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RESUMEN

La transferencia génica horizontal es un fenémeno que debe tenerse en cuenta al realizar las evaluaciones de
riesgo en plantas genéticamente modificadas, ya que estas pudieran transmitir por esta via los transgenes
incorporados artificialmente a otros organismos con los que estén en estrecho contacto en el ambiente y
afectarlos de alguna manera. El objetivo del presente trabajo fue evaluar los riesgos de la transferencia génica
horizontal en especies bacterianas contaminantes del cultivo in vitro de cafia de azucar (Saccharum spp.
hibrido) no transgénica, que en algunos casos coinciden con especies endofiticas y/o habitantes de la
rizosfera (de plantas transgénicas). Se determind la capacidad de transformacién natural de catorce
cepas de bacterias con un plasmido que contenia genes que confieren resistencia a los antibioticos
Ampicilina, Estreptomicina y Espectinomicina, utilizado como vector para la transformacién genética de
plantas, y a partir del calculo de las frecuencias de transformacién de cada especie se evaluaron los
riesgos. Se obtuvieron bacterias transformadas y no transformadas, la menor frecuencia se obtuvo para
Escherichia coli (0.09 x 10°) y la mayor para Pseudomonas stutzeri (266.6 x 10°). El hecho de que algunas
de las bacterias estudiadas hayan sido naturalmente transformables constituye un factor de riesgo, y pueden
emplearse como un modelo para estudiar la transferencia horizontal de genes, en caso de encontrarse como
endofiticas o asociadas a la rizosfera de plantas que hayan sido modificadas genéticamente, ala hora de
realizar las evaluaciones de riesgos a dichas plantas.
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Risk assessment of Horizontal Gene Transfer in bacterial contaminants
of sugarcane in vitro cultures

ABSTRACT

The horizontal gene transfer is a phenomenon that must be taken into account when performing risk evaluation
of genetically modified plants, because these ones could transmit by this method the artificially incorporated
transgenes to other organisms with those they are in strait contact in the environment and affect them
somehow. The aim of this study was to evaluate the risks of horizontal gene transfer in bacterial contaminant
species of in vitro culture of non-transgenic sugarcane (Saccharumspp. hybrid), which in some cases coincide
with endophytic species and/or residents of the rhizosphere of transgenic plants. It was determined the
capacity of natural transformation of fourteen bacterial strains with a plasmid containing genes that confer
resistance to antibiotics Ampicillin, Streptomycin and Spectinomycin, used as a vector for plant genetic
transformation, and from the calculation of transformation frequencies of each species the risks were assessed.
Transformed and non transformed bacteria were obtained. The lower frequency was obtained for Escherichia
coli (0.09 x 10°) and the highest for Pseudomonas stutzeri (266.6 x 10°). The fact that some of the studied
bacteria were naturally transformable is a risk factor for them, and it can be used as a model to study
horizontal gene transfer, in case to be found as endophytic or associated with the rhizosphere of plants that
have been genetically modified when conducting risks assessments to such plants.

Key words: Horizontal Gene Transfer, risks evaluation, Saccharum spp. hibrido.

INTRODUCCION a nivel mundial. La ingenieria genética

permite obtener variedades transformadas al

La modificacion genética de plantas se lleva
a cabo desde finales de la década de los afios
70 del siglo XX (Collazo, 2007) con el
prop6sito de atenuar los problemas que se
presentan en la agricultura y la alimentacion

insertar en estas plantas genes de otras, o
de organismos muy alejados de ellas desde
el punto de vista evolutivo. En muchos casos
se han utilizado genes bacterianos que
confieren resistencia a antibiéticos como
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genes marcadores para la seleccion de las
plantas transformadas (Mercer et al., 1999).

Lo anterior ha propiciado el debate entre
cientificos de si la nueva variedad pudiera
constituir un riesgo para los organismos con
los cuales se relaciona en el ambiente, al
transmitir por via horizontal los transgenes
incorporados, o afectarlos directamente
mediante las proteinas codificadas por estos
(Nielsen y Townsend, 2004).

Es necesario entonces, antes de introducir en la
naturaleza una planta genéticamente modificada,
realizarle evaluaciones de riesgo y un fendmeno
que se tiene muy en cuenta en estos casos es la
Transferencia Génica Horizontal (TGH), que ha
sido estudiada con mayor profundidad en las
bacterias (Friesen ef al., 2006).

Seria beneficioso contar con especies
bacterianas que se puedan utilizar como modelo
alevaluar los riesgos de la TGH a partir de plantas
transgénicas. Ademas, también podria ser Util que
al realizar las evaluaciones en bacterias
endofiticas y/o habitantes de la rizosfera de
plantas genéticamente modificadas, ya se
conociera el nivel de riesgo al que estan sometidas
algunas especies por estudios previos sobre TGH
efectuados en ellas.

Teniendo en cuenta lo anterior este trabajo tuvo
como objetivo evaluar los riesgos de la
Transferencia Génica Horizontal en especies
bacterianas contaminantes del cultivo in vitro de
cafia de azucar (Saccharum spp. hibrido) no
transgénica, que en algunos casos coinciden con
especies endofiticas y/o habitantes de larizosfera
de plantas transgénicas.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion del ADN plasmidico

Para verificar la capacidad de transformacion
natural de las bacterias seleccionadas para
este estudio, se utilizé el plasmido pHCG 59
proveniente de una cepa bacteriana de
Escherichia coli, XL-1 Blue, con genes de
resistencia a los antibidticos Ampicilina,
Estreptomicina y Espectinomicina. La cepa
se inoculd en una placa de Petride 90 mm
de diametro con medio de cultivo LB (Luria-
Bertani) (Sambrook y Rusel, 2001) al que
fueron incorporados los antibiéticos en las
siguientes concentraciones: Ampicilina (50
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pugml-) 30 pl, Estreptomicina y Espectinomicina
(100 pgml") 15 pl respectivamente.

Para multiplicar y aislar los plasmidos se utilizé el
Protocolo de aislamiento de ADN plasmidico
(minialcalino) descrito por Sambrooky Rusel (2001),
la presencia e integridad de los mismos se
comprobd mediante electroforesis en geles de
agarosaal 0.8% yla concentracidn fue determinada
por espectrofotometria (BioPhotormeter, Eppendorf),
de luz UV a 260 nm (precision fotométrica: 1.5%,
error sistematico fotométrico £1%).

Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas empleadas, identificadas
como contaminantes del cultivo in vitro de cafa
de azucar (Alvarado-Cap6, 2003) pertenecientes
a la Coleccion de Cultivos Microbianos del Instituto
de Biotecnologia de las Plantas (IBP), fueron las
siguientes:
¢ (CCIBP-Sp105: Bacillus licheniformis
(Weigmann 1898)
o CCIBP-M65: Bacillus pumilus (Meyer y
Gottheil 1901)
o CCIBP-M27: Bacillus subtilis (Ehrenberg
1835)
o CCIBP-E556: Burkholderia cepacia
(Pallariniy Holmes 1981)
o CCIBP-ER25: Corynebacterium spp.
(Lehmanny Neuman 1896)
¢ CCIBP-E523: Kiebsiella pneumoniae

(Schroeter 1886)

e CCIBP-M29: Ochrobactrum antropii
(Holmes 1988)

o CCIBP-E267: Pseudomonas aeruginosa
(Schroeter 1872)

o CCIBP-E437: Pseudomonas stutzeri
(Lehmanny Neuman 1896)

o CCIBP-E658: Serratia ficaria (Grimont,
Grimont y Starr 1979)

¢ CCIBP-E419: Stenotrophomonas
maltophilia (Palleroni y Bradburry 1993)

Pruebas de susceptibilidad a antibiéticos en
las bacterias

Se analiz6 la susceptibilidad de cada cepa
bacteriana frente a Ampicilina, Espectinomicina
y Estreptomicina por el método de difusion en agar
(Bauer et al., 1966).

Se tomaron fragmentos de colonias de las bacterias
crecidas en medio de cultivo LB por 24 h y se
realizaron suspensiones que se ajustaron al 0.5 de
Mc Farland. Posteriormente se inocularon 200 ul en
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placas de Pefri (9 cm de diametro) con medio de
cultivo LB con espatula de Drjigalsky. Una vez
seco el medio de cultivo se incorporaron sobre él
tres discos de antibiograma (Whatman 3MM), cada
uno con uno de los antibidticos en la siguiente
concentracion: Ampicilina (10 pg), Estreptomicina
(7.83 pg) y Espectinomicina (10 pg), segun lo
recomendado por Gavan (1974). Las placas
fueron incubadas a 37°C durante 24 a 48 h para
luego medir el halo de inhibicién. La incubacién
serealizd a la temperatura mencionada ya que
se utilizaron como controles las cepas
bacterianas: Escherichia coli ATCC 10145 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 11775.

En el caso de que algunas cepas presentaran
resistencia natural frente a algin/os antibiotico/
s, no se evalud la adquisicién de resistencia a
estos por TGH en dichas cepas.

TGH de los plasmidos a las bacterias

Con el objetivo de transferir los plasmidos a las
bacterias se utilizé el método de Brataas et al.
(2006) descrito brevemente a continuacion:

Concentracion de células bacterianas

La concentracion de células necesarias
(aproximadamente 1x107’células/pl de solucién
salina fisiologica (SSF) al 0.85%) se obtuvo por
espectrofotometria a una DO, luz visible. Para
ello se realizaron precultivos de las bacterias en
medio de cultivo LB a partir de colonias crecidas.
Los precultivos se mantuvieron en agitacion
durante 18 h a 37°C y luego se centrifugaron a
1500 g y se colectd el sedimento de bacterias,
que se diluyé con 500 pl de SSF y se tomaron
alicuotas para cuantificar en el espectrofotdometro.

Concentracion de plasmidos

Elvalor de la concentracion del plasmido pHCG
59 se obtuvo por lectura directa en el
espectrofotdmetro UV a 260 nm. Se realizé la
dilucién también con SSF al 0.85% hasta
alcanzar de 0.13 a 0.27 pyg de ADN/pl.
Procedimiento de la TGH

Semezclaron 75 pl de solucion con el plasmido
y solucién bacteriana respectivamente, y se

Frecuencia de transformacion =
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adiciond el volumen total en el centro de una
membrana de papel de filtro de 2.25 cm de radio
con diametro de poros 0.22 ym (Millipore),
incorporado en una placa de Petri sobre el
medio de cultivo LB, para lograr el crecimiento
de las bacterias en contacto con los plasmidos.
Las placas se incubaron 24 h a 37°C sin ser
volteadas.

Como controles positivo y negativo se utilizd
una cepa de E.coli, XL-1-Blue, (sin el plasmido
pHCG 59) con conocida capacidad para
adquirir ADN foraneo por transformacion. Para
cada control se utilizé la misma cantidad de
células mencionadas en el volumen de 75 pl
de SSF, en el caso del control negativo los 75
pl de solucidon restantes no contenian los
plasmidos a diferencia del positivo que si lo
contenian en la cantidad requerida.

Posterior a la incubacion los filtros fueron
trasladados al interior de tubos de 50 ml de
volumen con 4 ml de SSF al 0.85%. Para
desprender las bacterias crecidas sobre el
papel de filtro Millipore se utilizé el vértexdurante
30 segundos, y a partir de la suspensién
obtenida se hicieron diluciones seriadas base
10 (10" hasta 107).

Para determinar el numero de bacterias
transformadas se transfirieron 100 pl de los
4 ml de la suspensién obtenida a partir de
las bacterias crecidas junto al plasmido, a tres
placas de Petri cada una con uno de los
antibidticos incorporado al medio de cultivo
LB en la siguiente concentracion: Ampicilina,
50 pg/ml'; Estreptomicina, 100 pg/ml' vy
Espectinomicina 100 pg ml'. Se usé la espatula
de Drigalsky para diseminar la solucion y las
placas se incubaron durante 72 h a 37°C para
luego contar las colonias crecidas.

Para determinar el nimero de bacterias totales
en los 4 ml de SSF al 0.85% se adicionaron
100 pl de ladilucién 107 en una placa con medio
LB sin antibidticos. Fue utilizado el método
anterior para diseminar la solucion y se
mantuvieron las mismas condiciones de
incubacién.

Lafrecuencia de transformacion de cada especie
se calculd mediante la siguiente ecuacion:

Numero de ufc transformadas/pl

Numero total de ufc/ul
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Incorporacion de plasmidos completos por
TGH por parte de las bacterias

Con el objetivo de determinar si las bacterias
incorporaron el plasmido completo, de cada placa
de Petri utilizada para contar el nimero de
bacterias transformadas y con uno solo de los
antibidticos incorporado al medio de cultivo, se
seleccionaron tres colonias aisladas (en caso de
haber ocurrido transformacion), y fragmentos de
cada una se inocularon en placas con los otros
dos antibioticos por separado, en las
concentraciones mencionadas y se incubaron a
37°C durante 24 h.

En el caso de haberse observado crecimiento
de colonias bacterianas en presencia de los otros
dos antibidticos, se tomaron fragmentos de la
colonia original y se inocularon en una placa de
Petri, con los tres antibidticos incorporados a la
vez en el medio de cultivo LB en las mismas
concentraciones. La incubacion se realizé a 37°C
durante 24 h.

Posteriormente se seleccionaron dos colonias
crecidas sobre el medio de cultivo con los tres
antibidticos, y se realizaron precultivos para
aislar el ADN plasmidico mediante el protocolo
mencionado. La presencia de los plasmidos
se comprobd mediante electroforesis en
geles de agarosa al 0.8% y se tom6 como
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marcador el plasmido pHCG 59 aislado de la
cepa de E. coli XL-1 Blue.

Evaluacién de riesgos de la TGH de ADN
plasmidico en las especies bacterianas
estudiadas

La evaluacion se realizé de forma cualitativa sobre
la base de los resultados a partir del calculo de la
frecuencia de transformacion de cada cepa.

RESULADOS Y DISCUSION

Pruebas de susceptibilidad a antibidticos en
las bacterias

En la Figura 1 se muestran los resultados de las
pruebas de susceptibilidad a antibiéticos en
algunas especies. Se observo resistencia de
forma natural frente a Ampicilina y
Espectinomicina en Bacillus pumilus (CCIBP-
M65) (Fig. 2a), frente a Estreptomicina en E. coli
ATCC (Fig. 2b), Pseudomonas aeruginosa ATCC
(Fig. 2c) y Ochrobactrum antropii (CCIBP-M29)
que también fue resistente a Espectinomicina. Los
demas aislados presentaron susceptibilidad
intermedia y/o sensibilidad frente a los tres
antibiéticos con diametros de inhibicion desde 10
mm hasta 55 mm (Fig. 2d). Todos los resultados
de las pruebas de susceptibilidad se muestran
en latabla 1.

Figura 1. Placas de Petri donde se observa la presencia o no del halo
de inhibicién del crecimiento bacteriano alrededor de los discos de
antibiograma. a: Bacillus pumilus (CCIBP-M65), b: Escherichia coli
ATCC 10145, c: Pseudomonas aeruginosa ATCC 11775, d:
Stenotrophomonas maltophilia (CCIBP—E419).
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Tabla 1. Diametro del halo de inhibicion (mm) del crecimiento de bacterias contaminantes del cultivo
in vitro de cafia de azUcar frente a diferentes antibidticos.

Cepa Ampicilina Espectinomicina  Estreptomicina
Bacillus licheniformis CCIBP-Sp105 S(33) S(22) S(15)
Bacillus pumilus CCIBP-M65 R (0) R (0) S(19)
Bacillus subtilis CCIBP-M27 S(39) S(24) 1(12)
Burkholderia cepacia CCIBP-E556 S (30) S(22) S(19)
Corynebacterium spp. CCIBP-ER25 S (40) S(22) S(19)
Escherichia coli ATCC 10145 S(33) S(24) R (10)
Klebsiella pneumoniae CCIBP-E523 S (42) S(23) 1(12)
Ochrobactrum antropii CCIBP-M29 1(12) R (13) R (0)
Pseudomonas aeruginosa CCIBP-E267 S (55) S(20) S(16)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 11775 S (25) 1{15) R(0)
Pseudomonas stutzeri CCIBP-E437 S(32) S(22) 1(13)
Serratia ficaria CCIBP-E658 S (31) S(22) [(14)
Stenotrophomonas maltophilia CCIBP-E419 S (55) S(21) S(15)
Escherichia coli (XL-1-Blue) (Control) S(33) S(22) S(19)

R=Resistente, I=intermedio, S=Susceptible
TGH de los plasmidos a las bacterias

Se observo crecimiento de las bacterias
en contacto con los plasmidos en todos los
casos. Al evaluar el crecimiento de cada
cepa en presencia de cada antibidtico
luego de haber propiciado Ia
transformacion, algunas cepas se
transformaron y otras no. La mayoria de
las especies transformadas lo hicieron
indistintamente para uno u otro antibiético.
Solamente S. maltophilia (CCIBP-E419) no
se transformd para ninguno, no sucedid asi
con B. subtilis (CCIBP-M27) y P.
aeruginosa (CCIBP-E267) que adquirieron
secuencias génicas que les confirieron
resistencia a los tres. Los resultados de
las frecuencias de transformacién
calculadas para cada especie pueden
observarse en la tabla 2. La mayor
frecuencia se obtuvo para P. stutzeri (CCIBP-
E437) y la menor para el control positivo de
E. coli (XL-1-Blue).

Incorporacion de plasmidos completos
por TGH por parte de las bacterias

Solamente seis colonias crecieron en
presencia de los otros dos antibioticos
diferentes a aquel para el cual se

transformaron. Estas colonias fueron: dos de
B. subtilis (CCIBP-M27) crecidas en las
placas con Espectinomicina y Ampicilina
respectivamente, dos de K. pneumoniae
(CCIBP-E523) crecidas en la placa con
Estreptomicina y dos de la placa donde crecia
E. coli ATCC con Espectinomicina.

En la electroforesis en gel de agarosa al 0.8%
con las muestras de ADN plasmidico
aislado de estas seis colonias, se
observaron diferentes patrones de bandas
en el gel (Fig. 3) que en algunos casos
coincidieron con los patrones de bandas del
control (plasmido pHCG 59) y en otros no
(ejemplo: Fig. 2D).

El hecho de que algunas bacterias se
transformaran y otras no, como es el caso
de S. maltophilia (CCIBP-E419), ademas
de a sus capacidades individuales de
transformacién, pudo deberse a que la
transformacion natural por la cual puede
ocurrir la TGH es un fendmeno que ocurre
al azar (De Vries y Wackernagel, 2004).
Esta explicacion también es valida para la
adquisicién de secuencias génicas de
resistencia a uno u otro antibiético
indistintamente en las cepas
transformadas.
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Tabla 2. Frecuencias de transformacion de cepas bacterianas contaminantes del cultivo in
vitro del cafia de azucar, con el plasmido pHCG 59 de Escherichia coli (XL-1 Blue) que
contiene secuencias génicas de resistencia a antibidticos.

Frecuencias de transform acion

Cepas (ufc/pl x 10'9)

Amp. Esp. Est.
Bacillus licheniformis CCIBP-Sp105 0 0 13.75
Bacillus pumilus CCIBP-M65 RN RN 0
Bacillus subtilis CCIBP-M27 1.67 0.33 17.62
Burkholderia cepacia CCIBP-E556 12.37 13.50
Corynebacterium spp. CCIBP-ER25 0 138.50
Escherichia coli ATCC 10145 0 0.73 RN
Klebsiella pneumonie CCIBP-E523 0 0 1.17
Ochrobactrum antropii CCIBP-M29 0 RN RN
Pseudomonas aeruginosa CCIBP-E267 13.50 0 5.80
Pseudomonas aeruginosa ATCC 11775 0 0 RN
Pseudomonas stutzeri CCIBP-E437 151.6 266.0 11.33
Serratia ficaria CCIBP-E658 0 0 0.70
Stenotrophomonas maltophilia CCIBP-E419 0 0 0
Escherichia coli (XL-1-Blue) (Control positivo) 0 0.09 0
Escherichia coli (XL-1-Blue) (Control negativo) 0 0 0

RN: Resistencia natural, ufc: unidades formadoras de colonias, Amp.: Ampicilina, Esp.:
Espectinomicina, Est.: Estreptomicina

Figura 2. Gel de agarosa al 0.8 % donde se observan bandas de ADN plasmidico
ubicadas en diferentes posiciones. A: bandas del plasmido pHCG 59 de Escherichia
coli (XL-1 Blue) utilizado como patrén, B y C: bandas de plasmidos de dos colonias
de Klebsiella pneumoniae (CCIBP-E523) crecidas en Estreptomicina, D y E:
bandas de plasmidos de colonias de Escherichia coli ATCC 10145 crecidas en
Espectinomicina, F y G: bandas de plasmidos de colonias de Bacillus subtilis
(CCIBP-M27) crecidas en Espectinomicina y Ampicilina respectivamente.
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La transformacién de especies bacterianas en
la naturaleza tiene lugar a frecuencias bajas
(Gebhard y Smalla, 1999), menores de 1x107
transformantes por recipientes segun Nielsen
y Townsend (2004). También en condiciones
de laboratorio se obtienen bajas frecuencias de
transformacioén en organismos procariotas
(Kay et al., 2002). Si se tiene en cuenta todo lo
anterior las frecuencias de transformacion
obtenidas en el presente estudio para cada
cepa bacteriana pueden considerarse bajas.

La no correspondencia entre las bandas de ADN
plasmidico del patrén utilizado y las bandas de
ADN plasmidico de las colonias mencionadas,
pudo deberse a que el plasmido una vez en el
interior de las células transformadas, al adoptar
la isoforma circular haya perdido secuencias
génicas, lo cual pudo afectar su tamafio original
(Tortora, 1997).

Evaluaciéon de riesgos de la TGH de ADN
plasmidico en las especies bacterianas
estudiadas

Aunque las cepas bacterianas estudiadas se
hayan transformado a frecuencias bajas, existen
riesgos para ellas ya que pueden adquirir por TGH
secuencias de ADN foraneo y luego transmitirlo
a otros organismos con los que puedan
interactuar.

Especies como Bacillus licheniformis y
Corynebacterium spp. al ser habitantes de la
rizosfera de plantas transgénicas segun Siciliano
y Germida (1999) y comportarse como
transformantes naturales en este trabajo,
pueden ser tomadas como base para
fundamentar la medidas de bioseguridad en
plantas modfificadas genéticamente que tengan
asociadas de una u ofra forma a estas especies.
Aunque los autores citados no identifican
especies particulares del género Pseudomonas
que sean endofiticas o rizosféricas, los
resultados con las especies de este género
también pueden ser tomados en consideracion,
mayormente con P. stutzeri que mostré la
frecuencia de transformacion mas elevada y que
ha sido también estudiada por Lorenz y
Wackernagel (1994) en relacién a la THG.

También constituye un factor de riesgo el hecho
de que algunas cepas hayan podido incorporar
el plasmido de forma completa, si se considera
que este vector presenta genes de resistencia
a tres antibidticos, y que vectores semejantes se

105

pudieran emplear para la transformacién
genética de plantas.

Este trabajo muestra la posibilidad que existe
de liberar hacia el campo, junto a las plantas
transgénicas, una microbiota ya transformada
en el caso de las que coinciden con las
endofiticas. Sin embargo, debe tenerse en
cuenta que esta investigacion fue llevada a cabo
con un vector artificial, el cual puede facilitar la
aceptacién del ADN por las bacterias llamadas
naturalmente competentes (Bensasson et al.,
2004) y en condiciones in vitro éptimas para el
proceso, donde no influyen los factores del
ambiente natural en el que se desarrollan las
plantas genéticamente modificadas, por tal
razon los riesgos para las especies estudiadas
pudieran variar.

CONCLUSIONES

Las posibilidades de transformacion natural que
presentan las cepas estudiadas fueron bajas,
no obstante, la capacidad que presentan
algunas de estas bacterias para incorporar
ADN foraneo, constituye un factor de riesgo en
caso de que se relacionen con plantas
genéticamente modificadas tanto en el cultivo
in vitro como en el campo, por la posible
transmisién, a otros microorganismos, de
transgenes que puedan adquirir por TGH.
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