde se inocularon
las suspensiones de clones. Se indican con un circulo los wells correspondientes a la placa de clones

numero 10 y 25 que presentaron coloracién amarilla.

123 456 71214 15M 161718202124 - + + 26 2728 29 30 31 M

Figura 18. Fotografia de la electroforesis en gel de agarosa con los productos de amplificacion de PCR

con primers disefiados por Cébron y col., (2008) M: calle del marcador de peso molecular.

En tercer lugar, mediante el método del mango con terciopelo se realizd un repique de cada
placa de clones en LB con cloranfenicol diluido 1/10, ya que existen evidencias de que el
estrés nutricional favoreceria la induccion de genes exégenos (Dr. Howard Junca,
comunicacion personal). Una vez crecidos los clones y luego de la induccion con cristales de

fenol se llevd a cabo un spray sobre los clones con una solucion de catecol, con el fin de
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observar la aparicién de una coloracion amarilla debida a la generacion del acido 2-
hidroximuconico semialdehido, por la actividad de la enzima catecol 2,3-dioxigenasa, una
enzima clave de la ruta central de degradacién de hidrocarburos aromaticos. Como
resultado se obtuvieron un total de 18 colonias amarillas (clones), en la tabla 1V.10 se indica
a partir de qué placa se aislaron y qué cantidad se obtuvo. En la figura IV.19 se muestra una
placa con un clon positivo (colonia de color amarillo). Ademas se muestra una placa con
estrias de clones positivos como el 8.4, 21.1, 23.1 y 25.1 (confirmacién) y clones que
resultaron negativos como el 8.1, 8.2y 8.3.

Como cuarta estrategia y para corroborar los resultados obtenidos con el spray con una
solucion de catecol, se realiz6 ademas, sobre esos 18 clones, un screening con una
solucion de 2,3-dihidroxibifenilo en acetona y se identificaron 9 clones positivos. El sustrato
utilizado es clivado por la 2,3-dihidroxibifenilo 1,2-dioxigenasa, que forma parte de la via alta
o periférica de degradacién de los PAH, formando un compuesto meta clivado con
coloracién amarilla. En la figura 1V.20 se muestran los clones positivos que presentaron una
coloracion amarilla, en el extremo interno de la estria tratada con la soluciéon de 2,3-

dihidroxibifenilo.

Placa N° de clones positivos
1 1

RN
o]
S A A A WN L, AN A

Tabla IV.10. Numero de clones aislados de cada placa. No se enumeran las placas en las que no se

obtuvieron clones positivos.
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Figura IV.19. A. Fotografia del clon positivo (coloracién amarilla de la estria) obtenido mediante el
método del spray con una solucién de catecol en una de placa de petri con LB con cloranfenicol
diluido 1/10. B. Fotografia de estrias de clones positivos (8.4, 21.1, 23.1 y 25.1) y de clones negativos
(8.1.8.2 v 8.3).

Figura 1V.20. Fotografias de clones positivos (coloracion amarilla en el extremo interno de la
estria) obtenido mediante el screening con 2,3-dihidroxibifenilo en acetona en una de placa de

petri con LB con cloranfenicol diluido 1/10.

1V.1.4.3.ii.3 Extraccion de los féosmidos presentes en los clones positivos

Luego de identificar y aislar lo clones de interés se utilizé un kit comercial para la extraccion
de los fésmidos, para llevar a cabo su analisis por secuenciacion. Si bien utilizando la cuarta
estrategia se obtuvo un numero menor de clones positivos que en el screening con catecol,
se decidié analizar por secuenciacion los 18 clones obtenidos del primer screening. Se
realizaron cultivos de cada clon y se indujeron (solucién de autoinduccion) para aumentar el
numero de copias del fésmido con el fin de obtener un mayor rendimiento de extraccion de

DNA para secuenciar.
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Con la extraccion de DNA realizada se obtuvieron altos valores de DNA (entre 8 y 13 ug) de
mediana pureza (relacién de absorbancia 260/280 promedio de aproximadamente 2.0.). Por
otra parte, para comprobar la integridad de los fosmidos se realizé una electroforesis en gel
de agarosa 0,8% de los fésmidos extraidos (Figura IV.21). Fue posible observar dos bandas
de alto peso molecular que podrian adjudicarse a distintas conformaciones de los fosmidos
extraidos (Loviso 2015)

11 2 2 33 44 5 566 -77 889 9 M

1010111112 12" - 1313'1414' 151516 16'17 17'18 18' M

Figura IV.21. Fotografia del gel de agarosa 0,8% de los fésmidos de los clones positivos obtenidos.
Los fésmidos se extrajeron por duplicado. El marcador de peso molecular (M) es el A Hind 11l y con el

numero 1 se indica la banda de 23130 pb.
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IV.1.4.3.ii.4 Secuenciacion de los fésmidos y analisis de los scaffolds

La secuenciaciéon completa de los fésmidos se realizé utilizando la plataforma Illlumina en el
Instituto de Agrobiotecnologia Rosario (INDEAR). Se generaron 3 pooles de 6 clones
positivos cada uno. Como control del tamafo de los fosmido se llevé a cabo una digestiéon
con dos enzimas de restriccion, EcoRI y Notl, de los clones que conformaban uno de tres
pooles de clones (Figura 1V.22). Como resultado se obtuvieron distintos patrones de
digestion, lo que demostraria que los fésmidos de ese pool presentan insertos distintos de
DNA. Para encontrar el tamafio de cada inserto se utilizé solo la digestiéon con la enzima
Notl. Los insertos presentaron un tamafio promedio de 32846 pb (rango de 20637-50065).

Luego de la limpieza y el ensamblado de las secuencias se generaron 10 scaffolds. El vector
de clonado se elimin6 de forma manual sobre cada uno de los scaffolds. En la tabla IV.11 se

detallan los scaffolds generados y su longitud una vez eliminado el vector.

1234 56 78 910111213141516171819 2021 22 23 242526

! ; 1 Fésmido 3 EcoRl
2 Fésmido 3 Notl
3 Fosmido 3 sin digerir

ot 4 ] 3
‘ ‘ ’ " ’ 4 Fosmido 6EcoRlI
i i 5 Fosmido 6 Notl
“ *‘ RS 4‘ L) i ¢ L 6 Fosmido 6 sin digerir
i v ‘ " H
& : i -
: & b 1 -
.
-

ot

7 Foésmido 7EcoRI

- - 8 Fosmido 7 Notl

9 Fésmido 7 sin digerir

10 Fésmido 10EcoRlI

11 Fésmido 10 Notl

12 Fésmido 10 sin digerir

- .= 13 A Hindlll

14 Fésmido 12 EcoRl

15 Fésmido 12 Notl

- - & 16 Fésmido 12 sin digerir
- 17 Fésmido 17EcoRl

18 Fdsmido 17 Notl

: A ‘ 19 Fésmido 17 sin digerir

20 A Hindlll

21 Ladder 100-100 pb

22 Vector EcoRI

23 Vector Notl

24 Vector sin digerir

25 AHindlll

26 Ladder 100-100 pb

-

DR = e

Figura IV.22. Fotografia del gel de agarosa 0,8% de la digestion de los fosmidos de uno de los
pooles armados para la secuenciacion. El marcador de peso molecular es el A Hind Ill y con el

numero 1 se indica la banda de 23130 pb.
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Scaffold Longitud (pb) %GC CDS

1 65287 55,2 78

2 29938 65,9 25
Pool 1 3 25907 54,3 27

4 37459 61,7 38

5 13767 55,4

6 3568 57,9

1 52837 54,9 61
Pool 2 2 41546 62 44

3 37341 54,4 37
Pool 3 1 57312 54,8 69

Tabla IV.11. Scaffolds generados por el ensamblado de las secuencias de los insertos en cada

pool de clones. Se presenta el valor correspondiente a la longitud de cada scaffold sin el vector.

Se llevé a cabo una primera afiliacion taxonémica utilizando el sotware BLASTn contra la
base de datos de genomas de NCBI (Tabla 1V.12). La afiliacion taxondmica asignada a cada
scaffold concuerda con los resultados obtenidos mediante pirosecuenciacion del DNA total
de CON, ya que se observa la presencia de genes pertenecientes a los ordenes
Burkholderiales, Enterobacteriales y Pseudomonadales. La similitud en todos los scaffolds

con el primer alineamiento obtenido supera el 86% (Tabla 1V.12).
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% %

Pool Scaffold Afiliaciéon taxonémica (BLAST) cobertura similitud N° acceso®

1 Burkholderia sp.HB1 80% 99%  NZ_CP012192.1
2 P se“d‘k”%"ggﬂggg’?”"ﬁcans 87% 94%  NC_020829.1
3 Enter Ofeapcfa gerogenes 99% 99%  NZ_KQO87587.1

1 4 B“g‘c’;’g’g‘fgg fp' 75% 87% NC_015136.1
5 Enter Ofeap";ea aogenes 100% 99%  NZ_KQ087571.1
6 Enter Obacéelfl gerogenes 100% 99%  NZ_KK736187.1
1 Bur kha’gﬁ’r ia sp. 78% 99%  NZ_CP012192.1

2 2 B”gg’g’gﬁ”gg 1Sp' 92% 86% NC_015136.1
3 Ecrgrf; Ogﬁ)ccteazgg’&e_gﬁs 100% 99%  NZ_KN150798.1

3 1 Burkholderia sp. 80% 99%  NZ_CP012192.1

HB1

Tabla IV.12. Asignacién taxonémica de los scaffolds, generados por el ensamblado de las secuencias
de los insertos en cada pool de clones, mediante la herramienta BLASTn del NCBI. ® Numero de

acceso a GenBank de la secuencia bacteriana relacionada mas cercana.

Una segunda asignacién taxonémica de los scaffolds obtenidos se llevé a cabo mediante la
utilizacion del software PhylopythiaS, un método para caracterizar filogenéticamente
fragmentos de secuencias en base a la composicién de dicha secuencia. La asignacion se
realizd con la secuencia completa y con fragmentos mas pequefos de la secuencia,
teniendo en cuenta que la sensibilidad del método disminuye en secuencias menores a 5kb.
Como se puede observar en la tabla IV.13 todos los scaffolds pertenecieron al filo
Proteobacteria y se clasificaron a nivel de clase en Beta y Gammaproteobacteria. La
asignacion a nivel de orden mostréo la presencia de los 6rdenes Burkholderiales,
Enterobacterales y Pseudomonadales. Con ambas asignaciones taxondmicas logramos

encontrar los mismos 6rdenes bacterianos en cada uno de los scaffolds.
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Scaffold Dominio Filo Clase Orden
1 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales
2 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales
3 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales
Pool 1 4 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales
5 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales
6 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales
1 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales
Pool2 2 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales
3 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales
Pool 3 1 Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales

Tabla IV.13. Asignacion taxondmica de los scaffolds mediante el Software PhylopythiaS.

La prediccién y anotacién funcional de los genes identificados en cada scaffold se realizé
utilizando un sistema de anotacion rapida y automatica llamado RAST (en ingles Rapid
Annotation using Subsystem Technology). En la tabla 1V.12 se muestra el nimero de
secuencias codificantes encontradas en cada scaffold mediante la anotacién en RAST
(CDS: Coding sequence). Se identificaron entre 3 y 78 secuencias codificantes de proteinas
en cada uno de los scaffolds, dando un total de 391 de CDSs. De los 10 scaffolds 3 (scaffold
1 del pool 1, el 1 del pool 2 y el 1 del pool 3) presentaron un alto numero de genes
codificantes de proteinas con dominios pertenecientes a familias de extradiol dioxigenasas
asi como también mono y dioxigenasas, entre otros dominios vinculados con la degradacion
de PAH (Tabla IV.S1 en material suplementario). En la figura 1V.23 se muestra la
organizacién génica del scaffold 1 del pool 1 y los productos génicos encontrados. Se puede
observar la presencia tanto de genes codificantes de enzimas involucradas en la
degradacion de compuestos aromaticos, genes de enzimas vinculadas a la respuesta de las
bacterias a los hidrocarburos y elementos modviles y proteinas asociadas (Tabla IV.1 en
material suplementario).

Los tres scaffolds que presentaron alto numero de genes involucrados en la degradacion de
compuestos aromaticos se compararon entre si (con la herramienta comparacion en base a
secuencia del software RAST, que compara secuencia proteica mediante BLASTp). En los
tres scaffolds se encontraron con un 100% de similitud las enzimas 2,3-dihldroxIbifenilo 1,2-
dioxigenasa (EC 1.13.11.39) y catecol 2,3-dioxigenasa (EC 1.13.11.2), ambas enzimas
actuantes sobre los sustratos utilizados en el screening funcional de la biblioteca. Como se
observa en la tabla IV.S1 (en material suplementario), la anotacion de los tres scaffolds fue

muy similar.
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Figura IV.23. Organizacion génica encontrada en el scaffold 1 del pool 1. Cada secuencia codificante
(CDS) se muestra con flechas y se separan en colores dependiendo de la funcién de sus productos

geénicos.
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Con el objetivo de confirmar la anotacién llevada a cabo en RAST y para analizar la
asignacion taxonémiica de cada CDS se llevo a cabo con el scaffold 1 del pool 1 un analisis
en BLASTp de cada secuencia de proteina (obtenida en RAST) de dicho scaffold. Tal como
se muestra en la tabla IV.S2 (en material suplementario), la mayor parte de las proteinas se
alinean, con un alto porcentaje de identidad, a proteinas de la cepa Burkholderia sp K24
(25% de las CDSs), seguida de Burkholderia sp HB1 (17%).

Dentro de las enzimas involucradas en el metabolismo de compuestos aromaticos se
encuentran las enzimas oxigenasas, que pueden ser clasificadas segun la parte de la ruta
en la que participen. Las enzimas codificadas por los genes encontrados en los scaffolds 1
de los pooles 1, 2 y 3 se separaron en dos categorias, aquellas que actuan en la ruta
periférica del catabolismo de compuestos aromaticos y las que estan involucradas en el
metabolismo de los intermediarios provenientes de compuestos aromaticos (Tabla IV.14).
Se encontraron un mayor numero de oxigenasas del metabolismo periférico, como por
ejemplo ambas subunidades de la enzima benzoato 1,2-dioxigenasa, que de las
pertenecientes al metabolismo de los intermediarios donde solo se evidencio la presencia de
la enzima catecol 2,3-dioxigenasa (enzima que actua sobre uno de los sustratos utilizados).
Se llevé a cabo ademas, un analisis sobre los genes anotados por RAST que no se
relacionaron a oxigenasas y se observo la presencia de enzimas vinculadas a la ruta de
degradacion de compuestos aromaticos como la 4-oxalocrotonato decarboxilasa (EC
4.1.1.77), la 2-hidroximucoénico semialdehido hidrolasa (EC 3.7.1.9), la 4-hidroxi-2-
oxovalerato aldolasa (EC 4.1.3.39), la acetaldehido deshidrogenasa (EC 1.2.1.10) y la 4-
oxalocrotonato tautomerasa (EC 5.3.2.-) (Figura 1V.24). Es importante destacar la presencia
de una ruta casi completa del meta-clivaje de compuestos aromaticos.

Como se marcé en la figura 1V.23, otro de los grupos de genes encontrados fueron los
vinculados con la respuesta de los microorganismos a la presencia de hidrocarburos y
dentro de este grupo se evidencié una glutation S-transferasa, una NADPH:Quinona
reductasa, un transportador de 4-hidroxibenzoato, un regulador positivo de la enzima fenol
hidroxilasa y subunidades ferredoxina. Ademas se encontraron otras enzimas de rutas

alternativas (Figura IV.25).
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Division Subdivisiéon Oxigenasa
Metabolismo de
intermediarios Ruta central de metaclivaje de .
o " catecol 2,3-dioxigenasa
aromaticos compuestos aromaticos
centrales
benzoato 1,2- dioxigenasa subunidad beta
benzoato 1,2- dioxigenasa subunidad alfa
Degradacion de benzoato subunidad grande de la toluato/benzoato

dioxigenasa
subunidades ferredoxina de la nitrato
reductasa y de dioxigenasas de anillos
aromaticos
Ruta periférica

de catabolismo de 2,3-dihldroxIbfenilo 1,2- dioxigenasa

Degradacion de Bifenilo

compue_stos subunidad grande de la naph/bph
aromaticos dioxigenasa
Degradacién de Tolueno tolueno-4-monooxigenasa, subunidad TmoF
Degradacién de aminobenzoato orto-halobenzoato 1,2- dioxigenasa

Degradacion de 2,4-

dichlorobenzoate o 2- orto -halobenzoato 1,2- dioxigenasa
diclorobenzoato

3-fenillpropionato dioxigenasa, subunidad

Metabolismo de Fenilalanina
alfa

Tabla IV.14. Tabla de oxigenasas encontradas en los scaffolds de la biblioteca metagenémica de

CON, que participan de la ruta periférica o central del metabolismo de compuestos aromaticos.
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Figura IV.24. Esquema de la ruta de degradacion de naftaleno. Con flechas se muestran el lugar

donde actuan las enzimas encontradas en los scaffolds analizados.
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1,2-dihidroxiciclohexa-3,5-dieno-1-carboxilato
deshidrogenasa

benzoato —p. 1 6-dihidroxi-ciclohexa-2 4-dieno —p catecol
carboxilato

2-hidroxi-6-oxo-8-fenilhexa-2,4-
dienoato hidrolasa

!

2 3-dihidroxibifenilo — 2-hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa- —» 2-hidroxipenta-2,4-dienoato

2, 4-dionato +
benzoato

5-carboximetil-2-hidroximuconato
semialdehido deshidrogenasa

acido 2-hidroxi-5-

semialdehido del acido 2-hidroxi- — X ) il
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S-carboximetilmuconico

Figura IV.25. Esquemas de reacciones enzimaticas de la degradacion de compuestos aromaticos de
rutas alternativas al meta-clivaje. Con flechas se muestra el lugar donde actuan las enzimas

encontradas en los scaffolds analizados.

IV.1.4.3.iii Estudio metaproteémico de CON

Para avanzar en el estudio de la diversidad funcional del consorcio se estudié su proteoma,
a distintos tiempos durante el proceso de biodegradacion de fenantreno a través de geles
SDS-PAGE y 2-DE. Se sembraron las fracciones solubles de proteinas del consorcio

obtenidas después de 4 y 15 dias de incubacion en cultivos con fenantreno.

1V.1.4.3.iii.1 Analisis por SDS-PAGE

Las proteinas obtenidas a los 4 y 15 dias de incubacion del consorcio a partir de cultivos en
200 mg.I" de fenantreno como Unica fuente de carbono y energia (concentracion de
proteinas en la muestra sembradas: 2,12 mg.ml" y 2,27 mg.ml” respectivamente) se
sembraron en un SDS-PAGE para una primera caracterizacion del perfil proteico. Con la
técnica utilizada no se observaron diferencias significativas entre los perfiles de los cultivos

cosechados a distintos tiempos durante la degradacion de fenantreno (Figura 1V.26).
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Figura IV.26. Fotografia del analisis por SDS PAGE Calle 1: CON 15 dias; calle 2: CON 4 dias.

IV.1.4.3.iii.2 Analisis por electroforesis bidimensional

Se continud con el estudio del proteoma del consorcio, separando proteinas no solo por su
masa molecular sino también en funciéon de su carga neta. Se realizé6 una electroforesis
bidimensional (por duplicado, Figura IV.S1 en material suplementario) para las muestras
obtenidas los 4 y a los 15 dias de incubacion. Las fracciones solubles de proteinas fueron
analizadas en geles bidimensionales (2-DE) en el rango de pH 4-7 y en el rango de peso
molecular de 6.5 a 200 kDa. Aproximadamente 200 spots de proteinas se detectaron en
cada gel 2-DE. (Figura IV.27).

Las muestras se analizaron por duplicado, en la figura IV.15 se muestra uno de los
duplicados del set de geles a ambos tiempos de incubacién estudiados. Al realizar una
comparacion cualitativa se observé que el gel de la muestra de los 15 dias presenté mayor
numero de spots y de mayor intensidad que el gel correspondiente al dia 4 de incubacion,
esta aparicion proporciona informaciéon sobre la expresion diferencial de proteinas en el
consorcio. En el gel correspondiente al dia 4 de incubacion se detectaron 199 proteinas, de
las cuales 62 estaban sobre-expresadas con respecto al gel del dia 15 de incubacion, en el
cual se detectaron 231 proteinas de las cuales 94 se encontraron sobre-expresadas con
respecto al dia 4.

De las proteinas con expresion diferencial de los dias 4 y 15, se seleccionaron las que
mostraron mayor discrepancia en la expresion y se analizaron por Maldi-TOF para obtener
el perfil de masas de péptidos y asi permitir su identificaciéon. Algunos spots se analizaron

por duplicado (el spot 2, 4 y 13) y se seleccionaron spots encontrados en la misma posicién
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del gel 2-DE en ambos tiempos de incubacién (spots 5, 14, 15, 19 y 30) con el objetivo de
confirmar que pertenecian a la misma proteina (spot compartido). Todas las proteinas
identificadas se marcan en la figura IV.27 con circulo rojo.

En la tabla IV.16 se enumeran los spots cortados en cada gel correspondiente a cada
tiempo de incubacion, se indica si son diferenciales o compartidos y ademas si se
identificaron o no. Tal como se observa, el 46% de los spots no lograron identificarse
significativamente con una proteina.

Del analisis por MALDI TOF/TOF MS/MS se lograron identificar 21 proteinas (Tabla IV.17),
14 de las cuales pertenecian a la clase Alphaproteobacteria, familia Sphingomonadaceae
(género Sphingobium 'y Sphingomonas) y 7 pertenecian la clase Betaproteobacterias, familia
Burkholderiaceae (género Burkholderia y Achromobacter), ambas clases encontradas en el
consorcio a través del analisis de su composicién por pirosecuenciacion (Figura 1V.7).
Proteinas de la familia Burkholderiaceae solo se encontraron al dia 15 de incubacién. Tanto
al dia 4 como al dia 15 de incubacién se encontraron las proteinas glutation S-transferasa,
Chaperona GroEL y GroES y la Aconitato Hidratasa 1. Por otra parte se identificaron dos
enzimas dioxigenasa, la subunidad pequefa de antranilato 1,2-dioxigenasa (spot 19
compartido en ambos tiempos de incubacion) y la subunidad pequefia de la enzima benzeno

dioxigenasa (XylY) (spot 108), siendo esta ultima encontrada solo al dia 15 de incubacién.

Dia 4 Dia 15
Spotnimero Do C igual al spot identificada | Spot numero Do C igual al spot identificada

16 D NS 2 D Si
17 D NS 3 C NS
18 D NS 4 D Si
19 C Si 5 C Si
21 D NS 6 D NS
22 D NS 11 D NS
23 D NS 13 D Si
24 D NS 14 C Si
25 D NS 15 C 30 Si
27 D NS 32 D NS
28 D NS 33 D NS
29 D NS 34 D NS
30 C 15 Si 102 D Si
31 C 14 NS 103 D Si
201 C 110 Si 105 D Si
202 D Si 106 D Si
203 D Si 107 D Si

108 D Si

110 C 201 Si

Tabla IV.16. Listado de todos los spots cortados de ambas condiciones estudiadas. D (Diferencial), C

(Compartido). NS (No se logré obtener un valor de score significativo).
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Figura IV.27. Fotografia del analisis por electroforesis bidimensional de dos condiciones distintas
de CON. Se indican con circulos rojos los spots de proteinas que se identificaron y con verde

aquellos para los que no se logré obtener un valor de score significativo.
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Numero de
Spot Proteina Microorganismo
Acceso al NCBI

Dia 4

subunidad pequefia de la - )
19 . o AGZ63463.1 Familia Sphingomonadaceae
antranilato 1,2-dioxigenasa

30 glutation S-transferasa AAB66314.1 Familia Sphingomonadaceae
201 aconitate hidratasa 1 WP_013847097.1  Sphingobium chlorophenolicum L-1
202 10 kDa chaperonina, GroES WP_009821400.1 Sphingomonas sp. SKA58
203  proteina hipotética SUA_C1-23830 WP_013040608.1 Sphingobium japonicum UT26S
Dia 15
peroxidasa EFF76491.1 Achromobacter piechaudii
proteina flagelar MotB AEG47917.1 Sphingobium chlorophenolicum
hemeritrina EQA99294.1 Sphingobium quisquiliarum
13 chaperona molecular GroEL EFV85752.1 Achromobacter
14 chaperona molecular GroEL AEG50141.1 Sphingobium chlorophenolicum
15 glutation S-transferasa AAB66314.1 Familia Sphingomonadaceae
4* OmpA/MotB WP_013846190.1  Sphingobium chlorophenolicum L-1
102 2-aminobenzoato-CoA ligasa WP_006388560.1 Achromobacter xylosoxidans
103 chaperona DnaK WP_013391863.1 Achromobacter xylosoxidans A8
105 Seril-tRNA sintetasa WP_013846217.1 Sphingobium chlorophenolicum L-1
106 factor de elongacién Tu 1 WP_013397021.1 Achromobacter xylosoxidans A8
107 10 kDa chaperonina, GroES WP_009821400.1 Sphingomonas sp. SKA58
108 XylY WP_008828130.1 Sphingomonas sp. LH128
110 aconitato hidratasa 1 WP_013847097.1 Sphingobium chlorophenolicum L-1
13* chaperonina WP_006385976.1  Achromobacter xylosoxidans C54
2* posible oxidoreductasa WP_004186345.1 Burkholderia pseudomallei K96243

Tabla IV.17. Listado de proteinas identificadas en los Spots analizados por MALDI TOF/TOF MS/MS.

Se indica con un (*) los spots que se analizaron por duplicado.

Mediante la utilizacién de los enfoques dmicos se logré conocer la importancia funcional
dentro de CON de las poblaciones pertenecientes al orden Burkholderiales, que no pudieron

ser obtenidas por medios dependientes de cultivo.
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IV.2 Discusion

Desde un punto de vista ambiental, se postula que la utilizaciéon de consorcios microbianos
presenta un alto potencial para el desarrollo de estrategias de biorremediacion de suelos
contaminados, brindando la diversidad metabdlica y la robustez necesaria para la estabilidad
del ecosistema (Kuppusamy y col., 2016).

En el presente trabajo de tesis, con el objetivo de obtener distintas formulaciones
bacterianas para llevar a cabo estrategias de bioaumento en suelos contaminados con PAH,
se obtuvo, en primer lugar, un consorcio bacteriano degradador de fenantreno a partir de un
suelo cronicamente contaminado con hidrocarburos, al que se llamé CON. Se estudio la
diversidad, estructura y funcionalidad de CON durante la degradacion de fenantreno en
medio liquido por métodos dependientes e independientes de cultivo.

Por métodos dependientes de cultivo se lograron aislar cinco cepas a partir del consorcio y
se estudié la degradacién del hidrocarburo tanto en cultivos puros de las mismas como en
consorcios definidos (cultivos mixtos). Sin embargo, las caracteristicas de un consorcio no
se logran conocer a través de las caracteristicas de sus microorganismos aislados, la
habilidad de un consorcio de degradar un contaminante no resulta generalmente en la suma
de las capacidades degradadoras de sus cepas aisladas, debido a la posible presencia de
relaciones antagonicas o de competencia o por la superposicion de nichos ecoldgicos
durante la degradacion (Jacques y col., 2008). Por este motivo, para profundizar en el
conocimiento de las caracteristicas y el comportamiento de CON en cultivos de MML con
fenantreno como unica fuente de carbono y energia, se llevaron a cabo enfoques del tipo
metagendmico y metaprotedmico.

La composicion de CON se estudié por métodos independientes de cultivo (Tabla IV.2),
mediante la construccion de una biblioteca de genes de 16S rRNA (Tabla 1V.3), por PCR-
DGGE (Figura 1V.4) y por pirosecuenciacion del gen 16S rRNA (Figura 1V.7). Este ultimo
estudio nos permitié conocer la composicion de CON en términos de abundancia relativa de
cada uno de los miembros, mientras que los tres estudios previos solo nos brindaron
informacién parcial acerca de la diversidad presente en CON.

Segun el estudio de pirosecuenciacion los miembros del consorcio y sus abundancias
relativas son, a nivel de género: Sphingobium, Enterobacter, Achromobacter, Inquilinus,
Bordetella, Luteibacter, Sphingomonas, Pseudomonas y Bradyrhizobium (Figura IV.7).

Por métodos dependientes de cultivo se lograron aislar cinco cepas bacterianas,
pertenecientes a las clases Alpha y Gammaproteobacteria, de las cuales una se afilié a nivel
de género a Sphingobium sp., dos al género Pseudomonas sp., y dos a Enterobacter sp.
(Tabla 1V.2).
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Por otra parte, mediante la construccién de la biblioteca gendmica se identificaron en CON
géneros bacterianos pertenecientes a las clases Alphaproteobacteria (Inquillinus,
Ochrobactrum, Sphingobium y Sphingomonas) y Betaproteobacteria, (Alcaligenes vy
Achromobacter) (Tabla IV.3). Cabe destacar que la presencia de las Gammaproteobacteria
(Pseudomonas, Luteibacter y Enterobacter) no se logro identificar mediante la biblioteca
gendmica pese a que el género Entrerobacter resultd el segundo en abundancia relativa en
CON segun los resultados de pirosecuenciacion (Figura IV.7).

La estructura del consorcio degradador de fenantreno se estudié ademas por PCR-DGGE
(Figura 1V.4). Un hecho a remarcar es que las secuencias del gen 16S rRNA de las cepas
aisladas, no estuvieron cercanamente relacionadas con las secuencias obtenidas a partir de
la pequefa biblioteca de CON (Figura IV.5) y tampoco mostraron co-migracién con alguna
de las bandas de los perfiles de CON obtenidos por DGGE (Figura IV.4). Sin embargo, la
secuencia de la banda dominante de los perfiles de DGGE (B8), asociada filogenéticamente
a la familia Sphingomonadaceae, fue también la que se encontrdé con mayor frecuencia en la
biblioteca genes de 16S rRNA (Tabla IV.3). Las diferencias encontradas entre las técnicas
dependientes de cultivo y las técnicas convencionales independientes de cultivo (biblioteca
gendémica y DGGE), se han reportado también en otros estudios (Vainio y col., 1997; Vifias y
col., 2005b; Molina y col., 2009). Estas diferencias se podrian adjudicar por un lado a la
diferente factibilidad de cultivar a las bacterias presentes en CON en las condiciones
utilizadas (medio de cultivo, temperatura, etc), y por el otro lado al sesgo que presenta la
amplificacion por PCR de la secuencia del gen 16S rRNA, lo que hace que el gen16S rRNA
de algunas especies sea preferencialmente amplificado (Hansen y col., 1998). Esto ultimo
se atribuye a las diferencias del tamafo del genoma y la cantidad de copias del gen 16S
rRNA en las especies presentes en la muestra (Farrelly y col., 1995), la interferencia por
parte de la secuencia que flaquea a la region blanco (Hansen y col., 1998) y la diferencia de
apareamiento entre los primers y la regién de union en el genoma (Sipos y col., 2004).

La composicion de CON se logré confirmar por pirosecuenciacion, dando un cierre al estudio
de su composicion y las respectivas abundancias relativas. Si bien las estrategias cultivo
independiente utilizadas comparten pasos metodoldgicos como la PCR, la pirosecuenciacién
provee mayor profundidad y cobertura de la muestra.

La pirosecuenciacion provee informacion de la estructura y diversidad de una comunidad
con una resolucion de 10 a 100 veces mayor que la construccion de una biblioteca de clones
y posterior secuenciacion por Sanger o DGGE (Simon y Daniel, 2011; Tamaki y col., 2011),
revelando la presencia de los miembros presentes en baja abundancia (Bohorquez y col.,
2012). La curva de rarefaccion obtenida (Figura IV.6) y el indice de Good (Tabla 1V.4)
confirman que el nimero de secuencias recuperadas fue suficiente para cubrir la diversidad

presente en CON.
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Todos los géneros presentes en el consorcio se han vinculado previamente a la degradacion
de hidrocarburos, ya sea degradandolos activamente o mediante la produccion de
biosurfactantes. En primer lugar, el género mayoritario de CON, Sphingobium (87,4%), y el
género Sphingomonas, forman parte de las Sphingomonads, un grupo comunmente hallado
en procesos de degradacion de contaminantes organicos, y caracterizados por ser
catabolicamente versatiles y genéticamente adaptados a diferentes condiciones ambientales
(Maduefio y col., 2011; Waigi y col., 2015). El segundo género en orden de abundancia
relativa es Enterobacter, que ha sido ampliamente reportado por su capacidad para
degradar hidrocarburos (Lors y col., 2010; Toledo y col., 2006).

Dentro del orden Burkholderiales (Bordetella y Achromobacter), los microorganismos del
género Bordetella fueron detectados previamente en tratamientos en biorreactores de suelo
contaminado con bifenilos policlorados (Mercier y col., 2015). Zhong y col., (2010) aislaron
una cepa del género Bordetella capaz de degradar el 80% del fenantreno suplementado en
medio mineral liquido. Por otra parte una cepa de Achromobacter sp. se aislé de suelos
contaminados con petréleo, presentando la capacidad de degradar bifenilo (Hong y col.,
2009), y otra cepa de Achromobacter xylosoxidan degradadora de criseno, se aisl6 de un
sitio salino contaminado con petréleo (Ghevariya y col., 2011).

Dentro de los géneros con baja abundancia relativa, se reporté que Inquilinus limosus KB3
seria capaz de formar emulsiones con varios hidrocarburos, aumentando la solubilidad de
los PAH y mejorando la recuperacion del petréleo (Kiran y col., 2015). Por otra parte, dentro
del orden Xanthomonadales, generalmente relacionado a enfermedades de las plantas
(Nunez y col., 2012), se ha aislado una cepa del género Luteibacter capaz de degradar
PAH, a partir de microcosmos de sedimento contaminados con acenafteno, fenantreno y
pireno (Muangchinda y col., 2013).

La familia Pseudomonadaceae se asocia a la degradacién de PAH de bajo peso molecular y
sus rutas metabdlicas de degradacion de fenantreno y naftaleno junto con sus enzimas han
sido ampliamente estudiadas (Tauler y col., 2015). El género Pseudomonas incluye cepas
degradadoras de antraceno, fenantreno y naftaleno, adaptadas a ambientes extremos (Ma y
col., 2006; Janbandhu y Fulekar, 2011).

Por ultimo, si bien el género Bradyrhizobium no esta comunmente asociado a la utilizacion
de hidrocarburos, se identificaron recientemente secuencias asociadas a este género
mediante estrategias SIP (Stable Isotope Probing) en bioreactores de suelo, utilizando
antraceno marcado con "*C (Singleton y col., 2013). Ademas microorganismos
pertenecientes a este género han mostrado actividad emulsificante y se ha demostrado la
potencial aplicacién de miembros del orden Rhizobiales en procesos de biorremediacion de

hidrocarburos (Ruggeri y col., 2009).
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Otros consorcios con una composicion bacteriana similar a la encontrada en CON han sido
reportados en la literatura, tal como el consorcio bacteriano degradador de naftaleno DV-AL
(Patel y col., 2012), un consorcio capaz de degradar eficientemente hidrocarburos en lodos
de petréleo y suelo arenoso contaminado (Gojgic-Cvijovic y col., 2012), un consorcio
degradador de PAH (Gonzalez y col., 2011) y el consorcio UBHP, obtenido a partir de un
suelo contaminado con creosota (Tauler y col., 2015). Resulta evidente que los géneros
Achromobacter sp., Pseudomonas sp., Enterobacter sp. y Sphingobium sp. muestran una
asociacion habitual de naturaleza aun desconocida.

Bajo las condiciones estudiadas, luego de 7 dias de incubacion el consorcio mostré una
degradacion de fenantreno del 59% (Figura IV.2), con una concomitante acumulacion de
acido 1-hidroxi-2-naftoico (Figura IV.2) y acompafiado de un aumento de bacterias
degradadoras de PAH (Figura IV.3). A partir de los 7 dias de incubacion, la degradacién de
fenantreno se frend, aumentd la acumulacién de acido 1-hidroxi-2-naftoico y disminuyo
abruptamente el numero de bacterias degradadores de PAH.

De las cinco cepas aisladas de CON, solo la cepa AM, afiliada al género Sphingobium sp.
(Tabla IV.2), fue capaz de degradar fenantreno (Tabla IV.5), el resto no mostré dicha
capacidad ni siquiera al suplementar el medio con factores de crecimiento (extracto de
levadura) (Tabla 1V.6). Ademas en la cepa AM se demostrd la presencia del gen de la
subunidad alfa de la enzima dioxigenasa (Figura 1V.10), se evidencié actividad dioxigenasa
en estrias de la misma (demostrando que estas enzimas claves son constitutivas en la cepa
Sphingobium sp. AM) (Figura IV.9), y la curva de los recuentos diferenciales segun su
morfologia de colonia (Figura IV.12) coincide con la curva obtenida de los recuentos de
bacterias degradadoras de CON (Figura IV.3). Cabe destacar que la cepa Sphingobium sp.
AM en cultivo puro, bajo las mismas condiciones de cultivo y al mismo tiempo de incubacién
que CON, presentd un mayor porcentaje de degradacion de fenantreno (87%) (Tabla 1V.9),
no detectdndose acumulacion de metabolitos intermediarios (Tabla IV.9). Wang y col.,
(2008) desarrollaron un consorcio (W4) capaz de degradar fenantreno compuesto por
Sphingomonas, Rhizobium, Pseudomonas y Achromobacter. Contrariamente a lo
encontrado en este trabajo de tesis, el consorcio bacteriano W4 presentd una mayor
degradacion de fenantreno, ya sea en cultivo estatico o en agitacion, que la cepa W4-1
afiliada a Sphingomonas cloacae, que presentd un rol predominante en la degradacién del
contaminante dentro de W4, siendo la Unica cepa capaz de metabolizar dicho compuesto.

El género Sphingobium se ha reportado previamente por su capacidad de mineralizar
fenantreno (Roy y col., 2012; Fu y col., 2014). La cepa Sphingobium sp. AM no mostré ni
crecimiento ni degradacion en cultivos con &cido 1-hidroxi-2-naftoico (Tabla 1V.7),
considerado uno de los metabolitos clave en la degradacion de fenantreno. Sin embargo, en

cultivos con fenantreno como uUnica fuente de carbono y energia luego de 2 dias de
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incubacién se evidencié la acumulacién de acido 1-hidroxi-2-naftoico y acido salicilico que
luego de 7 dias de incubacién no se lograron detectar (Tabla 1V.9), sugiriendo la existencia
de una ruta completa de mineralizacién del PAH. Wang y col., (2008) observaron que
Cycloclasticus sp. P1 no era capaz de utilizar ni salicilato ni catecol como fuentes de
carbono; sin embargo se confirmd la existencia de la via del catecol mediante un ensayo de
actividad enzimatica llevada a cabo con lisados de células de P1 creciendo en pireno,
naftaleno o fenantreno. Se postuld que esta via podria ser activada por pireno, naftaleno y
fenantreno pero no por el catecol. En base a la prediccion de la regulacion de los operones,
Khara y col., (2014) sugirieron que la expresion de enzimas catabdlicas de compuestos
aromaticos requiere multiples inductores. van Herwijnen y col., (2006) observaron una
mejora en la degradacion de fenantreno al adicionar acido salicilico, sugiriéndolo como un
inductor de las enzimas de la degradacion de fenantreno.

Los resultados encontrados en el presente trabajo sugeririan o que en la cepa AM la
induccidon de las enzimas necesarias para la degradacion de acido 1-hidroxi-2-naftoico
podria atribuirse al fenantreno o que la incapacidad de la cepa de degradar acido 1-hidroxi-
2-naftoico es debido a que el sustrato exdgeno no puede ingresar a la célula (Balashova y
col., 1999).

Dos de las cepas aisladas de CON (cepa T y cepa Bc) se afiliaron al género Pseudomonas
sp. (Tabla IV.2). Pese a no poder determinar la capacidad de estas cepas de degradar
ninguno de los compuestos estudiados, fenantreno (Tabla IV.5 y Tabla 1V.6), acido 1-hidroxi-
2-naftoico y acido salicilico (Tabla 1V.7), se observé su capacidad de crecer en cultivos
independientes de los 3 sustratos mencionados (Tabla IV.5 y IV.7). Por otra parte, la
dinamica de las colonias caracteristicas de la cepa T (Figura 1V.12), que mostré una clara
predominancia hacia el final del periodo de incubacién, cuando la degradacién de
fenantreno se habia detenido (Figura 1V.2), podria estar indicando que la cepa T jugaria un
rol funcional relacionado a la degradacion de los metabolitos de fenantreno. Ademas, la
cepa Pseudomonas sp. T presenté alfa hemdlisis en agar sangre (Figura IV.11), sugiriendo
la produccion de compuestos con actividad surfactante, lo que ayudaria a aumentar la
solubilidad, movilidad y biodisponibilidad y la subsecuente degradacién de compuestos
organicos hidrofébicos como los hidrocarburos (Bezza y Nkhalambayausi Chirwa, 2016). El
género Pseudomonas fue previamente reportado por su capacidad de producir
biosurfactantes en medios con hidrocarburos (Deziel y col., 1996; Prabhu and Phale, 2003;
Thavasiy col., 2011).

Las dos cepas restantes, B y B1, se identificaron con el género Enterobacter sp. (Tabla
IV.2). Ambas cepas no mostraron ni crecimiento ni degradacion de fenantreno, (Tabla IV.5;
Tabla IV.6), ni de acido 1-hidroxi-2-naftoico ni de acido salicilico (Tabla IV.7). Sin embargo,

la cepa B presentoé evidencias de la presencia un gen que codificaria para la subunidad alfa
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de la enzima dioxigenasa (Figura 1V.10). La posterior clonacion del fragmento de PCR logré
confirmar que el fragmento clonado provenia de Enterobacter, sin embargo, no se logro
afirmar que ese fragmento amplificado pertenezca a un gen codificante de una enzima
dioxigenasa. Si bien no se logré establecer el rol de la cepa Enterobacter se observé, como
sucedié con la cepa T, alfa hemolisis en agar sangre. Hua y col., (2010) demostraron que los
exopolisacaridos excretados por Enterobacter cloacae TU presentaban actividad
bioemulsificadora, aumentando la solubilidad en agua del hexadecano. Por otra parte,
Toledo y col., (2008) reportaron que una cepa de Enterobacter sp., aislada de residuos de
petréleo crudo, fue capaz de crecer y generar bioemulsificadores en cultivo liquido con
hidrocarburos.

Si la caracterizacion taxondmica de un consorcio microbiano presenta un alto nivel de
complejidad, la caracterizacion catabdlica es aun mas dificil (Dejonghe y col., 2003). Cada
miembro en una comunidad microbiana posee un rol significativo y podria depender de la
presencia de otra especie o cepa para sobrevivir cuando la fuente de energia se trata de
una molécula compleja (Ghazali y col., 2004).

Una primera estrategia para encarar la caracterizacion catabdlica es a nivel de cultivables,
comparando el comportamiento del consorcio con las cepas aisladas y mezclas de las
mismas. Bouchez y col., (1999) compararon el comportamiento de cultivos mixtos de cepas
degradadoras de PAH con un consorcio natural degradador de PAH, encontrando que el
consorcio natural fue quien logré la mayor degradacion de una mezcla de cinco PAH.
Contrariamente, el consorcio natural obtenido en este trabajo de tesis mostré una menor
eficiencia en la degradacion de fenantreno (Figura IV.2) que la cepa AM y que los
consorcios definidos (Tabla 1V.9). Sin embargo, los consorcios definidos mostraron un mayor
porcentaje de degradacién de fenantreno en confrontacion al cultivo puro de la cepa
Sphingobium sp. AM luego de 7 dias de incubacién. Estos resultados sugeririan la
existencia de relaciones tanto positivas como negativas dentro de CON.

Las actividades de cooperacidon metabdlica en los consorcios bacterianos durante la
degradacion de contaminantes organicos generalmente involucran dos mecanismos
conocidos. El primero de ellos estd basado en las deficiencias metabdlicas, donde las
bacterias degradadoras son fastidiosas y dependen de que cepas secundarias les provean
factores de crecimiento o nutrientes (Sorensen y col., 2002). El segundo es el metabolismo
asociado, donde ocurre la alimentacion cruzada con metabolitos de la via de degradacién
dentro del consorcio (Bouchez y col., 1999; Dejonghe y col., 2003).

La competencia ocurre cuando dos especies utilizan el mismo recurso, fuentes de carbono,
nitrégeno, fésforo, oxigeno entre otros. El principio de exclusién competitiva esta en contra
de la idea de que dos poblaciones puedan ocupar el mismo nicho ecolégico si utilizan el

mismo recurso, ya que uno ganara la competencia y el otro sera eliminado. Esta eliminacion
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ocurre rapidamente en ambientes espacialmente homogéneos como son los cultivos en
batch (Jiang y col., 2007). Por otra parte, existen evidencias de que la competencia por los
recursos seria un importante mecanismo ecolégico que determinaria la evolucién de la
cooperacion entre especies (Celiker y Gore, 2012).

Como segunda estrategia para profundizar en la caracterizacion catabolica de CON se
incursiond en la utilizacion de una aproximacion metagendmica con screening funcional
(Figura 1V.14). Los estudios de metagendémica funcional mediante la construccion de
bibliotecas genomicas con insertos de DNA de gran tamafio, utilizan la capacidad de las
enzimas de producir coloracion a partir de un sustrato durante su expresion en E.coli, y nos
brindan un catalogo de la informaciéon gendmica que puede ser traducida en una lista de
posibles proteinas (Hettich y col., 2012). Estos estudios han logrado revelar la gran
diversidad de rutas del meta-clivaje y la excepcional densidad de genes involucrados en el
metabolismo de los PAH (El Amrani y col., 2015). Una de las ventajas mas importantes de
este enfoque dmico es brindar la posibilidad de identificar bacterias degradadoras de PAH
dificiles de cultivar en medios artificiales (Desai y col., 2010), ya que a diferencia de las
técnicas que requieren PCR, como la utilizada en este capitulo para detectar la presencia de
genes codificantes de enzimas dioxigenasa (Figura 1V.13), no requiere conocimiento previo
de la secuencia del genoma.

Mediante un screening funcional sobre la biblioteca obtenida a partir del DNA total de CON,
se lograron identificar clones que contenian genes de la ruta de degradacion de fenantreno,
lograndose evidenciar la presencia en el consorcio de por lo menos otra especie con
capacidad de degradar PAH, distinta de la cepa de Sphingobium sp. AM (Tabla 1V.5)
obtenida por métodos de cultivo (Tabla 1V.2). Las secuencias provenientes de la biblioteca
metagendmica que se asociaron a genes vinculados con la degradaciéon de PAH
presentaron afiliacién taxonémica al orden Burkholderiales (Tabla IV.12 y IV.13).

La capacidad de las Betaproteobacteria del orden Burkholderiales de degradar compuestos
aromaticos ha sido previamente estudiada (Kang y col., 2003; Coenye y Vandamme, 2006;
Seo y col., 2007; Tiwari y col., 2010; Ghevariya y col., 2011). Por otro lado, su versatilidad
nutricional que contribuye con su capacidad de competir y colonizar distintos ambientes
(Salles y col., 2002) y la distribucién heterogénea de sus genes catabdlicos que demuestra
la diversidad ecoldgica de este grupo bacteriano, ha consolidado al orden Burkholderiales
como un grupo clave en la ecologia microbiana de los procesos de biorremediacion de
ambientes contaminados con compuestos aromaticos (Pérez-Pantoja y col., 2012).

La caracterizacion taxondmica de los fragmentos metagendmicos resulta necesaria para una
mayor comprension de la comunidad estudiada (McHardy y col., 2007). Cabe destacar que
ninguno de los scaffolds obtenidos se afilio con la clase Alphaproteobacteria, mas

especificamente al orden Sphingomonadales (87,9% de abundancia relativa de CON)
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(Figura IV.7), mientras que si lo hicieron con la clase Beta y Gammaproteobacteria (Tabla
IV.13), ambas presentes en el consorcio. Una hipotesis que podria explicar los resultados
encontrados se basa en que se ha determinado que solo el 40% de las actividades
enzimaticas pueden ser recuperadas por clonado en E. coli (Gabor y col.,, 2004). La
actividad de enzimas heterdlogas no sélo requiere la expresion de las proteinas, sino
también el correcto plegamiento, su incorporacién en la membrana celular o secrecion, y en
algunos casos la presencia de cofactores especificos 0 enzimas modificadoras (Gabor y
col., 2004). Sin embargo, Suenaga y col., (2007) encontraron, si bien con bajo porcentaje de
identidad de aminoacidos con respecto a secuencias de microorganismos cultivados, genes
codificantes de la enzima catecol 2,3-dioxigenasa perteneciente al género Sphingomonas
sp. ABAN3 en una biblioteca metagendmica proveniente de lodo activado. Por otra parte,
recientemente Loviso, (2015) encontrd por asignacion taxonémica que la mitad de los clones
positivos (screening funcional con catecol e indol), obtenidos de una biblioteca genémica de
sedimentos marinos subantarticos se afiliaban con un bajo % de cobertura (rango entre 8-
48%) y de identidad (rango entre 72-80%) al orden Sphingomonadales, tanto al género
Sphingobium como Sphingomonas. Ambos trabajos presentan indicios de que la utilizacién
de la cepa E. coli y el screening funcional con los sustratos elegidos no representarian un
obstaculo para la expresion de las proteinas de este orden y la posterior identificacion de los
clones. Ademas, no se ha encontrado bibliografia que concluya lo contrario.

Por otro lado, muchos de los genes involucrados en el catabolismo de PAH estan agrupados
en operones, rango de 10 a 30 Kb (Suenaga y col., 2007), y situados en plasmidos
bacterianos, ademas de estar flanqueados por transposones o secuencias similares
sugiriendo que dichos genes pueden ser transferidos a otros miembros de la comunidad
bacteriana por transferencia horizontal (EI Amrani y col., 2015). Por lo tanto utilizando como
blanco de screening funcional enzimas centrales o esenciales dentro del metabolismo de
aromaticos, como es el caso de la enzima catecol 2,3-dioxigenasa se podria encontrar el
conjunto de genes de interés (Suenaga, 2012). Sin embargo, se podria sugerir que el
screening funcional con catecol no logré poner en evidencia todos los clones con insertos
que contenian genes de la ruta de degradacion de PAH, ya que el screening realizado a
través de PCR para genes especificos de enzimas dioxigenasas dio resultados positivos
para placas en las que luego no se expresaron clones positivos (Figura IV.18, Tabla IV.10).
En las Sphingomonads los genes catabdlicos estan organizados de manera compleja,
diseminados en varios clusters, ya sea en megaplasmidos o en el cromosoma bacteriano,
contrariamente a lo que ocurre en otros microorganismos como Burkholderia, Pseudomonas
y Rhodococcus donde los genes degradadores que participan en el meta-clivaje estan
organizados en operones y regulados coordinadamente. Este mecanismo de adaptacion,

organizacion flexible de genes, es lo que le permite a las Sphingomonads una respuesta
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rapida y eficiente a nuevos contaminantes aromaticos presentes en el suelo (Khara y col.,
2014; Waigi y col., 2015).

En este trabajo de tesis se encontraron mediante el screening con catecol y 2,3-
dihidroxibifenilo, ademas de las enzimas actuantes sobre los sustratos utilizados, otras
enzimas involucradas en la degradacién de compuestos aromaticos (Tabla V.14, Figura
IV.24 y IV.25). Muchas de las enzimas encontradas forman parte de la ruta del meta-clivaje
del catecol (Figura IV.24). En microorganismos de los ordenes Pseudomonadales y
Burkholderiales esta ruta se encuentra codificada en plasmidos, incluyendo el plasmido
promiscuo TOL pWWO (Khomenkov y col., 2005), organizada en operones y regulada de
manera coordinada (Waigi y col., 2015); lo que explicaria la presencia en el scaffold de
elementos moviles, de genes codificantes de integrasas, recombinasas, trasposasas y de
proteinas de conjugacioén del plasmido.

Tal como ha sido descripto previamente para el orden Burkholderiales (Perez-Pantoja y col
2012), se encontré que el cluster de genes que contiene el gen de la catecol 2,3-dioxigenasa
contiene también el gen de la enzima 2-hidroximuconico semialdehido hidrolasa y las
enzimas de la rama deshidrogenasas, junto a genes codificantes de enzimas de la ruta
central de degradacion de aromaticos (Tabla IV.14, Figura IV.24 y Tabla IV.S1 en material
suplementario). Asi como también, genes codificantes de las enzimas benceno/tolueno
monooxigenasa, acetaldehido deshidrogenasa y una ferredoxina (Tabla IV.S1 en material
suplementario).

Si bien en este trabajo no se logré identificar la enzima fenol monooxigenasa, que
generalmente se encuentra dentro del mismo cluster que la enzima catecol 2,3-dioxigenasa
(Perez-Pantoja y col., 2012), si se logré identificar un regulador positivo de dicha enzima.

En las secuencias analizadas no se identificé el gen de la enzima que cataliza la conversion
del &cido 1-hidroxi-2-naftoico a 1,2-dihidroxi naftaleno. Balashova y col., (2001) postularon
que durante la degradacion de fenantreno en Pseudomonas putida BS202-P1, la enzima
encargada de dicha conversion seria la salicilato 1-monoxigenasa (salicilato 1-hidroxilasa),
concluyendo que las enzimas de la ruta de degradacién de naftaleno serian suficientes para
catalizar la mineralizacion de fenantreno. En el orden Burkholderiales el gen de la enzima
salicilato 1-hidroxilasa se encuentra, en la mayoria de las cepas estudiadas, en un replicon
que presenta una composicion nucleotidica similar al cromosoma bacteriano y que tiene un
sistema de replicacién y mantenimiento tipico de plasmidos (Chromid), mientras que el gen
la enzima catecol 2,3-dioxigenasa esta predominantemente en plasmidos (Pérez-Pantoja y
col., 2012), lo que podria explicar los resultados obtenidos en el presente trabajo. A pesar de
que en el presente estudio no fue posible aislar la/s cepal/s pertenecientes al orden
Burkholderiales, se ha demostrado que cepas de Burkholderia sp. no son capaces de crecer

a partir de acido 1-hidroxi-2-naftoico exégeno, y producen la acumulacion de acido 1-hidroxi-
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2-naftoico cuando crecen en presencia de fenantreno, tanto en cultivo puro como en suelo
(Balashova y col., 1999; Puntus y col., 2008), lo que podria indicar la ausencia de la enzimas
encargadas de la degradacion o la existencia de mecanismos regulatorios no conocidos.

La combinacion de la metagendmica funcional y la metaprotedbmica proveerian una vision
muy valiosa sobre la estructura y la fisiologia de diferentes grupos filogenéticos presentes en
un ambiente y momento especifico (Schneider y Riedel, 2010). Una de las ventajas
principales de la metaprotedmica seria brindar la posibilidad de establecer un vinculo entre
la funcidn de una proteina con un taxdn y relacionar su presencia con una actividad
metabdlica (Heyery col., 2015).

De los 39 spots analizados a partir de la electroforesis bidimensional, sélo se logré la
identificacion de 21. Gran parte de las proteinas analizadas no lograron ser identificadas
(Tabla IV.16), no se encontraron secuencias de proteinas con score significativo,
probablemente gracias a que, en parte, su identificacion depende fuertemente del tamafio y
de la calidad de la base de datos de proteinas de referencia (Schneider y Riedel, 2010).

El 33,33% de las proteinas identificadas se adjudicaron al orden Burkholderiales y el 66,67 %
al orden Sphingomonadales (Tabla 1V.17). Confirmando que los érdenes Sphingomonadales
y Burkholderiales se encontraban metabdlicamente activos dentro de la comunidad
estudiada.

De las proteinas identificadas, las chaperonas GroEL y GroES y la aconitato hidratase 1
fueron previamente encontradas en trabajos de protedmica de suelos en presencia de
compuestos aromaticos (Benndorf y col., 2007; Williams y col., 2010).

Las chaperoninas GroEL y GroES se encontraron reguladas positivamente en suelos
expuestos a tolueno y son interesantes por su rol en el plegado de proteinas ya que tolueno
y otros solventes disuelven al membrana celular e interrumpen la funcién de las proteinas
(Williams y col., 2010). GroEL se identificé también en presencia de 4-clorobifenilo y bifenilo,
indicando el estrés que genera a la bacteria este compuesto (Martinez y col., 2007).
Ademas, en el mismo trabajo, el autor sugiere que la inducciéon de algunas de las enzimas
del ciclo de Krebs, en nuestro caso la aconitato hidratase 1, seria en respuesta a los
requerimientos energéticos de la célula. Se identific6 ademas la enzima glutation-S-
transferasa que es otro de los grupos de enzimas que participan de la adaptacion al estrés
oxidativo generado por las altas concentraciones de especies reactivas de oxigeno en
presencia de compuestos organicos téxicos (Chauhan y Jain, 2010).

La complejidad de los metaproteomas y la dindmica de la abundancia relativa de proteinas
dentro o entre poblaciones genera un verdadero desafio, siendo el primer paso limitante la
realizacion de la lisis celular y posterior extraccion proteica (Wilmes y col., 2015). Las
proteinas estan presentes en la naturaleza en conformaciones fisicas y bioldgicas muy

diferentes, por lo que no existe la aplicacion de un protocolo universal de extraccion (Wilmes
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y Bond, 2006). Leary y col., (2014) sugirieron que el sesgo producido por la extraccion de
proteinas de comunidades complejas es la regla y no la excepcion. En el presente trabajo se
logré una buena extraccién de proteinas, alcanzando una concentracién de 2 mg.I" y con
una cantidad promedio de spots en la electroforesis bidimensional de 215 en los dias de
incubacién estudiados.

La busqueda en las bases de datos de proteinas representa un segundo paso critico
especialmente cuando se trabaja con microbiomas poco caracterizados, muchas especies
no cultivadas no estan disponibles en la base de datos, lo que podria causar una
identificacion cruzada con secuencias de microorganismos cercanamente relacionados. Una
pequefa diferencia en la secuencia de aminoacidos lleva a una variacion en la masa
pepitidica que genera enorme dificultad en la identificacién para organismos cuyos genomas
no se han secuenciado (Tanca y col.,, 2013). Ademas, la anotacion de proteinas es
insuficiente en comparacién con la informacion genémica.

La metaprotedmica ambiental se encuentra aun en su infancia y enfrenta un gran desafio en
términos de extraccion, separacion e identificacion proteica, junto al desarrollo de
herramientas de bioinformatica que permitan trabajar con la gran cantidad de datos que este
enfoque genera (Stenuit y col., 2008). Por otro lado es necesario considerar en los analisis
metaprotedmicos la distribucion desigual de especies, el amplio rango de expresion proteica
de los microorganismos y la heterogeneidad genética de las comunidades microbianas
(Simon y Daniel, 2011). Resolver los problemas que enfrenta este enfoque es crucial para
estudiar el proteoma microbiano y entender los cambios y las respuestas frente a distintas
situaciones ambientales (Nannipieri, 2006).

Las técnicas moleculares utilizadas en el presente trabajo de tesis, biblioteca gendémica
(Tabla 1V.3) y pirosecuenciacién de genes 16S rRNA (Figura IV.7), andlisis metagendmico
(Tabla V.12, IV.13 y IV.S2 en material suplementario) y metaproteémico (Tabla IV.17),
permitieron determinar la presencia en el consorcio de microorganismos del orden
Burkholderiales, cuya obtencién no fue posible a través de técnicas de cultivo. Las
secuencias de 16S rRNA encontradas, tanto por biblioteca gendémica como
pirosecuenciacién, mostraron estar taxonomicamente relacionadas con los géneros
Achromobacter, Alcaligenes y Bordetella, pertenecientes a la familia Alcaligenaceae; sin
embargo, los fragmentos metagendmicos fueron afiliados con la familia Burkholderiaceae, y
a través del analisis metaprotedmico se identificaron proteinas pertenecientes a ambas
familias. Es importante considerar que la obtencion de informacién a partir de estrategias
Omicas esta fuertemente influenciada por el numero de genomas secuenciados de cada
familia (Perez-pantoja y col., 2012).

Los resultados de metagendémica funcional demostraron que por lo menos uno de los

microorganismos presentes en CON tiene la capacidad potencial de degradar PAH a través
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de la ruta del meta-clivaje, al igual que la mayoria de las especies del orden
Sphingomonadales (Coppotelli y col., 2010); por otro lado los resultados de metaproteémica
muestran la expresiéon de proteinas del orden Burkholdriales luego de 15 dias de incubacién
(Tabla 1V.17). Estos resultados nos permiten hipotetizar que la causa de la menor
degradacion de fenantreno y la acumulacion de acido 1-hidroxi-2-naftoico en los cultivos de
CON (Figura IV.2), en comparacion a la cepa Sphingobium sp. AM (Tabla IV.5) y a los
consorcios definidos (Tabla IV.9), y la disminucién observada en los cultivos de CON luego
de 7 dias de incubacién de los recuentos de bacterias degradadoras de PAH (Figura IV.3) y
en las colonias con morfologias tipicas de la familia Sphingomonadaceae (Figura 1V.12),
podria ser atribuida a la presencia de microorganismos del orden Burkholderiales y su
interaccion con la cepa degradadora AM u otro miembro del orden Sphingomonadales
presentes en CON.

Si bien se han reportado evidencias de relaciones sinérgicas entre géneros de los 6rdenes
Sphingomonadales y Burkholderiales (Huang y col., 2008; Tauler y col., 2015), durante la
degradacion de PAH en medio liquido, Joshi y col., (2015) reportaron que la inoculacién de
un cultivo mixto de Sphingobium chlorophenolicum y Burkholderia cepacia no fue tan
efectiva como lo fue la inoculacién con cultivos puros de las mismas cepas en ensayos de
bioaumento de agua contaminada con pentaclorofenol, sugiriendo la posibilidad de efectos
antagonicos o de competencia. Los fendmeno de antagonismo y competencia podrian ser
eventos usuales en comunidades microbianas mixtas y su presencia, tal como ocurrié en
este trabajo, causa a veces un impacto negativo sobre la capacidad degradadora de un

contaminante (Fuentes y col., 2013).
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V. Ensayos de bioaumento en microcosmos de suelo

artificialmente contaminado con fenantreno

La biorremediacion es una tecnologia aplicable a la recuperaciéon de suelos contaminados
con hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH). El bioaumento definido como la adicion de
bacterias o consorcios degradadores aléctonos, es todavia considerado como una
estrategia compleja, debido a que su efectividad depende de procesos secuenciales que
involucran tanto al inéculo como a la comunidad microbiana indigena (Figura 1.4, Capitulo 1)
(Mallon y col., 2015).

Los consorcios microbianos naturales se proponen como inoculantes mas efectivos, en
comparacion con la utilizacién de cepas puras, en procesos de biorremediacion donde
ocurre biodegradacion de PAH (Mao y col., 2012). La mayor efectividad de los consorcios se
deberia a la existencia de capacidades metabdlicas multiples que podrian aumentar el
numero de rutas metabdlicas disponibles para una degradacion cooperativa, y por otro lado
la diversidad microbiana del consorcio podria resultar en una ventaja que le permitiria
superar la competencia frente a la comunidad indigena (Patel y col., 2013). Adicionalmente
la inoculacién de consorcios podria permitir la incorporacibn de microorganismos
degradadores dificiles de cultivar en forma aislada (Singer y col., 2005). Un ejemplo de esto
ultimo seria el consorcio obtenido en este trabajo de tesis, estudiado en profundidad en el
capitulo IV, donde se determiné la existencia de poblaciones con capacidad de degradar
fenantreno que no fue posible obtener en forma aislada.

En el presente capitulo se presentan los resultados correspondientes a la determinacion del
impacto de la inoculacion con diferentes formulaciones bacterianas (consorcio natural,
definido y cepas puras) sobre la eliminaciéon del contaminante y sobre la estructura y
dinamica de las comunidades bacterianas de un suelo pristino contaminado con fenantreno.
Se inocularon, el consorcio degradador de fenantreno (CON) que fue ampliamente
caracterizado (Capitulo IV) y uno de los consorcios definidos estudiados en el capitulo 1V,
formado por dos cepas aisladas de CON, la cepa degradadora Sphingobium sp. AM, y la
cepa Pseudomonas sp Bc. Por otro lado se inocularon en forma aislada las cepas AM y Bc.
Con el fin de estudiar en qué medida el establecimiento en suelo de una cepa degradadora
dependeria de la presion de seleccion ejercida por el fenantreno, se inoculd la cepa AM en
microcosmos de suelo pristino.

Se realizaron 5 tratamientos: (1) suelo contaminado con fenantreno (Phe) (2) suelo
contaminado con fenantreno e inoculado con 1x10° ufc del consorcio natural CON por gramo
de suelo seco (Phe+CON) (3) suelo contaminado con fenantreno e inoculado con 0,5x10°

ufc de la cepa Sphingobium sp. AM y 0,5x108 ufc de la cepa Pseudomonas sp. Bc por gramo

133



Ensayos de bioaumento en microcosmos de suelo artificialmente contaminado con fenantreno — Capitulo V

de suelo seco (Phe+CD) (4) suelo contaminado con fenantreno e inoculado con 1x10%ufc de
la cepa Sphingobium sp. AM por gramo de suelo seco (Phe+AM) (5) suelo contaminado con
fenantreno e inoculado con 1x10%ufc de la cepa Pseudomonas sp. Bc por gramo de suelo
seco (Phe+Bc). Las inoculaciones se realizaron un dia después de agregar el fenantreno al
suelo.

Los controles realizados fueron: (1) suelo pristino, sin agregado de fenantreno (SP) (2) suelo
pristino inoculado con 1x10%ufc de la cepa Sphingobium sp. AM por gramo de suelo seco
(SP+AM).

Todos los microcosmos fueron preparados por triplicado e incubados a 24+2°C y 20% de
humedad en oscuridad durante 63 dias y se mezclaron semanalmente para asegurar la

aeracion.

V.1 Resultados

V.1.1 Determinacion de la eliminacion de fenantreno

La figura V.1 muestra los valores de fenantreno remanente en los microcosmos
contaminados a distintos tiempos durante la incubacion. En esta figura se muestra que
durante los primeros 7 dias de incubacion en el microcosmo Phe no se observd una
reduccion significativa en la concentracion de fenantreno. Sin embargo, en los microcosmos
Phe+CON, Phe+CD y Phe+AM la inoculacion produjo un efecto estimulatorio sobre la
eliminacion de fenantreno desde el dia 0 de incubacion, provocando que la concentracion de
fenantreno en estos microcosmos sea significativamente menor (p< 0,05) a la concentracion
en el microcosmo Phe durante los primeros 7 dias de incubacion.

Este efecto estimulatorio inicial en la degradacion del contaminante no se observo en el
microcosmo inoculado con la cepa Pseudomonas sp. Bc, por el contrario este microcosmo
mostré un notable retraso en la eliminacion de fenantreno, que se prolong6 durante 15 dias.

Al finalizar el periodo de incubacion (63 dias) todos los microcosmos mostraron una
significativa eliminacion del hidrocarburo (>95% del suplementado inicialmente). Sin
embargo la concentracion residual de fenantreno en los microcosmos inoculados
(23,65+1,34 mg de fenantreno por Kg de suelo seco Phe+CON, 31,08+£7,10 Phe+CD y
5,8115,06 Phe+AM), a excepcion del microcosmo inoculado con la cepa Bc (63,17+38,38mg
de fenantreno por Kg de suelo seco), fue significativamente menor (p<0.05) a la encontrada
en el microcosmo Phe (73,05+3,16mg de fenantreno por Kg de suelo seco). Como resultado
s6lo los microcosmos inoculados con los consorcios y la cepa AM alcanzaron
concentraciones de fenantreno por debajo de los estandares de limpieza para suelos (50 mg

kg™") segun el decreto reglamentario N° 831de la Ley Nacional Argentina 24051.
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Al comparar los microcosmos inoculados, se observé que el microcosmo inoculado con la
cepa AM fue el que presentd menor concentracién de fenantreno a lo largo de todo el
ensayo, siendo la concentracion residual de fenantreno del microcosmo Phe+AM entre los
14 y 63 dias de incubacion significativamente menor (p<0,05) a la del resto de los
microcosmos inoculados.
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Figura V.1. Concentracion de fenantreno en los microcosmos Phe, Phe+CON, Phe+CD, Phe+AM y
Phe+Bc durante los 63 dias de incubacién. Se grafican los valores promedio y las desviaciones
estandar de 3 ensayos independientes por microcosmo.

V.1.2 Efecto de la inoculacién sobre la dinamica de las poblaciones bacterianas
cultivables

Para determinar el efecto producido por el contaminante y por la inoculaciéon sobre las
poblaciones bacterianas cultivables del suelo se analizaron los cambios en la densidad de
las poblaciones bacterianas heterétrofas cultivables en R2A y la poblacion bacteriana
cultivable degradadora de PAH. Los resultados se muestran en la figura V.2.

En la figura V.2a se pudo observar que la contaminacion con fenantreno produjo un
aumento significativo en el numero de bacterias heterétrofas cultivables en el microcosmo
Phe desde el dia 14 de incubacién, que se mantuvo por encima del microcosmo SP hasta el
final del experimento.
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Figura V.2. Evaluacién de la concentracién de las poblaciones de bacterias cultivables en SP,
Phe, Phe+CON, Phe+CD, Phe+AM, Phe+Bc y SP+AM durante 63 dias incubacion. (a) Bacterias
heterétrofas cultivables (log UFC g ! por gramo de suelo seco). (b) Bacterias degradadoras de
PAH (log NMP g '1por gramo de suelo seco).Se grafican los valores promedio y las desviaciones

estandar de 3 ensayos independientes por microcosmo.

La inoculacion de CON, CD vy la cepa Sphingobium sp. AM, produjo un incremento en los
recuentos de bacterias heterétrofas cultivables desde el dia 2 de incubacion. En
consecuencia estos microcosmos presentaron recuentos de bacterias heterétrofas
cultivables significativamente mayores (p<0,05) a los encontrados en el microcosmos Phe
durante los primeros 14 dias de incubacién, y mayores a los encontrados en Phe+Bc hasta

el dia 28 de incubacion. Por otra parte, aunque la inoculacion de la cepa AM en suelo
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pristino (SP+AM) produjo un incremento inicial en los valores de bacterias heterotrofas, el
microcosmo Phe+AM presentd recuentos de bacterias heterétrofas significativamente
superiores a los encontrados en el SP y SP +AM durante todo el ensayo.

Al analizar los recuentos de bacterias degradadoras de PAH (Figura V.2b) se observé que
tanto los microcosmos contaminados como el microcosmo de suelo pristino inoculado con
AM, presentaron valores de bacterias degradadoras significativamente mayores a la
encontrada en el microcosmo SP durante todo el tiempo de tratamiento. EI microcosmo
inoculado con la cepa Bc mostré un comportamiento distinto, observandose inicialmente una
disminucion significativa en los recuentos de bacterias degradadoras con respecto a SP,
para luego aumentar en forma gradual hacia el dia 28 de incubacién.

Entre los microcosmos inoculados, el microcosmo Phe+AM presentd recuentos de bacterias
degradadoras significativamente superiores (p<0,05) a los encontrados en los otros
microcosmos inoculados hasta los 14 dias de incubacion. A partir de ese dia y hasta el final
del ensayo, fue el microcosmo inoculado con el consorcio definido (Phe+CD) quien muestra
los mayores valores de bacterias degradadoras y se diferencio significativamente del resto

de los microcosmos.

V.1.3 Medida de actividad deshidrogenasa

Las deshidrogenasas intracelulares pertenecen a las oxidoreductasas y catalizan la
oxidaciéon de los compuestos organicos. La actividad deshidrogenasa total del suelo
depende de la actividad de varias deshidrogenasas fundamentales de los microorganismos
presentes y es considerada una medida de las actividades oxidativas microbianas que estan
ocurriendo en el suelo (Mersi y Sehinner, 1991). Es por este motivo que la medida de
actividad deshidrogenasa se propuso como un parametro valioso que refleje el progreso de
la degradacion del hidrocarburo en los microcosmos (Brzeszcz y col., 2016).

La determinacion de la actividad deshidrogenasa de la comunidad de los microcosmos se
realizé segun el protocolo de Thalmann (1968), en el cual se mide la reduccién de cloruro de
trifenil tetrazolium (TTC) a trifenil formazan (TPF). Se determind la actividad a distintos
tiempos en todos los tratamientos y en el microcosmo SP.

Los resultados se muestran en la figura V.3, donde se observa que en el microcosmo Phe el
agregado de fenantreno produjo un efecto inhibitorio sobre actividad deshidrogenasa
durante los primeros 7 dias de incubacion, obteniendo valores de actividad deshidrogenasa
significativamente menores a los encontrados en el microcosmo SP. Posteriormente se
observé un incremento de la actividad deshidrogenasa en el microcosmo Phe, manteniendo
valores significativamente superiores a los del microcosmo de suelo limpio (SP) hasta el dia

21 de tratamiento.
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En el caso de los microcosmos contaminados e inoculados (Phe+CON, Phe+CD, Phe+AM y
Phe+Bc), se observd un marcado aumento de la actividad deshidrogenasa durante los
primeros 14 dias de incubacion, siendo este efecto significativamente mayor al microcosmo
contaminado (Phe). La actividad deshidrogenasa de estos microcosmos contaminados e
inoculados luego disminuyo hasta alcanzar valores menores a Phe al dia 21 de incubacion.
Cabe destacar la diferencia significativa entre el SP+AM y Phe+AM durante los primeros 21
dias de incubacion. Mientras que la inoculacién con la cepa AM en el microcosmo de suelo
contaminado con fenantreno (Phe+AM) mostré valores de actividad deshidrogenasa
significativamente superiores al microcosmo SP, la inoculacion de la cepa AM en suelo
pristino (SP+AM) produjo un fuerte efecto inhibitorio sobre la actividad deshidrogenasa.

Al final del ensayo todos los microcosmos inoculados con cepas aisladas, tanto en suelo
pristino como en suelo contaminado (Phe+AM, Phe+Bc y SP+AM), presentaron valores de

actividad deshidrogenasa significativamente menores al resto de los microcosmos.
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Figura V.3.Actividad deshidrogenasa (ug de trifenil formazan (TPF) por gramo de suelo seco) en
los microcosmos SP, Phe, Phe+CON, Phe+CD, Phe+AM, Phe+Bc y SP+AM durante los 63 dias
de incubacién. Se grafican los valores promedio y las desviaciones estdndar de 3 ensayos

independientes por microcosmo

V.1.4 Estudio de los cambios en la estructura de las comunidades bacterianas

Con el objetivo de conocer la dinamica temporal de las comunidades microbianas del suelo
producida por la contaminacion con fenantreno y los tratamientos de inoculacion, se realizo
la extraccion del DNA total del suelo, la amplificacion con primers dirigidos al gen 16S rRNA
y la posterior separacion de los fragmentos por DGGE. Se obtuvieron los perfiles de DGGE

a distintos tiempos durante el periodo de incubacioén (2, 7, 14, 21, 28 y 63 dias) para los 7
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microcosmos y se analizaron dos replicas independientes para cada tratamiento y para cada
tiempo. No se observaron diferencias entre las replicas en los perfiles de DGGE, por lo que
se presenta solo un set de resultados (Figura. V.4).

Al comparar los perfiles obtenidos para el microcosmo Phe se observaron cambios en la
estructura de la comunidad bacteriana luego de 14 dias de incubacion, con la aparicion de
tres bandas predominantes que permanecieron hasta el dia 63. Por otra parte, en SP no se
observaron cambios significativos en los perfiles de DGGE durante el periodo de incubacién
estudiado.

Entre los perfiles del microcosmo Phe y los microcosmos inoculados se observaron claras
diferencias. Todos los inoculantes utilizados provocaron un fuerte impacto sobre la
estructura de la comunidad bacteriana del suelo. En los perfiles de los microcosmos
inoculados con CON se observé la presencia de una banda dominante durante todo el
periodo de incubaciéon, marcada como 2 en la figura V.4. Esta banda migré en la misma
posicion que la banda predominante de CON (Banda 8, Figura 1V.4 Capitulo IV), la cual se
relaciond filogenéticamente con la familia Sphingomonadaceae. En los perfiles
correspondientes a los microcosmos inoculados con la cepa Sphingobium sp. AM, ya sea
como cepa pura o en combinacion con la cepa Bc, se pudo observar, a todos los tiempos
estudiados, la presencia de una banda (marcada como 4 en la figura V.4) que migré6 en la
misma posicién que la banda perteneciente a la cepa AM. Por el contrario en los perfiles de
bandas de los microcosmos Phe+CD y Phe+Bc no resultd detectable la banda
correspondiente a la cepa Bc, sin embargo se debe tener en cuenta que la presencia de la
cepa Bc tampoco pudo ser detectada en los perfiles de bandas de DGGE obtenidos a partir
del DNA del consorcio (Figura V.4, Capitulo 1V).

En el caso del microcosmo SP+AM se observé una dinamica distinta a las ocurridas para los
otros microcosmos, la banda correspondiente al inoculante, que fue claramente visible al
comienzo (dia 7) posteriormente no se pudo detectar.

A partir de la digitalizacién de los perfiles de DGGE se determind la riqueza y diversidad de
bandas para cada microcosmo a los 2, 14 y 63 dias de incubacion. Para ello utilizando el
software PAST se calcularon los indices de CHAO1 (riqueza) y Shannon-Wieber
(diversidad), los valores obtenidos se muestran en la tabla V.1.

Mientras que en el microcosmo SP se obtuvo un valor maximo de diversidad y de riqueza al
dia 14 de incubacion, en el microcosmo Phe se observaron cambios importantes, con una
disminucion en la diversidad bacteriana acompanada de una disminucion en la riqueza de

especies, que se acentud hacia el final del periodo de incubacioén (dia 63).
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Figura V.4. Analisis por PCR-DGGE de las poblaciones bacterianas de suelo de los
microcosmos SP, Phe, Phe+CON, Phe+CD, Phe+AM, Phe+Bc y SP+AM a distintos tiempos
durante 63 dias de incubacion. Las calles marcadas con (*) estan invertidas.
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Por otro lado los resultados de DGGE muestran que la inoculacion con la cepa AM produce
una recuperacion de la diversidad y de la riqueza de especies bacterianas en el microcosmo
contaminado (Phe+AM), y un efecto contrario cuando es inoculada en suelo pristino. Por
otro lado la inoculacion con la cepa Pseudomonas sp. Bc, tanto en forma aislada (Phe+Bc)
como en el consorcio definido (Phe+CD), produjo un impacto negativo sobre la diversidad y

riqueza de la comunidad bacteriana del suelo.

Microcosmo Indice
ShannonH  Chao1
SP d2 2,81 18
SPd14 3,24 28
SP 63 3,06 24
3,11 24
2,29 21
2,01 16
Phe + CON d2 2,12 16
Phe + CON d14 2,32 19
Phe + CON d63 2,42 14
2,97 23
3,04 25
2,94 22
Phe +CD d2 1,64 9
Phe + CDd14 1,12 7
Phe + CD d63 2,05 10
0,88 3
1,41 5
1,51 6
SP+ AM d2 2,55 14
SP+ AM d14 2,38 12
SP+ AM d63 2,41 12

Tabla V.1. Valores de los indices de diversidad (Shannon H) y riqueza (Chao 1) obtenidos a partir de
los perfiles de DGGE en los microcosmos SP, Phe, Phe+CON, Phe+AM, Phe+CD, Phe+Bc y SP+AM

a tres tiempos de incubacion (2, 14 y 63 dias).

Con el fin de evaluar la similitud entre las comunidades bacterianas de los distintos
microcosmos se construyd un dendrograma a partir de las imagenes digitalizadas de los
geles de DGGE (Figura V.5). El dendrograma muestra que los distintos tratamientos
produjeron importantes disimilitudes en la estructura de las comunidades bacterianas. En la
figura V.5 se observa la formacion de dos clusters con sélo 12,1% de similitud, uno de los
cuales esta conformado solamente por los perfiles correspondientes al microcosmo

inoculado con la cepa Bc; el segundo cluster incluye todos los otros microcosmos a todos
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Figura V.5.Dendrograma basados en el patron de bandas de la DGGE de SP, Phe, Phe+CON,

Phe+CD, Phe+AM, Phe+Bc y SP+AM a distintos tiempos durante 63 dias de incubacion. EI UPGMA
se construyd a partir de la matriz de distancia calculada mediante el coeficiente de Jaccard.
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los tiempos ensayados. Este segundo cluster presenta dos subclusters (21,4% de similitud).
En el subcluster de menor tamano se agrupan con baja similitud (24,1%) los perfiles del
microcosmo SP+AM y aquellos correspondientes al microcosmo contaminado e inoculado
con el consorcio definido (Phe+CD); mientras que en el subcluster de mayor tamafo se
agrupan los perfiles de los microcosmo SP, Phe y Phe+CON (34,8% de similitud), que se
separan de los perfiles del microcosmo contaminado e inoculado con la cepa Sphingobium
sp. AM (Phe+AM).

También se realiz6 la comparacion entre los perfiles de la comunidad bacteriana mediante el
método de ordenacién de Escalamiento Multidimensional (MDS). Dicha ordenacion en dos
dimensiones se evalu6 mediante el valor del “stress”, que indica la calidad de la
representacion (buena representacion: stress<0,2). EI MDS realizado (Figura V.6) muestra
de una forma mas grafica que, independientemente de que se encuentren evidencias de que
las cepas se hayan establecido o no en los perfiles de DGGE (Figura V.4), los perfiles de los
microcosmos inoculados con una cepa y con el consorcio definido, presentan una mayor

distancia espacial con respecto a los microscosmos SP, Phe y Phe+CON.
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Figura V.6. MDS de los perfiles de bandas derivados del andlisis por PCR-DGGE realizada con los
primers 341F-GC y 907R, que muestra los cambios en la estructura de las comunidades de los
microcosmos SP, Phe, Phe+CON, Phe+CD, Phe+AM, Phe+Bc y SP+AM a distintos tiempos de

incubacion. Mayor proximidad en las muestras indica mayor similitud entre la comunidad.
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Este analisis demuestra que la estructura de la comunidad bacteriana se vio afectada por la
contaminacion con fenantreno, y en mayor grado por las estrategias de bioaumento (en
presencia o ausencia de contaminantes), siendo dependiente de la naturaleza del inéculo.
Los cambios observados en el MDS se podrian adjudicar a la apariciéon o desaparicion de
bandas en los perfiles de DGGE, ya que para la construccion de la matriz de similitud se

utilizo el coeficiente de Jaccard, que considera presencia/ausencia de bandas.

V. 1.5 Estudio de los cambios en la composicion de las comunidades bacterianas

Para lograr identificar los cambios en la composicién bacteriana de la comunidad del suelo
producidos por la contaminacién con fenantreno y los distintos tratamientos se utilizaron
distintas metodologias:

i- Escision de las bandas predominantes en los perfiles de DGGE y re-amplificaciéon por PCR
y su posterior clonacion y secuenciacion.

ii- Construccion de bibliotecas genémicas a partir del DNA total obtenido de los microcosmos
SP, Phe, Phe+CON y Phe+CD.

iii- Analisis mediante una técnica de alto rendimiento: Pirosecuenciacién del gen 16S rRNA a
partir del DNA total de los microcosmos SP, Phe, Phe+CON, Phe+AM y SP+AM.

V.1.5.1 Secuenciacion de las bandas predominantes en los perfiles DGGE

Como primer estrategia se realizd la escisién de las bandas y la posterior re-amplificacion
por PCR. Los productos de PCR fueron clonados utilizando el vector de clonado pGEM-T en
la cepa de E. coli DH5a para su posterior secuenciacion

Si bien se escindieron mas de 19 bandas, se encontraron dificultades para obtener
productos PCR de las mismas (Figura V.7 a). Ademas, luego de la clonacién en muchos
casos no fue posible confirmar la presencia del inserto a través de PCR tal como se muestra
en la figura V.7 b donde sélo las calles 1, 2 y 3 presentaron la banda del tamano de interés.
Se logré obtener las secuencias solo de las bandas marcadas en la figura V.4 con los
nameros 1, 2 y 4. La comparacion de las secuencias con la base de datos GenBank del
NCBI utilizando el software BLAST revel6 que la secuencia de la banda 1 mostré un 99% de
similitud con Novosphingobium sp., mientras que las bandas 2 y 4 mostraron un 99% de

similitud con Sphingobium sp. (Tabla V.2)
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Secuencia del gen 16S rRNA

) a o Numero de
Banda  Numero de acceso mas cercanamente Similitud :
acceso
relacionada
1 KM213518 Novosphingobium sp. 99% KC410866.1
2 KM213519. Sphingobium sp. 99% KM925003.2
4 KU714712 Sphingobium sp. 99% CP010954.1

Tabla V.2. Resultados de la secuencia parcial del gen 16S rRNA y afiliacion taxondémica
relacionada de las bandas cortadas del gel de DGGE. ® Numero de acceso a GenBank de las
secuencia perteneciente a la banda clonada ® Ntimero de acceso a GenBank de la secuencia de la

secuencia bacteriana mas cercanamente relacionada.

La figura V.8 muestra el arbol filogenético obtenido a partir de las secuencias de las bandas
cortadas de la DGGE, las secuencias relacionadas obtenidas a partir de la base de datos del
NCBI, las secuencia de la banda 8 cortada del gel de DGGE del consorcio (Figura V.4,
Capitulo 1V) y la secuencia de la cepa AM. En el mismo se pudo ver que si bien la banda 2 y
la banda 4 se afiliaron con el género Sphingobium., la banda 2, perteneciente al microcosmo
Phe+CON, mostro estar filogenéticamente relacionada con la secuencia obtenida a partir de
la banda predominante de CON (banda 8), mientras que la banda 4, perteneciente al

microcosmo SP+AM, mostré mayor relacion filogenética con la cepa AM.
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Figura V.7. Electroforesis en gel de agarosa 1% de a) la los productos de amplificacion obtenidos
de la PCR de las bandas escindidas de la DGGE; b) los productos de PCR utilizando los primers

SP6 y T7 realizada sobre los clones positivos obtenidos para corroborar la presencia del inserto de
interés en el vector de clonado pGem-T.

Sphingobium sp. AX-B [KIM925003.1]
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Figura V.8.Arbol filogenético obtenido con el algoritmo de Neighbor-joining basado en la matriz de
distancia del analisis de las secuencias parciales de 16S rDNA de las bandas de DGGE, de la cepa
AM y de secuencias seleccionadas disponibles en GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank).
Se construyé utilizando el software MEGA versién 4. El numero de cada nodo corresponde al valor
porcentual de boostrap y la barra indica un 0.005 de variacion de secuencia.

146



Ensayos de bioaumento en microcosmos de suelo artificialmente contaminado con fenantreno — Capitulo V

V.1.5.2 Construccién y analisis de bibliotecas de genes 16S rRNA del DNA total de los
microcosmos SP, Phe, Phe+CON y Phe+CD

Se construyeron 4 bibliotecas gendémicas a partir del DNA total obtenido de los microcosmos
SP, Phe, Phe+CON y Phe+CD a los 14 dias de incubacion. Para la construccion de estas
bibliotecas se obtuvieron amplicones del gen 16s rRNA, los que fueron clonados utilizando
el vector de clonado pGEM-T en la cepa de E. coli DH5a.

El analisis de la composicién de las comunidades bacterianas se realizé por duplicado para
cada tratamiento y se obtuvieron 188 clones. La presencia del inserto de tamafio deseado
fue estudiada mediante PCR (Figura V.8). Los clones de interés se analizaron mediante
PCR-DGGE, con el fin de realizar un filtrado que nos permitiera secuenciar clones con

secuencias distintas (Figura V.9).

Figura V.8. Electroforesis en gel de agarosa 1% de los productos de amplificacion obtenidos por
PCR utilizando los primers SP6 y T7, realizada sobre los clones obtenidos para corroborar la
presencia del inserto de interés en el vector de clonado pGEM-T (750 pb aproximadamente es el

tamafo esperado). Solo se muestra parte del analisis (de los 188 clones) a modo de ejemplo.

4 6 8 12 1112
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Figura V.9. Analisis por PCR-DGGE de los clones que presentaron el inserto de interés. Solo se

muestra parte del analisis (de los 188 clones) a modo de ejemplo.
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Los 188 clones estudiados se clasificaron en 97 grupos segun la posicion en los geles de
DGGE, se mando a secuenciar por lo menos un clon de cada grupo y las secuencias se
compararon con las depositadas en la base de datos GenBank de NCBI utilizando el
programa BLAST.

De los 97 grupos de secuencias bacterianas 17 no presentaron asociacion filogenética con
ninguna division taxonomica conocida, mientras que 80 estuvieron filogenéticamente
asociadas a los filos Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
Gemmatimonadetes, Proteobacteria y Thermotogae (Tabla V.S1 en material suplementario).
La figura V.10 muestra la distribucion relativa de los filotipos encontrados en cada uno de los
microcosmos analizados. Si bien el nUmero de clones secuenciados es limitado, se pudo
observar que el microcosmo SP fue el que presentd mayor diversidad bacteriana, con
predominio de los filos Proteobacteria (31,5%) y Acidobacteria (21%). Tanto la
contaminacion como la inoculacion causaron un importante incremento del filo
Proteobacteria, alcanzando una abundancia relativa de 63,6% en el microcosmos Phe y
70% en el microcosmos Phe+CD, mientras que el microcosmos Phe+CON mostré una
menor abundancia relativa de este filo (46,1%) (Figura V.10).

Por otro lado en la biblioteca de clones del microcosmo Phe+CON se logré evidenciar una
predominancia de clones afiliados a la familia Sphingomonadaceae y secuencias
correspondiente al género Achromobacter sp., en concordancia con la composicion de CON
(Capitulo 1V, Figura IV.7). En el caso del microcosmo inoculado con el consorcio definido
(Phe+CD) se encontraron numerosos clones que se afiliaron con Sphingobium sp.,
coincidente con la cepa AM, sin embargo la cepa Bc no se encontré en los ensayos de

clonacion (Tabla V.S1 material suplementario).
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Figura V.10.Distribucién relativa de los filos bacterianos basada en la secuencia del gen 16S rDNA
de las comunidades del suelo de los microcosmos SP, Phe, Phe+CON y Phe+CD a los 14 dias de

incubacion.

V.1.5.3 Analisis mediante una técnica de alto rendimiento: Pirosecuenciacion del gen 16S
rRNA a partir del DNA total de los microcosmos SP, Phe, Phe+CON, Phe+AM y SP+AM.

Con el objetivo de estudiar la estructura detallada de las comunidades microbianas
presentes en algunos de los tratamientos de suelo ensayados, mediante una técnica mas
exacta y sensible, se llevé a cabo el analisis por pirosecuenciacion de fragmentos del gen
16S rRNA. Se seleccionaron 5 microcosmos para analizar los cambios generados en las
comunidades microbianas por dos tipos de inoculantes distintos, utilizando un consorcio o
una cepa pura. Se eligieron los microcosmos SP, Phe, Phe+CON, Phe+AM y SP+AM. El
analisis se realiz6 a los 14 y 63 de incubacién dado que, en todos los microcosmos,
representan momentos distintos de la cinética de degradacién de fenantreno en todos los
microcosmos. Adicionalmente para comprender y comparar la situacion inicial de los
microcosmos se analizé una muestra del dia 2 de incubacion del microcosmo SP. El estudio
se realizé por duplicado para el dia 14 de incubacion (a excepcion de SP+AM).

Del analisis por pirosecuenciacion se obtuvieron un promedio de 6976 secuencias filtradas
(rango de 3245-11599) que se agruparon en un total de 3037 OTUs utilizando el 97% de
similitud.

Para estimar si el numero de secuencias obtenidas representan una fraccion significativa de

la diversidad presente en las muestras estudiadas, se realiz6 el analisis de rarefaccion para
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cada set de datos obtenidos. El resultado del analisis se muestra en la figura V.11. Como se
puede observar, si bien ninguna de las muestras alcanza totalmente la fase plateau el
numero de secuencias recuperadas de cada muestra fue suficiente para cubrir la mayor
parte de la diversidad.
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Figura V.11. Analisis de rarefaccion construido mediante los datos de pirosecuenciacion con el
software EstimateS. Las curvas de rarefaccion indican el numero observado de OTUs (eje y) en

funcioén del numero de lecturas (eje x) para los microcosmos SP, Phe, Phe+CON, Phe+AM y SP+AM.
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Ademas se calculd la cobertura de secuencias para cada una de las muestras con el fin de
analizar la representatividad de la comunidad bacteriana en los microcosmos analizados
mediante los datos obtenidos. La tabla V.4 muestra los valores del indice de Good, que
informan sobre la cobertura del analisis. Se obtuvieron valores de cobertura entre 0,89 y
0,97, indicando que si bien las curvas de rarefaccién no alcanzaron un plateau, que indica
que se ha analizado un numero suficiente de secuencias para describir a la muestra, la

cobertura alcanzada en todas las muestras fue suficiente para describir fidedignamente al

sistema.

Microcosmo indice de Good
SP d2 0.94
SPd14 0.93
SPd63 0.89

0.93
0.95
Phe+CON d14 0.97
Phe+CON d63 0.95
0.94
0.96
SP+AM D14 0.91
SP+AM d63 0.95

Tabla V.4. Valores del indice de Good para los microcosmos SP, Phe, Phe+CON, Phe+AM y
SP+AM.
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Por otra parte, para evaluar la diversidad de los microcosmos se utilizé la familia de indices
de Hill (1973). Se realizdé una normalizacion y se estimo la diversidad a las 3245 secuencias,
que corresponde a la profundidad del analisis de la muestra con menor numero de
secuencias obtenidas. Los resultados se muestran en la tabla V.3.

Los nimeros de Hill °D, 'D y D para el microcosmo SP resultaron similares en los tres
tiempos de incubacién analizados. Los valores de °D, 'D y ?D para el microcosmo SP+AM a
los 14 dias de incubacion son algo menores a los encontrados en SP, recuperando valores
°D y'D semejantes al microcosmo SP luego de 63 dias de incubacién. Estos resultados
sugieren que la inoculacién con AM en ausencia de presion de seleccién no generé cambios
importantes en la riqueza de especies, manteniéndose una leve disminucién en los valores
de diversidad (*D).

Los numeros de Hill para el microcosmo Phe al dia 14 de incubacién son considerablemente
menores a los obtenidos para el microcosmo SP, lo que indicaria una reduccion en la
riqueza bacteriana y la diversidad, causada por la contaminacién. Este efecto fue todavia
mayor luego de 63 de incubacion, obteniéndose valores de °D marcadamente disminuidos,
indicando la presencia en el microcosmos Phe de una comunidad con una menor
equitatividad, con la presencia de algunas especies marcadamente dominantes.

Con respecto a los microcosmos contaminados e inoculados, la inoculacion con CON
produciria un efecto positivo sobre la riqueza y diversidad de la comunidad microbiana,
siendo el sistema contaminado que mostro los mayores valores para los tres indices de Hill
(TablaV.3). Por otro lado, si bien la inoculacién con AM produciria un mayor impacto inicial
(a los 14 dias de incubacion) sobre la diversidad ('D y ?D), al finalizar el tratamiento mostré
un aumento en los indices de diversidad, alcanzando valores superiores a los obtenidos

para Phe a los 63 dias de incubacion.
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Numeros de Hill

Numero de Numero de

secuencias OTUs D D 25
SP d2 7226 1346 1452,09 567,9 306,89
SP d14 5624 1164 1366,5 546,75 300,08
SP d63 3245 881 1262,26 516,14 292,12
4740 847 1075,45 216,56 39,56
6691 847 983,5 86,31 16,15
Phe+CON d14 11599 1381 1320,31 304,03 79,49
Phe+CON d63 8263 1258 1375,46 276,65 60,24
6026 973 1155,6 154,74 14,84
10598 1252 12449 205,33 40,49
SP+AM d14 3790 950 1200,18 483,72 216,4
SP+AM d63 8934 1440 1423,88 528,49 220,75

Tabla V.3. Parametros de diversidad obtenidos a partir del analisis de los datos de pirosecuenciacion
de los microcosmos SP, Phe, Phe+CON, Phe+AM y SP+AM.

Con el objetivo de estudiar cuantas OTUs comparten las comunidades bacterianas
presentes en los distintos microcosmos, se realizé un diagrama de Venn (Figura V.12). Por
la dificultad para comprender diagramas de Venn complejos de 11 muestras (todos los
microcosmos a los distintos tiempos analizados) se sumaron las secuencias
correspondientes a los tiempos analizados en cada uno de los microcosmos, incluyendo al

dia 2 de incubacién para el microcosmo SP.
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El diagrama de Venn muestra que de un total de 3037 OTUs, sélo 564 (18,57%) son
compartidas entre los 5 microcosmos. Mientras que los microcomos contaminados
comparten un total de 794 OTUs (26,14%), los contaminados e inoculados comparten 1168
OTUs (38,46%). Por otra parte, los microcosmos inoculados con AM (SP+AM y Phe+AM)
comparten un total de 964 OTUs representando un 31,74%. Por ultimo los microcosmos de
suelo pristino compartes 35,46%, un total de 1077 OTUs (Tabla V.5).

Nuevamente observamos que la contaminacion, y en segundo grado la inoculacion,

constituyen la fuerza motriz que conducen a los cambios en la comunidad.

Phe+CON

Figura V.12. Diagramas de Venn mostrando los OTUs compartidos y unicos en SP, Phe, Phe+CON,
Phe+AM y SP+AM. Se sumaron todos los tiempos de incubacién ensayados para cada microcosmo

(3% nivel de distancia).

SP SP+AM Phe Phe+CON Phe+AM

SP 35.46% 32.99% 45.01% 37.04%

SP+AM 25.85% 34.64% 31.74%

Phe 33.59% 28.88%

Phe+CON 38.46%
Phe+AM

Tabla V.5. Tabla de doble entrada mostrando los porcentajes compartidos por los microcosmos de a

pares.
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V.1.5.3.i Analisis de correspondencia a nivel de OTU.

Para conocer la distribucion de los microcosmos en el plano en relacion a la presencia de
los OTUs, se realizé un analisis de correspondencia que se muestra en la figura V.13.

En base a la frecuencia relativa de los OTUs se observé que los microcosmos de suelo
pristino (SP y SP+AM) se encuentran espacialmente proximos durante todo el ensayo, a la
derecha del cero en el eje C1 (eje x). De los microcosmos contaminados es Phe el que mas
se separa de los microcosmos de suelo pristino, observandose la mayor distancia al dia 14
de incubacion. Por el contrario, el microcosmo contaminado que mas cercano se situa con
respecto al suelo pristino es el inoculado con CON (Phe+CON). A su vez se observo que el
microcosmo Phe+AM se acerca a SP y SP+AM con la incubacion.

2.25

OSPd2 o 144 A Phe+CONd14 * Phe+AM d14 & SP+AM d14
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Figura V.13. Analisis de correspondencia realizado a partir de una tabla de frecuencia de OTUs de los

microcosmos SP, Phe, Phe+CON, Phe+AM y SP+AM a los tiempos de incubacion estudiados

V.1.5.3.ii Impacto de los diferentes tratamientos sobre la abundancia relativa de las
poblaciones bacterianas de suelo.

V.1.5. 3.ii.1 Analisis de las comunidades bacterianas de los microcosmos a nivel de filo y
clase

Todas las secuencias representativas de cada OTU se clasificaron dentro del dominio

Bacteria en 20 filos distintos. Los principales filos microbianos encontrados y sus
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abundancias relativas fueron Proteobacteria (19,18%-53,22% de las lecturas), Acidobacteria
(6,15%-36,91%), Actinobacteria (7,44%-15,39%), Verrucomicrobia (1,40%-24,03%),
Chiloroflexi (3,93%-10,70%), Firmicutes (1,13%-6,77%), Gemmatimonadetes (1,46%-7,29%)
y Bacteroidetes (0,38%-3,07%) (Tabla V.S2 en material suplementario) (Figura V.12). En la
figura V.14 se muestran los cambios a nivel de filo en SP, Phe, Phe+CON, Phe+AM y
SP+AM a los dias de incubacion estudiados.

El filo predominante en el microcosmos SP al dia 2 y 14 de incubacion fue Acidobacteria
(36,07% y 36,91% respectivamente) mientras que la incubacion luego de 63 dias generd
una disminucion de este filo, acompanado por un aumento en Proteobacteria, cuyo valor de
abundancia relativa se incrementé de un 19,18% al dia 2 a un 25,16% al dia 63, seguido del
filo Actinobacteria (25,19% al dia 63 de incubacion) (Tabla V.S2 en material suplementario).
La adicidon de fenantreno al suelo gener6 una disminucion progresiva en el filo Acidobacteria
(24,46% a 6,15%), y un importante aumento de los filos Actinobacteria (15,39% a 33,98%) y
Proteobacteria, siendo este ultimo el filo predominante en ambos tiempos de incubacién
estudiados (35,19% al dia 14 y 48,22% al dia 63 de incubacion).

Los microcosmos inoculados mostraron un claro predominio del filo Proteobacteria (mas del
33% de todas las secuencias), lo cual se corresponde con la filiacion de las bacterias
inoculadas (Figura IV.7, capitulo IV), a expensas de una disminucion en la proporcion de
secuencias asignadas al filo Actinobacteria.

Tanto en el sistema contaminado, como en los microcosmos inoculados (en presencia 0 no
del contaminante), el aumento del filo Proteobacteria se debid principalmente al incremento
de secuencias de Alphaproteobacteria (Figura V.12 y Tabla V.S3 en material suplementario).
Por otra parte, los filos restantes sufrieron distintas variaciones dependiendo del tratamiento

y del tiempo de incubacion.
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Figura V.14. Grafico circular mostrando las abundancias relativas de los principales filos bacterianos y

grafico de barras mostrando distintas clases de Proteobacteria encontradas en los microcosmos SP,
Phe, Phe+CON, Phe+AM y SP+AM a los tiempos de incubacion estudiados.
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V.1.5.3.ii.2 Andlisis de las comunidades bacterianas de los microcosmos a nivel de orden

Muchas poblaciones bacterianas del suelo aumentaron o disminuyeron significativamente
por efecto de la incubacion, la contaminacion con fenantreno, la inoculacién o por
combinacion de factores. Se analizaron las diferencias en la abundancia relativa a nivel de
orden en los microcosmos tratados en comparacion con los valores encontrados en el
microcosmo SP al dia 2 de incubacién. En la figura V.15 se muestran los érdenes
bacterianos que presentaron un delta mayor o igual al 2,5% en sus abundancias relativas.
Las condiciones de incubacion en todos los microcosmos (tamizado, humedad, temperatura
y aireacion controlada) causaron una significativa disminuciéon en la abundancia relativa de
Acidobacteriales (9,43%), Holophagales (5,33%) y Verrucomicrobiales (7,14%). La
contaminacion con fenantreno, la inoculacién con CON y la cepa AM en presencia del
contaminante, causaron una disminucién aun mayor en la abundancia relativa de los
ordenes Acidobacteriales (18,26%, 13,44% y 16,52% respectivamente) y Holophagales
(11,67%, 8,86% y 11,50% respectivamente) (Figura V.15). En el caso del orden
Verrucomicrobiales se observaron distintos comportamientos, a los 14 dias de incubacion no
se observo disminucién de su abundancia relativa en el microcosmo Phe, mientras que la
inoculacion de CON produjo un aumento significativo de las secuencias correspondientes a
dicho orden (9,96%). En el microcosmo Phe+AM se observé un aumento relativo en el orden
Verrucomicrobiales después de 63 dias de incubacién. En cambio la inoculacién de AM en
ausencia de la presion de seleccion del fenantreno, no causé cambios significativos en los
ordenes Acidobacteriales, Holophagales y Verrucomicrobiales con respecto al microcosmo
SP.

Por otra parte, las condiciones de incubaciéon (microcosmo SP) produjeron un significativo
aumento en la abundancia relativa de los 6rdenes Actinomycetales, Solirubrobacterales,
Rhizobiales y Gemmatimonadales.

Los o6rdenes notablemente estimulados por la contaminacion con fenantreno fueron
Actinomycetales y Sphingomonadales, que alcanzaron su mayor abundancia relativa,
26,21% y 39,42% % respectivamente, al final del periodo de incubacién (Tabla V.S3 en
material suplementario). Adicionalmente se observd un incremento de menor importancia y
de corta duracibn en el orden Burkholderiales (4,20%) (Tabla V.S3 en material

suplementario).
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Figura V.15. Diferencias en abundancias relativas a nivel de orden en los microcosmos de suelo
pristino, contaminado y contaminados e inoculados al dia 14 y 63 de incubacién con respecto a los
valores del dia 2 de incubacién del microcosmos SP. Se muestran solo los érdenes que variaron en

mas de un 2,5% con respecto a SP.
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Algunas de las poblaciones significativamente afectadas por la presencia de fenantreno,
tanto en los microcosmos inoculados como en el microcosmo Phe, fueron Bacillales y
Solirubrobacterales. Sin embargo, los Solirubrobacterales aumentaron significativamente su
abundancia relativa luego de 63 dias de incubacion.

La inoculacion de la cepa Sphingobium sp. AM solo produjo un incremento en la abundancia
relativa del orden Sphingomonadales (32,08% de abundancia relativa) superior al alcanzado
en el microcosmo Phe (19,31% de abundancia relativa) a los 14 dias de incubacién. La
causa del aumento en el caso de los Sphingomonadales no es sorprendente, dado que la
cepa AM se afilia a ese orden. Sin embargo, al dia 63 de incubacién el aumento de
Sphingomonadales en los microcosmos contaminados e inoculados (Phe+CON y Phe+AM)
no logré superar al valor obtenido en Phe (39,42% de abundancia relativa) (Tabla V.S3
material suplementario).

Aunque menos significativo, la inoculacion de la cepa AM en suelo pristino también produjo
un aumento en la abundancia relativa del orden Sphingomonadales, que se mantuvo hasta
el final del tratamiento.

Tanto la inoculacion de CON como de la cepa AM, y en este ultimo caso tanto en presencia
del contaminante como en ausencia del mismo, produjeron un aumento en la abundancia
relativa de los 6rdenes Burkholderiales y Rhizobiales (también presentes en el consorcio,
Figura IV.7, Capitulo 1V), y una disminucién en los Actinomycetales, cuando se los compara

con su respectivo control sin inocular.

V.1.56.3.ii.3 Anélisis de las comunidades bacterianas de los microcosmos a nivel de género

Para llevar a cabo el andlisis de los cambios en la comunidad de los microcosmos a nivel de
género se construyé un doble dendrograma jerarquico junto a un mapa de intensidades de
color (Figura V.16), que permite obtener una particién de los datos en grupos y nos da una
representacion grafica utilizando una escala de colores para indicar aquellos géneros con
mayor o menor abundancia relativa (en orden creciente de azul a rojo).

En la figura V.16 se observa la formacién de dos grupos en el eje X (Gl y Gll). Gl esta
conformado por los microcosmos contaminados e inoculados a ambos tiempos de
incubacién (Phe+CON y Phe+AM). No obstante en este grupo hay una prevalencia de los
géneros Sphingobium, Kaistobacter y Prosthecobacter, sus predominancias variaron de un
microcosmo al otro. Mientras que el género Sphingobium dominé en Phe+AM al dia 14 de
incubacion (27,19% de abundancia relativa), al dia 63 lo hace el género Kaistobacter
(18,47%), seguido de Prosthecobacter (14,44%) (Tabla SV.5 en material suplementario). En

el microcosmo inoculado con CON presenté la mayor abundancia relativa el género

160



Ensayos de bioaumento en microcosmos de suelo artificialmente contaminado con fenantreno — Capitulo V

Prothecobacter (21,62%) al dia 14 de incubacion, sin embargo disminuyé significativamente
al dia 63 (2,51%) y aumento el género Kaistobacter (15,43%).

El segundo grupo (Gll) se separa en dos clusters (Cl y CIl). Cl de menor tamafio agrupa al
microcosmo Phe a ambos dia de incubacion y esta caracterizado principalmente por los
géneros Arthrobacter y Sphingomonas, ambos géneros presentaron una mayor abundancia
relativa al dia 63 de incubacién (16,74% y 22,03% respectivamente).

En el cluster de mayor tamafio (CIl) se agrupan los microcosmos no contaminados, en los
cuales se encontraron en mayor abundancia relativa Acidobacterium, Holophaga y
Prosthecobacter. Cabe destacar que en el microcosmo de suelo pristino inoculado con la
cepa AM el género Sphingobium no logré establecerse como uno de los géneros

dominantes.
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Figura V.16.Distribucion de los géneros bacterianos con una abundancia relativa mayor a 2% en

un doble dendrograma jerarquico. El cluster filogenético y la relacién entre los microcosmos fue

determinada por la distancia Bray-Curtis. La grafica de mapa de intensidad de colores muestra la

frecuencia de cada género bacteriano (variables agrupadas en el eje y) en cada muestra (eje x).

Los valores en el mapa de intensidades de color representan el Log-transformado de la frecuencia

(Log X+1) de cada género y la intensidad de los colores se corresponde con la leyenda indicada

debajo de la figura.
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V.2 Discusion

El éxito de los tratamientos de bioaumento depende de la seleccién de los inoculantes, ya
sea una cepa pura 0 consocios microbianos, capaces de adaptarse al sitio a descontaminar
(Adams y col., 2015). La supervivencia de los microorganismos inoculados se encuentra
intimamente relacionada con la competencia por los recursos con la poblacién microbiana
nativa del sitio contaminado. Por lo tanto resulta critico no solo entender la fisiologia del
in6culo sino también como afecta la estructura y la funcion de la comunidad microbiana del
suelo a la cual se esta introduciendo (Cunliffe y Kertesz, 2006).

En este capitulo se realizaron ensayos de bioaumento en microcosmos de suelo pristino
contaminado artificialmente con fenantreno con el objetivo de evaluar el impacto de
diferentes formulaciones bacterianas sobre la degradacién del contaminante y la estructura 'y
la dindmica del microbioma del suelo. Las formulaciones bacterianas utilizadas fueron un
consorcio natural, previamente estudiado en profundidad en el capitulo IV, un consorcio
definido y dos cepas puras.

En general la biodegradacion utilizando una cepa bacteriana aislada no representa el
comportamiento real de los microorganismos ambientales durante la degradaciéon en
ambientes naturales contaminados con PAH, debido a que en la naturaleza la
biorremediacion depende de las actividades metabdlicas cooperativas entre poblaciones
microbianas (Janbandhu y Fulekar, 2011).

El término microbiostasis se define como la incapacidad de los microorganismos de
multiplicarse en un determinado ambiente (Mallon y col., 2015) y se atribuye a la falta de
nutrientes disponibles y a la hostilidad del ambiente del suelo para los microorganismos
inoculados, debido a factores bidticos y abidticos (Cubitto y Gentili, 2015). En estas
condiciones, la inoculacién de consorcios bacterianos presentaria una ventaja frente a la
utilizacion de cultivos puro, ya que la eficiencia de estos ultimos se puede ver afectada por
su incapacidad para competir con la poblaciéon microbiana nativa y modificar el ambiente en
el que son inoculados (Bardi y col., 2006).

La biodiversidad de los consorcios microbianos apoya su supervivencia en el ambiente
(Fuentes y col.,, 2013). En ambientes naturales los microorganismos estan distribuidos
heterogéneamente y la cercania dentro de la comunidad podria mejorar el metabolismo
sinérgico de contaminantes organicos (Fuentes y col., 2013), facilitando la alimentacion
cruzada entre las diferentes especies, un prerrequisito para la degradacion de
contaminantes organicos en el suelo (Sorensen y col., 2002). La estructura espacial tiene un
rol muy importante en la estabilidad de los consorcios (Escalante y col., 2015). En las

comunidades que involucran interacciones reciprocas cooperativas, la estructura espacial
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limitaria la potencial aparicion de individuos que no cooperan con la degradacion, lo que es
esencial para una coexistencia estable (Escalante y col., 2015).

La mayoria de los estudios de bioaumento en suelos contaminados con compuestos
organicos han utilizado cepas puras (Cunliffe y Kertesz, 2006; Coppotelli y col., 2010;
Dueholm y col., 2015; Joshi y col., 2015; Maduefio y col., 2015) o consorcios artificiales
disefiados a partir de cepas con capacidades catabdlicas deseadas (Ghazali y col., 2004;
Jacques y col.,, 2008; Silva y col.,, 2009; Alkhatib y col., 2011; Sprocati y col., 2012;
Mukherjee y Bordoloi, 2011;Gojgic-Cvijovic y col., 2012; Ma y col., 2015). Jacques y col.,
(2008) determinaron que la efectividad de la inoculacion de un consorcio definido en
microcosmos de suelo pristino contaminado artificialmente con antraceno, pireno y
fenantreno fue mayor a la obtenida con las cepas aisladas. Son pocos los estudios que han
llevado a cabo estrategias de bioaumento con consorcios naturales (Zhao y col., 2011; Mao
y col., 2012; Nikolopoulou y col., 2013), y no se ha encontrado bibliografia que compare la
eficiencia en ensayos de bioaumento de un consorcio bacteriano natural con consorcios
definidos y/o con cepas aisladas.

Las formulaciones utilizadas en el presente trabajo de tesis, a excepcion del sistema
inoculado con la cepa no degradadora Pseudomonas sp. Bc, resultaron eficientes como
estrategia para acelerar la eliminacion del contaminante (Figura V.1). La inoculacion tanto de
consorcios como de la cepa con capacidad degradadora (Sphingobium sp. AM), produjo un
aumento inmediato en los recuentos de bacterias heterotrofas cultivables (Figura V.2a.),
degradadoras de PAH (Figura V.2b) y actividad deshidrogenasa (Figura V.3), con la
consiguiente eliminacion de la fase lag en la degradacion de fenantreno, de
aproximadamente 7 dias, observada en el microcosmo sin inocular (Phe) (Figura V.1). Dicha
fase lag, normalmente observada en estudios de suelos recientemente contaminados (Miya
y Firestone, 2000; de Menezes y col., 2012; Martin y col., 2012; Niepceron y col., 2013),
muestra el tiempo necesario para la adaptacion de la comunidad microbiana, que resulta un
parametro de biodegradacion interesante, como una buena medida del potencial catabdlico
del microbioma del suelo (Couling y col., 2010).

El término adaptacion utilizado en la literatura de biodegradaciéon es confuso dado que se
refiere a un fendmeno que puede ocurrir tanto en comunidades microbianas mixtas como en
linajes microbianos individuales. Los mecanismos que permitirian la adaptacién, propuestos
por Van der Meer y col., (1992), son: la induccién y/o represion de enzimas especificas y/o
el enriquecimiento de la poblaciéon microbiana capaz de transformar el compuesto de interés.
En coincidencia con lo reportado por Simarro y col., (2013), los resultados descriptos en el
presente trabajo muestran que a pesar de que tanto la cepa Sphingobium sp. AM como el
consorcio definido no fueron cultivados con presion de seleccidn previamente a ser

inoculados, se comportaron de igual manera que CON, que fue crecido en fenantreno como
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unica fuente de carbono y energia. Tal como se mencioné en el capitulo IV las enzimas
claves que actuan al comienzo de la ruta de degradacion de fenantreno en la cepa
Sphingobium sp. AM serian constitutivas, por lo que la cepa podria responder rapidamente a
la presencia del contaminante aun proviniendo de medios de cultivos ricos en nutrientes.

La inoculacion con una cepa no degradadora de fenantreno como la cepa Pseudomonas sp.
Bc, presente en el consorcio natural, retraso la fase lag de eliminacion de fenantreno (Figura
V.1), probablemente gracias a la incorporaciéon de una gran cantidad de biomasa no
degradadora que generé una dilucion de las poblaciones degradadoras. Este hecho se pudo
evidenciar en la importante disminucion en el numero de bacterias degradadoras de PAH
(Figura V.2b), que se correlaciona con el efecto diferido encontrado en la cinética de
degradacion de fenantreno en el microcosmo Phe+Bc. Por otro lado, los perfiles DGGE de
los microcosmos inoculados mostraron cambios inmediatos en la estructura de la comunidad
bacteriana, comparados con el microcosmo SP, caracterizados por la aparicion de bandas
intensas (Figura V.4); mientras que en los perfiles de DGGE del microcosmo Phe sélo fue
posible observar la aparicion de poblaciones bacterianas dominantes luego de 14 dias de
incubacion.

Martin y col., (2012), sugirieron que la fase lag en la degradacién de fenantreno en
microcosmos contaminados y no inoculados, se debia al tiempo necesario para la
multiplicacién de los microorganismos degradadores de PAH del suelo, mas que a la
necesidad de la induccién de enzimas especificas. En el presente trabajo se ha encontrado
claros indicios de que la duracién de la fase lag en la degradacion de fenantreno estaria
determinada por el tiempo necesario para que la comunidad microbiana evolucione desde la
comunidad nativa hacia una comunidad enriquecida en poblaciones degradadoras; las
estrategias de bioaumento utilizando tanto cepas como consorcios degradadores, lograron
acortar el tiempo necesario para el establecimiento de la comunidad degradadora y por el
contrario la “dilucién” de las poblaciones degradadoras por la inoculacion de un
microorganismo no degradador incremento la fase lag (Figura V.1 y Figura V.2b).

Al finalizar el tratamiento todos los microcosmos mostraron valores de eliminaciéon de
fenantreno mayores al 95% (Figura V.1), sin embargo sélo los sistemas inoculados (a
excepcion del inoculado con la cepa Pseudomonas sp. B¢ alcanzaron valores remanentes
del contaminante por debajo de los limites establecidos por la legislacion nacional (50 mg
kg™, Ley Nacional Argentina 24051). Los microcosmos Phe y Phe+Bc alcanzaron valores
semejantes de concentracién de fenantreno remanente (73,05+3,16 y 63,17+38,38 mg de
fenantreno por Kg de suelo seco respectivamente). La mayor degradacion observada en los
microcosmos inoculados se podria relacionar con las evidencias del establecimiento y la
supervivencia tanto de la cepa Sphingobium sp. AM, en los microcosmos Phe+AM vy

Phe+CD, como de la cepa de Sphingobium, mayoritaria en CON (Banda 8, Capitulo 1V);
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encontrada a través de los perfiles de DGGE (Figura V.4). El establecimiento de la cepa AM
fue también evidenciado en el microcosmos Phe+CD a partir de los resultados de la
biblioteca gendmica realizada a partir del DNA total extraido luego de 14 dias de incubacion
(Tabla V.S1 en material suplementario). Por otro lado, en el caso de los microcosmos
Phe+CON y Phe+AM, los estudios de secuenciacién masiva de los genes 16S rRNA
aportaron claras evidencias del establecimiento y sobrevida de los inoculantes, ya que los
sistemas inoculados presentaron una alta abundancia relativa de secuencias pertenecientes
al género Sphingobium, con respecto al microcosmo Phe (Figura V.16 y Tabla VS.5 en
material suplementario).

La supervivencia del in6culo introducido al suelo es uno de los retos mas dificiles del
bioaumento, generalmente el numero de microorganismos exégenos disminuye rapidamente
luego de la inoculacién, tanto en estudios realizados con bacterias aisladas como consorcios
microbianos (VifAas y col., 2005a; Yu y col., 2005; Mrozik y Piotrowska-Seget, 2010; Tyagi y
col.,, 2011). La supervivencia de un inoculante dependeria de que el/los microorganismos
introducidos puedan superar las barreras bidticas y abibticas, para luego establecerse segun
su habilidad para acceder a los recursos presentes en el ambiente blanco, y como
consecuencia modificar la estructura y la funcionalidad de la comunidad microbiana (Mallon
y col., 2015).

Los resultados encontrados en este trabajo muestran que la cepa Sphingobium sp. AM
poseeria propiedades fisiolégicas que le permiten vencer las barreras determinadas por las
caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo receptor, logrando establecerse tanto
cuando fue inoculada en forma aislada como en un consorcio (Phe+CD). Del mismo modo,
en el microcosmo inoculado con CON, se pudo determinar el establecimiento de por lo
menos uno de los microorganismos presentes en el mismo, perteneciente también al género
Sphingobium, capaz de sobrevivir en un suelo no nativo y competir con las poblaciones
microbianas indigenas.

Otra evidencia de la necesaria interaccion entre el indculo y el medio ambiente bidtico y
abidtico es el hecho de que la eficiencia de los distintos inoculantes ensayados en este
trabajo, no se correlaciona con la eficiencia en la eliminacion del fenantreno en medio liquido
(Tablas IV.5 y IV.9). Mientras que en medio liquido el CD fue el que mostré el mayor
porcentaje de degradacion de fenantreno (Tabla 1V.9), seguido por la cepa AM (Tabla IV.5) y
en ultimo lugar CON (Figura 1V.2). El microcosmo inoculado con la cepa AM fue el que
alcanzé valores de fenantreno remanente significativamente menores (p<0.05) a los
alcanzados por los microcosmos inoculados con los consorcios, no existiendo diferencias
significativas entre estos ultimos (Figura V.1).

Por lo tanto, la caracterizacion fisioldgica, tanto del consorcios como de los microorganismos

aislados, realizada en este estudio, como en el caso de otros estudios (Molina y col., 2009;
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Coppotelli y col., 2010; Janbandhu y Fulekar, 2011; Maduefio y col., 2011; Mishra y col.,
2014; Fu y col., 2014; Bacosa e Inoue, 2015), no lograrian predecir el comportamiento de los
inoculantes una vez liberados al medio ambiente. La alta eficacia de un indculo en solucion
acuosa no garantizaria el éxito de los procesos de bioaumento en suelos contaminados
(Ramirez y col., 2001; Kuppusamy y col., 2016).

Uno de los factores que podria afectar la efectividad de un inoculante es el protocolo de
inoculaciéon. Como consecuencia de la utilizacion de dos protocolos distintos de inoculacion
se observaron diferencias en la degradacién de fenantreno en microcosmos de suelo entre
la cepa AM (Figura V.1) y la cepa Sphingomonas paucimobilis 20006FA (Coppotelli y col.,
2008), pese a que ambas cepas presentaron rendimientos de degradacion similar en medio
liquido (Tabla IV.5 Capitulo IV; Coppotelli, 2008). Mientras que en este trabajo se llevd a
cabo un solo evento de inoculacion (1x10%), Coppotelli y col., (2008) llevaron a cabo tres
inoculaciones sucesivas (1x10% en cada inoculacién). Como resultado, obtuvieron una alta
abundancia del inoculante en suelo lo que podria explicar la pausa observada en la
degradacion de fenantreno, debida a la acumulacion de metabolitos téxicos de fenantreno
generada por la actividad metabdlica de una comunidad bacteriana con baja diversidad
genética y funcional.

Por lo tanto, el uso de estrategias de bioaumento para el tratamiento de suelos
contaminados debe ser precedido por una serie de ensayos de laboratorio y estudios en
microcosmos, con el objetivo de evaluar la capacidad de los microorganismos seleccionados
de colonizar el suelo y degradar el contaminante. Se hace necesario entonces adoptar una
perspectiva ecoldgica, lo que permitiria profundizar en principio generales, teorias
microbioldgicas y aplicaciones practicas del fendmeno de invasion (inoculacion) (Mallon y
col., 2015),

A través de los estudios realizados en este trabajo fue posible comprobar que el
establecimiento de la cepa AM dependeria de la presencia de fenantreno. Este hecho se
observé claramente a través de los perfiles de PCR-DGGE del microcosmo SP+AM (Figura
V.4), donde la banda que migra en la misma posicion que la cepa AM solo se observo al
comienzo del ensayo (hasta el dia 7). EI mismo resultado se discuti6 en el trabajo de
Cunliffe y Kertesz, (2006) donde la cepa Sphingobium yanoikuyae B1 solo se mantiene en el
tiempo cuando se contamina el suelo y no es detectable luego de 10 dias en los
microcosmos no contaminados; y bajo esta ultima condicidon tampoco observaron cambios
en la estructura de la comunidad a través de los perfiles PCR-DGGE, lo que sugeriria que el
in6culo no pudo establecerse. En el presente trabajo, si bien se observaron cambios en la
organizacion espacial en el MDS del microcosmo SP+AM con respecto al microcosmo SP
(Figura V.6), se debe considerar que el analisis se llevé a cabo con el coeficiente de similitud

de Jaccard, uno de los mas comunmente utilizados (Greenacre y Primicerio, 2013). Es por
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este motivo que las diferencias encontradas podrian deberse a que el coeficiente solo
considera como propiedad la presencia de bandas.

La utilizacion de métodos de secuenciacion de alto rendimiento nos permitié conocer en
forma detallada la composicion de la comunidad microbiana, confirmando que la inoculacion
con la cepa AM en ausencia de fenantreno no produjo cambios importantes en la comunidad
bacteriana nativa. Los valores de los numeros de Hill °D, 'D y 2D del microcosmo SP+AM
(Tabla V.3) muestran valores de diversidad y riqueza de especies similares a los del
microcosmo SP; por otro lado el 35,46% de las OTUs compartidas (Figura V.12 y Tabla V.5),
el analisis de correspondencia (Figura V.13) y el doble dendrograma jerarquico junto al
mapa de intensidades de color (Figura V.16) mostraron que la comunidad bacteriana del
microcosmo SP+AM, a ambos tiempos de incubacion estudiados, se encuentra
espacialmente cercana a la del microcosmo SP.

Si analizamos en conjunto los resultados podemos diferenciar entre dos etapas distintas en
el proceso de invasion. Mientras que el recuento de bacterias degradadoras de PAH del
microcosmo SP+AM (Figura V.2b) fue significativamente superior a los valores encontrados
en el microcosmo SP durante todo el tratamiento (lo que sugeriria la sobrevida del
inoculante), la medida de la actividad deshidrogenasa del microcosmo SP+AM (Figura V.3)
se mantuvo por debajo de los valores encontrados en el microcosmo SP. Esto ultimo junto a
los estudios de la composicion detallada de la comunidad a través de pirosecuenciacion del
gen 16S rRNA, demuestran que el inoculante no fue capaz de establecerse (participar en el
flujo del carbono) en ausencia de fenantreno.

En la naturaleza, la sobrevida del inoculante, superando las barreras bidticas y abidticas, no
le garantiza la adquisicion de los nutrientes (Mallon y col., 2015). En un ambiente diverso,
como es el suelo pristino (valor de 'D, 567,9), la cantidad de recursos disponibles es muy
limitada y las posibilidades de establecimiento de un inoculante es muy baja. El agregado
de un recurso facilmente disponible (en este caso el fenantreno), aumenta la posibilidad de
una invasion exitosa.

Las comunidades microbianas forman redes complejas de especies interactuando, por lo
tanto el establecimiento del inoculante supone alterar la estructura de estas interacciones
(Barberan y col., 2012). Las nuevas metodologias moleculares nos dan la posibilidad de
realizar una mirada aguda sobre las comunidades microbianas, lo que nos permitiria
dilucidar como diferentes inoculantes podrian alterar la red ecoldgica de la comunidad
nativa.

La tecnologia de pirosecuenciacion con codigo de barras utilizada permitié determinar que la
contaminacién con fenantreno produjo un fuerte impacto negativo sobre la diversidad (‘D y
D) y riqueza de especies (°D) de la comunidad microbiana del suelo (Tabla V.3), y que este

efecto negativo se hace aun mas marcado al final del tiempo de incubacién, cuando se ha
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eliminado el 96,35% del fenantreno incorporado (Figura V.1). De igual manera sucedi6 en un
trabajo de Ding y col., (2012) quienes confirman mediante la misma tecnologia utilizada en
este trabajo que la diferencia de la comunidad bacteriana entre los microcosmos
contaminados y los no contaminados aumentd con el tiempo. Esto puede deberse a que la
degradacion del contaminante por microorganismos especializados produce metabolitos
intermediarios que generan una nueva presion de seleccion en la comunidad microbiana
(Zrafi-Nouira y Saidane-Mosbahi, 2012).

La inoculacién con la cepa Sphingobium sp. AM causoé inicialmente una pérdida en la
diversidad bacteriana del suelo (°D, 14,84) aiin mayor a la observada en el microcosmo Phe
(Tabla V.3), probablemente como consecuencia directa del alto predominio de las
secuencias correspondientes al inoculante. Sin embargo al finalizar el tratamiento el
microcosmo Phe+AM alcanzé valores de riqueza y diversidad de especies mayores a los
encontrados en el microcosmo Phe. La inoculacion del consorcio, ademas de acelerar la
biodegradaciéon de fenantreno (Figura V.1) logré la recuperacion de la diversidad y riqueza
de especies (Tabla V.3), siendo el sistema que comparte el mayor nimero de secuencias
con el microcosmo SP (45,01%) (Figura V.12 y Tabla V.5), y se ubicé espacialmente
cercano tanto en el analisis de correspondencia a nivel de OTUs (Figura V.13) como en el
MDS de los perfiles de bandas derivados del analisis por PCR-DGGE (Figura V.6)

El efecto positivo de un inoculante (invasor) sobre la diversidad del habitat invadido se
reportd previamente para distintos organismos (plantas, moluscos y bacterias) (Wonham y
col., 2005; Hornak y Corno, 2012;). Se postula que el inoculante podria promover nuevas
interacciones y nichos ecoldgicos (Hormak y Corno, 2012), lo que podria, como
consecuencia, modificar la velocidad de consumo de los recursos disponibles (en nuestro
caso fenantreno).

Se describié que la disminucién de la diversidad microbiana del suelo podria reducir la
estabilidad de la comunidad microbiana frente a posteriores perturbaciones naturales o
antropogénicas (Degens y col., 2001). En este sentido la inoculaciéon con el consorcio
natural tendria un doble efecto benéfico, acelerar la degradacion del contaminante y
recuperar la diversidad del microbioma nativo. Sin embargo, la pérdida de biodiversidad se
ve desafiada por la redundancia funcional que asume que diferentes especies pueden tener
una misma funcién en el ecosistema, por lo que la pérdida no necesariamente afecte la
funcionalidad del ecosistema (Mendes y col., 2015; Rodriguez y col., 2015). Seria necesario
realizar estudios funcionales que permitan corroborar si la inoculacién con CON mejoraria la
estabilidad y funcionalidad del suelo.

Los resultados de los estudios de pirosecuenciacion del gen 16S rRNA proveen una
descripcion mas robusta y detallada de los cambios en la comunidad bacteriana producidos

por la contaminacion y la inoculacion, permitiendo la identificacion de las poblaciones que
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sufrieron un incremento o reduccién en su abundancia relativa, comparada con el
microcosmo SP.

Las comunidades microbianas de todos los microcosmos presentaron una dominancia de 8
filos bacterianos, Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Firmicutes,
Gemmatimonadetes, Proteobacteria y Verrucomicrobia (Tabla V.S2 en material
suplementario), con mas del 98% de las secuencias totales de cada microcosmo. La
composicion y la diversidad de la comunidad bacteriana se vi6 fuertemente afectada por la
presencia de fenantreno y de los inoculantes en los distintos niveles taxonémicos (Figura
V.14, V15 y V.16). Tanto la contaminacién como las distintas estrategias de inoculacion
produjeron un claro predominio del filo Proteobacteria (Figura V.14). Aunque con menor
profundidad, los resultados de la biblioteca gendmica, que incluye al microcosmos Phe+CD,
fueron concordantes (Figura V.10). Esta observacion no resulta sorprendente debido a que
el filo Proteobacteria se ha reportado previamente por su habilidad de utilizar hidrocarburos
aromaticos y alifaticos (Kersters y col., 2006) y ademas se observaron cambios en su
abundancia relativa generados por la contaminacion con petréleo y los procesos de
biorremediacion (Sutton y col., 2013). Martin y col.,, (2012) observaron mediante la
tecnologia de SIP la dominancia de Betaproteobacteria en microcosmos de suelo
crénicamente contaminado con PAH y suplementado con fenantreno marcado con °C, sin
embargo en este trabajo de tesis, la clase Alphaproteobacteria fue dominante (Figura V.14 y
Tabla V.S3 en material suplementario) no solo en los microcosmos contaminados e
inoculados (hecho que era de esperarse ya que la cepa Sphingobium sp. AM y gran parte de
las poblaciones presentes en CON pertenecen a dicha clase) sino también en el
microcosmo Phe. Si bien las Gammaproteobacteria han demostrado estar involucradas en la
degradacion de los hidrocarburos del petréleo como el pireno, fenantreno, antraceno y
naftaleno entre otros (Patel y col., 2013), la contaminacién con fenantreno en microcosmos
de suelo pristino género un descenso en su abundancia relativa que no fue tan marcado en
los microcosmos contaminados e inoculados (Figura V.14 y Tabla V.S3 en material
suplementario).

En los tres microcosmos contaminados y dentro de la clase Alphaproteobacteria, el mayor
incremento fue observado en el orden Sphingomonadales (Figura V.15), que estuvo
mayormente representado por los géneros Sphingomonas, Sphingobium y Kaistobacter
(Figura V.16 y Tabla S.5 en material suplementario). Este resultado es esperado en los
microcosmos inoculados, dado que es el orden que se presenta en mayor porcentaje en el
indculo (Sphingobium). Sin embargo, cuando se incorpord solo fenantreno (microcosmo
Phe) el mayor aumento se observé en el género Sphingomonas, otro miembro de la familia
Sphingomonadaceae (Figura V.16 y Tabla V.S5 en material suplementario). El aumento en

la abundancia relativa del género Sphingomonas ha sido previamente reportado en
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microcosmos de suelo pristino contaminado con fenantreno (Ding y col., 2012). Estos
autores, también encontraron que el aumento de Sphingomonas fue acompanado de un
aumento en el secuencias del género Polaromonas, un género bacteriano perteneciente al
orden Burkholderiales, que se ha considerado responsable de la degradacion de PAH en
suelo o sedimentos (Sun y col., 2010). En nuestro trabajo, el orden Burkholderiales fue
también estimulado en los tres microcosmos contaminados estudiados (Figura V.15 y Tabla
V.54 en material suplementario), sin embargo el incremento de este orden resulta temporal
en el microcosmo Phe, donde disminuyo fuertemente al final del ensayo. En el microcosmo
inoculado con CON este resultado se podria adjudicar a la incorporacion de secuencias
pertenecientes al orden Burkholderiales presentes en el consorcio (2.9%). Resulta muy
interesante que la inoculacién de la cepa Sphingobium sp. AM, tanto en suelo contaminado
como no contaminado, haya producido un efecto estimulatorio sobre las poblaciones
perteneciente al orden Burkholderiales, co-existiendo en los microcosmos contaminados e
inoculados, al igual que en CON (como ya fue discutido en el capitulo 1V). Sin embargo, es
necesario tener en cuenta que en el suelo se aumentan las dimensiones del sistema y
existen factores que mitigan la severidad de la competencia. Estos factores podrian ser la
multiplicidad de recursos y la heterogeneidad espacial entre otros, que logran evitar la
exclusion por competitividad y permiten la co-existencia de dos poblaciones que ocuparian
nichos idénticos (Atllas y Bartha, 1998). Esto podria explicar la diferencia encontrada en la
eficiencia de CON durante la degradacion de fenantreno en medio liquido (Capitulo IV;
Figura IV.2) y en suelo (Figura V.1).

Treves y col., (2003), sugirieron que al aumentar el aislamiento espacial, en una comunidad
con un patron de competencia donde una o dos especies son dominantes, se logra un
cambio a una comunidad con un perfil con falta de competencia. La separacion espacial en
microcosmos de suelo resulté en su trabajo, como en este, en la coexistencia de especies
que en cultivo mostraron competencia, una desplazando a la otra. Por otra parte, Jiang y
col., (2007) realizaron ensayos de bioaumento con un cultivo mixto de dos cepas
degradadoras de fenol en un biorreactor de granulos aerobios de biomasa con lodo activado
contaminado con dicho compuesto. Si bien en cultivo una cepa desplazaba a la otra, en los
ensayos de bioaumento observaron que estas dos cepas con funciones similares lograron
coexistir gracias a la heterogeneidad del sistema de granulos que les brindé aislamiento
espacial. Aun en la actualidad resulta muy dificil de establecer las interacciones que
determinan la coexistencia y la competencia entre poblaciones degradadoras de
hidrocarburos (Brzeszcz y col., 2016). Sin embargo, el avance de los enfoques émicos, SIP
y otras nuevas metodologias nos permitiran conocer la diversidad taxonémica y funcional del
microbioma de suelos contaminados durante los procesos de biorremediacion, explorar

interacciones entre los taxones y sus procesos metabdlicos (Myrold y Nannipieri, 2014), y
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desarrollar modelos predictivos sobre la actividad degradadora de la comunidad microbiana
del suelo (Morelli y col., 2015).

El orden Burkholderiales a nivel de género estuvo representado por Burkholderia, Bordetella
(solo en el microcosmo Phe+CON) y Cupriavidus. El género Achromobacter y Bordetella
estan filogenéticamente muy relacionados (Spilker y col., 2014) por lo que la asignacién de
secuencias del 16S RNA al género Bordetella se podria también adjudicar a Achromobacter.
Achromobacter y Cupriavidus se han reportado previamente como degradadores de PAH
(Goyal and Zylstra, 1996; Perez-Pantoja y col., 2008; Wang y col., 2008).

La contaminacion con fenantreno produjo ademas un importante incremento relativo del
orden Actinomycetales (perteneciente al filo Actinobacteria) (Figura V.15), en concordancia
con lo encontrado en microcosmos de suelo artificialmente contaminado con antraceno
(Castro Silva y col., 2013), en reactores de suelo contaminado con aceite (Militon y col.,
2010) y en procesos de atenuacion natural de suelos contaminados con crudo (Pucci y col.,
2000).

Bastida y col., (2015) observaron también un aumento en el orden Actinomycetales con
respecto al control (suelo sin contaminar) en microcosmos de suelo contaminado
artificialmente con aceite; sin embargo utilizando un acercamiento metaproteémico no
encontraron proteinas claves relacionadas a la degradacién de hidrocarburos pertenecientes
al filo Actinobacteria, por lo que sugirieron que este filo podria utilizar metabolitos
intermediarios generados por otros microorganismos degradadores u ocupar nichos de
poblaciones inhibidas por la contaminacion, en vez de participar directamente con la
degradacion de hidrocarburos. A nivel de género el filo Actinobacteria, en el microcosmos
Phe, se vi6 mayormente representado por Arthrobacter (Figura V.16), casi no detectable en
el resto de los microcosmos. El género Arthrobacter estd ampliamente distribuido en la
naturaleza y se encuentra frecuentemente asociado con ambientes contaminados con
hidrocarburos (Hennessee y Li, 2010). Algunas de sus caracteristicas fisiolégicas, como la
produccion de biosurfactantes (Kosaric, 2001) y la alteracion de la fluidez de la membrana
celular (Kallimanis y col.,, 2007), indican que podria ser muy util en estrategias de
biorremediacion.

En comunidades degradadoras es util tener diferentes respuestas fisioldgicas a los
hidrocarburos con el objetivo de aumentar el potencial de degradacion (Bundy y col., 2002).
En el microcosmo Phe, el aumento notorio de Actinomycetales, de lento crecimiento, y de
Sphingomonadales, de rapido crecimiento y eficiente degradador de PAH, pondria en
evidencia las diferentes estrategias desarrolladas por la comunidad del suelo para degradar
el contaminante. Esta claro que la inoculacién produjo una inhibicibn en el orden

Actinomycetales (Figura V.15 y V.16), que se podria relacionar con la incorporacion de una
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significativa masa de células capaces de crecer a altas velocidades, como lo son las
Proteobacteria (Lebeau, 2011; Brzeszcz y col., 2016).

La inoculacion con la cepa AM generé no solo un aumento en Sphingomonadales,
Burkholderiales y Actinomycetales sino también de Rhizobiales (Figura V.15). Pocos
trabajos reportan la presencia de Rhizobiales en sitios contaminados con hidrocarburos y la
interaccion de estas bacterias con dichos contaminantes. Bastida y col., (2015) reportaron
que el orden Rhizobiales y la abundancia relativa de sus proteinas disminuia con la
contaminacion del suelo con petroleo. Sin embargo, recientemente, Muratova y col., (2014)
demostraron que Ensifer meliloti presento la capacidad de degradar fenantreno en presencia
de acido succinico como co-sustrato.

Dos ordenes, Holophagales y Acidobacteriales, pertenecientes al filo Acidobacteria
disminuyeron en todos los microcosmos con respecto a su abundancia en el suelo inicial, y
en mayor medida lo hicieron en los microcosmos Phe y Phe+AM (Figura V.15 y Tabla V.S4
en material suplementario). Si bien el filo Acidobacteria estda ampliamente distribuido en
suelos y ha sido caracterizado por ser heterétrofo versatil (Castro-Silva y col., 2013), no es
facilmente cultivable, como consecuencia su rol en el ambiente es poco comprendido (Xie y
col.,, 2011). Este filo fue previamente reportado por disminuir su abundancia relativa en
presencia de contaminacion con PAH (Sipilda, 2009; Yrjala y col., 2010; Ding y col., 2012;
Castro-Silva y col., 2013). Este filo seria un estratega K y estaria adaptado a ambientes
donde la cantidad de recursos es baja (Yrjala y col., 2010).

La inoculacion con CON generd un notorio aumento en el orden Verrucomicrobiales (Figura
V.15 y Tabla V.S3 en material suplementario), que a nivel de género estuvo representado
por Prosthecobacter (Figura V.16). Dicho género tiene como caracteristica la formaciéon de
unos apéndices llamados prostecas que son extensiones citoplasmaticas de la pared
celular. Estas extensiones le brindan algunas ventajas a estas bacterias heterétrofas
aerobicas, como una mejora en la toma de nutrientes y en la respiracion, ademas de mejorar
su adhesién a sustratos soélidos (Sessitsch y col.,, 2001). En un trabajo de Yrjala y col.,
(2010), el filo Verrucomicrobia, junto con Acidobacteriales, predominaron en el suelo
pristino, sin embargo, contrariamente a lo ocurrido en este trabajo, no encontraron
representantes de este filo en suelo contaminado, sugiriendo que estas bacterias no
participarian en la degradacion de PAH.

La ecologia y el comportamiento de la comunidad microbiana del suelo son mas complejos
que lo predicho por sus caracteristicas fisiolégicas o su abundancia en suelos contaminados
con PAH. Muchos de los miembros de la comunidad microbiana podrian ser capaces de
secretar enzimas degradativas o factores de crecimiento mientras que otros producirian
biosurfactantes que provocan una mayor solubilizacion de hidrocarburos hidrofébicos
(Mukherjee y Bordoloi, 2011).
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Se podria pensar en que existe una competencia por el nicho ambiental entre las
poblaciones que aumentaron y disminuyeron. Aquellos filotipos que aumentaron podrian
poseer ventajas ecolégicas que les permite sobrevivir, multiplicarse y competir en suelos
contaminados. También es posible que las poblaciones que disminuyeron sean las mas
sensibles al contaminante. En este caso los nutrientes liberados por las células que
disminuyeron podrian ser utilizados por otras poblaciones (Ren y col., 2015).

Las metodologias empleadas ayudaron a profundizar en el conocimiento de la respuesta del
microbioma del suelo utilizado frente a la inoculacién. A partir de los resultados encontrados
en el presente capitulo se podria afirmar que la estrategia de bioaumento llevada a cabo con
el consorcio natural y la cepa degradadora Sphingobium sp. AM no solo mejord la
degradacién del contaminante, sino que ademas generdé un impacto positivo sobre la

diversidad del sistema.
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VI. Ensayos de bioaumento en microcosmos de suelo crénicamente

contaminado con PAH

En ambientes altamente modificados, como los representados por suelos antiguamente
contaminados, el proceso de “envejecimiento” del contaminante hace dificil su
biodegradacién debido a una disminucién de su biodisponibilidad por unién a la materia
organica del suelo (Shor y col., 2003). Esto genera una reducida transferencia de masas
desde la matriz de suelo hacia la interfase acuosa donde es asequible a los microorganismos
(Semple y col.,, 2007). Por lo tanto, la biodegradacién de contaminantes, como los
hidrocarburos, en suelos envejecidos resulta mas dificil que en suelos recientemente
contaminados (Brzeszcz y col., 2016).

Actualmente la biodisponibilidad, factor de suma importancia en procesos de biorremediacion
en ambientes altamente heterogéneos como el suelo y sedimento, es considerada el
resultado de la interaccion de dos factores, un factor fisico-quimico que incluye las
caracteristicas del contaminante y la matriz del sitio y otro biolégico que considera las
propiedades de la comunidad microbiana indigena del sitio en cuestién (Grimm y Harwood,
1997; Huesemann y col., 2004; Parales y Haddock, 2004).

Por otro lado, los suelos expuestos a una contaminacion con hidrocarburos podrian
presentar grandes desafios para mantener la diversidad estructural y funcional de las
comunidades microbianas (Pessacq y col.,, 2015). Existen evidencias que estas
comunidades altamente seleccionadas pueden considerarse sub-Optimas cuando se
pretende realizar procesos de biorremediacion (Bell y col., 2013).

En funcion de los resultados encontrados en el capitulo V, donde se observd que la
inoculacién causé no solo un efecto positivo sobre la degradacion del contaminante sino
también sobre la diversidad bacteriana del sistema, en el presente capitulo se estudio el
efecto de dos estrategias de bioaumento sobre la degradacion de hidrocarburos y la
recuperacion de la diversidad de un suelo crénicamente contaminado. El suelo seleccionado
provenia de una planta de tratamiento por landfarming de un residuo petroquimico con altas
concentraciones de PAH. La caracterizacion del suelo, al que se llamé IPK se muestra en la
tabla 1ll.1 en el capitulo Il (Inciso 111.2.7).

Como indculo se utilizé el consorcio CON y la cepa Sphingobium sp. AM, caracterizados
(Capitulo 1V) y utilizados previamente como indculo en microcosmos de suelo artificialmente
contaminado con fenantreno (Capitulo V).

Se realizaron 2 tratamientos: (1) suelo crénicamente contaminado e inoculado con 1x10° ufc

de CON por gramo de suelo seco (IPK-CON); (2) suelo cronicamente contaminado e
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inoculado con 1x108 ufc de la cepa Sphingobium sp. AM por gramo de suelo seco (IPK-AM).
Se llevé a cabo un control sin inocular (IPK-Control).

Todos los microcosmos se prepararon por triplicado y se incubaron en oscuridad a 24+2 °C
y 20% de humedad durante un periodo de incubacién de 63 dias, siendo mezclados
semanalmente para asegurar la aeracion. Se estudid la cinética de eliminacion de los
hidrocarburos presentes en el suelo, la actividad bioldgica y el impacto sobre la diversidad

de la comunidad microbiana que se genera durante esta eliminacion.

V1.1 Resultados.

VI.1.1 Determinacion de la eliminacion de diferentes hidrocarburos presentes en los

microcosmos.

Se determind la eliminacion de los hidrocarburos totales presentes en los microcosmos al
dia 14 y 63 de incubacion. Ademas se analizé por separado la eliminacion de fenantreno, de
PAH totales y de hidrocarburos alifaticos totales presentes en la muestra. La Tabla VI.1
muestras los porcentajes de degradacion alcanzados en cada microcosmo con respecto al
los valores encontrados en el suelo inicial (Sl), suelo recientemente tamizado.

Del analisis de los resultados se observé que el microcosmo IPK-Control presenté altos
valores de degradacion para todos los grupos de hidrocarburos analizados, obteniendo
valores superiores al 61% de degradacién al dia 14 de incubacion. Por otra parte, la
inoculacion (tanto con CON como con la cepa Sphingobium sp. AM) produjo valores de
degradacion similares a los del microcosmo control en ambos tiempos de incubacion. Solo
se encontraron diferencias significativas en los valores de degradacién de hidrocarburos
alifaticos entre IPK-CON y los microcosmos restantes, siendo el inoculado con CON el que
obtuvo los menores porcentajes de degradacion.

Cabe destacar que la degradacion de los contaminantes organicos ocurrid durante los
primeros 14 dias de incubacion (Tabla VI.1), debido a que los porcentajes encontrados al
dia 63 no superan el valor de degradacion al dia 14. Si bien el sistema se homogenizd, los
resultados encontrados ponen en evidencia la gran heterogeneidad que presenté el suelo

utilizado.
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% degradacion

IPK-Control IPK-Control IPK-CON IPK-CON IPK-AM IPK-AM
d14 d63 d14 d63 d14 d63

Hidrocarburos totales

6212 5418 6412 39114 6914 5519

Hidrocarburos alifaticos

6117 53121 3312 33120 6417 51425
PAH
6213 5415 70+4 43.£15 7014 5516
Fenantreno
7241 53112 7613 35151 7315 7016

Figura VI.1. Porcentaje de eliminacion de hidrocarburos totales, hidrocarburos policiclicos
aromaticos (PAH), hidrocarburos alifaticos y fenantreno a los 14 y 63 dias de incubacion con
respecto a la concentraciéon en Sl. La medida de la concentraciéon de hidrocarburos inicial se realizo
por cutriplicado. Se muestran los valores promedio y las desviaciones estandar de 3 ensayos

independientes por microcosmo.

VI.1.2 Efecto de la inoculacion sobre la dinamica de las poblaciones bacterianas cultivables

Con el objetivo comenzar a estudiar el impacto de la inoculacién sobre el microbioma del
suelo, se analizaron los cambios sobre la densidad de las poblaciones bacterianas
heterétrofas cultivables y degradadoras de PAH.

En la figura VI.1 se observa que para el microcosmo IPK-Control los valores de ambas
poblaciones estudiadas se mantuvieron constantes durante todo el ensayo. Ademas, la
inoculacion tanto de CON como de la cepa Sphingobium sp. AM no produjo cambios
importantes en la dinamica de las poblaciones de bacterias heterotrofas cultivables durante
los primeros 28 dias de incubacion, en comparacion al microcosmo IPK-Control. Sin
embargo, a partir de ese dia y hasta el final del ensayo, los microcosmos inoculados
mostraron una disminucion de las poblaciones heterotrofas, alcanzando valores de un orden
de magnitud menor al inicial. EI microcosmo inoculado con el consorcio natural alcanzo
valores significativamente menores al microcosmos IPK-Control al dia 63 de incubacion.

Por otra parte, con respecto a las poblaciones de bacterias degradadoras de PAH se
observé que la inoculacién produjo, al comienzo del ensayo, un aumento en el nimero de
bacterias degradadoras, mostrando ambos microcosmos inoculados valores

significativamente mayores (p<0,05) a los encontrados en el microcosmo control durante los
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primeros 7 dias de incubacion. El microcosmo IPK-AM mostré los mayores valores de
poblaciones de bacterias degradadoras de PAH. A partir del dia 14 de incubacion se
observd una disminucion significativa en los recuentos de bacterias degradadoras de PAH
en los microcosmos inoculados. Desde el dia 14 hasta el dia 63 de incubacion sélo el
microcosmo IPK-AM mantuvo un recuento de poblaciones degradadoras de PAH

significativamente superior a los encontrados en el microcosmo control.

D - - 10

Log UFCfg de suelo seco
Log NMPig de suelo seco

== [PK-ControlH == IPK-CONH IPK-AMH

=i |PK-ControlD =—#—|PK-COND IPK-AM D

5 : : . . . . 2
0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo de incubacién (dias)

Figura VI.1. Dinamica de las poblaciones de bacterias heterotréficas cultivables (log UFC g ™' por
gramo de suelo seco) (H) y de bacterias degradadoras de PAH cultivables (log NMP g ! por
gramo de suelo seco) (D) en los microcosmos IPK-Control, IPK-CON e IPK-AM durante 63 dias
incubacion. Se grafican los valores promedio y las desviaciones estdndar de 3 ensayos

independientes por microcosmo.

VI.1.3 Medida de actividad deshidrogenasa

Se determind la actividad deshidrogenasa del suelo en los dos tratamientos de inoculacién y
en el microcosmo IPK-Control, los resultados se muestran en la figura VI.2. No se
observaron diferencias significativas (p>0,05) entre los microcosmos inoculados y el
microcosmo control durante todo el ensayo. Si bien la dispersion de la medida de actividad
en el microcosmo IPK-Control es muy grande, todos los microcosmos presentaron valores
de actividad deshidrogenasa que oscilaron alrededor del valor cero durante todo el periodo
de incubacion. La inhibicién en la actividad deshidrogenasa del suelo utilizado en estos
ensayos ya habia sido previamente reportada por Pessacq y col., (2015); y la inoculaciéon no

logro revertir esta situacion.
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Figura VI.2. Actividad deshidrogenasa (ug de trifenil formazan (TPF) por gramo de suelo seco) en
los microcosmos IPK-CON, IPK-AM e IPK-Control durante 63 dias de incubacion. Se grafican los

valores promedio y las desviaciones estandar de 3 ensayos independientes por microcosmo.

VI.1.4 Andlisis de las comunidades bacterianas de Ilos microcosmos mediante

pirosecuenciacion del gen 16S rRNA

Para determinar la estructura de las comunidades bacterianas de los microcosmos IPK-
Control, IPK-CON e IPK-AM y estudiar el impacto de ambos inoculantes, se llevo a cabo un
analisis mediante pirosecuenciacion del gen 16S rRNA, a partir del DNA total del suelo, a 2
tiempos distintos durante el periodo de incubacion, al dia 14 y 63. Ademas, para
comprender y comparar la situacién inicial de los microcosmos se analizé una muestra del
del suelo inicial (SI).

Del analisis se obtuvieron un promedio de 2908 (rango de 906-6029) secuencias filtradas;
que se agruparon en un total de 985 OTUs utilizando el 97% de similaridad.

Para estudiar la cobertura del analisis se realizaron curvas de rarefaccion (Figura VI.3) y por
otra parte se calcul6 el indice de Good (Tabla VI.2) para cada microcosmos a los tiempos de
incubacién en estudio. Combinando ambos analisis se mostré que, a excepcion del suelo
inicial y el microcosmo IPK-Control a los 63 dias de incubacion, las curvas de rarefaccion no
lograron alcanzar la fase plateau, sin embargo se puede considerar que la cobertura en las

muestras fue suficiente ya que los valores del indice de Good fueron cercanos a 1.0, todos
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superaron el valor 0,85. Por lo tanto, el nUmero de secuencias recuperadas de cada muestra

fue suficiente para cubrir la mayor parte de la diversidad.
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Figura VI1.3. Curvas de rarefaccion construidas utilizando el software EstimateS para los datos de

pirosecuenciacion. Las curvas de rarefaccién indican el niumero de OTUs observados (eje y) para SI

y para los microcosmos IPK-Control, IPK-CON e IPK-AM a los 14 y 63 dias de incubacién en funcion

del numero de secuencias (eje x).

Microcosmo

indice de Good

Si

IPK-Control d14

IPK-Control d63

IPK-CON d14

IPK-CON d63

0.99

0.95

0.99

0.96

0.89

0.94

0.85

Tabla V1.2 Valores del indice de Good para Sl y los microcosmos IPK-Control, IPK-CON e IPK-AM

obtenidos a partir de los datos de pirosecuenciacion.
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Por otra parte, se utilizé la familia de indices de Hill (1973) para evaluar la diversidad en los
microcosmos y para ello se realizé una normalizacién y se estimé la diversidad a las 906
secuencias, que corresponde a la profundidad del analisis de la muestra con menor niimero
de secuencias obtenidas (Tabla VI.3).

El suelo inicial mostré una muy reducida riqueza y diversidad de especies. La incubacién
bajo condiciones de aireacién y humedad controlada (IPK-Control) durante 14 dias produjo
un aumento tanto de la riqueza de especie (°D) como la diversidad (‘D y ?D). Luego de 63
dias de incubacion los nimeros de Hill °D, 'D y %D, mostraron valores semejantes a los
encontrados en el suelo inicial.

La inoculacion, tanto de CON como de la cepa Sphingobium sp. AM, generé también luego
del dia 14 de incubacién, un aumento en la riqueza y diversidad de especies con respecto al
suelo inicial. Contrariamente a lo observado en el microcosmo IPK-Control, al dia 63 de
incubacion los valores de °D, 'D y ?D de los microcosmos inoculados fueron ain mayores
que los encontrados luego de 14 dias de incubacion. El microcosmo IPK-CON fue el que
mostré mayor valor de °D, 'D y 2D, sugiriendo la presencia de una comunidad con mayor
equitatividad. Al igual que lo observado en suelo recientemente contaminado (Capitulo V), la

inoculacién causé un impacto positivo sobre la diversidad de la comunidad bacteriana del

suelo.
. . Numeros de Hill ®
. Numero de Numero de
IS ey secuencias OTUs"®
°D 'D D

Sl 2293 24 26.21 3.31 2.31
IPK-Control d14 4084 508 486 100.15 43.94
IPK-Control d63 2463 48 59.73 4.44 2.83
IPK-CON d14 6029 647 500.25 117.28 48.38
IPK-CON d63 1596 401 528 186.87 112.48

2988 404 403.33 82.38 31.43

906 267 440.75 135.51 68.21

Tabla VI.3. Parametros de diversidad obtenidos a partir del analisis de los datos de pirosecuenciacion

del suelo inicial y de las 3 comunidades estudiadas luego de 14 y 63 dias de incubacion.
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Se llevd a cabo la construccién de un diagrama de Venn con el objetivo de estudiar cuantas
OTUs comparten las comunidades bacterianas presentes en los distintos microcosmos
(Figura V1.4 y Tabla VI.4). Para este analisis se sumaron las secuencias correspondientes a
los tiempos analizados en cada uno de los microcosmos.

De un total de 985 OTUs, el suelo inicial y los microcosmos compartieron solamente 11
OTUs, representando el 1,12%; mientras que los microcosmos entre si mostraron compartir
282 OTUs (28,63%). Estos resultados muestran el gran impacto que tuvieron las
condiciones de incubacion sobre la estructura de la comunidad bacteriana. Los microcosmos

inoculados presentaron en comun 395 OTUs (40,10%).

IPK+CON

m 05 IPK-Control

Figura VI1.4. Diagramas de Venn mostrando los OTUs compartidos y unicos en el suelo inicial, IPK-
Control, IPK-CON e IPK-AM. Se sumaron todos los tiempos de incubaciéon ensayados para cada

microcosmo (3% nivel de distancia), excepto el suelo inicial (SI).

Sl IPK-Control IPK-CON IPK-AM
S 2.03% 1.12% 1.42%
IPK-Control | 40.81% 31.37%
IPK-CON | 40.10%
IPK-AM

Tabla VI.4. Tabla de doble entrada mostrando los porcentajes compartidos por el suelo inicial y los

microcosmos de a pares.

VI.1.4.1 Analisis de correspondencia a nivel de OTU

Con el objetivo de visualizar la distribucién en el plano de los microcosmos en relacion a la
presencia y frecuencia de los OTUs y conocer el impacto de la incubacion y la inoculacién
sobre la composicion de la comunidad microbiana, se realizd6 un analisis de

correspondencia, que se muestra en la figura VI.5. Se observé que en base a la distribucion
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de OTUs los microcosmos se separaron en el plano formando tres grupos. El grupo que
presenta mayor distancia espacial al resto de los grupos esta formado por el Sl y el
microcosmos IPK-Control al dia 63 de incubacion. En el segundo grupo se encuentran los
microcosmos IPK-Control, IPK-CON e IPK-AM al dia 14 de incubacion y por ultimo, el tercer
grupo, que se situa proximo en el plano al segundo, esta formado por los microcosmos
inoculados al dia 63 de incubacion.

Este analisis mostré que la incubacion y en segundo lugar la inoculacion tienen un marcado
impacto sobre la estructura de la comunidad bacteriana de un suelo crénicamente

contaminado con hidrocarburos.

1.00

[+

IPK-Control d14
2 IPK-AM d14 o

=)
IPRCONd14 Sl a0

o

0.00-
® IPK-Control
d63

C2(13.76%)

Y H IPK-AM d63
1,00 Py N

-2.00

-3.00 | .
-1.00 0.00 €1 (50.56%) 1.00 2.00

Figura VI.5. Andlisis de correspondencia realizado a partir de una tabla de frecuencia de OTUs del
suelo inicial y los microcosmos IPK-Control, IPK-CON e IPK-AM a los tiempos de incubacién

estudiados

VI.1.4.2 Impacto de la inoculacion sobre la abundancia relativa de las poblaciones

bacterianas de los microcosmos.

VI.1.4.2.i Analisis de las comunidades bacterianas de los microcosmos a nivel de filo y clase

Todas las secuencias representativas de cada OTU se clasificaron dentro del dominio
Bacteria en 8 filos distintos. En la figura VI.6 se muestran las abundancias relativas de los
principales filos bacterianos y se expresan los porcentajes de los dos filos mayoritarios en
todos los microcosmos. Mientras que el suelos inicial los filos predominantes fueron

Proteobacteria (88,49% de las lecturas) y Firmicutes (11,08%); en los microcosmos IPK-
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Control, IPK-CON e IPK-AM los principales filos microbianos encontrados y sus abundancias
relativas fueron  Proteobacteria (35,55%-88,32%), Acidobacteria (2,45%-7,65%),
Actinobacteria (1,06%-29,00%), Verrucomicrobia (0,12%-11,35%), Chloroflexi (0,33%-
16,87%), Firmicutes (0,60%-11,08%), Gemmatimonadetes (0,37%-2,65%) y Bacteroidetes
(0,65%-11,93%) (Tabla VI.S6 en material suplementario).

_ Suelo Inicial e IPK-Control

100.0 +
88.49| |88.32 osl
75.0
‘I d14
50.0 1| = d63
250 — ‘. JJ
0.0 =" :j \o\ e L-‘ | —— \-J e
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Figura VI.6. Abundancias relativas de los principales filos bacterianos en todos los microcosmos.

Solo se muestran los porcentajes de los filos mayoritarios, que superen el 2%.

El filo Proteobacteria predomind en el suelo inicial y en el microcosmo IPK-Control a los
distintos tiempos de incubacién analizados. No obstante al dia 14 de incubacion se observo
una importante disminucion del numero de secuencias pertenecientes a este filo (de 88,49%

a 40,27%), principalmente a expensas de un aumento significativo del filo Actinobacteria
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(29,00%). Ambos filos recuperaron valores cercanos a los iniciales al final del periodo de
incubacion. Ademas de los cambios en la abundancia relativa del filo Proteobacteria, se
observaron cambios sucesionales entre las clases que componen este filo. Mientras que en
el suelo inicial y al final del periodo de incubacién se observé un claro predominio de la clase
Gammaproteobacteria, al dia 14 la clase predominante en el microcosmo IPK-Control fue
Alphaproteobacteria (60,80%) (Figura VI.7 y Tabla VI.S2 en material suplementario)

En los microcosmos inoculados, si bien el filo Proteobacteria fue el predominante en ambos
microcosmos, no alcanzé valores cercanos a los encontrados en el microcosmo IPK-Control.
En estos microcosmos los filos Proteobacteria y Actinobacteria mantuvieron valores
similares al dia 14 y 63 de incubacion. En particular, en IPK-CON se pudo observar también
un incremento en la abundancia relativa de secuencias asociadas al filo Chloroflexi que se
mantuvo hasta el dia 63 de incubacion.

Por otro lado en ambos microcosmos inoculados se observd una claro predominio dentro del
filo Proteobacteria, de secuencias pertenecientes a la clase Alphaproteobacteria (Figura V1.7

y Tabla VI.S2 en material suplementario).

100% - ypaar—pan R WA R R
Q0% - e

80% oo e

70% 4

S0 e e A S B - Gammaproteobacteria
50% - oem e e el Deltaproteobacteria

40% -0 emmeem el Betaproteobacteria

30% - e e Alphaprotecbacteria

20% BRI
‘10% B B B B

0% T T T T T T
d14 dé3 d14 dé3 d14 d63

| IPK-Control |PK-CON IPK-AM

Figura VI.7. Abundancias relativas de las clases de Proteobacteria encontradas en el suelo inicial y
en los microcosmos IPK-Control, IPK-CON e IPK-AM a los distintos tiempos de incubacion

estudiados.

VI.1.4.2.ii Andlisis de las comunidades bacterianas a nivel de orden

Se evaluaron los cambios de las comunidades microbianas a nivel de orden a los 14 y 63
dias de incubacién con el fin de identificar las poblaciones afectadas o estimuladas por la
inoculacién. Para ello se analizaron las diferencias en la abundancia relativa en los
microcosmos estudiados en comparacién con los valores encontrados en el suelo inicial. En

la figura VI.8 se muestran solo los 6rdenes que presentaron un delta mayor o igual al 4%.
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El comportamiento de los 6rdenes bacterianos fue similar en todos los microcosmos,
exceptuando IPK-Control al dia 63 de incubacién. En dicho microcosmo a ese tiempo de
incubacién no se observaron diferencias significativas con respecto al suelo inicial, lo que
sugiere una sucesion temporal, con el posterior restablecimiento de la comunidad original.
En el microcosmo IPK-Control al dia 14 de incubacién, al igual que en los microcosmos
inoculados a ambos dias de incubacion estudiados, los ordenes Pseudomonadales y
Bacillales sufrieron un importante impacto negativo, siendo el primero el que sufrié la mayor
disminucion en su abundancia relativa.

Las condiciones de incubacion (IPK-Control) produjeron un incremento significativo en el
orden Actinomycetales (20,38%), seguido en orden de importancia por los o6rdenes
Caulobacterales (10,35%), Xanthomonadales (9,12%), Verrucomicrobiales (8,92%),
Sphingomonadales (6,97%), Cytophagales (6,95%) y Rhizobiales (5,78%).

Con respecto al suelo inicial, la inoculacién con CON generé un impacto positivo en los
ordenes Rhodospirillales (5,81% al dia 14 de incubacion), Chloroflexales (8,97% al dia 14),
Caldineales (5,16% al dia 63 de incubacion) y Acidobacteriales (7,03% al dia 63 de
incubacién) (Tabla VI.S3 en material suplementario). El aumento del primer orden es
esperable dado que se encontraba presente en el inéculo (Capitulo 1V, Figura IV.7). Es
importante remarcar que en el microcosmo IPK-CON no se pudo evidenciar un incremento
significativo en el orden Sphingomonadales, orden de mayor abundancia relativa en CON
(Capitulo IV, Figura IV.7):

La inoculacién con la cepa Sphingobium sp. AM generd un significativo incremento (con
respecto a IPK-Control e IPK-CON) del orden Sphingomonadales, que obtuvo su valor
maximo de abundancia relativa al dia 14 de incubacion, 17,25% (Tabla VI.S3 en material
suplementario); manteniendo un valor superior al resto de los microcosmos luego de 63 dias
de incubacion, 9,76%.(mientras que fue del 0,12% en IPK-Control y del 4,96% en IPK-CON)
(Tabla VI.S3 en material suplementario). Como fue observado y discutido previamente
(Capitulo V) la inoculacion con la cepa Sphingobium sp. AM produjo una disminucion relativa
del orden Actinomycetales (Tabla VI.S3 en material suplementario). Por otro lado, al dia 63
de incubacién generdé un mayor aumento relativo en los érdenes Rhodospirillales (6,70%) y
Cytophagales (11,58%).
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Figura V1.8 Diferencias de abundancias relativas a nivel de érden en los microcosmos IPK-Control,
IPK-CON e IPK-AM con respecto al suelo inicial. Se muestran solamente diferencias que superen
un delta del 4%.
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VI.1.4.2.iii Andlisis de las comunidades bacterianas de los microcosmos a nivel de género

Se estudiaron los cambios en las comunidades bacterianas a nivel de género mediante la
construccion de un doble dendrograma jerarquico con un mapa de intensidades de color,
que muestra aquellos géneros que presentaron una abundancia relativa mayor al 2%, en por
lo menos uno de los microcosmos analizados (Figura VI.9 y Tabla VI.S4 en material
suplementario).

El grafico muestra en el dendrograma superior la formacién de dos grupos (Gl y Gll). El
primer grupo (Gl), que se separa de los otros dos, esta conformado por el suelo inicial y el
microcosmo IPK-Control al 63 de incubacion, caracterizado por la alta abundancia relativa
del género Acinetobacter (88,31% y 87,71% respectivamente) (Tabla VI.S4 en material
suplementario), perteneciente al orden Pseudomonadales y en menor grado por el género
Bacillus (abundancia relativa 8,55% y 7,45% respectivamente) perteneciente al orden
Firmicutes.

El segundo grupo (Gll) esta formado por dos clusters (Cl y Cll). En Cl| se agrupan los
microcosmos inoculados al dia 63 de incubaciéon, que muestran gran similitud en la
abundancias relativas de la mayoria de los géneros determinados, a excepcion de la mayor
representacion de los géneros Acidobacterium y Caldilinea (pertenecientes a los érdenes
Acidobacteriales 'y Caldilineales repectivamente) para IPK-CON y Ohtaekwangia
(perteneciente al orden Cytophagales) para IPK-AM.

Por ultimo en ClI se agrupan los microcosmos IPK-Control, IPK-CON e IPK-AM al dia 14 de
incubacion. Dentro de este cluster se separa el microcosmo IPK-AM, caracterizado por la
mayor abundancia del género Sphingobium, mientras que en el microcosmo IPK-CON se

observé una prevalencia del género Chloroflexus, perteneciente al orden Chloroflexales.

190


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=475963&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock

Ensayos de bioaumento en microcosmos de suelo crénicamente contaminado con PAH — Capitulo VI

| |
Gl Gl

c | e

——

Thichalophilus
Kaistobacter
Candidatus_Microthrix
Mycaligenerans
Acidobacterium
Qceanibaculum
Lulealibactar
Otros_Gammaprotecbacteria
Sphingomonas
Verrucomicrobium
Sphaerobactar
Otros_Verrucomicrobia
Dehalecoccoides
Actinomadura
Pseudonocardia

lamia

Georgenia

Caldilinea
Gemmatimonas
Conexibacter
Chthaniobacter
Xanthomonas
Chioroflexus
Mocardigides
Ohtaekwangia
Otros_Proteobacteria
Otros_Alphaprotecbacteria
Brevundimonas
Otras_Actinobacleria
Otros_Firmicutes
Oiros_Bacteroidetes
Sphingabium
Otras_Acidobacteria
Otros_Filos
Otros_Chioroflexi
Acinelobacler

Bacillus

i

7]

IPK-Control d63
IPK-AM d63
IPK-CON d63
IPK-AM d14
IPK-Control d14
IPK-CON d14

Hll:—

0 2 4 6
Figura VI1.9. Distribucion de los géneros bacterianos con una abundancia relativa mayor a 2% en
doble dendrograma jerarquico. El cluster filogenético y la relaciéon entre los microcosmos fue
determinada por la distancia Bray-Curtis. La grafica de mapa de intensidades de color muestra la
frecuencia de cada género bacteriano (variables agrupadas en el eje y) en cada muestra (eje x).
Los valores en el mapa de intensidades de color representan el Log-transformado de la frecuencia
(Log X+1) de cada género y la intensidad de los colores se corresponde con la leyenda indicada

debajo de la figura.
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V1.2 Discusion

La diversidad de especies de un suelo se mantiene si el sitio es capaz de sostener valores
similares de individuos para cada especie presente en la comunidad, de no ser asi, el
individuo que esté mejor adaptado al nicho mas productivo se convierte en dominante en la
comunidad y la diversidad disminuye (Dejonghe y col., 2001). La diversidad de una
comunidad bacteriana se podria considerar como un indicador de contaminacién, dado que
tiende a ser muy baja en comunidades sometidas a un estrés como son los suelos o
sedimentos contaminados con derivados del petroleo (Menezes Bento y col., 2005).

El suelo utilizado en este trabajo de tesis, un suelo proveniente de un proceso de
landfarming de un residuo petroquimico, mostré una comunidad con baja riqueza de
especies (°D), con poca diversidad y con especies marcadamente dominantes ('D, ?D)
(Tabla VI.3). Sin embargo bajo las condiciones de incubacion utilizadas, se observaron altos
valores de degradacién de hidrocarburos totales, tanto alifaticos como PAH y en particular
fenantreno (Tabla VI.1), por parte del microbioma nativo, que no pudieron ser incrementados
por la inoculaciéon ni con la cepa Sphingobium sp. AM ni con CON (IPK-CON, IPK-AM)
(Tabla VI.1). Kuppusamy y Thavamani, (2016) encontraron también en microcosmos de
suelo contaminado con PAH y metales que la estrategia de bioaumento, utilizando un
consorcio como inoculante, mostr6 valores de degradacion de PAH similares a los
encontrados por la atenuacion natural en el mismo ensayo. Los mismos autores sugirieron
que el microbioma autoctono de su ensayo habia sido capaz de utilizar los contaminantes
organicos como fuente de carbono y energia, ya que en suelos con una larga historia de
contaminacion las comunidades microbianas estarian adaptadas a la presencia de
hidrocarburos (van Herwijnen y col., 2006). Si bien se ha observado una relacién directa
entre diversidad microbiana y la productividad (Bell y col., 2013), que ha sido también
observada en el contexto de los procesos de biorremediacion (diversidad y velocidad de
descomposicion) (Fournier y Fournier, 1993); esta relaciéon seria funcion-especifica y
dependeria de la presencia de taxones especificos mas que de la diversidad per se (Salles y
col., 2009; Peter y col., 2011). Tal como ha sido reportado por varios autores para otros
suelos (Bento y col., 2005; van Herwijnen y col., 2006; Tam and Wong, 2008; Fodelianakis y
col., 2015; Kuppusamy y Thavamani, 2016), el suelo utilizado en este trabajo de tesis
presentd una comunidad bacteriana nativa con baja diversidad pero eficiente en degradar
hidrocarburos.

El suelo inicial presenté dos géneros altamente predominantes, Acinetobacter (perteneciente
al orden Pseudomonadales) y Bacillus (perteneciente la orden Bacilliales) (Figura V1.9 y
Tabla VI.S4 en material suplementario), representando estos dos géneros mas del 95% de

la abundancia relativa de los microorganismos del suelo; lo que muestra la gran capacidad
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de adaptacion de estas poblaciones microbianas a los hidrocarburos. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Al-Bahry y col., (2016), Bacillus y Acinetobacter (juntos a
Pseudomonas y Serratia) son dos de los grupos bacterianos mayormente activos en suelos
contaminados con hidrocarburos, principalmente asociados a la degradacion de alcanos.

Si bien el género Acinetobacter se encontr6 en una gran variedad de ambientes, es
frecuentemente encontrado en areas contaminadas (Gerischer, 2008), es estratega r y
coloniza y crece rapidamente en base a hidrocarburos (Andreoni y Gianfreda, 2007). Este
género ha sido previamente reportado por su capacidad de degradar compuestos
aromaticos y alifaticos (como los alcanos) (Liu y col., 2009; Gopalakrishnan y Divya, 2014;
Jung and Park, 2015; Brzeszcz y col., 2016) y por su actividad emulsificadora (Menezes
Bento y col., 2005; Zou y col., 2014; Uzoigwe y col., 2015).

De igual manera que el género Acinetobacter, el género Bacillus se reporté como productor
de biosurfactantes (Das y Mukherjee, 2007; Cerqueira y col., 2011; Uzoigwe y col., 2015).
Williams y col., (2010) encontraron en microcosmos de suelo con tolueno una dominancia
(80% de las OTUs aproximadamente) de microorganismos relacionados al género Bacillus.
Estos resultados sugieren que la limitacién en la degradacion estaria dada entonces por la
biodisponibilidad de los contaminantes. Los tratamientos del suelo como el mezclado, la
homogenizacién y el tamizado generarian un aumento en la biodisponibilidad de los
compuestos organicos debido a que romperian el equilibrio con el carbono organico en los
poros del sistema (DeWitt, 2001), y ademas, permitirian que las bacterias que estan
adheridas a un compartimento en el suelo entren en contacto con los sustratos de otros
compartimientos (Schwartz y Scow, 2001), originando entonces un proceso de sucesion
bacteriana (Figuras VI 8 y VI.9).

Durante los primeros 14 dias de tratamiento se observd una marcada disminucion de la
concentracion de hidrocarburos, tanto alifaticos como aromaticos, acompanada de un
incremento de la riqueza, diversidad (Tabla VI.3); asi como importantes cambios en la
composicion de la comunidad bacteriana (Figuras VI.5, V1.6, VI.7 y VI.9). A nivel de filo, el
tamizado y la incubacion produjeron en el microcosmo IPK-Control cambios en las
abundancias relativas del filo Proteobacteria y Actinobacteria. Militon y col., (2010)
reportaron un resultado semejante durante un proceso de bioestimulacion (aireacion) de
suelos con una larga historia de contaminacion con petréleo.

Mientras que la contaminacién con fenantreno produjo un incremento tanto de
Proteobacteria como de Actinobacteria (Capitulo V, Figura V.14), la bioestimulaciéon de un
suelo cronicamente contaminado, a través de la homogenizacion e incubacion bajo
condiciones adecuadas, produjo una sucesion de Proteobacteria a Actinobacteria (Figura
VI.6), principalmente a expensas de un marcado incremento en el orden Actinomycetales

(Figura VI.8 y Tabla VI.S3 en material suplementario). La disminucién de la abundancia
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relativa de Proteobacteria se produjo a expensas de una importante disminucién de la clase
Gammaproteobacteria y un incremento relativo de la clase Alphaproteobacteria (Figura VI.7
y Tabla VI.S2 en material suplementario).

Ha sido previamente establecida la habilidad de los microorganismos perteneciente a las
clases Alpha y Gammaproteobacteria de utilizar tanto hidrocarburos alifaticos como
aromaticos (Sutton y col., 2013), sin embargo estos filotipos han sido asociados con
diferentes fases durante los proceso de biorremediacion (Vinas y col., 2005a). Mientras que
la clase Alphaproteobacteria seria dominante en las primeras etapas, la clase
Gammaproteobacteria empezaria a ser dominante en las fases tardias (Vifas y col., 2005a).
Como se discutio en el Capitulo V, se ha sugerido que los microorganismos pertenecientes
al filo Actinobacteria no participarian directamente en la degradacién de hidrocarburos
(Bastida y col., 2015). Diversos estudios demostraron que el filo Actinobacteria representa
un grupo de bacterias copiotréficas que responden rapida y positivamente a la incorporacién
de nutrientes (Ramirez y col., 2012; Bell y col., 2013), y su incremento se ha relacionado con
la concentracion de compuestos organicos facilmente asimilables. Por lo que el proceso
sucesional observado en el microcosmo IPK control, caracterizado por el importante
aumento en la abundancia relativa de la clase Alphaproteobacteria y del orden
Actinomycetales, estaria relacionado con la liberacion, a través del proceso de tamizado,
tanto de hidrocarburos como de otros compuestos organicos entrampados o absorbidos a la
matriz del suelo; y como consecuencia reactivaria un nuevo proceso de biorremediacion.
Luego del dia 14 de incubacién no se observaron, en el microcosmo IPK-Control, cambios
significativos en la concentracion de hidrocarburos y los resultados de pirosecuenciacion del
gen 16S rRNA mostraron que la comunidad microbiana rapidamente volvié a sus
condiciones iniciales (Figura VI.5, VI.8 y VI.9). Demostrado que el efecto estimulatorio
causado por el tamizado y la incubacion fue de corta duracién.

El crecimiento y la persistencia de un in6culo en suelo depende de su habilidad de utilizar
los recursos presentes y desplazar a los componentes de la comunidad indigena del suelo
(Cunliffe y Kertesz, 2006). Es importante que los microorganismos utilizados en las
estrategias de bioaumento puedan competir con la comunidad nativa y participar del flujo
central de carbono y energia para mejorar la eliminacion de los contaminantes (van
Herwijnen y col., 2006).

En este trabajo de tesis las estrategias de inoculacién no lograron generar una degradacion
significativamente diferente a la encontrada por la atenuacion natural en IPK-Control (Tabla
VI.1) y los microcosmos inoculados mostraron valores de bacterias heterétrofas cultivables
(Figura VI.1) y de actividad deshidrogenasa (Figura VI.2) similares al microcosmo control
durante todo el ensayo. Sin embargo, generaron un aumento en los valores de bacterias

degradadoras de PAH al comienzo del ensayo que superaron a los encontrados en IPK-
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Control (Figura VI.1). En particular, la inoculacién con la cepa Sphingobium sp. AM mantuvo
valores superiores de bacterias degradadoras de PAH diferenciandose del microcosmos
control hasta el dia 63 de incubacion.

A nivel de estructura de la comunidad bacteriana, los microcosmos inoculados compartieron
un gran numero de OTUs (Figura VI.4) y ademas se encontraron espacialmente cercanos en
el plano (junto a IPK-Control al dia 14 de incubacion) (Figura V1.5 y VI.9), distanciandose del
suelo inicial y del microcosmos control al dia 63 de incubacion. Los valores de los numeros
de Hill indicaron (Tabla VI.3) que al finalizar el tratamiento (dia 63) los microcosmos IPK-
CON e IPK-AM mostraban una comunidad con mayor riqueza de especies (°D), mas diversa
y con menos especies dominantes (‘D y D), con respecto al microcosmo control y a los
mismos microcosmos inoculados al dia 14 de incubacion. Si bien esta diferencia en la
diversidad entre los distintos tiempos de incubacion de los microcosmos IPK-CON e IPK-AM
y el microcosmo IPK-control a los 14 dias de incubacion, no se evidencié claramente en la
abundancia relativa a nivel de filo (Figura VI.6) y a nivel de orden (Figura VI.8), si se
observaron claras diferencias a nivel de género (Figura VI.9) y OTUs (Figura VI.5). Estos
cambios en la diversidad y composicion de la comunidad microbiana podrian ser
considerados como un indicio del establecimiento del inoculante (Mallon y col., 2015).

La inoculacién con la cepa Sphingobium sp. AM causé un aumento significativo en la
abundancia relativa del orden Sphingomonadales (Figura V1.8 y Tabla VI.S3 en material
suplementario), en particular del género Sphingobium (Figura V1.9 y Tabla VI.4 en material
suplementario), manteniéndose por encima de los valores encontrados en los microcosmos
IPK-Control e IPK-CON durante todo el tratamiento. Este hecho, junto a los mayores
recuentos de bacterias degradadoras de PAH encontrados en el microcosmo IPK-AM,
podria sugerir que la cepa Sphingobium sp. AM fue capaz de sobrevivir y establecerse en
suelo. Sin embargo el establecimiento de la cepa no logré incrementar la degradacién de los
PAH ni de los alcanos presentes en el suelo, por lo que se podria hipotetizar que el in6culo
podria participar del flujo del carbono aunque no necesariamente de la utilizacion directa de
los hidrocarburos presentes en el suelo, pero si probablemente de los metabolitos
intermediarios o de otro sustrato disponible.

En los microcosmos inoculados con CON solo se observd una diferencia significativa en la
abundancia relativa de uno de los miembros de CON (Capitulo 1V.4; Figura IV.7) con
respecto a IPK-Control, el orden Rhodospirillales (Figura V1.9 y Tabla VI.S4 en material
suplementario). La competencia por los sustratos y el espacio bioldgico entre el inoculante y
la poblacion indigena del suelo podria ser una de las causas de la disminucion del numero
de bacterias inoculadas. Contrariamente a lo expuesto por Mao y col., (2012) si bien en este
trabajo de tesis se encontré una disminucion de las poblaciones inoculadas, los cambios

generados en la estructura de la comunidad permanecieron en el tiempo, una vez que la
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presencia de los inoculantes disminuyé. Sin embargo, estos cambios no sélo no alcanzaron
a estimular la eliminacién de PAH, si no que disminuyeron significativamente la degradacion
de alcanos (Tabla VI.1). Nuevamente encontramos evidencias que los cambios en la
estructura de la comunidad no fueron a expensas de la utilizacién de hidrocarburos como
fuente de carbono.

Contrariamente a lo que se asume generalmente, que un aumento en la diversidad
bacteriana de un suelo corresponde a un aumento en el potencial catabdlico lo que permite
una mejor remocion de los contaminantes, en este trabajo de tesis ambas estrategias de
inoculacion lograron aumentar la diversidad de la comunidad bacteriana de un suelo
cronicamente contaminado con hidrocarburos, sin incrementar la degradacion de los
contaminantes (Figura VI.1). Sin embargo no se puede descartar un mayor avance de la
degradacion (alcanzar la mineralizacion del contaminante) o que los sistemas inoculados
muestren una mayor degradacion a tiempos mas largos que los analizados en este trabajo.
El objetivo principal de cualquier procesos de biorremediacion debe ser no sélo eliminar el
contaminante sino mas importante aun, restaurar la salud del suelo y sus capacidades
funcionales (Epelde y col., 2009). La presencia de un microbioma con mayor diversidad
podria favorecer la estabilidad funcional del suelo (Girvan y col., 2005; Tardy y col., 2014).
La biodiversidad de las comunidades microbianas amortigua los cambios funcionales
inducidos por las variaciones ambientales, brindando un “seguro ecoldgico” para los
ecosistemas (Tardy y col., 2014). Por estos motivos, se podrian utilizar estrategias de

bioaumento con el unico objetivo de incrementar la diversidad de suelos impactados.
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VIl Conclusiones generales

Se determind que a pesar de ser considerada una comunidad simple, el consorcio natural
degradador de fenantreno (CON) obtenido en este trabajo, mostré ser mas diverso que lo
determinado por técnicas convencionales (cultivo, biblioteca genémica, DGGE), por lo que
solo a través de los estudios con técnicas de secuenciacion de alto rendimiento se logré

conocer su estructura en términos de abundancia relativa.

La aplicacion de enfoques émicos (metagendma funcional y metaprotedmica) permitié
profundizar en la caracterizacién catabdlica de CON, confirmando la presencia dentro del
consorcio de por lo menos otro microorganismo con capacidad de metabolizar fenantreno,

que no fue posible obtener en forma aislada.

Se demostré que, ademas de las reconocidas relaciones sintroficas, existen relaciones de
competencia y/o antagonismo entre los miembros de un consorcio natural; no
encontrandose en la literatura evidencias experimentales de la existencia de relaciones
negativas entre microorganismos naturalmente seleccionados en consorcio. Esta conclusion
reafirma que las capacidades catabdlicas de un consorcio no equivalen a la suma de las
capacidades catabdlicas de las cepas individuales. De la misma manera, la capacidad
degradadora de un microorganismo o consorcio determinada en cultivo no predice su
comportamiento en suelo, confirmando la importancia de la interaccion del inoculo con el

medio ambiente bidtico y abiédtico.

Se determind que la inoculacion solo logré incrementar la degradacién de fenantreno en
suelos recientemente contaminados, principalmente reduciendo el tiempo de adaptacién de
la comunidad microbiana (fase lag). En suelos crénicamente contaminados la comunidad
nativa ya habria sufrido la presion de seleccion ejercida por la contaminacion y se encuentra

adaptada a la presencia de hidrocarburos.

Se comprobd que el establecimiento de un inoculante en el suelo no necesariamente se
correlaciona con el aumento de las capacidades catabdlicas deseadas, en nuestro caso la
degradacion de PAH, debido a que se pudo haber establecido en funcion de otros recursos.
Esto es sobre todo importante en el caso de suelos cronicamente contaminados, donde las
actividades degradadoras de la comunidad indigena pudieron haber originado una

multiplicidad de compuestos intermediarios de la degradacién.
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Se determind que la inoculacién tanto de CON como de la cepa Sphingobium sp. AM,
produjo un aumento significativo en la diversidad de la comunidad bacteriana de los suelos
contaminados con PAH estudiados, independientemente de la historia de la contaminacion.
Esto ademas de constituir un avance en el estudio de los principios generales que gobiernan
los procesos de invasién/inoculacién, tiene una importante aplicacién practica. La
inoculacién de cepas o consorcios bacterianos degradadores podria tener un doble efecto
benéfico, acelerar los procesos de degradacién y recuperar la diversidad de los suelos
impactados, lo que redundaria en una mayor estabilidad y una respuesta mejor frente a

nuevas condiciones de estrés.

Contrariamente a lo postulado, la inoculacién con el consorcio bacteriano no resulté mas
eficiente que la incorporacion de una cepa pura, en cuanto a la velocidad y/o extensién de la
degradacioén, a pesar de los beneficios que conllevaria la inoculacion con mas de una cepa
bacteriana. Esto resulta muy importante desde el punto de vista tecnoldgico, si

consideramos las dificultades en la conservacion y cultivo de los consorcios naturales.

Por ultimo y considerando que el estudio de las comunidades microbianas ha sido
reconocido como un parametro ecoldgico imperativo en el estudio de los procesos de
biorremediacion, se demostré el impacto de las nuevas técnicas moleculares en la

evaluacioén, optimizacién y monitoreo de las estrategias de bioaumento.
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IX Material suplementario

Tabla IV.1 Comparacion de 3 scaffolds que presentan genes codificantes de proteinas que participan
en la via de degradacién de PAH. @) o, de similitud con respecto a los genes del scaffold 1 del pool 1.

La comparacion se realizoé en base al scaffold 1 del pool 1 debido a que presentdé mayor numero de

CDS de los tres scaffolds comparados.

Scaffold 1 pool 1

Scaffold 1 pool 2

Scaffold 1 pool 3

0, 0,
Gen Funcién Gen . A’ .de a Funcién Gen . /° .de a Funcién
similitud similitud
Familia de proteina
2- . .
2-hidroxicromeno-2- hidroxicromeno- 2-hidroxicromeno-2-
) . 45 50.91 : 2 98.55 carboxilato
carboxilato isomerasa 2-carboxilato . .
. isomerasadependien
isomerasa iy
te de glutation
2 Proteina hipotética 0 3 100 Proteina hipotética
3 Proteina hipotética 0 0
4 Proteina hipotética 0 5 100 Proteina hipotética
5 Proteina hipotética 0 6 100 Proteina hipotética
6 Regulador positivo de 0 7 100 Regulador positivo
fenol hidroxilasa de fenol hidroxilasa
7 Proteina hipotética 0 8 100 Proteina hipotética
Nitriloacetato Nitriloacetato
8 monooxigenasa, 0 11 100 monooxigenasa,
componente A componente A
(EC 1.14.13.-) (EC 1.14.13.-)
9 Proteina hipotética 0 12 100 Proteina hipotética
2-deshidropantoato 2- 2-deshidropantoato
10 reductasa 0 13 100 2-reductasa
(EC 1.1.1.169) (EC 1.1.1.169)
4-hidroxi- 4-hidroxi-
11 tetrahidrodipicolato 0 14 100 tetrahidrodipicolato
sintasa (EC 4.3.3.7) sintasa (EC 4.3.3.7)
. s Proteina . S
12 Proteina hipotética 61 100 o 15 100 Proteina hipotética
hipotética
4-hidroxitreonina 4- 4-hidroxitreonina 4-hidroxitreonina 4-
fosfato 4-fosfato fosfato
13 deshidrogenasa 60 100 deshidrogenasa 16 100 deshidrogenasa
(EC 1.1.1.262) (EC 1.1.1.262) (EC 1.1.1.262)
Benzoato 1,2- Benzoato 1,2- Benzoato 1,2-
dioxigenasa, dioxigenasa, dioxigenasa,
14 subunidad beta 59 100 subunidad beta 17 100 subunidad beta
(EC 1.14.12.10) (EC 1.14.12.10) (EC 1.14.12.10)
Benzoato 1,2- Benzoato 1,2- Benzoato 1,2-
dioxigenasa, dioxigenasa, dioxigenasa,
15 subunidad alpha 58 100 subunidad alpha 18 100 subunidad alpha
(EC 1.14.12.10) (EC 1.14.12.10) (EC 1.14.12.10)
Colina deshidrogenasa Colina Colina
16 (EC 1.1.99.1) 57 100 deshidrogenasa 19 100 deshidrogenasa
T (EC 1.1.99.1) (EC 1.1.99.1)
Orto- Orto-halobenzoato
Orto-halobenzoato 1,2- halobenzoato 1 2-dioxiqenasa
17  dioxigenasa beta-ISP | 56 100 1,2-dioxigenasa | 20 99.38 y genas
; . beta-ISP proteina
proteina OhbA beta-ISP proteina
OhbA OhbA
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1

(oo}

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

Naph/bph dioxigenasa,
subunidad grande

Proteina de transporte
de acidos grasos de
cadena larga

4-hidroxi-
tetrahidrodipicolato
sintasa (EC 4.3.3.7)

Tolueno 4-
monooxigenasa,
subunidad TmoF

2-hidroxi-6-ox0-6-
fenilhexa-2,4-dienoato
hidrolasa (EC 3.7.1.-)

Proteina de la familia
luciferasa

Subunidad ferredoxina
de nitrato reductasa y
dioxigenasas
hidroxilantes de
compuestos
aromaticos

2,3-dihidroxibifenilo
1,2-dioxigenasa
(EC 1.13.11.39)

Proteina hipotética

Quinona
oxidorreductasa
(EC 1.6.5.5)

2-hidroxicromeno-2-
carboxilato isomerasa

Toluato/benzoato
dioxigenasa,
subunidad grande

Orto-halobenzoato 1,2-
dioxigenasa beta-ISP
preoteina OhbA

1,2-dihidrociclohexa-
3,5-dieno-1-carboxilato
deshidrogenasa
(EC 1.3.1.25)

2-hidroximuconico
semialdehido hidrolasa
(EC 3.7.1.9)

Glutation S-transferasa
(EC 2.5.1.18)

55

54

53

52

51

50

49

48

46

45

44

43

42

41

40

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Naph/bph
dioxigenasa,
subunidad
grande
Proteina de
transporte de
acidos grasos de
cadena larga
4-hidroxi-
tetrahidrodipicolat
o sintasa
(EC 4.3.3.7)
Tolueno 4-
monooxigenasa,
subunidad TmoF
2-hidroxi-6-ox0-6-
fenilhexa-2,4-
dienoato
hidrolasa
(EC3.7.1.-)
Proteina de la
familia luciferasa
Subunidad
ferredoxina de
nitrato reductasa
y dioxigenasas
hidroxilantes de
compuestos
aromaticos
2,3-
dihidroxibifenilo
1,2-dioxigenasa
(EC 1.13.11.39)

Quinona
oxidorreductasa
(EC 1.6.5.5)
2-
hidroxicromeno-
2-carboxilato
isomerasa
Toluato/benzoato
dioxigenasa,
subunidad
grande
Orto-
halobenzoato
1,2-dioxigenasa
beta-ISP
preoteina OhbA
1,2-
dihidrociclohexa-
3,5-dieno-1-
carboxilato
deshidrogenasa
(EC 1.3.1.25)
2-
hidroximuconico
semialdehido
hidrolasa
(EC 3.7.1.9)
Glutation S-
transferasa
(EC 2.5.1.18)
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21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Naph/bph
dioxigenasa,
subunidad grande

Proteina de
transporte de acidos
grasos de cadena
larga

4-hidroxi-
tetrahidrodipicolato
sintasa (EC 4.3.3.7)

Tolueno 4-
monooxigenasa,
subunidad TmoF

2-hidroxi-6-o0x0-6-
fenilhexa-2,4-
dienoato hidrolasa
(EC3.7.1.-)

Proteina de la familia
luciferasa
Subunidad

ferredoxina de nitrato

reductasa y
dioxigenasas
hidroxilantes de
compuestos
aromaticos

2,3-dihidroxibifenilo
1,2-dioxigenasa
(EC 1.13.11.39)

Quinona
oxidorreductasa
(EC 1.6.5.5)

2-hidroxicromeno-2-
carboxilato
isomerasa

Toluato/benzoato
dioxigenasa,
subunidad grande

Orto-halobenzoato
1,2-dioxigenasa
beta-ISP preoteina
OhbA

1,2-dihidrociclohexa-
3,5-dieno-1-
carboxilato
deshidrogenasa
(EC 1.3.1.25)

2-hidroximucénico
semialdehido
hidrolasa
(EC 3.7.1.9)

Glutation S-
transferasa
(EC 2.5.1.18)
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34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

4-oxalocrotonato
tautomerasa
(EC 5.3.2.-)

4-oxalocrotonato

descarboxilasa
(EC4.1.1.77)

4-hidroxi-2-oxovalerato
aldolasa (EC 4.1.3.39)

Acetaldehido
deshidrogenasa
(EC 1.2.1.10), en

cluster de genes de la
degradacion de fenol,
cresol y catecol

4-oxalocrotonato
descarboxilasa
(EC4.1.1.77)
5-carboximetil-2-
hidroximuconato
semialdehido
oxidoreducatasa
(EC 1.2.1.60)
Catecol 2,3-
dioxigenasa (EC
1.13.11.2)

Proteina Hierro-Azufre
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética

Proteina reguladora
GntR, HTH:GntR, C-
terminal

Proteina de elemento
movil
Proteina de elemento
movil
Transportador 4-
hidroxibenzoato

Porina

Proteina de elemento
movil
Proteina de elemento
movil
Proteina de elemento
movil
Proteina de elemento
movil
Integrasa/recombinasa

Integrasa/recombinasa

Integrasa/
recombinasa
Proteina de elemento
movil

39

38

37

36

35

34

33

32

31

30

29

28

27

26

25

23

20

19

18

17

15

14

13

12

100

100

100

100

99.61

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

99.68

100

100

98.61

100

100

100

100

100

4-oxalocrotonato
tautomerasa
(EC 5.3.2.-)
4-oxalocrotonato
descarboxilasa
(EC 4.1.1.77)
4-hidroxi-2-
oxovalerato
aldolasa
(EC 4.1.3.39)
Acetaldehido
deshidrogenasa
(EC 1.2.1.10), en
cluster de genes
dela
degradacion de
fenol, cresol y
catecol
4-oxalocrotonato
descarboxilasa
(EC 4.1.1.77)
5-carboximetil-2-
hidroximuconato
semialdehido
oxidoreducatasa
(EC 1.2.1.60)
Catecol 2,3-
dioxigenasa (EC
1.13.11.2)
Proteina Hierro-
Azufre
Proteina
hipotética
Proteina
hipotética
Proteina
hipotética
Proteina
reguladora GntR,
HTH:GntR, C-
terminal
Proteina de
elemento movil
Proteina de
elemento movil
Transportador 4-
hidroxibenzoato

Porina

Proteina de
elemento movil
Proteina de
elemento movil
Proteina de
elemento movil
Proteina de
elemento movil
Integrasa/
recombinasa
Integrasa del
fago
Integrasa/
recombinasa
Proteina de
elemento movil

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

52

53

54

55

56

58

59

60

61

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

99.38

100

100

100

100

98.61

100

100

100

100

100

4-oxalocrotonato
tautomerasa
(EC5.3.2.-)
4-oxalocrotonato
descarboxilasa
(EC 4.1.1.77)

4-hidroxi-2-
oxovalerato aldolasa
(EC 4.1.3.39)

Acetaldehido
deshidrogenasa
(EC 1.2.1.10), en

cluster de genes de
la degradacion de

fenol, cresol y

catecol

4-oxalocrotonato
descarboxilasa
(EC 4.1.1.77)
5-carboximetil-2-
hidroximuconato
semialdehido
oxidoreducatasa
(EC 1.2.1.60)
Catecol 2,3-
dioxigenasa (EC
1.13.11.2)
Proteina Hierro-
Azufre

Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética

Proteina reguladora
GntR, HTH:GntR, C-
terminal

Proteina de
elemento movil
Proteina de
elemento movil
Transportador 4-
hidroxibenzoato

Porina

Proteina de
elemento movil
Proteina de
elemento movil
Proteina de
elemento movil
Proteina de
elemento movil
Integrasa/
recombinasa
Integrasa/
recombinasa

Integrasa/
recombinasa
Proteina de elemento
movil
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58 Proteina dfa 9Iemento 11 100 Proteina dg . 62 100 Proteina dg glemento
movil elemento movil movil

59 Proteina hipotética 10 100 Proteina hipotética | 63 100 Proteina hipotética

60 Proteina df‘-‘ glemento 9 100 Proteina dg ' 64 100 Proteina dg glemento
movil elemento movil movil

61 Proteina dfa 9Iemento 8 100 Proteina d’e . 65 100 Proteina d'e glemento
movil elemento movil movil

62 Proteina df‘-‘ glemento 7 100 Proteina dg ' 66 100 Proteina dg glemento
movil elemento movil movil

63 Proteina df‘-‘ _elemento 6 100 Proteina dg . 67 100 Proteina dg glemento
movil elemento movil movil

64 Proteina hipotética 0 0

Proteina de Proteina de Proteina de
65 transferencia 5 100 transferencia 68 100 transferencia
conjugativa traA conjugativa traA conjugativa traA

66 Proteina hipotética 4 100 Proteina hipotética | 69 99.79 Proteina hipotética

67 Proteina hipotética 0 0
68 Proteina hipotética 2 97.87  Proteina hipotética 0
69 Proteina hipotética 1 100 Proteina hipotética 0
70 Proteina hipotética 0 0
71 Proteina hipotética 0 0

CP4-57 proteina

72 reguladora alpA 0 0
73 Proteina hipotética 0 0
74 Proteina hipotética 0 0
75 Proteina hipotética 0 0
76 Y4hR 0 0
77 Proteina d? glemento 0 0
movil
78 Proteina hipotética 0 0

Tabla IV.S2Asignacion funcional de los genes encontrados en RAST en el scaffold 1 del pool 1. Se

muestra el primer alineamiento en BLASTp. -: Ninguna similitud significativa encontrada

BLASTp
Funcion (RAST) Descripcion Identidad  Numero de acceso
2-hidroxicromeno-2-carboxilato 2-hidroxicromeno-2-carboxilato o
isomerasa isomerasa [Burkholderia sp. K24] 98% WP_051743458.1

Proteina hipotética -

Proteina de transporte Sulfato ABC
[Galdieria sulphuraria)
Proteina hipotética
Proteina hipotética UCDDA912_g10191 48% KKY29878.1

[Diaporthe ampelina]

Proteina hipotética 32% YP_009051123.1

Proteina hipotética -

Regulador trasncripcional de la

Regulador positivo de fenol hidroxilasa familia Fis [Burkholderia sp. K24]

99% WP_030101497.1
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Proteina hipotética

Nitriloacetato monooxigenasa,
componente A (EC 1.14.13.-)

Proteina hipotética

2-deshidropantoato 2-reductasa(EC
1.1.1.169)
4-hidroxi-tetrahidrodipicolato sintasa
(EC 4.3.3.7)

Proteina hipotética

4-hidroxitreonina 4-fosfato
deshidrogenasa(EC 1.1.1.262)

Benzoato 1,2-dioxigenasa, subunidad
beta (EC 1.14.12.10)
Benzoato 1,2-dioxigenasa, subunidad
alpha (EC 1.14.12.10)

Colina deshidrogenasa (EC 1.1.99.1)

Orto-halobenzoato 1,2-dioxigenasa
beta-ISP preoteina OhbA

Naph/bph dioxigenasa, subunidad
grande

Proteina de transporte de acidos grasos
de cadena larga

4-hidroxi-tetrahidrodipicolato sintasa
(EC 4.3.3.7)

Tolueno 4-monooxigenasa, subunidad
TmoF
2-hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2,4-dienoato
hidrolasa (EC 3.7.1.-)

Proteina de la familia luciferasa

Subunidad ferredoxina de nitrato
reductasa y dioxigenasas hidroxilantes
de compuestos aromaticos
2,3-dihidroxibifenilo 1,2-dioxigenasa
(EC 1.13.11.39)

Proteina hipotética

Quinona oxidorreductasa (EC 1.6.5.5)

2-hidroxicromeno-2-carboxilato
isomerasa
Toluato/benzoato dioxigenasa,
subunidad grande
Orto-halobenzoato 1,2-dioxigenasa
beta-ISP preoteina OhbA
1,2-dihidrociclohexa-3,5-dieno-1-
carboxilato deshidrogenasa (EC
1.3.1.25)
2-hidroximucénico semialdehido
hidrolasa (EC 3.7.1.9)

Glutatiéon S-transferasa (EC 2.5.1.18)

4-oxalocrotonato tautomerasa (EC
5.3.2.-)
4-oxalocrotonato descarboxilasa (EC
4.1.1.77)

monooxigenasa
[Rhodocyclaceae bacterium PG1-
Cab]
5-metil tetrahidrofolato-homocistein
metil transferasa
[Pseudoxanthomonassuwonensis]
Proteina hipotética
[Burkholderia sp. K24]
dihidrodipicolinatosintetasa
[Burkholderia sp. K24]

4-hidroxitreonina 4-fosfato
deshidrogenasa
[Burkholderia sp. K24]
Proteina hipotética
[Burkholderia sp. K24]
benzeno 1,2-dioxigenase
[Burkholderia sp. K24]
Proteina hipotética
[Burkholderia sp. K24]
Proteina hipotética
[Burkholderia sp. K24]
Proteina que contiene el dominio
Rieske (2Fe-2S)
[Burkholderia sp. Ch1-1]
Proteina de transporte de acidos
grasos de cadena larga
[Burkholderia sp. Ch1-1]

aldolase [Burkholderia sp. Ch1-1]

ferredoxina reductasa DbtAa
[Burkholderiafungorum]

hidrolasa [Burkholderia sp. DBT1]

oxidoreductasa dependiente de
flavina [Burkholderia sp. K24]

ferrodoxina DbtAb
[Burkholderiafungorum]

naftaleno1,2-dioxigenasa
[Burkholderia sp. K24]

Oxidoreductasa [Burkholderia sp.
DBT1]

Isomerasa [Burkholderia sp. DBT1]

Proteina Rieske (2Fe-
2S)[Burkholderia sp. HB1]
antranilato 1,2-dioxigenase

[Burkholderia sp. K24]

1,6-dihidroxiciclohexa-2,4-dieno-1-
carboxilato dehydrogenase

[Burkholderia sp. K24]

2-hidroxi-6-ox0-2,4-heptadienoato
hidrolasa [Burkholderia sp. K24]
glutathione S-transferase

[Burkholderia sp. K24]

4-oxalocrotonato tautomerasa

[Burkholderia sp. K24]

4-oxalocrotonato descarboxilasa

[Burkholderia sp. K24]
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74%

37%

100%

99%

99%

100%

99%

99%

100%

99%

99%

100%

100%

99%

99%

100%

99%

99%

98%

98%

100%

98%

97%

99%

100%

98%

AJP4T7767.1

WP_024869082.1

WP_030101494.1

WP_030101493.1

WP_030101492.1

WP_030101491.1
WP_030101490.1
WP_030101489.1

WP_030101488.1

EIF28468.1

EIF28467.1

WP_007179229.1
AGN90994.1
AAK96192.1

WP_035519965.1

AGN90995.1

WP_030101481.1

AAK96188.1
AAK96187.1
WP_053858390.1

KFX63966.1

WP_030101476.1

WP_030101475.1
WP_030101474.1
WP_030101473.1

WP_030101472.1
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4-hidroxi-2-oxovalerato aldolasa (EC
4.1.3.39)

Acetaldehido deshidrogenasa (EC
1.2.1.10), en cluster de genes de la
degradacion de fenol, cresol y catecol
4-oxalocrotonato descarboxilasa (EC
4.1.1.77)
5-carboximetil-2-hidroximuconato
semialdehido oxidoreducatasa (EC
1.2.1.60)

Catecol 2,3-dioxigenasa (EC 1.13.11.2)
Proteina Hierro-Azufre

Proteina hipotética
Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina reguladora GntR, HTH:GntR,
C-terminal

Proteina de elemento movil
Proteina de elemento movil
Transportador 4-hidroxibenzoato
Porina
Proteina de elemento movil
Proteina de elemento movil
Proteina de elemento movil
Proteina de elemento movil
Integrasa/recombinasa
Integrasa/recombinasa
Integrasa/recombinasa
Proteina de elemento movil
Proteina de elemento movil
Proteina hipotética
Proteina de elemento movil
Proteina de elemento mévil
Proteina de elemento movil
Proteina de elemento movil

Proteina hipotética

Proteina de transferencia conjugativa
traA

Hyphotheical protein

4-hiroxi-2-oxovalerato aldolasa
[Burkholderia sp. HB1]

Acetaldehido deshidrogenasa
[Burkholderia sp. K24]

2-keto-4-pentenoato hidratasa
[Burkholderia sp. HB1]

betaina-aldehido deshidrogenasa
[Burkholderia sp. K24]

catechol 2,3-dioxygenase
[Burkholderiasartisoli]

ferredoxina [Burkholderia sp. K24]

Glutamil-tRNA sintetasa
[Coccidioidesposadasii RMSCC
3488]
MULTISPECIES: ACP S-Malonil
trasnferasa [Microbacterium]
Regulador trasncripcional
[Dechloromonas aromatica]
Proteina hipotética
[Cupriavidus basilensis]
transposasa [Burkholderia
oklahomensis]
Transportador 4-hidroxibenzoato
[Burkholderia sp. HB1]
Proteina hipotética
[Burkholderia sp. HB1]
Proteina de elemento movil
[Ralstoniasolanacearum FQY _4]
Proteina de elemento movil
[Ralstoniasolanacearum)
Transposasa
[Burkholderia sp. WSM4176]
Transposasa
[Burkholderia sp. WSM4176]

integrasa [Burkholderia sp. Ch1-1]
integrasa [Burkholderia sp. Ch1-1]

integrasa [Burkholderia sp. Ch1-1]

Transposasa
[Burkholderiaambifaria MEX-5]
Familia de protein transposasa

[Burkholderiaoklahomensis]

Proteina de elemento movil
[Ralstoniasolanacearum]
endonucleasa
[Burkholderiamimosarum]
transposasa
[Burkholderia mimosarum]
endonucleasa
[Burkholderia fungorum]

Proteina de movilizacion del
plasmido [Burkholderia fungorum]
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99%

98%

100%

99%

100%

100%

38%

41%
60%
85%
78%
99%
100%
72%
74%
86%
93%
100%
100%
100%
85%

91%

74%

95%

85%

95%

99%

WP_053858391.1

WP_030101470.1

WP_053858392.1

WP_030101468.1

AAF02426.1

WP_030101466.1

KMM73106.1

WP_028495634.1
WP_011289515.1
WP_017225076.1
WP_045568293.1
WP_053858401.1
WP_053858402.1
AGH87143.1
WP_020829879.1
WP_018420966.1
WP_018420966.1
WP_007179160.1
WP_007179161.1
WP_007179162.1
EDT37225.1

Al068298.1

WP_020829879.1
WP_042293423.1
WP_036047363.1

WP_027693486.1

WP_046568695.1
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Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
CP4-57 proteina reguladora alpA
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Y4hR
Proteina de elemento movil

Proteina hipotética

Proteina hipotética
[Burkholderia sp. HB1]
Proteina hipotética
[Burkholderia sp. HB1]
Proteina hipotética
[Burkholderia sp. HB1]

Proteina hipotética
[Burkholderia sp. HB1]
Proteina hipotética AC233_11335
[Burkholderia sp. HB1]
tonB, familia SusC/RagA
[Bacteroides fragilis str. S23 R14]
Proteina hipotética
[Burkholderia sp. HB1]
Proteina hipotética
[Burkholderia sp. HB1]
Preproteina traslocas, subunidadt
SecA [Burkholderiafungorum]
endonucleasa DDE
[Burkholderia sp. Ch1-1]
Proteina hipotética
[Burkholderia sp. HB1]

99%

98%

99%

100%

99%

36%

100%

100%

98%

98%

99%

WP_053858404.1
WP_053858406.1

WP_053858407.1

WP_053858408.1
ALES55200.1
EXZ99061.1

WP_053858410.1

WP_053858411.1
AJZ63658.1

WP_007179771.1

WP_053858412.1
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Figura IV.S1. Duplicado del analisis por electroforesis bidimensional de dos condiciones distintas de
CON. Concentracion de proteinas a ambos tiempos de incubacion 2,16 mg.ml'1.
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Tabla V.S1. Secuencias del gen 16S rRNA mas cercanamente relacionadas a cada secuencia

presente en los clones estudiados.

cercanamente

a

relacionada.

Referencias de filo: Acidobacteria (ACB),

Actinobacteria

Numero de acceso a GenBank de las secuencia mas

(ACT),

Bacteroidetes (B), Firmicutes (F), Gemmatimonadetes (G), Proteobacteria (P), Thermotagae (T) y

Unknown (U). °Numero de acceso a GenBank de la secuencia mas cercanamente relacionada

(Filo) Secuencia del gen 1§S rRNA mas cercanamente N° acceso? .%'c'ie
relacionada similitud

1 (KAI‘BCSB_)TL:ig‘;Iﬂrig;?%fg?gdena bacterium clone HMO062353.1 96%
2 (ACT)Uncultured Frankiaceae bacterium clone Amb_16S_866 EF018595.1 99%
3 (ACB) Uncultured Acidobacteria bacterium clone HEW_08_071 HQ598440.1 89%
4 (F) Uncultured Firmicutes bacterium clone GASP-WA1W2_G06 EF072431.1 96%
5 (P) Uncultured gamma proteobacterium clone sw-xj121 GQ302552.1 99%
6  (U) Uncultured bacterium isolate DGGE gel band LK11_23 GQ336946.1 95%
7  (P) Uncultured proteobacterium clone GASP-MA2W2_C03 EF663211.1 99%
8  (T) Uncultured Thermotogae bacterium clone GASP-KB1W2_F02 EU297818.1 93%
9  (ACB) Uncultured Acidobacteria bacterium clone SEG_08_307 HQ597897 .1 96%
sp 10 \(/f/&():gvr:ﬁlﬂgj(;?d Gemmatimonadetes bacterium clone GASP- EF075191.1 98%
11 (P) Uncultured gamma proteobacterium AB252884.1 98%
12 (P) Uncultured Rhodoplanes sp. clone GASP-KB2S2_D01 EU298111.1 99%
13 (ACT) Uncultured Rubrobacteridae bacterium clone EB1058 AY395377.1 94%
14 %CSE:)TgECRL;IﬂrzgzécgfgSacteria bacterium clone HMO061725.1 99%
15 (P) Uncultured Rhodoplanes sp. clone GASP-WB1S3_D05 EF073507.1 99%
16 (G) Uncultured Gemmatimonadetes bacterium clone EB1081 AY395400.1 98%
17  (P) Bradyrhizobium sp. ARR494 HE576466.1 99%
18 (U) Uncultured bacterium clone p8o060ok FJ479057 .1 100%
19 (F) Uncultured Firmicutes bacterium clone GASP-MB3S1_H10 EF665537.1 96%
20 (P) Novosphingobium sp. SaCR4 JQ806421.1 99%
21 (P) Novosphingobium sp. SaCR4 JQ806421.1 99%
22 (ACB) Candidatus Solibacter usitatus clone P1s-321 GQ287461.1 99%
23 (P) Novosphingobium sp. SaCR4 JQ806421.1 99%
Phe 24 (ACB) Uncultured Acidobacteriales bacterium clone Plot22-2C04 EU665015.1 99%
25 (P) Novosphingobium sp. SaCR4 JQ806421.1 99%
26  (P) Uncultured proteobacterium clone Amb_16S_684 EF018318.1 99%
27 %(JSEi)TL:igjzlgrzg;(gfﬁgacteria bacterium clone HMO062131.1 93%
28 (P) Uncultured Rhodocyclaceae bacterium clone Amb_16S_972 EF018681.1 99%
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Phe+CON

29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
62

62

(P) Uncultured Desulfovirga sp. clone D.an-38

(F) Uncultured Firmicutes bacterium clone GASP-KC1S3_E01
(P) Uncultured gamma proteobacterium clone QuLP2H5

(ACB) Uncultured Acidobacteriales bacterium clone Plot4-2C10
(P) Novosphingobium pentaromativorans US6-1

(P) Novosphingobium sp. DC-9

(P) Uncultured bacterium clone a1

(U) Uncultured bacterium clone p7e170ok

(P) Uncultured bacterium clone a1

(P) Uncultured bacterium clone a1

(ACT) Arthrobacter sp. B24(2013)

(U) Uncultured bacterium clone EMIRGE_OTU_s3t2d_367

(P) Cupriavidus sp. A26(2012)

(U) Uncultured bacterium isolate 1112851587040

(P) Achromobacter sp. |_43-J6PA9A

(ACB) Uncultured Acidobacteria bacterium clone SEW_08_290
(ACB) Uncultured Acidobacteriales bacterium clone Plot29-2C01
(F) Uncultured Firmicutes bacterium clone GASP-MA2W3_D04

(U) Uncultured bacterium clone GL29901b02

(G) Uncultured Gemmatimonadetes bacterium clone GASP-
WB1W3_B09

Uncultured bacterium clone GL29901b02

(P) Achromobacter sp. NCCP-1102

(P) Uncultured Burkholderia sp.

(P) Uncultured Myxococcales bacterium clone Plot17-2D03
(U) Uncultured bacterium clone ncd2724g08c1

(P) Sphingomonas agrestis strain DP682

(P) Sphingomonas agrestis strain DP682

(U) Uncultured bacterium clone 11N-E18-C_C11

(P) Sphingomonas agrestis strain DP682

(U) Uncultured bacterium clone MA72_2004T1d_CO08
(U) Uncultured bacterium clone C7 C3

(P) Sphingobium sp. SC-D1

(P) Uncultured Nitrosomonadaceae bacterium clone

(P) Uncultured Sphingobium sp. clone H1-61
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JX505105.1
EU299280.1
JQ253501.1
EU449661.1
CP009291.1
KC410867.1
HMO047771.1
FJ478896.1
HMO047771.1
HMO047771.1
KC693706.1
JX222646.1
JX941525.1
HQ118724.1
JQ917807.1
HQ598997 .1
EU202756.1
EF663318.1
JF265690.1
EF073750.1
JF265690.1
LC065129.1
FN394970.1
EU440669.1
JF235499.1
AY521016.2
AY227699.2
HM125356.1
AY227699.2
EF378459.1
GU366796.1
KC435016.1
EF018556.1

JF703413.1

92%
93%
93%
99%
94%
99%
100%
99%
98%
100%
100%
90%
99%
99%
99%
100%
99%
98%
97%
97%
97%
99%
100%
99%
99%
100%
99%
99%
100%
98%
98%
89%
95%
92%
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Phe+CD

63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97

(P) Sphingobium sp. AX-B

(ACB) Uncultured Acidobacteria bacterium clone ZYs1-179
(P) Sphingobium chungbukense

(ACT) Uncultured Streptomyces sp. clone T1A-02

(U) Uncultured bacterium clone Elev_16S_1613

(P) Uncultured beta proteobacterium clone GASP-KC1S3_C03

(P) Sphingobium sp. KK22

(U) Uncultured bacterium clone DCP434

(P) Sphingobium sp. KK22

(U) Uncultured bacterium clone JH-WHS149
(P) Sphingobium sp. KK22

(P) Sphingobium sp. KK22

(P) Sphingobium sp. KK22

(U) Uncultured bacterium clone QQSB09
(ACT) Uncultured Conexibacter sp. clone B308
(P) Sphingobium sp. KK22

(P) Sphingobium sp. KK22

(P) Sphingobium sp. KK22

(P) Sphingobium sp. KK22

(P) Sphingobium sp. KK22

(ACB) Uncultured Holophaga sp.

(P) Sphingobium sp. KK22

(B) Uncultured Bacteroidetes bacterium clone A24YE24RM
(P) Sphingobium sp. KK22

(P) Sphingobium sp. KK22

(P) Sphingobium sp. KK22

(G) Uncultured Gemmatimonadetes bacterium clone GASP-
WB1W1_E10

(P) Sphingobium sp. KK22

(P) Uncultured alpha proteobacterium clone A5YFO1RM
(U) Uncultured bacterium isolate 1112855455149

(P) Sphingobium sp. KK22

(P) Sphingobium sp. KK22

(P) Sphingobium sp. KK22

(P) Uncultured Rhodoplanes sp. clone GASP-KC3W2_B10

(U) Uncultured bacterium clone p35k060k

KM925003.2
JX494018.1
EU679660.1
GQ369160.1
EF020173.1
EU299260.1
HQ830159.1
HQ265010.1
HQ830159.1
EF492930.1
HQ830159.1
HQ830159.1
HQ830159.1
JF417728.1
JF833635.1
HQ830159.1
HQ830159.1
HQ830159.1
HQ830159.1
HQ830159.1
AJ536875.1
HQ830159.1
FJ569664.1
HQ830159.1
HQ830159.1
HQ830159.1
EF073601.1
HQ830159.1
FJ569944.1
HQ118219.1
HQ830159.1
HQ830159.1
HQ830159.1
EU300474.1
FJ479049.1

100%
95%
100%
94%
100%
99%
100%
99%
99%
99%
100%
99%
100%
98%
99%
99%
99%
97%
100%
99%
99%
100%
99%
100%
100%
100%
98%
99%
94%
96%
100%
100%
100%
98%
98%
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Tabla V.S2. Abundancia relativa de los principales filos bacterianos en cada microcosmo de suelo

artificialmente contaminado con fenantreno a los 2, 14 y 63 dias de incubacion.

. SP Phe PhetCON  Phe+AM SP+AM
e d2 d14 de3 d14 d63 d14 de3 d14 d63 d14 de3
Acidobacteria 36.07 36.91 2150|2446 6.15/23.32 13.98|18.76 8.65|20.32 23.86
Actinobacteria 1212 11.66 2519|1539 33.98| 7.44 23.06|10.14 13.46|14.37 1254
Bacteroidetes 144 096 140| 053 038| 069 1.18| 074 1.33| 3.07 273
Chloroflexi 782 1070 8.68| 524 3.93| 580 4.75| 7.78 3.72| 6.80 8.01
Firmicutes 505 534 3.78| 170 3.76| 219 285| 154 1.13| 6.77 4.91

Gemmatimonadetes | 3.12 3.81 6.54| 187 1.96| 213 468| 146 193| 535 7.29

Proteobacteria 19.18 21.71 25.16|35.19 48.22|33.63 45.89|51.31 53.22|34.08 33.44
Verrucomicrobia 1404 749 6.73|14.67 1402403 3.06| 697 16.06| 852 6.68
Otros filos 115 141 1.02| 096 0.23| 0.78 0.54| 131 0.51| 0.71 0.53

TablaV.S3. Abundancia relativa de las clases de Proteobacteria en cada microcosmo de suelo

artificialmente contaminado con fenantreno a los 2, 14 y 63 dias de incubacion.

SP Phe Phe+CON Phe+AM SP+AM

Clase Proteobacteria d2 d14 d63 d14 d63 d14 d63 d14 d63 d14 d63

Alphaproteobacteria 33.43 3275 49.32| 62.79 89.77| 57.76 72.02| 72.82 77.49| 68.87 63.75
Betaproteobacteria 11.82 14.71 13.56| 16.03 4.40| 18.87 11.98| 11.17 10.30| 11.02 12.06
Deltaproteobacteria 38.69 38.07 23.92| 1416 3.90| 13.76 10.57| 10.36 7.73| 12.73 16.45
Epsilonproteobacteria 0.00 000 0.00| 000 0.00f 000 o0.00f 000 o0.00f 0.23 0.03

Gammaproteobacteria| 16.06 14.46 13.19| 7.02 1.93| 9.60 542| 565 447| 714 7.70

Tabla V.S4. Abundancia relativa de los o6rdenes bacterianos en cada microcosmo de suelo

artificialmente contaminado con fenantreno a los 2, 14 y 63 dias de incubacién.(C.: Candidatus)

SP Phe Phe+CON Phe+AM SP+AM
Orden
d2 d14 de3 d14 de3 d14 dé3 d14 de63 d14 de63
Acidimicrobiales 1.56 110 199| 0.15 065| 054 0.99| 055 0.79| 1.38 1.07
Acidobacteriales 2185 21.73 1242|1288 3.59|13.17 8.40(11.22 5.33(1212 14.75
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Actinomycetales 4.82 493 897|12.86 26.21| 4.38 1340| 498 586| 487 4.10
Alteromonadales 0.03 0.07 0.00f 0.00 0.02| 0.00 0.00| 0.07 0.06| 0.00 0.01
Anaerolineales 3.65 484 481| 247 1.69| 240 215| 438 229| 3.07 347
Bacillales 3.17 397 292| 089 356| 095 220| 065 0.74| 553 3.81
Bacteroidales 0.04 0.00 0.00f 0.00 0.00{ 0.00 0.00/ 0.03 0.01| 0.00 0.00
Bdellovibrionales 0.03 0.07 0.09| 0.09 0.00{ 0.08 0.15| 0.07 0.08] 0.11 0.25
Burkholderiales 1.78 226 242| 420 187| 577 441| 518 477| 323 3.33
Caldilineales 0.67 094 0.19| 034 0.32| 052 0.82| 027 0.35| 061 0.87
Campylobacterales 0.00 0.00 0.00f 0.00 0.00| 0.00 0.00/ 0.00 0.00{ 0.08 0.01
C. Brocadiales 0.04 0.09 0.00f 0.00 0.00{ 0.01 0.00/ 0.00 0.01| 0.00 0.00
C. Saccharibacteria 0.29 022 0.00] 023 0.06| 022 0.05| 025 0.05| 019 0.11
Caulobacterales 0.07 0.09 0.09| 0.04 0.05| 0.00 0.22| 0.13 0.21| 019 0.34
Chlamydiales 0.03 0.00 0.00f 0.11 0.00{ 0.00 0.00/ 0.00 0.00{ 0.00 0.00
Chlorobiales 0.00 0.00 0.00f 0.00 0.00{ 0.00 0.00/ 0.00 0.00{ 0.08 0.00
Chloroflexales 0.45 070 043| 023 0.63| 055 0.16| 062 0.13| 0.77 0.36
Chromatiales 0.25 0.14 0.28| 0.02 0.00| 0.15 0.09| 062 0.09| 0.08 0.10
Chroococcales 0.11 0.11 0.06| 0.04 0.02| 0.07 0.01| 0.02 0.00{ 0.00 0.00
Clostridiales 0.74 070 0.34| 026 0.18| 0.61 0.33| 049 0.28| 1.03 0.96
Cytophagales 0.20 020 0.25| 0.00 0.03| 0.09 0.13| 0.00 0.09| 029 0.36
Dehalococcoidales 2.73 365 283 190 081| 210 1.16| 193 0.64| 169 222
Desulfobacterales 1.05 092 0.22| 043 0.09| 043 0.27| 060 0.16] 0.13 0.21
Desulfovibrionales 0.00 0.00 0.00f 0.09 0.00{ 0.00 0.00/ 0.00 0.00{ 0.00 0.00
Desulfuromonadales 1.56 188 1.43| 094 0.35| 112 1.16| 163 1.30| 127 1.25
Elusimicrobiales 0.04 0.00 0.00f 0.00 0.00{ 0.00 0.00/ 0.00 0.00{ 0.00 0.00
Enterobacteriales 0.08 0.16 0.22| 0.04 0.27| 023 0.13| 0.17 0.04| 0.00 0.00
Entomoplasmatales 0.00 0.05 0.00] 0.00 0.00{ 0.00 0.00/ 0.00 0.00{ 0.00 0.00
Ferrovales 0.00 0.05 0.03| 0.00 0.00{ 0.02 0.00/ 0.00 0.00f 0.00 0.00
Flavobacteriales 0.25 0.07 0.03| 011 0.05| 0.13 0.07| 0.03 0.05| 0.87 0.67
Fusobacteriales 0.20 0.02 0.12| 0.04 0.05| 0.05 0.13| 0.00 0.05| 0.05 0.05
Gaiellales 0.74 063 258| 030 0.90| 032 150| 054 161| 135 1.32
Gallionellales 0.06 0.02 0.06| 0.06 0.03| 0.00 0.05| 0.03 0.06| 0.08 0.05
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Gemmatimonadales 3.13 381 6.55| 1.87 196| 213 469| 146 194| 535 7.29
Gloeobacterales 0.03 0.04 0.03| 0.00 0.00f 0.00 0.01| 0.02 0.00{ 0.00 0.00
Haloplasmatales 0.00 0.00 0.00| 0.00 0.00f 0.00 0.00| 0.00 0.00| 0.00 0.00
Holophagales 1418 1485 885|11.33 250| 9.72 531| 7.33 268| 7.94 840
Hydrogenophilales 0.00 0.02 0.03| 0.00 0.00f 0.00 0.00| 0.00 0.01| 0.00 0.07
Ignavibacteriales 0.04 0.00 0.00| 0.00 0.00f 0.00 0.00| 0.00 0.00| 0.00 0.00
Ktedonobacterales 0.07 0.09 0.16| 0.00 0.18| 0.08 0.24| 025 0.25| 056 0.75
Legionellales 0.01 0.07 0.31| 0.19 0.00f 0.03 0.11| 0.00 0.03| 0.05 0.20
Methylophilales 0.00 0.00 0.00| 0.72 0.00| 0.03 0.00| 0.00 0.00| 0.00 0.00
Myxococcales 3.13 361 276| 183 093| 160 225| 139 193| 2.04 287
Nitrosomonadales 0.43 0.67 0.81| 066 0.20| 050 099| 049 056| 040 045
Nitrospinales 0.00 0.02 0.00| 0.00 0.00f 0.03 0.01| 0.00 0.00| 0.00 0.00
Nitrospirales 0.28 049 040| 038 0.05| 030 0.27| 018 0.18| 0.32 0.26
Nostocales 0.00 0.09 0.00| 0.00 0.00f 0.00 0.00| 005 0.12| 0.00 0.00
Oceanospirillales 0.00 0.00 0.00| 0.00 0.00f 0.00 0.00| 0.00 0.00{ 0.00 0.03
Opitutales 0.15 0.09 0.06| 026 0.00| 0.17 0.01| 0.02 0.12| 0.13 0.09
Planctomycetales 0.08 029 040| 0.15 0.06| 0.08 0.05| 076 0.10| 0.08 0.10
Pseudomonadales 1.82 186 093| 183 0.38| 208 0.87| 1.11 054| 042 0.54
Rhizobiales 3.13 271 7.79| 217 345| 226 586| 426 6.77| 961 9.85
Rhodobacterales 0.04 0.00 0.03| 0.00 0.02| 0.03 0.00| 0.07 0.00| 005 0.03
Rhodocyclales 0.00 0.18 0.06| 0.00 0.03| 0.03 0.06| 003 0.10| 0.05 0.14
Rhodospirillales 0.62 139 1.02| 055 036| 132 1.71| 082 204| 146 207
Rickettsiales 0.00 0.00 0.00| 0.02 0.00f 0.06 0.01| 0.02 0.02| 0.11 0.01
Rubrobacterales 0.14 023 0.22| 0.17 0.21| 0.18 0.15| 030 0.10| 0.24 0.10
Solibacterales 0.11 0.36 0.25| 026 0.08| 047 0.29| 022 069| 026 0.72
Solirubrobacterales 4.19 424 1043| 168 536| 186 6.49| 341 460| 6.06 5.46
Sphaerobacterales 0.24 047 0.25| 028 0.29| 0.09 0.21| 032 0.08| 0.03 0.32
Sphingobacteriales 0.95 069 1.12| 043 0.30| 047 098] 067 1.19| 191 1.71
Sphingomonadales 2.54 293 3.42]19.31 39.42|15.78 25.31|32.08 32.34| 12.07 9.03
Syntrophobacterales 1.65 179 152| 162 051 1.37 1.04| 163 064| 079 0.92
Thermales 0.00 0.00 0.00| 0.00 0.00f 0.03 0.00| 0.03 0.00{ 0.00 0.01
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Thermoanaerobacterales 1.15 0.67 053| 055 0.03| 063 0.33| 040 0.11] 021 0.15
Thermoleophilales 0.66 0.52 0.99| 023 060| 0.17 0.50| 032 055| 048 0.49
Thermomicrobiales 0.03 0.02 0.03| 0.02 0.02| 0.07 0.02| 002 0.00|{ 0.08 0.03
Thiotrichales 0.00 0.00 0.00| 0.00 0.00f 0.00 0.00| 0.00 0.04| 0.00 0.01
Verrucomicrobiales 13.81 739 6.67|1437 140|23.77 293| 693 15.66| 8.39 6.57
Xanthomonadales 0.88 079 158| 038 0.27| 075 1.29| 094 157| 188 1.65

Tabla V.S85. Abundancia relativa de los géneros bacterianos en cada microcosmo de suelo
artificialmente contaminado con fenantreno a los 2, 14 y 63 dias de incubacion. (C.: Candidatus).
Referencias de filos o clases Acidobacteria (ACB), Actinobacteria (ACT), Alphaproteobacteria (AP),
Bacteroidetes (B), Betaproteobacteria (BP), Chlamydiae (CLD), Chlorobia (CLB), Chloroflexi (CL),
Cyanobacteria  (CY), Deinococci (D), Deltaproteobacteria (DP), Elusimicrobia ( E),
Epsilonproteobacteria (EP), Firmicutes (F), Fusobacteria (FSB), Gammaproteobacteria (GP),
Gemmatimonadetes (G), Nitrospirae (N), Placntomycetia (PL), Tenericutes (T), Uncussifiedbacteria
(UB) y Verrucomicrobia (V).

SP Phe Phe+CON Phe+AM SP+AM

CO AP OCEES) d2 d14 d63 d14 d63 d14 de3 d14 de3 d14  d63

Acetivibrio (F) 0.00 0.00 0.00| 0.02 0.00| 0.00 0.00| 0.00 0.00| 0.00 0.00
Achromobacter (BP) 0.00 0.00 0.00| 0.00 0.00| 072 0.01| 0.00 0.00| 0.00 0.00
Acidibacter (GP) 0.00 0.04 0.00| 0.00 0.00| 0.00 0.00| 0.00 0.03| 0.00 0.02
Acidimicrobium (ACT) 0.14 0.09 0.12| 0.06 0.03| 0.03 0.07| 0.02 0.06| 0.24 0.25
Acidisphaera (AP) 0.00 0.07 0.12| 0.00 0.00| 0.08 0.04| 0.12 0.09| 0.03 0.18
Aciditerrimonas (ACT) 063 082 1.17| 0.06 040| 029 042| 023 0.34| 045 043
Acidobacterium (ACB) 20.29 20.57 11.51 (1211 3.33|1237 7.34(/10.58 3.97(10.20 13.11
Acidothermus (ACT) 0.03 0.00 0.00| 0.00 0.01| 000 0.01| 0.02 0.04| 0.03 0.00
Acidovorax (BP) 0.00 0.02 0.00| 0.00 0.00| 0.00 0.00| 0.00 0.00| 0.00 0.02
Acinetobacter (GP) 0.01 0.00 0.00| 0.00 0.00| 002 0.01| 041 0.00| 0.00 0.02
Actinoallomurus (ACT) 042 041 093] 0.06 096| 005 0.58| 060 051 013 0.16
Actinocatenispora (ACT) 0.07 0.05 0.03| 0.02 0.06| 007 0.21| 0.13 0.06| 0.00 0.02
Actinocorallia (ACT) 0.00 0.00 0.00| 0.04 0.04| 001 0.00| 0.00 0.00| 0.00 0.00
Actinomadura (ACT) 0.03 0.00 0.03| 0.02 0.01| 000 0.01| 0.00 0.02| 0.00 0.00
Actinomyces (ACT) 038 086 043| 038 0.15| 037 0.21| 012 0.06| 0.16 0.08
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Actinoplanes (ACT)
Actinotalea (ACT)
Adhaeribacter (B)
Aeromicrobium (ACT)
Afipia (AP)
Agrococcus (ACT)
Algorimarina (DP)
Aliihoeflea (AP)
Altererythrobacter (AP)
Alteromonas(GP)
Ammoniphilus (F)
Amycolatopsis (ACT)
Anabaena (CY)
Anaerobacterium (F)
Anaeromyxobacter (DP)
Anderseniella (AP)
Angustibacter (ACT)
Anoxybacillus (F)
Aquabacterium (BP)
Aquicella(GP)
Archangium (DP)
Arcobacter (EP)
Arenimonas(GP)
Arthrobacter (ACT)
Azoarcus (BP)
Azorhizobium (AP)
Azospirillum (AP)
Bacillus (F)
Bacteriovorax (DP)
Bacteroides (B)

Bauldia (AP)

0.08

0.00

0.08

0.03

0.04

0.00

0.00

0.00

0.03

0.00

0.00

0.00

0.00

1.97

0.00

0.01

0.00

0.08

0.01

0.04

0.00

0.33

0.06

0.00

0.00

0.18

0.56

0.00

0.04

0.00

0.16

0.00

0.09

0.07

0.02

0.05

0.00

0.04

0.00

0.07

0.04

0.00

0.09

0.00

2.15

0.00

0.00

0.00

0.09

0.07

0.00

0.00

0.18

0.00

0.00

0.00

0.18

0.79

0.00

0.00

0.00

0.40

0.00

0.00

0.06

0.00

0.00

0.09

0.00

0.00

0.00

0.00

0.03

0.00

0.00

1.54

0.00

0.00

0.00

0.12

0.31

0.00

0.00

0.52

0.00

0.00

0.00

0.12

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.21

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.06

0.00

0.00

1.29

0.00

0.00

0.00

0.17

0.19

0.00

0.00

0.06

9.18

0.00

0.00

0.08

0.32

0.00

0.00

0.02
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0.16

0.00

0.01

0.21

0.00

0.01

0.00

0.00

0.00

0.01

0.07

0.00

0.00

0.00

0.24

0.00

0.00

0.00

0.09

0.00

0.07

0.00

0.04

16.74

0.00

0.00

0.06

3.17

0.00

0.00

0.01

0.06

0.00

0.06

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.01

0.00

0.00

0.84

0.00

0.00

0.00

0.18

0.03

0.00

0.00

0.08

0.05

0.01

0.00

0.11

0.23

0.00

0.00

0.00

0.39

0.00

0.06

2,77

0.00

0.05

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.01

0.00

0.01

0.81

0.00

0.01

0.00

0.23

0.11

0.00

0.00

0.12

0.06

0.00

0.00

0.25

1.55

0.00

0.00

0.01

0.18

0.00

0.00

0.35

0.00

0.02

0.00

0.00

0.00

0.07

0.00

0.02

0.05

0.00

0.66

0.00

0.02

0.00

0.17

0.00

0.00

0.00

0.02

0.02

0.00

0.00

0.08

0.22

0.00

0.00

0.02

0.50

0.01

0.02

0.42

0.00

0.01

0.00

0.00

0.00

0.06

0.00

0.00

0.12

0.00

0.19

0.00

0.01

0.00

0.29

0.00

0.02

0.00

0.10

0.04

0.00

0.00

0.36

0.49

0.00

0.00

0.00

0.03

0.08

0.03

0.00

0.05

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.92

0.03

0.00

0.00

0.00

0.05

0.03

0.08

0.34

0.21

0.00

0.08

0.32

0.55

0.00

0.00

0.00

0.21

0.00

0.06

0.08

0.00

0.03

0.03

0.00

0.01

0.01

0.00

0.00

0.00

0.00

0.97

0.00

0.02

0.01

0.00

0.18

0.00

0.01

0.33

0.01

0.04

0.10

0.44

0.54

0.03

0.00

0.06
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Bdellovibrio (DP)
Beggiatoa(GP)
Beijerinckia (AP)
Bellilinea (CL)
Blastocatella (ACB)
Blastochloris (AP)
Blastococcus (ACT)
Bordetella (BP)
Bosea (AP)
Bradyrhizobium (AP)
Brevundimonas (AP)
Brucella (AP)
Burkholderia (BP)
Byssovorax (DP)
Caedibacter (AP)
Caldilinea (CL)
Caldimonas (BP)
Caloramator (F)
C.Alysiosphaera (AP)
C. Chloracidobacterium (ACB)
. Koribacter (ACB)
. Kuenenia (PL)

. Microthrix (ACT)

. Nucleicultrix (AP)

o o o o 0O

. Odyssella (AP)

9]

. Saccharimonas (UB)
C. Solibacter (ACB)

C. Xiphinematobacter (V)
Catellatospora (ACT)
Catenulispora (ACT)

Catenuloplanes (ACT)

0.03

0.00

0.01

0.03

0.01

0.14

0.00

0.00

0.18

0.00

0.00

0.88

0.06

0.00

0.67

0.00

0.00

0.01

0.00

0.47

0.04

0.03

0.00

0.00

0.29

0.00

0.00

0.00

0.06

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.07

0.05

0.00

0.00

0.39

0.00

0.00

1.27

0.05

0.00

0.93

0.00

0.00

0.00

0.00

0.32

0.09

0.00

0.00

0.00

0.22

0.36

0.00

0.00

0.04

0.02

0.00

0.00

0.03

0.15

0.00

0.25

0.19

0.00

0.00

0.89

0.00

0.00

1.36

0.12

0.00

0.19

0.00

0.00

0.06

0.00

0.52

0.00

0.03

0.00

0.00

0.00

0.25

0.00

0.06

0.00

0.09

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.02

0.02

0.00

0.00

0.42

0.00

0.00

1.04

0.00

0.00

0.34

0.00

0.00

0.00

0.00

0.25

0.00

0.00

0.00

0.02

0.23

0.25

0.00

0.02

0.00

0.04
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0.00

0.00

0.12

0.00

0.00

0.21

0.34

0.00

0.00

0.30

0.00

0.00

0.55

0.10

0.00

0.31

0.00

0.00

0.03

0.00

0.07

0.00

0.07

0.00

0.00

0.06

0.07

0.00

0.01

0.04

0.04

0.02

0.00

0.07

0.00

0.00

0.04

0.04

2.05

0.01

0.32

0.00

0.00

0.95

0.00

0.02

0.52

0.00

0.00

0.00

0.00

0.26

0.01

0.00

0.00

0.03

0.22

0.47

0.03

0.00

0.00

0.03

0.01

0.00

0.00

0.00

0.02

0.28

0.29

0.16

0.00

0.93

0.01

0.01

1.78

0.13

0.00

0.81

0.00

0.01

0.00

0.00

0.61

0.00

0.07

0.00

0.00

0.05

0.29

0.00

0.05

0.01

0.10

0.00

0.00

0.02

0.00

0.02

0.10

0.10

0.00

0.00

1.23

0.00

0.05

1.31

0.05

0.02

0.27

0.08

0.03

0.00

0.00

0.08

0.00

0.05

0.02

0.00

0.25

0.22

0.02

0.07

0.00

0.02

0.00

0.04

0.04

0.02

0.00

0.14

0.22

0.00

0.01

1.62

0.00

0.00

1.28

0.27

0.02

0.35

0.09

0.00

0.01

0.00

0.28

0.01

0.00

0.04

0.00

0.05

0.68

0.00

0.10

0.02

0.06

0.03

0.00

0.00

0.08

0.00

0.34

0.29

0.00

0.08

0.82

0.00

0.00

1.45

0.00

0.61

0.03

0.00

0.00

0.00

1.40

0.00

0.00

0.00

0.11

0.18

0.26

0.00

0.16

0.00

0.03

0.00

0.01

0.00

0.00

0.00

0.28

0.13

0.00

0.01

1.36

0.00

0.00

2.16

0.28

0.01

0.87

0.01

0.00

0.00

0.04

0.00

0.00

0.00

0.00

0.72

0.00

0.20

0.01

0.06



Material suplementario — Capitulo IX

Caulobacter (AP)
Cellulomonas (ACT)
Cellulosimicrobium (ACT)
Chelatococcus (AP)
Chitinophaga (B)
Chloroflexus (CL)
Chloroherpeton (CLB)
Chondromyces (DP)
Chromohalobacter(GP)
Chthoniobacter (V)
Clostridium (F)
Conexibacter (ACT)
Crocinitomix (B)
Crossiella (ACT)
Cryobacterium (ACT)
Cupriavidus (BP)
Cyanobacterium (CY)
Cystobacter (DP)
Dactylosporangium (ACT)
Defluviicoccus (AP)
Dehalococcoides (CL)
Dehalogenimonas (CL)
Delftia (BP)

Derxia (BP)
Desulfatibacillum (DP)
Desulfitobacterium (F)
Desulfobulbus (DP)
Desulfocaldus (DP)
Desulfoglaeba (DP)
Desulfomonile (DP)

Desulforegula (DP)

0.00

0.00

0.00

0.00

0.13

0.17

0.00

0.03

0.00

0.10

0.08

2.02

0.01

0.00

0.00

0.15

0.08

0.04

0.21

0.01

1.47

1.24

0.00

0.00

0.18

0.36

0.06

0.01

0.00

0.06

0.81

0.00

0.00

0.00

0.00

0.16

0.20

0.00

0.09

0.00

0.02

0.02

1.88

0.00

0.00

0.00

0.23

0.04

0.05

0.16

0.00

1.72

1.90

0.02

0.05

0.00

0.63

0.00

0.00

0.00

0.00

0.91

0.03

0.00

0.00

0.00

0.37

0.15

0.00

0.03

0.00

0.00

0.03

5.62

0.00

0.15

0.09

0.12

0.06

0.03

0.22

0.09

1.08

1.73

0.00

0.00

0.00

0.28

0.00

0.00

0.00

0.00

0.12

0.00

0.00

0.00

0.00

0.06

0.08

0.00

0.02

0.00

0.04

0.02

0.66

0.00

0.00

0.00

2.35

0.04

0.02

0.04

0.00

0.78

0.00

0.00

0.00

0.21

0.00

0.00

0.00

0.00

0.42
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0.00

0.10

0.04

0.01

0.00

0.21

0.00

0.00

0.00

0.00

0.04

2.88

0.00

0.03

0.00

0.46

0.01

0.00

0.18

0.07

0.34

0.46

0.00

0.01

0.00

0.10

0.00

0.00

0.00

0.00

0.09

0.00

0.00

0.00

0.00

0.12

0.37

0.00

0.02

0.00

0.09

0.03

1.00

0.01

0.00

0.00

0.96

0.01

0.01

0.03

0.00

1.23

0.87

0.00

0.03

0.00

0.51

0.00

0.03

0.00

0.00

0.42

0.00

0.00

0.00

0.04

0.04

0.10

0.00

0.02

0.00

0.12

0.01

3.42

0.00

0.01

0.00

0.85

0.01

0.01

0.13

0.04

0.68

0.47

0.00

0.00

0.00

0.23

0.00

0.00

0.00

0.00

0.27

0.07

0.00

0.00

0.00

0.07

0.23

0.00

0.03

0.00

0.02

0.03

0.00

0.00

0.00

2.24

0.02

0.07

0.10

0.00

0.78

0.00

0.00

0.00

0.41

0.00

0.00

0.00

0.02

0.60

0.00

0.00

0.02

0.00

0.09

0.10

0.00

0.00

0.00

0.35

0.10

2.78

0.00

0.00

0.00

1.55

0.00

0.19

0.22

0.00

0.26

0.38

0.00

0.01

0.00

0.14

0.00

0.03

0.00

0.00

0.16

0.00

0.03

0.00

0.00

0.47

0.76

0.08

0.18

0.00

0.00

0.00

3.30

0.00

0.00

0.00

0.26

0.00

0.08

0.03

0.00

0.58

0.00

0.00

0.00

0.84

0.00

0.00

0.00

0.13

0.00

0.06

0.00

0.00

0.52

0.33

0.00

0.28

0.03

0.02

0.00

2.92

0.01

0.00

0.00

0.28

0.00

0.08

0.03

0.00

0.73

1.47

0.00

0.00

0.00

0.72

0.00

0.00

0.00

0.01

0.18



Material suplementario — Capitulo IX

Desulfovibrio (DP)
Desulfovirga (DP)
Desulfuromonas (DP)
Devosia (AP)
Dokdonella(GP)
Dongia (AP)
Dyadobacter (B)
Dyella(GP)
Edaphobacter (ACB)
Elusimicrobium ( E)
Enterobacter(GP)
Erythrobacter (AP)
Ferrimicrobium (ACT)
Ferrithrix (ACT)
Ferrovum (BP)
Ferruginibacter (B)
Filimonas (B)
Flavihumibacter (B)
Flavisolibacter (B)
Flavitalea (B)
Flavobacterium (B)
Flexibacter (B)
Fluviicola (B)
Fodinicola (ACT)
Frankia (ACT)
Fusobacterium (FSB)
Gaiella (ACT)
Gallionella (BP)
Geminicoccus (AP)
Gemmata (PL)

Gemmatimonas (G)

0.00

1.27

0.01

0.00

0.21

0.01

0.07

0.01

0.65

0.04

0.00

0.00

0.13

0.26

0.00

0.03

0.01

0.00

0.00

0.00

0.18

0.00

0.06

0.07

0.08

0.19

0.74

0.01

0.01

0.06

3.10

0.00

1.52

0.02

0.04

0.32

0.02

0.02

0.00

0.50

0.00

0.00

0.00

0.09

0.07

0.05

0.00

0.00

0.05

0.00

0.07

0.05

0.00

0.00

0.27

0.02

0.63

0.00

0.00

0.20

3.78

0.00

1.27

0.12

0.00

0.65

0.00

0.00

0.00

0.09

0.00

0.03

0.00

0.40

0.15

0.03

0.00

0.03

0.00

0.00

0.03

0.03

0.25

0.00

0.09

0.46

0.12

2.56

0.03

0.00

0.34

6.51

0.08

1.40

0.00

0.00

0.04

0.04

0.00

0.08

0.40

0.00

0.00

0.00

0.02

0.00

0.00

0.02

0.02

0.00

0.00

0.00

0.11

0.00

0.00

0.08

0.06

0.04

0.30

0.06

0.00

0.11

1.87
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0.00

0.43

0.01

0.00

0.04

0.00

0.00

0.09

0.10

0.00

0.00

0.00

0.10

0.03

0.00

0.00

0.04

0.00

0.03

0.00

0.04

0.01

0.00

0.00

0.61

0.04

0.90

0.01

0.01

0.00

1.94

0.00

0.03

0.00

0.23

0.04

0.00

0.04

0.34

0.00

0.15

0.02

0.13

0.05

0.02

0.01

0.03

0.00

0.00

0.01

0.05

0.00

0.07

0.00

0.05

0.05

0.32

0.00

0.00

0.04

212

0.00

0.85

0.07

0.00

0.63

0.21

0.00

0.23

0.21

0.00

0.02

0.01

0.16

0.15

0.00

0.01

0.04

0.00

0.00

0.00

0.02

0.06

0.05

0.06

0.34

0.13

1.49

0.01

0.00

0.01

4.66

0.00

1.44

0.03

0.00

0.13

0.00

0.22

0.41

0.00

0.00

0.03

0.00

0.13

0.00

0.00

0.05

0.00

0.07

0.22

0.03

0.00

0.00

0.02

0.35

0.00

0.53

0.00

0.00

0.15

1.44

0.00

0.58

0.01

0.00

0.59

0.41

0.05

0.37

0.89

0.00

0.00

0.04

0.13

0.07

0.00

0.00

0.06

0.00

0.05

0.04

0.05

0.02

0.00

0.00

0.42

0.05

1.60

0.00

0.01

0.04

1.93

0.00

0.40

0.05

0.26

0.21

0.03

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.05

0.18

0.00

0.05

0.08

0.03

0.16

0.00

0.74

0.13

0.13

0.13

0.05

1.34

0.00

0.00

0.00

5.33

0.00

0.61

0.08

0.01

0.48

0.09

0.00

0.13

0.15

0.00

0.00

0.00

0.02

0.00

0.04

0.03

0.03

0.00

0.46

0.12

0.19

0.08

0.12

0.04

1.32

0.00

0.00

0.00

7.25



Material suplementario — Capitulo IX

Geoalkalibacter (DP)
Geobacillus (F)
Geobacter (DP)
Geodermatophilus (ACT)
Geothermobacter (DP)
Geothrix (ACB)
Gloeobacter (CY)
Haliangium (DP)
Haliscomenobacter (B)
Heliobacterium (F)
Herbaspirillum (BP)
Herbidospora (ACT)
Hirschia (AP)
Holophaga (ACB)
Hydrogenophaga (BP)
Hyphomicrobium (AP)
Hyphomonas (AP)
lamia (ACT)

Ideonella (BP)
llumatobacter (ACT)
Inquilinus (AP)
Intrasporangium (ACT)
Isoptericola (ACT)
Isosphaera (PL)
Janibacter (ACT)
Jatrophihabitans (ACT)
Kaistobacter (AP)
Kineosporia (ACT)
Kitasatospora (ACT)
Kocuria (ACT)

Kofleria (DP)

0.00

0.06

1.47

0.00

0.04

0.15

0.03

0.81

0.06

0.14

0.00

0.01

0.04

13.91

0.04

0.00

0.31

0.00

0.08

0.01

0.00

0.00

0.00

0.03

0.08

1.57

0.00

0.01

0.00

0.13

0.00

0.00

1.79

0.04

0.05

0.05

0.04

0.82

0.02

0.00

0.00

0.00

0.00

14.67

0.00

0.05

0.00

0.02

0.02

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.14

0.13

2.31

0.04

0.00

0.00

0.29

0.00

0.00

0.03

0.06

0.06

0.03

0.77

0.03

0.00

0.00

0.00

0.00

8.73

0.00

0.43

0.03

0.00

0.03

0.12

0.00

0.00

0.00

0.00

0.25

0.25

2.10

0.09

0.06

0.00

0.19

0.00

0.00

0.91

0.00

0.00

0.06

0.00

0.30

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

11.22

0.00

0.04

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.04

0.00

0.02

0.00

2.08

0.00

0.00

0.02

0.19
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0.00

0.00

0.33

0.07

0.00

0.00

0.00

0.28

0.00

0.03

0.00

0.01

0.00

2.48

0.00

0.25

0.00

0.01

0.01

0.06

0.00

0.04

0.03

0.01

0.04

14.39

0.12

0.00

0.09

0.15

0.00

0.00

1.07

0.01

0.01

0.09

0.00

0.61

0.00

0.04

0.01

0.00

0.00

9.59

0.00

0.16

0.01

0.02

0.01

0.03

0.54

0.00

0.00

0.00

0.05

0.02

2.35

0.00

0.00

0.00

0.10

0.00

0.00

1.06

0.15

0.01

0.02

0.01

0.76

0.00

0.05

0.10

0.00

0.00

5.26

0.00

0.25

0.00

0.01

0.07

0.59

0.00

0.00

0.00

0.02

0.16

15.43

0.01

0.00

0.00

0.45

0.00

0.00

1.51

0.02

0.03

0.02

0.02

0.35

0.03

0.00

0.00

0.03

0.00

7.23

0.00

0.30

0.07

0.03

0.02

0.13

0.05

0.00

0.00

0.10

0.07

0.10

3.35

0.00

0.00

0.00

0.18

0.00

0.00

1.22

0.04

0.01

0.00

0.00

0.71

0.03

0.01

0.03

0.00

0.00

2.65

0.00

0.25

0.00

0.04

0.05

0.15

0.03

0.00

0.01

0.00

0.00

0.16

18.47

0.03

0.00

0.00

0.53

0.00

0.00

0.00

0.00

0.50

0.00

0.34

0.32

0.00

0.05

7.41

0.00

0.37

0.00

0.21

0.05

0.24

0.03

0.00

0.00

0.00

0.24

0.03

6.33

0.00

0.00

0.00

0.32

0.03

0.00

0.00

0.00

0.49

0.00

0.71

0.31

0.24

0.00

0.00

0.00

7.86

0.00

0.27

0.00

0.17

0.00

0.09

0.00

0.00

0.00

0.00

0.20

0.07

5.41

0.00

0.00

0.03

0.26



Material suplementario — Capitulo IX

Kouleothrix (CL)
Kribbella (ACT)
Ktedonobacter (CL)
Kutzneria (ACT)
Labilithrix (DP)
Labrys (AP)
Legionella (GP)
Leifsonia (ACT)
Lentzea (ACT)
Leptothrix (BP)
Levilinea (CL)
Longilinea (CL)
Longispora (ACT)
Luedemannella (ACT)
Luteibacter (GP)
Luteimonas (GP)
Luteolibacter(V)
Lysinibacillus (F)
Lysobacter (GP)
Magnetospirillum (AP)
Marmoricola (ACT)
Massilia (BP)
Melioribacter
Mesorhizobium (AP)
Metallibacterium (GP)
Methylibium (BP)
Methylobacillus (BP)
Methylobacterium (AP)
Methylocella (AP)
Methylocystis (AP)

Methylophilus (BP)

0.08

0.01

0.07

0.00

0.03

0.00

0.00

0.00

0.01

0.04

0.29

3.30

0.00

0.04

0.00

0.00

0.93

0.01

0.06

0.00

0.08

0.32

0.04

0.08

0.00

0.04

0.00

0.00

0.00

0.01

0.00

0.05

0.00

0.09

0.02

0.00

0.00

0.00

0.00

0.02

0.04

0.30

4.50

0.00

0.07

0.00

0.00

0.43

0.00

0.02

0.11

0.02

0.18

0.00

0.14

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.15

0.00

0.15

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.03

0.28

0.40

4.23

0.09

0.06

0.00

0.00

0.22

0.00

0.03

0.00

0.37

0.25

0.00

0.19

0.00

0.06

0.00

0.03

0.00

0.15

0.00

0.06

0.36

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.06

0.00

0.13

2.33

0.00

0.02

0.00

0.00

0.98

0.00

0.02

0.00

0.02

0.38

0.00

0.08

0.00

0.02

0.15

0.11

0.00

0.04

0.15
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0.12

0.45

0.18

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.04

0.01

0.30

1.37

0.00

0.06

0.00

0.03

0.10

0.01

0.01

0.00

0.30

0.28

0.00

0.01

0.00

0.07

0.00

0.01

0.00

0.06

0.00

0.08

0.09

0.08

0.03

0.00

0.03

0.00

0.00

0.03

0.02

0.20

2.19

0.00

0.00

0.05

0.02

1.63

0.01

0.03

0.00

0.05

0.19

0.00

0.06

0.00

0.19

0.02

0.01

0.00

0.00

0.01

0.00

0.16

0.24

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.02

0.01

0.16

1.98

0.00

0.24

0.05

0.00

0.22

0.00

0.02

0.00

0.13

0.13

0.00

0.06

0.00

0.18

0.00

0.01

0.01

0.02

0.00

0.18

0.08

0.25

0.00

0.00

0.03

0.00

0.00

0.02

0.33

0.31

4.01

0.00

0.07

0.00

0.00

0.23

0.00

0.00

0.00

0.07

0.07

0.00

0.00

0.38

0.00

0.05

0.00

0.02

0.00

0.01

0.05

0.25

0.00

0.00

0.04

0.03

0.00

0.00

0.12

0.30

1.95

0.00

0.02

0.00

0.00

0.66

0.00

0.01

0.00

0.14

0.18

0.00

0.28

0.00

0.40

0.00

0.16

0.01

0.17

0.00

0.00

0.00

0.55

0.00

0.00

0.00

0.00

0.11

0.00

0.05

0.21

2.77

0.00

0.21

0.00

0.00

0.32

0.00

0.40

0.00

0.29

0.42

0.00

0.45

0.00

0.13

0.00

0.05

0.00

0.00

0.00

0.03

0.00

0.74

0.00

0.01

0.00

0.02

0.00

0.06

0.00

0.20

3.25

0.00

0.18

0.06

0.00

0.16

0.00

0.19

0.00

0.11

0.19

0.00

0.24

0.04

0.12

0.00

0.01

0.00

0.04

0.00



Material suplementario — Capitulo IX

Methylopila (AP)
Methylosinus (AP)
Methyloversatilis (BP)
Methylovorus (BP)
Micromonospora (ACT)
Microvirga (AP)
Moorella (F)
Mycobacterium (ACT)
Myxococcus (DP)
Nakamurella (ACT)
Nannocystis (DP)
Natronocella (GP)
Nevskia (GP)
Niastella (B)
Nitrobacter (AP)
Nitrosococcus (GP)
Nitrosospira (BP)
Nitrosovibrio (BP)
Nitrospina (N)
Nitrospira (ACT)
Nocardioides (ACT)
Nonomuraea (ACT)
Nordella (AP)
Novosphingobium (AP)
Oceanibaculum (AP)
Ohtaekwangia (B)
Opitutus (V)

Orientia (AP)
Ornithinicoccus (ACT)
Oryzihumus (ACT)

Paenibacillus (F)

0.00

0.24

0.00

0.00

0.00

0.90

0.15

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.17

0.00

0.00

0.07

0.36

0.00

0.28

0.53

0.01

0.00

0.03

0.01

0.01

0.15

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.20

0.04

0.00

1.09

0.00

0.63

0.09

0.00

0.04

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.23

0.43

0.02

0.48

0.27

0.00

0.00

0.00

0.00

0.04

0.09

0.00

0.00

0.02

0.04

0.00

0.06

0.06

0.00

1.05

0.06

0.52

0.31

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.19

0.62

0.00

0.40

0.86

0.09

0.06

0.00

0.00

0.00

0.06

0.00

0.00

0.00

0.00

0.02

0.00

0.00

0.42

0.02

0.40

0.04

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.17

0.49

0.00

0.38

0.42

0.02

0.00

0.00

0.00

0.25

0.00

0.00

0.00

0.00
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0.00

0.09

0.03

0.00

0.24

0.09

0.03

0.27

0.07

0.06

0.00

0.00

0.00

0.07

0.00

0.00

0.01

0.18

0.00

0.04

1.29

0.00

0.04

0.70

0.00

0.00

0.00

0.00

0.07

0.04

0.10

0.00

0.05

0.01

0.00

0.96

0.00

0.60

0.05

0.01

0.00

0.00

0.00

0.02

0.08

0.00

0.01

0.22

0.29

0.03

0.29

0.68

0.00

0.10

0.02

0.00

0.03

0.17

0.02

0.00

0.00

0.01

0.00

0.17

0.00

0.00

0.81

0.08

0.23

0.21

0.01

0.01

0.00

0.00

0.06

0.58

0.00

0.00

0.41

0.57

0.01

0.27

4.82

0.01

0.04

0.00

0.01

0.01

0.01

0.00

0.00

0.00

0.00

0.03

0.03

0.00

0.38

0.03

0.40

0.10

0.00

0.02

0.00

0.00

0.25

0.13

0.00

0.61

0.30

0.18

0.00

0.18

1.06

0.00

0.03

0.02

0.00

0.00

0.02

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.05

0.09

0.00

0.32

0.06

0.21

0.00

0.00

0.00

0.03

0.21

0.54

0.01

0.01

0.39

0.00

0.18

1.23

0.00

0.08

0.02

0.00

0.00

0.12

0.00

0.00

0.00

0.07

0.00

0.47

0.00

0.00

0.03

0.21

0.18

0.00

0.03

0.03

0.00

0.00

0.21

0.00

0.00

0.29

0.00

0.32

0.37

0.05

0.05

0.18

0.08

0.13

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.29

0.03

0.00

1.00

0.07

0.15

0.07

0.00

0.00

0.09

0.00

0.00

0.00

0.04

0.25

0.20

0.00

0.26

0.33

0.00

0.28

0.16

0.00

0.18

0.09

0.00

0.00

0.01

0.00



Material suplementario — Capitulo IX

Panacagrimonas (GP)
Parachlamydia (CLD)
Paracoccus (AP)
Paracraurococcus (AP)
Parasegetibacter (B)
Pedobacter (B)
Pedomicrobium (AP)
Pedosphaera (V)
Pelobacter (DP)
Phaselicystis (DP)
Phenylobacterium (AP)
Planctomyces (PL)
Plesiocystis (DP)
Polaromonas (BP)
Polyangium (DP)
Porphyrobacter (AP)
Prolixibacter (B)
Promicromonospora (DP)
Prosthecobacter (V)
Prosthecomicrobium (AP)
Pseudolabrys (AP)
Pseudomonas (GP)
Pseudonocardia (ACT)
Pseudoxanthomonas (GP)
Ralstonia (BP)
Ramlibacter (BP)
Reyranella (AP)
Rhizobium (AP)
Rhizomicrobium (AP)
Rhodanobacter (GP)

Rhodobium (AP)

0.00

0.03

0.00

0.00

0.00

0.00

0.08

0.10

0.01

0.00

0.07

0.01

0.00

0.00

0.00

0.03

0.00

0.01

12.60

0.01

0.03

1.79

0.07

0.00

0.00

0.00

0.06

0.46

0.00

0.00

0.01

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.09

0.00

0.00

0.09

0.00

0.00

0.00

0.13

0.00

0.00

0.00

6.58

0.00

0.00

1.85

0.13

0.00

0.00

0.00

0.56

0.36

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.09

0.06

0.40

0.09

0.00

0.06

0.00

0.00

0.00

0.06

0.00

0.00

0.00

5.92

0.00

0.12

0.93

0.12

0.00

0.00

0.03

0.25

0.68

0.00

0.00

0.22

0.02

0.11

0.00

0.00

0.00

0.00

0.02

0.06

0.02

0.00

0.04

0.02

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

13.13

0.00

0.00

1.82

0.02

0.00

0.00

0.02

0.19

0.25

0.00

0.00

0.04
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0.00

0.00

0.01

0.01

0.00

0.00

0.12

0.01

0.00

0.00

0.04

0.01

0.00

0.01

0.00

0.03

0.00

0.03

1.27

0.00

0.01

0.37

0.33

0.00

0.00

0.04

0.06

0.30

0.00

0.00

0.09

0.03

0.00

0.02

0.00

0.00

0.00

0.03

0.12

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.03

0.00

0.00

0.00

0.00

21.62

0.03

0.02

2.05

0.06

0.03

0.00

0.05

0.22

0.49

0.01

0.03

0.03

0.01

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.16

0.06

0.01

0.00

0.21

0.02

0.00

0.06

0.02

0.00

0.00

0.00

2.51

0.00

0.05

0.85

0.22

0.00

0.00

0.40

0.24

0.78

0.05

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.18

0.07

0.03

0.00

0.07

0.03

0.00

0.08

0.03

0.03

0.03

0.00

6.33

0.00

0.00

0.68

0.20

0.00

0.00

0.05

0.12

0.38

0.00

0.00

0.08

0.01

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.26

0.11

0.05

0.00

0.21

0.03

0.00

0.02

0.01

0.00

0.01

0.00

14.44

0.02

0.02

0.54

0.31

0.00

0.00

0.15

0.26

0.87

0.00

0.00

0.03

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.29

0.00

0.05

0.00

0.18

0.00

0.00

0.00

0.03

0.00

0.00

0.00

7.96

0.00

0.40

0.42

0.05

0.00

0.13

0.24

0.58

1.21

0.08

0.00

0.32

0.01

0.00

0.00

0.00

0.03

0.00

0.17

0.01

0.01

0.03

0.34

0.03

0.03

0.01

0.03

0.00

0.00

6.32

0.09

0.24

0.52

0.01

0.00

0.00

0.00

0.24



Material suplementario — Capitulo IX

Rhodocista (AP)
Rhodococcus (ACT)

Rhodoferax (BP)

Rhodomicrobium (AP)

Rhodopila (AP)
Rhodopirellula (PL)
Rhodoplanes (AP)
Rhodovastum (AP)
Rhodovulum (AP)
Roseiflexus (CL)
Roseimicrobium (V)
Rubrivivax (BP)
Rubrobacter (ACT)
Rudaea (GP)
Ruminococcus (F)
Saccharibacter (AP)
Schlegelella (BP)
Serratia (GP)
Sideroxydans(BP)
Singulisphaera (PL)
Sinorhizobium (AP)
Skermanella (AP)

Solimonas (GP)

Solirubrobacter (ACT)

Sphaerobacter (CL)

Sphingobacterium (B)

Sphingobium (AP)
Sphingomonas (AP)
Sphingopyxis (AP)
Sphingorhabdus (AP)

Sphingosinicella (AP)

0.00

0.04

0.00

0.03

0.00

0.00

1.63

0.00

0.00

0.19

0.00

0.07

0.14

0.04

0.00

0.03

0.10

0.08

0.04

0.00

0.00

0.03

0.00

2.14

0.24

0.06

0.00

0.86

0.01

0.00

0.01

0.02

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

1.16

0.00

0.00

0.45

0.02

0.09

0.23

0.00

0.00

0.02

0.11

0.16

0.02

0.09

0.00

0.13

0.00

2.33

0.47

0.05

0.00

0.59

0.00

0.00

0.00

0.09

0.00

0.00

0.03

0.00

0.00

4.38

0.00

0.00

0.12

0.00

0.03

0.22

0.06

0.00

0.00

0.09

0.19

0.03

0.03

0.00

0.03

0.00

4.75

0.25

0.09

0.03

1.27

0.00

0.00

0.00

0.00

0.02

0.00

0.02

0.00

0.00

1.00

0.00

0.00

0.08

0.02

0.02

0.17

0.00

0.00

0.00

0.02

0.04

0.00

0.02

0.00

0.06

0.00

1.02

0.28

0.02

0.17

14.57

0.00

0.04
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0.00

0.21

0.15

0.07

0.01

0.00

1.58

0.00

0.00

0.30

0.00

0.04

0.21

0.03

0.00

0.00

0.04

0.27

0.01

0.00

0.00

0.01

0.00
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0.28

0.00

0.06

22.03

1.88

0.01

0.00

0.00

0.00

0.03

0.00

0.00

0.00

0.80

0.00

0.00

0.10

0.01

0.05

0.18

0.02

0.00

0.02

0.15

0.09

0.00

0.03

0.01

0.06

0.03

0.86

0.09

0.05

12.12

1.21

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.02

0.00

0.00

2.60

0.00

0.00

0.06

0.00

0.12

0.15

0.05

0.00

0.00

0.05

0.04

0.01

0.01

0.04

0.00

3.02

0.21

0.01

4.96

4.48

0.15

0.00

0.01

0.03

0.02

0.02

0.00

0.00

0.00

1.49

0.00

0.00

0.20

0.05

0.08

0.30

0.02

0.00

0.00

0.08

0.17

0.03

0.13

0.00

0.00

0.00

0.31

0.00

27.19

1.08

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.02

0.04

0.04

0.00

2.54

0.00

0.00

0.02

0.01

0.22

0.10

0.01

0.00

0.00

0.05

0.04

0.06

0.04

0.00

0.02

0.00

1.79

0.08

0.00

8.67

4.86

0.00

0.00

0.00

0.03

0.08

0.00

0.00

0.00

0.00

3.98

0.03

0.00

0.00

0.00

0.05

0.24

0.00

0.08

0.00

0.26

0.00

0.08

0.00

0.00

0.00

0.00
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0.03

0.47

4.90

0.00

0.00

0.13

0.04

0.02

0.00

0.06

0.00

0.03

4.52

0.00

0.03

0.00

0.01

0.02

0.10

0.03

0.00

0.00

0.27

0.00

0.04

0.03

0.00

0.09

0.00

2.51

0.31

0.15

3.23

0.00

0.00

0.00



Material suplementario — Capitulo IX

Sphingoterrabacterium (B)
Spiroplasma (T)
Sporichthya (ACT)
Sporosarcina (F)

Stella (V)
Stenotrophomonas (GP)
Steroidobacter (GP)
Sterolibacterium (BP)
Streptomyces (ACT)
Synechococcus (CY)
Synechocystis (CY)
Syntrophobacter (DP)
Syntrophus (DP)
Telmatobacter (ACB)
Terrabacter (ACT)
Terriglobus (ACB)
Terrimonas (B)
Tetrasphaera (ACT)
Thauera (BP)
Thermacetogenium (F)
Thermaerobacter (F)
Thermobaculum (CL)
Thermoflavimicrobium (F)
Thermoleophilum (ACT)
Thermomicrobium (CL)
Thermomonas (GP)
Thermovum (AP)
Thermus (D)
Thiobacillus (BP)
Thioprofundum (GP)

Thiorhodospira (GP)

0.00

0.00

0.43

0.04

0.26

0.00

0.06

0.00

0.26

0.03

0.00

0.31

0.01

0.00

0.01

0.24

0.50

0.01

0.00

0.24

0.15

0.64

2.48

0.65

0.03

0.10

0.04

0.00

0.00

0.00

0.25

0.00

0.05

0.30

0.02

0.29

0.00

0.16

0.14

0.30

0.07

0.00

0.25

0.00

0.00

0.00

0.16

0.18

0.02

0.00

0.04

0.05

0.63

3.14

0.52

0.02

0.00

0.00

0.02

0.02

0.13

0.00

0.00

0.59

0.06

0.31

0.00

0.28

0.00

1.33

0.00

0.00

0.25

0.00

0.12

0.06

0.09

0.46

0.00

0.00

0.00

0.03

0.40

1.82

0.99

0.03

0.03

0.03

0.00

0.03

0.00

0.28

0.00

0.00

0.02

0.04

0.17

0.00

0.11

0.00

0.25

0.00

0.00

0.21

0.00

0.00

0.02

0.06

0.30

0.02

0.00

0.15

0.00

0.36

0.53

0.23

0.02

0.04

0.00

0.00

0.00

0.00

0.02
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0.00

0.00

0.39

0.15

0.12

0.00

0.00

0.00

0.57

0.00

0.00

0.07

0.00

0.01

0.19

0.03

0.15

0.07

0.00

0.00

0.00

0.27

0.42

0.60

0.01

0.01

0.01

0.00

0.00

0.00

0.00

0.04

0.00

0.18

0.00

0.25

0.00

0.06

0.02

0.16

0.02

0.04

0.23

0.00

0.02

0.02

0.12

0.13

0.01

0.00

0.03

0.02

0.28

0.70

0.16

0.07

0.09

0.00

0.03

0.00

0.05

0.09

0.00

0.00

0.29

0.08

0.29

0.00

0.08

0.06

0.72

0.00

0.00

0.18

0.00

0.02

0.01

0.15

0.29

0.00

0.00

0.10

0.01

0.34

0.62

0.50

0.02

0.02

0.01

0.00

0.00

0.00

0.08

0.00

0.00

0.25

0.02

0.28

0.03

0.17

0.00

0.30

0.00

0.00

0.15

0.00

0.00

0.00

0.00

0.10

0.00

0.00

0.00

0.00

1.09

0.36

0.31

0.02

0.07

0.00

0.03

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.26

0.02

0.82

0.00

0.16

0.01

0.32

0.00

0.00

0.05

0.01

0.13

0.00

0.01

0.38

0.00

0.00

0.00

0.02

0.35

0.21

0.55

0.00

0.10

0.01

0.00

0.01

0.00

0.01

0.00

0.00

0.29

0.00

0.34

0.00

0.34

0.00

0.24

0.00

0.00

0.13

0.16

0.00

0.00

0.37

0.47

0.00

0.05

0.00

0.00

0.32

4.98

0.47

0.08

0.58

0.00

0.00

0.00

0.00

0.08

0.00

0.00

0.31

0.02

0.52

0.00

0.16

0.00

0.28

0.00

0.00

0.26

0.03

0.01

0.02

0.21

0.38

0.01

0.06

0.00

0.00

0.43

3.24

0.48

0.03

0.15

0.06

0.01

0.07

0.00

0.06



Material suplementario — Capitulo IX

Thiorhodovibrio (GP)
Tumebacillus (F)
Vampirovibrio (DP)
Variovorax (BP)
Vasilyevaea (AP)
Verrucomicrobium (V)
Verrucosispora (ACT)
Virgisporangium (ACT)
Xanthomonas (GP)
Xenophilus (GP)
Yonghaparkia (ACT)

Zavarzinella (PL)

0.00

0.00

0.00

0.04

0.00

0.07

0.04

0.07

0.07

0.00

0.00

0.01

0.00 0.00
0.04 0.00
0.07 0.09
0.02 0.00
0.00 0.06
0.22 0.09
0.02 0.00
0.00 0.00
0.00 0.00
0.00 0.03
0.00 0.00
0.00 0.03

0.00

0.00

0.08

0.13

0.04

0.13

0.04

0.00

0.00

0.02

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.04

0.00

0.00

0.00

0.01

0.00

0.00

0.00

0.03

0.00

0.03

0.06

0.10

0.00

0.29

0.01

0.02

0.00

0.02

0.00

0.00

0.00| 0.00

0.04| 0.05

0.13| 0.07

0.23| 0.22

0.02| 0.00

0.12| 0.17

0.01| 0.03

0.00| 0.02

0.00| 0.00

0.02| 0.00

0.00| 0.00

0.00| 0.33

0.04

0.00

0.08

0.26

0.02

0.29

0.00

0.00

0.00

0.01

0.00

0.00

0.00 0.00

0.03 0.04

0.08 0.21

0.03 0.08

0.26 0.15

0.08 0.03

0.00 0.03

0.00 0.00

0.00 0.06

0.00 0.03

0.00 0.01

0.08 0.00

Tabla VI.81. Abundancia relativa de los principales filos bacterianos en el suelo inicial y en cada

microcosmo de suelo crénicamente contaminado con PAH al dia 14 y 63 de incubacion.

Filo SI IPK-Control IPK-CON IPK-AM

d14 d63 d14 d63 d14 d63
Acidobacteria 0.00 245 0.00 3.44 7.65 3.15 3.09
Actinobacteria 0.22 29.00 1.06 26.15 20.56 20.49 16.57
Bacteroidetes 0.22 6.59 0.65 6.59 7.27 6.26 11.93
Chloroflexi 0.00 9.00 0.33 15.75 16.87 10.08 442
Firmicutes 11.08 0.78 9.52 0.96 1.88 0.60 1.88
Gemmatimonadetes 0.00 0.37 0.00 1.06 2.51 1.00 2.65
Proteobacteria 88.49 40.27 88.32 39.26 35.55 49.68 52.38
Verrucomicrobia 0.00 11.35 0.12 6.57 7.46 8.54 6.41
Otros filos 0.00 0.20 0.00 0.22 0.25 0.20 0.66
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Material suplementario — Capitulo IX

Tabla VI.S2. Abundancia relativa de las clases de Proteobacteria en el suelo inicial y en cada

microcosmo de suelo créonicamente contaminado con PAH al dia14 y 63 de incubacion.

Sl IPK-Control IPK-CON IPK-AM
Clase Proteobacteria
d14 d63 d14 d63 d14 d63
Alphaproteobacteria 0.10 60.80 0.23 59.72 45.50 72.51 51.90
Betaproteobacteria 0.00 2.19 0.28 5.49 7.58 2.49 4.22
Deltaproteobacteria 0.00 5.90 0.00 6.00 6.00 3.10 5.70
Epsilonproteobacteria 0.00 0.18 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Gammaproteobacteria 99.90 30.92 99.49 28.78 40.92 21.90 38.19

Tabla VI.S3. Abundancia relativa de los 6rdenes bacterianos en el suelo inicial y en cada microcosmo

de suelo cronicamente contaminado con PAH al dia 14 y 63 de incubacion.

Si IPK-Control IPK-CON IPK-AM
Orden
d14 d63 d14 de3 d14 de63
Acidimicrobiales 0.13 3.79 0.04 3.05 4.06 217 1.93
Acidobacteriales 0.00 2.40 0.00 3.52 7.03 3.19 2.84
Actinomycetales 0.09 20.46 1.02 20.40 14.31 15.36 12.49
Alteromonadales 0.00 0.11 0.00 0.02 0.00 0.04 0.00
Anaerolineales 0.00 0.29 0.00 0.56 0.58 0.07 0.11
Bacillales 11.08 0.21 9.50 0.12 0.71 0.11 1.48
Burkholderiales 0.00 0.83 0.16 1.91 2.32 0.84 1.82
Caldilineales 0.00 0.75 0.08 2.41 5.16 1.72 1.70
Campylobacterales 0.00 0.08 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Candidatus Saccharibacteria 0.00 0.03 0.00 0.00 0.00 0.00 0.23
Caulobacterales 0.04 10.39 0.00 6.12 3.80 9.15 4.65
Chloroflexales 0.00 4.09 0.04 8.97 4.58 6.91 1.02
Chromatiales 0.00 3.39 0.00 2.58 2.90 2.66 3.06
Chroococcales 0.00 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00 0.11
Clostridiales 0.00 0.64 0.00 0.87 1.10 0.53 0.45
Cytophagales 0.00 6.95 0.16 6.63 6.90 6.03 11.58
Dehalococcoidales 0.00 1.50 0.00 1.93 2.71 0.84 1.36
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Material suplementario — Capitulo IX

Desulfobacterales
Desulfuromonadales
Enterobacteriales
Flavobacteriales
Gaiellales
Gallionellales
Gemmatimonadales
Haloplasmatales
Holophagales
Hydrogenophilales
Kallotenuales
Lactobacillales
Legionellales
Methylococcales
Myxococcales
Nitrosomonadales
Nitrospirales
Opitutales
Oscillatoriales
Phycisphaerales
Planctomycetales
Pseudomonadales
Rhizobiales
Rhodobacterales
Rhodocyclales
Rhodospirillales
Rickettsiales
Sabellida
Saccharomycetales

Selenomonadales

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

88.36

0.04

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.16

0.32

0.00

0.08

0.00

0.00

0.40

0.03

0.13

0.05

0.00

0.00

0.43

0.00

0.75

0.05

0.00

0.16

0.08

0.08

0.03

0.45

5.82

0.53

0.03

2.89

0.00

0.03

0.00

0.00
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0.00

0.00

0.08

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.12

0.00

0.00

0.00

0.00

0.08

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

87.49

0.08

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.24

0.00

0.02

0.87

0.00

0.14

0.00

0.00

0.02

0.03

0.17

0.00

0.02

0.16

0.05

0.24

0.14

0.00

0.17

0.00

0.00

0.19

0.42

5.33

0.64

0.03

5.81

0.00

0.03

0.00

0.00

0.26

0.71

0.00

0.26

0.00

0.00

2.58

0.00

0.52

0.06

0.00

0.00

0.06

0.26

0.45

0.19

0.19

0.26

0.00

0.00

0.06

4.26

3.68

0.13

0.19

3.93

0.00

0.06

0.00

0.13

0.11

0.35

0.00

0.00

0.04

0.00

1.05

0.00

0.00

0.21

0.00

0.00

0.07

0.07

0.32

0.21

0.00

0.11

0.00

0.00

0.21

0.46

5.72

0.46

0.04

5.01

0.00

0.00

0.00

0.00

0.34

0.34

0.23

0.11

0.00

0.11

2.72

0.00

0.11

0.11

0.00

0.00

0.23

0.00

1.48

0.11

0.34

0.45

0.00

0.00

0.00

10.90

5.90

0.68

0.11

6.70

0.11

0.00

0.00

0.00



Material suplementario — Capitulo IX

Solibacterales 0.00 0.13 0.00 0.03 0.32 0.11 0.23
Solirubrobacterales 0.00 2.78 0.00 1.30 0.77 1.05 0.91
Sphaerobacterales 0.00 3.18 0.08 2.60 4.32 1.02 0.34
Sphingobacteriales 0.22 0.16 0.49 0.12 0.32 0.53 0.57
Sphingomonadales 0.00 6.97 0.12 6.30 4.96 17.25 9.76
Syntrophobacterales 0.00 0.1 0.00 0.49 0.58 0.32 0.34
Thermoleophilales 0.00 0.16 0.00 0.03 0.26 0.07 0.00
Thiotrichales 0.00 0.00 0.00 0.07 0.00 0.00 0.00
Verrucomicrobiales 0.00 8.92 0.12 5.90 6.58 7.54 5.79
Xanthomonadales 0.04 9.16 0.08 8.45 7.48 8.10 6.13

Tabla VI.S4. Abundancia relativa de los géneros bacterianos en el suelo inicial y en cada microcosmo
de suelo cronicamente contaminado al dia14 y 63 de incubacion. (C.: Candidatus). Referencias de
filos o clases Acidobacteria (ACB), Actinobacteria (ACT), Alphaproteobacteria (AP), Bacteroidetes (B),
Betaproteobacteria (BP), Chloroflexi (CL), Cyanobacteria (CY), Deltaproteobacteria (DP),
Epsilonproteobacteria (EP), Firmicutes (F), Gammaproteobacteria (GP), Gemmatimonadetes (G),

Placntomycetia (PL), Tenericutes (T), Uncussified bacteria (UB) y Verrucomicrobia (V).

Género sI IPK-Control IPK-CON IPK-AM

d14 d63 d14  d63 d14  de3
Acetivibrio (F) 000 | 000 000 | 005 000 | 000 0.0
Achromobacter(BP) 000 | 000 000 | 002 000 [ 000  0.00
Acidisphaera (AP) 000 | 000 000 | 000 000 [ 000  0.11
Aciditerrimonas (ACT) 009 | 024 000 | 030 044 | 007 0.1
Acidobacterium (ACB) 000 | 218 000 | 337 677 | 284 276
Acinetobacter (GP) 88.31 | 0.00 8771 | 000 376 | 000  9.94
Actinoallomurus (ACT) 000 | 000 000 | 005 000 [ 000  0.00
Actinomadura (ACT) 000 | 135 000 | 237 169 | 137 077
Actinomyces (ACT) 000 | 000 000 | 010 000 [ 007  0.00
Actinoplanes (ACT) 000 | 000 000 | 002 006 [ 007  0.00
Actinotalea (ACT) 000 | 017 000 | 027 000 [ 033 0.0
Aeromicrobium (ACT) 000 | 000 000 | 002 000 [ 000  0.00
Agrobacterium (AP) 000 | 000 000 | 002 006 | 000  0.00
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Agrococcus (ACT)
Agromyces (ACT)
Algoriphagus (B)
Aliihoeflea (AP)
Altererythrobacter (AP)
Alteromonas (GP)
Amaricoccus (AP)
Amycolatopsis (ACT)
Anaeromyxobacter (DP)
Anaerosinus (F)
Anderseniella (AP)
Angustibacter (ACT)
Anoxybacillus (F)
Agquicella (GP)
Aquimonas (GP)
Arthrobacter (ACT)
Aurantimonas (AP)
Azorhizobium (AP)
Azospirillum (AP)
Azotobacter (GP)
Bacillus (F)
Beijerinckia (AP)
Belnapia (AP)
Blastococcus (ACT)
Blastopirellula (PL)
Bordetella (BP)
Bosea (AP)
Bradyrhizobium (AP)
Brevundimonas (AP)

Burkholderia (BP)

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.87

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

8.55

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.04

0.00

0.59

0.02

0.71

0.02

0.02

0.10

0.00

0.05

0.02

0.00

0.00

0.05

0.00

0.00

0.17

0.17

0.02

0.00

0.66

0.05

0.15

0.20

0.02

1.03

0.00

0.02

0.02

0.07

9.18

0.51
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0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.49

0.00

0.00

0.04

0.00

0.00

0.00

0.00

7.45

0.00

0.00

0.90

0.00

0.00

0.00

0.04

0.00

0.00

0.60

0.00

1.34

0.03

0.03

0.02

0.02

0.12

0.05

0.00

0.03

0.03

0.00

0.02

0.03

0.08

0.00

0.05

1.19

0.05

0.08

0.12

0.00

1.00

0.02

0.05

0.03

0.46

5.62

0.63

0.06

1.63

0.06

0.06

0.00

0.00

0.00

0.00

0.13

0.00

0.00

0.00

0.00

0.13

0.13

0.19

0.00

0.50

0.00

0.50

0.00

0.06

0.75

0.00

0.00

0.00

0.19

3.26

1.63

0.40

0.17

0.60

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.33

0.00

0.03

0.80

0.00

0.10

0.00

0.00

0.33

0.00

0.00

0.00

0.47

8.07

0.70

0.55

0.00

1.33

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.55

0.22

0.00

0.66

0.00

0.00

0.00

0.22

3.98

1.22
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Caedibacter (AP)
Caldilinea (CL)
Candidatus Alysiosphaera (AP)
C. Babela (DP)

C. Koribacter (ACB)

C. Microthrix (ACT)

C. Nitrotoga (BP)

C. Saccharimonas (UB)
C. Solibacter (ACB)
Cellulomonas (ACT)
Cellvibrio (GP)
Chelatococcus (AP)
Chloroflexus (CL)
Chthoniobacter (V)
Clostridium (F)
Conexibacter (ACT)
Corynebacterium (ACT)
Crossiella (ACT)
Cupriavidus (BP)
Cystobacter (DP)
Cytophaga (B)
Defluviicoccus (AP)
Dehalobacterium (F)
Dehalococcoides (CL)
Dehalogenimonas (CL)
Denitratisoma (BP)
Derxia (BP)
Desulfitobacterium (F)
Desulfocaldus (DP)

Desulfococcus (DP)

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.04

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.04

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.69

0.05

0.00

0.02

4.04

0.00

0.02

0.12

0.39

0.00

0.02

3.75

3.01

0.02

2.52

0.00

0.00

0.05

0.00

0.00

0.15

0.00

0.22

0.00

0.07

0.02

0.05
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0.00

0.08

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.04

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

2.31

0.10

0.02

0.00

2.44

0.00

0.00

0.03

0.56

0.05

0.00

8.58

0.76

0.07

0.00

0.00

0.05

0.02

0.05

0.00

0.02

1.78

0.07

0.00

0.17

0.02

0.80

0.02

0.00

5.02

0.13

0.00

0.06

1.69

0.00

0.00

0.31

0.25

0.00

0.00

4.45

0.82

0.06

0.75

0.00

0.06

0.31

0.00

0.00

0.06

0.06

2.45

0.19

0.06

0.00

0.00

0.19

0.25

0.00

1.64

0.07

0.00

0.20

2.64

0.00

0.00

0.10

0.87

0.00

0.00

6.59

1.24

0.00

1.00

0.00

0.00

0.03

0.00

0.00

0.00

0.00

0.80

0.00

0.03

0.03

0.00

0.50

0.10

0.22

0.22

0.22

0.00

0.99

0.33

0.00

0.88

0.00

0.00

0.22

0.00

0.00

0.33

0.00

1.33

0.00

0.00

0.22

0.44

0.33
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Desulforhabdus (DP)
Desulfurivibrio (DP)
Devosia (AP)
Dongia (AP)

Ensifer (AP)
Enterobacter (GP)
Ferrithrix (ACT)
Flavisolibacter (B)
Flavobacterium (B)
Frankia (ACT)
Gaiella (ACT)
Geminicoccus (AP)
Gemmatimonas (G)
Geobacillus (F)
Geobacter (DP)
Georgenia (ACT)
Gracilibacter (F)
Haliangium (DP)
Halochromatium (F)
Haloplasma (UB)
Heliobacterium (F)
Herbaspirillum (BP)
Herbiconiux (ACT)
Holophaga (ACB)
Hydrotalea (B)
Hyphomicrobium (AP)
lamia (ACT)
llumatobacter (ACT)
Inquilinus (AP)

Isoptericola (ACT)

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

1.66

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.22

0.00

0.04

0.00

0.00

0.00

0.00

0.10

0.22

0.15

0.00

0.00

0.05

0.00

0.07

0.02

0.00

0.02

0.37

0.00

0.17

2.08

0.05

0.00

0.02

0.02

0.34

0.00

0.02

0.12

0.00

0.34

2.72

0.47

0.05

0.20
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0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.08

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

1.51

0.00

0.04

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.37

0.00

0.04

0.00

0.00

0.00

0.03

0.00

0.10

0.37

0.02

0.00

0.08

0.00

0.13

0.00

0.00

0.20

1.06

0.00

0.65

1.61

0.00

0.00

0.00

0.02

0.70

0.02

0.00

0.03

0.00

0.38

2.1

0.43

0.10

0.28

0.00

0.00

0.06

0.44

0.00

0.00

0.19

0.00

0.25

0.00

0.00

0.00

2.51

0.13

0.50

1.63

0.00

0.06

0.00

0.00

1.00

0.00

0.00

0.50

0.00

0.25

2.32

1.00

0.13

0.13

0.00

0.00

0.03

0.17

0.00

0.00

0.10

0.30

0.00

0.03

0.03

0.07

1.00

0.00

0.20

1.87

0.00

0.03

0.00

0.00

0.50

0.00

0.00

0.00

0.00

0.10

1.74

0.17

0.23

0.17

0.00

0.00

0.22

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

2.65

0.22

0.22

1.22

0.00

0.00

0.00

0.33

0.00

0.00

0.00

0.22

1.44

0.22

0.00




Material suplementario — Capitulo IX

Janibacter (ACT)
Jiangella (ACT)
Kaistobacter (AP)
Kallotenue (CL)
Kineosporia (ACT)
Klebsiella (GP)
Kofleria (DP)
Kribbella (ACT)
Labrenzia (AP)
Lacibacterium (AP)
Legionella (GP)
Leifsonia (ACT)
Lentzea (ACT)
Levilinea (CL)
Lihuaxuella (F)
Longilinea (CL)
Luedemannella (ACT)
Luteibacter (GP)
Luteimonas (GP)
Luteolibacter (V)
Lutispora (F)
Lysobacter (GP)
Magnetospirillum (AP)
Marispirillum (AP)
Marmoricola (ACT)
Mesorhizobium (AP)
Methylibium (BP)
Methylobacterium (AP)
Methylocella (AP)

Methylococcus (GP)

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.07

0.34

2.94

0.00

0.00

0.00

0.02

0.10

0.07

0.10

0.39

0.05

0.00

0.00

0.02

0.27

0.00

0.00

0.10

3.92

0.15

0.39

0.00

0.05

0.71

0.98

0.07

0.02

0.00

0.00
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0.00

0.00

0.00

0.12

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.04

0.00

0.00

0.00

0.00

0.07

0.51

2.44

0.00

0.00

0.00

0.00

0.08

0.00

0.07

0.13

0.02

0.02

0.05

0.00

0.48

0.02

0.07

0.02

3.58

0.00

0.30

0.00

0.02

0.41

0.63

0.13

0.00

0.02

0.02

0.00

1.07

2.57

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.13

0.06

0.00

0.00

0.00

0.00

0.56

0.00

0.06

0.00

1.69

0.00

0.75

0.13

0.00

0.38

0.00

0.00

0.06

0.06

0.10

0.40

2.14

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.03

0.07

0.00

0.00

0.00

0.00

0.07

0.00

0.00

0.13

4.15

0.00

0.47

0.03

0.03

0.64

1.04

0.03

0.00

0.00

0.00

0.00

0.55

2.54

0.00

0.22

0.00

0.44

0.00

0.22

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.11

0.88

0.00

0.33

0.22

0.55

1.44

0.00

0.00

0.00




Material suplementario — Capitulo IX

Methylocystis (AP)
Methyloligella (AP)
Methylomarinovum (GP)
Methylophaga (GP)
Methylopila (AP)
Methylosinus (AP)
Microbulbifer (GP)
Microcystis (CY)
Micromonospora (ACT)
Microvirga (AP)
Myceligenerans (ACT)
Mycobacterium (ACT)
Niastella (B)
Nitrosomonas (BP)
Nitrosospira (BP)
Nitrospira (ACT)
Nocardia (ACT)
Nocardioides (ACT)
Nonomuraea (ACT)
Novosphingobium (AP)
Oceanibaculum (AP)
Ohtaekwangia (B)
Opitutus (V)
Ornithinicoccus (ACT)
Paenibacillus (F)
Paracoccus (AP)
Paracraurococcus (AP)
Parasegetibacter (B)
Pedobacter (B)

Pelagibius (AP)

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.15

0.00

0.00

0.05

0.07

0.00

0.00

0.15

0.07

2.30

1.47

0.02

0.02

0.02

0.00

0.05

5.51

0.02

0.44

1.05

5.66

0.15

0.00

0.02

0.34

0.02

0.05

0.00

0.02
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0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.08

0.00

0.00

0.04

0.00

0.00

0.00

0.16

0.00

0.00

0.08

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.05

0.30

0.03

0.07

0.13

0.02

0.00

0.03

0.28

0.05

2.72

0.96

0.00

0.03

0.10

0.00

0.10

4.35

0.00

0.70

2.85

4.94

0.17

0.00

0.00

0.50

0.05

0.05

0.00

0.12

0.06

0.13

0.19

0.00

0.06

0.13

0.00

0.00

0.00

0.00

1.44

0.63

0.00

0.00

0.19

0.19

0.00

2.76

0.00

0.38

1.94

5.08

0.25

0.06

0.00

0.06

0.06

0.00

0.19

0.19

0.03

0.23

0.07

0.00

0.13

0.03

0.00

0.07

0.00

1.71

0.97

0.00

0.00

0.20

0.00

0.00

2.34

0.00

0.23

3.05

5.15

0.10

0.00

0.03

0.33

0.00

0.03

0.07

0.03

0.00

0.33

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

2.54

0.44

0.00

0.00

0.11

0.33

0.00

2.54

0.00

0.88

3.43

9.94

0.44

0.00

0.00

0.55




Material suplementario — Capitulo IX

Pelobacter (DP)
Phaeospirillum (AP)
Phenylobacterium (AP)
Phormidium (CY)
Phycisphaera (PL)
Planctomyces (PL)
Plantactinospora (ACT)
Porphyrobacter (AP)
Promicromonospora (DP)
Prosthecobacter (V)
Prosthecomicrobium (AP)
Pseudolabrys (AP)
Pseudomonas (GP)
Pseudonocardia (ACT)
Pseudoxanthomonas (GP)
Ralstonia (BP)
Ramlibacter (BP)
Rhizobium (AP)
Rhodobacter (AP)
Rhodocista (AP)
Rhodococcus (ACT)
Rhodoligotrophos (AP)
Rhodoplanes (AP)
Rhodovastum (AP)
Rhodovibrio (AP)
Roseimicrobium (V)
Roseomonas (AP)
Rubellimicrobium (AP)
Saccharopolyspora (ACT)

Sandaracinus (DP)

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.04

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.04

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.12

0.05

0.34

0.07

0.07

0.02

0.07

0.02

0.39

0.07

0.20

0.07

0.37

1.08

0.00

0.00

0.00

1.25

0.02

0.05

0.02

0.05

0.10

0.10

1.42

0.02

0.00

0.24

0.51
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0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.04

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.18

0.22

0.23

0.00

0.00

0.05

0.03

0.05

0.33

0.03

0.05

0.03

0.30

2.07

0.05

0.02

0.02

0.05

0.00

0.02

0.08

0.93

0.02

0.00

1.056

0.18

0.02

0.20

0.12

0.19

0.06

0.44

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.25

0.31

0.00

0.00

0.38

0.75

0.06

0.00

0.00

0.31

0.06

0.00

0.13

0.00

0.31

0.00

0.00

1.69

0.00

0.00

0.82

0.38

0.13

0.17

0.67

0.00

0.00

0.00

0.03

0.03

0.37

0.03

0.10

0.10

0.44

1.71

0.07

0.00

0.00

1.44

0.03

0.00

0.03

0.10

1.31

0.00

0.00

1.31

0.10

0.00

0.03

0.27

0.00

0.55

0.00

0.00

0.00

0.00

0.22

0.00

0.00

0.00

0.44

1.44

0.11

0.00

0.00

0.99

0.11

0.00

0.33

1.22

0.00

1.88

0.33

0.00

0.00

1.33




Material suplementario — Capitulo IX

Schlegelella (BP)
Sediminibacterium (B)
Shinella (AP)
Singulisphaera (PL)
Sinorhizobium (AP)
Skermanella (AP)
Solirubrobacter (ACT)
Sphaerobacter (CL)
Sphingobacterium (B)
Sphingobium (AP)
Sphingomonas (AP)
Sphingopyxis (AP)
Sphingosinicella (AP)
Sphingoterrabacterium (B)
Spongiibacter(GP)
Sporichthya (ACT)
Sporosarcina (F)
Starkeya (AP)

Stella (V)
Stenotrophomonas (GP)
Steroidobacter (GP)
Stigmatella (DP)
Streptoalloteichus (ACT)
Streptococcus (F)
Streptomyces (ACT)
Sulfitobacter (AP)
Sulfurospirillum (EP)
Syntrophobacter (DP)
Syntrophus (DP)

Tetrasphaera (ACT)

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.04

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.10

0.02

0.02

2.91

0.02

0.10

2.82

0.02

0.02

0.05

0.02

0.00

0.00

0.07

0.00

0.00

0.32

0.12

0.00

0.00

0.00

0.02

0.07

0.07

0.02

0.00
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0.00

0.08

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.08

0.04

0.00

0.12

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.04

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.03

0.00

0.02

0.12

0.20

0.15

0.08

2.49

0.03

0.61

2.16

0.03

0.00

0.03

0.07

0.03

0.02

0.03

0.08

0.00

0.40

0.05

0.02

0.02

0.10

0.00

0.00

0.37

0.07

0.00

0.13

0.00

0.00

0.06

0.50

0.00

0.00

4.20

0.06

0.06

1.76

0.00

0.00

0.06

0.00

0.00

0.00

0.00

0.13

0.00

0.94

0.00

0.06

0.00

0.13

0.00

0.00

0.44

0.13

0.06

0.00

0.00

0.03

0.20

0.07

0.10

0.00

0.97

0.07

11.55

2.51

0.00

0.00

0.03

0.00

0.03

0.00

0.00

0.03

0.00

0.33

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.10

0.20

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.55

0.00

0.33

0.33

3.76

2.10

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.44

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.22

0.00




Material suplementario — Capitulo IX

Thalassobaculum (AP)
Thauera (BP)
Thermoflavimicrobium (F)
Thermoleophilum (ACT)
Thermomonas (GP)
Thermovum (AP)
Thiobacillus (BP)
Thioclava (AP)
Thiohalophilus (GP)
Thioprofundum (GP)
Thiorhodospira (GP)
Tistlia (AP)

Variovorax (BP)
Vasilyevaea (AP)
Verrucomicrobium (V)
Xanthomonas (GP)
Xenophilus (GP)
Yonghaparkia (ACT)

Zoogloea (BP)

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.02

0.02

0.05

0.15

0.64

0.10

0.05

0.02

3.01

0.00

0.07

0.00

0.02

0.10

2.77

6.78

0.00

0.02

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.12

0.00

0.12

0.04

0.00

0.00

0.00

0.02

0.02

0.00

0.03

0.23

0.00

0.17

0.03

2.46

0.02

0.00

0.13

0.10

0.15

0.98

6.99

0.05

0.07

0.02

0.00

0.13

0.00

0.25

0.00

0.00

0.06

0.00

2.82

0.00

0.00

0.00

0.06

0.06

2.70

5.33

0.13

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.07

0.00

0.20

0.07

2.44

0.10

0.00

0.00

0.00

0.07

1.71

5.59

0.00

0.03

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

2.76

4.97

0.00

0.00

0.00
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