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INDUCCION DE YEMAS ADVENTICIAS EN PAULOWNIA
TOMENTOSA. ESTUDIO ANATOMICO DEL PROCESO
CAULOGENICO

ELENA CORREDOIRA, M? JOSE CERNADAS, M* CARMEN SAN JOSE

Instituto de Investigaciones Agrobioldogicas de Galicia, CSIC,
Avenida de Vigo s/n, Apartado 122, 15780, Santiago de Compostela, Esparia.

Correspondencia: elenac@iiag.csic.es

RESUMEN

Se realiz6 un estudio histologico del proceso de regeneracion de brotes
adventicios en hojas de Paulownia tomentosa cultivadas in vitro con el
objetivo de determinar el mecanismo morfogénico que da lugar a los brotes
regenerados. La formacion de yemas adventicias se produce de forma directa
a partir de células de la epidermis y subepidermis e indirecta a partir de
células de las capas mas externas del callo de cicatrizacion. La activacion
celular o desdiferenciacion tiene lugar a partir de los 2-3 dias de cultivo en
medios con TDZ. Las divisiones que se producen en estas células dan lugar
a la formacion de meristemoides sobre los dias 8-10, los cuales evolucionan a
primordios de yemas mediante divisiones celulares organizadas. Sobre el dia
15 se observa el desarrollo de nuevos elementos vasculares que establecen
las conexiones entre las yemas y el tejido vascular diferenciado en el seno
del callo. En la evaluacion del efecto del tiempo de aplicacion de TDZ en la
induccion de yemas adventicias se determind que son necesarias al menos 2
semanas en TDZ. Periodos de exposicion superiores a 2 semanas incrementan
el nimero de yemas pero disminuyen la longitud de las mismas. Por ultimo,
la incubacién de los explantos en oscuridad afecta negativamente al proceso
organogénico.
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Palabras clave: induccion de yemas, histologia, organogénesis, Paulownia
tomentosa, TDZ.

ABSTRACT

A histological study of the adventitious buds regeneration process from
in vitro cultivated leaves of Paulownia tomentosa in order to determine the
mechanism leading to morphogenic regenerated shoots was performed.
Adventitious bud occurs directly from cells of the epidermis and subepidermis,
and indirectly from cells of the outer layer of the healing callus. Cell activation
or de-differentiation takes place from the 2-3 days of culture in TDZ medium.
The divisions that occur in these cells give rise to the formation of meristems
on day 8-10, which evolve into bud primordia by organized cell divisions. On
day 15 the development of new vascular elements that establish the connections
between the buds and differentiated vascular tissue was observed. In a study
on the effect of TDZ, a period of 2 weeks was considered necessary for bud
induction. Higher exposure periods increased the bud number but its length
decreased. Finally, incubation of the explants in darkness affects negatively to
the organogenic process.

Key words: bud induction, histology, organogenesis, Paulownia
tomentosa, TDZ.

INTRODUCCION

La busqueda de nuevas fuentes de energia es una de las posibles
alternativas para lograr un futuro sostenible para el sector agroforestal. En los
ultimos anos, se estd apostando por métodos de energia renovables como la
produccion de biomasa para garantizar la estabilidad y sostenibilidad de los
cultivos y, en este contexto, el cultivo de paulownia se sitia como una de las
alternativas con mayores garantias de éxito. Este arbol, que tiene su origen
en China occidental y central, fue introducido en las tltimas décadas en los
Estados Unidos y Europa como arbol ornamental debido a sus llamativas
flores. La utilizacion de los cultivos energéticos de paulownia como base para
el suministro de biomasa a las plantas de generacion eléctrica, tiene como
argumentos principales: la gran capacidad de adaptacion de esta especie a
todo tipo de suelos, la enorme productividad debido a su rapido crecimiento,
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la ausencia de enfermedades, la menor necesidad de agua que otros cultivos
con la misma produccion, y la escasa necesidad de cuidados especializados
(Bergmann, 1998; Ipecki y Gozukirmizi, 2004; Corredoira et al., 2008;
Doumett et al., 2008). La utilidad de esta planta va mas alla, ya que los residuos
generados por su proceso de transformacion también resultan valiosos para
la actividad agroforestal. Asi, las cenizas resultantes de la combustion de su
biomasa ofrecen la posibilidad de ser utilizadas como abono dado su alto
contenido de potasio. Al margen de su riqueza como materia prima para la
obtencion de biomasa, la paulownia aporta otras alternativas de diversificacion
al mundo agroforestal, entre las que destaca su empleo para la produccion de
madera, ya que por su resistencia y ligereza, es apta para la construccion
de instrumentos musicales, para muebles o para revestimiento interior de
caravanas, aviones y embarcaciones ligeras (Melhuish et al., 1990). Ademas
este arbol tiene un gran sistema radical, unas elevadas tasas de transpiracion y
de tolerancia a altas concentraciones de metales tanto en cultivos hidroponicos
como en suelos contaminados, lo que la convierte en especie muy prometedora
para la fitorremediacion de metales pesados (Doumett ez al., 2008).

La paulownia se propaga mediante semillas y estaquillas de raiz, pero
en plantas adultas la formacion de brotes adventicios en raices disminuye
(Burger et al., 1985). Las semillas germinan lentamente, y el desarrollo de
las plantulas derivadas de ellas también es mas lento que el de las plantas
derivadas de las estaquillas de raiz (Bergmann y Moon, 1997). Ademas,
ninguno de estos métodos de propagacion vegetativa es propicio para la
obtencion de grandes cantidades de material. Por lo tanto, el desarrollo de
métodos eficientes de propagacion in vitro es un objetivo muy importante
para la propagacion en masa de arboles élite. En la bibliografia, existen varios
trabajos sobre la multiplicacion mediante la proliferacion de yemas axilares
en Paulownia tomentosa a partir de material adulto (Burger 1989; Song et al.,
1989), mientras que la regeneracion mediante la induccion de brotes adventicios
en este tipo de material apenas ha sido investigada en esta especie. Tan solo
en dos trabajos se describe el desarrollo de yemas adventicias y, en ambos a
partir de material juvenil, y por tanto de valor no probado (Marcotrigiano y
Stimart, 1983; Rao et al., 1996). Recientemente, se ha descrito un protocolo
para el desarrollo de yemas adventicias a partir de hojas aisladas de brotes
mantenidos in vitro y establecidos a partir de arboles adultos (Corredoira et
al., 2008).
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En ninguno de esos trabajos se describe el proceso anatomico que conduce
a la formacion de yemas adventicias. Herramientas biotecnologicas como la
transformacion genética o la mutagénesis no pueden ser aplicadas con éxito
si los procesos de morfogénesis no se conocen bien (Fortes y Pais, 2000).
Por este motivo, el objetivo de este trabajo ha sido dilucidar el origen de las
yemas adventicias en explantos foliares de Paulownia tomentosa tratados
con tidiazurén (TDZ) con el objeto de optimizar el sistema organogénico
con vistas a su posible aplicacion en transformacion genética. Ademas se ha
evaluado el efecto del tiempo de aplicacion del TDZ y el régimen luminico en
la induccion de yemas adventicias.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

Como fuente de explantos foliares para los experimentos de induccion
caulogénica se utilizaron cultivos stock establecidos a partir de un arbol de 17
anos de Paulownia tomentosa de acuerdo a Corredoira et al. (2008). Una vez
estabilizados los cultivos, éstos se mantuvieron mediante la multiplicacion de
yemas axilares, con subcultivos cada 4 semanas, en medio MS (Murashige
y Skoog, 1962) suplementado con 0,2 mg/l 6-benciladenina (BA), sacarosa
3%, y agar Sigma 0,6%. El pH del medio fue ajustado a 5,6 antes de ser
autoclavado a 115°C durante 20 minutos.

Se utilizaron mitades basales de las hojas aisladas a partir del primer nudo
de brotes de 4 semanas y se cultivaron en medio de inducciéon suplementado
con TDZ 22,7 uM en combinacién con 2,9 uM acido indol-3-acético (AIA)
durante 2 semanas, y posteriormente, se transfieron a un medio con BA
0,44 uM durante cuatro semanas. Se evaluaron factores como el tiempo de
aplicacion del TDZ (1, 2, 3, y 4 semanas) y el efecto de la luz/oscuridad en la
fase de induccion. En cada experimento se utilizaron 8 placas con 5 explantos
por placa (40 explantos), y cada placa se considerd una repeticion. A las
seis semanas, se tomaron datos correspondientes al porcentaje de explantos
reactivos, a la media del nimero de yemas mayores 5 mm por explanto
reactivo y a la longitud media de los brotes mayores 5 mm por explanto
reactivo (mm).
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Una vez los explantos fueron transferidos a los diferentes medios de cultivo
se mantuvieron en camaras de crecimiento climatizadas. Se ha utilizado una
camara de oscuridad continua con una temperatura constante de 25°C, y otra
con luz fotoperiddica durante 16 horas suministrada por tubos fluorescentes
de luz blanca (Mazdafluor 7D TF 36 w/LJ) con una densidad de flujo radiante
de 30 umol.m?.s™'. En este caso, la temperatura fue de 25°C durante las 16
horas de luz y de 20°C durante las 8 horas de oscuridad.

Estudio anatéomico

Para el estudio anatémico, las mitades basales de los explantos foliares
fueron recogidas diariamente durante las 2 semanas de cultivo en TDZ. En
cada dia de muestreo se recogieron cinco muestras, procesandose un total de
45 muestras. El experimento se repitid dos veces en el tiempo. Los explantos
se fijaron en FAA (formaldehido:acido acético glacial:etanol 50, 5:5:90 (v/v/v))
durante 48 horas a temperatura ambiente. Los tejidos se deshidrataron en
series crecientes de alcohol butilico y se embebieron en parafina (Jensen,
1962). Las secciones, de un espesor 10 pm, se obtuvieron con un microtomo
rotativo Reichert-Jung, y posteriormente, se tifieron con safranina-verde
rapido (Jensen, 1962) o con la reaccion PAS-naphthol blue-black (O'Brien
y McCully, 1981). Las microfotografias se realizaron con un microscopio
Nikon-FXA equipado con una camara digital Olympus DP71.

Analisis estadistico

Los valores expresados como porcentajes fueron transformados,
previamente a su analisis estadistico, con la funcion arcoseno X2 que permitid
la normalizacion de los valores. Los datos, tanto transformados como no,
fueron tratados con el test de Levene de homogeneidad de varianzas. Los
datos fueron analizados mediante un Analisis de la Varianza para un factor
(ANOVA ). Las diferencias entre las medias, para un nivel de significacion
del 95% (p=0,05), se estimaron utilizando el test de la Diferencia Minima
Significativa (DMS) (Sokal y Rohlf, 1981) cuando el test de homogeneidad
fue satisfecho o el test C de Dunnet cuando el test de homogeneidad no fue
superado.
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RESULTADOS

Induccion de yemas adventicias

En trabajos previos, se habia establecido un protocolo para la induccion
de yemas adventicias en mitades basales de explantos foliares obtenidos a
partir de cultivos establecidos y mantenidos mediante la proliferacion de
yemas axilares de tres arboles de Paulownia tomentosa (Corredoira et al.,
2008). En ese trabajo se determind que el tratamiento Optimo de induccion
caulogénica consistia en TDZ 22,7 uM en combinacion con 2,9 uM AIA
durante 2 semanas. Asimismo, se establecio que la repuesta caulogénica varia
significativamente con la posicion de la hoja a lo largo del brote, reduciéndose
de forma basipétala, de tal manera que las hojas del primer nudo son las que
obtuvieron los mayores porcentajes de induccion. Esto motivo que se utilizaran
las hojas de esa posicion en el presente estudio.

En primer lugar, se ha estudiado el tiempo de aplicacion del TDZ
evaluando para ello 1, 2, 3 y 4 semanas en TDZ con posterior transferencia a
un medio de la misma composicion pero con BA 0,44 uM hasta completar 6
semanas de cultivo. En este experimento se observo respuesta organogénica
en todos los tiempos de exposicion evaluados (Tabla 1). El porcentaje de
caulogénesis estd afectado por el tiempo en TDZ (p<0,01), obteniéndose
porcentajes que oscilan entre 25 y 80%. El tiempo de aplicacion del TDZ
también afectd significativamente a la longitud media de los brotes por
explanto reactivo (p<0,001), periodos de exposicion superiores o inferiores a
2 semanas disminuyen la longitud de los brotes. Por otro lado, el nimero de
yemas por explanto reactivo no esta afectado por el tiempo de aplicacion de
TDZ, aunque aumenta a medida que aumenta el tiempo de exposicion.

Podemos concluir por tanto, que la aplicacion de TDZ entre 2 y 4 semanas
es necesaria para lograr elevados porcentajes de induccion caulogénica, pero
teniendo en cuenta el nimero de yemas por explanto reactivo y la longitud
de los brotes, 2 semanas es el periodo 6ptimo para la inducciéon de yemas
adventicias de mejor calidad. Sin embargo, si el protocolo se fuera a utilizar
para la transformacion genética de paulownia periodos de induccion de 4
semanas en TDZ deberian ser evaluados.
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Tabla 1. Efecto del tiempo de aplicacion de TDZ en la induccion de yemas adventicias
en mitades basales de hojas de Paulownia tomentosa.

Tiempo de Explantos con N° de yemas Longitud media de las

aplicacion del  yemas adventicias adventicias por yemas mayores de
TDZ (%) explanto reactivo Smm (mm)

1 semana 25,0+ 13,7a 49+26 33+19a

2 semanas 75,0+ 7,1b 17,2 +5,8 17,5+ 1,8b

3 semanas 73,3+6,7b 189+5,.2 14,4 +0,7b

4 semanas 80,0 £ 11,7b 238+4,7 12,7+ 1,1ab

ANOVA

F-test 7,717 2,807 17,176

p p<0,01 ns p<0, 001

Los datos representan medias de 8 repeticiones con 5 explantos por repeticion
+ ES. Valores medios seguidos de la misma letra no difieren
significativamente.

Por otro lado, se evalud el efecto de la aplicacion de luz o de oscuridad
durante las dos semanas de incubaciéon en TDZ. En la Tabla 2, se puede
observar que la oscuridad afectdé negativamente en todos los parametros
evaluados cuando se compar6 con el tratamiento control con luz.

Tabla 2. Efecto del régimen luminico en la induccién de yemas adventicias en explantos
foliares de Paulownia tomentosa.

Tratamiento Explantos con N° de yemas Longitud media de

yemas adventicias por las yemas mayores
adventicias (%) explanto reactivo de Smm (mm)

Luz 80,0 +7,6a 17,0+£2,9 . 14,8 + 0,9a

Oscuridad 37,5+ 6,0b 7,8 £1,6b 89+09b

ANOVA

F-test 7,746 22,513 17,176

p p<0,05 p=<0,001 p=<0,001

Los datos representan medias de 8 repeticiones con 5 explantos por
repeticion + ES. Valores medios seguidos de la misma letra no difieren
significativamente.
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Estudio anatomico

Iniciado el cultivo en medio de induccion con TDZ, los primeros cambios
morfologicos en las hojas comienzan a apreciarse a partir del dia 6, en el que
los peciolos comienzan a hincharse y a formar a callo. Entre el dia 8 y 10 de
cultivo en TDZ se hacen visibles los primordios de las yemas adventicias, que
se desarrollan principalmente a partir del callo que se ha formado en la zona
de corte del peciolo. A partir del dia 12, las yemas son perfectamente visibles
en el peciolo (Fig 1 A y B) y comienzan a diferenciarse en la lamina en las
zonas de corte a la altura de las nerviaciones. Las yemas, que presentan un
color rojizo, son elongadas al ser transferidas a un medio con BA 0,44 uM.
Dado que el peciolo es la region en la que aparecen la mayor parte de las
yemas, ¢ésta fue la zona donde se centr6 el estudio histologico del proceso
caulogénico.

Figura 1. A. Induccion de caulogénesis en explantos foliares de Paulownia tomentosa
en medio de induccion con 22,7 UM de TDZ y 2,9 UM de AIA. B. Detalle de una mitad
basal de una hoja de Paulownia tomentosa en medio de induccion con 22,7 UM de TDZ y 2,9
UM de AIA donde se observa la formacion de yemas adventicias a partir del callo formado
en el peciolo.

El analisis histologico realizado en los peciolos de Paulownia tomentosa,
nos permite conocer los detalles del proceso de formaciéon de yemas
adventicias que tiene lugar al cultivarlos en medios con TDZ. A partir de este
estudio, podemos concluir que las yemas adventicias se desarrollan de forma
directa a partir de las capas epidérmica y subepidérmica, e indirectamente a
partir de las capas mas superficiales del callo que se desarrolla en la superficie
de corte.
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Los peciolos en el dia 0 tienen una capa de células epidérmicas formada
por una Unica capa de células isodiamétricas en la que se aprecia la presencia
de numerosos tricomas. Bajo la epidermis y la subepidermis, se encuentra el
parénquima fundamental compuesto por células de mayor tamafio, vacuoladas
y con pocos espacios intercelulares. Las células de las capas mas externas
y las mas internas del mismo son de menor tamafio que las situadas en la
zona media. En la zona mas interna del peciolo podemos distinguir el tejido
vascular que adopta una forma de arco abierto hacia el lado adaxial. Los haces
vasculares estan dispuestos de forma colateral con el floema orientado hacia
el lado abaxial, sin apenas esclerénquima, y el xilema formado por células
con paredes mas lignificadas y orientado hacia el lado adaxial (Fig 2A).

Los primeros cambios anatdmicos comienzan entre los 2 y 3 dias en
el medio con TDZ y AIA. Las secciones histolégicas muestran que se ha
iniciado la activacion celular o desdiferenciacion, observandose la presencia
de células con nucleos y nucleolos prominentes en la epidermis y subepidermis,
principalmente en el lado adaxial del peciolo (Fig 2B), y en algunas zonas
del parénquima fundamental préximas al tejido vascular. En estas zonas se
observan algunas divisiones mitoticas que dan lugar en la parte més externa
a la formacion de grupos de células que comparten la pared celular (Fig
2C). En esta etapa se observan todavia numerosos granulos de almidon, que
son de mayor tamafio, y se encuentran mas densamente condensados en la
proximidad del sistema vascular.

Las continuas divisiones que se producen durante los dias siguientes,
sobre todo periclinales, en la subepidermis y en las zonas mas externas del
parénquima fundamental dan lugar a nuevas células que hacen que la superficie
del peciolo aparezca ondulada (Fig 2D). Al mismo tiempo la proliferacion de
las células en la superficie de corte, da lugar a la formacion de un callo de
cicatrizacion caracterizado por la presencia en su parte mas interna de células
parenquimaticas de mayor tamafio con espacios intercelulares, mientras
que las zonas mas periféricas estan formadas por células de menor tamafno
con citoplasmas mas densos. Las zonas mdas profundas del parénquima
fundamental situadas en las proximidades de los haces vasculares, sufren
divisiones en distintos planos que dan lugar a la formacién de un meristemo
de tipo cambial que diferencia elementos vasculares (traqueidas) en las zonas
mas internas del callo (Fig 2E).
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Figura 2. Estudio histologico de la formacion de yemas adventicias en explantos

foliares de Paulownia tomentosa cultivados con 22,7 UM de TDZ y 2,9 UM de AIA. A.
Seccion transversal del peciolo en el dia 0 (ad: lado adaxial, ab: lado abaxial). B. Activacion
de las células subepidérmicas en el lado adaxial del peciolo a los 2 dias de cultivo. Las flechas
muestran divisiones periclinales en las células subepidérmicas. C. Divisiones periclinales
en la zona subepidérmica a los 3 dias de iniciado el cultivo con TDZ. D. Engrosamiento
del peciolo en el dia 6 como consecuencia de la proliferacion de las células epidérmicas
y subepidérmicas. E. Seccion transversal del peciolo a los 6 dias de cultivo mostrando la
proliferacion de las células subepidérmicas y del parénquima fundamental para formar
un callo de cicatricaciéon con numerosos elementos vasculares (traqueidas, tr). F. Células
meristematicas en la zona epidérmica y subepidérmica después de 8 dias de cultivo.
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Entre los dias 8-10, las divisiones celulares dan lugar a la formacion de
una especie de cambium caracterizado por la presencia de filas de células
que se disponen paralelamente a la superficie del explanto. Esta zona podria
ser definida como un tipo de meristemo secundario, formado por células
rectangulares, vacuoladas, de menor tamafio que las subepidérmicas, con
un ndcleo prominente situado en una posicion lateral o central. Al mismo
tiempo y especialmente en la zona adaxial del peciolo se observa que algunas
de las células mas proximas a la epidermis presentan aspecto meristematico.
Este estado meristematico se caracterizo por su pequefio tamafo, su forma
isodiamétrica, con un citoplasma denso que se tifie intensamente con la
safranina y el naphtol blue, con nicleos y nucleolos prominentes localizados
centralmente y con una relacion nicleo/célula alta. Ademads, algunas células
epidérmicas adquieren caracteristicas meristematicas, y comienzan dividirse
anticlinamente (Fig 2F). Esta diferenciacion continua da lugar a la formacion
de pequetios grupos de células meristematicas, llamados meristemoides, que
se pueden observar alrededor del dia 10 en las regiones mas externas del tejido
derivado de las capas epidérmicas y subepidérmicas en la zona adaxial del
peciolo (Fig 3A). Los meristemoides incrementan progresivamente su tamafio
y sunumero, formando estructuras mas o menos polarizadas (Fig 3B). De igual
forma, lasnumerosas divisiones que se producen en el parénquima fundamental
y en las zonas tipo cambium dan lugar a un incremento de la formacion de
callo con la presencia de numerosas traqueidas. Los meristemoides que se
diferencian en la cara adaxial del peciolo parecen tener un origen directo,
mientras que el resto tendria un origen indirecto formandose en la superficie
del callo de cicatrizacion.

En dias posteriores, los meristemoides evolucionan a primordios de
yemas mediante divisiones celulares organizadas y la diferenciacion de una
protodermis. Sobre el dia 15 ya se han desarrollado haces procambiales que
establecen las conexiones con el tejido vascular subyacente formado en el
seno del callo en el caso de las yemas que tienen un origen indirecto (Fig. 3C)
o bien la conexion con el tejido vascular del explanto en las que se forman
en el lado adaxial del peciolo y que parecen mostrar un origen directo. La
diferenciacion estructural del meristemo apical y de los primordios foliares
permite la formacioén de yemas completas después de 15-20 dias de cultivo.
La formaciéon de yemas adventicias es un proceso asincronico, pudiéndose
observar yemas bien formadas, junto a meristemoides, asi como grupos de
yemas fusionadas y estructuras anormales.
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Figura 3. Estudio histologico del desarrollo de yemas adventicias en explantos
foliares de Paulownia tomentosa cultivados in vitro en medios con TDZ. A. Meristemoide
desarrollado en la zona adaxial del peciolo después de 10 dias de cultivo. B. Primordio de
yema desarrollado a los 12 dias de cultivo con TDZ. C. Desarrollo de elementos vasculares
que establecen las conexiones vasculares entre las yemas adventicias y los elementos
traqueales (tr) diferenciados en el seno del callo el dia 15 de cultivo. D. Planta de Paulownia
tomentosa obtenida a partir un brote enraizado y aclimatado que habia sido inducido en un
explanto foliar tratado con 22,7 uM de TDZ y 2,9 uM de AIA.

DISCUSION

En muchas especies lefiosas la induccion de yemas adventicias en TDZ
se realiza con tratamientos de al menos 3 semanas (Martinez-Pulido et al.,
1990; Cuenca et al., 2000; Couselo y Corredoira, 2004). En caso de paulownia
hemos comprobado que con dos semanas de crecimiento en TDZ es suficiente
para obtener elevadas tasas de organogénesis. Aunque el porcentaje de
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induccion de yemas es similar en 2, 3 y 4 semanas en TDZ, el nimero de
yemas por explanto reactivo se incrementa a medida que aumenta el tiempo de
exposicion. Esto estd de acuerdo con lo mencionado por Huetteman y Preece
(1993) que afirman que el TDZ puede inducir la formacion de numerosos
brotes en diversas especies lefiosas pero altas concentraciones o tiempos
prolongados de exposicion, aumentan el nimero de yemas pero disminuyen su
elongacion. En nuestro caso, también, hemos observado una disminucion de la
longitud de los brotes en los tratamientos de 3 y 4 semanas con respecto a dos
semanas en TDZ, si bien los brotes son normales y mantienen su capacidad
de elongacion.

Los explantos exudan con frecuencia compuestos fenolicos que pueden
inhibir la supervivencia y la formaciéon de yemas (Yang et al., 2004). Se sabe
que la aplicacion de un periodo de oscuridad durante la induccion de las yemas
adventicias reduce la presencia de ese tipo de exudados (Mitsukuri et al.,
2009). Asi, por ejemplo la regeneracion de brotes adventicios en cotiledones
de Eucalyptus grandis mejora con la aplicacion de 28 dias de oscuridad antes
de su transferencia a luz (Lainé y David, 1994). En nuestro caso, los resultados
obtenidos muestran que la aplicacion de oscuridad durante la induccién con
TDZ disminuye significativamente la caulogénesis.

La organogénesis in vitro es el resultado de una serie de procesos que se
producen de forma sucesiva, y que depende de estimulos externos e internos
y de la capacidad de las células para responder a estos estimulos (Magyar-
Tabori et al., 2010). Ese proceso se podria dividir en 3 etapas: 1) Competencia
o desdiferenciacion: la capacidad que tienen las células para responder a
una sefial especifica para la induccion de o6rganos se denomina competencia
(Howell et al., 2003). La competencia no es un estado pasivo sino un estado
adquirido. Los reguladores del crecimiento y el dafio ocasionado en los tejidos
durante el cultivo in vitro, generalmente, desencadena una situacion de estrés
que conlleva la produccion de una serie de compuestos que pueden inducir
la formacion de callo y la desdiferenciacion de las células que componen los
tejidos cultivados in vitro; esta desdiferenciacion implica la adquisicion de la
competencia organogénica (Sugiyama, 1999). 2) Determinacion: las células que
anteriormente han adquirido la competencia organogénica son determinadas
por un balance especifico de reguladores de crecimiento para la formacion
de un tipo de organo. La formacion de yemas adventicias normalmente es
inducida en las células competentes por las citoquininas presentes en el medio
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(Gahan y George, 2008); en el caso de paulownia ha sido incorporacion de
TDZ al medio. 3) Morfogénesis: esta etapa se considera independiente de los
reguladores de crecimiento anadidos al medio, no obstante, hay autores que
sefalan que el tipo de reguladores y el periodo de aplicacion son criticos para
la activacion y para la progresion del programa de desarrollo de las células
vegetales a organos (Yancheva et al., 2003).

En la formacion de los meristemos adventicios podemos sefialar
dos origenes: directo e indirecto. En el primero de ellos, los meristemos
se originan, sin una fase intermedia de proliferacion de un tejido de
callo indiferenciado, a partir de células que ya tienen la competencia
organogénica, mientras que en el segundo caso los meristemos se forman
indirectamente a partir de células no especializadas, y que previamente
se desdiferencian para formar un callo, a partir del cual se produce la
formacion de los primordios de yema (Yancheva et al., 2003; Gahan y
George,2008). Ambos tipos de regeneracion han sido ampliamente descritos
en los procesos de organogénesis que tienen lugar en otras lefiosas (Malus
x domestica, Yancheva et al., 2003; Fagus orientalis, Cuenca y Vieitez,
1999; Passiflora edulis, Fernando et al., 2007; Pinus radiata, Villalobos
et al., 1985; y Abies frasieri, Saravitz et al., 1993). En P. tomentosa, las
yemas adventicias se originan también de forma directa e indirecta. En
ambos origenes, las células precursoras de los meristemoides que van a dar
lugar a las yemas se encuentran en las capas epidérmica y subepidérmica.
Aunque en Angiospermas no se conoce con exactitud el origen de los
meristemoides, se ha descrito la implicacidon de estos tejidos superficiales
en la formacion de las yemas adventicias en numerosas especies como
Malus (Caboni et al., 1996), Vitis (Torregrosa y Bouquet, 1996), Eucalyptus
(Hervé et al., 2001) o Fagus (Cuenca y Vieitez, 1999). En P. tomentosa,
la formacion directa de las yemas tiene lugar a partir de células aisladas
o grupos de células, que como ya se ha mencionado, se localizan en las
regiones subepidérmica o epidérmica del explanto, principalmente en el
lado adaxial del peciolo, que no esta en contacto con el medio de cultivo,
mientras que las yemas originadas de forma indirecta se desarrollan a
partir de un meristemo secundario o cambium difuso que se forma en las
zonas mas superficiales del callo de cicatrizacion formado en la zona de
corte. Asi por ejemplo, en la formacion de yemas adventicias en peciolos
de Amorphophallus, Hu et al. (2005) también observan la diferenciacion
de una zona meristematica larga y estrecha en la subepidermis a partir
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de la cual tiene lugar la formacion indirecta de los meristemoides. Segin
Gautheret (1959) este cambium difuso es el resultado de la proliferacion que
se produce en una determinada direccion como consecuencia del contacto con
el medio de cultivo. Las células meristematicas que forman ese meristemo
secundario proceden, por tanto, de sucesivas divisiones periclinales. La
aparicion de los primeros meristemoides parece estar relacionado con un
cambio en el modelo de division de las células que hasta el momento solo se
dividian periclinalmente. La division anticlinal de estas células da lugar a la
formacion de un grupo de pocas células meristematicas.

Los modelos de division tienen una gran importancia en la definicion de
las primeras cé€lulas meristematicas que conducen a la organizacion de los
meristemoides. En discos foliares de Saintpaulia, Lo et al. (1997) observan que
en las células epidérmicas inicialmente se producen divisiones periclinales,
y posteriormente alguna de las células de estas divisiones periclinales (célula
diana) se divide periclinal y anticlinalmente para formar un centro de division
celular (meristemoide) que seria el precursor de la yema adventicia. La
formacion de estas células diana puede considerarse como una adquisicion
de competencia para la formacion de los primordios caulinares. Cambios
similares en el modelo de division celular de periclinal a anticlinal durante la
diferenciacion de los promeristemoides han sido descritos en algunas especies
de coniferas (Villalobos et al., 1985; Flinn et al., 1988).

Los meristemoides en Paulownia tomentosa son evidentes hacia el dia
10 de cultivo y su evolucion a primordio de yema y, posteriormente, a yemas
adventicias es rapido, de manera que entre el dia 12-15 son visibles las primeras
yemas. A la vez que se produce la desdiferenciacion celular que permite
la formacién de células meristematicas en las zonas mas superficiales del
explanto, en las zonas mas internas del parénquima fundamental, tiene lugar
la diferenciacion de elementos vasculares (traqueidas), que posteriormente
establecen las conexiones vasculares con las yemas adventicias. La
proliferacion de este tejido vascular en el seno del parénquima llega a alcanzar
las dimensiones de un callo interno, aunque en este callo interno nunca se han
diferenciado meristemoides. De igual modo, Cuenca y Vietiez (1999) sefialan
la formacion de dos tipos de callo en los peciolos de haya cultivados in vitro
con TDZ, un callo formado a partir de las capas epidérmica y subepidérmica
y un callo interno formado por la division de las células asociadas a los haces
vasculares, que nunca diferencié meristemoides.
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Este protocolo podria ser una herramienta valiosa no sélo para la
micropropagacion de la especie, sino también para la aplicacion de técnicas de
transformacion genética, ya que nos permite determinar las regiones concretas
del explanto foliar donde va a tener lugar la iniciacion de los meristemoides, y
por tanto cuales deben ser las células objetivo de la transformacion genética.
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RESUMEN

El uso de suplementos nutricionales es una estrategia nutricional
ampliamente utilizada en pacientes de edad avanzada, aunque su eficacia
puede variar segun el sector de la poblacion geriatrica al que vayan destinados.
Una de las causas principales del fracaso terapéutico a los suplementos
nutricionales en ancianos es la falta de adherencia a los mismos. Al objeto de
conseguir mejorar el estado nutricional de la poblacion en riesgo y evitar una
posible pérdida de peso, se han desarrollado dos estrategias: 1) aplicacion del
programa NUT-MED, nutriciéon como medicacion, en el que el medicamento
se va a administrar acompanado de un suplemento nutricional hipercaldrico;
2) aplicacion del programa Arginina, en el que este aminoacido se incorpora
a una gelatina para intentar aumentar la adherencia al tratamiento. Los
programas se han implantado en centros sociosanitarios dependientes del
Complejo Hospitalario de Pontevedra. Los resultados del trabajo indican que
es posible mejorar el estado nutricional en pacientes geriatricos si se siguen
estrategias adecuadas. Seria recomendable que este tipo de programas se
implantasen en otros centros sociosanitarios para asi conseguir una mejora de
la situacion nutricional de sus pacientes.

Palabras clave: Centros sociosanitarios, nutricion, geriatria, programa
NUT-MED, programa Arginina, suplementos nutricionales.
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ABSTRACT

Nutritional supplements are widely used in geriatric patients, although
its effectiveness may change depending on the target population. Lack of
adherence in the elderly is one of the main reasons for failure in treatments
with nutritional supplements. The aim of this study was to improve the
nutritional status in old people and to avoid weight loss. To achieve these
goals, two strategies have been developed: 1) NUT-MED program (nutrition
as medication) administration of drugs together with an energetic nutritional
supplement; 2) Arginine program, incorporation of this amino acid into a
gelatin to improve the adherence. These programs have been implemented in
geriatric institutions depending on the Complejo Hospitalario de Pontevedra.
The results of this study suggest that improving nutritional status in geriatric
patients is possible when developing appropriate strategies. We suggest other
geriatric institutions to implement these programs in order to get better
nutritional conditions in their patients.

Key Words: geriatric institutions, nutrition, geriatrics, NUT-MED
program, Arginine program, nutritional supplements.

INTRODUCCION

La Comunidad gallega es la tercera en el ranking espafiol con el indice mas
alto de poblacion por encima de los 65 afios (584.000 segiin datos del Instituto
Nacional de Estadistica). Esto supone un grave desequilibrio poblacional cuya
tendencia, lejos de remitir, apunta al alza. Asi, mientras el tramo de edades
comprendidas entre los 0 y los 64 afios crece a un ritmo del 0.8 por ciento
anual, el de los mayores de 65 afios lo hace a una media del 4.8 por ciento. Se
calcula que en el 2025 Galicia contara con 700.000 personas que superardn esta
edad. Ante estos datos es facil interpretar que cualquier problema relacionado
con los pacientes de edad avanzada va a tener un enorme impacto a nivel
sanitario, social y econdomico.

Los ancianos son uno de los grupos de poblacién que mayor riesgo
presentan de sufrir malnutricion. De hecho, hasta el 40% de la poblacion
anciana presenta algun tipo de alteracion nutricional, bien sea calorico-
proteica, déficit selectivo de vitaminas u oligoelementos, inadecuado aporte
hidrico o bien obesidad. Asimismo, la malnutricion es relativamente frecuente
en centros sociosanitarios, siendo la pérdida de peso uno de los principales
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factores predictivos de mortalidad en ancianos institucionalizados (Sdez LLeo
y Bravo José€, 2009).

En la poblacion geriatrica esta situacion de malnutricion implica un
mayor riesgo de padecer distintas enfermedades, de hospitalizacion o
institucionalizacion, de deterioro de la capacidad funcional y de la calidad de
vida, de aumento del uso de recursos sanitarios, y de aumento de la mortalidad.
Existe una serie de motivos que justifican esta alta prevalencia de malnutricion
en ancianos, como son: ingesta oral deficiente, pluripatologia, polifarmacia,
elevada frecuencia de procesos cronicos y degenerativos, deterioro de los
sentidos del gusto, olfato y vista y alteraciones digestivas (disminucion de
la denticién y por tanto de la capacidad de masticacion, alteraciones en el
proceso de deglucion, disminucion del peristaltismo con el consiguiente
estrefiimiento asociado, y disminucion de la secrecion salival, digestiva y
pancredtica). También influyen de manera significativa variables demograficas
como la pérdida de poder adquisitivo, la soledad, el aburrimiento, depresion,
viudedad, alcoholismo o el aislamiento social y dificultad para el transporte
e ingreso en instituciones sociosanitarias (Zanuy y Ledn Sanz, 2004). Todo
esto nos lleva a la figura del anciano institucionalizado, que presentard unas
connotaciones especiales con respecto al anciano que vive en su domicilio.

Una de las consecuencias mas relevantes de la malnutricion en el anciano
es la pérdida de peso (utilizando la féormula: peso habitual-peso actual x 100
/ peso habitual), siendo una pérdida involuntaria de peso (PIP). Esta PIP
debe considerarse una sefial de alarma, ya que puede comprometer la vida
del anciano, agravar otras enfermedades o modificar su calidad de vida. Sin
embargo, mas importante aun que la PIP es la velocidad de PIP, parametro
que relaciona esta PIP con el tiempo. Asi, en los centros sociosanitarios
deberia estar protocolizada una evaluacion nutricional del paciente en los
siguientes casos: si se produce una PIP del 10% en los seis meses previos,
del 5% en el mes anterior o del 2% en la semana previa (Mijan de la Torre et
al., 2009). En la etiologia de la PIP en el anciano juega un papel fundamental
la conocida como “anorexia del envejecimiento”, que supone una reduccion
fisiologica del apetito causada por la edad avanzada. Otras posibles causas
de esta PIP podrian ser: depresion (presente hasta en el 40% de los ancianos
institucionalizados), enfermedades gastrointestinales, tumores o incluso una
mala salud buco-dental o dietas demasiado restrictivas y excluyentes.
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El objetivo general del presente trabajo es conseguir una mejoria del
estado nutricional de esta poblacién en riesgo, tratando de prevenir una
pérdida de peso. Para intentar paliar esta malnutricion especifica del anciano
se pueden desarrollar una serie de estrategias nutricionales, como pueden ser:
1) aumentar la sensacion de apetito del anciano hacia los alimentos y ments; 2)
incrementar y mejorar la ingesta de alimentos; 3) utilizar la alimentacion para
reducir una pérdida anormal de nutrientes; 4) informar y sensibilizar al anciano
de la importancia que representa una ingesta suficiente de alimentos.

Para conseguir los objetivos mencionados, se desarrollaran dos estrategias:
una a través del programa NUT-MED (nutricion como medicacién) y otra a
través del programa Arginina, por la que se incorpora este aminodcido a una
gelatina.

MATERIAL Y METODOS

Estrategia nutricional A: PROGRAMA NUT-MED (nutricion como
medicacion)

El programa NUT-MED consiste en administrar los medicamentos
acompanados de un suplemento nutricional energético en vez del agua o zumo
usados en la administracion convencional (Welch et al., 2003). El suplemento
utilizado fue de 2 Kcal/mL, es decir, un suplemento de tipo hipercalorico, ya
que la densidad normocaldrica se establece en 1 Kcal/ml.

El programa se llevo a cabo en un centro sociosanitario dependiente del
Complejo Hospitalario de Pontevedra con 170 residentes (145 en régimen de
asistidos y 25 en régimen de validos).

Criterios de inclusion

- Pacientes geriatricos desnutridos o en riesgo de desarrollar desnutricion,
incapaces de cubrir sus necesidades nutricionales con la alimentacion
convencional.

- Pacientes con una prescripcion activa de un suplemento nutricional.
Criterios de exclusion

- Pacientes con disfagia o nutricion enteral por sonda.
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El periodo de estudio establecido fue de seis meses.

Paraevaluarlosresultadosdel programaseutilizaron datos antropométricos
de los pacientes: peso e indice de masa corporal (IMC) y se realiz6 un test de
valoracion nutricional. Todos estos datos se evaluaron al inicio y al final del
periodo de estudio y comparando los datos obtenidos se comprob¢ la eficacia
y utilidad del programa.

El IMC es el pardmetro mas empleado en clinica y epidemiologia para
determinar el estado nutricional. Es un parametro que relaciona talla y peso
del paciente mediante la formula: peso (Kg) /talla? (m?). E1 IMC no solo refleja
la existencia de una situacion de desnutricion, sobrepeso u obesidad, sino que
ademas indica el grado en que se padece. En ancianos se considera normal un
IMC entre 22 y 27 (Sdez LLed y Bravo José, 2009).

El método de valoracion nutricional seleccionado fue el test MNA, por
ser de eleccion en la poblacion geriatrica, y por resultar sencillo, de bajo
coste y por no requerir personal cualificado para llevarlo a cabo. El test MNA
consta de cuestionario dietético (“;Ha comido menos en los tres ultimos
meses?”, “;Cuantas comidas completas realiza al dia?”), valora aspectos
fisicos (movilidad, pardmetros antropométricos o presencia de ulceras o
lesiones cutaneas) y contempla aspectos psicoldgicos y subjetivos (“Como
encuentra el paciente su estado de salud? “;Considera el propio paciente que
esta bien nutrido?”). El test se desglosa en un cribado inicial que consta de 6
items valorados en un maximo de 14 puntos, si la valoracion es mayor o igual
a 12 puntos se considera que el paciente esta bien nutrido y que su estado
nutricional es normal, por lo que no es necesario continuar con el test. En caso
contrario estariamos ante una situacion de riesgo de malnutricién y por tanto
habria que completar la segunda parte del test (valoracion final) que consta
de otros 12 items con un maximo de 16 puntos. Si en la evaluacion global el
paciente presenta menos de 17 puntos se considera que se encuentra en un
estado de malnutricién establecida, mientras que si la puntuacion se sitia
entre 17 y 23.5 puntos se considera que existe riesgo de malnutricion (Figura

0.

Se elaboré un impreso de registro de ingestas donde diariamente se
recogieron los datos tanto del porcentaje de comidas realizadas (ingesta solida
e ingesta liquida) como de suplementos ingeridos por parte del paciente. Este
impreso se disefi6 para facilitar el registro al personal, de tal forma que en una
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misma hoja se concentraran los datos de todo el mes y que con una simple
marca se pudiera rellenar el porcentaje correspondiente (Figura 2). Este registro
lo llevd a cabo el personal de enfermeria y auxiliar del centro. Analizando
este registro de ingestas se obtuvo la adherencia media al suplemento durante
el periodo de estudio.

Otro impreso elaborado para el registro de datos fue la hoja de medicacion
(Figura 3) donde se reflejaron en verde aquellos medicamentos que pueden ser
administrados con el suplemento (bien porque su absorcion no se ve alterada,
o porque se ve favorecida, o incluso porque se consiga una reduccion de
efectos adversos) y en rojo se anotaron aquellos fArmacos que no deben ser
administrados con el suplemento (bien por provocar una disminucion en la
biodisponibilidad del medicamento, o bien por la presencia de interacciones
farmaco-nutriente). Esta hoja de medicacion fue elaborada para cada paciente
por el farmacéutico responsable del proyecto.

Figura 1. Hoja de evaluacion del test MNA (Mini Nutritional Assessment)

Evaluacion del estado mutricional
Mini Nutrional Assessmen MMNA

Evubuanwn dol crobam
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Figura 2. Hoja de registro de ingestas
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Figura 3. Hoja de medicacion

RESIDENTE: SUPLEMENTO NUTRICIONAL
HABITACION: PAUTA:
FECHA ACTUALIZACION:

MEDICAMENTO DNO | CDA | CNA
FARMACO A 1 i
FARMACO B 1 111
FARMACO C 1111
FARMACO D
FARMACO E
FARMACO F
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Estrategia nutricional B: PROGRAMA ARGININA

El programa consisti6 en incorporar el modulo de arginina a una gelatina.
La gelatina es habitualmente bien tolerada por los pacientes, por su consistencia
y facilidad de deglucion.

Criterios de inclusion

- Presencia de tlceras por presion.

- Tratamiento activo con un suplemento de arginina.
- Pobre ingesta hidrica.

- Problemas de disfagia.

- Dieta tipo “turmix”.

El estudio se llevo a cabo en un centro sociosanitario dependiente del
Complejo Hospitalario de Pontevedra con 181 residentes (26 en régimen de
validos y 155 en régimen de asistidos). La dosis diaria de arginina fue de
7g (1 sobre) tres veces al dia, por lo que la dosis diaria total fue de 21g. Se
elabor6 una formula por paciente mezclando el polvo correspondiente a tres
sobres de arginina con el de gelatina y disolviéndolos en 600 ml de agua. Se
homogeneiz6 la mezcla y se introdujo en el refrigerador hasta consistencia
semisodlida. Esta mezcla se dividid en tres raciones, correspondientes a las
tres dosis diarias de cada paciente. El periodo de estudio fue, al igual que en
el programa anterior, de seis meses.

Mediante el mismo impreso de registro de ingestas utilizado en el
programa anterior (Figura 2), se midi6 la tasa de adherencia al mddulo de
arginina antes y después de introducir la estrategia de mejora.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estrategia nutricional A: PROGRAMA NUT-MED (nutricion como
medicacion)

El uso de suplementos nutricionales es una estrategia nutricional
ampliamente utilizada, aunque la eficacia de su uso puede variar en funcion
de la poblacion diana; asi, en ancianos hospitalizados o institucionalizados si
han demostrado reducir las estancias hospitalarias y complicaciones durante
el ingreso, asi como la mortalidad. Sin embargo en ancianos que realizan vida
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comunitaria se ha visto que incrementan el peso, la ingesta, disminuyen el
numero de caidas, mejoran los resultados de los test de valoracion nutricional,
pero no reducen la mortalidad ni la frecuencia de hospitalizacion (Mijan de
la Torre et al., 2009). En cualquier caso uno de los principales problemas
asociados al uso de suplementos nutricionales es la falta de adherencia a
los mismos. Este programa pretende minimizarla y alcanzar los siguientes
objetivos: 1) mejorar la aceptacion y eficacia de los suplementos; ii) conseguir
que el paciente perciba el suplemento como una medicacion mas, que requiere
inmediata y completa consumicion, en vez de considerarlo como algo opcional
y iii) optimizar su uso mediante la intervencion farmacéutica, asegurando
que los pacientes consuman cantidades adecuadas de energia y nutrientes.

El nimero de pacientes incluidos en el programa a lo largo del periodo
de estudio fue de 34. Tras la implantacion del programa los datos obtenidos
fueron:

- Tasa de adherencia: 87.2%
- Incremento medio de peso: 2.4 Kg
- Incremento medio de IMC: 1.26 puntos

- Incremento medio en el test MNA: 0.8 puntos

Como puede observarse de estos datos, se obtienen incrementos en todos
los parametros evaluados, lo cual nos permite llegar a la conclusion de que la
implantacion del programa consigue garantizar la eficiencia en la utilizacion
de los suplementos nutricionales, obtener una alta tasa de adherencia con lo
que se reducen las pérdidas en suplementos pautados y no ingeridos y por
tanto, cumplir con los objetivos nutricionales.

Seria interesante la aplicacion de programas similares en aquellos
residentes en los que esté indicado, en centros sociosanitarios, donde la
intervencion del farmacéutico puede optimizar la eficacia terapéutica de la
medicacion, favoreciendo la absorcion y resolviendo posibles interacciones.

Estrategia nutricional B: PROGRAMA ARGININA

Laarginina es un aminoacido semiesencial, sintetizado fundamentalmente
en el rifion a partir de la citrulina procedente del intestino y de un donante
de nitrégeno que habitualmente es el acido aspartico. La arginina esta
implicada en una gran cantidad de vias fisiologicas y ha demostrado favorecer
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la cicatrizacion de heridas ya que sirve como precursor para la sintesis de
proteinas y pasa a comportarse como aminoacido esencial en esta situacion.
Se ha demostrado que dosis de arginina entre 17 y 24 g al dia mejoran el
deposito de colageno en las heridas (De Luis Roman ef al., 2009). En nuestro
caso se utiliza en pacientes geriatricos con ulceras por presion para favorecer
la cicatrizacion de las mismas.

Para que los suplementos de arginina sean efectivos, es necesario
garantizar la mayor adherencia posible a los mismos. Esto no siempre es
posible ya que la apetencia por el suplemento por parte de los pacientes es
baja. Los modulos de arginina se presentan en forma de polvo para disolver
en un liquido, habitualmente agua, y suelen tener sabor neutro. Otra practica
habitual consiste en anadir el médulo a la dieta, cuando ésta es de tipo “turmix”,
con el inconveniente de que si el paciente no ingiere la totalidad de la comida,
se pierde una parte indeterminada de suplemento. El programa consistié en
incorporar el médulo de arginina a una gelatina. La gelatina es habitualmente
bien tolerada por los pacientes, ya que presenta consistencia semi-solida,
resulta de fécil deglucion y nos facilita la adherencia al tratamiento ya que en
poco volumen conseguimos concentrar el modulo completo. Por otra parte,
la propia gelatina supone un extra en el aporte hidrico y proteico de estos
pacientes.

Para el estudio se seleccionaron 13 pacientes que cumplian los criterios
de inclusion.

Antes de la implantacion del programa, el modulo de arginina se
administraba tres veces al dia: desayuno, comida y cena. La adherencia al
suplemento se correspondia con el porcentaje de ingestas diarias. En todos
los casos los pacientes tenian prescrita una dieta tipo “turmix”. La tasa de
adherencia fue del 68.5%.

Tras incorporar la arginina a la gelatina se decide administrarla igualmente
tres veces al dia, pero en este caso en el postre de la comida, merienda y postre
de la cena. La tasa de adherencia a la gelatina, y por tanto al suplemento de
arginina fue del 87.5%. El incremento en la tasa de adherencia al modulo
de arginina en comparacion con el suministro por via convencional, fue, en
consecuencia, del 19%.
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Incorporando el suplemento de arginina a la gelatina, conseguimos
aumentar la adherencia al tratamiento de una forma sencilla y asi garantizamos
la ingesta completa del médulo y la eficacia del tratamiento prescrito. Ademas,
con la gelatina se facilita la deglucion en situacion de disfagia, y ademas se
aumentan la ingesta hidrica y el aporte proteico, tan necesarios en este tipo
de pacientes.

Si bien es cierto que es necesario elevar el nimero de pacientes a estudio
y evaluar estos programas en otros centros sociosanitarios para obtener unos
datos mas consistentes, la conclusion general de este trabajo puede resumirse
en que es posible mejorar el estado nutricional en poblaciones de riesgo,
fundamentalmente en ancianos, si se siguen estrategias adecuadas (como
los programas aqui desarrollados) en pacientes que cumplan unos criterios
adecuados. Los programas deberian implantarse, de forma preferente, en
centros sociosanitarios dependientes de la administracion publica, siempre
bajo la supervision médica y farmacéutica del propio centro.
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RESUMEN

Las glicoproteinas (GPs) elaboradas por las células mucosas de las
branquias de Steindachnerina brevipinna fueron investigadas por medio de
técnicas histoquimicas, entre los que se incluyen métodos para la localizacion
y caracterizacion de GPs con dioles vecinos oxidables, O-acil azucares,
esteres O-sulfatados y residuos de acidos sialicos sustituidos o no sustituidos.
Se identificaron células mucosas entre las células epiteliales de las laminillas
primarias y secundarias. Poseen GPs con dioles vecinos oxidables y GPs
neutras en concentraciones moderadas, GPs con esters O-sulfatados y GPs con
O-acil aztcares en concentraciones altas a moderadas. Este trabajo demuestra
la heterogeneidad en las células mucosas de las GPs, las que pueden estar
involucradas con diferentes funciones tales como la lubricacion, proteccion e
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inhibicion de la invasion y proliferacion de microorganismos patogenos y la
regulacion idnica.

Palabras clave: Branquias, células mucosas, glicoproteinas, histoquimica,
Steindachnerina brevipinna.

ABSTRACT

Glycoproteins (GPs) elaborated by the branchial mucous cells of
Steindachnerina brevipinna were investigated by a range of histochemical
procedures. These included methods for the localization and characterization
of GPs with oxidizable vicinal diols, O-acyl sugars, O-sulphate esters and
sialic acids residues without O-acyl substitution or with O-acyl substitution.
Mucous cells are detected among the epithelial cells of the filament and the
gill lamellae. No histochemical differences are detected between the mucous
cells of primary and secondary lamellae. They contain GPs with oxidizable
vicinal diols and neutral GPs in moderate amounts, GPs with O-sulphate
esters and GPs with O-acyl sugars in moderate to high amounts. This work
demonstrates the heterogeneity of the mucous cells glycoproteins, which
could be associated with different functions such as lubrication, protection
and inhibition of the invasion and proliferation of pathogenic microorganisms
and ionic regulation.

Key words: Gills, glycoproteins, histochemistry, mucous cells,
Steindachnerina brevipinna.

INTRODUCTION

The mucous cells of fishes and the composition of the mucus produced
by them have been analyzed in various studies from both the morphological
and histological points of view (Park and Kim, 2001; Diaz et al., 2004, 2008,
2009; Kumari et al., 2009).

The mucus elaborated by the mucous cells is known to contain various
biologically active macromolecules. One of the major constituents of these
mucus secretions are the glycoproteins (GPs) (Pinky et al., 2008).

Muco-substances are essential for the maintenance of appropriate
functioning of epithelial tissues (Niew Amerongen et al., 1995; Diaz et al.,
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2008). They are known to have a large variety of functions, from merely
mechanical functions, through antimicrobial and antiviral to osmotic functions.
In fish the mucosubstances also have an important role in ions regulation and
diffusion (Domeneghini et al., 1998; Diaz et al., 2005a). Mucous cells and the
composition of the mucus they produce are influenced by the physicochemical
condition of the environment and its variations (Domeneghini ef al., 1998;
Diaz et al., 2001).

Differences in the chemical compounds present in all river water columns
can change the histological and histochemical characteristics of the gill mucous
cells of fish; therefore they are an available model for studies on environmental
impact (Laurent and Perry, 1991; Machado and Fanta, 2003).

The characid Steindachnerina brevipinna (Eigenmann & Eigenmann,
1889) is a teleost that belongs to the family Curimatidae and has a geographical
distribution restricted to South America (Giora and Fialho, 2003). S. brevipinna
is popularly known as ‘biru’ in Brazil, ‘sabalito’ and ‘characin’ in Uruguay
and ‘sabalito’, ‘blanquillo’, ‘huevada’, ‘carimbatd’, ‘saguird’ in Argentina
(Giora and Fialho, 2003; Lopez ef al., 2003). They are fishes of small bearing
which not present teeth and live grouped close to the bottom in open waters.
They are distinguished by their ecological significance in the neotropical fish
communities for being animals of detritivorous habitat (Giora and Fialho,
2003; Blauth de Lima et al., 2009).

Many studies have been published on gills that describe the general
morphology of their cells; however, few works apply to mucous cells or the
secretion they produce. From the histochemical point of view different types
of mucous cells have been described in the gill epithelium of Poecilia vivipara
and Rita rita (Saboia-Moraes et al., 1996, Kumari et al., 2009). The analysis
of the glycoconjugates residues in the gills of Cynoscion guatucupa and
Odontesthes bonariensis have been investigated using lectin histochemistry
(Diaz et al., 2004; Diaz et. al., 2005b ). The morphology of the gills of S.
brevipinna was the subject of our previous investigation in this species
(Blauth de Lima et al., 2009).

The aim of this work was to analyze the carbohydrate composition of
mucins in mucus cells of the gills filaments and secondary lamellae of S.
brevipinna from the hydrographic basin of the river Uruguay Medio in
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Uruguaiana, Rio Grande do Sul, Brazil and to establish the correlation to their
possible function in gills.

This work will supply more profound information about the histochemical
characteristics of the mucous cells of S. brevipinna and it denotes the
foundation upon which morphological comparisons at diverse environmental
situations will be probable.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Adult S. brevipinna specimens of both sexes were collected in Sio Marcos
District, locality of Cantdo, at the hydrographical basin of River Uruguay
Medio, (“29°30° 20.4” S/ 56° 50’ 41.9” W), in the Uruguaiana Commune, Rio
Grande do Sul, Brazil. Collections were done in the winter-spring 2005 and
summer 2006 periods. Specimens were adults of both sexes. After collection
the specimens were measured in site (107 = 11.87mm length). The gills were
rapidly excised and fixed by immersion in 10% buffered formalin for light
microscope studies.

Histological processing

Samples were routinely processed and embedded in paraffin. Four
micrometer-thick histological sections were cut by microtome, prepared
according to standard protocol and then stained using the following techniques:
routine hematoxylin and eosin (H-E) stain, Masson trichrome stain for
morphology and Mayer mucicarmin for mucin identification.

Histochemical processing

Sections of tissue were treated with a series of histochemical procedures
following Diazetal. (2008), for the identification and simultaneous visualization
of different classes of GPs (Table 1). Sections were stained with: 1) PAS
(periodic acid Schiff’s reagent) to demonstrate periodate reactive vicinal
diols; 2) the acetylation before PAS technique to block the oxidation of the 1,2
glycol groups by the periodic acid; 3) the acetylation — saponification - PAS
sequence to restore the 1,2 glycol groups which reacts with the periodic acid ;
4) a.-amylase digestion before PAS reaction for a control of the presence of GPs
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with oxidizable vicinal diols; 5) PA*S (selective periodic acid Schiff reaction):
oxidation for 1 h at 4°C with 0.4 mM periodic acid in approximately 1 M
hydrochloric acid is used as a specific reagent for the selective visualization
of sialic acids in the PAS procedure. The selectivity of the reaction is the
result of an increase in the rate of the oxidation of the sialic acid residues
together with a decrease in the rate of oxidation of neutral sugars; 6) PA/P/S
(periodic acid oxidation-phenylhydrazine-Schiff): following oxidation with
1% periodic acid for 2 h at room temperature, sections were treated with
0.5% phenylhydrazine hydrochloride for 2 h. They were then incubated with
pararosaniline Schiff for 4 h. In this procedure, sialic acids with oxidizable
vicinal diols stain magenta; 7) KOH/PA*S (saponification-selective periodic
acid Schiff reaction) to allow the characterization of total sialic acids.

Table 1. Histochemical reactions for carbohydrate moieties in mucous cells of

Steindachnerina brevipinna gills.

Procedures

Interpretation of staining reactions

References

PAS

Acetylation-PAS

Acetylation-
Saponification-PAS

a-amylase- PAS

GPs with oxidizable vicinal diols and/or
glycogen

GPs with oxidizable vicinal diols and/or
glycogen

GPs with oxidizable vicinal diols and/or
glycogen

GPs with oxidizable vicinal diols

Sialic acid and some of their chain variants

Mc Manus, 1948

Lillie and Fullmer,
1976

Lillie and Fullmer,
1976

Pearse, 1985

*
PA*S (C7 andlor C9) Volz et al., 1987
PA/P/S Sialic acids with oxidizable vicinal diols Reid et al., 1984a,b
KOH/PA*S GPs with sialic acid residues Culling et al., 1976
KOH/PA*/Bh/PAS Neutral GPs with oxidizable vicinal diols Volz et al., 1987
Sialic acid residues with O-acyl
PA/Bh/KOH/PAS substitution at C7, C8 or C9 and O-acyl Reid et al., 1973
sugars
GPs with carboxyl groups (sialic acid or .
ABpH 2.5 urinic acid) and/or with O-sulphate esters Lev and Spicer, 1964
ABpH 1.0 GPs with O-sulphate esters Lev and Spicer, 1964
ABpHO0.5 Very sulphated GPs Lev and Spicer, 1964
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The saponification with 0.5% potassium hydroxide in 70% ethanol for 30
min at room temperature was performed to deacetylate sialic acid residues
and was followed by PA*S; 8) KOH/PA*/Bh/PAS (saponification-selective
periodic acid-borohydride reduction-periodic acid Schiff reaction) for the
characterization of neutral sugars; 9) PA/Bh/KOH/PAS (periodic acid-
borohydride reduction-saponification-periodic acid Schiff reaction): this
method was carried out using a 2 h oxidation at room temperature with 1%
periodic acid. The aldehydes generated by the initial oxidation were reduced
to Schiff-unreactive primary alcohols with sodium borohydride (PA/Bh).
Following saponification (KOH), sialic acids with O-acyl substituents at C7,
C8 or C9 (or which had two or three side-chains O-acyl substituents) and O-
acyl sugars were PAS positive; 10) AB pH 2.5 (Alcian Blue 8GX pH 2.5): to
demonstrate GPs with carboxyl groups (sialic acid or uronic acid) and/or with
O-sulphate esters; 11) AB pH 1.0 (Alcian Blue 8GX pH 1.0): to demonstrate
GPs with O-sulphate esters; 12) AB pH 0.5 (Alcian Blue 8GX pH 0.5) to
demonstrate GPs very sulphated.

RESULTS

The gill arch structure of S. brevipinna is similar to that of other teleosts.
They are formed by four holobranchs, each consisting of two hemibranchs
with primary and secondary lamellae. The primary lamellae are made up of
a cartilaginous support, a vascular system and a multilayered epithelium. The
external layer consists mainly of pavement cells with mitochondria-rich cells
and mucous cells spread among them. The secondary lamellae consist of two
layer of epithelial cells morphologically adapted to gas exchange. Mucous cells
appear depressed on the surface of the primary and secondary epithelium, its
number is lower in the secondary lamellae. They are spherical, flask-shaped,
or ovoid with globules. Hematoxylin-eosin or trichrome coloured preparations
showed no colour in the mucous cells content. Mucous discharge is performed
by exocytosis.

The histochemical procedures for visualizing and identifying GPs in the
mucous cells of primary and secondary lamellae are summarized in Table
2. No histochemical differences are detected between the mucous cells of
primary and secondary lamellae. Although the number of mucous cells was
lower in the secondary lamellae. Evaluation of techniques which associate
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histochemical methods and their respective controls denote that a single type
of mucous cell appears.

Analysis of the results obtained by the combination of histochemical
methods reveals that the mucous cells in the primary and secondary lamellae
elaborate GPs with oxidizable vicinal diols and neutral GPs in moderate
amounts, GPs with O-sulphate esters and GPs with O-acyl sugars in moderate
to high amounts. The mucous cells synthesize GPs with oxidizable vicinal
diols in moderate concentration indicated by the PAS reaction (Fig. la).
The coloration disappears after acetylation and restores after saponification
assuring the presence of GPs with oxidizable vicinal diols. Sections subjected
to a-amylase, to demonstrate periodate reactive vicinal diols and exclude
the presence of glycogen, were positive to the PAS reaction after the same
treatment, so they must comprehend neutral hexoses.

Table 2. Histochemical staining properties of GPs in mucous cells of S. brevipinna gills.

Procedures Reaction shades
PAS 2M
Acetylation-PAS 0
Acetylation-Saponification-PAS 2M
a-amylase- PAS 2M
PA*S 1M
PA/P/S IM
KOH/PA*S 1M
KOH/PA*/Bh/PAS 2M
PA/Bh/KOH/PAS 3M
ABpH 2.5 3T
ABpH 1.0 2T
ABpH 0.5 2T

M, magenta; T, turquoise. Staining intensity: 0, negative; 1, weak; 2, moderate; 3, strong

A feeble reaction to PA*S indicated the presence of traces of sialic
acids and some of their side chain variants (Fig. 1b). Feeble reaction with
the methods PA/P/S and KOH/PA*S further confirms the presence of low
moieties of GPs with sialic acid residues (Fig. 1c). Neutral glycoproteins with
oxidizable vicinal diols were revealed using the KOH/PA*/Bh/PAS method
(Fig. 1d). Therefore the positivity of the PA/Bh/KOH/PAS reaction is due
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to the presence of GPs with O-acyl sugars. Furthermore, strong to moderate
turquoise reaction with the Alcian Blue methods at different pHs (2.5, 1.0 and
0.5) shows that GPs with O-sulphate esters are present (Figs. le, f).

Figure 1. Sections of S. brevipinna gills showing reactions to GPs in the mucous cells
from primary lamellae (arrow) and secondary lamellae (arrowhead). (a) PAS x156, (b) PA*S
x156, (c) PA/P/S x196, (d) KOH/PA*/Bh/PAS x200, (¢) AB pH 2.5 x144 and (f) AB pH 1.0
x198.
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DISCUSSION

The gills of S. brevipinna are essentially similar to that of other teleost
in their morphology (Hughes, 1984; Hossler ef al., 1986; Wilson and Laurent,
2002; Diaz et al., 2009). In this way, we distinguished two types of epithelia in
S. brevipinna, that of the primary lamellae which is a multilayered epithelium
and that of the respiratory lamellae which is a two cell layer epithelium
(Blauth de Lima et al., 2009). Mucous cells are present in both epithelia.
They are placed sunk among the epithelial cells of the primary lamellae and
the secondary lamellae that cover them almost completely, as typically are
reported in other teleosts (Hossler et al., 1986; Diaz et al., 2001, 2009; Eiras
Stofella et al., 2001). In S. brevipinna, the epithelium covering the gills has an
only type of mucous cell on the basis of its histochemical nature. Arellano et
al. (2004) and Kumari et al. (2009) described two types of mucous cells in the
gills of Oreochromis niloticus and Rita rita respectively. Meanwhile Diaz et
al. (2005a, b, 2009) reported only one type of mucous cells in gills filaments
and secondary lamellae of Cynoscion guatucupa, Micropogonias furnieri and
Odontesthes argentinensis. Nevertheless the number of mucous cells in the
secondary lamellae of S. brevipinna is scanty unlike the number found in
sea water teleosts where there is no variation in the presence of mucous cells
between the primary and secondary lamellae (Diaz et al., 2001; 2005a, 2005b,
2009).

Histochemical techniques have resulted to be estimable tools for placing
and characterizing gill cells (Sabdia-Moraes et al., 1996; Sarasquete et al.,
1998; Diaz et al., 2001, 2004, 2005a, b; Cinar et al., 2008; Kumari et al.,
2009). The histochemical methods employed permitted to characterize the
mucous cells. The main components of mucus are high molecular weight GPs
with numerous carbohydrate chains O-glycosidically linked to a protein core
(Burkhardt-Holm, 1997). In the content of mucous cells from the gills of S.
brevipinna there are neutral GPs, GPs with sialic acids and some of their side
chain variants (C7, C8 or C9), and carboxylated and sulphated GPs.

In the present investigation, the study of the results explain interesting
differences in the composition and concentration of GPs developed by the
mucous cells in the gill filaments and the secondary lamellae in S. brevipinna.
GPs evolved on the surfaces of the gill filaments and the secondary lamellae
could be correlated to facilitate in the respiratory activity study we have
recognized a single type of mucous cells in the gills of S. brevipinna.
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Mucous cells are similar to those described for the gills of Odontesthes
bonariensis (Diaz et al., 2004) and for the epithelium of the operculum of
Lepidocephalichthys guntea (Mittal et al., 2004). As in other teleosts it was
found that mucous cells of S. brevipinna gills produced both neutral and
acidic carboxylated GPs appreciated whole in the same cell (Sarasquete et
al., 1998; Diaz et al., 2001, 2004b, 2005a, b). The mucous cells were stained
with PAS and a-amylase/PAS so that they included neutral hexoses. These
results could suggest the inexistence of glycogen as showed in other species
whose mucous cells were also stained with this procedure (Sarasquete et al.,
1998). In fish, GPs with oxidizable vicinal diols could control the acidity of
the mucus secretion (Mittal ez al., 1994; Diaz et al., 2005b).

On the other side GPs with O-sulphate esters could be concerned to
lubricate the surfaces and preserve them from damages. Lubrication may
serve as a useful tool to protect the surfaces of the gills from injuries (Pinky
et al., 2008). GPs with O-sulphate esters have also been described on the
epithelial secretion and have been remarked to lubricate the surfaces (Mittal
et al., 1994, 2002; Park et al., 2003). GPs with O-sulphate esters in high
concentrations may as well be correlated with avoiding the proliferation of
pathogenic microorganisms on the epithelial surfaces as proposed by Mittal
et al. (1994) and Yashpal et al. (2007). According to Mittal et al. (2002) the
sulphated GPs could also play a vital role in supplying protection against
mechanical damage to which S. brevipinna is highly vulnerable because of
their habitat and also while moving.

Acidic sulphated mucosubstances have been reported in mucous cells
in the skin of cutaneously respiring fishes as Mastacembalus and Liobagrus
(Mittal et al. 1994; Park et al., 2003). In these cases the mucus is an adaptive
modification which is necessary for the normal life of the fish, very often
resisting the problems of complete desiccation, and may also be employed to
keep the skin or epithelium clear for respiration (Park and Kim, 2001; Park et
al., 2003). We consider that the same physiological role can be attributed to
the mucous cells of the teleost gills. Additional work is required to validate
this role and clarify the characteristics of the mucus sheath.

The role of GPs with sialic acid residues has been also associated with the
protection of the tissues against bacterial degradation (Culling et al., 1976)
and with the prevention of the invasion of viruses (Diaz et al., 2005b). In
infectious processes colonizing of bacteria can be restricted to sialic acids
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coat shielding the host cell surface (Traving and Schauer, 1988) playing an
important role in the organism’s host defense mechanisms.

Kumari et al. (2009) postulated that glycoproteins are major determinants
of the viscosity of mucus elaborated by the secretory cells in the epithelium
at different locations. It has been considered that properties of mucus being
viscous are related to the presence of acid GPs (GPs with O-sulphate esters
and/or GPs with sialic acid residues without or with O-acyl substitution at C7,
C8 or C9) and the viscosity of the mucus being simultaneously intensified
with the acid GPs moieties in it (Pinky et al., 2008). Moreover Tibbets (1997)
reported that the mucus with neutral GPs (GPs with oxidizable vicinal diols) is
less viscous than those containing acid GPs. Elaboration of GPs with oxidizable
vicinal diols in high concentrations, in addition to GPs with O-sulphate
esters, O- acyl sugars and few GPs with sialic acid residues without or with
O-acyl substitution at C7, C8 or C9 in the secretion of the mucous cells of S.
brevipinna could thus be observed to attain proper composition of the mucus
by decreasing the degree of its viscosity (Pinky et al., 2008).

O-acyl sugars have been identified in the mucous cells of S. brevipinna.
Park et al. (1987) has proposed that the primary function of the O-acyl
sugar containing GPs is protective. Kumari et al. (2009) established that the
localization of such GPs should aid further studies for documenting their
significance in relation to fish life.

The present study evinces the presence of different mucosubstances in
the mucous cells of the S. brevipinna gills. The components of the GPs would
induce to preserve the various functional processes including the general
osmoregulatory role of regulating the transfer of ions and fluids. Further
studies are necessary to detail the functional significance of the mucous cells
in gills from S. brevipinna.
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RESUMEN

El racismo permanece en nuestra sociedad y por eso, es importante
conocer las razones fundamentales del pensamiento racista. La intencion de
este articulo es mostrar cual es la base l6gica del racismo; algo que no se habia
hecho hasta ahora.
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ABSTRACT

Racism remains in our society and for that it is important to understand
the fundamental reasons of racist thinking. The aim of this article is to show
the logical basis of racism; something that had not been done so far.

Key-words: Racism, logic, truth, integrationism, society.

INTRODUCCION

La légica es aquella disciplina cuyo objetivo consiste en proporcionar
criterios para la evaluacion de los distintos argumentos. Esta disciplina
comenzo6 su camino en la Grecia clasica y tuvo un doble nacimiento: en
primer lugar, Aristoteles creo la silogistica y, en segundo lugar, Crisipo (como
maximo exponente de la escuela megarico-estoica) quien comenzo la /ogica
proposicional (Casanovas, 2007).

Sin ninguna duda, la silogistica fue el planteamiento légico clasico que
mayor relevancia ha tenido a lo largo de la historia. Aristoteles queria elucidar
la estructura del enunciado 16gico, en la medida en que en éste radicaba la
esencia de la verdad. Por tanto, ya desde los albores del saber humano, la
l6gica se ha vinculado estrechamente con la verdad. Pues bien, en la silogistica
el juicio del enunciado es de la forma S (sujeto) es P (predicado), de tal manera
que entre sujeto y predicado se une el verbo es o el signo de igualdad (=).
Aristoteles a través de su logica establecio la existencia de nueve predicados,
todo ellos dependientes de un sujeto fundamental: ovcto. Este término fue
traducido por Cicerén como essentia aunque posteriormente, en la Edad
Media, ovcla se tradujo incorrectamente por substantia corrompiendo su
sentido inicial.

El filésofo griego afirmo en su Metafisica que no es posible que se dé y no
se dé un mismo atributo, de manera simultanea, en un mismo sujeto. De ahi
que se pueda afirmar lo siguiente:

“la estructura légica (la estructura del pensamiento y el habla) es también y al
propio tiempo la estructura del sujeto de la enunciacion: es una y la misma cosa
con el ser. Estos principios son 16gicos y ontologicos a la vez. En tanto que logicos,
se hallan en la estructura del sujeto de la enunciacion. Como dice Parménides,
una misma cosa es ser y pensar. Los principios 16gicos supremos estan impresos
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en el sujeto cognoscente (en su habla, en su lengua, en su discurso, en su palabra,
en fin: en su Aoyo(). La estructura de todo lenguaje racional es semejante a la
estructura de lo real... “(Labastida, 2007).

La silogistica aristotélica y sus consecuencias epistémicas se mantuvieron
hasta la ilustracion. De hecho, Kant (2002) en su Critica de la razon pura
asume la concepcion aristotélica de que existe un sujeto (identificado con la
idea de esencia) y un predicado, cuyas caracteristicas parten del sujeto. Esta
base gnoseoldgica llevo a Kant a considerar que el espiritu (y por supuesto
también la razon) presentan una estructura semejante en todas las personas,
la cual serd independiente de la experiencia que tengamos. Por tanto, estas
caracteristicas o, si se prefiere formas, seran universales, necesarias vy,
obviamente, a priori. En cambio, los contenidos seran a posteriori, 1o que
implica ser adquiridos con posterioridad a la experiencia. Pues bien, Kant
denomina a las formas a priori de larazon y de la experiencia, trascendentales.
A partir de las formas o los juicios a priori 'y a posteriori de la razoén, Kant
establecio la diferenciacion entre las proposiciones analiticas y sintéticas.
Para ¢l, una proposicion analitica es aquella en la que el predicado estd ya
contenido dentro del sujeto. De tal manera que la verdad de estos enunciados
es evidente. En cambio, las proposiciones sintéticas, seran aquellas en las que
media la experiencia para llegar a la verdad de las mismas.

Este filosofo consideraba que la logica es la ciencia de las leyes generales
del pensamiento. Por tanto, y en funcién de la distincion previa, deberia
ocuparse solo de aquellas cuestiones necesarias del entendimiento y la razon.
Por tanto, para Kant la logica es una disciplina aprioristica y normativa, ya
que se ocupa de como se debe pensar.

Esta diferenciacion entre analitico y sintético se mantiene actualmente
y, ademas, ha sido transformada en la distincion tedrico (T)/observacional
(O). Esta ultima diferenciacion fue expuesta por los miembros del Circulo de
Viena. No obstante, como los filosofos de este grupo rechazaron frontalmente
cualquier tipo de metafisica (al contrario que Kant) tuvieron que establecer
nodos de relacion entre T y O: reglas de correspondencia (Carnap y Nagel),
definiciones coordinadas (Reichenbach), enunciados interpretativos (Hempel),
diccionario (Ramsey) o definiciones operacionales (Bridgman). El problema
que nos encontramos aqui es el de si nuestras percepciones individuales estan
o no cargadas de elementos tedricos que mediatizan la interpretacion de las
mismas. De hecho, los datos actuales que tenemos a nivel neurofisioldgico no
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nos permiten afirmar, tal y como hacian los griegos, que seamos capaces de
percibir “realidades” de un mundo distinto al nuestro. Algo semejante puede
decirse respecto a la distincion T/O. Nuestra observacion no va a escindirse
de nuestros procesos intelectivos, de tal manera que toda percepcion implica
inteleccion y toda inteleccion esta configurada en funcion de una determinada
hermenéutica del mundo, basada en determinadas teorias.

Perspectiva a posteriori

Quine (1991) en su famoso articulo “Dos dogmas del empirismo” mostro
la revisabilidad de las verdades analiticas considerando que tanto las verdades
analiticas como las sintéticas no tienen un caracter a priori. En este sentido
Quine se situarelativamente cercade Carnap (1936) quien considera que hay dos
elementos fundamentales que determinaran la verdad o falsedad de cualquier
enunciado: el lenguaje y el mundo. De ahi que Carnap afirmase que las verdades
se van estableciendo exclusivamente en virtud del significado que las personas
le asociamos a los distintos términos y en funcion de la confirmabilidad de
las mismas. En este sentido, Carnap (1936) en su “Testability and Meaning”
reconocia la imposibilidad de verificar cualquier tipo de proposicion cientifica.
Por esta razon, Carnap propuso la confirmabilidad como solucion, estando
la base de ésta en la observabilidad del predicado. Las verdades analiticas,
entonces, serian un caso extremo en la concepcion carnapiana ya que éstas
serian independientes del mundo. Por tanto este filosofo considera que seran
nuestras propias convenciones, en relacion con el significado de los términos,
las que determinen el valor de verdad de los enunciados. No obstante, esto no
quiere decir que las verdades analiticas sean a posteriori, sino que van a ser
verdades necesarias y cognoscibles aprioristicamente.

El pensamiento de Quine sienta sus bases en los postulados de Carnap
aunque critica la viabilidad del convencionalismo légico carnapiano. Esto
se apoya en la consideracion de Quine acerca que la experiencia es vital
en nuestro proceso cognitivo. Asimismo, este filosofo afirma que cualquier
argumentacion a priori de la légica implica algun tipo de regla logica. De ahi
que se produzca un fendmeno de justificacion circular que serd, por tanto,
inaceptable. En este sentido, los enunciados se distribuyen en dos tipos: los
logicamente verdaderos y los empiricamente verdaderos.

Los ldgicamente verdaderos, pueden tipificarse mediante el enunciado
siguiente:
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(1) Ningun hombre no casado es casado

En este ejemplo, y dado que es logicamente verdadero, este enunciado
serd verdadero para cualquier interpretacion de los términos “hombre” y
“casado”. En este sentido Quine afirma que si suponemos un inventario previo
de particulas logicas, con “no” y otras formas de negacion, “si”, “entonces”
(en sentido ilativo, no temporal), “y”, etc., podremos decir —a nivel general—
que una verdad légica es un enunciado que seréd verdadero y lo seguird siendo

para toda interpretacion de los componentes que no sean particulas logicas.

Ademas de estas verdades, hay una segunda clase de enunciados analiticos
tipificables por una expresion del tipo:

(2) Ningtn soltero es casado

Quine considera que lo que caracteriza a un enunciado como ése es que
puede convertirse en una verdad légica sustituyendo términos sindnimos
entre si. De tal manera que (2) puede convertirse en (1) poniendo “hombre
no casado” por su sindonimo ‘“‘soltero”. Aun asi, seguimos careciendo de una
caracterizacion adecuada de esta segunda clase de enunciado analitico y, por
tanto, de la analiticidad en general.

A nuestro juicio, Quine es consciente que nuestro conocimiento o nuestras
creencias es un constructor humano que estd en contacto con la experiencia en
sus regiones limites. Por tanto, nuestro conocimiento esta configurado a modo
de red en cuya parte mas externa esta la experiencia. De ahi que un conflicto
con la experiencia en la periferia generara reajustes en el interior de dicha red.
Por lo tanto, sera erroneo hablar del contenido empirico de un determinado
enunciado, fundamentalmente si éste esta localizado en el centro de la red o,
si se prefiere, lejos de la periferia del campo.

El centro de la red serd la zona veritativamente mas estable ya que esta
mas alejada de la periferia y, por tanto, de la confrontacion empirica. Por
lo tanto, sera ahi donde nos encontremos con las ciencias formales mientras
que en la periferia estaran las ciencias naturales. Entonces, vemos que segiin
Quine existe un parentesco entre los distintos tipos de ciencias:

“El parentesco que yo afirmo es un parentesco con los aspectos mas generales
y mas sistematicos de la ciencia de la naturaleza, que son los mas lejanos de
la observacion. La observacion fundamenta la matematica y la logica solo del
mismo modo indirecto como fundamenta dichos aspectos mas generales de la
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ciencia de la naturaleza, o sea, en cuanto elementos participantes en un todo
organizado que, por sus bordes empiricos, encaja con la observacion. No me
interesa proclamar que la logica y la matematica son de caracter empirico, ni
tampoco que la fisica tedrica sea de caracter no-empirico: lo que sostengo es el
parentesco entre unas y otra, y una doctrina gradualista” (Quine 1998)

Vemos, entonces, que Quine considera que es absurdo mantener la
clasica division entre enunciados sintéticos (validos a nivel contingente y
por experiencia) y enunciados analiticos (validos en cualquier caso). Todo
enunciado podra concebirse como valido en cualquier caso, siempre que
realicemos los reajustes precisos en las zonas de la red. Por lo tanto, todos los
enunciados pueden ser revisables y se basan en nuestra experiencia.

Perspectiva a priori

Como acabamos de ver, la obra de Quine es uno de los planteamientos
fundamentales en lo que se refiere a las concepciones de la verdad a
posteriori. No obstante, como ocurre siempre, toda moneda tiene dos caras o
si se prefiere, a una réplica le sigue una contrarréplica. Por tanto, frente a una
argumentacion que muestre que todo nuestro conocimiento es a posteriori
como la quineana, le ha seguido un planteamiento opuesto en el que se apuesta
por el conocimiento a priori. Este ha venido de la mano de diversos autores,
aunque en esta ocasion vamos a centrarnos, brevemente, en lo expuesto por
Paul Boghossian (1996, 2003).

Este autor, en primer lugar, ha pretendido salvar la analiticidad (al contrario
que Quine) arguyendo que es preciso diferenciar entre la version metafisica
y epistémica de ese concepto. En el primer caso, dice, una sentencia es
analitica cuando la verdad de la misma es debida a su significado y sin que lo
factico contribuya. En cambio, una sentencia sera epistémicamente analitica
si el conocimiento del significado de la misma es suficiente para justificar la
creencia de dicha proposicion (Boghossian 1996, 2003).

Boghossian considera que la verdad metafisicamente analitica es la
que defiende Carnap con su convencionalismo y con la clasica explicacion
de los datos obtenidos. Como vimos, Quine critica este convencionalismo
aprioristico apostando por el empirismo gnoseoldgico holistico. El problema
que Boghossian considera respecto a la propuesta quineana, estd en que
aceptarla plenamente implicaria afirmar la tesis de la indeterminacion del
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significado. Dicho de otro modo, Quine considera que no existe ningun hecho
factual que nos permita determinar el significado de una sentencia del lenguaje;
de ahi que se produzca un fendmeno permanente de indeterminacion.

Pues bien, Boghossian apuesta por el establecimiento de lo que denomina
definicion implicita. La definicion implicita, respecto a las constantes logicas
tiene un significado particular. Este autor considera que el hecho de que
un argumento sea verdadero, no se debe a una determinada estipulacion a
través de la cual, y por convencidn, se establezca que dicho argumento es
verdad. Segin Boghossian el hecho de que una sentencia sea estipulada
como verdad es independiente de los hechos acerca de su significado. No
obstante, el conocimiento del significado de una sentencia es suficiente para
poder establecer la verdad de la misma, dentro de las expresiones en la que la
sentencia tiene lugar. Dicho de otro modo:

1. Si C es una constante logica en el sentido de lo que hace, entonces,
las formas de argumento A han de ser validas, para el significado de C si el
objeto logico en A es valido.

2. C significa lo que hace.
Entonces,

3. 4 es valido.

Parece, entonces, que se produce cierto contextualismo a raiz del cual
es posible conocer las definiciones implicitas de las diversas sentencias
y establecer si son constitutivas de verdad o no. De ahi que la nocién de
aprioricidad boghossiana esta vinculada con la validez y la adecuacién no
factual de nuestras sentencias con la idealizacion de la realidad.

La concepcion integracionista de Ferrater Mora

Hemosexpuestodosplanteamientos epistémicosnotablemente divergentes:
uno a prioriy otro a posteriori. Posiblemente algunas personas consideren que
una de las dos concepciones es correcta y la otra no, y viceversa. En nuestro
caso, y siguiendo el planteamiento epistémico del filésofo espafiol Ferrater
Mora, vamos a apostar por una integracion (en el sentido ferrateriano) de ambas
posturas. Asimismo, mostraremos en el siguiente apartado las consecuencias



56 Revista Real Academia Galega de Ciencias. Vol. XXIX

de adoptar esta postura en lugar de mantener cualquiera de los planteamientos
previos aplicandola a la interpretacion racial de la humanidad.

Ferrater Mora en su De la materia a la razon sienta las bases de un proyecto
epistémico-ontoldgico basado en la consideracion de que la distincion entre
esos ambitos —ontologia y epistemologia— no es tajante. De hecho, considera
que estos términos son, logicamente hablando, “borrosos”. De ahi que este
autor afirme la existencia de una serie de niveles diferentes y vinculados entre
si dentro de un continuo global.

“En efecto, el que los niveles se hallen organizados en continuos hace posible
tratar a menudo un determinado “tipo de realidad” en relacion con el puesto que
ocupa en el continuo” (Ferrater Mora, 1998).

Esta vision ferrateriana parece que guarda analogia con la red epistémica
quineana. No obstante, el filésofo catalan no tiene problemas a la hora de
hablar de ontologia mientras que Quine muestra notables reticencias a ello.
Ferrater Mora tiene una clara nocioén a posteriori del conocimiento, ya que
considera que los niveles ontologicos del mismo sientan las bases sobre los
niveles epistémicos. De hecho, afirma que la l6gica se relaciona con la realidad
no en la forma de una copia o analogia. Las operaciones y leyes logicas, dice,
se aplican al orden de la realidad de manera similar a como «aplicamos» un
mapa a la realidad para nuestra mejor orientacion en ella (Ferrater Mora,
1991). De tal manera que a través de la logica, cuadriculamos lo real usando
ciertas convenciones. No obstante, ese mapa que es la logica nos proporciona
cierto conocimiento de lo real, pero no nos dice lo que la realidad es, sino sélo
como ésta se halla estructurada (Ferrater Mora, 1991). Como todo mapa, €ste
estara desarrollado por las personas, por ello cuadricularemos la realidad en
base a ciertas convenciones en funcién de cual sean mas satisfactorias para
nosotros. Asimismo, la adquisicion e implementacion de dichas convenciones
dependera en considerable medida de la propia realidad (Ferrater Mora, 1991).
Ademas, como es obvio, y debido al hecho de que no puede haber contradiccion
en el proceso de justificacion epistémico-ontoldgico, este filosofo afirma lo
siguiente:

“No hay ningun nivel especial constituido por normas, prescripciones, deberes,
valoraciones, etc., en la misma forma en que no hay nivel especial constituido
por afirmaciones, proposiciones, teorias, etc. Normas, prescripciones, deberes,
proposiciones, teorias, etc., resultan de actividades ejecutadas por seres humanos
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que hemos entendido como cuerpos materiales estructurados biologicamente y
comportandose social y culturalmente.” (Ferrater Mora, 1998).

Vemos que Ferrater Mora era un materialista a ultranza que, ademas, huia
de cualquier tipo de absolutismo. De hecho, considera que no hay conocimientos
absolutos tanto a nivel tedrico (epistémico) como practico (ético). En este
sentido afirma que el ser humano adopta una determinada teoria (T) cuando
podemos es posible, de ella, la maxima justificacién posible; no obstante, T
puede ser sustituida en cualquier momento y sin ningun inconveniente por T’
(Ferrater Mora, 1998). Por lo tanto, podemos considerar a este pensador como
un internalista, ya que aboga por un planteamiento del tipo: S sabe p syss S es
consciente de una buena razon para creer p.

Con lo dicho, puede parecer que Ferrater Mora estda muy lejos de la
defensa de cualquier tipo de apriorismo epistémico. Consideramos que no es
asi. Nuestro filosofo no diferencia entre normas constitutivas y codificaciones.
Por tanto, establece que aquellos que afirman que las normas de referencia
(epistémicas o no) son ajenas al conocimiento que podamos tener de la
realidad (racionalidad tedrica), se equivocan. De tal manera dentro del propio
conocimiento estd inmersa la verdad en esas normas de referencia basicas.
Ferrater Mora no habla de la verdad a priori, pero —a nuestro juicio— el hecho
de apostar por un contexto ontologico permite considerar la posibilidad de
una concepcion aprioristica de la verdad a un determinado nivel. No obstante,
y como hemos dicho, este apriorismo esta fundado en hechos y es, por tanto,
una racionalizacion factica en la que el filosofo catalan afirma que “el ser
real se da en un contexto” (Ferrater Mora, 1967). Ferrater Mora desarrolla,
entonces, lo que denomin6 como monopluralismo basado, a nuestro entender,
en la integracion de la l6gica a priori con la 16gica a posteriori. ;Como, si no,
podria hablar del espiritu entendido éste como la objetividad pura? (Ferrater
Mora, 1967).

En este contexto, la postura de Ferrater recuerda a la de Putnam (1981)
quien sostiene que la pregunta sobre cuales seran los objetos que constituyen
el mundo, tnica y exclusivamente tiene sentido si ésta esta planteada dentro
de un marco conceptual o una descripcion determinada. De ahi que podemos
decir que la verdad esta vinculada con una determinada aceptacion racional
no siendo posible aceptar la verdad entendida como correspondencia lenguaje
— realidad objetiva (Putnam, 1981). Por lo tanto, para Putnam, la verdad no
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se identifica con unos supuestos estados independientes de nuestra mente o
de nuestro discurso.

Siguiendo con nuestro proceso integrador es posible encajar aqui la
propuesta aprioristica de Boghossian (1996, 2003). En ella no se afirma
ningln tipo de epistemologia transcendentalista, la concepcion de la verdad a
priori de determinados aspectos gnoseoldgicos (nociones de la logica) no se
escapa de lo real. No obstante, Boghossian apoya la defensa de su apriorismo
veritativo en la semantica. Por ello, este filosofo establecido la nocion de
definiciones implicitas, a partir de la cual es posible afirmar que accedemos a
determinados aspectos de la verdad gracias a la existencia de un determinado
contexto semantico.

“En otras palabras, listando los axiomas o los esquemas de argumento valido
indicamos que determinadas expresiones logicas van a ser utilizadas para
hablar acerca de determinados significados, los expresados por esos términos.
Pero lo que hace a esos axiomas verdaderos, o a esos argumentos validos, no
son nuestras convenciones lingiiisticas, del mismo modo que lo que hace que
los axiomas de Peano caractericen la aritmética no es el que nosotros hayamos
decidido que las palabras tengan determinado significado. Los hacedores de
verdad de esos axiomas son independientes de nuestras decisiones respecto
al significado. Lo que ocurre es que el conocimiento del significado de esas
expresiones es suficiente para establecer la verdad de determinados enunciados
en los que esas expresiones ocurren” (Martinez Vidal, 2007).

Esta conjuncion entre la perspectiva quineana, la boghossiana y la
ferrateriana nos permite defender una concepcion integracionista de la verdad
logica-epistémica. Gracias a la cual podemos establecer la diferencia de dos
tipos de verdades factuales: a priori y a posteriori. Ambas hacen que sea
posible considerar dos peldafios en el acceso a la verdad en sentido amplio.
Es decir, es posible afirmar que en determinados aspectos del conocimiento
(Boghossian lo mostr6 en la 16gica) hay un ntcleo en el cual nuestro acceso a la
verdad es aprioristico. En cambio, y considerando como acertada la metafora
de la red epistémica de Quine, también podemos afirmar que hay un acceso
revisable y a posteriori ala verdad en las ciencias que son mas dependientes de
la experiencia. Aun asi, en muchos de estas disciplinas cientificas, es factible
descubrir determinado nucleo veritativo cuyo acceso sea a priori. Todo esto
lo veremos ejemplificado en el siguiente apartado.
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Clasificacion de los organismos e implicaciones sociales

Lataxonomiaesunodeloscamposdelabiologiaconmashistoria. De hecho,
ya desde la época griega se desarrollaron un conjunto de clasificaciones de los
organismos basados en criterios de utilidad. No obstante, las clasificaciones que
tienen mayor relevancia epistémica son las llamadas clasificaciones logicas,
cuyos intentos comenzaron a forjarse con Anaximandro de Mileto (ca. 610 a.C
— ca. 545 a.C) (Gonzalez Bueno, 1998). A lo largo de la historia los distintos
intentos de clasificar a los organismos se fueron mejorando y adaptando a los
distintos contextos histéricos. De tal manera que la mayoria de las tecnologias
que se han ido desarrollando en biologia han dado sus frutos taxonémicos:
lupas, microscopios, técnicas bioquimicas, técnicas de biologia molecular, etc.
No obstante, las concepciones taxonomicas fundamentales se han mantenido
en el tiempo. En este sentido, Mahner y Bunge (2000) consideran que existen
tres planteamientos epistémicos fundamentales y subyacentes a las diversas
taxonomias biologicas: idealismo, nominalismo y conceptualismo. El primero
de ellos se remonta a Platon, el segundo a Guillermo de Ockham, mientras
que el altimo a Aristoteles.

Seglin estos autores, el idealismo o tipologismo sostiene que:

(@) todos los miembros de un taxén dado comparten ciertas propiedades
esenciales que sirven para definir al taxon, de ahi que a menudo recibe el nombre de
esencialismo

(b) las especies son ideas y, es mas, arquetipos o formas ideales que los
organismos individuales representan s6lo imperfectamente.

El nominalismo es una reaccion contra el anterior y de €l se han ido
desarrollando dos variantes: el nominalismo tradicional y el contemporaneo.
El tradicional, desarrollado por Buffon, Lamarck y Darwin (entre otros),
afirma que solo hay individuos (organismos) y que las especies solo son
nombres convencionales adoptados por razones puramente practicas (criterio
utilitarista). El nominalismo contemporaneo, o neonominalismo, se puede
dividir a su vez en dos versiones: débil y fuerte. El primero de éstos considera
que las especies no son nombres ni conceptos, sino individuos concretos. En
cambio, el neonominalismo fuerte no so6lo considera individuos concretos
a las especies, sino que también sostiene que todos taxones son entidades
histéricas (Mahnem y Bunge, 2000).
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Por tltimo, el conceptualismo es una especie de compromiso entre
idealismo y nominalismo. Sostiene que en la jerarquia sistematica (a) sélo los
organismos individuales son reales, es decir, que son individuos concretos y
existen con independencia del sujeto cognoscente; (b) la especie y los demas
taxones son conceptos, aunque no arbitrarios e inutiles ya que representan
comunalidades objetivas entre organismos: son clases naturales o, idealmente,
tipos naturales (Manhem y Bunge, 2000).

A partir de estas tres concepciones filosoficas se han desarrollado tres
corrientes taxondomicas. La primera, la taxonomia cladista segin Manhem y
Bunge, considera que la tarea del sistematico consiste en mostrar un patron
de patrén de caracteres naturales, a partir de los cuales sea posible inferir la
filogenia del organismo de estudio. En este sentido, la actividad no tendria
en cuenta ningin aspecto a priori, por lo que esta propuesta, segun nuestros
autores, parece inspirada en una perspectiva empirista y falsacionista.

Otra corriente taxondémica es la denominada evolutiva. La principal
caracteristica de ésta se basa en la inclusion de las diferencias anagenéticas, es
decir, en el reconocimiento de los grados. En esta corriente, las taxonomias se
desarrollan en funcion de la similitud entre especies y su reunion en una serie
de peldanos taxonoémicos: especies, géneros (conjunto de especies), familia
(conjunto de géneros), orden, etc.

La tultima de las taxonomias, la fenética, es claramente epistemologica
y basada en la observacion. A través de esta ultima, y asignando una misma
ponderacion en los caracteres, se obtenia una medida de similitud general que
funcionaba como criterio diferenciador. A su vez, esta taxonomia ordenaba a
las especies de manera similar a la taxonomia evolutiva.

Estas corrientes taxondmicas estan basadas, como es obvio, en la logica
de la diferenciacion pero han traspasado el ambito experimental alcanzado la
préctica totalidad de los dominios del pensamiento humano. Por esta razon,
Coca considera que el racismo tiene un fuerte componente a priori o, si se
prefiere, metafisico (Coca, 2007). Esto es debido al desarrollo de dos procesos
de exclusion distintos pero compatibles: la exclusion ontologica externa y la
exclusion ontologica interna.

En el primero de los procesos el racista (r) considera que todos aquellos
individuos (i) que se encuentren a su alrededor y que son percibidos por
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¢éste como “diferentes”, son excluidos completamente. Este rechazo tiene su
explicacion en el hecho de que » considera que 7 no es tan persona como ¢l por
lo que la segregacion y la discriminacion seran pasos “normales” para 7 en el
desarrollo de toda sociedad.

Por otro lado, en la exclusion ontologica interna —que es el tipo de racismo
mas extendido— » muestra cierto nivel de carencia integradora, ya que
—basandose en la misma logica taxonomista y, por tanto, diferenciadora del
proceso anterior— busca mantener intacta su auto-percepcion diferenciadora.
Es decir, r va a generar criterios de clasificacion o de configuracion de la
realidad tales, que permitan designar como distintos todo aquello que » conciba
como diferente y, en cierto modo, peligroso. Por ello, dentro de este proceso de
exclusion 7 se apoya en cualquier tipo de factor social o cultural —arte, religion,
sexualidad, etc.— para considerar que un determinado grupo poblacional se
diferencia de otro y que es bueno que éste se encuentre controlado y separado
del grupo donde se encuentra » (Coca, 2007).

Cualquiera de los dos procesos de exclusion antedichos, se mantienen
permanentes en la logica social. De hecho Lefebvre (1998) nos muestra en
su Logica formal, logica dialéctica que la l6gica formal se configura en base
a identidades (A=A) mientras que la logica dialéctica toma como base la
diferenciacion y ver las relaciones de reciprocidad, complementariedad, doble
determinacion, recurrencia, simetria, etc. No obstante, y como es obvio, para
que la légica formal pueda establecer relaciones de inclusion o exclusion en
base a procesos de identificacion, es obligado que existan diferencias.

Ello es debido al tradicional proceso social de estratificacion. Dicho
proceso varia de unas sociedades a otras en funcion del tipo de sociedad
del que hablemos: abierta o cerrada. La primera se caracteriza porque la
movilidad de estatus es posible y estd aceptada. La segunda, la cerrada, se
caracteriza por su estructura rigida en la que una persona nacida dentro de un
determinado estatus, categoria o casta social no tiene posibilidad de modificar
su posicion en la estructura social (Valero Matas, 2009).

Pues bien, lo fendémenos de estratificacion social implican la elaboracion
de procesos de diferenciacion social la cual estd presente en aquellas
sociedades en las que las distinciones entre dos o mas grupos de personas
son mas amplias que entre las cosas (Payne, 2000). En este sentido Payne
nos muestra que en los procesos de division las personas son divididas al
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ser percibidas sustancialmente como seres diferentes interna y culturalmente.
Ademas, y tal y como hemos expuesto, tienen como base logica los procesos
anteriormente expuestos. Llegado a este punto se nos puede argumentar que
la l6gica no genera percepcion individual o social alguna, por lo que carece de
sentido hablar de una base ldgica de algin tipo de percepcion.

Cornelius Castoriadis (1997) ya menciond la existencia de lo que él
denominaba logica ensidica, la cual consiste en una logica que permite a
una sociedad sobrevivir como tal. No obstante, Castoriadis afirma que la
institucion de la sociedad recrea y, digadmoslo asi, implementa esta logica a
través de una serie de imposiciones imaginarias instituidas. De hecho, esta
serie de imposiciones imaginarias seran las que configuren y transformen la
logica social y establecen los mecanismos sociales necesarios para que dicha
logica sea incorporada por los miembros de la sociedad en cuestion generando
asi una determinada percepcion humana y grupal.

En este sentido, y como se ha podido ver antes, la taxonomia biologica
tiene un fuerte componente factual que hace que sus conclusiones se apoyen
enormemente en la experimentacion. De ahi que lo mas inmediato sea la
afirmacion de que la clasificacion de los organismos pueda ser verdad debido a
un fendémeno empirico, repetible y universalizable. Creemos que nadie puede
poner en duda lo antedicho, otra cosa es que hagamos un anélisis del tipo del
relativismo extremo; no es el caso. No obstante, es perfectamente asumible,
sin defender un esencialismo, que existe un componente a priori muy claro
en cualquier taxonomia que se desarrolle. Dicho aspecto puede ser elucidado
gracias a unas pequefias consideraciones logicas referidas a lo expuesto en
referencia a Boghossian.

Si denominamos como A al atributo de interés, entonces podemos
afirmar que 4xt serd una funcioén que designe al individuo x que tiene ciertas
propiedades A en el tiempo ¢. De tal manera que el grupo, reunion o coleccion
(G) de todos los 4 en ¢ serd G, = {x | Axt}. Con esta formalizacion lo que
estamos mostrando es el hecho de que existe un componente 16gico a priori
basado en la diferenciacion, en la no contradiccion y en el establecimiento de
las distintas categorias taxondmicas. Dicho de otro modo, el principio 16gico de
diferenciacion, relacionado estrechamente con los procesos de percepcion (en
clara referencia a Castoriadis), es el que hace que concepciones sociales como
el racismo se mantengan vigentes. Ello es asi porque “la logica se relaciona
con la realidad no en la forma de una copia ni siquiera en la de una analogia,
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sino de modo isomorfico” (Ferrater Mora, 1991). Dicho de otro modo, “las
operaciones logicas, y en particular las leyes logicas, se aplican pues al orden
de la realidad —o a los distintos 6rdenes de la realidad— de modo parecido a
como «aplicamos» un mapa a la realidad para nuestra mejor orientacion en
ella” (Ferrater Mora, 1991).

El gran problema lo encontramos, entonces, a la hora de cambiar dicho
mapa para poder percibir de diferente manera nuestro entorno. Este es
el caso del racismo. En los ultimos afos se ha constatado la necesidad de
rechazar cualquier planteamiento racista por alejado de la realidad, de los
datos factuales y por ser éticamente reprobable. No obstante, todavia se sigue
manteniendo un procedimiento de taxonomizacion racial en los distintos
seres vivos (especialmente en aquellos més domesticados). Este hecho esta
asentado, como deciamos antes, en la perpetuacion de esta légica taxonomista
y ensidica.

CONCLUSION

Vemos que existe un componente diferenciador a priori propio de la
conformacion social de la realidad. Asimismo, en los tiempos que nos ha
tocado vivir no es posible rechazar la implementacion de la equidad; de
ahi que la interpretacion diferenciadora, clasificadora y discriminadora de
las personas —a la que hemos hecho mencion— se verd enfrentada con esta
comprension «igualitaria» de las mismas. Entonces, cualquier pretension
de ingenieria social que busque la eliminacion de las concepciones sociales
racistas, racialistas, asi como sus modificaciones, implican la comprension y
la modificacion de la funcion Axt antedicha. No obstante, esto Ultimo tiene
grandes dificultades ya que, como dijimos, existe una logica discriminadora
a priori (y ensidica a nivel social) que frena o ralentiza cualquier accion
social equitativa. Por ello, si el objetivo de una accion social es incrementar
la equidad interpersonal es imprescindible transformar esta logica por otra
no discriminante. En esta “nueva” légica es imprescindible destronar a
la diferencia como reina de la realidad y dejar paso a la proporcionalidad,
al mestizaje o a la analogia como nuevo criterio logico rector de nuestras
construcciones mentales. En ella, nuestro “yo” no se asentara en procesos de
amplificacion de aquello que nos hace diferentes y no convierte en los “no-
ta” A # B # C. Lo que estamos planteando aqui es el asentamiento de una
logica de la similitud y de la proporcionalidad del tipo A = A’ = A”. De este
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modo el otro no serd un “no-yo” si no que sera percibido como un semejante a
mi aunque con diferencias. Es posible que el lector esté pensando sélo en las
relaciones entre los seres humanos. No queremos decir exclusivamente eso.
Nuestro planteamiento debe ser ampliado a todo el entorno o, si se prefiere, al
mundo entero. De tal manera que el ser humano sera semejante a los demas
seres vivos (en la medida que efectivamente lo sea) e incluso a los vegetales.
Se configura asi una especie de continuo analdgico aunque en este no se
eliminan las diferencias solamente se matizan notablemente. Para que ello sea
asi es necesario dar un paso atras y dirigir nuestra mirada a los imaginarios
sociales como configuradores de las nuevas realidades y como artefactos de
ingenieria social. Esto sera tratado en otra ocasion.
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RESUMEN

Las hidras son los cnidarios dulceacuicolas por excelencia y el ejemplo
clasico de la forma poélipo dentro de dicho phylum. Sin embargo existe aun una
gran confusion en lo que concierne a la taxonomia del género, ya que muchas
especies presentan variaciones morfologicas que dificultan su identificacion.
Las hidras del hemisferio sur han sido poco investigadas, por lo que no se
conoce con certeza cuales son las especies presentes y si éstas pertenecen a
los grupos taxondmicos existentes hasta el momento.

El presente estudio analiza la presencia de Hydra vulgaris, en dos cuerpos
lagunares distintos de la provincia de Buenos Aires (Argentina); lagunas “Los
Padres” y “Nahuel Rucd”, registrando para una de ellas dos formas distintas
en su nematocisto holotrico isorriza.

Palabras clave: Taxonomia, Cnidaria, hidra, holotrico isorriza
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ABSTRACT

Hydras are the freshwater cnidarian for excellence and the classical
example for the polyp form of this phylum. Nevertheless, there exist a great
confusion in their taxonomy yet, because many species have morphological
variations which difficult their classification.

Hydras have scarcely been sampled from the southern hemisphere so it
is not known if southern species fit into the same four classificatory groups’
known.

The present work analyzes the presence of Hydra vulgaris collected in
two different freshwater bodies from Buenos Aires province (Argentina);
“Los Padres” and “Nahuel Rucd” lagoons, registered two types of holotrichous
isorhiza for the specimens found in one of them.

Key words: Taxonomy, Cnidaria, hydra, holotrichous isorhiza

INTRODUCCION

Las hidras son los cnidarios dulceacuicolas por excelencia y el ejemplo
clasico de la forma poélipo dentro de dicho phylum. Son ademas de interés
particular, ya que a partir de estos polipos, Abraham Trembley (1744) realiza
el primer experimento de control sobre la regeneracion y las primeras
investigaciones de fototaxis en invertebrados inferiores, como asi también las
primeras coloraciones vitales de tejidos y pruebas de reproduccion asexual
por brotacion.

Las hidras son evidentemente formas arcaicas; la diversidad de especies
que hoy observamos, probablemente represente la evolucion que ha ocurrido
durante la era Cenozoica antes de la separacion de los continentes (Campbell,
1987). Sin embargo existe atin una gran confusion en lo que concierne a su
taxonomia, porque los nombres han sido usados inconsistentemente (Holstein
et al., 1990) y muchas veces aplicados al organismo equivocado (Campbell,
1989).

Estos cnidarios dulceacuicolas han sido escasamente investigados en el
hemisferio sur, por lo cual aun no se conoce si las especies sudamericanas
pertenecen a los mismos cuatro grupos clasificatorios conocidos hasta el
momento (Campbell, 1999). Dentro de estos cuatro grupos, el grupo vulgaris
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o el de las “hidras comunes” contiene especies pobremente descritas y de
dudosa validez y también especies con grandes variaciones morfoldgicas que
dificultan su identificacion (Campbell, 1989). De un modo incierto, el nimero
de especies depende casi enteramente de cuanta importancia da el investigador
auna variacion particular, como para considerarla responsable de generar una
especie nueva dentro del grupo (Martinez et al., 2010).

Reconocer las diferentes especies no es un trabajo facil; en muchos casos
resulta imposible llegar a una identificacion especifica. Cuando esto ocurre
es importante informar al menos a que grupo pertenece, ya que muchos
aspectos de su biologia suelen ser compartidas por especies del mismo grupo
(Campbell, 1987).

En lo que concierne a los nematocistos, diagndsticos del phylum
Cnidaria, Carlgren (1940) y Hand (1961) consideran que son una verdadera
herramienta de valor sistematico por lo cual todo estudio descriptivo debe
incluir necesariamente a estas estructuras y sus tallas ser consideradas. Bode
(1988) afirma que las tallas y formas de los nematocistos varian dentro de un
mismo género e inclusive entre especies, por lo cudl siempre se hace necesario
una caracterizacion detallada de los mismos.

Por lo expuesto y ante la presencia de dos tipos de nematocistos existentes
en lamisma especie, habitante de diferentes ambientes limnicolas, se considerd
necesario e importante dar a conocer dicho hallazgo, ya que estas estructuras
son de valor diagnostico (Grasshoff, 1997; Zamponi, 2005).

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y mantenimiento de individuos

Seutilizaron como areas de muestreo dos cuerpos dulceacuicolas distintos:
laguna “Los Padres” (37° 56’ S, 57° 44" O) y laguna “Nahuel Ruca” (37°40" S,
57° 23" O), ambas pertenecientes a la Provincia de Buenos Aires, Argentina.

En cada sitio se extrajo una muestra de entre 10 y 20 tallos de juncos
(Scirpus californicus), de los cudles se recolectd aproximadamente 20 cm
correspondientes a la porcion sumergida. Las muestras se envasaron con agua
ambiente y fueron trasladadas al laboratorio donde se las coloco en acuarios
tipo estandar y se les anexd un aireador adecuado para mantener los pdlipos
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hidras vivos adheridos al junco. Semanalmente se procedi6 al agregado de
agua (propia del sitio de recoleccion) para reponer la pérdida por evaporacion.
Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente y con un fotoperiodo de
12 h luz y 12 h de oscuridad, mediante una fuente de luz continua de 75 W.

Medicion de parametros limnologicos

En cada muestreo se midieron “in situ” las siguientes variables
ambientales: temperatura del agua (con termdémetro manual), profundidad,
transparencia (con Disco de Secchi) y pH . Ademas se extrajeron muestras
de agua para evaluar la cantidad de oxigeno disuelto, y el parametro DBO,
(demanda biolédgica de oxigeno), este ultimo, indicativo del caracter eutrofico
del ambiente. Estos analisis fueron efectuados por el Laboratorio de Aguas
del Instituto de Geologia de Costas y del Cuaternario (FCEyN, UNMAP)
siguiendo los procedimientos indicados por el American Public Health
Association (APHA) (1998).

Analisis de nematocistos

Reconocidos los diferentes tipos, se determino largo, ancho y disposicion
del filamento de 30 capsulas sin descargar por ejemplar, con un microscopio
triocular y con ocular micrométrico, para lo cual se realizaron aplastamientos
(squash) de tentaculos y columna.

RESULTADOS

Los parametros limnologicos registrados para cada area de muestreo se
resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros limnoldgicos de los dos lugares de muestreo, Los Padres y Nahuel
Ruca.

Parametros Los Padres Nahuel Ruca
T° agua (C°) 15 18.75
Profundidad (m) 0.37 0.38
Secchi (m) 10.60 0.14
Oxigeno disuelto 3.96 4.70
(mg/l)

pH 9 7.8

DBO;s (mg/l) 14.64 8.83
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En la laguna “Los Padres” se analizaron un total de 11 ejemplares, todos
ellos correspondientes a la especie Hydra vulgaris Pallas, 1766. Para la laguna
“Nahuel Ruca” el total de ejemplares analizados fue de 29, también de la
misma especie. En la Tabla 2 se resumen las caracteristicas morfologicas
observadas para ambos grupos.

En cuanto a lo observado para los nematocistos, los desmonema
fueron los mas abundantes. Se hallaron en los tentaculos, con formas casi
esféricas y el filamento se presentd enrollado dando aproximadamente una
vuelta y media en el interior de la capsula. Le siguen en abundancia los
estenoteles, que fueron hallados tanto en los tentaculos como en la columna,;

Tabla 2. Caracteres morfologicos de la totalidad de los ejemplares de Hydra vulgaris
Pallas, 1766 halladas en ambas areas de recoleccion.

Caracteres Los Padres Nahuel Rucé

Color Marrén Marrén

Largo columna 1.98-9.88 mm 1.82-9.42 mm

Ancho columna 0.31-1.82mm 0.15-0.76 mm

N° de tentaculos 6-9 6-9

Largo de los tentaculos

relativo a la columna A %

Crecimiento de tentaculos Discontinuo  Discontinuo

en los jovenes brotes

Aspecto/forma de los Transparentes Transparentes

tentaculos moniliformes moniliformes

Hipostoma Marron/ Marron/
conico conico

N° de brotes 1-4 1-6

N° de tentaculos en brotes 6-8 5-7

Largo columna de los brotes  1.51-4.56 mm 0.32-3.35 mm

Ancho columna de los brotes 0.13-0.78 mm 0.12-0.76 mm

Tipos de

holotrichos isorhiza 1 2

con el usual aspecto piriforme, son los que presentan mayores tallas con
respecto a los tres tipos restantes. El estilete ocupa aproximadamente el 60%
de la capsula, y el filamento se enrolla contra la pared de la misma, ocupando
aproximadamente su mitad inferior. Cuando estd evertido (descargado) se
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reducen las medidas de la capsula y el estilete presenta 3 espinas de igual
tamano.

Los atrico isorriza, poco abundantes, se hallaron en los tentdculos, con
forma de semilla y presentando un filamento muy fino plegado verticalmente
sobre si mismo, ocupando todo el interior de la cépsula.

Los holotrico isorriza fueron los menos abundantes; se localizaron tanto
en columna como en tentaculos y presentaron una forma similar a la de
un paramecio o suela de zapato. El extremo donde se origina el filamento
es levemente mas fino; siempre muestran tres o cuatro espiras gruesas,
generalmente de disposicion oblicua y luego una masa de filamento mas
fino, que se agrupa densamente a modo de ovillo en la parte inferior de la
capsula.

Enlos especimenes de H. vulgaris halladas en “Nahuel Ruca”, los holotrico
isorriza (Fig. 1) presentaron dos formas distintas; la usual, registrada en el
grupo de “Los Padres” y una segunda forma, como de semilla, similar a la del
atrico isorriza, pero de talla mayor. La disposicion del filamento, distribucion
y abundancia fue similar a lo observado para la usual forma de holotricho
isorhiza. La tabla 3 muestra las mediciones registradas para los nematocistos
de la totalidad de los especimenes de H. vulgaris.

Tipo1 Tipo II

Figura 1: Tipos de Holotricos isorriza. (A): Esquemas de holotricos isorriza Tipo |
y Tipo II. (B): Fotografia de holotrico isorriza Tipo I (x100). (C): Fotografia de holotrico
isorriza Tipo II (x100).
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Tabla 3. Largo, ancho y media para cada tipo de nematocisto.

Tipo Largo (um) Media Ancho (um) Media
nematocisto min  max (um) min max  (um)
Estenotele LP* 10 30 1548 6 20 11,75

NR* 10 22 1576 7 18 12.95
Desmonema LP 6 11 8,24 4 8 5,70

NR 6 10 7,42 4 7 5,34
Atrico LP 5 13 8,00 3 8 4,80
1sorriza NR 6 10 6,03 3 6 5,84
Holotrico LP 9 14 11.96 4 7 5,45
isorriza NR 9 13 11,13 4 7 4,87

* LP: “Los Padres”; NR: “Nahuel Ruca”

CONCLUSIONES

El hallazgo de diferentes tipos de holotricos isorriza ya ha sido registrado
por otros autores para otras especies. Campbell (1987) indica que desde los
trabajos de Toppe (1910) y Schulze (1917) las variaciones halladas en este
nematocisto permiten diferenciar especies, pero esto ocurre sélo para las
pertenecientes al grupo braueriy para diferenciar las especies Hydra oligactis
Pallas, 1766 de Hydra pseudoligactis Hyman, 1931.

En base a dicha observacion los autores se preguntan: ;Es la existencia de
dos tipos de holotrichos isorhiza evidencia suficiente como para considerarla
responsable, en gran medida, de la Crisis de Identidad indicada por Holstein
et al. (1990)? ;O los diferentes parametros limnoldgicos pueden causar la
existencia de dicha variacion en la misma especie?

En funcion de lo indicado, se proponen también modificaciones a la
clasificacion formal existente, creando subdivisiones dentro del tipo holotrico
isorriza. La clasificacion final para este caso particular seria entonces la
siguiente:

1. Estenoteles

2. Desmonema

3. Atricos isorriza

4. Holotricos isorriza
a. Tipo I
b. Tipo II
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Los holotricos isorriza Tipo I son aquéllos que se describen con forma de
paramecio o suela de zapato, los mas abundantes y caracteristicos del género;
los Tipo II son los que se describen con forma de semilla.

Estas observaciones se comparten con algunos autores como son
Cordero (1941a, 1941b), Dioni (1968), Hemmrich et al. (2007), Wang et al.
(2009) entre otros. En este ultimo articulo se describen una totalidad de ocho
formas distintas de holotrico isorriza, incluyendo las Tipo I y Tipo II aqui
encontradas, sin embargo los autores solo se limitan a describirlos y el rango
de talla final incluye las mediciones realizadas sobre la totalidad de las formas,
sin diferenciaciones.

Es probable que la tipificacion diferencial de las formas de nematocistos
permita realizar andlisis mas acotados y con resultados mas exactos ya que
podrian atribuirse formas distintas de un mismo tipo a diferentes estados
de desarrollo, etapas del ciclo bioldgico o a un parametro fisico-quimico
particular. Esto posibilitaria distinguir y separar las distintas formas en
analisis estadisticos y disminuir las diferencias entre ejemplares de la misma
especie, introduciendo un valor taxondmico fiable a la hora de clasificar dentro
del género.

La base para introducir dicha modificacion en la nomenclatura tradicional
surge, no solo de los resultados de este estudio y de la bibliografia existente,
sino de lo ya establecido por ejemplo, para la clase Anthozoa (Fautin, 1988;
England, 1991; Acuna et al., 2003; Ardelean y Fautin, 2004).
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RESUMEN

La fitorremediacion es una tecnologia que utiliza las plantas para eliminar
contaminantes de suelos y aguas contaminados como consecuencia de
actividades mineras, industriales, agricolas o militares. Algunas plantas son
capaces de metabolizar compuestos organicos asi como de tolerar, detoxificar
y almacenar elevadas cantidades de metales pesados, aunque los mecanismos
utilizados son poco conocidos. Precisamente, el cultivo in vitro de tejidos
vegetales esta considerado como una herramienta fundamental no soélo para
entender mejor las relaciones planta-contaminante sino también para poder
predecir la respuesta de las plantas enteras al medioambiente contaminado o
para desarrollar plantas con elevada capacidad de fitorremediacion. En este
trabajo se resume la aplicacion del cultivo in vitro en aspectos relacionados
con la fitorremediacién como son los estudios basicos del metabolismo de
contaminantes, la seleccion de variantes somaclonales y el desarrollo de
plantas transgénicas con elevada capacidad de fitorremediacion.

Palabras clave: Cultivo in vitro, contaminantes organicos, fitorremediacion,
metabolismo, metales pesados, plantas transgénicas, variacion somaclonal.
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ABSTRACT

Phytoremediation is the technology which uses plants to remove pollutants
from the environment that has resulted from mining, industrial, agricultural
and military practices. Little is known on the metabolic pathways in the
transformation of xenobiotic compounds and in the ability of certain plants
to tolerate, detoxify and store high concentrations of heavy metals. Plant cell
and tissue culture may be considered an important tool in phytoremediation
studies, specifically to increase our understanding of the plant-contaminant
relationship, to predict the response of whole plants to environmental pollutants
and to develop plants with enhanced capacity of phytoremediation. In this
article, the role of in vitro tissue culture techniques on phytoremediation
studies is reviewed.

Key words: Heavy metals, in vitro tissue culture, metabolism,
phytoremediation, transgenic plants, somaclonal variation, xenobiotics

Fitorremediacion

La contaminacion con metales pesados y compuestos organicos
(xenobiodticos) es un problema medioambiental global consecuencia de
actividades mineras, industriales, agrarias y militares. La liberacion al medio
de contaminantes, que pueden acumularse en la cadena alimenticia poniendo
en riesgo la salud humana, tiene su maxima y puntual expresion en accidentes
especificos de gran impacto mediatico, como han sido los vertidos de la
mina de Aznalcollar en Abril de 1998, el derrame de petrdleo del Golfo de
Meéxico en Abril de 2010 o el mas reciente de la empresa de aluminio MAL
en Hungria. Tanto en Aznalcéllar como en Hungria, la contaminacion con
metales pesados ha sido muy significativa mientras que el vertido de petrdleo
contamind con hidrocarburos los fondos y las aguas de influencia.

Las plantas son organismos autétroficos capaces de utilizar la luz y el
diéxido de carbono como fuente de energia. Al mismo tiempo que son capaces
de tomar agua y nutrientes por medio de sus raices, son también capaces de
absorber compuestos toxicos pero, para esta circunstancia, han desarrollado
mecanismos especificos de detoxificacion de los mismos. Desde este punto de
vista, las plantas pueden considerarse sistemas naturales capaces de limpiar
(total o parcialmente) ambientes contaminados, proceso que se conoce con
el término fitorremediacion (Clemens, 2001; Krdmer, 2005). Inicialmente
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desarrollada para la eliminacion de metales pesados, esta tecnologia es
también eficiente para el tratamiento de compuestos orgénicos, incluyendo
solventes clorados, hidrocarburos poliaromaticos y explosivos (Sin y Jain,
2003; Doty, 2008; Van Dillewijn et al., 2008).

El coste de la limpieza de espacios contaminados es extremadamente
elevado ya que incluye métodos como excavacion de suelos, transporte, lavado
de suelos, extraccion, bombeo y tratamiento de aguas contaminadas, adiccion
de reactivos e incineracion. Frente a estos aspectos, la fitorremediacion es un
proceso mucho mas econdémico, ecologicamente mas respetuoso con el medio
ambiente y las plantas pueden usarse para producir pulpa, madera o incluso
energia (Doty, 2008).

Dependiendo del tipo de contaminante, la respuesta de las plantas a los
procesos de fitorremediacion es diferente.

Fitorremediacion de metales pesados

Existen en la naturaleza plantas (como Thlaspi carulenscens o Brassica
juncea), llamadas hiperacumuladoras, capaces de concentrar elevadas
cantidades de metales pesados (Baker y Brooks, 1989). En estas plantas se han
observado estructuras celulares y procesos fisiologicos capaces de mantener la
homeostasis y de detoxificar las concentraciones supra dptimas de los metales
pesados. Entre estos procesos se incluyen la union del metal con las paredes
celulares de la raiz, la exudacion de compuestos capaces de quelar el metal, y
una serie de procesos que permiten la toma del metal por parte de la planta,
su quelacion, transporte de estos complejos a la parte aérea de la planta y
su secuestro y almacenamiento dentro de las vacuolas celulares (Clemens,
2001). Entre los compuestos quelantes mejor conocidos, la metalotioneinas y
las fitoquelatinas (ambas sintetizadas a partir del glutatién) juegan un papel
decisivo en la detoxificacion de metales y su sintesis en las plantas se induce
por la exposicion de las células de la raiz a los metales pesados (Clemens,
2001; Peuke y Rennenberg, 2005a).

La capacidad de una planta para eliminar metales pesados se mide por
el valor del denominado Factor de Bioconversion, que es la relacion entre el
metal acumulado en la planta en relacion a la concentracion del metal en el
substrato. Un valor de este factor mayor que 1 indica que la planta acumula de
forma activa el metal. Por tanto, los esfuerzos deberian dirigirse a aumentar el
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valor del factor de Biorremediacion bien aumentando la eficacia de los procesos
bioquimicos y fisiologicos o utilizando plantas con una mayor produccion de
biomasa. En este sentido, la utilizacion de arboles de crecimiento rapido y con
un extenso sistema radical que asegura una toma eficiente de contaminantes,
es la alternativa de uso mas reciente en fitorremediacion (Peuke y Rennenberg,
2005b).

Fitorremediacion de compuestos orgdnicos

A diferencia de la fitoextraccion de metales pesados, las plantas son
capaces de producir la degradacion de contaminantes orgédnicos a través de su
maquinaria enzimatica. Las plantas disponen, entre otras, de nitroreductasas,
lactasas, dehalogenasas y peroxidasas capaces de degradar hidrocarburos
clorados, hidrocarburos aromaticos policiclicos y explosivos (TNT), siendo
éstos los compuestos mas estudiados (Singh y Jain, 2003; Doty, 2008). La
transformacion del TNT, por ejemplo, consiste en la reduccion secuencial de
los grupos laterales nitro por las nitroreductasas enddgenas de la planta vy,
posteriormente, a derivados amino, como aminodinitrotoluenos asi como a
metabolitos polares no identificados, que probablemente son derivados del
TNT reducido conjugados con metabolitos de las plantas (Van Dillewijn et
al., 2008). Por otra parte, estos autores sefialan que muchos microorganismos
disponen de un arsenal de nitroreductasas capaces de atacar de forma eficaz
a los compuestos nitroaromaticos. La expresion de estos genes en plantas,
podrian aumentar la capacidad de las mismas en la eliminacion de compuestos
xenobiodticos (Sing y Jain, 2003), méaxime si se utilizan plantas con elevada
capacidad de produccion de biomasa, como los arboles de crecimiento
rapido.

De lo dicho anteriormente se puede deducir que la fitorremediacion es
una tecnologia sencilla, barata, limpia, prometedora y util para eliminacion
tanto de metales pesados como de compuestos orgdnicos en suelos y aguas
contaminadas. Dado el elevado nimero de combinaciones posibles “especies
vegetales vs tipo de contaminante vs tipo de substrato” y la obtencion en algunos
casos de resultados aparentemente contradictorios utilizando los mismos o
parecidos sistemas experimentales, los avances que se han producido en el
estudio de la fitorremediacion son importantes pero limitados y la aplicacion
practica de esta tecnologia, a dia de hoy, esta cuestionada, al menos en lo que
se refiere a la eliminacion de metales pesados (Van Nevel et al., 2007). No
cabe duda que un conocimiento mas profundo de los procesos basicos que
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rigen la relacion planta-contaminante es absolutamente necesario para poder
alcanzar unos objetivos que permitan la aplicacion practica de esta tecnologia.
Para alcanzar estos objetivos seréd preciso contar con las técnicas del cultivo
in vitro de tejidos vegetales como una herramienta fundamental en el estudio
de la compleja relacion planta-contaminante.

Cultivo in vitro de tejidos vegetales y fitorremediacion

La capacidad para explotar las plantas en fitorremediacion esta restringida
por el escaso conocimiento de los caminos metabodlicos y los mecanismos
de tolerancia de las plantas a los contaminantes. El cultivo de tejidos
involucra el crecimiento de células y tejidos in vitro en condiciones asépticas.
Es una herramienta muy util ya que, una vez establecidos los cultivos,
estan disponibles en cualquier momento para el investigador y, el tiempo
necesario para llevar a cabo experiencias determinadas puede reducirse
considerablemente al compararlo con el uso de plantas enteras. La relativa
homogeneidad de los cultivos y la facilidad con que las condiciones pueden
estandarizarse (composicion del medio de cultivo, parametros nutricionales,
niveles de reguladores de crecimiento, adicion de efectores y/o inhibidores,
etc.) ayuda a conseguir la reproducibilidad de los resultados. Sin embargo,
el cultivo de tejidos no serd nunca una tecnologia practica y comercial que
pueda aplicarse en fitorremediaciébn a gran escala. Por el contrario, debe
considerarse como una herramienta capaz de predecir lo que pueda ocurrir
a nivel de planta, desarrollando modelos que faciliten el conocimiento de los
mecanismos metabolicos y de tolerancia de los contaminantes que funcionan
en las plantas (Doran, 2009).

Basicamente, el uso del cultivo in vitro en estudios de fitorremediacion
se centra en tres aspectos: 1) estudios fundamentales del metabolismo de
contaminantes; ii) seleccion de variantes somaclonales con mayor capacidad
de fitorremediacion; iii) desarrollo de plantas transgénicas con elevada
capacidad de fitorremediacion.

Estudios fundamentales del metabolismo de contaminantes

Tanto en el caso de contaminantes xenobidticos como en el de metales
pesados, el primer ensayo que es necesario llevar a cabo con el cultivo de
tejidos es la capacidad de adsorcion o absorcion de los contaminantes por
parte del sistema, datos que caracterizan su potencial de fitorremediacion.
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Estos datos pueden ser diferentes para los tejidos cultivados in vitro y para la
plantas enteras pues la toma de contaminantes no tiene que seguir los mismos
pasos en ambos sistemas (Arthur et al. 2005). Asi, en el caso de plantas
enteras, los contaminantes entran disueltos en agua mediante la transpiracion,
difusion y transporte facilitado por microorganismos mientras que solo la
difusion estd disponible en el caso del cultivo de células y tejidos cultivados
in vitro. Precisamente debido a esta diferente toma de contaminantes su
localizacion en las células y tejidos no tiene porque coincidir con lo que
ocurre en plantas completas. El uso del cultivo de tejidos permite diferenciar
si los contaminantes son secuestrados de forma efectiva en las vacuolas, si
se unen de forma covalente o no covalente con proteinas, lignina, pectinas,
polisacaridos, celulosa, hemicelulosa, almidon y cutina (Sapp et al., 2003) o si
son liberados al medio de cultivo. Este tipo de estudios permiten aproximarnos
con cierta seguridad a lo que puede ocurrir en plantas enteras.

Quizd los mayores avances en el uso del cultivo de tejidos en
fitorremediacion estan relacionados con los estudios sobre el metabolismo
de los contaminantes. Cuando un compuesto organico entra en las
células vegetales es rapidamente transformado por oxidaciéon, reduccion
o hidroélisis mediante enzimas tales como monooxigenasas, peroxidasas,
reductasas, dehidrogenasas y esterasas. En una etapa posterior, se produce
la detoxificacion de los metabolitos resultantes que son conjugados mediante
las transferasas a residuos de azlcar, glutation o aminoacidos dando lugar
a la formacion de compuestos estables y solubles en agua. La etapa final
es el transporte de estos conjugados por transportadores de membrana que
llevan a la compartimentacion e inmovilizacion de los compuestos en las
vacuolas o el apoplasto. La respuesta de diferentes especies vegetales a un
mismo estimulo no tiene porque ser, necesariamente, la misma. Nepovim
et al. (2004) han estudiado la degradacion in vitro del 2,4,6-trinitrotolueno
(TNT) usando cultivos celulares en suspension de Solanum aviculare y
Rheum palmatum, que se establecieron a partir de callos inducidos de
peciolos de plantas cultivadas in vitro. Para inhibir el 50% del crecimiento
de los cultivos fue necesario utilizar una mayor concentracion de TNT en
el caso de R. palmatum que en el de S. avicularum y esta especie necesitd
10 horas para tomar todo el TNT del medio mientras que R. palmatum lo
elimino en so6lo 6 horas. Como productos del metabolismo se han producido
preferentemente aminodinitrotoluenos en cultivos de S. avicularum mientras
que diaminonitrotoluenos y aminodinitrotoluenos se identificaron en
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cultivos de R. palmatum. Las diferentes concentraciones de los productos
de degradacion encontradas en cada cultivo indican que el metabolismo
del TNT esta controlado por diferentes sistemas enzimaticos. Este ensayo
in vitro permite la busqueda de especies que estén especialmente dotadas
para la degradacion del TNT vy, si este ensayo tiene su traduccion a escala
de planta completa, serviria para la seleccion de especies candidatas a la
fitorremediacion del TNT.

Seleccion de variantes somaclonales con mayor capacidad de fitorremedia-
cion

El cultivo in vitro es una herramienta muy util en la generacién de
variabilidad genética mediante procesos como el de la variacion somaclonal
(Dita et al., 2006) inducida, entre otros, cuando los cultivos se someten a
algtin tipo de estrés tanto abidtico como biotico. La variacion es impredecible
y puede ser heredable (genética) o no heredable (epigenética) y el desarrollo
de la variacién estd asociado a mutaciones puntuales, reordenamiento y
recombinacion cromosomica, metilacion del DNA, alteracion en el niimero
de secuencias, etc. y parece estar influenciada por el genotipo, el tipo de
explanto, el medio de cultivo, la edad de la planta de donde se iniciaron los
cultivos, etc. (Veilleux y Jonson, 1998; Jain, 2001). Condicion indispensable
para beneficiarse de la variacion somaclonal es la necesidad de disponer de
un sistema in vitro que sea eficaz y capaz de regenerar una planta completa

a partir, normalmente, de cultivos de tejidos no diferenciados (Couselo et al.,
2008).

Todos estos aspectos han de tenerse en cuenta a la hora de utilizar la
variacion somaclonal en fitorremediacion. Sin embargo, todavia no ha sido
profusamente usada quiza por el elevado nimero de variantes por ensayo que
suelen producirse, la necesidad de evaluar separadamente estos variantes y la
incertidumbre sobre si la variacion tiene un caracter heredable o no heredable,
lo que obliga a dilatar los andlisis sobre la variacion a la descendencia. En
el caso de especies lefiosas pueden necesitarse afios para completar estos
estudios. De cualquier manera, existen ejemplos concretos tanto en especies
herbaceas como en lefiosas. Nehnevajova et al. (2007) indujeron variacion
somaclonal en cultivos de callos de Brassica juncea L. para aumentar la
acumulacion y extraccion de metales pesados. Los callos se indujeron a partir
de hojas cotiledonares e hipocétilos de semillas cultivadas in vitro durante 6
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dias. Los callos se sometieron posteriormente a distintas concentraciones de
Cd y Pby al cabo de 6 meses de tratamiento los brotes regenerados (plantas
R, o somaclones) se multiplicaron de forma individualizada y se enraizaron.
Las plantas regeneradas se sometieron de nuevo a la presion del Cd y del Pb
en cultivos hidropdnicos calculandose al final del ensayo la produccion de
biomasa y la concentracion del metal acumulado. Los autores fueron capaces
de identificar algunos somaclones capaces de acumular de forma significativa
mayor concentracion de metales que sus correspondientes controles. Por otra
parte, Bittsanszky et al. (2009) indujeron variabilidad mediante el cultivo
de segmentos nodales de Populus x canescens en medios de seleccion que
contenian diferentes concentraciones del herbicida paraquat. Desarrollaron,
asi mismo, un ensayo in vitro mediante discos de hojas de las plantas
regeneradas que sometieron al efecto del paraquat. El ensayo se extendio a
condiciones de campo en una parcela contaminada no sélo por paraquat sino
también por metales pesados. Los autores estiman que su propuesta es una
alternativa valida para no tener que utilizar plantas transgénicas en programas
de fitorremediacion.

Desarrollo de plantas transgénicas con elevada capacidad de fitorremedia-
cion

Tal como se ha mencionado anteriormente, se conocen en la actualidad
algunos de los pasos metabdlicos relacionados con la absorcion, transporte,
secuestro, acumulacion y/o degradacion de los contaminantes (metales
pesados y xenobiodticos) por parte de las plantas. La sobreexpresion de
genes relacionados con estos procesos en plantas parecer ser el camino mas
logico a seguir, tal como se recoge en numerosas citas bibliograficas (Singh
y Jain, 2003; Peuke y Rennenberg, 2005b; Kramer, 2005; Van Aken, 2008;
Doty, 2008). Sin embargo, existen dos aspectos que pueden limitar el uso de
plantas transgénicas en fitorremediacion. El primer aspecto esta relacionado
especificamente con el cultivo in vitro de tejidos: es necesario disponer de
métodos apropiados capaces de regenerar plantas transformadas que, en
especies recalcitrantes puede ser un factor limitante. El segundo aspecto
concierne a la preocupacion que todavia existe en el uso de plantas modificadas
genéticamente (especialmente en arboles) por lo que su uso a corto o medio
plazo puede ser muy limitado (Peuke y Rennenberg, 2005b; Sederoff, 2007,
Strauss et al., 2009).
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Independientemente de las consideraciones anteriores existen numerosas
referencias sobre la expresion de genes relacionados con fitorremediacion,
aunque en esta revision nos limitaremos a dos ejemplos. Nosotros hemos
desarrollado un protocolo de transformacion genética del cultivar Etrepole
del hibrido Populus tremula x tremuloides utilizando el plasmido pBIAtPCS1
que contiene la secuencia codificante de la fitoquelatina sintasa 1 de
Arabidopsis thaliana (AtPCS1, codigo del Genebank AF085230), lo que ha
permitido obtener lineas transgénicas como mayor capacidad de acumulacion
de metales pesados que los controles no transgénicos (Couselo y Corredoira,
2004; Couselo et al., 2010). Los ensayos no soélo se han llevado a cabo
bajo condiciones de cultivo hidropdénico sino también en suelos de mina
contaminados con metales pesados. Por otra parte, este mismo genotipo se ha
transformado con un plasmido que contiene el gen bacteriano nitroreductasa
pnr4 dando lugar a lineas transgénicas capaces de tolerar y tomar mayores
cantidades de TNT de suelos y aguas contaminadas que las plantas no
transformadas (Van Dillewijn et al., 2008). Estos resultados demuestran que
una misma especie vegetal puede ser utilizada para la fitorremediacion de
metales pesados o compuestos xenobidticos mediante la sobreexpresion de
genes apropiados. La falta de ensayos de campo impide confirmar la eficacia
de las lineas transgénicas regeneradas en los procesos de fitorremediacion en
condiciones aplicadas.

CONCLUSIONES

La utilizacion de la tecnologia del cultivo in vitro de tejidos vegetales
aparece como una herramienta esencial en estudios de fitorremediacion.
Los avances en el conocimiento del metabolismo tanto de metales pesados
(absorcion, transporte, secuestro y acumulacion en organulos celulares y
tejidos) como de xenobidticos (absorcion, detoxificacion, secuestro) no se
pueden entender sin el uso del cultivo de tejidos como sistema experimental
de trabajo. La induccion de variabilidad genética para la seleccion de variantes
somaclonales mas adaptados para la fitorremediacion y la transformacion
genética de plantas que sobreexpresen genes relacionados con el proceso, son
dos aspectos del cultivo in vitro que pueden jugar un papel determinante en
fitorremediacion.
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RESUMO

A maioria dos modelos climaticos empregados na actualidade non
inclien a dindmica das augas subterraneas nas stias representacions do solo.
No entanto, esta reserva de augas freaticas xoga un papel esencial & hora de
simular correctamente o clima de rexions con limitacions hidricas e trazos de
aridez, como ¢ o caso de amplas extensions no interior da Peninsula Ibérica,
onde o nivel fredtico se atopa proximo & superficie e afecta decisivamente os
fluxos de auga e calor que se estabelecen entre o solo e a atmosfera. Co fin de
demostrar isto, calculouse en primeiro lugar a profundidade do nivel freatico
de equilibrio para a Peninsula, achandose que, efectivamente, este € ben pouco
profundo en boa parte das zonas semiaridas da mesma, debido 4 converxencia
de fluxo lateral de augas subterraneas. Este nivel freatico de equilibrio foi
empregado, antes de mdis, para simular a dindmica completa do solo co modelo
LEAFHYDRO. Asi, observouse unha notabel intensificacion dos fluxos de
evapotranspiracion cara 4 atmosfera e dos campos de humidade do solo con
respecto as simulacions que non inclien a dindmica das augas subterraneas
como condicion de contorno inferior do solo. Por ultimo, este modelo de solos
LEAFHYDRO acoplouse ao modelo climatico WRF-ARW, dando lugar a4
nova ferramenta computacional WRF-HYDRO, coa cal avaliamos o efecto
que ten a implementacion integral do ciclo hidroloxico no clima e no réxime
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pluviométrico da Peninsula Ibérica. Estas simulacions acopladas dan conta
de forma mais realista da precipitacion de caracter convectivo que ten lugar
na estacion seca e que os modelos convencionais subestiman ao non incluir
de maneira correcta a memoria que as augas freaticas imprimen na humidade
do solo. Esta precipitacion “extra”, ligada a reciclaxe de humidade, resultou
ser da mesma orde que os cambios que se agardan na precipitacion como
consecuencia do cambio climatico na Peninsula Ibérica.

Palabras chave: augas subterrdneas, nivel freatico, humidade do solo,
ciclo hidroléxico, evapotranspiracion, reciclaxe de humidade, Peninsula
Ibérica.

ABSTRACT

Most current climate models do not include groundwater dynamics in their
representations of land-atmosphere interactions. However, the groundwater
reservoir plays an important role on regional climate simulations in arid
and water-stressed areas. This is the case of wide regions within the Iberian
Peninsula, where the water table is found to be shallow and strongly affects
land-atmosphere water and heat fluxes. In order to demonstrate this, we started
our study by calculating the Equilibrium Water Table Depth (EWTD) for the
whole Peninsula. The water table was found to be shallow in many of the
arid and semi-arid areas inland Iberia, as a result of lateral flow convergence.
This equilibrium water table was used, first of all, to simulate the complete
soil dynamics with the soil-hydraulic model LEAFHYDRO. A remarkable
intensification of evapotranspiration and humidity fluxes from the upper soil
to the atmosphere was found to take place with regard to the simulations which
did not include the water table as the soil lower boundary condition. Finally, the
LEAFHYDRO soil model was coupled to a well-known meteorological model,
WRF-ARW, giving birth to a new computational tool named WRF-HYDRO.
This permitted us to get a complete implementation of the hydrological cycle
and therefore evaluate its impact on the precipitation regime and the climate
of the Iberian Peninsula. Coupled simulations performed with WRF-HY DRO
represented in a much more realistic way the convective precipitation taking
place in the dry season, which tends to be underestimated by the conventional
models, as they do not include operatively the memory that the groundwater
gives to the soil moisture. This extra precipitation, related to recycling of
wetness, was found to be of the same order as the decrease in precipitation
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expected as a consequence of climate change in the aridest areas of the Iberian
Peninsula.

Key words: groundwater, water table, soil moisture, hydrological cycle,
evapotranspiration, precipitation recycling, Iberian Peninsula.

1. INTRODUCION

O ciclo hidroléxico representa o proceso de circulacion da auga entre
os distintos reservatorios da hidrosfera. Na figura 1 mdstrase un esquema
simplificado do mesmo. Como vemos, os ciclos da auga no solo e na atmosfera
constitlien un sistema acoplado con interaccions complexas entre os distintos
reservatorios.

Atmosfera

(Vapor de auga)

A

Precipitacion Evapotranspiracion Precipitaciéon Evaporacién

Precipitacion Evaporacién

i

Escoamento Escoamento

. L. Movemento
Infiltracion|
de vapor

Interfluxo

Ascenso

Recarga capilar

Fluxo ao mar

Figura 1. Esquema simplificado do ciclo da auga cos distintos reservatorios (caixas),

fluxos de auga (frechas solidas) e fluxos de vapor de auga (frechas punteadas).
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O solo desenvolve un papel fundamental no ciclo hidroloxico debido 4 stia
posicion de interface entre a baixa atmosfera, a vexetacion e a capa xeoloxica
subxacente. E o solo quen intercepta a chuvia na superficie terrestre e quen
dirixe o reparto de auga entre escoamento e infiltracion. Ademais, constittie
un lugar de almacenamento de auga e de transito do fluxo hidrico cara a
reservas profundas e cara 4 atmosfera en funcion da demanda da mesma.
Numerosos estudos mostran a conexion entre a humidade do solo e os procesos
atmosféricos (Betts, 1996, 2004) e salientan a importancia dunha correcta
representacion das interaccions terra-atmosfera nas simulacions climaticas.

Nos ultimos anos, estan a aparecer traballos que pofien de manifesto
o papel das augas subterraneas (reservatorio castafio na figura 1) & hora de
modular a dindmica da humidade do solo e que demostran que, cando o nivel
freatico (superficie que separa a zona non saturada do solo da saturada) ¢
pouco profundo, poden afectar significativamente a humidade da zona mais
superficial do solo (Salvucci e Entekhabi, 1994, 1995; Gutowski et al., 2002;
Liang et al., 2003; Maxwell e Miller, 2005; Yeh e Eltahir, 2005; Yu et al.,
2006; Niu et al., 2007; Miguez-Macho et al., 2007, 2008, Jiang et al., 2009).

Porén, a maioria dos modelos climaticos actuais non inclien a dinamica
das augas subterraneas e empregan aproximacions para reproducir a drenaxe
de auga no solo. A aproximacion mais empregada ¢ a denominada hipdtese
de drenaxe gravitacional libre, que supén que o exceso de auga no solo sae
dunha columna no mesmo nunha proporcion determinada pola condutividade
hidraulica na tltima capa. O problema principal desta representacion € que a
auga que se deixa sair da columna non estd dispoiiibel para a evapotranspiracion
en posibeis periodos secos posteriores, o que, obviamente, conducira a erros
nas simulacions climaticas.

A interaccidn entre a atmosfera e o solo €, polo tanto, un factor esencial
para a comprension do clima. Asi, en determinadas rexions os intercambios de
auga entre a terra e a atmosfera e os fluxos de enerxia asociados condicionan
decisivamente as caracteristicas do mesmo. Nas areas de clima hiimido, onde
o solo esta saturado de auga durante practicamente todo o ano, os procesos de
evaporacion estan controlados non tanto pola concentracion de humidade no
solo como pola radiacion neta incidente. Ao non ser a evaporacion sensibel as
variacions na humidade do solo, tampouco a precipitacion o serd: agardamos,
por tanto, que o grao de acoplamento terra-atmosfera resulte baixo. Pola
contra, nas rexions de clima arido, a evaporacion e a precipitacion —ambas as
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duas moi reducidas- serdn altamente sensibeis 4 humidade dispoiiibel no solo.
De acordo con Koster et al. (2004), o maior acoplamento atoparémolo nas
zonas de transicion entre os dous extremos anteriores, onde as cantidades de
auga evaporada son relevantes e, ao tempo, este proceso € sensibel 4 humidade
do solo. E nestes casos que se agarda que as caracteristicas do solo incidan
de forma decisiva na precipitacion. Para alén disto, en rexions con trazos
de aridez, a presenza dun lenzo freatico pouco profundo pode favorecer o
ascenso de humidade por capilaridade, subministrando auga &s raices das
plantas e reforzando a evapotranspiracion. Zonas con escaseza de auga e
co nivel freatico préximo & superficie, nas que os cambios na humidade do
solo controlan a evapotranspiracion e, polo tanto, os réximes de precipitacion
convectiva, son comuns e abranguen amplas extensions da Peninsula Ibérica.
A existencia dun lenzo freatica pouco profundo nestas rexions con trazos de
aridez débese principalmente & converxencia lateral de augas subterraneas e
nelas, polo tanto, esta a ser subestimada a humidade do solo cando se empregan
aproximacions como a de drenaxe gravitacional libre.

En sintese, os obxectivos deste traballo son os seguintes:

1. Mostrar que, efectivamente, na Peninsula Ibérica existen zonas co
nivel freatico case superficial en rexions con escasa precipitacion. Para isto,
calcularemos a profundidade do nivel freatico de equilibrio na Peninsula e
validaremos o noso célculo coas correspondentes observacions de dispofiibeis
(seccion 2).

2. Analizar a influencia das augas subterraneas na humidade do solo
da Peninsula e nos fluxos terra-atmosfera (seccion 3). Con este obxectivo
compararemos duas simulacions que abranguen un periodo de 10 anos
(1989-1998): a primeira incliie un nivel freatico dinamico como condicion
de contorno inferior ¢ a outra emprega a aproximacion comin de drenaxe
gravitacional libre.

3. Avaliar o impacto das augas subterraneas e dos fluxos terra-atmosfera
no réxime pluviométrico da Peninsula Ibérica. Para isto realizdronse
simulaciéns climaticas acoplando o modelo meteoroloxico WRF-ARW co
modelo hidroloxico LEAFHYDRO, que inclue a dindmica das augas freaticas
e reforza a memoria da humidade do solo e os seus efectos na precipitacion
(seccion 4).
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2. Calculo da profundidade do nivel freatico de equilibrio e validacion
con observacions

Para calcularmos a profundidade do nivel freatico de equilibrio,
empregaremos un modelo de augas subterraneas 2D desenvolvido e validado
para América do Norte (Fan et al., 2007), e lixeiramente modificado para a
nosa malla, que abarca toda a Peninsula Ibérica. Validaremos o resultado da
nosa simulacién comparando coas observacions de niveis freaticos dispoiiibeis
nesta rexion.

Breve descricion do modelo

O nivel freatico de equilibrio calctlase como o balance hidroloxico a
longo prazo entre o fluxo vertical inducido pola atmosfera a través do lenzo
fredtico (recarga) e o fluxo lateral inducido pola xeoloxia e a topografia.

Asi, o0 modelo divide o solo en celas con dimensions Ax e Ay e resolve
simultaneamente na malla:

RAXAy +) 0, 20
Ecuacion 1

onde R ¢ arecarga por unidade de tempo [L/T] e Q ¢ o fluxo lateral por unidade
de tempo procedente de (positivo) ou dirixido cara a (negativo) cada unha das
1 celas vecifias [L3/T]. As celas onde a suma de ambos os termos ¢ maior que
cero son celas de rio e nelas o nivel freatico mantense na superficie.

O fluxo lateral calctlase empregando a lei de Darcy:

0, = wT(u}
l Ecuacion 2

onde h representa a altura sobre o nivel do mar do nivel freatico na cela
considerada [L], hi € a altura do nivel freatico na cela vecifia i [L], 1 é a
separacion entre celas [L], w € a anchura da seccion transversal de fluxo [L] e
T a transmisividade do fluxo [L2/T].

Para calcular a transmisividade integramos a condutividade hidraulica
en profundidade. O problema ¢ que as bases de datos existentes para esta
magnitude contefien informacion apenas para os primeiros 2 m do solo. Para
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solucionar esta dificultade, asumimos, como se fai comunmente (por exemplo,
Beven e Kirkby, 1979), que por baixo da profundidade d con condutividade
hidraulica coniecida, K diminte exponencialmente desde o valor conecido
KO:

K=K G/ .,
0€ Ecuacion 3

sendo faprofundidade de decaemento exponencial da condutividade hidraulica
(comentaremos este parametro posteriormente) ¢ z unha profundidade
arbitraria por baixo da superficie.

Asi, onde a profundidade do nivel freatico (wtd) ¢ menor que d (wtd<d)
temos:

T = [Kdz=K,(d—wid)+ [Ke™ " dz = K (d — wid) + /K,
witd d
Ecuacion 4

e onde wtd ¢ mais profunda que d (wtd>d):

T= jKdZ = J'Koe—(tfd)/fdz — fKOe—(wtd—d)/f

wid wid

Ecuacion 5

A magnitude de fna ecuacion 3 reflicte o perfil do leito de sedimentos nun
punto determinado. Tratase dunha funcién complexa de factores climaticos
e xeoloxicos, que depende fortemente da pendente do terreo (Ahnert, 1970;
Summerfield e Hulton, 1994), de forma que canta mais pendente ten o
terreo, a menos profundidade esta o leito de sedimentos. Por simplicidade,
consideramos que f depende s6 da pendente do terreo (Hooke, 2000).

A relacion entre f e a pendente do terreo s determinase mediante un
proceso de calibracion (ensaio-erro). Seguindo a Fan et al. (2007), asumimos
unha ecuacion hiperbdlica da forma:

f= 5 para s>0.12 Ecuacion 6

1+150s
f>4 para s<0.12

Para unha discusion mais detallada sobre as asuncions do modelo e as
parametrizacions, véxase Fan et al. (2007) e Fan e Miguez-Macho (2010).
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Parametros de entrada do modelo

Imos correr este modelo a moi alta resolucion (9 segundos de arco) para
o que, de acordo co explicado, precisamos as seguintes variabeis de entrada:
a recarga media anual, a topografia (para calcular a f), o tipo de solo e a
condutividade hidraulica para cada tipo de solo.

Os datos de topografia obtivéronse da National Aeronautics and Space
Administration (NASA) Shuttle Radar Topography Mission (SRTM) Digital
Elevation Model (DEM), a unha resolucion de 3 segundos de arco (http://srtm.
csi.cgiar.org). A figura 2 mostra a topografia agregada a 9 segundos de arco
(a resolucion do noso modelo), a pendente e a profundidade de decaecmento
exponencial da condutividade hidraulica.

Topagrapky (m)

1 area, 2 area franca, 3 franco areoso, 4 franco limoso, 5 franco, 6 franco areoso arxiloso, 7 franco limoso arxiloso,
8 franco arxiloso, 9 arxila areosa, 10 arxila limosa, 11 arxila

Figura 2. De esquerda a dereita e de arriba abaixo, os mapas de topografia,
pendente, profundidade de decaemento exponencial da condutividade
hidréulica e tipo de solo.
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A informacién sobre o tipo de solo obtivose do mapa de solos dixital da
United Nations Educational, Scientific and Cultural Organization (UNESCO)
- Food and Agriculture Organization (FAO) con unha resolucion de 5 minutos
(http://www.ngdc.noaa.gov/ecosys/cdroms/reynolds/reynolds/reynolds.htm).
As fraccions de arxila, limo e area usaronse para producir os 11 tipos de solo
(figura 2) definidos pola United States Department of Agriculture (USDA)
(http://soils.usda.gov/education/resources/lessons/texture/).

A cada un dos 11 tipos de solo asignaselle unha condutividade hidraulica
vertical KV a partir dun grupo de pardmetros baseados en relacion empiricas
(Clapp e Hornberger, 1978), amplamente empregadas en modelos climaticos
e hidroloxicos. A partir destas condutividades verticais obtéfiense as
condutividades laterais KL en base ao concepto de anisotropia, que relaciona
KL con KV a través do coeficiente de anisotropia a=KL/KV. Para especificar
estes coeficientes, emprégase una aproximacion baseada no contido en arxila
do solo, xa que a arxila ten unha influencia moi importante na anisotropia
debido 4 stia forma estrutura laminar e 4 sua baixa permeabilidade como
unidade sedimentaria (Fan et al., 2007).

A recarga R ¢ o fluxo de auga neto a través do lenzo freatico (¢ dicir,
a precipitacion P menos a evapotranspiracion ET e menos o escoamento
superficial Qs). Para esta variable non existen datos dispofiibeis de medicions,
excepto para algunhas bacias fluviais, o que non nos aporta a variabilidade
espacial que precisamos para o noso célculo. No entanto, existen estimacions
de recarga obtidas mediante o célculo de fluxos de evapotranspiracion
e o escoamento superficial con modelos de solos forzados con variabeis
meteoroloxicas observadas (incluida a precipitacion). Como comentamos,
a maior parte dos modelos de solos non incorporan a dinamica das augas
subterraneas e, en consecuencia, non tefien en conta a retroalimentacion
entre o lenzo freatico, a humidade do solo e a evapotranspiracion. Asi, en
vales rodeados por areas cun relevo accidentado, a converxencia do fluxo
lateral de augas subterraneas pode proporcionar humidade que alimente a
evapotranspiracion até ao punto de que exceda a precipitacion, resultando un
balance hidrico negativo que os modelos sen a dinamica do lenzo freatico non
son quen de reproducir.

Ao non termos unha opcion mellor, empregaronse as recargas calculadas
segundo a ecuacion , a partir de simulacions con tres modelos diferentes de
solos (CLM, NOAH e MOSAIC) no Global Land Data Assimilation System



98 Revista Real Academia Galega de Ciencias. Vol. XXIX

(GLDAS) (Rodell et al., 2004) e do modelo HTESSEL, o modelo de solos
do European Centre for Medium-Range Weather Forecasts (ECMWF) (Van
den Hurk e Viterbo, 2003; Balsamo et al., 2009). A resolucion destes modelos
(I grao) ¢ moi baixa, pero suficiente para identificar areas onde o nivel
freatico ¢ suficientemente pouco profundo como para influenciar a dinamica
da humidade do solo nas proximidades da superficie (Fan e Miguez-Macho,
2010). A converxencia de fluxo lateral de augas subterraneas ou unha drenaxe
lenta son factores que explican a aparicion de niveis freaticos pouco profundos
en rexions con trazos de semiaridez. Como a topografia é a causante de ambas
as condicions, sempre que as estimacions da recarga fiquen dentro dun rango
razoabel poderemos agardar que o modelo proporcione resultados aceptabeis,
debido 4 alta resolucion da topografia.

A figura 3 mostra a recarga dos 3 modelos do GLDAS xunto coa do
HTESSEL. As catro mostran o mesmo patrén: un maximo de recarga no Norte
e Noroeste e un minimo na area do Mediterraneo. Este patron correlacionase
ben co da precipitacion anual media, excepto no Mediterraneo, onde unha
relevante cantidade da precipitacion anual ten lugar como consecuencia das
chuvias torrenciais no outono, cunha reducida infiltraciéon e moito escoamento
superficial, producindo inundaciéns. Os valores, sen embargo, son bastante
diferentes entre os catro modelos: CLM e NOAH tefien recargas que exceden os
100 mm/ano mesmo no seco interior da Peninsula. Estimacions independentes
do Ministerio do Ambiente espafiol para planificacion hidroldxica mostran
valores inferiores a 50 mm/ano na Meseta Norte (MIMAM, 2000), un rango
mais similar 4 recarga da MOSAIC. HTESSEL, pola stia banda, da resultados
demasiado baixos, menos de 10 mm/ano en todo o territorio a excepcion das
zonas atlanticas hiimidas no Norte e Noroeste. A resolucion destes modelos
non ¢ suficiente para detectar as cadeas montafiosas que cruzan a Peninsula
Ibérica, polo que o efecto que ten o ascenso topografico na precipitacion e
posibelmente na recarga non se ve reflectido en ningunha destas estimacions
de recarga (Sanz, 1996). Por esta razon, todos os modelos subestiman a
recarga en rexions con clima humido no Norte e Noroeste, onde o terreo
abrupto orixina un aumento da precipitacion. Infelizmente, hai moi poucas
observacions da profundidade do nivel fredtico nestas rexions para estimar a
magnitude do erro que se estd a cometer.
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Figura 3. De esquerda a dereita e de arriba abaixo, as recargas estimadas polos modelos
de solos CLM, NOAH, MOSAIC e HTESSEL.

No entanto, debemos salientar que en todo caso a nosa estimacion do
nivel fredtico e da stia influencia serd conservadora nesta zona.

Calculo da profundidade do nivel fredtico de equilibrio

Como dixemos, o modelo foi corrido a unha resolucion de 9 segundos de
arco (celas de aproximadamente 213 m x 270 m a unha latitude de 40°N). As
simulacions comezan co nivel freatico na superficie do solo como condicion
inicial e van axustandoa iterativamente en todas as celas até que a condicion
da ecuacion 1 se satisfai en toda a malla cunha precision de 1 mm/ano. A
profundidade das capas freaticas de equilibrio resultantes para cada unha das
catro estimacions da recarga mostrase na figura 4. O patrén € moi similar
nas catro simulacions e moi semellante ao da topografia, probando a stia
importancia na redistribucion da recarga mediante o fluxo lateral de augas
subterraneas.
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Figura 4. Profundidade do nivel freatico de equilibrio obtido nas catro simulacions coas
catro recargas diferentes (CLM,NOAH, MOSAIC e HTESSEL).

Como vemos, aparecen niveis freaticos moi proximos a superficie en
rexions chas de clima semiarido nas mesetas espafiolas e nos vales dos rios,
onde a converxencia de fluxo lateral procedente das montanas circundantes
e a lenta drenaxe impiden a caida do nivel freatico. Ora ben, nas chairas de
baixa elevacion nas costas, o nivel do mar fai que o nivel freatico se mantena
proximo & superficie. A influencia dos valores da recarga reflictese nos
valores da profundidade do nivel freatico, que son bastante diferentes nas
catro simulacions: na simulacion coa recarga do HTESSEL (a menor) o nivel
freatico esta mais profundo do que nas simulacidons coas maiores recargas
(CLM e NOAH); por seu lado, a do MOSAIC proporciona un resultado
intermedio.
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Anadlise das observacions dispoiiibeis

Para validar o modelo empregamos observacions da profundidade do
nivel freatico na Peninsula Ibérica obtidas do Instituto Geologico y Minero de
Espafia (IGME), do Sistema Nacional de Informagado de Recursos Hidricos de
Portugal (SNIRH) e de distintas Confederacions Hidrograficas espanolas (rios
Ebro, Douro, Texo e Xucar). Eliminamos as observacions con niveis freaticos
por baixo de 100 m para eliminar medicions en acuiferos confinados, de xeito
que, ao todo, contamos con 2601 puntos. A figura 5 mostra a profundidade
media do nivel fredtico nestes puntos. Obsérvanse niveis freaticos préximos a
superficie nas terras baixas do centro de Portugal, nos vales dos rios e tamén
nas mesetas do interior de Espafia, ao igual que nas nosas simulacions.

WTD ot cbservation points (m)
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Figura 5. Profundidade media do nivel freatico nas observacions dispoiiibeis.

E de salientar tamén a agrupacion de puntos co nivel freatico bastante
profunda na Mancha hiimida, unha rexion cofiecida polos seus numerosos
humidais e pequenos lagos. Tratase dunha rexion chd, con clima semiarido,
cuxas condicions de humidal s6 poden ser debidas & presenza dun lenzo
fredtico pouco profundo. Porén, a extraccion intensiva de augas para o regadio
provocou un dramatico descenso do nivel fredtico nesta rexion (Vela et al.,
1999; Castano-Castano et al., 2008) de aproximadamente 22 m en media
(IGME 2004).
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O que esta a ocorrer na Mancha humida non ¢ caso illado. As augas
subterraneas son extraidas de forma masiva en moitos acuiferos, sobre todo
para o regadio en rexions secas. Hai 699 reservas de augas subterraneas
identificadas en Espafia, das que 259 estan clasificadas como “en perigo” de
non atinxir os obxectivos ambientais da Directiva Marco da Auga. Por stia vez,
57 estan clasificadas como “féra de perigo” e outras 86 estan agardando mais
avaliacion para decidir a sua condicion medioambiental (MIMAM, 2006). As
augas subterraneas fornecen auga para o 30% da érea irrigada total en Espaiia,
e o seu uso pasou de 2000 hm3/ano en 1960 até mais de 6500 hm3/ano en
2000 (MIMAM, 2000). En moitos acuiferos no sur de Espafa, a extraccion
de augas subterraneas excede varias veces a recarga media, producindo unha
diminucién continua dos niveis freaticos. O 25% das augas freaticas extraidas
en Espaia provefien da bacia do rio Xticar (Sahuquillo, 2007). Custodio (2002)
amosou que a diminucién progresiva do nivel freatico ¢ moi salientdbel en
algunhas éreas do leste de Espafia, ben como no xa mencionado acuifero da
Mancha e na zona de Donana.

De acordo con isto, agardamos que os valores de moitas das observacions
recompiladas estean afectadas por esta extraccion de augas subterraneas para
o regadio e que non sexan axeitadas para a avaliacion das condicidns naturais
do lenzo freatico. A figura 6 mostra a pendente, en m/mes, das series temporais
do nivel freético en cada punto. A diminucion do nivel freatico ¢ moi clara en
rexions do sur da Meseta Norte ¢ na Mancha himida. Obsérvanse, ademais,
sitios problematicos por toda Espafia, especialmente no sur.

Na figura mostrase tamén a caida no nivel freatico en duas medicions
afectadas. As anomalias da precipitacion anual para o periodo das observacions
fican expostas encima da grafica do nivel freatico. Vemos que a devandita
queda ¢ sistematica e independente da anomalia da precipitacion, o que non
fai mais que confirmar a artificialidade da mesma.

Paravalidar onoso modelo teremos que eliminar as observacions afectadas,
pois non reflicten unha situacion de equilibrio. Para isto, consideramos s6 os
puntos con mais de 4 anos de rexistros (para eliminar a posibilidade de que a
caida sexa debida a unha seca prolongada) e con caidas menores de 0.05 m/
mes. A escolla deste limiar ¢ un compromiso para desfacernos das medicions
mais problematicas e ao mesmo tempo reter un nimero de observacions
suficiente para poder realizar unha validacion estatistica significativa.
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Validacion das simulacions coas observacions

A figura 7 mostra a profundidade media do nivel fre4tico nas observacions,
xa filtradas, e a profundidade media do nivel fredtico nos mesmos puntos para
as catro simulacions levadas a cabo.

WTD ot cbssrvobon points (m)
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Figura 7. Arriba, profundidade media do nivel freatico observada apos seren eliminadas
as medicions afectadas pola extraccion de augas subterraneas. Abaixo, profundidade do nivel
freatico simulado para as catro estimacions da recarga.
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As simulacions con maior recarga (CLM e NOAH) tefien demasiados
puntos co nivel freatico superficial en comparacion coas observacions.
No resultado do HTESSEL (recarga menor) os valores son normalmente
inferiores aos observados. A simulacion coa recarga que estd mais de acordo
coas medicions dispoiiibeis nalgunhas unidades hidroloxicas (MOSAIC) ¢ a
que mellor se axusta 4s observacions.

Procedamos, por tltimo, a analizar estatisticamente os erros examinando
o histograma de residuos (diferenza entre as profundidades dos niveis fredticos
simulado e observado) e a dependencia destes residuos coa elevacion e a
pendente do terreo para as catro simulacions. O histograma deberia seguirunha
distribucion gaussiana con media en cero, cun pico alto e pouca dispersion,
e non deberia haber dependencia sistematica dos erros coa topografia ou co
clima.

A figura 8 mostra estes calculos estatisticos para as catro simulacions.
Todos os histogramas tefien a forma dunha distribucion gaussiana e estan
centrados aproximadamente en cero, sendo a simulacién coa recarga do
MOSAIC a que ten o pico mais alto (con arredor do 9.5% das profundidades
simuladas cunha diferenza de menos de 1 m do valor observado). O histograma
do HTESSEL presenta unha cola mais pronunciada cara a valores positivos,
o que implica que o lenzo freatico simulado é xeralmente mais profundo do
que nas observacions, mentres que os outros tres histogramas tefien unha
cola mais pronunciada cara a valores negativos (¢ dicir, capas freaticas menos
profundas que o observado), con un desprazamento mais pronunciado para
as simulacions coas recargas do CLM e do NOAH que para a do MOSAIC.
Este pequeno desprazamento cara a valores negativos ¢ de agardar, pois a
extraccion de augas para o regadio puido aumentar a profundidade natural do
nivel fredtico en moitos puntos antes que existisen observacions.
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Figura 8. Validacion estatistica das simulacions do nivel freatico coas observacions
para as catro estimacions da recarga. Na columna da esquerda: histogramas de residuos.
Na columna central: residuos fronte a elevacion do terreo. Na columna da dereita: residuos
fronte & pendente do terreo.
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Obsérvase tamén na figura que nas catro simulacions hai moi pouca
dependencia dos erros na elevacion, na pendente ou no clima (representado
pola precipitacion media anual).

A anélise da estatistica dos resultados confirma as conclusions que xa
tilamos extraido por comparacion visual coas observacions na figura 7: a
simulacién coa recarga mais realista (MOSAIC) ¢ a que mellor se correlaciona
coas observacions.

3. Influencia das augas subterraneas na dinamica da humidade do solo e
nos fluxos terra-atmosfera

Para determinarmos a influencia das augas subterraneas na humidade do
solo e nos fluxos terra-atmosfera realizdronse duas simulacions cun modelo
de solos forzado con datos atmosféricos. A primeira simulacion inclie a
dindmica das augas subterraneas, mentres que para a segunda utilizouse a
comunmente empregada aproximacion de drenaxe gravitacional libre.

Antes de mais, procedeuse 4 validacion do balance hidrico calculado co
noso modelo na version que inclle as augas freaticas. A seguir, compararonse
os campos de humidade obtidos en ambas as simulacions. Tamén se analizou
a persistencia estacional da profundidade do nivel freatico, a sua influencia
nos campos de humidade do solo e o seu dobre papel como fonte e sumidoiro
de auga. Finalmente foron estudadas as diferenzas entre os fluxos terra-
atmosfera que resultan nas dias simulacions.

Descricion do modelo e caracteristicas das simulacions

e Simulaciéon 1 (que denominaremos “WT”, do inglés, water table
= nivel fredtico); empregando o modelo de solos LEAFHYDRO.
LEAFHYDRO ¢ unha extension de LEAF2 que incorpora a dindmica
das augas subterraneas e simula os rios (o seu caudal, os fluxos rio-augas
subterrdneas...). Ainda, para este estudo implementouse un novo método
para calcular a resistencia do fluxo terra-canopia, tirado do modelo de
solos CLM. En LEAFHYDRO, a profundidade do nivel fredtico pode
flutuar debido aos factores a seguir:

1. O fluxo ascendente ou descendente entre as zonas saturada e non
saturada.
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2. O transporte lateral dentro da zona saturada.
3. O fluxo procedente dos rios ou dirixido cara aos mesmos.

* Simulacion 2 (que denominaremos “FD”, do inglés, freedrain = drenaxe
libre); usando o modelo LEAF2, que emprega a aproximacion de drenaxe
gravitacional libre e non incliie a dindmica das augas subterraneas. LEAF2 ¢
o modelo de solos incluido no modelo climatico rexional RAMS. Este modelo
calcula os fluxos de calor e auga e o almacenamento de auga na superficie do
solo. Pararesolver os devanditos fluxos, LEAF2 divide o solo comprendido entre
a superficie e os 4m de profundidade en 14 capas verticais de solo de espesor
variabel. Para alén disto, considera até 3 capas de augas temporais por riba
da superficie, dependendo da existencia e profundidade de neve, vexetacion,
e da canopia. No noso estudo, substituimos as 14 capas até aos 4 metros de
profundidade por 11 capas que acadan en conxunto unha profundidade de
2.5 m, coa intencion de que os nosos resultados sexan comparabeis cos dos
modelos de solos mais usados pola comunidade cientifica, que resolven apenas
até aos 2.5 m.

1. Atmosfera

LEAF2-Hydro

2 Superficiee |
vexelacion -
| 4 Rios e lagos
- 3. Zona non (i
saturada (solo) |

5. Zona saturada
{augas sublerraneas)

Figura 9. Representacion esquematica dos fluxos resolvidos polos modelos de solos
convencionais (como LEAF2) e polo novo modelo LEAFHYDRO que incliie a dindmica
integral das augas subterraneas.
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O dominio escollido para as nosas simulacions ¢ unha malla polar-
estereografica, centrada na Peninsula Ibérica e que ten unha extension de
1500 km x 1500 km, cubrindo a Peninsula enteira e ficando incluidos o
extremo mais setentrional de Africa e unha pequena parte do sur de Francia.
A resolucion ¢ de 2.5 km x 2.5 km e o periodo da simulacion de 10 anos
(1989-1998), tempo suficiente para incluir periodos secos e humidos e, deste
xeito, podermos analizar correctamente a dinamica da humidade do solo e a
memoria das augas subterraneas.

Condicions iniciais e parametros de entrada

Para inicializar a profundidade do nivel fredtico na simulacion WT
e a humidade do solo en ambas as duas simulacions, empregamos o nivel
freatico de equilibrio que calculamos na seccidon 2, na simulacion coa recarga
procedente do MOSAIC (a mais realista).

O tipo de solo e de vexetacion agregouse dos datos de cuberta do solo
tirados da “Coordinadora de informacion sobre o ambiente” (CORINE) da
Axencia Europea para o Ambiente (http:/www.eea.europa.eu/publications/
CORO-landcover). A resolucion destes datos ¢ de 30 segundos de arco.

Por stia vez, os parametros iniciais dos rios calculdmolos a partir da base
de datos de USGS-Hydrosheds (http://hydrosheds.cr.usgs.gov/), que inclue
datos de direccion de fluxo, drea de drenaxe acumulada e topografia.

Os datos de forzamento atmosférico para as nosas simulacions tiraronse
da base de datos de reandlise “ERA-Interim” do Centro Europeo para a
Predicion Meteoroloxica de Rango Medio (http:/www.ecmwf.int/research/
era/do/get/era-interim) e interpolaronse bilinearmente da malla gaussiana
N128 orixinal & nosa malla polar-estereografica de 2.5 km de resolucion.
Os valores de presion, temperatura a 2m e velocidade do vento son datos de
reanalise que o modelo le cada 6 horas, mentres que a radiacion de onda longa
e curta e a precipitacion son datos de predicion da reandlise, que se len cada
3 horas.

Para a precipitacion usamos, para alén, os datos de precipitacion diaria da
base do CRU interpolados bilinearmente 4 nosa malla desde a malla orixinal
de 0.25 graos de resolucion. Os valores de precipitacion do CRU (http://badc.
nerc.ac.uk/data/cru/) son de maior calidade que os de ERA-Interim, pois son
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analizados con observacions, mais tefien o problema de seren datos diarios
e non tri-horarios, como acontece con ERA-Interim. A solucion final que
adoptamos foi empregarmos os valores diarios de precipitacion do CRU,
distribuindoos cada 3 horas a partir dos valores de precipitacion de ERA-
Interim.

Validacion do balance hidrico calculado polo modelo LEAFHYDRO

O modelo LEAFHY DRO foi validado en estudos anteriores para América
do Norte [Miguez-Macho et al., 2007]. Para procedermos a conseguinte
validacion da nosa simulacion para a Peninsula Ibérica, empregaronse datos
de caudais da Rede Nacional de Estaciéns de Aforo proporcionados polo
CEH (Centro de Estudos Hidrograficos, Ministerio das Obras Publicas),
sendo conscientes que as estacions que dispofien de datos para o periodo da
simulacién son escasas € non representativas da rede fluvial do dominio que
se pretende estudar. Na figura 10 mostranse as series temporais dos caudais
medios mensuais (esquerda, en vermello), asi como das medias por meses
(dereita, en vermello) calculadas contabilizando os 10 anos simulados en
comparacion cos datos observados en duas estacions representativas (en cor
azul). As graficas superiores corresponden ao rio Ebro, & altura da estacion de
Castejon, con 25194 km?2 de area drenada. As graficas inferiores corresponden
ao rio Mifio, a altura da estacion de Foz de Mouro, con 15407 km2 de area
drenada.
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Figura 10. A esquerda, caudais medios mensuais (m3/s) observados (azul) e simulados
(vermello) para os 10 anos de simulacion WT (1989-1998). A dereita, medias por meses dos
caudais ilustrados & esquerda. Os puntos de estudo son as estacions de Castejon no rio Ebro,
con 25194 km2 de area drenada (arriba) e Foz de Mouro no rio Mifio e con 15407 km2 de
area drenada (abaixo).

Tanto os caudais dos rios Ebro e Mifio, como o resto dos caudais obtidos
co modelo e analizados para a validacion, mostran un elevado grao de
correlacion coas observacions, o que apunta a capacidade do modelo para
seguir os ciclos anuais, como se pode apreciar nas graficas de medias por
meses da dereita. Porén, obsérvase unha sobreestimacion do caudal medio en
veran cando non hai episodios de precipitacion (na maioria de rios estudados)
e unha subestimacion dos picos de caudal en meses con importantes eventos
de pluviosidade. Isto pon de manifesto que os datos de precipitacion utilizados
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como forzamento atmosférico non son os optimos. A razén € que a resolucion
destes (0.25 graos, equivalentes a uns 28 km, que interpolamos 4 nosa malla de
2.5 km) non pode recoller os picos reais de caudal que producen os maximos
eventos de precipitacion e que tefien unha escala espacial moito menor. Para
intentar corrixir esta deficiencia, estase a traballar na utilizacion de datos de
precipitacion a maior resolucion e tirados a partir dunha ampla rede de 2756
estacions da Axencia Estatal de Meteoroloxia (AEMET). Os datos do rio
Mifo (graficas inferiores da figura 10) son moito mais alentadores e constituen
unha boa validacion do balance hidrico do noso modelo, cun coeficiente de
eficiencia de Nash-Sutcliffe de 0.6.

Dada a escaseza de estacions con datos de caudais que vimos de sinalar,
o proceso de validacion completouse coa comparacion directa da figura de
achegas totais anuais observadas (hm3/ano) -publicada no Libro Branco da
Auga (2000) polo Ministerio do Ambiente (figura 11 a4 esquerda)- coas que
simulamos con LEAFHYDRO na simulacion WT (figura 11 dereita). Ténase
en conta con esta figura non se pretende unha validacion exacta do modelo, xa
que a grafica da esquerda contén apenas datos de Espafia. Notese, asi mesmo,
que os periodos utilizados para calcular as achegas anuais en ambos os dous
mapas non son ben os mesmos. O Unico que pretendemos ¢ mostrar unha
validacioén para o noso dominio de unha forma mais global; para iso, esta
imaxe do Libro Branco da Auga ¢ a unica fonte de datos de que dispofiemos
a esta escala.
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Persistencia estacional da profundidade do nivel fredtico e control sobre os
campos de humidade do solo.

Estudaremos nesta seccion a resposta dos campos de humidade do solo
e da posicion do nivel freatico a diferentes situacions climaticas. Para isto
analizamos a figura 12, en que se representan unha serie de graficas resultantes
das simulacions.

As catro graficas superiores representan valores medios, para os meses de
inverno, dos 10 anos de simulacion de (de esquerda a dereita): precipitacion diaria
media en mm, humidade do solo nos 2 m mais superficiais na simulacion FD,
humidade do solo nos 2 m madis superficiais na simulacion WT e profundidade
do nivel fredtico do primeiro dia apds a estacion de inverno. As catro gréficas
inferiores representan as mesmas variabeis medias para os meses de veran,
correspondendo a Ultima grafica coa profundidade media do nivel freatica do
primeiro dia apos a estacion de veran na simulacion WT.

En primeiro lugar, obsérvase como os campos de humidade do solo
responden as condicions de precipitacion en superficie: a pesar de manter a
mesma estrutura espacial relacionada coa posicion do nivel fredtico, tal e como
se detallou no apartado anterior, o solo ¢ mais himido en toda a Peninsula
durante os meses de inverno. Isto débese a que as precipitacions que o modelo
recibe como condicion externa nestes meses son mais intensas. En troca, os
tons mais claros, amarelos e laranxas, das graficas de veran indican solos mais
secos como resposta a escaseza de precipitacions.

A respecto das graficas centrais de campos de humidade superficial do
solo, apréciase como a inclusion da interaccion coas augas subterraneas como
condicion de contorno inferior da lugar a solos mais himidos na simulacion
WT, tanto nas estacions representadas como no Outono e na Primavera,
principalmente en rexions co nivel fredtico en posicions proximas 4 superficie.

Apds a himida estacion de inverno e principalmente na zona noroccidental
da Peninsula, moi chuviosa, o nivel freatico atopase mais superficial, se ben
as claras diferenzas estacionais de precipitacion que se aprecian nas duas
gréficas situadas 4 esquerda non se ven reflectidas en diferenzas estacionais de
profundidade do nivel freatico nas duas graficas da dereita. Esta persistencia
estacional do nivel freatico a pesar das diferentes condicions climaticas pon
de manifesto a sia memoria, que mantén o solo moito mais himido do que na
simulacion FD, tamén nos meses de veran.
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Dupla funcion das augas subterrdaneas no balance hidrico.

Na simulacion WT, coa introducion do lenzo freatica como condicion de
contorno inferior do modelo de solos, aparece un novo fluxo de auga entre
as zonas saturada e non saturada, ao que nos temos referido ao longo deste
traballo como “recarga”. Este fluxo pode ser ascendente, da zona saturada
cara 4 non saturada, ou descendente, da zona non saturada cara & saturada.
O estudo da recarga permitiranos determinar a conexion existente entre as
augas subterraneas e o solo.

A figura 13 mostra a recarga media diaria obtida na simulacion WT para
os meses de inverno (arriba a esquerda), primavera (arriba a dereita), veran
(abaixo & esquerda) e outono (abaixo a dereita). Os tons vermellos indican
recarga negativa ou descendente cara a zona saturada. Nesta situacion as
augas subterraneas actian como un sumidoiro cando a infiltracion de auga
procedente da precipitacion excede a evapotranspiracion cara a4 atmosfera.
Os tons azuis, en troca, indican recarga positiva ou ascendente cara ao solo
non saturado. Neste caso as augas subterraneas actiian como fonte de auga
para a humidade do solo en zonas de nivel freatico superficial e en periodos
secos en que a evapotranspiracion cara a atmosfera supera a precipitacion,
respondendo asi & demanda hidrica dos solos.

Da analise as graficas podemos observar a evolucion estacional da
recarga. En inverno apréciase a funcion case exclusiva en toda a Peninsula
de sumidoiro de auga procedente da precipitacion, reproducindo a estrutura
espacial observada na grafica de precipitacion media invernal da figura 12.
Na grafica a seguir, correspondente 4 primavera, con menos precipitacions do
que no inverno, as augas subterraneas comezan a actuar como fonte de auga
para os solos nas zonas semidridas do centro e sueste peninsular, onde o nivel
freatico ¢ superficial (ver seccion 2). O papel das augas freaticas como fonte
faise ainda mais importante na grafica posterior, correspondente a estacion
mais seca, o veran. Aprécianse tons azuis por todas aquelas zonas de nivel
fredtico proxima 4 superficie. O comportamento da recarga na ultima gréfica,
correspondente & estacion do outono, ¢ moi similar ao que presenta durante a
primavera, mais aprécianse tons vermellos de recarga negativa mais débiles a
pesar de que as graficas de precipitacion media na primavera € no outono son
moi similares. Isto débese 4 necesidade do solo de reter unha maior porcentaxe
da auga que lle chega procedente da atmosfera, como resultado de que, no
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veran anterior, as precipitacions non tifian sido suficientes para satisfacer as
stias necesidades hidricas.
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Figura 13. Fluxo de auga a través do lenzo fredtico ou recarga media diaria (mm) ao
longo dos 10 anos de simulacion WT para os meses de inverno (arriba-esquerda), primavera
(arriba-dereita), veran (abaixo-esquerda) e outono (abaixo-dereita).
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Diferenzas obtidas nos fluxos terra-atmosfera entre as simulacions WT e
FD

Vimos que na simulacion WT obtiilamos un solo mais humido do que na
simulacién FD. Este feito 1évanos a pensar que, ao analizarmos os fluxos terra-
atmosfera a través da superficie, a resposta 4 demanda de auga da atmosfera
(evapotranspiracion) sera mais satisfactoria na simulacion WT. Cumpre
lembrar que ambas as duas simulacions contan coas mesmas condicions de
contorno superiores ou forzamentos atmosféricos.

Como agardamos, ao longo de todo o periodo e dominio simulados, a
evapotranspiracion medida é maior na simulacion WT do que na simulacion
FD, nomeadamente en zonas de nivel fredtico superficial. Se nos centramos
nos meses de verdn, cando a atmosfera require un maior aporte de auga
procedente da superficie, as diferenzas na evapotranspiracion fanse moito
mais importantes (figura 14).

Este resultado conducenos a reflexionar sobre as posibeis consecuencias
de incluirmos a reserva de augas subterraneas no balance hidrico nun
modelo acoplado coa atmosfera: variaran significativamente os resultados
das simulacions meteoroldxicas e climaticas? Como influiard a variabilidade
espacial e temporal da profundidade do nivel freatico (¢ en consecuencia
da humidade do solo e da evapotranspiracion) no réxime pluviométrico da
Peninsula Ibérica?

Estas son algunhas das preguntas cuxa resposta expofiemos na seguinte
seccion, na cal empregaremos un novo modelo climatico acoplado, WRF-
HYDRO, que ten en conta o papel activo da reserva de augas subterraneas.
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Figura 14. Diferenza na evapotranspiracion media diaria (mm) para os meses de veran
entre as simulacions FD e WT.

4. Simulacions acopladas con WRF-HYDRO: os efectos das augas
subterraneas no réxime pluviométrico da Peninsula Ibérica

Motivacion e método experimental

Para cofiecermos en profundidade os recursos hidricos dunha determinada
rexion, resulta decisivo determinar a fraccion da precipitacion que ten a
sua orixe nos fluxos de evapotranspiracion desencadeados no interior da
mesma. Asi, nesta tltima seccion da nosa investigacion queremos explorar
de que xeito os fluxos de auga e enerxia que se establecen entre a terra e
a atmosfera condicionan o réxime pluviométrico da Peninsula Ibérica. Para
1sto efectuaronse duas simulacions co modelo WRF-HYDRO, resultado do
acoplamento do modelo meteoroloxico WRF-ARW e o modelo hidroloxico
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LEAFHYDRO. Na primeira delas, que denominaremos “WT” (de novo,
en referencia a water table = nivel freatico), incluense os efectos das augas
subterraneas implementados no modelo LEAFHYDRO. Na segunda, que
nomearemos “FD” (de freedrain = drenaxe libre), considérase a hipdtese de
drenaxe gravitacional libre, convencional nos modelos meteoroldxicos actuais.
Co fin de analizar as diferenzas interestacionais, esta comparacion levouse a
cabo, por un lado, para un periodo de inverno (mes de xaneiro de 2008) e, por
outro, para un periodo de veran (mes de maio de 2008).

Para os experimentos sinalados tomouse unha malla de que cobre a
Peninsula Ibérica cunha resolucién horizontal de 5 km, inmersa nun dominio
exterior ( puntos con 20 km de resolucion horizontal) onde ¢ usada a técnica
de spectral nudging. Esta técnica permite suavizar a distorsion da circulacion
de gran escala que ten lugar como consecuencia da interaccion do fluxo
modelado cos contornos laterais do dominio interior [Miguez-Macho et al.,
2004, 2005]. A figura 15 mostra os dous dominios empregados.

Porent Dermain Hested Domain

-

Figura 15. Dominios exterior ¢ interior empregados nas simulacions.

Os sistemas frontais, que chegan & Peninsula movidos pola circulacion
zonal e cargados de humidade do Atlantico, son comins nos meses de
inverno. Co avanzar da primavera, estas frontes debilitanse progresivamente
e atopan maior dificultade para superar os sistemas montafiosos que rodean
a Iberia interior. Ao tempo, o aumento da cantidade de radiacion recibida do
Sol favorece a evapotranspiracion de humidade almacenada no solo durante
o inverno. Este aporte de humidade desde o solo contribue, asi mesmo, a
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inestabilizar a atmosfera, facilitando os procesos de conveccion e a conseguinte
precipitacion de parte desa humidade en forma de auga reciclada. Tendo en
conta o exposto nas seccions previas, ¢ de agardar que estes procesos se vexan
reforzados se o nivel fredtico estd proximo 4 superficie. Para alén disto, o
incremento da temperatura da atmosfera na primavera propicia tamén un
aumento da cantidade de auga que esta pode almacenar e transportar antes de
se acadar a saturacion.

Co fin de estudarmos a variabilidade do réxime pluviométrico ao longo
da Peninsula Ibérica, calculouse a precipitacion, tanto nas simulacions FD
como WT, para oito celas diferentes, que son as que se indican a seguir:

1) Peninsula Ibérica completa, “IP” [lat = (36,44); lon = (-10,4)]
2) Meseta Norte, “NP” [lat = (40.5,42.5); lon = (-5, -3)]

3) Centro, “C” [lat = (39,41); lon = (-4, -2)]

4) Meseta Sur, “SP” [lat = (38,40); lon = (-6, -2)]

5) Noroeste, “NW” [lat = (41,43); lon = (-7, -5)]

6) Oeste, “W” [lat = (38,41); lon = (-7, -5)]

7) Nordés, “NE” [lat = (41,43); lon = (-2, 1)]

8) Leste, “E” [lat = (38,41); lon = (-2, -1)]

RESULTADOS

As validacions preliminares mostran un excelente grao de concordancia
entre as nosas simulacions, por un lado, e as observacions e estimacions
da AEMET (Axencia Estatal de Meteoroloxia). No mes de maio de 2008, a
AEMET estima unha precipitacion media para a Peninsula Ibérica de 121,2
mm, mentres o valor obtido na simulacion WT na cela que abrangue este
territorio ¢ de 120,9 mm (110,9 mm na simulaciéon FD). No mes de xaneiro
de 2008, obtemos 55,7 mm na simulacion WT (55,4 mm na simulacion
FD) fronte aos 52,2 mm estimados pola AEMET. Como observamos, a
correcta inclusion dos efectos das augas subterraneas a través do modelo
LEAFHYDRO aporta unha informacion especialmente relevante. No inverno,
a situacion sindptica peninsular estd dominada pola adveccion de aire himido
procedente do océano. Na primavera e no veran, en troca, o maior peso dos
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procesos convectivos fai que este efecto sexa decisivo para simular e estimar
correctamente a precipitacion.

A respecto da distribucion espacial da precipitacion, e dada a ausencia
de andlises a alta resolucion para validar as nosas simulacions, recorreuse a
utilizacion de datos do satélite TRMM como mellor solucion, ainda cando a
precipitacion derivada das medicions de satélite esta suxeita con frecuencia
a importantes fontes de incerteza [Nieto et al., 2006]. A figura 16 mostra a
precipitacion total acumulada durante o mes de maio de 2008 a partir dos
datos de satélite e segundo as simulacions WT e FT. A cantidade de chuvia ¢
mais pequena nas medicions de satélite, se ben a distribucion xeral do patron
pluviométrico ¢ satisfactoria.

[LEAF2] accumetabed Batal precig [mm) [FREEDRAIN] sesumulated talel precip (rmm)

Figura 16. Precipitacion total (en mm) acumulada no mes de Maio de 2008 a) na
simulacion WT, b) na simulacion FD e ¢) a partir dos datos do satélite TRMM.
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Se examinamos os valores de precipitacion que, mediante as simulacions
WT e FD, se obtefien para as diferentes celas do interior da Peninsula
Ibérica, constatamos que a representacion exhaustiva dos efectos das augas
subterraneas nas simulacions WT ten como consecuencia un aumento
realista da precipitacion na primavera ao longo de toda a Peninsula Ibérica
e, en particular, en celas como as mesetas norte e sur, a zona centro € a area
do Levante, onde o incremento de precipitacion respecto da simulacion FD
atinxe cotas do 14%, 17%, 38% e 27%, respectivamente (figural7). Estas
celas coinciden precisamente coas zonas de maior aridez da Peninsula; para
alén, en amplas extensions das mesmas o nivel fredtico atopase proximo
a superficie. Esta precipitacion “extra”, orixinada polo reforzo que o nivel
freatico pouco profundo imprime aos fluxos terra-atmosfera, resulta decisiva
para a agricultura, ao ser na primavera cando crecen € maduran un importante
niumero de cultivos. A figura 17 mostra, asi mesmo, que a incorporacion da
hidroloxia do solo case non ten repercusions na estimacion da precipitacion de
inverno, tal e como era de agardar.
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Figura 17. Precipitacion (en mm) nas diferentes celas consideradas para
as simulacions WT e FD no mes de a) Maio 2008 e b) Xaneiro 2008.

Este mesmo efecto podémolo visualizar, alternativamente e con grande
claridade, se representamos as diferenzas na precipitacion total acumulada
nos meses de maio de 2008 e xaneiro de 2008 entre as simulacions WT e FD
(figura 18).
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Figura 18. Diferenza na precipitacion total acumulada (en mm) entre as simulacions
WT e FD para o mes de a) Maio 2008 e b) Xaneiro 2008.

Cumpre sinalar, para finalizar, que esta porcentaxe de precipitacion
“extra” que obtemos en maio e que os modelos climaticos convencionais,
como comprobamos, subestiman, ¢ da mesma orde que as variacions na
precipitacion que se agardan como consecuencia da mudanza climatica na
Peninsula Ibérica [IPCC, 2007; Giorgi et al., 2008]. En consecuencia, o
cofiecemento profundo das interaccions entre a terra e a atmosfera en rexions
que, como ¢ o caso da Peninsula, presentan importantes limitacions hidricas,
tornase esencial para avaliar o impacto dos escenarios futuros de mudanza
climatica no ciclo hidroléxico rexional.

SUMARIO E CONCLUSIONS

A reserva de augas subterraneas xoga un papel fundamental na hora de
simular correctamente o clima de rexidons con escaseza de auga e trazos de
semiaridez. E o caso de amplas extensiéns no interior da Peninsula Ibérica,
onde o nivel freatico se atopa pouco profunda e reforza de forma decisiva os
fluxos de auga e enerxia entre o solo e a atmosfera. No entanto, a maioria dos
modelos meteoroloxicos e climaticos que se empregan na actualidade non
incliien a dindmica destas augas fredticas nas suas representacions do solo.

Co fin de comprobarmos que, efectivamente, a implementacion da
dindmica das augas subterraneas resulta de grande relevancia para comprender
o clima da Peninsula Ibérica, calculouse en primeiro lugar a profundidade
do nivel fredtico de equilibrio para esta rexion, achandose que ¢ moi pouco
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profunda en boa parte das zonas semidridas da Peninsula, como consecuencia
da converxencia do fluxo lateral de augas subterraneas. Este nivel freético
de equilibrio foi empregado, en primeiro lugar, para simular a dindmica
completa do solo co modelo LEAFHYDRO. Asi, detectouse unha importante
intensificacion dos fluxos de evapotranspiracion cara 4 atmosfera e dos campos
de humidade do solo en relacion coas simulacions que non incluen a dindmica
das augas subterraneas como condicion de contorno inferior do solo.

Por ultimo, e co obxectivo de avaliarmos o efecto que ten a implementacioén
integral do ciclo da auga no clima e no réxime de precipitacions da Peninsula
Ibérica, acoplouse o modelo de solos LEAFHYDRO ao modelo climatico
WRF-ARW, dando lugar 4 nova ferramenta computacional WRF-HYDRO.
Con ela, levaronse a cabo simulacions acopladas que dan conta de forma mais
realista da precipitacion de caracter convectivo que ten lugar na estacion seca,
e que os modelos convencionais subestiman ao non incluir correctamente
a memoria que as augas fredticas imprimen na humidade do solo. Esta
precipitacion “‘extra”, que acada na primavera valores superiores ao 20%
en areas como a meseta sur, a zona centro € a area do Levante, e que esta
directamente ligada coa reciclaxe de humidade, resulta ser da mesma orde que
as variacions que se agardan na precipitacion como consecuencia da mudanza
climatica na Peninsula Ibérica.
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RESUMEN

La deteccion de quorum o “quorum sensing” (QS) describe la capacidad
de un microorganismo para percibir y responder a la densidad poblacional
mediante la regulacion de la expresion génica, siendo asi capaz de desarrollar
un comportamiento social coordinado. Las bacterias comunican su presencia
a las demas usando pequefias moléculas de sefializacion quimica denominadas
autoinductores (Als). Numerosas bacterias utilizan los sistemas de QS para
controlar importantes funciones fisiologicas, muchas de ellas relacionadas con
la patogenicidad, entre las que se encuentran la produccion de antibioticos,
la liberacion de factores de virulencia, la transferencia conjugacional de
plasmidos, el crecimiento en “enjambre” (“swarming”), la formacion de
endosporas o maduracion de biopeliculas. La utilizacion de estas sefiales
permite a los patogenos lanzar un ataque coordinado que facilita la superacion
de las barreras de defensa del huésped.

Las sefiales de QS mejor conocidas son las Acil-homoserin lactonas
(AHLs), basadas en un anillo lactona (HSL) al que se une, mediante enlace
amida, un acido graso que constituye la cadena lateral y que le da variabilidad
a la molécula, pues puede variar en longitud y sustituciones. Inicialmente se
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creia que AHLs eran producidas exclusivamente por un nimero relativamente
bajo de especies pertenecientes a o-, 3- y y-Proteobacterias, pero recientemente
ha sido descrita la presencia de estas sefales en otros phyla, como en la
cianobacteria colonial Gloeothece y en miembros de Bacteroidetes, lo que
refuerza la importancia del papel de los sistemas de QS mediados por AHLs
en las poblaciones naturales e incrementa las perspectivas biotecnologicas del
estudio de estos procesos.

Debido a que la comunicacion bacteriana juega un papel critico en la
regulacion de funciones fisioldgicas relacionadas con la patogenicidad en
especies que afectan a plantas, animales y humanos, existe un enorme interés
en el disefio e implementacion de estrategias de inactivacion de los sistemas de
QS, también denominadas, de forma genérica, “quorum quenching” (QQ), que
puedan funcionar como nuevas formulas de lucha antimicrobiana. El interés de
las estrategias de QQ para el tratamiento de enfermedades infecciosas radica
en que al no afectar directamente a la supervivencia del patogeno, sino a la
expresion de los factores de virulencia, no ejercen presion selectiva, evitando
por lo tanto la aparicion de resistencias. E1 QQ se ha convertido de esta forma
en una interesante alternativa a los problemas de resistencia a antibioticos en
salud humana y en veterinaria. Aunque la inactivacion de otros sistemas de
QS es igualmente interesante, hasta el momento los sistemas de QQ mejor
conocidos se refieren a la inactivacion de las sefiales tipo AHL.

Con el objetivo de estudiar la frecuencia de cepas bacterianas con
actividad QQ sobre AHLs en el medio marino y obtener aislados con posibles
aplicaciones biotecnologicas, se procedi6 al aislamiento, en diferentes medios
de cultivo y temperaturas, de bacterias procedentes de dos tipos de ambiente:
comunidades densas costeras representadas por sedimento de tanque de
cultivo de peces, biopelicula de tanque reservorio de agua de mar filtrada y el
alga Fucus vesiculosus en la zona intermareal; y muestras de agua de mar de
distinto origen: estuario y de alta mar a 0 y 10 metros de profundidad.

Los resultados del aislamiento de bacterias marinas de este trabajo
indicaron que el QQ es una actividad de elevada prevalencia en el medio
marino entre las bacterias cultivables, como demuestra la elevada frecuencia
de aislados con capacidad de degradacion enzimatica de sefiales de quorum
sensing (QS) tipo AHL, obtenidos tanto de comunidades bacterianas costeras
como de muestras de agua de mar. De un total de 630 bacterias aisladas, 109
presentaban actividad enzimatica degradadora de AHL, lo que representa un
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17,3% del total de los aislados analizados, porcentaje casi un orden de magnitud
mas elevado que el descrito para aislados de suelo (2%). Sélo ha sido posible
identificar un aislado capaz de antagonizar la actividad AHL sin degradarla,
aunque esta actividad debe ser todavia caracterizada. El medio de cultivo y
la temperatura de aislamiento no afectaron al nimero de bacterias aisladas
con actividad QQ, mientras que el origen de la muestra afecta fuertemente
a la actividad, siendo mayor en el alga Fucus vesiculosus (39,4% de especies
activas) y en muestras de alta mar a 0 y 10 metros de profundidad (27,7 y
21,7% respectivamente).

Se han identificado 20 aislados capaces de interceptar un amplio espectro
de AHLs con elevado potencial biotecnolédgico, 15 de ellos de comunidades
bacterianas densas y 5 de agua de mar, en su mayoria pertenecientes a
géneros estrictamente marinos. Ademas de ser mas frecuentes, los aislados
con actividad QQ de amplio espectro presentaron una mayor variabilidad
taxondmica entre los aislados de comunidades bacterianas costeras,
perteneciendo a 10 géneros encuadrados en los phyla a-; y-Proteobacteria (6,
incluyendo una nueva especie proxima a Phaeobacter); Actinobacteria (1),
Firmicutes (2) y Bacteroidetes (1). Los aislados de agua de mar pertenecieron
a y-Proteobacteria (1) y Bacteroidetes (2), incluyendo una nueva especie
proxima a Maribacter.

El estudio de la existencia de secuencias putativas de enzimas de QQ
en metagenomas marinos revelo una fuerte discrepancia entre el nimero de
aislados con actividad QQ en aguas marinas y la frecuencia de las secuencias
homologas a enzimas de QQ conocidos en metagenomas del medio marino.
Esta discrepancia puede ser atribuida a la baja homologia existente entre
secuencias de enzimas de QQ o a la existencia de actividades enzimaticas
todavia no descritas.

El estudio de las actividades QQ de las cepas obtenidas en este trabajo
permitiran la probable identificacion de nuevas actividades degradadoras
e inhibidoras de senales de QS tipo AHL y la evaluacion de su potencial
aplicacion biotecnologica para el tratamiento y control de infecciones
bacterianas, principalmente en el campo de la acuicultura, asi como para
salud humana, animal y vegetal.

Palabras clave: Quorum sensing, Quorum quenching, medio marino,
lactonasa, acilasa, antagonista
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ABSTRACT

The term Quorum sensing (QS) was coined to describe the ability of
bacteria to perceive and respond to population density for the collective
regulation of gene expression, allowing social coordinated behaviors. Bacteria
communicate using small chemicals called autoinducers (Als) or pheromones.
A high number of bacteria use QS systems which can control important
functions, including pathogenicity processes, such as: antibiotic biosynthesis,
virulence, plasmid conjugal transfer, swarming, endospores formation or
biofilm differentiation. These signals allow the pathogens to coordinate the
attack and beat the host defenses.

The best studied QS signaling system involves N-acylhomoserine lactones
(AHLs), that are constituted by an acyl chain N-bound to a homoserine
lactone ring (HSL), the acyl chain confers variability to the molecule because
it can change in length and substitutions. AHLs have been described as
being exclusively produced by a relatively small number of a-, B- and
y-Proteobacteria, but recently the production of these signals has been also
reported for the colonial cyanobacterium Gloeothece and for several members
of the phylum Bacteroidetes, which reinforces the role of AHL-mediated QS
systems in natural populations and the study of the putative biotechnological
applications of these processes.

Since bacterial communication plays a key role in the control of many
physiological functions in bacteria, including virulence on plants and animals,
there is great interest in the design and implementation of systems to inactivate
QS, a process also called Quorum quenching (QQ), which could function as
a new antiphatogenic strategy. One of the major interests of the QQ approach
is that it blocks the expression of the virulence factors but it does not exert
selective pressure as it does not affect the pathogen survival, therefore avoiding
the appearance of resistances. Although the inactivation of all QS systems is
equally interesting, the QQ of AHLs is the best known to date. Therefore QQ
has become an interesting alternative to antibiotic resistance in human health
and in the aquaculture field.

With the aim of study the frequency of QQ activity among marine bacteria
and to obtain new strains with biotechnological potential, marine bacteria from
a sediment of a fish culture tank; filtered marine water reservoir tank biofilm;
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the algae Fucus vesiculosus, estuary marine water and open ocean water at 0
and 10 meters depth, were isolated in different media and temperatures.

The high frequency of isolates with enzymatic degradation activity
against AHL QS signals shows that QQ may be a common process among
marine cultivable bacteria isolated from different marine environments, from
near shore marine samples and from open ocean waters. Out of 630 bacterial
isolates, 109 presented degradation activity against tested AHLs, which
represents the 17.3% of the analysed isolates, almost an order of magnitude
higher than obtained for soil isolates (2%). It has been possible to identify an
isolate capable of antagonize AHL activity, although this activity still needs
to be characterized.

Culture media and isolating temperatures did not affect the percentage of
QQ activity, while the sample origin strongly influenced QQ activity, being
specially high for Fucus vesiculosus (39.4% active strains) and open ocean
waters at 0 and 10 meters depth (27.7 and 27.7% respectively). Twenty isolates
capable of interfereing the whole range of AHL sizes have been identified for
their biotechnological potential, 15 among them were obtained from dense
bacterial communities and 5 from marine water, most of them belonging to
strictly marine genera. The isolates from near shore bacterial communities
with wide spectrum QQ activity showed higher taxonomic variability,
belonging to 10 genera classified in the phyla o.-; y-Proteobacteria (6, including
a new species close to Phaeobacter); Actinobacteria (1); Firmicutes (2) and
Bacteroidetes (1). The marine water isolates belonged to y-Proteobacteria (1)
and Bacteroidetes (2), including a new species close to Maribacter.

It has been observed a high discrepancy between the number of isolates
with QQ activity in marine waters and the frequency of QQ enzyme sequences
in the available marine metagenomes. This discrepancy could be related to
the low homology shown by QQ enzymes sequences or the existence of yet
unknown QQ enzymatic activities.

The study of the QQ activities present in the marine strains obtained in this
study will surely extend our knowledge on new AHL degrading and inhibitory
activities as well as it may drive to the development of biotechnological
applications for the treatment and prevention of infections controlled by
AHL-mediated QS processes, especially in the field of aquaculture, but also
in human, animal and plant health.
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INTRODUCCION

Comunicacion bacteriana o “quorum sensing”

Las bacterias han sido consideradas durante afios como organismos no
diferenciados y no cooperativos, descartandose cualquier posibilidad de
que existiesen mecanismos de comunicacion intercelular en organismos
unicelulares. Sin embargo, se sabe que las bacterias han desarrollado
sofisticados mecanismos que les permiten detectar y responder a las
condiciones ambientales, que incluyen estimulos clasicos como los cambios
de temperatura, la disponibilidad de nutrientes, presion, oxigeno y pH.

Soélo recientemente se ha descubierto que las bacterias también producen
y responden a seiales extracelulares producidas por otras bacterias. Estos
mecanismos de comunicacion intercelular permiten a las bacterias desarrollar
comportamientos cooperativos. Estos procesos, denominados deteccion de
quorum o “quorum sensing” (QS) (Fuqua et al., 1994) describen la capacidad
de un microorganismo para percibir y responder a la densidad poblacional
mediante la regulacion de la expresion génica, siendo asi capaz de desarrollar
un comportamiento social coordinado. Este proceso desdibuja la linea entre
procariotas y eucariotas, ya que permite a las bacterias comportarse como
un organismo multicelular. Las bacterias comunican su presencia a las
demas usando pequeiias moléculas de senalizacion quimica denominadas
autoinductores (Als) o feromonas. Especificamente, liberan, detectan y
responden a la acumulacion en el medio de esas moléculas (Figura 1).
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Figura 1. Modelo de la deteccion de quérum (“quorum sensing”, QS). Con bajas
densidades celulares (1) la concentracion del autoinductor (pentdgonos) en el medio es muy
baja, no activando los sistemas dependientes de quérum. Cuando se alcanza una elevada
densidad celular (2), la concentracion de autoinductor alcanza el nivel umbral de deteccion,
iniciandose la expresion de genes cuyos productos (circulos) pueden actuar en el interior o
en el exterior de la bacteria (B). En un modelo alternativo, la deteccion de quorum resulta en
la represion de la expresion génica.

La deteccion de Als permite a la bacteria distinguir entre una alta o
baja densidad de poblacion. A medida que crece la poblacion bacteriana se
incrementa el nivel extracelular de la molécula sefal, hasta que se alcanza
una concentracion umbral que equivale a un censo minimo o quérum que
desencadena una variacion de la expresion génica en respuesta a cambios
en el numero de células. Este proceso, que permite a la poblacion bacteriana
coordinar la expresion génica de toda la comunidad, fue descrito por primera
vez en la bacteria marina simbionte bioluminiscente Vibrio fischeri (Nealson,
1977, Nealson y Hastings, 1979). Esta bacteria solo emite luz en cultivo
cuando se alcanza una densidad celular minima o quérum. Las células de V.
fischeri detectan la densidad celular mediante la produccion de una pequeia
molécula de la familia de las N-acilhomoserin lactonas (AHLs), que difunde
libremente a través de la membrana y se acumula en el medio de cultivo.
Una vez alcanzada la concentracion umbral de autoinductor comienza la
generacion de luz (Figura 2). En la naturaleza esta concentracion umbral sélo
se puede alcanzar en el ambiente cerrado del 6rgano luminoso del huésped
simbionte. De esta forma V. fischeri evita el gasto energético de la emision
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de luz a menos que la concentracion de bacterias sea la suficiente como para
reportar un beneficio al huésped.

Figura 2. Bacteria bioluminiscente marina V. fischeri, paradigma de control de expresion
genética por quorum mediado por AHL.

En su momento este fendmeno se considerd andémalo y, en general, no se
creia posible que las bacterias utilizasen sistemas de comunicacion intercelular,
solo desarrollados por eucariotas. Casi 10 afios mas tarde se descubri6é que un
mecanismo similar al de V. fischeri, mediado por distintas moléculas sefial
de la misma familia, estaba implicado en la regulacion genética de procesos
tan diversos como la produccién de antibidticos, la liberacion de factores de
virulencia, o en la transferencia conjugacional de plasmidos, lo que inicid
una serie innumerable de descubrimientos que nos han brindado una nueva
vision del mundo microbiano (Otero et al., 2004). Hoy en dia sabemos que los
sistemas de QS mediados por estas y otras sefales intervienen ademas en el
control de muchas otras funciones fisiologicas bacterianas, entre las que se
encuentra el crecimiento en “enjambre” o “anillos” (“swarming”), formacion
de endosporas, maduracion de biopeliculas, etc. (Swift et al., 2001, Williams
et al., 2007) (Tabla 1).

Se han propuesto explicaciones alternativas que cuestionan que los
procesos de QS constituyan un sistema de comunicacion bacteriano, como la
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hipotesis de “diffusion sensing/efficiency sensing” (Redfield, 2002; Boyer y
Wisniewski-Dyé, 2009). Estas hipdtesis explican la produccion de moléculas
de QS como un medio que las bacterias han desarrollado para percibir el
grado de difusion y mezcla de metabolitos en el medio que las rodea, lo que
les permitiria determinar los beneficios de secretar moléculas que implican
mayor gasto energético que los Als. De este modo evitarian un despilfarro de
recursos, por ejemplo, produciendo y liberando enzimas extracelulares como
proteasas; factores de virulencia o formacion de biopeliculas, si el medio que
las rodea las diluyera inmediatamente.

Aunque el término QS fue acufiado en un principio para describir los
fenomenos de respuesta a densidad celular mediados por AHLs en bacterias
Gram-negativas, este término se ha extendido a sistemas que utilizan moléculas
senal distintas a las AHLs. Se han descubierto un gran numero de moléculas
distintas que se agrupan en varias familias (Figura 3).
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Figura 3. Principales tipos de sefiales de quorum en bacterias. (A) Las bacterias Gram-
negativas usan moléculas de la familia de las N-acilhomoserin lactonas (AHLs), que difieren
en la cadena lateral. Se muestra la N-oxohexanoil-L-homoserin lactona (OC6-HSL) de Vibrio
fischeri. (B) Las bacterias Gram-positivas utilizan péptidos cortos, que en algunos casos
presentan modificaciones. Se muestra uno de los autoinductores de Staphylococcus aureus,
que presenta un puente tiolactona entre el aminoacido terminal y una cisteina interna. (C)
El diéster furanosil borato o Al-2 es utilizado tanto por Gram-positivas como por Gram-
negativas.

El sistema de QS mas estudiado es el de las bacterias Gram-negativas,
¢éstas producen generalmente AHLs basadas en un anillo lactona (HSL) al que
se une, mediante enlace amida, un &cido graso que constituye la cadena lateral.
Poseen una elevada diversidad conformacional, difiriendo en la longitud de
cadena lateral, que normalmente contiene entre 4 y 18 carbonos, saturada
o insaturada y con o sin sustituciones oxo- o hidroxi- en el tercer carbono
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(Whitehead et al., 2001). Cada sistema detector puede ser activado solamente
por su Al correspondiente, aunque algunos presentan un pequeflo grado
de inespecificidad. Se ha especulado con que las AHLs fueran producidas
exclusivamente por un numero relativamente bajo de especies pertenecientes
a o-, B- y y-Proteobacterias (Whitehead et al., 2001; Fuqua y Greenberg,
2002; Williams et al., 2007), pero recientemente ha sido descrita la presencia
de estas sefiales en otros phyla como en la cianobacteria colonial Gloeothece
(Sharif et al., 2008) y en miembros de Citofaga-Flavobacterium-Bacteroides
(CFB), también conocidos como Bacteroidetes (Huang et al., 2008; Romero
et al., 2010), lo que refuerza la importancia del papel de los sistemas de QS en
las poblaciones naturales.

Tabla 1. Algunas de las bacterias en las que se han encontrado homoélogos del sistema
LuxI/LuxR. Se indican el tipo de AHLs que producen y funciones controladas por QS.

Homélogo de LuxI/

Organismo LuxR Funcién controlada
Vibrio fischeri LuxI/LuxR 0C6-HSL Bioluminiscencia
Vibrio aneuillarum Vanl/VanR OC10-HSL, C6-HSLy | Metaloproteasa, pigmento,

8 VanM/VanN 0CB-HSL formaci(_’)’n de bi(_)peli;ula
Aeromonas hydrophyla Ahyl/AhyR C4-HSL E)?g;%?;nsgs biopelicula,
Aeromonas salmonicida Asal/AsaR C4-HSL Exoproteasa
Agrobacterium tumefaciens Tral/TraR 0C8-HSL ;{::;fi?j':snma conjugacional de
Burkholderia cenocepacia Cepl/CepR y Ccil/CciR | C6y C8-HSL Proteasas y sideroforos
Erwinia carotovora Expl/ExpR y CarliCarR | OC6-HSL E;‘%Zlﬂg‘:nia Animotcos.
Pseudomonas aeruginosa Lasl/LasR y RhI/RhIR | OC12-HSL y C4-HSL Eﬁ:}%‘;ﬁ?éﬁ;ssas formacion de
Pseudomonas syringae Ahll/ARIR 0C6-HSL \Eﬁﬁi)e?lg:(:andos’ movilidad,
Ralstonia solanaceum RWIURNRy SollSoR | C4,Cey Ca-HsL | Froieasa alcaina, mamnolpidos,
Rhizobium leguminosarum Multiples Multiples Nodulacion y fase estacionaria
Serratia liquefaciens Swrl/SwrR C4-HSL Eﬁpﬂﬁéﬁ?jaélossnﬁm;g{e
Serratia marcescens Spnl/SpnR C6-HSL y OC6-HSL E&iuemac?;agée{rgigsngg;t Coibgucleasa,
Sinorhizobium meliloti Multiples Mltiples Nodulacién/simbiosis
Yersinia enterocolitica Yenl/YenRy YenR2 Multiples Movilidad, Swarming
Yersinia pseudotuberculosis Ypsl/YpsR y Ytbl/YtbR 82::§t’ OC6-HSLy Agregacion, Movilidad
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El paradigma de este tipo de QS es el de la bacteria bioluminiscente V.
fischeri, que estd compuesto por dos proteinas, el generador de senal LuxI
encargado de la sintesis de la AHL, y LuxR un activador de transcripcion
dependiente de densidad celular, receptor de la AHL. Fue el primer sistema
de QS mediado por AHL descrito en su totalidad, lo que lo convirtio en el
paradigma de los sistemas descubiertos posteriormente en bacterias Gram-
negativas, entre las que se incluyen numerosos patogenos de animales y
plantas (Tabla 1). Aunque las proteinas que la constituyen presentan baja
homologia (menor del 35%), existe una familia de proteinas generadoras de
sefal conocida como familia LuxI, responsable de la sintesis de la AHL, que
es especifica para cada especie y difieren en su cadena lateral. La recepcion
de la sefial AHL es realizada por las proteinas LuxR; se trata de proteinas
reguladoras que se unen a AHLs especificas cuando éstas han alcanzado una
concentracion critica, siendo los complejos LuxR-AHL los responsables de
activar la transcripcion de los genes bajo control de QS. En el caso de V.
fischeri, los genes controlados por este sistema de QS son los responsables de
la luminiscencia y se organizan en el operdn, /uxICDABEG con una region
reguladora de 219 bp que presenta un sitio de uniéon a LuxR, denominado
lux box (Stevens y Greenberg, 1997). El gen /uxI codifica una proteina de
193 aminoéacidos responsable de la sintesis del autoinductor, N-oxohexanoil-
L-homoserin lactona (OC6-HSL) a partir de S-adenosil metionina (SAM) y
proteinas portadoras de 4cidos grasos. Los otros genes del operén /ux estan
implicados en la produccion de luz.

A bajas densidades celulares el nivel de transcripcion del operon
luxICDABEG es bajo, lo que resulta en una produccion baja del AHL, via
LuxI. Debido a que los genes que codifican la luciferasa son contiguos a JuxI,
la cantidad de luz producida es inapreciable. La AHL difunde libremente a
través de la membrana, por lo que su concentracion es la misma en el medio
y en el interior celular. A medida que aumenta el nimero de células de V.
fischeri, el Al se acumula hasta alcanzar el nivel umbral, que es suficiente
para que sea detectado por la proteina receptora LuxR. La interaccion entre la
AHL y LuxR desenmascara el dominio de uniéon a ADN de LuxR, lo que le
permite unirse al promotor del operon luxICDABEG y activar su transcripcion.
Esta accion resulta en un incremento exponencial tanto de AHL como de la
emision de luz (Figura 4).
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Figura 4. Deteccion de quorum mediante la produccion de AHLs en V. fischeri para el
control de la bioluminiscencia. En condiciones de baja densidad celular (A) luxR se transcribe
normalmente pero la transcripcion de luxICDABEG es baja, lo que resulta en una baja
produccion de AHL (pentagonos) y en la ausencia de bioluminiscencia. En condiciones de
elevada densidad celular (B), se eleva la concentracion de AHL, que alcanza la concentracion
umbral y se une a su receptor LuxR, activandose la transcripcion de /uxICDABEG. Se
produce como resultado un incremento de la produccion de AHL via LuxI (autoinduccion)
y la luciferasa sintetizada genera bioluminiscencia. Simultaneamente se produce un efecto
negativo sobre la transcripcion de luxR. Las areas amarillas representan células bacterianas.
La imagen ha sido reproducida a partir de Otero et al., 2004, con permiso de los autores.

El sistema se vuelve mas complejo si consideramos que V. fischeri produce
3 Al quimicamente distintos. OC6-HSL y N-hexanoil-L-homoserin lactona
(C6-HSL) son sintetizados via LuxI. Un tercer autoinductor, N-octanoil-L-
homoserin lactona (C8-HSL), es dependiente de un nuevo gen, denominado
ainS, que pertenece a una segunda familia de sintetasas de AHL que no
presentan homologia con las enzimas del tipo LuxI, aunque al parecer
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catalizan exactamente la misma reaccion (Gilson et al., 1995). AinS pertenece
a la familia LuxM, al igual que luxLM de V. harveyiy vanM de V. anguillarum
(Bassler, 2002). En Pseudomonas fluorescens se ha identificado un tercer tipo
de proteina sintetizadora de AHL. Esta proteina, representante de la familia

HdtS, dirige la sintesis de sustancias antifingicas en esta especie (Laue et al.,
2000).

Blogqueo de comunicacion bacteriana o “quorum quenching”

Aunque la sintesis de quimioterapicos artificiales y el descubrimiento
y mejora de los antibidticos han supuesto en el siglo pasado una auténtica
revolucion médica en el tratamiento de enfermedades infecciosas, el desarrollo
de resistencia a antibidticos por parte de algunas bacterias patogenas es un
grave problema mundial, que obliga a la industria farmacéutica a desarrollar
nuevas generaciones de antibidticos mas potentes, y que puede originar cepas
multirresistentes en las que el tratamiento es mas largo y con frecuencia
ineficaz. Debido a que la comunicacion bacteriana juega un papel critico en
la regulacion de numerosas funciones fisioldgicas microbianas, incluyendo
las relacionadas con la patogenicidad en plantas y animales, existe un enorme
interés en el disefio e implementacion de estrategias de inactivacion de los
sistemas de QS, también denominadas “quorum quenching” (QQ, Zhang,
2003), que puedan funcionar como nuevas formulas de lucha antimicrobiana
(Dong y Zhang 2005; Dong et al., 2007). Mientras que los agentes
antimicrobianos tradicionales resultan en la muerte celular del patogeno, la
utilizacion de sistemas que interfieran con la comunicacion bacteriana adopta
una estrategia menos agresiva y que no estaba disponible hasta el momento:
atenuar la virulencia del patdégeno de modo que no sea capaz de adaptarse al
ambiente del huésped y pueda ser eliminado por las defensas innatas de éste.
La identificacion de sistemas que inactiven el sistema de QS seria importante
en el caso de patdgenos oportunistas como P. aeruginosa, cuyo €xito depende
de la organizacion de un “ataque” coordinado que supere las defensas del
huésped (Finch et al., 1998; de Kievit e Iglewski, 2000; Zhang, 2003; Hentzer
y Givskov, 2003).

Aunque la inactivacion de otros sistemas de QS es igualmente interesante,
hasta el momento los sistemas de QQ mejor conocidos se refieren a la
inactivacion de las sefiales tipo AHL en Gram-negativas. Existen varios tipos
de estrategias de QQ posibles, que incluyen a) la inhibicion de la generacion
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de sefial AHL, b) el bloqueo de la diseminacion de la sefial y c) antagonizar
la recepcion de la AHL.

a) Aunque la inhibicion de LuxI y por tanto el bloqueo de la generacion
del Al, seria el método mas eficaz de interceptacion de la comunicacion
bacteriana, existen en la actualidad escasos estudios que hayan explorado esta
posibilidad. Asi, se han construido mutantes en /asl (homologo de luxI) en P.
aeruginosa que resultaron casi totalmente deficientes en cuanto a produccion
de factores de virulencia (Shih y Huang, 2002). También se ha observado que
varios analogos de SAM como la S-adenosilhomocisteina, S-adenosilcisteina
o sinefungin son potentes inhibidores de la sintesis de AHL en P. aeruginosa
(Parsek et al., 1999). Aunque el SAM es intermediario en otras muchas rutas
metabolicas de procariotas y eucariotas, debido a que la reaccion de sintesis
de AHL mediada por LuxI parece ser Unica, existe la esperanza de que estos
analogos de SAM podrian ser utilizados de forma especifica como inhibidores
de QS mediado por AHLs, sin afectar a las enzimas eucariotas que usan SAM
como sustrato. También se ha descrito un efecto inhibidor sobre la sintesis de
AHLSs por antibidticos del grupo de los macrélidos cuando se suministraron
en concentraciones no letales (Tateda et al., 2001; Pechere, 2001). Aunque el
efecto de estos antibidticos se ha identificado como inhibidor de la sintesis
proteica a nivel del ribosoma, todavia no esta claro el mecanismo de inhibicién
de estos compuestos sobre la produccion de sefiales AHL (Pechere, 2001).
Debido a que en la actualidad estan descritas las estructuras cristalograficas
de varias proteinas tipo LuxI, éstas podrian ser utilizadas como guia para el
disefio de inhibidores sintéticos (Pappas et al., 2004).

b) La comunicacion bacteriana puede ser bloqueada por una disminucion
de la concentracion de AHL activa en el medio. Asi, las AHLs se degradan de
modo espontaneo por hidroélisis alcalina a pHs elevados (Yates et al., 2002),
aunque esta disminucion de la concentracion de AHL puede también deberse
a mecanismos enzimaticos. Se han descrito algunas bacterias con capacidad
de degradar senales AHL (Dong y Zhang 2005), por lo que las bacterias
responsables podrian ser utilizadas en el bloqueo de comunicacion bacteriana
y sus enzimas tienen gran interés para su uso en aplicaciones biotecnologicas.
Debido a que el término QQ se utilizd por primera vez para describir la
degradacion enzimatica de las sefiales de QS, algunos autores restringen su
uso a este mecanismo.
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c) El bloqueo del la transduccion de la sefal de QS se puede lograr por la
presencia de un antagonista de la AHL capaz de competir o interferir con la
unién de la senal a su receptor LuxR. Los antagonistas competitivos serian
lo suficientemente similares, estructuralmente, a las AHLs para permitir su
union al receptor pero no activarian la transduccion de sefial posterior, mientras
que los antagonistas no competitivos mostrarian baja o ninguna similitud
estructural con las AHLs, ya que se unirian a sitios distintos del receptor
LuxR. Se ha observado que los antagonistas pueden acelerar la degradacion
de LuxR por la célula cuando se unen a esta (Manefield y Turner, 2002).
En la actualidad existe bastante conocimiento sobre la relacion estructura-
funcion de las sefiales AHL, lo que permitira realizar una busqueda efectiva
de potentes antagonistas de QS. Asi, en el caso de la cadena acil de las AHLs,
se ha visto que una reduccion o aumento del tamafio de la cadena de la sefal
de Erwinia carotovora en Uinicamente una unidad metil reducia la actividad
de la sefial en un 90% y 50% respectivamente (Chhabra et al., 1993).

Una de las primeras estrategias de antagonismo de las sefiales de QS
tipo AHL descritas es la utilizacion de AHLs homoélogas que bloquean el
receptor. Debido a la elevada especificidad de muchos generadores de
respuesta dependientes de AHL, la presencia de AHLs con cadena larga (mas
de 10 carbonos) puede resultar en el bloqueo de la respuesta, por lo que han
sido propuestas como antagonistas de la sefial mediada por AHLs cortas en
algunos patdgenos. Sin embargo, el potencial de la utilizacion de moléculas
de AHLs de cadena larga como agentes antimicrobianos, funcionando
como antagonistas en procesos de infeccion, es limitado ya que algunas
AHLs poseen potentes efectos moduladores sobre el sistema inmune. Asi,
se ha descrito que la N-oxododecanoil-L-homoserin lactona (OCI12-HSL)
de P. aeruginosa puede alterar la respuesta inmune del huésped haciéndola
menos efectiva (Rice et al., 1999) y ademas su presencia activa la produccion
de interleucina-8, através de la transcripcion del factor nuclear NF-KB en
las células epiteliales del sistema respiratorio (Zimmermann et al., 2006),
activando la respuesta inflamatoria y por lo tanto actuando como un factor
de virulencia por si mismo (Pesci e Iglewski, 1999; Smith e Iglewski, 2003).
También se han descrito efectos apoptoticos sobre lineas celulares de la
seiial OC12-HSL (Tateda et al., 2003; Horikawa et al., 2006; Shiner et al.,
2006). Debido a estas observaciones la utilizacion de AHLs como agentes
antimicrobianos esta fuertemente limitada.
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Tal y como era de esperar, en la naturaleza se han desarrollado por parte
de eucariotas sistemas de lucha para impedir la invasién o colonizacion
bacteriana mediante la interceptacion de los procesos mediados por QS y
también las propias poblaciones bacterianas han desarrollado estrategias de
competencia para luchar con otras bacterias mediante la inactivacion de sus
sistemas de QS (Tabla 2). Como se reseiid mas arriba, una de estas estrategias
incluye la degradacion enzimatica de las sefiales AHL. La estructura quimica
de las AHLs implica que su degradacion enzimadtica podria ocurrir mediante
cuatro reacciones diferentes (Figura 5A). Dos de ellas implicarian la rotura del
anillo HSL y estarian mediadas por enzimas tipo lactonasa o descarboxilasa.
Las otras dos separarian el cido graso del anillo HSL mediante la accion de
una acilasa (amidasa) o una deaminasa (Dong y Zhang, 2005). Unicamente
dos de los cuatro tipos de enzimas mencionadas han sido identificados hasta
la fecha: lactonasas y acilasas.

Se ha descrito la inactivacion enzimatica de las moléculas sefial en
numerosas bacterias (Dong y Zhang 2005), como las especies del género
Bacillus, que son capaces de degradar las AHLs mediante la accion de un gen
especifico, aii4 (Autolnducer Inactivator), que codifica una enzima lactonasa
que inactiva la AHL al hidrolizar el anillo HSL (Figura 5B). De esta forma las
lactonasas interceptan las sefiales inactivandolas y resultando en una posible
ventaja a la hora de colonizar nuevos ambientes (Park et al., 2008). Se ha
probado que plantas modificadas genéticamente con el gen de la lactonasa de
Bacillus presentan una mayor resistencia al ataque de patogenos cuya virulencia
depende de la utilizacion de AHLs como senal, como E. carotovora (Dong et
al., 2001; Zhang, 2003) (Tabla 2). También se ha descrito la presencia de una
lactonasa en Arthrobacter sp. codificada por el gen ahlD (Park et al., 2003).
Debido a que las AHLSs son utilizadas exclusivamente por Gram-negativas, no
es extrafio que estas bacterias Gram-positivas hayan desarrollado un sistema
para inactivar estas sefiales. Sin embargo, este tipo de enzimas también han
sido identificadas en Klebsiella pneumoniae que produce la lactonasa AhlK
(Park et al., 2003), en Agrobacterium tumefaciens, que utiliza las lactonasas
BlcC (anteriormente AttM) y AiiB (Zhang et al., 2002; Carlier et al., 2003)
para inactivar su propio sistema de QS (Zhang, 2003) aunque BlcC parece
estar involucrada en el metabolismo de las y-butirolactonas (GBLs) (Carlier et
al., 2004; Khan y Farrand, 2008), moléculas que controlan la esporulacion y
produccién de antibidticos en Streptomyces (Ohnishi et al., 1999).
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Figura 5. A) Cuatro posibles modos de degradacion enzimatica de AHLs. Los niimeros
indican la posicion de corte de las enzimas: 1) Lactonasa; 2) Descarboxilasa; 3) Deaminasa
y 4) Acilasa. B) Modo de accion de los dos tipos principales de enzimas de QQ conocidos.
Las lactonasas hidrolizan el anillo HSL de la AHL mientras que las acilasas rompen el enlace
amida entre el anillo HSL y el 4cido graso.

El segundo tipo de enzimas inactivadoras de QS se encontr6 en otra
bacteria Gram-negativa aislada del suelo, Variovorax paradoxus. Esta bacteria
puede utilizar las AHLs como unica fuente de energia y nitrogeno (Leadbetter
y Greenberg, 2000). En este caso se trata de una acilasa que rompe el enlace
amida entre la HSL y el acido graso (Figura 5B), que es utilizado como
fuente de energia, aunque el gen responsable todavia no ha sido clonado. Una
enzima similar, denominado AiiD, que libera la cadena lateral del HSL, ha
sido clonada de otra Proteobacteria formadora de biopeliculas, Ralstonia sp.
(Lin et al., 2003; Taga y Bassler, 2003). P. aeruginosa PAOI también produce
dos acilasas: PvdQ y QuiP con las que podria regular su sistema de QS (Sio
et al., 2006; Huang et al., 2006). Las acilasas AhIM de Streptomyces sp.
(Park et al., 2005), AiiC de Anabaena sp. PCC7120 (Romero et al., 2008),
AaC de Shewanella sp. (Morohoshi et al., 2008b) y una cuyo gen no ha
sido identificado de Comamonas sp. (Uroz et al., 2003) completan la lista
de enzimas de tipo acilasa que se conocen hasta la actualidad (Tabla 2). En
Acinetobacter sp., Bosea sp., Ochrobactrum sp., Sphingomonas sp., Delftia
acidovorans, Marinobacterium sp. y Glaciecola sp. también ha sido descrita
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actividad QQ de tipo enzimatico pero el tipo de actividad acilasa o lactonasa
no ha sido caracterizado hasta la actualidad (Kang et al., 2004; D’Angelo-
Picard et al., 2005; Jafra et al., 2006; Tait et al., 2009) (Tabla 2).

Tabla 2. Listado de bacterias y organismos eucariotas en los que se ha descrito actividad
QQ sobre sefiales del tipo AHL tanto enzimatica (sombreado en gris) como mediante
antagonistas. (n.d.) Actividad no determinada.

Especie/tejido

‘Actividad (e]e]

Gen

Autores

penicilico y patulin)

Agrobacterium Lactonasa blcC Zhang et al., 2002
tumefaciens Lactonasa aiiB Carlier et al., 2003
Bosea sp. (n.d.) (n.d.) j— .
Ochrobactrum sp. | (n.d.) (n.d.) | Jafra et al,, 2006 o-Proteobacteria
Sphingomonas sp. (n.d.) (n.d.) D’Angelo-Picard et al., 2005
Sphingopyxis sp. (n.d.) (n.d.) D’Angelo-Picard et al., 2005
Variovorax Acilasa (n.d.) Leadbetter y Greenberg, 2000
paradoxus
Raistonia sp. Acilasa aiiD Lin et al., 2003 B-Proteobacteria
Comamonas sp. Acilasa (n.d.) Uroz et al., 2003
Delftia acidovorans | (n.d.) (n.d.) Jafra et al., 2006
Pseudomonas Acilasa pvdQ .
aeruginosa Acilasa quiP Huang et al., 2003; 2006
Klebsiella Lactonasa ahiK  |Park et al., 2003
pneumoniae
Acilasa aaC Morohoshi et al., 2008b v-Proteobacteria
Shewanella sp. Lactonasa (n.d.) Tait et al., 2009
Acinetobacter sp. (n.d.) (n.d.) Kang et al., 2004
Marinobacterium sp. | (n.d.) (n.d.) Tait et al., 2009
Glaciecola sp. (n.d.) (n.d.) Tait et al., 2009
Bacillus sp. Lactonasa aiiA Dong et al., 2000; 2002
. . . P450B
Bacillus megaterium | Oxidasa M-3 Chowdhary et al., 2007 Firmicutes
Halobacillus salinus Antag_oms_tas (n.d.) Teasdale et al., 2009
(fenetilamidas)
Rhodococcus Lactonasa/Acilasa/Oxid SdA Uroz et al., 2005 ; 2008; Park
erythropolis orreductasa q et al., 2006 Actinobacteri
Streptomyces sp. Acilasa ahiM Park et al., 2005 ctinobacteria
Arthrobacter sp. Lactonasa ahiD Park et al., 2003
Anabaena PCC7120 | Acilasa aiiC Romero et al., 2008 Cianobacteria
EC5 (n.d.) (n.d.) Tinh et al., 2007a (n.d.)
RifAon Acilasa (n.d.) Xu et al., 2003 Mamifero
Epitelio respiratorio | (n.d.) PON2 | Stoltz et al., 2007
Luffariella variabilis Antagon.lstas (n.d.) Skindersoe et al., 2008 Esponja
(Manoalides)
Flustra foliacea Antago.nlstas (n.d.) Peters et al., 2003 Briozoo
(Alcaloides)
Scorzonera . .
sandrasica Antagonistas (n.d.) (n.d.) Bosgelmez-Tinaz et al., 2007
Medicago truncatula | Antagonistas (n.d.) (n.d.) Gao et al,, 2003 Plantas
Pisum sativum Antagonistas (n.d.) (n.d.) Teplitski et al., 2000
Lotus corniculatus (n.d.) (n.d.) Delalande et al., 2005
Laminaria digitata Haloperoxidasa (n.d.) Borchardt et al., 2001
. . Antagonistas
Ahnfeltiopsis T - .
fabelliformis (fI(')rl_dos_|do,‘ pe_tomcma (n.d.) Kim et al., 2007a Algas
y acido isetiénico)
. Antagonistas .
Delisea pulchra (furanonas) (n.d.) Givskov et al., 1996
Penicillium spp. Antagonistas (acido (n.d.) Rasmussen et al., 2005 Hongo
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Las especies bacterianas en las que se ha descubierto actividad enzimatica
degradadora de seiales de tipo AHL pertenecen a cuatro phyla diferentes
del reino Bacteria (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/): Actinobacteria
(Arthrobacter sp.), Firmicutes (Bacillus), Proteobacteria (4. tumefaciens, K.
pneumoniae, P. aeruginosa, Ralsonia sp. y V. paradoxus) y Cianobacteria
(Anabaena sp.). Esta amplia distribucion sugiere que los genes codificadores
de enzimas degradadoras podrian estar presentes en muchos organismos
procariotas. La diversidad taxonomica de estas especies bacterianas se
refleja también en las secuencias de los genes de las enzimas degradadoras
que producen. Asi las acilasas de Ralstonia sp. y P. aeruginosa presentan
baja homologia, con aproximadamente un 39% de similitud a nivel peptidico
(Huang et al., 2003; Lin et al., 2003). Del mismo modo, en las lactonasas
también se observa una importante variacion en las secuencias aminoacidicas.
Las lactonasas se pueden agrupar en dos grupos, uno representado por la
lactonasa AiiA que contiene las secuencias de las especies de Bacillus, que
comparten un 90% de identidad en sus secuencias peptidicas (Dong et al.,
2002; Lee et al., 2002; Ulrich, 2004). El otro es el grupo de BlcC que incluye
las lactonasas de A. tumefaciens, Klebsiella pneumoniae y Arthrobacter sp.,
y que comparten entre un 30 y un 58% de similitud. Sorprendentemente las
lactonasas de ambos clusters comparten menos del 25% de similitud, como
en el caso de AiiA y BlcC (Zhang et al., 2002), aunque todas presentan un
dominio altamente conservado: HXDH~H~D; se trata del dominio de unioén a
Zn caracteristico de las metalo-f-lactamasas, que se ha comprobado esencial
para la actividad AHL-lactonasa (Dong et al., 2002; Wang et al., 2004).
Recientemente se ha descubierto en Rhodococcus erythropolis la lactonasa
QsdA (Uroz et al., 2008), que no presenta homologia con la familia de metalo-
B-lactamasas a la que pertenecen las anteriores, sino que presenta el dominio
fosfotriesterasa (PTE) de unién a Zn.

Ademas de actividades enzimaticas tipo lactonasa y acilasa se han descrito
dos actividades oxidasa-reductasa en bacterias capaces de modificar la cadena
acil de las AHLs. Aunque estas actividades no suponen la degradacion de
la sefial, las modificaciones en el acido graso de la AHL podrian afectar la
especificidad y por tanto el reconocimiento de la molécula por el receptor. La
primera actividad oxidasa-reductasa fue descrita en Rhodococcus erythropolis
W2. Esta bacteria reduce la AHLs oxo-sustituidas en el tercer carbono a
sus formas hidroxi, siendo inactiva frente a las AHLs no sustituidas o con
sustituciones hidroxi- (Uroz et al., 2005). La segunda actividad fue descrita en
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Bacillus megaterium y es la monooxigenasa P450, anteriormente descubierta
como oxidadora de acidos grasos y aminoacidos unidos a acido graso. Esta
enzima oxida AHLs de cadena larga en las posiciones ®-1, ®-2 y -3, siendo
mas activa sobre AHLs oxo- sustituidas (Chowdhary et al., 2007).

Ademas de bacterias, se ha encontrado que plantas como Lotus
corniculatus (Delalande et al., 2005) y las células de mamiferos también
pueden interferir con las sefiales AHL (Chun et al., 2004). Aunque Chun et
al. (2004) no identificaron las enzimas responsables de la inactivacion de las
AHL por células de epitelio respiratorio humano, observaron que aquéllas se
encontraban asociadas a las células. En estudios posteriores se identificaron
como los candidatos mas probables a las proteinas citoplasmaticas de la
familia de las paraxonasas (PONs): PON1, PON2 y PON3 (Draganov et
al., 2005; Khersonsky y Tawfik, 2005). Estas enzimas estan involucradas
en mecanismos de detoxificacion de muchos organofosfatos y actian como
lactonasas. De las tres PONs descritas, la mas activa frente a AHLs parece
ser PON2 debido a que se ha observado que lisados de células de epitelio
respiratorio de ratones mutantes en esta enzima no degradaban OCI12-HSL,
mientras que su sobreexpresion aumento la actividad degradadora. Ademas,
mutantes en PON1 y PON3 podian degradar OC12-HSL (Stoltz et al., 2007).

Un mecanismo adicional para la inactivacion de AHLs se basa en
la produccion por las enzimas haloperoxidasas de HOBr que reacciona
especificamente con AHLs con sustituciones oxo- en el tercer carbono de su
cadena lateral, inactivandolas. Este proceso ha sido descrito para el alga parda
Laminaria digitata (Borchardt et al., 2001).

Figura 6. Estructura de una N-acilhomoserin lactona (izquierda) y de una de las
furanonas (derecha) producidas por el alga roja Delisea pulchra. El alga produce hasta 30
compuestos proximos que se diferencian en los sustituyentes de la cadena lateral, pudiendo
aparecer otro atomo de Bromo en el anillo lactona y grupos H, OH o0 OAc en la cadena lateral.
Las furanonas desplazan a las AHLs de su receptor especifico del tipo LuxR, bloqueando la
expresion de numerosos caracteres esenciales para la colonizacion y la virulencia.
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El fenomeno mejor conocido de interceptacion no enzimatica de QS
mediado por AHL es un sistema desarrollado por un organismo eucariota. El
alga roja Delisea pulchra se caracteriza por un bajisimo nivel de colonizacion
superficial, tanto por bacterias como por eucariotas, especialmente en la parte
apical deltalo. Unade las principales razones para explicar este comportamiento
es que esta alga produce furanonas halogenadas, cuya estructura es muy
proxima a las de las AHLs (Figura 6).

La concentracion de las furanonas es mayor en la parte apical del talo,
presentando una correlacion directa con el nivel de colonizacion bacteriana.
Se han identificado mas de 30 furanonas distintas producidas por el alga, que
se diferencian en los sustituyentes laterales. La produccion de estas sustancias
inhibitorias del crecimiento microbiano por D. pulchra era conocida desde
hace 30 afios, pero su mecanismo de accion se ha elucidado una vez descritos
los fenémenos de QS que controlan la formacion de biopeliculas. El primer
fendmeno sorprendente era que la flora bacteriana que colonizaba la superficie
de D. pulchra estaba compuesta principalmente por bacterias Gram-positivas,
lo que es poco comun en los sistemas marinos, en los que predominan las
bacterias Gram-negativas. Este hecho concuerda con el descubrimiento de
que las furanonas producidas por D. pulchra inactivan el sistema de seial de
las bacterias Gram-negativas mediado por AHLs, impidiendo asi el desarrollo
de caracteres necesarios para la colonizacion, como el crecimiento en
“swarming”, la produccion de exoproteasas o la maduracion de biopeliculas
que dependen en muchos casos de QS (Givskov et al., 1996). La similitud
estructural entre las AHLs y las furanonas hacia pensar que el modo de accion
de éstas consistia en competir por el sitio de unioén con la proteina receptora
tipo LuxR, bloqueando la expresion del fenotipo dependiente de QS. Diversos
estudios demostraron que en efecto las furanonas antagonizan la sefial de
QS bloqueando los receptores de AHL. Para ello no sélo demostraron que
las furanonas inhiben la luminiscencia de cepas biosensoras de Vibrio de
forma especifica y no a través de interferencias con los niveles energéticos
de la célula o mediante mecanismos no especificos de regulacion, sino que
ademas inhibian la movilidad en enjambre y la produccion de exoproteasas en
Serratia e interferian con el sistema Lasl/LasR de Pseudomonas, crucial para
el desarrollo de biopeliculas y por lo tanto para la colonizaciéon de superficies
(Manefield et al., 1999; Rice et al., 1999; Kjelleberg y Steinberg, 2002). Las
furanonas funcionarian como antagonistas de la sefial de QS desplazando
las AHLs por union a su receptor de la familia LuxR. Esta union a furanona
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afecta a la vida media de la proteina ya que las proteinas del tipo LuxR
poseen una vida media muy corta, que se ve alargada en presencia de su
correspondiente AHL, que al unirse a ella la estabilizaria y protegeria contra
la accion proteolitica (Zhang, 2003; McLean et al., 2004). Al contrario, la
union inestable con la furanona favoreceria la proteolisis. Esta actividad
antagonista de QS mediado por AHLs impide la colonizacién de la superficie
del alga. La concentracion de furanonas producida en la naturaleza por D.
pulchra es similar a la necesaria para antagonizar los sistemas de QS in vitro,
como demuestra el halo de inhibicion producido directamente por el talo de
D. pulchra en un bioensayo de inhibicion de produccion de violaceina con la
cepa biosensora Chromobacterium violaceum (Figura 7).

Figura 7. El alga roja D. pulchra produce un “halo de silencio” que se puede observar
por la inhibicion de la produccion dependiente de AHL del pigmento violaceina por la bacteria
biosensora Chromobacterium violaceum CV026. La foto ha sido reproducida a partir de la
aparecida en la portada de la revista Microbiology (Manefield et al., 1999) con permiso de
los autores.
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Ademas de D. pulchra, se han identificado antagonistas de AHLs en otros
eucariotas (Tabla 2) incluyendo otra alga roja: Ahnfeltiopsis flabelliformes.
Esta alga produce tres inhibidores de QS que no guardan relacion estructural
con AHLs y que presentaron actividad antagonista sobre C8-HSL en
bioensayo con el biosensor Agrobacterium tumefaciens NTL4 (Kim et al.,
2007a). También se han descrito dos alcaloides aislados del briozoo marino
Flustra foliacea, en el que existen algunas zonas superficiales con muy baja
colonizacion microbiana, que inhiben la comunicacion intercelular mediada
por AHLs, aunque se desconoce el mecanismo de accidon y su estructura
tampoco recuerda a la de las AHLs (Peters et al., 2003). En la esponja marina
Luffareilla variabilis también se han identificado inhibidores de QS del tipo
Manoalide (Skindersoe et al., 2008). Algunos exudados de plantas terrestres
como Pisum sativum, Medicago truncatula 'y Scorzonera sandrasica también
inhiben fuertemente la produccion, dependiente de AHL, del pigmento
violaceina en la cepa biosensora C. violaceum (Teplitski et al., 2000; Gao et
al., 2003; Bosgelmez-Tinaz et al., 2007), aunque se desconoce la naturaleza
del inhibidor y su posible mecanismo de accion, que podria ser inespecifico
(Zhang, 2003). Estos mecanismos si se conocen en el ajo (4//ium sativum), que
produce al menos tres compuestos capaces de interferir con el receptor LasR
de P. aeruginosa, haciendo las biopeliculas de esta bacteria susceptibles a
antibioticos y detergentes (Persson et al., 2005). En varias especies del hongo
Penicillium existen metabolitos también capaces de reducir la resistencia de
biopeliculas de P. aeruginosa al antibiotico tobramicina (Rasmussen et al.,
2005). El tnico aislado bacteriano descrito con actividad inhibidora de QS
mediado por AHLs es Halobacillus salinus. Esta bacteria marina produce dos
fenetilamidas que mostraron actividad antagonista sobre varios biosensores
de AHLs (Teasdale et al., 2009).

Ademas de la obtencion de inhibidores de QS a partir de busquedas
aleatorias en extractos de diferentes organismos, existen numerosos
estudios basados en el disefio de antagonistas del receptor LuxR mediante
la modificacion estructural de AHLs. Estas modificaciones se han realizado
sobre la cadena lateral de las AHLs, el anillo HSL o sobre ambos (Ni et al.,
2009). Muchas de las AHLs modificadas mantuvieron actividad activadora
(agonistas) de su receptor pero otras presentaron actividad antagonista, sin
embargo los antagonistas resultaron especificos para el receptor cuya AHL
fue modificada. Otra importante estrategia para la obtencion artificial de
antagonistas se basa en la modificacion estructural de furanonas halogenadas
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naturales, que en algunos casos demostraron efectos terapéuticos favorables,
por ejemplo en infecciones de pulmoén de raton con P. aeruginosa (Wu et al.,
2004) o en infecciones de trucha con el patogeno Vibrio anguillarum (Rasch
et al., 2004).

La aplicacion biotecnologica de la interceptacion de comunicacion
bacteriana mediado por AHLs como un nuevo y prometedor método para
control de bacterias patogenas (Dong y Zhang, 2005; Dong et al., 2007),
ha captado la atencién de numerosos investigadores, debido a que muchos
patogenos de plantas, animales y humanos emplean mecanismos de QS
basados en sefiales AHL para la regulacion de la sintesis de factores de
virulencia o la formacion de biopeliculas (Williams et al.,, 2007). Se han
llevado a cabo varios estudios de aplicacion de QQ con bacterias patdgenas
de plantas. En el caso de E. carotovora, se han realizado estudios de infeccion
de plantas transgénicas de tabaco que expresaban la sintetasa de la sefial
N-oxoctanoil-L-homoserin lactona (OC8-HSL) de esta bacteria. Como las
poblaciones bacterianas usan las moléculas sefial para percibir la densidad
celular y coordinar su expresion génica, un incremento artificial de los niveles
externos de OC8-HSL provocaria una interpretacion errénea del tamafio de la
poblacion, desencadenando la expresion de factores de virulencia mucho antes
de que la poblacion bacteriana sea lo suficientemente grande para producir
una infeccion, lo que permitiria a la planta activar sus defensas y evitar la
invasion. Se probo la efectividad de esta estrategia en plantas de tabaco (Mée
et al., 2001). Sin embargo, Toth et al. (2004), en contradiccion con el estudio
anterior, encontraron que la produccion de AHLs por plantas transgénicas de
patata hace a las plantas mas susceptibles y sensibles a las infecciones. Cuando
se realizd expresion heterologa del gen aiid en E. carotovora se observo una
reduccion significativa en la sintesis de exoenzimas por la bacteria y una
disminucion en el desarrollo de sintomas de infeccion por E. carotovora en
plantas (Dong et al., 2000). Los mismos resultados se obtuvieron con los
importantes patogenos de plantas Burkholderia thailandensis y Erwinia
amylovora (Ulrich, 2004; Molina et al., 2005). Otra estrategia utilizada fue
la expresion por plantas transgénicas de la lactonasa AiiA de Bacillus sp.,
lograndose en este caso obtener plantas de tabaco y patata con resistencia a
E. carotovora (Dong et al., 2001). Estas estrategias requieren la modificacion
genética de organismos superiores, lo que limita su aplicacion biotecnologica
debido a las limitaciones legales sobre el cultivo de plantas transgénicas. En
otro estudio con P. aeruginosa, la adicion de la acilasa AhIM purificada a los
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medios de cultivo también supuso una reduccion significativa en la produccion
de factores de virulencia por el patdgeno (Park et al., 2005).

También se ha demostrado la eficacia de la aplicacion de estrategias de
QQ en patogenos del medio acuatico. Como ejemplos podemos citar el uso de
consorcios bacterianos con actividad degradadora de AHLSs para la proteccion
de Artemia sp., rotifero, larvas de langostino y rodaballo (Tinh et al., 2007a;
Tinh et al., 2008; Cam et al., 2009a, b; Nhan et al., 2010), y la utilizacion de
furanonas naturales para la inhibicion de patogenicidad de aislados de Vibrio
harveyi, V. campbellii y V. parahaemolyticus sobre Artemia (Defoirdt et al.,
2006). Tinh et al. (2007b) lograron, también con furanonas, neutralizar el
efecto negativo de V. harveyi sobre rotifero, pero desafortunadamente las
furanonas resultaron toxicas tanto para las artemias como para el rotifero.
El uso de la furanona sintética C-30, en concentraciones no toxicas, inhibid
significativamente la patogenicidad de V. anguillarum en trucha arcoiris
(Rasch et al., 2004). En cuanto al uso de enzimas degradadoras de AHLs,
Chen et al. (2010) demostraron el incremento en supervivencia de la carpa
infectada con Aeromonas hydrophila cuando se coinyectaba con la lactonasa
AiiA de Bacillus.

Los ejemplos anteriores demuestran que las enzimas degradadoras de
AHLSs junto con los inhibidores de QS podrian ser utilizados con éxito para
la interferencia de la comunicacion bacteriana y el control de infecciones
bacterianas. Ademas, este tipo de mecanismos en combinacion con antibioticos
constituird una estrategia interesante en el tratamiento de enfermedades
infecciosas por patégenos multirresistentes como P. aeruginosa. El interés de
las estrategias de QQ para el tratamiento de enfermedades infecciosas radica
ademads en que al no afectar directamente a la supervivencia del patdgeno,
sino a la expresion de los factores de virulencia, no deberian ejercer presion
selectiva, evitando la aparicion de resistencias.

Quorum sensing y quorum quenching en el medio marino

A pesar de que los procesos de QS y QQ fueron descubiertos originalmente
en el medio marino (Nealson et al., 1970; Givskov et al., 1996) se ha prestado
poca atencion en los ultimos afios a la importancia ecoldgica de estos
mecanismos en el mar. Las bajas densidades encontradas en las poblaciones
bacterianas de alta mar y la baja estabilidad de las AHLs en este medio, han
llevado a sugerir que los procesos de QS mediados por AHLs podrian reducirse
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a microhabitats especificos como las biopeliculas, “nieve marina” y nichos
eucariotas (Cicirelli et al., 2008; Hmelo y Van Mooy, 2009). Asi, la busqueda
de homologos de lux! y luxR en las secuencias de metagenomas marinos
disponibles dio como resultado un nimero muy bajo de candidatos, estando
estos metagenomas principalmente representados por genomas de bacterias
plancténicas debido a la desviacion generada por el sistema de filtracion de
agua de mar usado (Case et al., 2008). Por el contrario, se habia obtenido
un porcentaje alto de cepas productoras de AHLs en muestras procedentes
de biopeliculas de la zona intermareal (Huang et al., 2008; Tait et al., 2009),
esponjas (Mohamed et al., 2008) y, aunque con menor frecuencia, también en
nieve marina y aislados microalgales (Gram et al., 2002).

Existen otras evidencias que demuestran que el QS mediado por AHL
es frecuente en el medio marino, detectandose actividad AHL en cerca de
un 60% de las a-Proteobacteria aisladas de diferentes muestras marinas,
incluyendo especies planctonicas y bacterias asociadas a algas (Wagner-Dobler
et al., 2005). Las sefiales AHL parecen también tener un papel importante en
las interacciones entre eucariotas y procariotas en el habitat marino, como
demuestra la necesidad de presencia de AHLs para la seleccion de superficies
con biopeliculas bacterianas para la fijacion permanente de zoosporas del
alga verde Ulva (Tait et al., 2005; 2009), para la liberacion de esporas del
alga roja Acrochaetium sp. (Weinberger et al., 2007), para el asentamiento
inicial de larvas en el poliqueto Hydroides elegans (Huang et al., 2007) y
para la colonizacion de corales por diferentes especies de vibrios (Tait et al.,
2010). Ademas, la produccion de AHLs es habitual en bacterias patdogenas de
peces incluyendo: Aeromonas salmonicida, A hydrophila, Yersinia ruckeri,
Vibrio salmonicida, V. vulnificus, V. harveyi, V. anguillarum o Edwardsiella
tarda (Freeman y Bassler, 1999; Swift et al., 1999; Croxatto et al., 2002; Buch
et al., 2003; Kim et al., 2003; Bruhn et al., 2005; Morohoshi et al., 2004)
(Tabla 3). Debido a que estas sefiales controlan la expresion de importantes
factores de virulencia en estos patdégenos, la posibilidad del uso de procesos
de interceptacion de QS se ha propuesto como alternativa a la utilizacion
de antibioticos para el control de infecciones en acuicultura (Defoirdt et al.,
2004) y la viabilidad de esta aproximacion ya ha sido demostrada en diferentes
trabajos (Rasch et al. 2004; Tinh et al., 2008; Chen et al., 2010).

La informacion disponible acerca de la existencia de procesos de QQ
en el medio marino es todavia escasa, aunque algunas evidencias indirectas
indican que estos fendmenos podrian ser frecuentes. Asi, se sabe que las
AHLs se degradan mas rapidamente en agua de mar natural que en agua
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de mar artificial y estas observaciones se han relacionado con la presencia
de actividad QQ debida a enzimas en el agua (Hmelo y Van Mooy, 2009).
Otra evidencia es que cuando se afiaden AHLs a los medios de cultivo se
incrementa la eficiencia de cultivo de poblaciones bacterianas marinas (Bruns
et al., 2002).

Mientras que existe un nimero considerable de estudios que describen
la presencia de actividad QQ en muestras de suelo, incluyendo busquedas de
genes homologos a los codificadores de enzimas de QQ en metagenomas de
suelo (Williamson et al., 2005; Riaz et al., 2008; Schipper et al., 2009), que
han permitido el aislamiento de varias cepas bacterianas capaces de degradar
AHLs y el establecimiento de la prevalencia de los procesos de QQ en estas
muestras (Leadbetter y Greenberg, 2000; Park et al., 2003; Uroz et al., 2003;
Wang y Leadbetter, 2005), no hay estudios sobre actividad QQ de AHLs en
bacterias marinas que nos permitan evaluar la importancia ecologica de estos
procesos en el medio marino, ni el desarrollo de aplicaciones biotecnologicas
especificas basadas en cepas marinas con actividad QQ. Solo recientemente
se han aplicado con éxito cultivos de enriquecimiento para demostrar la
capacidad de consorcios bacterianos procedentes de distintos cultivos de
organismos marinos para degradar AHLs, aunque las bacterias no hayan
sido identificadas ni el tipo de actividad sobre AHLs caracterizada (Tinh et
al., 2007a; Tinh et al., 2008; Cam et al., 2009a, 2009b; Nhan et al., 2010).
También recientemente Halobacillus salinus ha sido descrito como productor
de metabolitos secundarios antagonistas de AHLs (Teasdale et al., 2009) y
una Shewanella sp. aislada de biopelicula marina como degradadora de AHLs
(Tait et al., 2009).

Tabla 3. Listado de bacterias patdgenas marinas en las que se ha descrito la produccion
de senales de quorum y las funciones controladas por QS.

Especie Senal Genes Factores regulados Autores |
Produccion de
sideroforos, toxinas,
sistema de secrecion lll,

luminiscencia

Vibrio harveyi OHC4-HSL y Al-2 JuxLM/TuxN Bassler et al., 1993

Vibrio
anguillarum

OC10-HSL, C6
HSL y OC6-HSL

vaniivanR
vanM/vanN

Metaloproteasa,
pigmento, biopelicula

Milton et al., 1997; 2001

Vibrio vuinificus

C4-HSL y Al-2

?

Proteasa, hemolisina

Valiente et al., 2009

salmonicida

biopelicula

Vibrio C6-HSLy OC6 B d Desconocidos Bruhn et al., 2005
salmonicida HSL

Aeromonas Proteasas y .

hydrophila C4 y C6-HSL ahyllahyR metaloprot Swift et al., 1997
Aeromonas C4 y C6-HSL asallasaR Exoproteasa, Swift et al., 1997

Edwardsiella
tarda

C6y C7-HSL

edwlledwR

Desconocidos

Morohoshi et al., 2004

Yersinia ruckeri

C8-HSLy OC8
HSL

?

Desconocidos

Bruhn et al., 2005

Tenacibaculum
maritimum

C4-HSL

?

Desconocidos

Romero et al., 2010
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En vista del potencial biotecnolégico y del desconocimiento de los
procesos de QQ en el medio marino, el objetivo del presente trabajo fue la
evaluacion del potencial de este medio como fuente de aislados bacterianos
con actividad QQ y el estudio de la importancia ecoldgica de estos procesos
en el medio marino. Para ello se tomaron muestras de dos tipos de ambiente:
comunidades microbianas densas y agua tanto de estuario como de mar
abierto que nos permitieran la estima de la prevalencia de esta actividad en
diferentes habitats y la obtencion de cepas bacterianas con actividad QQ con
posible aplicacion biotecnologica para tratamiento y control de infecciones
bacterianas. Ademas, en la metodologia de biisqueda de actividad QQ utilizada
en este trabajo se evitd el uso de cultivos de enriquecimiento, basados en la
capacidad de crecimiento de los aislados en medios con AHLs como Unica
fuente de carbono y nitrégeno, y que han sido usados en la mayoria de estudios
precedentes, lo que permite una estima de la abundancia de procesos de QQ
en el medio marino.

MATERIALES Y METODOS

Metodologia de aislamiento y cuantificacion de bacterias cultivables

Para la deteccidon de bacterias marinas con actividad QQ sobre AHLs se
procedio al aislamiento, con material esterilizado, de cepas procedentes de
muestras de diferentes medios marinos.

En la parte inicial del trabajo se seleccionaron muestras con elevada carga
orgénica y asociadas a superficies:

- Una muestra de sedimento de tanque de cultivo de peces con circuito
cerrado de agua de mar en la Universidad de Santiago (Junio 2007).

- En Illa de Arousa (N 42°.33°.45” W 8°.53".08”) se obtuvo una muestra
procedente de biopelicula sumergida de pared de un tanque exterior de
cemento (25.000 L), que sirve como reservorio de agua de mar filtrada para

una estacion de acuiculturay en el que el agua era renovada de forma constante
(Junio 2007).

- En el mismo lugar se tom6 una muestra de alga Fucus vesiculosus
de rocas de la zona intermareal. Un gramo del alga escurrida se troce6 y
resuspendidé en 10 mL de agua de mar esterilizada (Junio 2007).
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Por comparacion con los resultados obtenidos a partir de las muestras
anteriores se seleccionaron con posterioridad nuevas muestras no asociadas a
superficies mediante muestreo directo de agua de mar:

- En Illa de Arousa se tomd una muestra de agua de mar de estuario
(Enero 2010).

- En alta mar, entre las rias de Vigo y Pontevedra (N 42°17°.07” W
8°.53°.27”) se tomaron muestras de agua a 0 y 10 metros de profundidad
(Enero 2010).

Los medios solidos empleados para el aislamiento incluyeron medios con
alta concentracion de nutrientes como: agar de triptona y soja con 1% NaCl
(TSA-I) y agar marino (AM, Difco), adecuados para bacterias eutroficas, y
también medios con baja concentracion de nutrientes como: agar marino en
dilucion 1/100 (AM 1/100), agua de mar filtrada y autoclavada (FAS, Schut et
al., 1993) suplementada con 1 g/L de casaminoécidos (FAS CAS) y medio FAS
suplementado con 0,5 g/L de los polimeros agarosa, quitina y almidon (FAS
POL) (Bruns et al., 2002). Se prepararon 3 diluciones en 6rdenes de 10 (1/10,
1/100 y 1/1000) en agua de mar esterilizada para cada una de las muestras y
se sembraron en placas con los medios de cultivo citados. Las placas fueron
incubadas a 15y 22°C durante 15 dias. Para la estima de la densidad bacteriana
se seleccionaron las placas que contenian entre 30-300 colonias. Se aislaron
un total de 630 colonias en funcion de su diferente morfologia y coloracion
para el analisis de actividad QQ. Puesto que todas las cepas obtenidas fueron
capaces de crecer en AM a 22°C, se seleccionaron estas condiciones de cultivo,
como método de cultivo estandar y para manipulacion en laboratorio.

Deteccion de actividad quorum quenching

Para detectar la presencia de actividad QQ las cepas aisladas se cultivaron
en presencia de AHLs y se cuantifico mediante biosensores la concentracion
de AHL tras 24 horas de exposicion. Las cepas se probaron en un ensayo en
medio s6lido con el biosensor de AHLs Chromobacterium violaceum CV026
(McClean et al., 1997). Este biosensor es incapaz de producir su pigmento
purpura caracteristico (violaceina) al tener mutado su gen productor de senal
C6-HSL, de manera que unicamente produce la violaceina en respuesta a
AHLs anadidas exégenamente. Las cepas marinas aisladas se inocularon en
tubos con 1 mL de caldo marino (CM) a 22°C y 200 rpm, y tras 24 horas
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se afiadieron 40 pL de una disolucion stock de C6-HSL obteniéndose una
concentracion final de 2 pg/mL (10 uM) en los tubos, que se incubaron 24 horas
mas. Para la deteccion de interceptacion de actividad C6-HSL se tomaron 50
pL de los sobrenadantes y se anadieron, en duplicado, a pocillos practicados
en placas de LB cubiertas con 5 mL de una dilucion 1/100 de un cultivo de
12 horas de C. violaceum CV026 en LB blando (8% de agar) y se afiadieron
otros 50 puL de agua destilada estéril. Se utilizo CM suplementado con C6-
HSL en concentracion 10 pM como control en todas las placas, ademas de un
control negativo sin actividad QQ con la bacteria marina V. anguillarum con
C6-HSL en la misma concentracion para cada tanda de ensayos. Las placas
asi preparadas se incubaron 24 horas a 30°C para posterior observacion de la
produccién de violaceina. Las cepas positivas para interceptacion de C6-HSL
fueron posteriormente ensayadas, con la misma metodologia, para N-decanoil-
L-homoserin lactona (C10-HSL) utilizando el biosensor C. violaceum VIR07
(Morohoshi et al., 2008a) capaz de detectar AHLs de cadena larga.

Para detectar la posible produccion de AHLs se usé el biosensor C.
violaceum CV026 en medio sélido como se describié anteriormente, con
sobrenadantes de cultivos en 1 mL en CM de los aislados marinos. Para la
deteccion de AHLs de cadena larga se llevo a cabo un bioensayo de inhibicion
anadiendo C6-HSL en concentracion 10 uM al LB blando.

Se llevaron a cabo analisis estadisticos del efecto de la temperatura, medio
de cultivo utilizado y el origen de las muestras sobre el nimero de cepas
QQ activas detectadas, mediante tests de Fisher y Chi cuadrado de Pearson,
para un nivel de significacion 0=0,05, con el programa SPSS statistics V17.0
(SPSS, inc.).

Confirmacion de la actividad degradadora de AHLs por espectrometria de
masas (HPLC-MS)

Se comprobd, mediante HPLC-MS, si las cepas activas contra AHLs
presentaban actividad degradadora de sefiales. Para ello se utilizaron las
sefales N-butanoil-L-homoserin lactona (C4-HSL) y CI12-HSL, que se
anadieron a una concentracion de 50 uM a cultivos de 24 horas en 1 mL de
CM de las cepas seleccionadas y se incubaron 24 horas mas a 22°C y 200 rpm.
Se obtuvieron los sobrenadantes de los cultivos por centrifugacion (10.000
rpm, 5 min). 500 pL fueron acidificados a pH 2 con HCl 1 M e incubados
24 horas a 25°C para permitir la recircularizacion del anillo lactona en el
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supuesto de que la actividad degradadora se deba a la accion de una lactonasa.
Ambos sobrenadantes (acidificado y sin acidificar) se extrajeron tres veces
con el mismo volumen de acetato de etilo. El solvente se evaporo bajo flujo de
nitrogeno y el extracto se resuspendié en 200 pL de acetonitrilo para posterior
analisis y cuantificacion por HPLC-MS. Como controles se utilizaron CM
fresco y CM enriquecido con la misma cantidad de C4 6 C12-HSL, procesados
y extraidos organicamente de la misma forma. El andlisis se llevo a cabo
con un HPLC 1100 series (Agilent EEUU) equipado con una precolumna C8
(2,1x12,5 mm, 5 pm de tamatfio de particula) y una columna ZORBAX Eclipse
XDB-C18 2,1 x 150 mm (con 5 um de tamafio de particula), mantenidas a
45°C. Se establecid una fase movil con 0,1% de acido formico en agua (A) y
0,1% de acido foérmico en acetonitrilo (B). La tasa de flujo fue de 0,22 mL/
min. Las condiciones de elucion: 0 min 35% de B, gradiente lineal hasta 60%
de B durante 10 min, un gradiente lineal de 60 al 95% de B durante 5 min y
luego 5 min a 95% de B y un minuto para volver a las condiciones iniciales
que se mantuvieron durante 9 min. Alicuotas de 20 pL de cada muestra se
diluyeron en acetonitrilo con 0,1% de acido formico antes de su inyeccion
en la columna. El espectrometro de masas (MS) utilizado fue un API 4000
triplecuadrupolo (Applied Biosystem, CA, EEUU) equipado con una fuente
Turbolon utilizada en modo electrospray de iones positivos y monitorizacion
de multiples reacciones (MRM). Las sefiales MRM se utilizaron para obtener
informacion de cuantificacion relativa por comparacion con una curva de
calibracion construida por abundancia de iones moleculares obtenidos a partir
de AHLs sintéticas estandar (Milton et al., 2001).

Identificacion de aislados

La identificacion de cepas marinas con actividad QQ se llevd a cabo
mediante amplificacion y secuenciacion parcial de genes de ARN ribosémico
16S. Para la extraccion de ADN gendmico de las bacterias se utilizo el kit
Puregene Tissue Core y la amplificacion de ARNr 16S se realizd con los
cebadores universales: ANT1 (5~ AGAGTTTGATCATGGCTCAG) y S
(5-GGTTACCTTGTTACGACTT) (Martinez-Murcia y Rodriguez-Valera,
1994). Las reacciones de PCR se realizaron en condiciones estandar: 35 ciclos
de desnaturalizacion a 94°C durante 15 seg, hibridacion a 50°C durante 30 seg,
extension a 72°C durante 2 min. Precedidos de 2 minutos de desnaturalizacion
a 94°C y seguidos de 7 min de extension a 72°C. Los productos de PCR se
secuenciaron parcialmente y fueron revisados y corregidos con el programa
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BioEdit Sequence Alignment Editor (v. 7.0.9.0 http:/www.mbio.ncsu.edu/
BioEdit/bioedit.html). Las secuencias se compararon con las secuencias
de genes de ARNr 16S disponibles en el GenBank usando la herramienta
BLAST de NCBI (Altschul et al., 1997) y las del Ribosomal Database Project
(http://rdp.cme.msu.edu/html/). Las secuencias de genes de ARNr 16S fueron
alineadas con sus mas proximas en las bases de datos usando MUSCLE
(Edgar, 2004). Para eliminar gaps y posiciones de alineamiento ambiguo se
uso Gblocks (Castresana, 2000).

Anadalisis de secuencias de quorum quenching en colecciones de
metagenomas

Con el objetivo de estimar la frecuencia de posibles genes de QQ, se realizo
una busqueda en metagenomas de diferentes habitats marinos disponibles
en las bases de datos mediante BLASTX de secuencias homologas a las ya
conocidas para enzimas de QQ. Como modelos marinos se utilizaron: las
secuencias de metagenomas de microorganismos de superficie de agua de
océano (Global Ocean Sampling GOS, 16,96 Gpb) (Venter et al., 2004; Rusch
et al., 2007), de muestras de 10, 70, 130, 200, 500, 770 y 4000 m (64,2 Mpb)
de columna de agua del Pacifico norte (DeLong et al., 2006) y de biomasa
procedente de 25, 75, 125 y 500 m de profundidad (48,3 Mpb) (Shi et al.,
2009), una muestra de 3000 m de profundidad del mar Mediterraneo (7,5
Mpb) (Martin-Cuadrado et al., 2007) y de las secuencias de biomasa obtenida
a partir de esqueletos de ballena hundidos (75 Mpb) (Tringe et al., 2005). Las
secuencias de metagenomas se compararon con las secuencias de lactonasas
y acilasas conocidas y las secuencias obtenidas con mayor homologia se
seleccionaron para ser “filtradas” por longitud de alineamiento y porcentaje
de similitud con los genes de QQ. Debido a los diferentes tamafos de bases
de datos y para que los resultados para cada coleccion fueran comparables,
el nimero de secuencias fue normalizado dividiéndolo entre las megabases
secuenciadas en cada coleccion.

Para una primera busqueda, se establecio el nivel de corte en 50% de
similitud para la seleccion de secuencias consideradas como genes QQ, en el
70% del tamafio de la secuencia ambiental. Debido a la baja homologia que los
genes de QQ presentan entre si se utilizaron también los niveles del 30% de
similitud en el 70% de la secuencia (Park et al., 2003). También se tuvieron en
cuenta las situaciones en las que se obtuvo una buena similitud pero el tamafio
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de la secuencia ambiental era mucho mayor que el de la acilasa o lactonasa.
En el caso de las lactonasas, en las secuencias positivas se comprob6 la
presencia de los dominios caracteristicos de estas enzimas. Asi, se extrajeron
las secuencias lactonasa positivas y se examind la presencia del dominio
B-lactamasa (Dong et al., 2000) o el dominio de la familia fosfotriesterasa
(PTE) presente en QsdA de Rhodococcus erythropolis (Uroz et al., 2008).
Esto se hizo con el programa hmmpfam del paquete HMMER (Eddy, 2008).
Los modelos de dominios de proteina se obtuvieron de la base de datos Pfam
(http://pfam.sanger.ac.uk). Para comparar la de abundancia de secuencias de
enzimas de QQ en medio marino con medio terrestre, se utilizdo también la
coleccion metagendomica de un suelo de granja de Minnesota (EEUU) (16,7
Gpb) (Tringe et al., 2005).

Analisis de secuencias de quorum quenching en genomas secuenciados

Se realizo una busqueda mediante BLASTP de secuencias homdlogas a
las lactonasas y acilasas conocidas hasta la fecha y disponibles en las bases de
datos “nr” (ftp:/ftp.ncbi.nih.gov/blast/db/). Como resultado se obtuvieron los
numeros de acceso correspondientes a diferentes homoélogos de las lactonasas
y acilasas. Estos se clasificaron por porcentaje de similitud superior o igual a
50 6 30% para un 70% de cobertura de las secuencias.

RESULTADOS
1. Quorum quenching en muestras marinas asociadas a superficies

1.1 Aislamiento bacteriano

El nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) para cada muestra
fue muy diferente dependiendo del medio de cultivo y la temperatura de
cultivo utilizada (Figura 8). La muestra con la mayor poblacion bacteriana
fue la obtenida en sedimento de tanque de cultivo de peces, alcanzando
3x10° UFC/mL. La maxima cantidad de UFC obtenida para la biopelicula de
tanque de reserva de agua de mar fue un orden de magnitud menor que la de
sedimento y la muestra de F. vesiculosus fue la de menor carga microbiana
con un maximo de 3x10* UFC/g aproximadamente. Como era de esperar, la
temperatura y, de modo mas importante, el medio de cultivo utilizado para el
aislamiento bacteriano influyeron en el nimero de bacterias viables aisladas.
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La temperatura de 22°C permiti6 el crecimiento de un mayor numero de
colonias en la mayoria de los casos. Los medios de cultivo AM 1/100 y FAS-
CAS fueron los més efectivos para crecimiento de UFC en las muestras de
sedimento y biopelicula, mientras que para la muestra de F. vesiculosus el
AM y FAS-POL fueron igualmente efectivos a 22°C, alcanzandose 3 veces
mas UFC que en los otros medios de cultivo (Figura 8).

Se obtuvieron un total de 166 aislados para los tres hébitats de medio
marino seleccionados. 85 cepas procedieron de sedimento de tanque
de cultivo de peces, 48 de biopelicula y 33 de F. vesiculosus (Tabla 4).
Aproximadamente la mitad de los aislados seleccionados para la busqueda
de actividad QQ se obtuvieron en los medios mas ricos: TSA-1 y AM, debido
a la mayor variabilidad de colonias observada. Para el caso de la muestra de
sedimento, mas del 70% de los aislados procedieron de los medios de cultivo
mas ricos, mientras que en la muestra de biopelicula la mayoria de las cepas
se aislaron de los medios FAS (Tabla 4). El nimero de cepas aisladas para las
dos temperaturas utilizadas fue similar: 91 de placas incubadas a 22°C y 75
cepas de placas a 15°C.

1.2 Deteccion de actividad quorum quenching

En el ensayo con C. violaceum CV026 en medio solido se identificaron 24
cepas con actividad QQ frente a C6-HSL, lo que representd un 14,5% de las
cepas aisladas (Tabla 4).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
medios utilizados para el aislamiento de cepas con actividad QQ (Tabla 4,
test Chi cuadrado, p>0,05). Aproximadamente el 50% de las cepas activas se
aislaron a 22°C y por tanto el efecto de la temperatura sobre el aislamiento de
bacterias con actividad QQ tampoco fue significativo (test exacto de Fisher,
p>0,05). Por el contrario se observaron importantes diferencias sobre el
aislamiento de cepas con actividad QQ dependiendo de la muestra utilizada
(Tabla 4, test Chi cuadrado, p<0,05). Mientras que las cepas aisladas de los
tanques presentaban un porcentaje de actividad QQ entre el 6 y 9% (Tabla
4), casi un 40% de las cepas aisladas de la muestra de F. vesiculosus fueron
activas frente a C6-HSL (Tabla 4).
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Figura 8. Unidades formadoras de colonias (UFC)/mL o UFC/g obtenidas para cada
muestra y medio de cultivo a 15°C (barras grises) y 22°C (barras negras).
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Tabla 4. Tabla resumen de las cepas marinas aisladas de las diferentes muestras y
medios de cultivo. Se muestra el nimero y porcentaje de aislamiento de cepas con actividad
QQ contra C6-HSL obtenidos usando el ensayo en medio sélido con C. violaceum CV026.

Muestra N° de cepas aisladas CepasQQ  %QQ

Sedimento 85 8 9,4

TSA- 30 2 6,7

AM 3 4 12,9
AM 1/100 9 1 1.1
FAS-CAS 7 0 0,0

FAS-POL 8 1 12,5
Biopelicula 48 3 6,3

TSA- 9 0 0,0

AM 5 0 0,0

AM 1/100 7 0 0,0

FAS-CAS 17 2 18
FAS-POL 10 1 10,0
Fucus vesiculosus | 33 13 394
TSA- 9 3 33,3
AM 9 2 222
AM 1/100 5 3 60,0
FAS-CAS 7 3 429
FAS-POL 3 2 66,7
Todas la muestras | 166 24 14,4
TSA- 48 5 10,4
AM 45 6 13,3
AM 1/100 21 4 19,0
FAS-CAS 3 5 16,1
FAS-POL 21 4 19,0
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Las 24 cepas capaces, aparentemente, de bloquear la actividad C6-HSL
se analizaron también para interceptacion de C10-HSL con el mismo ensayo
en medio sélido usando el biosensor C. violaceum VIR07. De éstas, solamente
15 fueron capaces de interceptar completamente en 24 horas la actividad
C6 y C10-HSL simultaneamente (Figura 9) y por tanto estas cepas fueron
seleccionadas para caracterizacion de su actividad QQ e identificacion. De
estos aislados, 7 procedieron de muestra de F. vesiculosus, 7 de sedimento de
tanque y 1 de biopelicula de tanque de agua de mar (Tabla 5).

Control & Control e

C6-HSL Vibrio CIO_-HSL Vibrio

iy 8 ]
anguillarum : anguillarum

Figura 9. Foto de un ensayo en medio solido para la deteccion de actividades QQ en
cepas marinas con los biosensores de AHLs C. violaceum CV026 (A) y C. violaceum VIR07
(B). Las cepas marinas capaces de degradar o antagonizar la accion de C6 y C10-HSL (10
uM) tras 24 horas impiden la formacion del halo de violaceina en los biosensores. El pocillo
central se corresponde con el control de AHL (10 uM). También se establecieron controles
negativos para QQ con la bacteria Vibrio anguillarum, que no posee actividad QQ.

Paralelamente se realizd un ensayo con C. violaceum CV026 para
detectar la produccion de AHLs por los aislados que nos permitiese estimar
la prevalencia de bacterias productoras de AHLs en las muestras y permitir
detectar posibles interferencias en ensayos de QQ. Sin embargo no se detectd
producciéon de AHLs en este ensayo con ninguno de los aislados marinos
ensayados debido probablemente a la relativa alta concentracion de AHLs
necesaria para ser detectada por los biosensores de C. violaceum.
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Tabla 5. Identificacion de las 20 cepas con actividad QQ de amplio espectro, obtenidas
de muestras de comunidades microbianas densas y agua de mar, en base a las secuencias
de sus genes de ARNr 16S. También se muestra el caracter Gram de las cepas establecido
mediante tincion tradicional, asi como la presencia y tipo de posibles secuencias de enzimas
degradadoras de AHL presentes en los genomas secuenciados. (1) Basado en la presencia
comun de lactonasas en los genomas disponibles del género Bacillus.

Posible
secuencia

Origen | Cepa | Bacteria cultivada mas cercana

Comunidades densas
Acilasa 'y
o 2 Hyphomonas sp. DG895 99 - lactonasa
3
'§ 5 Stappia sp. 98 - lactonasa
§ 168 Alteromonas sp. BCw156 99 - acilasa
(7]
g 172 Oceanobacillus sp. YIM DH3 99 + acilasa
% 173 Rhodococcus erythropolis PR4 100 + lactonasa
2 176 Stappia sp. 98 - lactonasa
177 Phaeobacter sp. NH52F 96 -
Tenacibaculum discolor DSM
20J 18842 9 )
o |24 Bacillus circulans cepa X3 98 + lactonasa'”’
T
°E’ 30 Oceanobacillus sp. YIM DH3 99 + acilasa
3 33 Halomonas taeanensis BH539 99 -
(7]
50 Rhodococcus erythropolis MM30 | 99 + lactonasa
97-1 Stappia sp. 98 - lactonasa
97-2 Oceanobacillus sp. YIM DH3 99 + acilasa
1]
]
L
g 61 Roseovarius aestuarii SMK-122 99 -
0
=
Agua de mar
2
5 138E | Olleya marilimosa 999 |-
ﬁ’i
- Salinicola salarius
£ 131 (Halomonas salaria) %84 |-
o
E’ 139 Maribacter ulvicola 947 |-
©
€ Salinicola salarius
g 160 (Halomonas salaria) 99 |-
147 n.d. n.d. -
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1.3 Confirmacion de la actividad degradadora de AHLs por HPLC-MS

Las 15 cepas capaces de interceptar C6 y C10-HSL en ensayo en placa con
medio solido fueron capaces de reducir significativamente la concentracion
de C4 y C12-HSL cuantificada por HPLC-MS (Figura 10). El pH final de los
cultivos tras 24 horas de ensayo de degradacion estuvo, en todos los casos, por
debajo de 7,0 y por tanto se pudo descartar una apertura espontanea del anillo
HSL de las senales debido a pHs bésicos. Este resultado indico la presencia
de actividad enzimatica degradadora de AHLs en todas las cepas. El aspecto
del halo de violaceina en C. violaceum permitia ya adelantar la presencia
de actividad QQ de tipo enzimatico ya que, con la concentracion de AHLs
utilizada, la degradacion enzimatica de sefiales se mostraria como ausencia o
reduccion del diametro del halo violeta alrededor de los pocillos, mientras que
un antagonista de AHLs generalmente se muestra como un halo blanco o mas
claro de violaceina rodeado por un segundo halo de violaceina mas intenso,
como ocurre con la difusion de furanonas de D. pulchra (Figura 7).

La mayoria de las cepas degradaron completamente C4 y CI12-HSL a
pesar de que los bioensayos con las que se seleccionaron originalmente se
realizaron con las sefales C6 y C10-HSL. La recuperacion de la AHL debido a
la acidificacion del medio de cultivo a pH 2, que permite la recircularizacion del
anillo HSL causada por actividades lactonasa, fue mas frecuente para C4-HSL.
Unicamente en las cepas 2, 24, 168 y 177, que degradaron casi completamente
las AHLs corta y larga, la acidificacion no recupero la concentracion de las
senales indicando que la actividad enzimatica presente en estos aislados no
se debe a una lactonasa. Varias cepas como 20J presentaron un perfil de
degradacion diferente para AHL corta y larga indicando la posible presencia
de mas de un tipo de actividad enzimdtica, mientras que otras como las cepas
5, 30, 33, 97-1, 97-2, 172 y 176 parecen tener lactonasas con amplio espectro
de degradacion de AHLs, debido a que la concentracion de ambas AHLs se
recupera parcialmente tras la acidificacion del medio de cultivo (Figura 10).
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Figura 10. Analisis HPLC-MS de degradacion de C4 y C12-HSL (50 uM) tras 24
horas por las 15 cepas QQ positivas seleccionadas de comunidades microbianas densas. Una
alicuota del medio de cultivo se acidifico a pH 2 antes de la extraccion para recuperar el anillo
lactona (barras grises).
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1.4 Identificacion de aislados

Se obtuvieron las secuencias del gen de ARN ribosémico 16S de las
15 cepas seleccionadas y, para su identificacién taxonoémica, se realizd una
busqueda comparativa mediante BLAST en las secuencias disponibles de
ARNr 16S del GenBank. La bacteria mas proxima a cada aislado se muestra
en la Tabla 5. De los 15 aislados, dos pertenecen a y-Proteobacteria (33 y 168),
seis a a-Proteobacteria (5, 97-1, 176, 2, 61 y 177), cuatro a Firmicutes (24, 30,
97-2 'y 172), dos a Actinobacteria (50 y 173) y una a Bacteroidetes (20J).

De las 15 cepas marinas aisladas unicamente tres: la cepa 24 (identificada
como Bacillus circulans con un 98% de identidad) y las cepas 50 y 173
(Rhodococcus erythropolis con un 99 y 100% de identidad respectivamente),
pertenecen a géneros en los que aislados del medio terrestre habian sido
descritos como capaces de degradar AHLs (Dong et al., 2002; Uroz et al.,
2003). Aunque B. circulans ha sido aislado de muestras marinas (Das et al.,
2008) la presencia de especies de Bacillus no es comun en el medio marino
(Ivanova et al., 1999). Debido a que el aislado 24 procede de un sedimento
de tanque de un circuito cerrado de agua de mar para cultivo de peces en
unas instalaciones lejanas al mar (Santiago de Compostela), es posible que su
origen sea terrestre.

Dos aislados, obtenidos de diferente muestra, la cepa 50 de sedimento
y la cepa 173 de F. vesiculosus, fueron identificados como R. erythropolis
(Tabla 5), indicando que esta especie es un representante comun entre las
bacterias marinas con actividad QQ. El género Rhodococcus esta ampliamente
distribuido en habitats acudticos y terrestres y varias especies son conocidas
por su alta capacidad degradadora de compuestos organicos complejos
(Goodfellow y Maldonado, 2006). Varias especies de este género degradan
AHLs, pero hasta la fecha todas son procedentes de muestras de origen
terrestre (Uroz et al., 2008).

Todos los aislados con actividad QQ no descrita previamente pertenecen
a géneros tipicos de ambientes marinos aunque muchos fueron capaces de
crecer en TSA-I (NaCl 1%) (datos no incluidos). La a-Proteobacteria Stappia
sp. (cepas 5, 176 y 97-1), un género que incluye varias especies marinas
clasificadas anteriormente como pertenecientes al género Agrobacterium, y
el Firmicute Oceanobacillus sp. (cepas 172, 30 y 97-2), un género que incluye
muchas especies marinas alcaléfilas facultativas, parecen ser abundantes y
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ubicuos, ya que representantes de ambos géneros pudieron ser aislados varias
veces de muestras de muy diferente origen (F. vesiculosus y sedimento de
tanque).

De entre las cepas aisladas de muestra de F. vesiculosus, Hyphomonas sp.
(cepa 2) pertenece al grupo de los prostecados, bacterias tipicamente epibiontes
de algas (Poindexter, 2006), mientras que Alteromonas sp. (cepa 168) es un
género de y-Proteobacterias marinas que son aisladas con frecuencia de varios
ambientes marinos, incluyendo algas (Gauthier y Breittmayer, 1992). Ambas
especies fueron incapaces de crecer en TSA-I indicando que se trata de cepas
con origen estrictamente marino (Tabla 5). Finalmente, la cepa 177 representa
una nueva especie de o-Proteobacteria que estd relacionada (ID 96%) con
Phaeobacter sp., un género de bacterias marinas proximo al grupo de las
Roseobacterias (Martens et al., 2006), aunque las secuencias mas proximas
filogenéticamente a este aislado se corresponden con bacterias no cultivables
(Jones et al., 2007). En cuanto a los aislados procedentes de sedimento de
tanque de peces, la cepa 20J presentd un 99% de identidad en su secuencia
del gen de ARNr 16S con el patogeno de peces Tenacibaculum discolor. El
género Tenacibaculum pertenece al grupo Bacteroidetes, que constituye uno
de los grupos dominantes de bacterias heterotrofas en los ambientes acuaticos
e incluye varias especies causantes de la tenacibaculosis/flexibacteriosis o
“gliding bacterial disease” en peces. Sorprendentemente, la cepa 20J fue aislada
en TSA-I, una caracteristica que la excluiria de la especie Tenacibaculum
discolor (Pifieiro-Vidal et al., 2008). La cepa 33 se identific6 como miembro
del género Halomonas (ID 99%), un grupo de y—Proteobacterias generalmente
marinas que incluye varias cepas halofilicas moderadas. La unica cepa con
actividad QQ aislada de biopelicula de tanque de agua de mar (cepa 61) fue
identificada como Roseovarius aestuarii (ID 99%). El género Roseovarius
comprende o-Proteobacterias estrictamente marinas (Labrenz et al., 1999).
Esta especie pertenece al linaje de Roseobacterias que, se estima, comprende
del 20 al 30% de las secuencias de genes ARNr 16S de la zona fotica de los
habitats marinos (Wagner-Dobler y Biebl, 2006).

2. Genes de quorum quenching en colecciones de metagenomas marinos

Aunque la presencia de lactonasas funcionales ya ha sido descrita en
colecciones de metagenomas de muestras de suelo procedentes de una planicie
del rio Tanana en EEUU y de una tierra de pastos en Francia (Williamson et al.,
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2005; Riaz et al., 2008; Schipper et al., 2009), no se han realizado busquedas
de genes QQ en metagenomas en otros hébitats. Para determinar si este tipo
de enzimas (lactonasas y acilasas) son tan comunes en el medio marino
como la actividad QQ encontrada en bacterias marinas cultivables aisladas
en este estudio, se analizaron las secuencias de colecciones de metagenomas
marinos para detectar homologos de las secuencias de lactonasas y acilasas
conocidas.

LACTONASAS ACILASAS
4% (4)

1% (1)

I Muestra de costa [ Océano

N Estuario Aguas termales
I Borde de arrecife Lago hipersalino
[ Arrecife de laguna

Figura 11. Distribucion de las secuencias de metagenomas GOS que presentan
homologia con lactonasas (38) y acilasas (17) clasificadas por diferentes habitats. Entre
paréntesis se indica el nimero de secuencias encontradas en cada libreria metagendmica. El
numero de secuencias encontrado se normalizo por el nimero de megabases secuenciadas
en cada habitat.
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A pesar del alto porcentaje de cepas activas obtenido a partir de muestras
marinas, el nimero de secuencias con homologia con lactonasas o acilasas
encontrado en las colecciones GOS fue muy bajo considerando el tamafio
de los metagenomas (equivalente a 4.845 genomas microbianos asumiendo
que el tamafio medio de un genoma microbiano marino es 3,5 Mb). Se
obtuvieron unicamente 38 posibles lactonasas y 17 acilasas para un porcentaje
de similitud minimo de un 50%. Sin embargo, utilizando un porcentaje
menos restrictivo de similitud de un 30% para el 70% de la secuencia, se
obtuvieron 46 lactonasas (36 con del dominio B-lactamasa y 7 de ellas con
el dominio PTE) y 297 acilasas (Tabla 6). La mayor abundancia de acilasas
encontradas se explicaria por la mayor variedad de secuencias que presentan
estas enzimas, incluso entre bacterias cultivables. La abundancia relativa
(normalizada teniendo en cuenta el tamafio de la base de datos, ver materiales
y métodos) de estas secuencias se muestra en la Figura 11. Los resultados
obtenidos con los metagenomas son consistentes con los obtenidos al realizar
busquedas de lactonasas y acilasas en los genomas secuenciados disponibles
en las bases de datos. Asi, cuando aplicamos la metodologia de busqueda mas
restrictiva (50/70%) para lactonasas obtenemos 99 especies con secuencias
homologas para estas enzimas, entre las que se incluyen basicamente,
bacterias con actividad lactonasa ya conocida pertenecientes a los géneros
Bacillus, Klebsiella, Arthrobacter y Agrobacterium (Tabla 2; Introduccion).
Para acilasas con los porcentajes restrictivos 50/70% obtenemos 75 especies
bacterianas que también, salvo pocas excepciones, pertenecen a los géneros
bacterianos con actividad acilasa ya descrita: Pseudomonas, Ralstonia,
Streptomyces y Shewanella (Tabla 2; Introduccion), pero inicamente cuando
aplicamos los porcentajes de similitud menos restrictivos (30/70%) aparecen
los géneros: Rhodococcus, Anabaena (Nostoc sp. PCC7120), Variovorax,
Delftia y Comamonas, todos con actividad QQ ya descrita, incluidos géneros
descritos en este trabajo cuyos genomas estan secuenciados: Stappia,
Oceanobacillus, Alteromonas ¢ Hyphomonas (Tabla 2). Ademés, con menor
restriccion, la cantidad de secuencias de enzimas de QQ en otras bacterias
aumenta de manera notable, obteniéndose 175 especies con posible actividad
QQ del tipo lactonasa y 275 acilasas, incluyendo eucariotas como la planta
Ricinus comunis, el protozoo Giardia intestinalis y varios hongos como
Aspergillus oryzae, ademas de Arqueas.

La distribucion en las diferentes colecciones de metagenomas marinos
utilizadas no fue homogénea: un 65% de las secuencias homologas a
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lactonasas se encontraron en muestras de océano, mientras que la mayoria de
las secuencias similares a las secuencias conocidas de acilasas pertenecieron
a muestras costeras (76%). Debe tenerse en cuenta sin embargo, que existe
una desviacion causada por el uso de agua de mar filtrada en la construccion
de metagenomas marinos (filtracion a 0,1-0,8 um), lo que deriva en que los
metagenomas contengan principalmente genomas de bacterias de vida libre.
Parece haber una clara tendencia a la asociacion de actividad acilasa con
aguas mas ricas en nutrientes, como los medios costeros, respecto a aguas
oligotroficas de océano. Por comparacion, se realizd una busqueda similar
en metagenoma de suelo de granja y en colecciones de esqueleto de ballena,
donde las muestras se tomaron directamente sin filtracién. En este ultimo tipo
de muestra no se obtuvieron secuencias homologas para lactonasas y acilasas
con el porcentaje de similitud mas restrictivo, pero se obtuvieron 6 acilasas
y una lactonasa con el porcentaje de similitud situado al 30% para el 70% de
la longitud de las secuencias, lo que supondria una frecuencia cinco veces
mayor que la obtenida en las colecciones de metagenomas GOS con la misma
metodologia de busqueda, teniendo en cuenta el tamano del metagenoma de
esqueleto de ballena. En metagenoma de suelo se encontraron 2 secuencias
homologas a acilasas y una lactonasa con los porcentajes de similitud al
50/70%, mientras que estos valores fueron de 8 acilasas y 5 lactonasas con
porcentajes 30/70% (Tabla 6).

Tabla 6. Secuencias de enzimas de QQ encontradas en varias colecciones de metagenomas
segun los porcentajes restrictivos de similitud seleccionados.

Coleccién % Similitud N° Lactonasas N° Acilasas
Metagenoma GOS 50/70 37 17

(16,96 Gpb) 30/70 46 297
Metagenoma de esqueleto de 50/70 0 0

ballena (75 Mpb) 30/70 1 6
Metagenoma de suelo de 50/70 ! 2

granja (16,7 Gpb) 30/70 5 8
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3. Quorum quenching en agua de mar

3.1 Aislamiento bacteriano

Con el objetivo de determinar si las discrepancias encontradas entre
el aislamiento de cepas con actividad QQ en comunidades microbianas
densas de origen marino y la frecuencia de genes de QQ en metagenomas
marinos reflejaban diferencias reales entre ambos habitats o era el resultado
de una desviacion generada por la metodologia de la toma de muestras para
metagenoma, se repitio la busqueda de aislados con capacidad de interferir
con comunicacion mediada por AHLs en muestras marinas no asociadas
a superficies y con menor carga organica consistentes en agua de estuario
obtenida en la misma localizacion que las muestras de Fucus vesiculosus y
biopelicula de tanque reservorio de agua de mar (Ria de Arousa) y mar abierto
a 0 y 10 metros de profundidad. En estas nuevas muestras el nimero de UFC
obtenido fue entre dos y tres drdenes de magnitud inferior a las obtenidas para
muestras de comunidades microbianas marinas densas (Figuras 8 y 12). La
muestra con mayor poblacion bacteriana fue la de estuario, alcanzando 4x10*
UFC/mL, un orden de magnitud superior a las muestras de alta mar (Figura
12). En aguas de alta mar la cantidad de UFC obtenida fue similar para ambas
profundidades, y no se encontraron diferencias entre los distintos medios y
temperaturas utilizados, alcanzandose valores maximos con medios de cultivo
mas oligotrofos como AM 1/100 (Figura 12), mientras que en agua de estuario
existio mas variabilidad entre medios de cultivo, al igual que ocurria en las
muestras de comunidades microbianas densas de origen marino (Figuras 8 y
12). El medio mas efectivo para aislamiento de bacterias cultivables en agua
de estuario fue el AM (Figura 12).

Se seleccionaron un total de 132 aislados en base a morfologia y coloracion
de las colonias para la muestra de agua de mar de estuario y 166 para cada una
de las muestras de alta mar (Tabla 7).

Aproximadamente la mitad de los aislados de los tres tipos de muestra
(239 cepas) procedian de los medios mas ricos en nutrientes: TSA-I y AM.
El nimero de cepas aisladas para las dos temperaturas utilizadas fue similar:
257 de placas incubadas a 22°C y 207 cepas de placas a 15°C. En los tres tipos
de muestra el medio del que se obtuvieron un mayor nimero de aislados fue
AM (Tabla 7).
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Estuario

45 7
40 A
35 1
30 7
25 A
20 A
15 1
10 1

10° x UFC/mL

[l .

TSA-I AM AM1/100 FAS CAS FAS POL

0 metros

10 x UFC/mL

TSA-I AM AM1/100 FAS CAS FAS POL

10 metros

10% x UFC/mL

TSA-I AM AM1/100 FAS CAS FAS POL

Figura 12. Unidades formadoras de colonias (UFC)/mL obtenidas para las distintas
muestras de agua con cada medio de cultivo a 15°C (barras grises) y 22°C (barras negras).
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Tabla 7. Tabla resumen de las cepas marinas aisladas de las diferentes muestras y medios
de cultivo. Se muestran el nimero y porcentaje de aislamiento de cepas con actividad QQ

contra C6-HSL obtenidos usando el ensayo en medio sélido con C. violaceum CV026.

Muestra N° de cepas aisladas ‘ Cepas QQ % QQ
Estuario 132 3 2,3
TSA-I 15 0 0,0
AM 42 1 2,4
AM 1/100 37 0 0,0
FAS-CAS 16 0 0,0
FAS-POL 22 2 9,1
Alta mar 0 metros 166 46 27,7
TSA-I 31 7 22,6
AM 59 15 25,4
AM 1/100 26 9 34,6
FAS-CAS 34 9 26,5
FAS-POL 16 6 37,5
Alta mar 10 metros 166 36 21,7
TSA-I 32 5 15,6
AM 60 13 21,7
AM 1/100 28 10 35,7
FAS-CAS 36 7 19,4
FAS-POL 10 1 10,0
Todas la muestras 464 85 18,3
TSA-I 78 12 15,4
AM 161 29 18,0
AM 1/100 91 19 20,9
FAS-CAS 86 16 18,6
FAS-POL 48 9 18,7

3.2 Deteccion de actividad quorum quenching

El ensayo en medio solido con C. violaceum CV026 para la deteccion de
interceptacion de actividad C6-HSL permitié la identificacion de 85 cepas
con actividad QQ, lo que en porcentaje representd un 18,3% de las cepas
aisladas (Tabla 7). No se observaron diferencias significativas en cuanto al
aislamiento de cepas con actividad QQ para la temperatura y medio de cultivo
utilizado (Chi cuadrado p>0,05). El nimero de positivos para muestras de alta
mar fue un orden de magnitud mayor que en la muestra de estuario (Tabla
7), por tanto, se confirman los resultados obtenidos con las muestras de
superficies sobre la influencia del origen de la muestra sobre el porcentaje de
actividad interceptora de AHLs. Ademas, el porcentaje total de QQ obtenido
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(18,3%; Tabla 7), fue ligeramente superior al registrado en las muestras
de comunidades bacterianas densas (14,4%; Tabla 4), lo que confirma la
abundancia de procesos de bloqueo de QS mediado por AHLs en el medio
marino (Figura 13) y contrasta fuertemente con los resultados generados por
busqueda de secuencias de enzimas de QQ en colecciones de metagenomas
marinos.

Las 85 cepas capaces de bloquear la actividad de C6-HSL se analizaron
también para interceptacion de C10-HSL con el mismo ensayo en medio
solido usando el biosensor C. violaceum VIR07. Todas ellas fueron capaces
de bloquear la actividad C10-HSL y por tanto fueron seleccionadas para
confirmacion de actividad QQ por metodologia HPLC-MS.

45

40

Figura 13. Porcentajes de actividad QQ obtenidos para las distintas muestras marinas
analizadas en este trabajo y comparacion con el porcentaje de QQ en una muestra de suelo
(Dong et al., 2002).
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3.3 Confirmacion de la actividad degradadora de AHLs por HPLC-MS

Las 85 cepas capaces de degradar C6 y C10-HSL en ensayo en placa con
medio solido fueron capaces de reducir significativamente la concentracion
de C12-HSL cuantificada por HPLC-MS (Figura 14). Sin embargo, s6lo 4 de
¢éstas fueron capaces de degradar casi completamente (mas del 85%) la sefial
C4-HSL; se trat6 del aislado 138E de estuario y los aislados 131, 139 y 160 de
agua de alta mar de 10 metros de profundidad (Figura 15).

Se repitio el ensayo en medio so6lido con el biosensor C. violaceum CV026
para las AHLs C4-HSL y C6-HSL. En este experimento se observo que
todas las cepas presentaron, nuevamente, actividad QQ sobre C6-HSL pero
unicamente 11 fueron activas frente a C4-HSL (datos no incluidos), incluida
la cepa 147 que no habia degradado esta AHL en el ensayo de HPLC-MS.

100 i
80

60

% C12-HSL

40

0
CMC12  56E 138E 19 37 41 50 69 81 89 122 128 131 139 160 164 147

Figura 14. Analisis por HPLC-MS de degradacion de C12-HSL (50 uM) de 16 de las 85
cepas positivas en los bioensayos de C. violaceum. En el resto de cepas se obtuvieron unos
resultados similares para degradacion de C12-HSL. Control: CM + C12 (barra verde).



Revista Real Academia Galega de Ciencias. Vol. XXIX 179

100 !

% C4-HSL
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cMmc4 138E 131 139 160 56E 37 50 89 122 164 147

Figura 15. Analisis HPLC-MS de degradacion de C4-HSL (50 uM) respecto a control
de CM + C4-HSL (barra verde) para las 11 cepas marinas con actividad QQ sobre C4-HSL
en bioensayo con C. violaceum CV026.

Entre éstas, se confirmaron como positivas las 4 cepas con actividad
degradadora sobre C4-HSL segiin HPLC-MS (138E, 131, 139 y 160). De las
7 cepas positivas restantes, los aislados 56E; 37; 50; 81; 122 y 164, aunque no
degradaban completamente la sefial C4-HSL, redujeron entre un 70 y un 50 %
la concentracion inicial de sefial corta en el ensayo de HPLC-MS. La ausencia
de halo en pocillos de estas cepas en los que la degradacion no es completa
se explicaria porque C. violaceum CV026 responde mas eficientemente
a C6-HSL y OC6-HSL que a C4-HSL, por lo que es mas sencillo bajar la
concentracion de C4-HSL por debajo del umbral de deteccion. En el caso
de la cepa 147, aislada de alta mar a 10 metros de profundidad, no se detectod
degradacion de C4-HSL en ensayo con HPLC-MS (Figura 15) sin embargo
presento actividad QQ sobre esta AHL en ensayo con C. violaceum CV026
(datos no incluidos), al igual que habia ocurrido para C6-HSL, lo que podria
indicar la presencia de un antagonista de AHLs cortas en esta bacteria.

La acidificacion de los medios de cultivo en las 4 cepas con capacidad de
degradacion de C4, C6, C10 y C12-HSL permitio la identificacion de actividad
enzimatica tipo lactonasa en las cepas 131 y 160 (Figura 16).
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Figura 16. Analisis HPLC-MS de degradacion de C12-HSL tras 24 horas, respecto a
control de AHL 50 uM, por las 4 cepas QQ positivas seleccionadas. Se acidifico a pH 2 para
recuperar el anillo lactona (barras negras).

3.4 Identificacion de aislados

Se seleccionaron las 4 cepas (138E, 131, 139 y 160) con actividad
degradadora confirmada para C4, C6, C10 y C12 para su identificacion
taxondmica. Para ello se obtuvieron las secuencias del gen de ARN ribosémico
16S de las cepas y se realiz6 una busqueda comparativa mediante BLAST en las
secuencias disponibles de ARNr 16S del GenBank. La bacteria mas proxima
a cada aislado se muestra en la Tabla 5. Los aislados 131 y 160, ambos aislados
de agua de mar a 10 m de profundidad, pertenecieron a la misma especie:
Salinicola salarius (Halomonas salaria) (Kim et al., 2007b) con un porcentaje
de similitud del 98,4% y 99,9% respectivamente con la secuencia del gen
ARNTr 16S. La actividad QQ sobre AHLs parece estar conservada en especies
del grupo de las Halomonas, pues S. salarius, que habia sido clasificada hasta
hace poco como Halomonas salaria (De la Haba et al., 2010), es muy proxima
auno de los aislados con actividad QQ de muestra de sedimento de tanque que
también se identificod como otra especie de este género (Cepa 33, Halomonas
taeanensis 99%). Tanto en el caso de los dos aislados de Halomonas de alta
mar como el obtenido a partir de sedimento de tanque, el anélisis por HPLC-
MS del producto de degradacion después de acidificacion revela la presencia
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de actividad lactonasa (Figuras 10 y 16), lo que confirma la robustez de la
metodologia empleada.

Las cepas 138E y 139 aisladas de agua de mar de estuario y agua de alta
mar de 10 m de profundidad pertenecen al phylum Bacteroidetes. En el caso
del aislado 138E la especie mas proxima es Olleya marilimosa (99,9%). Esta
especie fue aislada de materia particulada de Océano Antartico (Nichols et
al., 2005). El género Olleya incluye dos especies Olleya marilimosa 'y Olleya
aquimaris, aislada de agua de puerto en Corea (Lee et al., 2010). La cepa 139
representaria una nueva especie ya que presenta un porcentaje de identidad
del 94,7% con Maribacter ulvicola. Las especies mas proximas a las cuatro
bacterias seleccionadas son de origen estrictamente marino, por lo que se
puede descartar una contaminacion en la toma de muestras. Ninguna especie
de los 3 géneros aislados en este estudio habia sido descrita previamente
como degradadora de AHLs o con capacidad inhibitoria de QS mediado por
AHLs.

DISCUSION

1. Quorum quenching en muestras marinas asociadas a superficies

Los resultados obtenidos en muestras de comunidades costeras densas
indican que el quorum quenching (QQ) es un proceso comun entre las bacterias
marinas cultivables aisladas de ambientes marinos. El porcentaje de cepas
aisladas capaces de interceptar la actividad AHL obtenido en este estudio,
14,4% (Tabla 4), es mucho mayor que los porcentajes obtenidos en otros
estudios para muestras de suelo y plantas. En el estudio pionero que permitid
la clonacion a partir del género Bacillus de la primera lactonasa conocida
(Dong et al., 2000), tinicamente 24 aislados de un total de 500 cepas (4,8%)
procedentes de suelo fueron activos frente a AHLs. Los porcentajes de cepas
QQ obtenidos de muestras de suelo en estudios posteriores fueron incluso
menores, con un poco mas del 2% de positivos (Dong et al., 2002; D’Angelo-
Picard et al., 2005). Una busqueda con mas de 10.000 clones de una libreria
de metagenoma de suelo produjo un Unico clon capaz de degradar AHLs
(Riaz et al., 2008), mientras que una busqueda similar en 7.000 clones de
otro metagenoma de suelo permitio la identificacion de 2 clones con actividad
lactonasa (Schipper et al., 2009). Sin embargo estos bajos porcentajes de
actividad obtenidos podrian no ser representativos del nivel real de actividad
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QQ presente en el suelo, debido a la dificultad intrinseca para la recuperacion
de actividad enzimatica de librerias de metagenomas basadas en fosmidos.
Por el contrario, 2 de los 16 aislados analizados procedentes de una biopelicula
de un sistema de tratamiento de aguas presentaron actividad QQ (Lin et al.,
2003), indicando ya la importancia de este proceso en ambientes acuaticos.

En la metodologia de busqueda de actividad QQ utilizada en este trabajo
se evitd el uso de cultivos de enriquecimiento, basados en la capacidad de
crecimiento de los aislados en medios con AHLs como unica fuente de carbono
y nitrogeno, y que han sido usados en la mayoria de estudios precedentes
(Leadbetter y Greenberg, 2000; Park et al., 2003; Uroz et al., 2003; Park et al.,
2006), lo que nos permite estimar la prevalencia y significacion ecologica de
los procesos de QQ en las muestras marinas seleccionadas, al menos entre las
bacterias cultivables. Uno de los resultados mas llamativos es que todos los
aislados degradaron activamente las AHLs incluso en medio rico en nutrientes
(CM) en el que estan disponibles otras fuentes de carbono, indicando que la
capacidad de degradar las sefiales no es meramente una actividad metabolica
dirigida a la obtencion de energia, sino una actividad enzimatica expresada
de forma constitutiva, incluso en presencia de otras fuentes de carbono, que
probablemente les confiere una ventaja adaptativa sobre los competidores.

El biosensor C. violaceum no parece ser adecuado para la deteccion de
produccion de AHLSs por las cepas, debido a que no se pudo detectar actividad
AHL en ninguno de los 166 aislados. Estudios anteriores describen el alto
niamero de bacterias productoras de AHLs en medio marino (Gram et al.,
2002; Wagner-Dobler et al., 2005; Cicirelli et al., 2008; Huang et al., 2008)
por tanto, la imposibilidad de deteccion de AHLs en nuestras cepas se debe
probablemente a la alta concentracion de AHL que C. violaceum requiere
para la produccion de violaceina, como ya ha sido sugerido en otros estudios
(Gram et al., 2002). La no deteccion de AHLs por los biosensores de C.
violaceum descarta también que las cepas positivas seleccionadas deriven de
la produccion de AHLs heterologas que inhiban la produccion de violaceina,
apoyando la idoneidad de este ensayo para la deteccion de bacterias con
actividad QQ.

Aunque se esperaba un fuerte efecto del medio de cultivo utilizado sobre el
numero de cepas con actividad QQ obtenido, tal efecto no pudo ser confirmado.
Por el contrario, se observo una fuerte correlacion entre el origen de la muestra
y el nimero de positivos. Asi, casi un 40% de las cepas aisladas de muestra de
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F. vesiculosus fueron capaces de degradar AHLs. La muestra de F. vesiculosus
y la de biopelicula de tanque de agua pertenecen a la misma zona de costa y
por tanto estuvieron expuestas a la misma agua, por el contrario, el sedimento
de tanque de cultivo de peces procedia de un circuito de agua de mar situado
tierra adentro y estaba expuesto a mayor carga organica, como reflejo el alto
valor de UFC obtenido para esta muestra (Figura 8). Por tanto, parece existir
una relacion inversa entre la cantidad de carga microbiana y la actividad QQ
de una muestra. Se han descrito ya diferencias entre el nimero de aislados
QQ activos en suelo y rizosfera de tabaco (D’Angelo-Picard, 2005), pero en
este caso las diferencias se relacionaron con la diversidad taxondémica de los
aislados, que fue mayor en la rizosfera, y no al porcentaje de cepas activas
obtenidas de estos medios. El altisimo porcentaje de actividad QQ obtenido en
la muestra de F. vesiculosus apoya la existencia de fuertes interacciones en la
interfaz entre eucariotas y procariotas que estimularia actividades bioldgicas
unicas (Gao et al., 2003; Egan et al., 2008).

Aparte del mayor porcentaje de aislados con actividad QQ, la diversidad
taxondmica de bacterias degradadoras de AHL obtenidas en este trabajo
es mucho mayor que la encontrada en muestras de suelo y asociadas a
plantas. Se aislaron miembros de 10 géneros diferentes pertenecientes a
a-, Y-Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes incluida la
identificacion de una nueva especie relacionada con Phaeobacter (cepa 177).
Casi todos los aislados marinos activos pertenecen a géneros comunmente o
exclusivamente marinos, excluyendo un posible origen terrestre de las cepas,
a pesar del caracter costero de las muestras. Unicamente tres de los aislados
pertenecen a géneros (Bacillus y Rhodococcus) en los que habian sido descrito
previamente representantes terrestres con actividad QQ (Dong et al., 2002;
Uroz et al., 2003). En contraste con nuestros resultados, en la busqueda de
QQ realizada en 800 cepas procedentes de suelo todos los aislados activos
caracterizados pertenecieron al género Bacillus (Dong et al., 2002). En otro
estudio con diferentes cepas de Bacillus sp. y o.-Proteobacterias procedentes de
muestra de rizosfera de tabaco, inicamente se obtuvieron cepas degradadoras
para especies de Bacillus (D’Angelo-Picard et al., 2005), indicando una menor
variedad de los representantes con actividad QQ entre las bacterias de suelo,
o al menos entre aquellas cultivables.

Aunque los resultados de los bioensayos excluian a priori la posibilidad
de que las cepas seleccionadas produjeran AHLs o antagonistas que pudieran
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bloquear los receptores para AHL del biosensor, la actividad enzimatica de
las 15 cepas seleccionadas se confirm6 mediante metodologia HPLC-MS
(Figura 10). Los resultados de HPLC-MS demostraron que los 15 aislados
seleccionados degradaron activamente tanto C4-HSL como CI2-HSL. La
acidificacion de los medios de cultivo tras el ensayo de degradacion permitid
la identificacion de posibles actividades lactonasa en las cepas, ya que el anillo
lactona puede ser recircularizado a pHs bajos (Yates et al., 2002).

La actividad lactonasa parece estar muy extendida en el género Bacillus
(Dongetal., 2002), sin embargo la acidificacion de los medios tras degradacion
de AHLs en nuestro aislado de B. circulans no recuperd la actividad C12-
HSL y sélo un poco de C4-HSL (Figura 10) indicando un tipo de actividad
enzimatica diferente de la lactonasa descrita hasta ahora para este género.
Sera necesario confirmar si una posible actividad oxidasa sobre AHLs como
la descrita para B. megaterium (Chowdhary et al., 2007; Cirou et al., 2009) es
la responsable de la capacidad QQ de B. circulans cepa 24.

R. erythropolis W2 es una cepa particular pues se ha demostrado que
es capaz de inactivar un amplio rango de AHLs usando tres mecanismos
enzimaticos diferentes: una lactonasa, una acilasa y una oxidorreductasa
que reduce las oxo-AHLs a sus equivalentes hidroxilados (Park et al., 2006;
Uroz et al., 2008). Esta combinacion unica no pudo ser encontrada en otras
cepas terrestres de R. erythropolis, en los que inicamente se ha descubierto
actividad lactonasa sobre las AHLs (Uroz et al.,, 2008). Esta importante
diversidad en cuanto actividad enzimatica en el nivel infraespecie ya habia
sido descrita para cepas de R. erythropolis procedentes de regiones geograficas
muy alejadas (Brandao et al., 2003). Aunque es necesario realizar estudios
mas detallados de las actividades enzimaticas presentes en nuestros aislados
marinos de R. erythropolis, los analisis por HPLC-MS de degradacion de
la senal C12-HSL demuestran que el pico de concentracion de AHL no se
recupera tras acidificacion del medio de cultivo y por tanto una actividad
enzimatica diferente de la de lactonolisis deberia estar presente en ambos
aislados. Por el contrario, la sefial C4-HSL pudo recuperarse parcialmente
tras el tratamiento de acidificacion (Figura 10), y por tanto se propone la
presencia de un complejo sistema enzimadtico para la degradacion activa de
AHLSs en nuestros aislados marinos, similar al descrito para R. erythropolis
W2 (Uroz et al., 2008). Este sistema merecera mayor caracterizacion pues
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los dos aislados marinos de R. erythropolis obtenidos en este trabajo también
inactivan la AHL oxo- sustituida OC12-HSL (datos no mostrados).

Uno de los aislados procedentes de sedimento de tanque de cultivo de
peces, la cepa 33 identificada como Halomonas sp. (99%) y el unico aislado
activo obtenido de la biopelicula de tanque de agua de mar, identificado
como Roseovarious aestuarii (99%) pertenecen a géneros que habian sido
descritos como productores de sefiales AHL previamente (Llamas et al., 2005,
Wagner-Dobler et al., 2005). R. aestuarii pertenece al linaje marino de las
roseobacterias, que ha sido propuesto como el mas numeroso de entre las
bacterias productoras de AHL en el habitat marino, al menos dentro de los
grupos bacterianos cultivables (Cicirelli et al., 2008). La produccion de AHLs
también ha sido descrita para ciertas cepas productoras de polisacaridos
del género Halomonas (Llamas et al., 2005), caracteristica que podria estar
relacionada con su capacidad para promover o inhibir el asentamiento larval
en organismos marinos como poliquetos y briozoos (Holmstrom y Kjelleberg,
2000). Por tanto, la presencia de un amplio espectro de actividad degradadora
de senales AHL en estas especies podria representar un mecanismo de
automodulacién de los niveles de sefial, como ya ha sido descrito para
Agrobacterium tumefaciens (Zhang et al., 2002), o también como sistema de
interferencia con las sefiales de posibles competidores (Park et al., 2008). Las
posibles diferencias en cuanto a produccion de senales AHL y su degradacion
en estos géneros, podria constituir una buena herramienta experimental para
el estudio de la importancia de las AHLs en la formacion de biopeliculas y
procesos de biofouling en el medio marino (Dobretsov et al., 2009).

2. Genes de quorum quenching en colecciones de metagenomas marinos

En contraste con la alta actividad QQ encontrada entre las cepas
cultivables de medios marinos asociadas a superficies, la busqueda en los
metagenomas marinos disponibles revel6 una sorprendente baja abundancia
de secuencias homologas a las acilasas y lactonasas conocidas cuando se
aplicaron los porcentajes de similitud mas restrictivos (50/70%) (Figura 11).
De modo similar, solamente se pudieron identificar 20 homologos de /ux/y 31
de /uxR (familia de genes codificadores de la sintetasa y receptor de AHLs) en
el proteoma predicho a partir de las secuencias de metagenoma GOS (Case et
al., 2008), lo que implicaria una baja frecuencia de genes relacionados con la
produccion y recepcion de seilales AHL en el habitat marino. En este trabajo
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se repitid esta busqueda aplicando la misma metodologia que para genes de
QQ y el resultado reveldé un numero ligeramente superior de secuencias (42)
con un porcentaje mayor o igual a un 50% de similitud con las secuencias
de sintetasas de AHLs. Debido a que la produccion de AHL es frecuente en
bacterias marinas cultivables (Gram et al., 2002; Wagner-Dobler et al., 2005;
Huang et al., 2008; Mohamed et al., 2008) y especialmente en biopeliculas y
nieve marina (Gram et al., 2002), se pueden proponer varias hipdtesis para
explicar la diferencia entre las actividades QS y QQ en los aislados marinos y
la baja frecuencia obtenida en genes de metagenomas marinos.

La metodologia utilizada para la construccion de librerias metagendmicas
usa principalmente agua de mar filtrada y de este modo excluye la materia
particulada a la que se asocian numerosas bacterias. La prevalencia de los
procesos de QS y QQ en comunidades bacterianas asociadas a materia
particulada, excluida de los metagenomas, explicaria la baja frecuencia de
genes de QS y QQ observada en éstos. Esta hipotesis estaria apoyada por
los estudios del andlisis de tasas de degradacion de AHLs en agua de mar,
puesto que estos trabajos han concluido que es altamente improbable que
los procesos de QS mediados por AHLs funcionen en las comunidades de
mar abierto debido a la mayor tasa de degradacion de AHLs observada en
el agua de mar natural respecto al agua de mar artificial, y esta diferencia
seria ocasionada probablemente por la presencia de enzimas de QQ (Hmelo y
Van Mooy, 2009). Esto es consistente con la baja frecuencia de genes de QS
y QQ en los metagenomas marinos basados en genomas de bacterias de vida
libre. Ademas, la concentracion de los fenomenos de QS y QQ en la materia
particulada y microcosmos densos se complementaria con la hipdtesis de
“diffusion sensing/efficiency sensing” (Redfield, 2002; Boyer y Wisniewski-
Dy¢, 2009), que explica la produccion de senales AHL como un medio que las
bacterias poseen para percibir el grado de difusion y mezcla de metabolitos
en el medio que las rodea, lo que les permitiria determinar los beneficios
de secretar moléculas que implican mayor gasto energético. De este modo
evitarian un despilfarro de recursos, por ejemplo, produciendo y liberando
enzimas extracelulares como proteasas, factores de virulencia o formacion de
biopeliculas, si el medio que las rodea las diluyera inmediatamente.

En el caso de que las actividades QQ estuvieran generalmente asociadas
a materia particulada y por tanto a superficies en el medio marino, seria de
esperar una mayor frecuencia de secuencias de genes QQ en las colecciones
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metagendmicas procedentes de biomasa de esqueletos de ballenas (75 Mpb,
Tringe et al., 2005), que no presentan desviaciones por filtracion. Aunque
no se encontraron posibles secuencias de genes QQ cuando se aplicaron las
condiciones mas restrictivas, la frecuencia de secuencias de QQ obtenidas en
los esqueletos de ballena fueron significativamente mayores que la obtenida
para colecciones GOS cuando se aplico el criterio menos estricto, lo que
apoyaria la asociacion entre la materia particulada y los procesos de QS y QQ.
De todas formas, cualquier comparacion entre los resultados de busqueda en
las colecciones metagenémicas GOS y de esqueleto de ballena debe tomarse
con precaucion debido a la diferencia de tamanos de secuencia disponible en
cada una de ellas.

Otra hipoétesis que explicaria la discrepancia en la relevancia de los
sistemas de QS y QQ en las bacterias marinas cultivables y las bases de datos
de metagenomas marinos es el nimero limitado de secuencias de las que
disponemos para enzimas productoras y degradadoras de AHLs. La mayoria
de las sintetasas de AHL que han sido identificadas son homologos de LuxI
pertenecientes a o, B- y y-Proteobacteria (Williams et al., 2007). La amplia
variedad taxonomica de Proteobacterias marinas productoras de AHLs junto
con el reciente descubrimiento de produccion de AHLs por aislados marinos de
Bacteroidetes (Huang et al., 2008; Romero et al., 2010), podria estar indicando
la existencia de una mayor diversidad molecular de sintetasas y receptores de
AHLs cuya presencia no seria revelada por el uso de las secuencias de lux/ 'y
luxR en las colecciones de metagenomas. El mismo problema seria aplicable
a las secuencias de QQ. Asi, recientemente se ha clonado una nueva clase de
lactonasa de R. erythropolis (Uroz et al., 2008), que no presenta homologia
con la familia de lactonasas bien caracterizadas que comparten un dominio
de union a Zn (HXDH~H~D) y estan representadas por AiiA de Bacillus sp.
(Dong et al., 2000). También se han identificado dos nuevas lactonasas en un
estudio de metagenoma de suelo (Schipper et al., 2009) y el presente trabajo
ha permitido la identificacién de bacterias con actividad QQ pertenecientes
a 8 nuevos géneros en los que esta actividad no habia sido descrita con
anterioridad, incluyendo una nueva especie de o-Proteobacteria (cepa 177)
y un miembro de Bacteroidetes (cepa 20J), lo que seguramente ampliara el
niamero de secuencias disponibles para estas enzimas. La baja homologia de
las secuencias de enzimas de QQ hace necesario reducir los porcentajes de
similitud en las busquedas en colecciones de metagenomas y genomas, lo que
resulta en un importante incremento en la cantidad de secuencias con posible
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actividad acilasa o lactonasa disminuyendo la discrepancia de resultados
obtenidos con la actividad de las bacterias cultivables.

Otro resultado significativo derivado del analisis de metagenomas marinos
es la clara divergencia encontrada entre la distribucion espacial de lactonasas
y acilasas (Figura 11). Las lactonasas presentan homologia con la familia de
B-lactamasas pero parecen ser enzimas altamente especificas sin o con baja
actividad sobre otras moléculas (Dong et al., 2007). La unica excepcion la
representa la lactonasa BlcC de Agrobacterium tumefaciens, cuyo gen forma
parte del operén blcABC, que presenta actividad sobre y-butirolactona (GBL)
y de hecho le confiere a la bacteria capacidad de crecimiento con GBL como
unica fuente de carbono (Carlier et al., 2004; Khan y Farrand, 2008). Por
otro lado, las acilasas presentan homologia con acilasas de cefalosporinas,
hidrolasas N-terminales (Ntm) (Dong et al., 2007) y en algunos casos son
capaces de catalizar la hidrolisis de Penicilina G como la acilasa AhIM de
Streptomyces sp. (Park etal., 2005). Debido a estas diferencias de especificidad
entre los dos tipos procariotas de enzimas degradadoras de AHLs descritos
hasta la actualidad, se puede hipotetizar que la mayor abundancia de las
acilasas degradadoras de AHLs en las muestras de metagenomas costeros es el
reflejo de un ambiente mas rico y complejo en el que las acilasas podria actuar
como bloqueadores de QS mediado por AHLs, asi como con otras funciones
como defensa contra la produccion de antibioticos por competidores.

La busqueda de genes de QQ en los genomas bacterianos secuenciados
disponibles en las bases de datos y con la metodologia menos restrictiva
(30/70%), reveld la presencia de secuencias homologas en varias de las
especies con actividad QQ identificadas en este trabajo (Tabla 5). En algunos
casos, como en las cepas de Stappia sp., que presentaron una clara actividad
lactonasa, la secuencia obtenida de los genomas del género secuenciados
coincidié con los resultados preliminares del analisis por HPLC-MS. Por
el contrario, en el caso de Oceanobacillus spp., los andlisis por HPLC-MS
indicaron la presencia de actividad tipo lactonasa, mientras que en el genoma
solo se detectd una secuencia homologa a acilasas conocidas.

3. Quorum quenching en agua de mar

Se realiz6 una busqueda de cepas marinas con actividad QQ en muestras
de agua de mar de estuario y alta mar a 0 y 10 metros de profundidad, con el
objetivo de comparar los resultados con las muestras obtenidas en comunidades
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bacterianas densas costeras. Como se esperaba, en estas muestras se obtuvo
una menor densidad de bacterias cultivables que en las comunidades
bacterianas densas analizadas con anterioridad, aunque el nimero de UFC fue
considerablemente mayor (hasta un orden de magnitud) en aguas de estuario
que en aguas ocednicas, probablemente debido a su mayor carga organica
(Figura 12).

Como ya sucediera con muestras de superficies, la alta actividad
interceptora de comunicacion por seflales AHL encontrada en estos aislados
marinos manifiesta que el QQ es un proceso comun entre bacterias en este
medio. El porcentaje medio de cepas aisladas capaces de bloquear la actividad
AHL obtenido en muestras de agua de mar fue de un 18,3% (Tabla 7), muy
similar al de muestras de comunidades microbianas densas (14,4%; Tabla 4)
y mucho mayor que los porcentajes obtenidos en otros estudios para muestras
de suelo y plantas. Esta actividad es especialmente significativa entre las
bacterias planctonicas obtenidas de agua de mar oceanica, alcanzando al
menos un 20% de actividad, independientemente de la profundidad de la
muestra (Tabla 7). Debido a que en la metodologia de busqueda de actividad
QQ se evitd el uso de cultivos de enriquecimiento, se ha podido obtener un
aislado bacteriano con posible actividad antagonista de AHLs (cepa 147)
(Figuras 15 y 16). Aunque los resultados obtenidos todavia son preliminares,
su confirmacion supondria que la cepa 147 seria el segundo aislado bacteriano
marino descrito con actividad inhibitoria de QS mediado por AHL, puesto que
recientemente se ha descrito un aislado marino de Halobacillus salinus como
productor de dos fenetilamidas con estructura similar a la de las AHLs y con
capacidad de antagonizar la union de las sefiales con sus receptores (Teasdale
et al., 2009). La cepa 147 presentaria antagonismo sobre AHLs cortas pues
se obtuvo degradacion completa de C12-HSL medida por HPLC-MS (Figura
14). La actividad antagonista especifica sobre ciertos tipos de AHL ya ha sido
descrita debido a la diversidad estructural de las sefiales (Ni et al., 2009), de
este modo estan descritas moléculas capaces de antagonizar la recepcion de
AHLSs cortas pero con escasa actividad sobre AHLs de cadena lateral larga y
viceversa (Smith et al., 2003).

Aligual que para las muestras de comunidades bacterianas costeras, no se
encontraron diferencias significativas entre el nimero de cepas con actividad
QQ obtenido dependiendo del medio de cultivo o temperatura utilizados para
su aislamiento, pero si en cuanto al origen de la muestra, con un porcentaje
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mucho mayor en muestras de alta mar, 27,7 y 21,7% para 0 y 10 metros
respectivamente, frente a s6lo un 2,3% en agua de estuario, porcentaje que
aproxima a esta muestra al de las muestras de suelo. Como sucediera en las
muestras de comunidades bacterianas costeras, el porcentaje de aislados con
actividad QQ parece incrementarse significativamente en muestras marinas
con menor nimero de UFC, como la superficie del alga F. vesiculosus y
muestras de alta mar (0 y 10 metros). Parece existir una correlacion negativa
entre el nimero de UFC y actividad QQ, ya que las muestras con mayor
actividad son aquellas que presentan menor numero de bacterias cultivables.
La muestra de F. vesiculosus y las de alta mar pueden presentar similitud en
cuanto a la disponibilidad de fuentes de carbono complejas que impliquen una
mayor competencia por recursos.

Un resultado significativo derivado del andlisis por HPLC-MS es la
elevada actividad degradadora sobre C12-HSL registrada por los 85 aislados
seleccionados a partir de bioensayo con C. violaceum (Figura 14), mientras
que Unicamente 4 fueron capaces de degradar completamente la sefial corta
C4-HSL (Figura 15). Este resultado contrasta con el hecho de que se ha
observado una menor tasa de degradacion de AHLs largas respecto cortas en
agua de mar filtrada, que ha sido atribuida a la existencia de enzimas de QQ
(Hmelo y Van Mooy, 2009). Ademas, cuanto mayor sea la cadena lateral de las
AHLs mas estable es la molécula, de este modo las AHLs mas largas son mas
estables a pHs alcalinos (Yates et al., 2002). Por tanto nuestras observaciones
indicarian que las bacterias marinas podrian utilizar preferentemente sefiales
AHLSs de cadena lateral larga como moléculas con mayor fuente de carbono.
A pesar de que los ensayos de degradacion se realizaron en medio rico en
nutrientes (CM) la degradacion de AHLs parece expresarse constitutivamente
en estos aislados, independientemente de la disponibilidad de otras fuentes de
carbono.

El principal objetivo del andlisis de estas muestras fue determinar si las
discrepancias encontradas entre el aislamiento de cepas con actividad QQ
en muestras de comunidades microbianas densas de origen costero y la
frecuencia de genes de QQ en metagenomas marinos se debia a diferencias
en la significacion ecoldgica de este proceso en distintos ambientes marinos
o se derivaba de problemas metodologicos. Las muestras de agua de mar
analizadas fueron similares a las utilizadas para la construccion de librerias
metagendmicas, aunque se evito el filtrado que se aplica en algunas de las
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muestras de metagenomas (0,1-0,8 pm) (Rusch et al., 2007), y por lo tanto
se esperaba una menor actividad QQ en sus aislados que en los aislados de
superficies costeras, por el bajo nimero de secuencias homologas a acilasas
y lactonasas halladas en metagenomas. Sin embargo, de nuevo la actividad
registrada fue similar o incluso mayor que la obtenida para muestras de
comunidades bacterianas densas, especialmente en las muestras de agua
de mar abierto. Siendo de especial relevancia la actividad netamente mayor
encontrada en mar abierto en comparacion con la muestra de agua de
estuario.

Es por tanto mas factible la segunda hipotesis enunciada anteriormente,
que explicaria la discrepancia en la relevancia de los sistemas de QS y QQ
en las bacterias marinas cultivables y las bases de datos de metagenomas
marinos en base al nimero limitado de secuencias para enzimas productoras
y degradadoras de AHLs disponibles. La mayoria de las sintetasas de
AHL que han sido identificadas son homologos de LuxI pertenecientes
a o-, B- y y-Proteobacteria (Williams et al., 2007). La amplia variedad
taxondmica de Proteobacterias marinas productoras de AHLs junto con el
reciente descubrimiento de producciéon de AHLs por aislados marinos de
Bacteroidetes (Huang et al., 2008; Romero et al., 2010), apoyaria la existencia
de una mayor diversidad de sintetasas y receptores de AHLs cuya presencia
no seria revelada por el uso de las secuencias de /ux/ 'y luxR en las colecciones
de metagenomas. El mismo problema se aplica para las secuencias de QQ,
puesto que de los 4 puntos posibles de corte de la estructura de las AHL
(Figura 5A, Dong y Zhang, 2005), inicamente se han descrito enzimas con
actividad sobre dos de ellos, por lo que no se puede descartar que ademas de
existir secuencias marinas con baja homologia para las acilasas y lactonasas
conocidas, existan otros tipos de enzimas todavia no descritos con estos tipos
de actividad. Ademas existen diferentes familias de enzimas con un mismo
tipo de actividad. Asi, recientemente se ha clonado de R. erythropolis una
nueva clase de lactonasa (Uroz et al., 2008), que no presenta homologia con
la familia de lactonasas bien caracterizadas que comparten un dominio de
union a Zn (HXDH~H~D) y estan representadas por AiiA de Bacillus sp.
(Dong et al., 2000). También han sido identificadas dos nuevas lactonasas en
un estudio de metagenoma de suelo (Schipper et al., 2009). La baja homologia
existente entre las secuencias de las enzimas de QQ hace necesario disminuir
los parametros de restriccion en las busquedas para la obtencion de secuencias
en los genomas bacterianos secuenciados. La aplicacion de estos mismos
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parametros en la busqueda en colecciones de metagenomas resulta en un
importante incremento en la cantidad de secuencias con posible actividad
acilasa o lactonasa disminuyéndose la discrepancia de resultados obtenidos
con la actividad de las bacterias cultivables. El presente trabajo ha permitido
la identificacion de un total de 20 bacterias con actividad QQ pertenecientes
a 10 nuevos géneros en los que esta actividad no habia sido descrita con
anterioridad, incluyendo una nueva especie de o-Proteobacteria (cepa 177)
y Bacteroidetes (cepa 139), lo que seguramente permitira la identificacion de
nuevas secuencias de enzimas degradadores de AHLs.

Otra explicacion que todavia no puede ser totalmente descartada, debido
a la utilizacidon de muestras de agua de mar no filtradas, es que la metodologia
utilizada para la construccion de librerias metagendomicas excluye la materia
particulada a la que se asocian numerosas bacterias. La asociacion de los
procesos de QS y QQ a comunidades bacterianas asociadas a materia
particulada (Gram et al., 2002; Cicirelli et al., 2008; Hmelo y Van Mooy,
2009; Tait et al., 2009), excluida de los metagenomas, explicaria también la
baja frecuencia de genes de QS y QQ observada en éstos. Un dato que apoya
esta hipotesis es que la cepa 138E, con elevada actividad QQ sobre AHLs,
obtenida en este trabajo se corresponda con Olleya marilimosa, Bacteroidete
aislado originalmente de materia particulada del océano Antartico (Nichols
et al., 2005).

Aunque los resultados de estudios con bacterias marinas cultivables
deben tomarse con cautela y el bajo nimero de representantes con actividad
QQ limita la generalizacion de estos resultados, la diversidad de bacterias
obtenidas en este estudio no refleja los porcentajes de prevalencia de los
distintos grupos derivados de las técnicas moleculares, ya que la mitad de los
aislados seleccionados con actividad QQ de amplio espectro pertenecieron
al phylum Bacteroidetes (Cepa 138E: Olleya marilimosa y Cepa 139: nueva
especie proxima a Maribacter ulvicola) mientras que la prevalencia de este
grupo en muestras oceanicas segun librerias de secuencias de ARNr 16S es
mucho menor (Weaver et al., 2003). Se piensa que este grupo constituye uno de
principales degradadores de materia organica del bacterioplancton (Riemann
et al., 2000), por tanto es posible que entre la amplia variedad de estrategias
degradadoras en este grupo, se incluya la utilizacion de sefiales AHL como
fuente de energia adicional.
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Con la excepcion del alto porcentaje de QQ obtenido para la muestra de
F. vesiculosus, los resultados obtenidos en este trabajo parecen indicar que
los fenomenos de QQ son mas abundantes en aguas oceédnicas. En espera
del estudio taxondémico de las 82 cepas obtenidas de agua oceénica, los
Bacteroidetes parecen ser el grupo predominante entre los aislados de aguas
oceanicas con esta actividad y por tanto parece existir una menor diversidad
taxonomica entre los aislados con actividad QQ de amplio espectro en el mar
abierto respecto a muestras de superficies costeras.

La clonacion de las enzimas responsables de la actividad QQ de los
aislados con alta actividad sobre AHLs obtenidos en este trabajo, extendera
muy probablemente nuestro conocimiento sobre la variabilidad y modos
de accion de estas enzimas y permitird una interpretacion ecologica mas
completa de los procesos de QQ derivada de busquedas mas precisas en
metagenomas. Ademads, una caracterizacion profunda de estos aislados y de
sus actividades podria conducir al desarrollo de herramientas biotecnoldgicas
para el tratamiento y prevencion de infecciones en las que intervienen procesos
de QS mediados por AHLs, especialmente en el campo de la acuicultura
(Defoirdt et al., 2007).

CONCLUSIONES

1) El quorum quenching (QQ) es una actividad de elevada prevalencia en
el medio marino entre las bacterias cultivables, como demuestra la elevada
frecuencia de aislados con capacidad de degradacion enzimatica de sefiales de
quorum sensing (QS) tipo AHL, obtenidos tanto de comunidades bacterianas
costeras como de muestras de agua de mar. De un total de 630 bacterias
aisladas, 109 presentaban actividad enzimatica degradadora al menos sobre
una de las AHLs probadas, lo que representa un 17,3% del total de los aislados
analizados, porcentaje casi un orden de magnitud mas elevado que el descrito
para aislados de suelo.

2) Solo ha sido posible identificar un aislado capaz de antagonizar
la actividad AHL sin degradarla, aunque esta actividad debe ser todavia
caracterizada. Sin embargo, la elevada concentracion de AHL utilizada en
los bioensayos para la deteccion de actividad QQ no permite concluir que
la produccion de inhibidores de procesos de QS mediados por AHLs sea un
proceso poco comun en el medio marino.
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3) El medio de cultivo y la temperatura no afectan al nimero de bacterias
aisladas con actividad QQ, mientras que el origen de la muestra afecta
fuertemente a la actividad, siendo mayor en el alga Fucus vesiculosus (39,4%
de especies activas) y en muestras de alta mar a 0 y 10 metros de profundidad
(27,7 y 21,7% respectivamente). Parece existir una correlacion negativa entre
el nimero de UFC/mL y el porcentaje de cepas con actividad QQ en las
muestras analizadas.

4) Se han identificado 20 aislados capaces de degradar un amplio espectro
de AHLs, 15 de ellos de comunidades bacterianas densas y 4 de agua de mar,
en su mayoria pertenecientes a géneros estrictamente marinos. Ademas de ser
mas frecuentes, los aislados con actividad QQ de amplio espectro presentaron
una mayor variabilidad taxondémica entre los aislados de comunidades
bacterianas costeras, perteneciendo a 10 géneros encuadrados en los phyla o-;
v-Proteobacteria (6, incluyendo una nueva especie proxima a Phaeobacter),
Actinobacteria (1); Firmicutes (2) y Bacteroidetes (1). Los aislados de agua de
mar pertenecieron a y-Proteobacteria (1) y Bacteroidetes (2), incluyendo una
nueva especie proxima a Maribacter.

5) Existe una fuerte discrepancia entre el nimero de aislados con actividad
QQ en aguas marinas y la frecuencia de las secuencias homologas a enzimas
de QQ conocidos en metagenomas del medio marino. Esta discrepancia puede
ser atribuida a la baja homologia existente entre secuencias de enzimas de
QQ, a la existencia de actividades enzimaticas todavia no descritas y/o a la
metodologia utilizada para la construccion de librerias metagenomicas, que
excluiria las bacterias asociadas a materia particulada.
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De los aspectos no cientificos de la vida de Cruz Angel Gallastegui
Unamuno (1891-1960) apenas voy a decir nada ya que el Prof. César
Fernandez-Quintanilla los expone cumplidamente en otro articulo de este
volumen. Yo me centraré en su carrera como investigador. Comenzaré, pues,
cuando D. Cruz (como era conocido por todo el mundo) termina sus estudios
de bachillerato en 1908. A partir de este momento comienza su formacion en
el area de la agricultura, formacion que recorre un amplio abanico, desde peon
agricola hasta cientifico reputado de fama mundial. Este periodo formativo
puede dividirse en tres etapas:

« Epoca de formacién (1908-21)

« Epoca de madurez cientifica (1921-50)
- Etapa de Santiago (1921-27)
- Etapa de Pontevedra (1927-50)

* Periodo final (1950—-60)

! Conferencia pronunciada por el autor con motivo del Dia do Cientifico Galego, RAGC, 22
Abril 2010
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Cruz Gallastegui Unamuno, fundador y primer director de la Mision Biologica de Galicia

EPOCA DE FORMACION

El padre de D. Cruz era un gran aficionado a la horticultura. Segin
testimonios de personas que lo conocieron, D. Santos (como era cominmente
llamado en Pontevedra) era un auténtico experto y fue €l quien organizo el
sistema de riego de las parcelas de huerta de la Mision Biologica de Galicia con
una perfeccion tal que despertaba la admiracion de todo el mundo. D. Santos
envid a su hijo a Limoges (Francia) a trabajar como pedn agricola en un vivero
de frutales. Alli estuvo D. Cruz durante dos afios, en los que, l6gicamente,
adquirid una sélida formacion como agricultor y, ademas, aprendié francés.

En 1910 Gallastegui se traslado a la Escuela Superior de Agricultura de
Hohenheim, en las cercanias de Stuttgart (Alemania), en donde permanecio
hasta 1914. Alli, en Alemania, trab6 una gran amistad con Julio Lopez
Suarez, un estudiante de medicina (segun unos autores) o de agricultura
(segun otros). En 1915 Galléstegui visita a Julio en su casa de Lamaquebrada
(situada en la parroquia de San Lourenzo de Fion en el municipio de Savifiao
de la provincia de Lugo), en las cercanias de Escairdn (capital del municipio),
y alli conoce a una figura que sera crucial en su futuro y en la fundacion
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de la Mision Biologica de Galicia: Juan Lopez Suérez, conocido en la zona
como Xan de Forcados. Juan Lopez Suarez era doctor en medicina y tenia una
estrecha relacion con la Junta para Ampliacion de Estudios e Investigacion
Cientifica (JAE), especialmente con su cufiado José Castillejo, catedratico de
Derecho Romano de la Universidad de Madrid y Secretario de la JAE desde
su fundacion en 1907 hasta 1934, y con cuya hermana Mariana estaba casado.
En aquellos tiempos parece ser que la vocacion de Gallastegui era la quimica
agricola, pero Xan de Forcados, con una acertada vision de futuro, convencio
a Gallastegui para que se dedicara a una nueva ciencia, la genética, que iba a
ser la clave del futuro de la biologia y la agricultura.

Durante 1915 Gallastegui hace el servicio militar en el Regimiento de
Costa de San Sebastian y al afo siguiente visita Dinamarca, Suecia y Noruega.
A finales de 1916 estaba en Lamaquebrada con Julio Lopez Suarez, en donde
permanece hasta Gltimos de 1917, en que marcha a los Estados Unidos llamado
por Juan Lopez Suarez, quien se habia incorporado al Rockefeller Institute
for Medical Research de Nueva York a finales de 1916. En este periodo en
Lamaquebrada parece ser que Gallastegui estaba al frente de la finca (Fandifio,
2003).

Gallastegui y Lopez Suarez visitan a Thomas H. Morgan, quien, cuando
supo que D. Cruz queria estudiar la aplicacion de la genética a la agricultura
y a la ganaderia, le sugiri6 que se dirigiera a la Bussey Institution, de la
Universidad de Harvard, para estudiar con Edward E. East y William E.
Castle. A finales de 1917 Gallastegui se dirige, pues, a Boston, pensionado
por la Junta para Ampliacion de Estudios, y permanece alli hasta mayo de
1918. En esta etapa de su vida entabla amistad con otro postgraduado: Donald
F. Jones, quien seria mas adelante famoso por ser el creador de los hibridos
dobles de maiz.

En Connecticut, a donde llega en la primavera de 1918, Gallastegui va a
trabajar con Jones y con E.H. Jenkins, director de la estacion, especialmente
con el primero, con quien le unira una amistad de por vida. En aquel momento
estaba a punto de ocurrir un hecho fundamental en la historia de la mejora
genética.

El vigor hibrido en el maiz se conocia suficientemente desde los historicos
trabajos de Shull. El maiz es una especie alogama, es decir de fecundacion
cruzada. En otras palabras, una espiga es fecundada normalmente por polen
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procedente de otras plantas. Si se fuerza la autofecundacion se obtiene, en
pocas generaciones, una notable disminucion del vigor y tras cinco o seis
generaciones de autofecundacion se consiguen plantas con un elevado nivel
de consanguinidad (superior al 90%). Estas plantas (o lineas puras) son de
talla reducida, poco vigorosas y extremadamente uniformes. Cuando dos
lineas puras se cruzan entre si, se restaura el vigor (es el fendmeno del vigor
hibrido o heterosis) y se obtiene lo que cominmente se denomina un hibrido
simple. Durante las generaciones de autofecundacion se ejerce seleccion sobre
caracteres agronomicos favorables tales como maduracion temprana, resistencia al
encamado, resistencia a enfermedades y plagas, buena conformacion de la
mazorca, etc. También se presta alguna atencion al rendimiento, dado que una
linea pura productiva reducira el coste de obtencion de la semilla comercial.

Los primeros hibridos simples fueron obtenidos a partir de lineas puras
que procedian de las variedades de polinizacion libre que cultivaban los
agricultores. Estas lineas puras eran muy poco productivas y, aunque los
hibridos conseguidos con ellas superaban en todos los aspectos (rendimiento,
resistencia al encamado, resistencia a plagas y enfermedades, uniformidad,
...) a las variedades de polinizacion libre, el coste de la semilla, obtenida
sobre una linea pura que producia unos pocos kilos de grano por hectarea,
era prohibitivo. Asi pues, el uso de la heterosis en el desarrollo de variedades
permanecia en el terreno de los suefios. Pero Jones tuvo una idea genial. En 1917
cruzo dos hibridos simples. Al afio siguiente, ya con Gallastegui trabajando
con ¢€l, sembro la semilla obtenida de dicho cruce y ambos observaron con
jubilo que aquellos hibridos dobles, los primeros que se obtenian en el mundo,
eran también muy superiores a las variedades de polinizacion libre. Ahora ya
estaba resuelto el problema del coste de la semilla. La hembra del cruzamiento
era un hibrido simple, muy productivo, por lo que se conseguian varios miles
de kilos de semilla (llamémosle asi siguiendo la costumbre de las companias
comerciales aunque, en realidad, el grano de maiz es una caridpside, es decir
un fruto) por hectarea. Ademas, dado que el parental masculino, otro hibrido
simple, era también muy productivo, se podia reducir su presencia en el campo
de produccion de semilla a la mitad, o atin menos, del parental femenino.

Trasunbreve periodo en las universidades de Yale y de Cornell, Gallastegui
marcha a México en 1920 para saludar a su tio paterno Teodoro, que en ese
pais tenia una explotacion agricola. La visita se prolonga hasta 1921, cuando
embarca para A Corufa. El periplo americano, y con ¢l su etapa formativa,
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habia terminado. Tenia 29 afios (casi 30 ya), unos amplios conocimientos de
genética y dominaba el inglés, el francés y el aleman, los grandes idiomas
cientificos. Estaba ya listo para comenzar su andadura como investigador
independiente.

EPOCA DE MADUREZ CIENTIFICA

Etapa de Santiago

Poco podia imaginar Cruz Gallastegui que al emprender el viaje en tren
para su Vergara natal, tras desembarcar en A Coruiia, iba a ocurrir algo que
cambiaria su vida de modo radical. En Monforte de Lemos se sube al tren, y
entra en el departamento de Galldstegui, Juan Lopez Sudrez, que se dirigia
a Madrid y que durante el trayecto hasta Venta de Bafios (donde tiene lugar
el desvio para el Pais Vasco) logra convencer a su amigo para que siga con ¢l
hasta Madrid ya que esta en gestacion un centro de investigacion agrario en
Galicia por parte de la JAE. También parece ser que Juan Lopez Suarez tenia
in mente a Gallastegui como director de ese futuro centro, pero sus intentos
para localizarle en Estados Unidos habian sido infructuosos, algo logico ya
que D. Cruz estaba en México.

Hay otra version de los hechos de una persona que conoci6 personalmente
a Gallastegui, que indica que la JAE le propuso dos opciones: Sevilla o
Santiago (Sanchez Rodriguez, 1985). D. Cruz opto6 por Santiago, con lo que el
centro recibio el nombre de Mision Biologica de Galicia, denominacion que
sigue conservando en la actualidad. Sin embargo, el propio Gallastegui, en
las «Notas sobre la historia y actividades de la Mision Biologica de Galicia,
enviadas a D. Marcelino de Arana, representante del Ministerio de Agricultura
en el Comité de estudios en Galicia de Madrid para el informe que ha de
presentar al Ministerio en virtud de la visita oficial de inspeccion que dicho
Sr. hizo a la Mision del 18 al 26 de enero de 1935», no menciona este hecho.
Veamos lo que textualmente nos dice D. Cruz.

«En el afio 1920 (estaba yo entonces en Estados Unidos y no s¢€ exactamente
el proceso) la Junta para Ampliacion de Estudios e Investigaciones Cientificas
de Madrid acordd establecer “Laboratorios en provincias” en aquellas
provincias que dieran facilidades o ayuda economica para ello. La Real
Sociedad Econémica de Amigos del Pais, de Santiago, en instancia del 29 de
enero de 1921 solicitdé uno de esos laboratorios para Santiago con objeto de
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que investigara “los problemas bioldgicos agricolas e industriales (industrias
de la pesca) que en la region gallega existen o que en adelante puedan surgir”.
Oftrecia el concurso de la Escuela de Veterinaria con locales, terrenos y
establos precisos, la colaboracion del Distrito Forestal de Pontevedra con los
Viveros Forestales de Tuy y de Chairas-Dena y la cooperacion de diversos
propietarios agricolas y labradores.

La Junta para Ampliacion de Estudios acepto el ofrecimiento y, después
de una entrevista verbal sobre los problemas que con mayor urgencia habia
que estudiar, envio a Santiago en 1° de Abril de 1921 para que iniciara dicho
laboratorio a D. Cruz Gallastegui que acababa de regresar de Estados Unidos
como pensionado para ampliar estudios de Genética.

El laboratorio se instald modestamente en dos amplios locales de la
Escuela Veterinaria y en su huerta, en una parcela de media hectéarea, se
hicieron inmediatamente las primeras siembras de maiz con material que se
recogi6 por toda Galicia. El laboratorio —por acuerdo de la Junta— recibio el
nombre de Mision Bioldgica de Galicia (como si se dijera enviada bioldgica
a Galicia). Su presupuesto total era de 10.500 ptas. anuales para personal y
material, incluyendo el sueldo del Director y exceptuando los libros y revistas
que la Junta pagaba y sigue pagando aparte.

Como locales tenia dos muy amplios y como terrenos nunca usd en
Santiago mas que media hectarea.

PERSONAL

Para la vigilancia de los trabajos y la autorizacion de las cuentas de la
Misidn, la Junta nombré un Patronato constituido por los sefiores siguientes:

Presidente de la Real Sociedad Econdémica de Amigos del Pais, de
Santiago, que a la sazon era D. José Rivero de Aguilar.

D. Rafael Areses Vidal, Ingeniero de Montes Jefe del Distrito Forestal de
Pontevedra-Coruiia.

D. Juan Rof Codina, Inspector Provincial de Higiene y Sanidad Veterinaria
de la Coruiia.

D. Juan Lopez Suérez, propietario agricola.
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Como Director fue nombrado D. Cruz Gallastegui Unamuno, ingeniero
agronomo por la Real Escuela Superior Agrondémica de Hohenheim
(Alemania) y pensionado de la Junta para ampliar estudios de Genética en
varias Universidades de Estados Unidos.

Como personal subalterno tenia un capataz y ocasionalmente algunos
jornaleros.

PLANES DE TRABAJO

El plan de trabajo fue la mejora genética del maiz con vistas a alcanzar
mayores producciones unitarias de dicho cereal en Galicia, que terminase con
las cacareadas importaciones de maiz.

Y el problema del castafo, que estaba y sigue desapareciendo en Europa
atacado por la enfermedad de la tinta.»

Hasta aqui la cita textual de Gallastegui. Los primeros problemas que
abordd fueron genéticos, tales como la obtencion de hibridos de maiz,
el desarrollo de castafios resistentes a la tinta y el estudio de los nimeros
cromosomicos de algunas cruciferas. El desarrollo de castafios resistentes
a la tinta tuvo que ser abandonado, tras conseguir con éxito la hibridacion
(Gallastegui, 1926b), al no poder resolver el problema del enraizamiento
y de la identificacion de las plantas resistentes. Con el maiz, al que dedico
practicamente su vida, ciment6 su fama y es con la especie que mas se le
identifica al haber sido la primera persona que produjo hibridos de este cultivo
en Europa. Mas adelante se expondran con mas detalle estos trabajos.

El trabajo sobre los nimeros cromosdmicos de algunas cruciferas comenzo
en la primavera de 1925 cuando, al intentar realizar algunas hibridaciones
entre el nabo y la berza (Brassica oleracea), observé que en las inmediaciones
donde cultivaba esta ultima especie habia dos plantas que diferian de sus
vecinas (Gallastegui, 1926¢, 1926d). Por su porte ramificado y por el color
amarillo de las flores tenian el aspecto de nabos, mientras que la estructura
de sus hojas era andloga a la de las berzas. Pensd en un primer momento
que se trataria, tal vez, de un hibrido entre ambas especies. Para dilucidar
la cuestion estudi6 la espermatogénesis en las dos especies, asi como en
los supuestos hibridos naturales. Galldstegui comete un error muy comun
todavia hoy: asigna al nabo el nombre cientifico Brassica napus, lo cual no
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es correcto ya que realmente la especie a la que este cultivo pertenece es
Brassica rapa. Sin embargo, al mencionar el nimero de cromosomas del nabo
indica 20, lo cual quiere decir que €l realmente estaba trabajando con B. rapa.
Como conclusiones indic6 que la berza tenia 9 cromosomas en las células
madres del polen, lo mismo que el repollo, y 10 el nabo. Todos estos datos son
correctos. Lo que es extrafo es la conclusion a la que llega en relacion con los
supuestos hibridos. Al estudiar el nimero de cromosomas que poseian, dice
que encontrd 36, el doble del nimero diploide de la berza, por lo que llegd
a la conclusion de que se trataban de tetraploides de Brassica oleracea. Un
labrador, buen conocedor de los cultivos de la region gallega, le informé que
en la provincia de Pontevedra se cultivaba una planta muy semejante a los dos
ejemplares que ¢l habia encontrado y a la que se le daba el nombre de nabicol.
Gallastegui afiade que trajo algunas muestras de dicho nabicol de Pontevedra
y estudiados sus caracteres morfologicos asi como su nimero de cromosomas,
vio que se trataba de dicha especie por lo que concluyo que el nabicol es una
mutacion de la berza, causada por duplicacion de sus cromosomas.

En los afos ochenta comenzamos en la Misioén Bioldgica la formacion
de una coleccion de cultivos del género Brassica propios de Galicia.
Encontramos coles (berzas, repollos y asa de cantaro), nabos (nabizas, grelos
y nabos forrajeros) y, por supuesto, nabicol. El conteo cromosémico demostro
que todas las coles pertenecian a la especie Brassica oleracea, los nabos a
Brassica rapay el nabicol resulto tener 38 cromosomas, por lo que es Brassica
napus (Ordas y Baladron, 1985), resultados confirmados posteriormente por
analisis isoenzimatico (Arus et al., 1987). ;Qué especie fue la que estudid
Gallastegui? Me temo que nunca lo sabremos a no ser que fuera realmente
nabicol, pero la técnica que en aquel momento empleaba no le permitié contar
con precision el nimero de cromosomas.

En esta primera etapa publicd también un extenso trabajo sobre la
seleccion en el maiz (Gallastegui, 1924), un articulo sobre mutaciones
numéricas (Gallastegui, 1926a), que no recoge ningun dato original sino que
es mas bien un trabajo de revision, uno muy curioso sobre la herencia de los
colores de la capa del caballo (Gallastegui, 1926e) y uno bastante extenso
(que es el resultado de una conferencia que habia pronunciado anteriormente)
sobre métodos para aumentar las producciones de maiz. En este Giltimo trabajo
aborda la densidad de siembra, la profundidad de la semilla, el abonado y los
métodos de seleccion y obtencion de hibridos (Gallastegui, 1927); este articulo
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destaca por la sencillez y elegancia del estilo y lo exacto de las ideas expuestas.
Esta fue la época mas fecunda desde el punto de vista de las publicaciones
cientificas.

Dentro del objetivo de produccion de hibridos de maiz, Gallastegui se
limit6 a la obtencion de lineas puras que le habrian de servir, en su momento,
para la produccion de hibridos. Esto se vera con mas detalle mas adelante, al
tratar de la etapa de Pontevedra.

Otro hecho importante de este periodo de su vida tiene relacion con sus
estudios de veterinaria. El titulo alcanzado en Alemania no estaba reconocido
en Espafia por lo que, oficialmente, carecia de titulacion universitaria superior.
Y esto le podria (parece ser que se los estaba causando) problemas burocraticos.
Por ello cursé los estudios de veterinaria, consiguiendo licenciarse, con lo
cual los posibles problemas quedaban eliminados.

Etapa de Pontevedra

En 1927 la Mision Biologica se queda sin instalaciones en Santiago al
cederse el edificio que ocupaba al Ministerio de la Guerra. Realmente la cesion
habia comenzado en marzo de 1923, pero Gallastegui tuvo un permiso especial
para continuar hasta 1925. Luego ocup6 unas parcelas del Arzobispado. Todo
este periodo tan convulso, en el que el centro estuvo a punto de desaparecer,
esta descrito con detalle por Cabo Villaverde (1997).

Daniel de la Sota Valdecilla, Presidente de la Diputacion Provincial de Pontevedra
de 1924 a 1930 y principal artifice de la ubicacion de la Mision Biologica de Galicia en la
ciudad de Pontevedra
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Daniel de la Sota Valdecilla, a la sazon presidente de la Diputacion
Provincial de Pontevedra, ve la posibilidad de llevarse la Mision a Pontevedra
y el 19 de enero se entrevista con D. Cruz. De la Sota quedd gratamente
impresionado y le dijo que se trasladara inmediatamente a Pontevedra con
todo su equipamiento ya que la Diputacion de Pontevedra le proporcionaria
laboratorios y fincas, como asi fue. El 24 de enero De la Sota escribe a la
Junta para Ampliacion de Estudios, ofreciéndose oficialmente a dar acogida
a la Mision.

Este ofrecimiento es aceptado y el 18 de febrero de 1927 llega un vagéon de
ferrocarril a Pontevedra, trasladando todo el material de la Mision Bioldgica
desde Santiago.
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Pazo de Gandaron en la actualidad, sede de la Mision Biologica de Galicia desde 1928

Durante 1927 la Mision Biologica tiene una ubicacion temporal. Los
laboratorios se instalan en el propio palacio provincial y para los experimentos
de campo la Diputacion alquila la finca “La Tablada”, de unas 3 ha, en la
zona de Campolongo de la ciudad de Pontevedra. En 1928 la Diputacion
compra para la Misién Biologica el Pazo de Gandarén, en la parroquia de
Salcedo en las afueras de la ciudad de Pontevedra, a donde ese mismo ese
aflo se traslada la Mision y en donde sigue actualmente. Esa propiedad fue
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erigida a finales del siglo XVIII por el Arzobispo de Santiago D. Sebastian
Malvar y Pinto (1730-95), fraile franciscano natural de la parroquia de
Salcedo. Malvar era obispo de Buenos Aires cuando en 1784 fue promovido
a la dignidad de Arzobispo de Santiago. Al parecer entrd en la Peninsula por
Cadiz, trayéndose consigo de América un galedn cargado de plata, lo que le
acarred problemas con Hacienda, pero merced a las gestiones de su sobrino
D. Pedro Acuna y Malvar, persona con grandes influencias en la Corte,
se libro de la confiscacion aduciendo que su objetivo era realizar obras en

i 5
Escudo del Arzobispo Malvar, creador del solar donde se asienta la Mision Biologica de
Galicia. En él pueden apreciarse los cuarteles correspondientes a los apellidos Malvar,

Pinto, Castro y Justo

su Galicianatal, lo que, efectivamente, hizo por lo que se le conoce con el nombre
del “Arzobispo constructor”. También llevo a cabo Malvar la ampliacion del
convento de San Francisco, pero su principal obra fue la del camino real entre
Pontesampayo y Santiago. Esta obra habia sido empezada por el Arzobispo
Rajoy, pero unicamente estaba entonces hecha la explanacion entre Santiago
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y Valga. La magna obra fue acompanada con la construccion de puentes,
bancos y la colocacion, cada legua, de un reloj de sol (alguno de ellos aliin se
conserva hoy), asi como con una repoblacion forestal o “Real Plantio™.

En 1790 se otorgd una fundacion vincular por la que la mayoria de los
bienes de la familia del Arzobispo Malvar se concentraban en la figura de
Julidn Malvar y Pinto (1780—-1857), hijo de un sobrino del Arzobispo (Francisco
Malvar y Pinto). Julian Malvar es una figura historica de cierto relieve. Fue
paje de Carlos IV, teniente coronel a los 22 afios y particip6d activamente en
la Guerra de la Independencia: toma de Valmaseda, ataque de Sopuerta,
batalla de Espinosa de los Monteros, defensa de Pontesampayo, ... Participo,
también, en la creacion de la Sociedad de los Cinco Gremios de Madrid. Murid
sin testar por lo que sus herederos nombraron unos expertos para repartir
su inmensa fortuna. Los documentos correspondientes a su herencia fueron
hallados en un arcén en la Mision Bioldgica y hoy se encuentran depositados
en el Archivo de la Diputacion Provincial.

La propiedad del Pazo pas6 al hijo varéon mayor: Jeronimo Malvar y
Taboada (1807-1885), y de éste a su hija Josefa Malvar de la Maza (1852—
1922), que cas6 en 1877 con Manuel Becerra Armesto. De ellos naci6 en 1890
el ultimo dueno: Joaquin Becerra Malvar, quien vendi6 toda la propiedad a la
Diputacion en 1928 como se ha sefialado anteriormente. Los laboratorios de
la Mision Biologica se instalaron, tras unas obras de adaptacion, en el Pazo.
La finca del Pazo, con una extension de 12 ha (de las que son cultivables unas
10), permitira una expansion de los trabajos y la consolidacion, por fin, del
centro.

Durante su etapa pontevedresa D. Cruz se centrd principalmente en
la mejora genética del maiz, asi como en su agronomia. Autofecundo
muchas variedades de polinizacion libre, fundamentalmente gallegas, de
otras zonas de Espafia y norteamericanas. Como resultado de ello obtuvo
un importante conjunto de lineas puras que fueron empleadas, como es
légico suponer, para la obtencion de hibridos entre ellas. No sabemos
cuando tuvo lugar la primera siembra de hibridos de la Mision Bioldgica.
Los primeros datos que poseemos datan de la campafia de 1929 (Tabla
I). Sin embargo, De la Sota et al. (1930) dicen que una labor similar se
llevo a cabo en 1928 y, en consecuencia, éste parece ser el afio en que se
cultivaron los primeros hibridos de maiz en Galicia y, consiguientemente,
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Tipica variedad tradicional gallega de maiz amarillo

VILARINO

11

Tipica variedad tradicional gallega de maiz blanco
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Hibrido de maiz entre las lineas puras parentales mostrando claramente el fenomeno

conocido como heterosis (o vigor hibrido)

en Espafia y en Europa. En cualquier caso, los datos presentados en la Tabla 1
son, con toda seguridad, las primeras mediciones de produccion realizadas en
nuestro continente con hibridos de maiz. Esta fecha marca también la siembra
de los primeros hibridos de maiz en el Viejo Mundo ya que en aquella época
solo Gallastegui estaba realizando este tipo de investigaciones en Europa.

Este fue el primer gran logro de D. Cruz. Pero con el desarrollo de los
hibridos, mucho mas productivos que las «variedades del pais», surgido un
problema: ;como se consigue que los agricultores los cultiven? Es decir,
Gallastegui estaba pensando ya en términos de transferencia de tecnologia.
La tarea evidentemente no era facil y para resolver el problema Gallastegui
fundé un sindicato o cooperativa de productores de semillas en 1930.
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Tabla 1. Resultados de un ensayo de hibridos simples de maiz realizado en Salcedo
(Pontevedra) en 1929.

Hibrido t/ha
Amarillos

167-1 x 97-4 7.5
169-4 x 97-4 7.08
167-5 x 169-4 6.67
169-4 x 167-1 6.59
169-5 x H-2-3 5.88
Blancos

172 x H bl 5.71
172 x 173 5.40
173 x 172 5.39
173 x 139-3 5.20
172 x 139-3 4.84

Variedades de las que proceden

las lineas puras

H: ;Golden Nugget?

97: Variedad local (Santiago)

139: Variedad local (Brion, A
Coruiia)

167: Variedad local (Ourense)

169: Henderson’s Longfellow

172: Henderson’s Large White

173: Variedad local (Arcade,
Pontevedra)

Para la organizacion de esa entidad Gallastegui viajo a Suecia con el fin
de estudiar la organizacion de semillas de Svalof, asi como las relaciones entre
ésta y la “Compafiia General Sueca de Simientes”. Al regreso de Gallastegui
de Suecia se decidi6, por parte de las instituciones que sostenian la Mision
Bioldgica, la creacion de una entidad basada en el sistema sueco, aunque
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sin ser una copia exacta del mismo, y que sirviera a los fines previstos, es
decir a la produccion y distribucion de semilla hibrida de maiz. La entidad
recibid el nombre de “Sindicato de Productores de Semillas™. En un principio
se comenzo con un reducido nimero de socios de reconocido prestigio y
honorabilidad y, poco a poco, la organizacion fue creciendo hasta alcanzar un
total de 259 socios en febrero de 1935 (éstos son los ultimos datos de que se
dispone), lo que hay que considerar como un nimero considerable.

Como anteriormente se ha explicado, la produccion de un hibrido doble de
maiz requiere, en primer lugar, un primer proceso de investigacion conducente
a la obtencion de lineas puras, seguido de la evaluacion de dichas lineas puras
para encontrar finalmente un buen hibrido doble. Los procesos siguientes
no se pueden considerar como investigacion propiamente dicha y consisten
en la multiplicacion de las lineas, la produccion de los hibridos simples vy,
finalmente, el cruce entre éstos para obtener el hibrido doble.

La obtencion de las lineas puras, asi como llegar a determinar el valor
de un hibrido doble, exige unos conocimientos cientificos y técnicos de
parte del mejorador que so6lo se consiguen tras un largo periodo de estudio
y entrenamiento. Ademas, hace falta disponer de una tecnologia que sepa
como efectuar los cruzamientos entre las lineas para obtener los hibridos
simples y los dobles, lo que exige la siembra y control de diversos campos
aislados, asi como las siembras escalonadas en todos aquellos casos en que
macho y hembra no coincidan en la floracion y el despendonado de las lineas
o hibridos que actiian como parentales femeninos en el momento oportuno.
A todo ello hay que afiadir el mantenimiento de las lineas puras parentales
en condiciones de la maxima pureza. Ello supone una mezcla de parcelas en
las que se mantiene la semilla original mediante autofecundaciones manuales
con el maximo control por parte del mejorador para asegurar la pureza de las
lineas, con campos aislados de multiplicacion de las lineas. En suma, todo ello
es un proceso que debe ser dirigido por un especialista. Por ello la Mision,
en sus relaciones con el Sindicato de Productores de Semillas, se reservo la
multiplicacion de las lineas, encargandose el Sindicato de la produccion y
distribucion del hibrido doble, siempre con la supervision técnica del centro
de investigacion. En lo que se refiere a los hibridos simples, parece ser que en
un principio era intencion de los organizadores del Sindicato que esta entidad
se encargara de su produccion; sin embargo, de la lectura de las actas de sus
reuniones se deduce que fue la Mision la que se encargo de este aspecto.
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Aunque todo lo descrito anteriormente parece complejo y haga dudar
del valor del uso de los hibridos de maiz, el hecho es que esta tecnologia
ha supuesto una revolucion en el mundo de la mejora genética vegetal y ha
supuesto grandes beneficios para los agricultores, que han visto incrementadas
sus producciones de un modo impensable antes de la implantacion de esta
tecnologia, y para las empresas de semillas, que han visto como su cuenta de
beneficios crecia de modo exponencial.

Los célculos hechos para la creacion del sindicato fueron como sigue.

«Sise admite que cada hectarea sembrada de maiz hibrido sencillo produce
4.000 kg, como de ella solo la mitad es grano doble hibrido, suponiendo que
en nuestra provincia de Pontevedra se sembrara la tan reducida cifra de 30.000
ha, como para sembrar en la forma conveniente una hectarea se precisan 40 kg
necesitariamos para las 30.000 ha 1.200.000 kg y para producir €stos habria
que sembrar de grano hibrido sencillo 600 ha. Esta extension de terreno, unida
a la que la Mision precisa para producir lineas puras y primeros hibridos, se
sale de lo que es practicamente posible encontrar en Galicia. Esto aparte de
que para atender semejante superficie, con el nimero y la condicion de las
labores que el cultivo del maiz exige, se requeriria un personal que en nimero
y en organizacion es dificil lograr.

La unién de los labradores permite en cambio esta posibilidad. Cuando
varios de éstos, viviendo cerca unos de otros, se conciertan para cultivar todas
o parte de sus fincas segun instrucciones dadas por la Mision, empleando
semillas suministradas por ella y bajo su control y vigilancia, recogiendo el
maiz a un lugar donde puede ser seleccionado por personal de la misma;
consintiendo, por fin, en que la distribucién de la semilla obtenida se haga
por la misma sociedad, se ensanchan enormemente las posibilidades de la
Misidn, permitiendo que el fruto de sus investigaciones alcance la expansion
deseada al hacer llegar las buenas semillas a los lugares mas apartados de
nuestro campo.

Estos labradores unidos son los que forman nuestro Sindicato de
Productores de Semillas.»

Hasta aqui, ligeramente resumido, un texto andénimo (casi con toda
seguridad escrito por el mismo Gallastegui) del boletin del Sindicato de
Productores de Semillas num. 17-18 (junio—julio de 1934), que explica con
claridad los fundamentos que se esgrimieron para la creacion del Sindicato.
Los fundadores del Sindicato consideraban a éste y a la Mision como un
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solo organismo con dos manifestaciones externas: la Mision dedicada a la
investigacion y el Sindicato actuando en el campo social y econémico. Esta
creacion del Sindicato nos indica con toda claridad que Gallastegui tenia
como meta principal la implicita en la palabra mision, es decir introducir en
el campo gallego nuevas tecnologias que sirvieran para elevar el nivel de vida
de los agricultores. No hay que olvidar que, cuando nadie en Europa tenia
idea de lo que era un hibrido de maiz, el Sindicato ya habia montado una
organizacion para la difusion por Galicia, pero que luego se extendio al resto
de Espaia, de hibridos dobles.

Los hibridos se vendian con nombres muy sugerentes, tales como ‘Pepita
de oro’ o ‘Reina blanca’. Realmente no parece que Gallastegui tuviera una
formula precisa a la que adjudicarle esos nombres sino que los usaba como
una marca comercial que tuviera impacto entre los agricultores, no siendo
siempre las mismas lineas las que se cruzaban, aunque si bastante similares.
El primer nombre no es otro que la traduccion al castellano del de la variedad
‘Gold Nugget’, muy usada por ¢él. Ademas de estos hibridos, presentados
en los anuncios como “Maiz Original Doble Hibrido”, el Sindicato vendia
también una variedad blanca precoz (‘Pioneer’). Gallastegui queria dar al
agricultor variedades lo mas parecidas a las autoctonas. Por ello en el caso de
las amarillas emple6 tnicamente germoplasma liso, mas parecido al cultivado
por los agricultores, al menos en las zonas de Galicia en las que el maiz
empleado normalmente es amarillo. Es de destacar, también, que el ‘Pepita
de Oro’ no tenia en su pedigri ningiin germoplasma gallego, probablemente
por la extrema dificultad de obtener material homocigotico con cierto vigor
a partir de las poblaciones locales, problema de sobra conocido por todos los
que trabajamos con este tipo de germoplasma. En cuanto al hibrido blanco, es
decir el ‘Reina Blanca’, su formula es mas heterogénea que la de su compafiero
amarillo; de todos modos el patron heterdtico empleado es el de germoplasma
americano de tipo liso cruzado por material gallego, o que, al menos, tiene
una proporcion importante de germoplasma gallego en su genealogia.

(Cual pudo ser la difusion de esta semilla selecta? Los ultimos datos
disponibles datan de la campafia de 1935, en la que se sembraron 28 hectareas
de hibridos simples para la produccion de semilla de hibrido doble, lo que
supone la obtencidn de una cantidad de semilla suficiente para sembrar unas
3.500 hectéreas en 1936 con semilla de este tipo de hibrido. Hay que sefialar,
ademas, que el Sindicato vendia semilla de hibrido doble fuera de Galicia.
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Asi, el Presidente del Sindicato se queja a finales de 1935 de que en La Rioja
ha vendido la entidad més semilla de hibrido doble que en toda Galicia. De
los anuncios de venta de semillas se deduce, no obstante, que todos los afios
era mas la demanda que la produccion ya que, antes de finalizar la campana,
se anunciaba el agotamiento de las existencias de semilla de hibrido doble.

Una pregunta interesante es la siguiente: ;jcuanto germoplasma del
usado por el Sindicato (es decir por Gallastegui) se conserva actualmente?
Muy poco. Unicamente seis lineas puras: una procedente de una variedad
vasca, otra de una variedad de Ledn (probablemente la variedad ‘Lancaster’
del Corn Belt norteamericano), dos obtenidas de la variedad ‘Longfellow’
(Marshall), otra de una enigmatica variedad ‘H’ y, finalmente, una blanca de
la variedad ‘Northern White’. Las tres ultimas variedades eran de las favoritas
de Gallastegui. ;Qué ha pasado con el resto? Sencillamente: se han perdido.
Gallastegui no tenia, l6gicamente, una gran preocupacion por la conservacion
de germoplasma. Este era un tema que en aquel entonces no preocupaba a
la comunidad cientifica. Sin embargo, cuando D. Cruz, por diversas causas,
cede en 1950 la direccion del programa de mejora a sus colaboradores, en
la Mision existe una muy buena coleccion de lineas puras y poblaciones de
polinizacion libre. Sus colaboradores no supieron (o quisieron) seguir su labor
y perdieron un material Uinico e irrepetible.

Si bien la mayor parte de la actividad del Sindicato se centr6 en los hibridos
dobles de maiz, hubo otras actividades relevantes, como la difusion de ganado
de cerda selecto de la raza Large White. En enero de 1931 el Ministerio de
Economia Nacional concedid a la Mision, a través de la JAE, una subvencion
de 13.000 pesetas para la adquisicion en Inglaterra de un lote selecto de cerdos
reproductores de la raza Large White. Partiendo de un nticleo muy reducido de
individuos traidos de Inglaterra (dos verracos, dos cerdas prefiadas y dos cerditas
jovenes), se formod una piara que se estabilizo en 10 verracos y 30 hembras de
vientre, con los consiguientes animales jovenes para reposicion.

En lajunta general ordinaria de 1 de noviembre de 1932 se acordo la creacion
de una seccion de cria de cerdos de la raza Large White dentro del Sindicato. De
ella formarian parte los socios del Sindicato tenedores de cerdos, suministrados
hasta entonces por la Mision Bioldgica y después también por el propio Sindicato.
Se trataba de que el Sindicato tuviera su cuadra propia, quedando la de la Mision
destinada a lo que se podria llamar experimentacion de cria, es decir, y tal como
anteriormente se comento, a la investigacion basica.



226 Revista Real Academia Galega de Ciencias. Vol. XXIX

Primera pagina del boletin n° I del Sindicato de Productores de Semillas

Otra labor de importancia del Sindicato fue la divulgadora a través de un
boletin que publico en lo que podriamos llamar sus afios dorados: de 1933 a
1936. Este boletin, que aparecio por primera vez el 1 de febrero de 1933, se
publicé en lo que podriamos llamar dos épocas: la primera comprende desde
el nimero 1 al 17-18 y la segunda desde el 19 hasta el 29, ltimo boletin
publicado, con fecha de junio de 1936. Al mes siguiente comenzd la guerra
civil 193639 y su publicacion fue detenida.

Durante la primera época cada ejemplar, que consta de muy pocas hojas
(entre cuatro y seis), indica en su cabecera que es de distribucion gratuita
para los asociados; para el resto se vende al precio de 50 céntimos el ejemplar
pudiendo existir suscripciones al coste de 3 pesetas al afio. En la segunda
época los boletines tienen una mayor calidad exterior y el nimero de paginas
aumenta hasta las 16 6 20. En total, 25 boletines que son una fuente inapreciable
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de datos sobre el Sindicato, la Mision Biologica y la agricultura de aquella
época. En sus paginas hay articulos de divulgacion, asi como de historia de
la Mision y del Sindicato. Los articulos son muy variados y, a la vez que
divulgativos, tienen, en general, una alta calidad técnica. Los mas abundantes
son los que se refieren al maiz, tratando del abonado, enfermedades, forma de
cultivo, etc., seguidos por los que tratan de patatas (cultivo y enfermedades)
y ganado de cerda (seleccion y alimentacion sobre todo), pero también hay
articulos sobre plagas y enfermedades de frutales, el cultivo de la coliflor
Metropolitana, la alternariosis o negron de las cruciferas, la poda del tomate
y una curiosa descripcion de ganado vacuno titulado “La ‘Familia Noble’ en
el establo de Salcedo”.

También hay recensiones de las actas de las reuniones de la junta directiva
del Sindicato, anuncios para los socios sobre precios de semillas, por ejemplo
de maiz, de remolacha forrajera, tomate, judias, guisantes, etc.; también se
anuncia la venta de insecticidas y anticriptogamicos, abonos y pienso porcino.
Estos anuncios aparecen durante la primera época esparcidos por las paginas
del boletin; en la segunda época, a partir del boletin nim. 21, figuran en un
suplemento de cuatro paginas de color azul, inserto en el medio del boletin.
En la época de mayor auge del Sindicato, alld por los meses anteriores al
estallido de la guerra civil de 1936, se ofrecian a los socios hasta un total de 46
productos distintos (Tabla 2). Ello confirma la fortaleza de la organizacion.

Durante este periodo D. Cruz tuvo alguna actividad relacionada con sus
estudios de veterinario ya que la direccion de la piara de Salcedo estuvo en todo
momento encomendada a Miguel Odriozola. Me refiero a sus nombramientos
el 7 de diciembre de 1931 como Inspector General Veterinario y el 6 de
enero de 1932 como Jefe de la Seccion de Fomento Pecuario, Investigacion y
Contrastacion del Ministerio de Agricultura, Industria y Comercio, cargo este
ultimo en el que permanecio durante unos 12 meses aproximadamente.

En 1939 la Junta para Ampliacion de Estudios desaparece y se convierte
en el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), integrandose la
Mision Biologica de Galicia como uno de los centros fundadores de la nueva
institucion.
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Tabla 2. Productos suministrados por el Sindicato de Productores de Semillas en abril

de 1936.
SEMILLAS Ciruelos
Cultivos extensivos  Pexegos
Maiz
Patatas FITOSANITARIOS
Hortalizas Sulfato Cuprico preparado
Guisantes Arseniato de plomo
Tirabeque Nicotina
Judias Aceite nicotinado
Alubias Fluosilicato barico
Apio Cebo al fluosilicato
Berenjena Raticida
Calabaza Paradicloro benceno
Cebolla Cola pegajosa
Coliflor
Escarolas ABONOS
Espinacas Compuestos
Pepinos Para patatas
Pimiento Para maiz
Puerro Simples
Remolacha Superfosfato
Repollos Sulfato potasico
Tomate Cianamida
Zanahoria Sulfato aménico
Forrajeras Nitrato sédico (de Chile)
Remolacha Nitrato de cal
FRUTALES PIENSOS
Manzanos Completo
Perales Complementario
Harina de pescado Masso
PERIODO FINAL

Este periodo comienza con la marcha de D. Cruz a la empresa de semillas
PRODES en Valladolid. No esta claro en qué afio se fue D. Cruz, sien 1949 6 en
1950. A partir de este tltimo afio Gallastegui dejo en manos de sus discipulos
la mejora del maiz, algo logico si su residencia estaba lejos de Galicia. De
hecho sus libretas de campo, pulcramente escritas y que conservamos en la
Mision Biologica desde la correspondiente a 1935, se interrumpen en 1950.
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¢Por qué se fue? El nunca fue funcionario del CSIC. Cobraba su sueldo de las
diputaciones gallegas, pero, debido a lo exiguo de su remuneracion, tuvo que
aceptar el empleo de PRODES. Sin embargo, siguid siendo el director de la
Mision Biolégica y como tal figura en todas las reuniones del patronato que
regia el centro. Hay que sefalar que la Mision Biologica tuvo siempre, durante
la época de Gallastegui, un patronato rector, primeramente dependiente
de la Junta para Ampliacion de Estudios y, posteriormente, del CSIC. En
1953, resueltos sus problemas financieros con la Administracion, regresa
definitivamente y a tiempo completo a la Mision Bioldgica.

Lalabor de Gallastegui fue reconocida tras la Guerra Civil ya que en 1945
se le concedid la Encomienda de Caballero de la Orden del Mérito Agricola 'y
en 1946 la Gran Cruz de Alfonso X el Sabio.

Poco més queda por decir de ¢él. Desde su regreso definitivo desde
Valladolid hasta su muerte, acaecida el 7 de junio de 1960, no hay practicamente
datos sobre él. Posiblemente la burocracia, asi como las obras de un nuevo
edificio de laboratorios, proyectado por el gran arquitecto Alejandro de la
Sota, le consumian todo el tiempo. En los ltimos afios de su vida, se publico
un pequefio volumen, titulado «El campo gallego» (Gallastegui, 1958), que
no es mas que una serie de apuntes suyos preparados con vistas a un futuro
libro. Esta obra, muy apreciada y de la que no quedan ejemplares, no pudo
ser ordenada por el autor debido, como ¢l mismo expresa, a su falta de salud.
La editorial decidi6 publicar dichos apuntes tal como ¢l los habia entregado.
Hoy es un testimonio indispensable para conocer la lucida vision que Cruz
Gallastegui tenia sobre los problemas de la agricultura gallega.
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MEMORIA DAS ACTIVIDADES DA
REAL ACADEMIA GALEGA DE CIENCIAS
2010

APERTURA DO CURSO ACADEMICO

No mes de febreiro tivo lugar a apertura do curso do ano 2010. A
leccion maxistral correu a cargo do Prof. Dr. D. Rafael Tojo Sierra, baixo
o titulo “Acidos grasos omega-3. Beneficios para a saiide, a fertilidade e a
lonxevidade”.

Presidencia da Apertura de Curso 2010 xunto cos Académicos.
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CONVENIOS

Este ano a Academia asinou os seguintes convenios de colaboracion:

* Coa Excma. Deputacion Provincial da Corufia, para o desenvolvemento
dos XIII Avances en Ciencia e Tecnoloxia.

* Coa Fundacion Pedro Barrié de la Maza a Real Academia asinou un
convenio de colaboracion destinado a publicacions.

* Coa Excma. Deputacion de Lugo para a celebracion do Ciclo de
Conferencias Dr. D. Luis Asorey Garcia.

PUBLICACIONS

No ano 2010 a Real Academia Galega de Ciencias editou a Revista,
financiada por entidades publicas e privadas.

Publicouse o volume XXVIII da Revista da Real Academia Galega
de Ciencias, na que se recollen traballos cientificos dun amplo espectro de
temas.

CURSOS DE CONFERENCIAS

A Real Academia celebrou os seguintes cursos de conferencias:

XIX XORNADAS LUSO-GALAICAS DE CIENCIAS E
DESENVOLVEMENTO

A Real Academia ven celebrando ininterrompidamente dende 1990 as
Xornadas Luso-Galaicas de Ciencias e Desenvolvemento, nas que se tratan
moi diversos temas de actualidade.

Celebradas os dias 19, 20 ¢ 21 de Outubro, no Saléon de Actos do Pazo
de San Roque, en Santiago de Compostela, estas xornadas contaron coa
participacion dos seguintes conferenciantes:
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* Prof. Dr. D. Manuel Jodao Santos Monte
Profesor Asociado do Dpto. de Quimica e Bioquimica. Facultade de
Ciéncias da Universidade do Porto
“Pontes de hidrogénio”

* Profa. Dra. Dona Helena Sant'Ovaia
Profesora auxiliar do Departamento de Geociéncias Ambiente e
Ordenamento do Territorio da Facultade de Ciéncias da Universidade
do Porto
“Mineralogia magnética: Aplicagoes forenses e ambientais”

* Prof. Dr. D. Vicente Pérez Villar
Catedratico de Universidade do Dpto. de Fisica da Materia Condensada
da Facultade de Fisica da Universidade de Santiago de Compostela
Membro de Nimero da Real Academia Galega de Ciencias
“O clima da terra”

* Prof. Dr. D. Jodo Pedro Aratijo
Profesor Auxiliar do Dpto. de Fisica e Astronomia da Facultade de
Ciéncias da Universidade do Porto
“Um passeio pelo mundo das nanotecnologias”

* Profa. Dra. Dona Paula Gomes Ferreira

DVM, PhD, Profesora asociada do Dpto. de Anatomia, Instituto de
Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar da Universidade do Porto
“Doenga viral hemorragica do coelho: Revisdo da historia natural da
infec¢do por calicivirus em coelhos adultos e jovens”

* Prof. Dr. D. Tito A. Varela Lopez
Catedratico de Universidade do Dpto. de Antropoloxia Fisica da
Facultade de Biologia da Universidade de Santiago de Compostela
Membro de Numero da Real Academia Galega de Ciencias
“A hominizacion ao desnudo”

* Prof. Dr. D. Manuel Bao Iglesias
Catedratico de Universidade do Dpto. de Enxefiaria Quimica da
Universidade de Santiago de Compostela
Membro de Numero da Real Academia Galega de Ciencias
“Tecnoloxias avanzadas no tratamento de augas residuais”
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* Clausura
Prof. Dr. D. Antonio Rigueiro Rodriguez
Catedratico de Universidade do Dpto. de Enxefiaria Quimica da
Universidade de Santiago de Compostela
Membro de Numero da Real Academia Galega de Ciencias
“Os bosques galegos e a conservacion da biodiversidade”

Nestas Xornadas contouse coa participacion de un centenar de asistentes,
maioritariamente universitarios, que seguiron atentamente as exposicions dos
conferenciantes, rematando con pequenos debates e preguntas.

XIII AVANCES EN CIENCIA E TECNOLOXiIA

POSIBLES ACCIONS PARA A REDUCION DA CONTAMINACION
EN NUCLEOS URBANOS

Celebrados nos dias 2, 3, 4, 8, 9, 10 e 11 do mes de novembro no Salon de
Actos no Pazo de San Roque, en Santiago de Compostela, coa participacion
dos seguintes conferenciantes:

* Prof. Dr. D. Luis Espada Recarey
Catedratico de Universidade do Dpto. de Enxefiaria Quimica da
Universidade de Vigo
Ex-reitor da UVigo e Valedor do Cidadan do Concello de Vigo
“Contaminacion en xeral e ambientes urbanos en particular”

* Sr. D. Federico Lopez Taetzel
Arquitecto
“Contribucion, por unha edificacion correcta, a reducion da contami-
nacion interior, o maior confort e a salubridade”

* Prof. Dra. Dona M* Pastora Bello Bugallo
Profa. Titular de Enxefiaria Quimica
Directora da Aula de Enerxias Renovables da ETSE da Universidade de
Santiago de Compostela
“Abastecemento enerxético en condicions de salubridade: Bomba de
calor e microcoxeracion”
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* Prof. Dr. D. Luis Ortiz Torres
Catedratico de Universidade da Universidade de Vigo
Director da Escola Universitaria de Enxefiaria Técnica Forestal de
Pontevedra
“A biomasa como combustible de uso urbano”

* Sr. D. Javier Bullon Camarasa
Director de I+D de Ferroatlantica
“As formas de enerxia solar como achega en salubridade urbana”

 Sr. D. Benito Fernandez Gonzalez
Presidente-Director Xeral de ENGASA. Enerxia de Galicia
“Redes de calor e frio; urbanismo sostible”

 Clausura

Prof. Dr. D. Gumersindo Feijoo Costa

Catedratico de Universidade e Director do Dpto. de Enxefiaria Quimica
da Universidade de Santiago de Compostela

“Mitigacion de emisions contaminantes. Medida de efectos”

Este ciclo de conferencias ven celebrandose dende 1998, baixo o patrocinio
da Deputacion Provincial Da Corufia. Nesta nova edicion o interés surxido
por estas conferencias levou a que o aforo completarase ao cabo de dous dias
do inicio da fecha de inscripcion.

CICLO DE CONFERENCIAS DR. D. LUIS ASOREY GARCIA
CONSERVACION DO MEDIO AMBIENTE NATURAL EN GALICIA

Este ciclo de conferencias celebrouse os dias 15, 16, 17 € 18 de novembro
no Salén de Actos da Excma. Deputacion Provincial de Lugo, e os dias 22,
23 e 24 de novmebro no Auditorio da Facultade de Veterinaria, participando
os seguintes conferenciantes:

* Prof. Dr. D. Antonio Rigueiro Rodriguez
Dr. Enxefieiro de Montes. Catedratico de Universidade do Dpto. de
Produccion Vexetal da Universidade de Santiago de Compostela
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Membro de Numero da Real Academia Galega de Ciencias
“A conservacion das arbores senlleiras en Galicia”

* Prof. Dr. D. Roque Julio Rodriguez Soalleiro
Dr. Enxefieiro de Montes. Profesor Titular de Universidade do Dpto. de
Produccion Vexetal da Universidade de Santiago de Compostela
“Selvicultura de Conservacion”

* Prof. Dr. D. Albino Prada Blanco
Dr. en Ciencias Economicas. Profesor Titular de Universidade do Dpto.
de Economia Aplicada da Universidade de Vigo
“Economia e Media Ambiente do litoral de Galicia”

* Prof. Dr. D. Jos¢ Miguel Rey Salgado
Dr. en Bioloxia. Catedratico de Universidade do Dpto. de Zooloxia e
Antropoloxia Fisica da Universidade de Santiago de Compostela
“Conservacion da fauna vertebrada en Galicia: retos e perspectivas”

* Profa. Dra. Dna. Maria Inmaculada Romero Bujan
Dra. en Bioloxia. Profesora Titular do Dpto. de Botanica da Universidade
de Santiago de Compostela
“As especies invasoras: unha ameaza para os nosos ecosistemas”

* Prof. Dr. D. Francisco Javier Silva Pando
Dr. en Bioloxia. Xefe do Dpto. de Ecoloxia do Centro de Investigacion
Forestal de Lourizan
Profesor Asociado do Dpto. de Producion Vexetal da Universidade de
Santiago de Compostela
“A conservacion da flora en Galicia”

Clausura

* Sr. D. Ricardo Garcia-Borregon Millan
Dr. Enxefieiro de Montes
Director Xeral de Conservacion da Natureza
Conselleria do Medio Rural da Xunta de Galicia
“Os espazos protexidos de Galicia”
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O ciclo de conferencias contou coa participacion de mais de un centenar
de asistentes, aumentando asi o numero de inscriciones de anos pasados.

PREMIOS DE INVESTIGACION
REAL ACADEMIA GALEGA DE CIENCIAS 2010

No ano 2010, o Tribunal otorgou os seguintes premios:

* Premio na modalidade de Traballos de Investigacion, dotado con
6.000€:

Titulo: “Interceptacion de seriales de comunicacion bacteriana aisladas
del medio marino”
Autores: Dres. Ana Maria Otero Casal e Manuel Romero Bernardez, do

Dpto. de Microbioloxia da Facultade de Bioloxia da Universidade de
Santiago de Compostela.

* Premio Promocion de Novos Investigadores menores de 28 anos,
dotado con 2.000€:

Titulo: “O papel das augas fredticas nas interacions terra-atmosfera,
no clima e no rexime pluviométrico da Peninsula Ibérica”

Autores: Dona Lucia Gestal Souto, D. Alberto Martinez de la Torre e D.
Alexandre Rios Entenza, do Dpto. de Fisica da Materia Condensada da
Facultade de Fisica da Universidade de Santiago de Compostela.

Presidencia e Premiados xunto cos Académicos na Entrega dos Premios de Investigacion 2010
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PREMIOS DE INVESTIGACION DE LA REAL ACADEMIA
GALEGA DE CIENCIAS, CONVOCATORIA 2010

MIGUEL ANGEL RiOS FERNANDEZ

Vicepresidente de la Real Academia Galega de Ciencias
e-mail: miguelangel.rios@usc.es

Un afio mas la Real Academia Gallega de Ciencias nos concita al acto
de entrega de Premios de Investigacion, un acto dedicado a la exaltacion del
conocimiento.

Y ello es porque el conocimiento, ese singular privilegio que en la
naturaleza so6lo es dado al ser humano, desde luego y ante todo, ennoblece,
ilumina y orienta nuestras vidas, a la vez que eleva el nivel cultural de los
pueblos. Pero es también y sobre todo, porque, ademas, el conocimiento se ha
convertido, al dia de hoy, en un importantisimo factor enddégeno de crecimiento
econdémico, como en otros tiempos lo fueron la posesion de tierras —en la era
agricola—y las materias primas —en la era industrial. Sin embargo, a diferencia
de estos factores clasicos, que se caracterizan por ser finitos y excluyentes, el
conocimiento no tiene limites, mas alla de los que impone la propia limitacion
humana y puede ser utilizado, a la vez, por distintos agentes productivos,
porque no es excluyente. Asi es que el conocimiento se estd convirtiendo en
la verdadera “driving force” del desarrollo econdmico y social y, como tal,
es una nueva fuente de poder. Estamos ya en el pértico de un nuevo escenario
en el que se verd como los paises lideres en conocimiento —que han sabido
gestionarlo adecuadamente— podran colonizar a los que no han querido, no
han sabido o no han podido hacerlo. Es por ello que cualquier plan estratégico
cuyo objetivo sea el desarrollo socioecondémico ha de tener como fuerza
motriz la gestion del conocimiento. Hemos de caminar con prisa y sin pausa
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hacia un nuevo modelo de sistema productivo en el que el conocimiento tome
el protagonismo.

La Academia hoy, fiel a su mision, quiere actuar como un faro que lanza
destellos de conocimiento al espacio de la conciencia social. Con ellos nos
advierte y nos orienta en medio de la zozobra en que nos ha sumido la fuerte
crisis econdmica y social que vivimos, un aviso a ‘“navegantes”, es decir, a
gobernantes, politicos, responsables de instituciones educativas, investigadoras
y socioecondmicas, empresarios, mujeres y hombres con capacidad de decision
actual o futura a través de su voto. Porque la referencia y la esperanza esta hoy
en el conocimiento, asi reza el mensaje que la Academia viene lanzando afio
tras afio y lo hace hoy con mas intensidad si cabe, con la pretension de que
cale de una vez en nuestras conciencias.

El primer destello que lanza hoy la Academia porta un lema que dice
“investigadores jovenes”, porque ellos son la esperanza, porque ellos son
los llamados a protagonizar esta importante ¢ imprescindible etapa de
transformacion.

En este contexto, la Academia premia hoy un trabajo de investigacion
titulado O papel das augas freaticas nas interaccions terra-atmosfera, no
clima e no réxime pluviométrico da Peninsula Ibérica, trabajo que ha sido
realizado por un grupo de investigadores jovenes del Departamento de Fisica
de la Materia Condensada, de la Universidad de Santiago.

Cuando alguien nos habla de las aguas freaticas —las capas saturadas de
las aguas subterraneas— la imaginacion de los ciudadanos de a pie tiende a
relacionarlas con el suministro de agua para el consumo doméstico y para
el riego, 0 més recientemente con la energia geotérmica. Pero la vision de
nuestros investigadores va un poco mas alla, porque saben que el agua se
distribuye en la naturaleza, desde el interior de la tierra hasta la atmosfera,
adoptando distintos estados fisicos interconvertibles —s6lido, liquido, y vapor—
y se aloja en distintos lugares entre los que se puede transferir —es el caso de
las aguas subterraneas, humedad del suelo, lagos, rios, mares, nubes en la
atmosfera, etc.— todo ello de acuerdo con las caracteristicas y condiciones de
la zona.

Los investigadores saben también que esta distribucion del agua en la
naturaleza entre sus distintos estados y reservorios, no es algo estatico, es
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un complejo proceso ciclico que obedece a una determinada dinamica en la
que la naturaleza tiende a alcanzar un equilibrio y en la que estan implicados
aspectos tan importantes como el clima y el régimen pluviométrico. Sin
embargo, las aguas freaticas no se venian considerando explicitamente
a la hora de representar la humedad del suelo y por tanto tampoco en las
interacciones tierra-atmosfera. Simplemente se consideraba que las aguas que
llegaban al suelo drenaban hacia las capas freaticas por efecto de la gravedad,
de modo irreversible.

En la investigacion que hoy premia la Academia se estudia en primer
lugar la profundidad de la capa freética de equilibrio en la Peninsula Ibérica,
que en amplias zonas, mas o menos aridas, es poco profunda. Se introducen
luego los flujos agua freatica —suelo en la simulacion de la humedad del suelo
y, finalmente, con esta base, se simulan las interacciones suelo— atmdsfera y
sus implicaciones en el clima y en el régimen pluviométrico. Los resultados
muestran que el papel de las aguas fredticas es importante en buena parte
de las zonas estudiadas. La lluvia extra, que con este nuevo planteamiento
se pone en juego, puede representar hasta un 20% y es comparable a la
disminucion que se puede esperar del cambio climatico previsible. Resultados
que, sin duda, suponen una mejora en las predicciones climaticas. Por ello,
nuestra mas sincera enhorabuena a los autores del trabajo.

En todo caso y mas alla de los resultados concretos de la investigacion, hay
que destacar el estimulo que la Academia quiere generar en los investigadores
jovenes y sobre todo, el mensaje de esperanza que la Academia dirige hoy a la
sociedad en todos sus estamentos, sobre el decisivo papel que los investigadores
jovenes estan llamados a jugar en el desarrollo socioecondémico futuro del
pais.

Pero hoy, la Academia lanza una nueva luz con la que intenta despertar la
conciencia social respecto al valor del conocimiento. Se trata de un segundo
destello que enarbola, como eslogan, “el potencial tecnoldgico de la ciencia.”
Con ello se quiere transmitir un nitido mensaje: La investigacion cientifica,
incluida la investigacion basica, es, mas que importante hay que decir necesaria
para el desarrollo economico y social. Porque, antes o después, la investigacion
cientifica genera desarrollos tecnologicos que conducen a aplicaciones de
interés socioeconomico. La naturaleza, tanto en sus recursos materiales como
en sus leyes, esconde un tesoro ilimitado, es como una fuente inagotable
de potencial tecnologico, que solo la investigacion cientifica y técnica es
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capaz de descubrir y de poner a nuestro alcance, para su incorporacion al
sistema productivo y al bienestar social. Algo que resulta indispensable hoy
para competir y lograr el deseado desarrollo. Es esta una realidad clave y
prometedora que ojala sea comprendida por la sociedad, porque, quiérase o
no, de ello va a depender su futuro.

Por ello, la Academia premia el trabajo titulado Interceptacion de
sefiales de comunicacion bacteriana en bacterias aisladas del mundo
marino, realizado por investigadores del Departamento de Microbiologia y
Parasitologia de la Universidad de Santiago.

El protagonismo corresponde en este caso a nuestras amigas las bacterias,
que, si bien supuestamente, hace millones de afios, han podido jugar un
papel importante en los primeros eslabones del origen evolutivo de la vida,
es un hecho cierto que, en la actualidad, con frecuencia atacan a los seres
vivos —plantas, animales y humanos— provocando en ellos infecciones que
normalmente se combaten, como es bien sabido, con antibidticos. Es como si,
transcurridos tantos millones de afos, las bacterias se encontrasen frustradas
por no haber podido evolucionar a organismos superiores, o se sintiesen
menospreciadas por estos. La Investigacion Cientifica nos dice que, en su
afan belicista, las bacterias muestran ciertas conductas relevantes y realmente
sorprendentes, que, o bien estaban ya escritas en sus genes iniciales —nuestros
genes comunes quiza?— o bien las han codificado a lo largo de tantos millones
de afios.

En primer lugar, cuando, alojadas en un organismo, intentan lanzar un
ataque, se cercioran primero de si son suficientes, en nimero, para vencer
las defensas de su huésped y producir la infeccion, es decir comprueban
si tienen el quérum necesario —quorum sensing, se dice —, como hace un
buen estratega militar antes de lanzarse a la conquista de una posicion, o
un estratega politico a la hora de presentar, p.e., una mocion de censura, ver
si tiene las fuerzas o los votos —en definitiva, el quérum— necesarios para
vencer. Es realmente llamativo ver como comportamientos observados, en
este caso, en el mundo bioldégico microscopico tienen su réplica en forma
de comportamientos sociales del ser humano. Las bacterias logran percibir
la presencia de sus compaieras de lucha utilizando como comunicadoras de
quorum unas sustancias quimicas que los cientificos llaman autoinductoras o
feromonas. ;Qué ocurrira si se impide que esas sustancias ejerzan su funcion
comunicadora, p. e. destruyéndolas? Sencillamente, que se impedird la
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deteccion del quorum —quorum quenching, se dice en este caso—y las bacterias
no atacaran, no habré infeccién. Aqui tenemos un buen ejemplo de como la
investigacion cientifica, y solo ella, ha descubierto, en ese pozo sin fondo que
es la naturaleza, un comportamiento que constituye un importante potencial
tecnologico, ya que establece una posible via alternativa a los antibidticos,
para luchar con ventaja contra las infecciones bacterianas. Una nueva fuente
de valor econdmico y social.

En segundo lugar, cuando las bacterias son atacadas reiteradamente por
los antibidticos, de nuevo hacen gala de su estrategia pseudomilitar y con
frecuencia reaccionan y poco a poco se blindan, es decir se hacen resistentes a
los mismos. Sin embargo, si se sigue la via alternativa de impedir la percepcion
del quorum, este problema no se presentara, ya que no hay ataque directo a
las bacterias.

Este es, en la vision de un profano, el meollo de la investigacion que
hoy premia la Academia. Sin perder de vista esta importante perspectiva
general, ya que el problema de las infecciones bacterianas afecta a plantas,
animales y al propio ser humano, la investigacion se centra en el caso de
los peces, con proyeccion a la acuicultura, donde el uso de los antibidticos
estd muy restringido. Por otra parte, de las sustancias autoinductoras o
comunicadoras, se presta atencion a las Acil-Homoserin-Lactonas, que son
las detectoras de quérum mas frecuentes, producidas por un elevado nimero
de bacterias. Los esfuerzos se concentraron en la identificacion, aislamiento y
cultivo en condiciones diversas de cepas bacterianas, procedentes de distintas
ubicaciones del medio marino, con capacidad para impedir la deteccion de
quoérum, es decir, de producir quérum quenching. Entre las 630 cepas aisladas,
se encontraron 109 con esta capacidad —un 17,3%— que en la mayoria de los
casos actuan produciendo la degradacion enzimatica de las Acil-Homoserin-
Lactonas. Dicha capacidad no depende practicamente de las condiciones del
cultivo, pero si del lugar de la toma de muestra. Con ello, podemos decir que
el toro ha quedado en suerte para un lance final, es decir para el desarrollo
tecnologico de aplicaciones ecoldgicas, con interés comercial y social. Por
ello, nuestra felicitacion mas sincera a los autores del trabajo.

La investigacion cientifica y técnica, como herramienta tnica, capaz de
descubrir y extraer de la naturaleza el inagotable potencial tecnoldgico que
esta encierra y los investigadores jovenes, como el capital humano necesario,
responsable de poner en practica este proyecto ahora y sobre todo en los afios
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venideros, son las claves del futuro, son las claves del desarrollo econémico
y social en el siglo XXI, son las claves del desarrollo sostenible del que tanto
se habla, son las claves por las que hay que apostar. Estos son los mensajes,
nitidos y claros, que la Real Academia Gallega de Ciencias lanza a modo
de destellos al océano social, al celebrar este acto, que, por otra parte bien
pudiera parecer intrascendente. Por el bien de Galicia, me atrevo a pedir a los
medios de comunicacion que, siendo sensibles a este mensaje, lo amplifiquen
debidamente y hagan que resuene en todos los estamentos del mundo social.

En esta ocasion los dos trabajos premiados han sido realizados en
la Universidad y mas concretamente en la Universidad de Santiago de
Compostela, cuyo Rector nos honra hoy con su presencia. A ¢l hago llegar
nuestra felicitacion mas cordial a la Universidad de Santiago. Todos conocemos
el sistema de [+D de Galicia y sabemos que las Universidades acumulan la
mayor parte de los recursos gallegos en este campo. A ellas corresponde,
por tanto, la mayor cuota de responsabilidad a la hora de poner en valor el
conocimiento para el desarrollo socioecondmico de nuestra tierra y por ellas
pasa en gran medida el proceso de transformacion del sistema productivo que
para bien de todos se ha de producir.

Aunque suene a topico electoral,

Nosotros si, podemos!

Muchas gracias.
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DIiA DO CIENTIiFICO GALEGO 2010

O 22 de abril de 2010 celebrouse a segunda edicion do Dia do Cientifico
Galego, adicado nesta ocasion a D. Cruz Gallastegui Unamuno.

A celebracion contdu coas seguintes intervencions:

* Apertura do acto por parte do Prof. Dr. D. Ernesto Vieitez Cortizo,
Presidente da Real Academia Galega de Ciencias.

* Semblanza da familia, a cargo do neto do homenaxeado, Prof. Dr. D.
César Fernandez-Quintanilla Gallastegui, Profesor de Investigacion no
Centro de Ciencias Medioambientales (CSIC), co titulo:"4 cara humana
de Cruz Gallastegui”

* Conferencia do Prof. Dr. D. Amando Ordas Pérez, Profesor de
Investigacion da Mision Bioldgica de Galicia (CSIC), baixo o titulo:
“Gallastegui: O nacemento da xenética en Espania”

e

~J'|.

111 DIA 0o CIENTIFECO GALEGO

da s moensows . 23 DEABRILDE 20100

. (uu{.m ASTEGUL UNAMUND

Presidencia no acto do Dia do Cientifico Galego
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Contouse coa presencia do Excmo. Sr. D. Ramon Villares Paz, Presidente
do Consello da Cultura Galega; co Excmo. Sr. D. Benigno Lopez Gonzélez,
Valedor do Pobo; co Ilmo. C. F. D. Carlos Garcia Garcia, representante da
Escola Naval Militar de Marin e co Presidente e Vicepresidente da Real
Academia Galega de Ciencias; o Excmo. Prof. Dr. D. Ernesto Vieitez Cortizo
e 0 Excmo. Prof. Dr. D. Miguel Angel Rios Fernandez, respectivamente.
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LA SEMBLANZA HUMANA DE CRUZ GALLASTEGUT

CESAR FERNANDEZ-QUINTANILLA GALLASTEGUI

Profesor de Investigacion, Instituto de Ciencias Agrarias, Serrano 115, 28006 Madrid

Correspondencia: cesar@ccma.csic.es

Excmo. Presidente de la Academia Gallega de Ciencias
Ilustres Sefiores académicos

Autoridades

Seforas y sefiores

Permitanme que, en primer lugar, exprese al Sefior Presidente de la
Academia y a todos sus colegas académicos mi profunda gratitud, y la de
todos mis familiares, por haber dedicado esta edicion del Dia del Cientifico
Gallego a mi abuelo, Cruz Gallastegui Unamuno. Para nosotros es un gran
honor contar con su compaiiia en este acto.

En los préximos minutos voy a compartir con ustedes algunas anécdotas
de mi abuelo que ilustran aspectos muy poco conocidos de su vida y de
su personalidad. A primera vista, quizas estas anécdotas pueden dejar la
impresion de que su vida estuvo marcada por la adversidad. No es esa mi
intencion, sino todo lo contrario. Me gustaria dejar el mensaje de que D. Cruz,
como habitualmente se le llamaba, fue un tenaz luchador capaz de superar
todos esos obstaculos y asi llegar a alcanzar esos logros por los cuales aun se
le recuerda hoy en dia.

'Conferencia pronunciada por el autor con motivo del Dia do Cientifico Galego, RAGC, 22
Abril 2010
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Obviamente, la mayor parte de estas anécdotas no las conozco de primera
mano. Cuando mi abuelo falleci6 yo contaba 11 afios y mis recuerdos son
solo los de un nifio. Pero he tenido la fortuna de tener como informante a
una madre dotada de una envidiable memoria que me ha legado, ademas de
muchas otras cosas, unos valiosos testimonios de mi abuelo.

Empezaré por contar que no siempre fue tan brillante como se le recuerda
hoy dia. Cuandotenia 14 afios suspendi6 un curso en el colegio de los Dominicos
de Vergara y su padre, un horticultor ilustrado de fuerte temperamento, le
mando6 a pasar el verano totalmente solo en un caserio préximo a Vergara.
Su equipaje: los libros de texto, una muda y un pequefio saco de alubias que
deberia servirle de sustento durante todo ese tiempo. Como pueden ustedes
imaginar, al llegar el mes de septiembre aprobod el curso con las mejores
calificaciones.

Ese mismo nivel de exigencia paterna se mostro cuando llegd el momento
de estudiar en la universidad. En lugar de enviarle a Bilbao, a Madrid o, quizas,
a Paris-Grignon, donde estudiaron varios importantes agronomos vascos de
aquellos anos, lo envio a Hohenheim. Sin conocer una palabra de alemén y
con muy escasos recursos para mantenerse, Gallastegui tuvo que sacar de
nuevo lo mejor de si mismo para aprender el idioma, trabajar y, al mismo
tiempo, estudiar en aquella prestigiosa escuela de agricultura. Fue, realmente,
una época de grandes privaciones. Seglin sus propias palabras, y recordando
quizas la pardbola del hijo prodigo, en esos dias lleg6 a envidiar a los perros
que tenian asegurada su comida y un lugar donde dormir.

Tampoco debio ser facil su etapa americana, sin entender el idioma inglés
y sin casi conocimientos previos de genética. Pero, una vez mas, demostro
su capacidad de superacion, aprendiendo esta ciencia de algunos de los
mas destacados genetistas de la época y formandose en dos de las mejores
universidades americanas, Harvard y Cornell.

De regreso a Espafia pareceria como si, finalmente, las adversidades se
hubieran terminado. Bien conocida es la anécdota de su encuentro fortuito
con Juan Lopez Suarez en la estacion de Monforte de Lemos. Recién
desambarcado de América, y mientras viajaba en tren desde La Corufia hacia
su Vergara natal, se encontr6 a este antiguo amigo. El Dr. Lopez Suarez le
convencio para cambiar la ruta de su viaje (y de toda su vida) y dirigirse con
¢l a Madrid a entrevistarse con don Santiago Ramon y Cajal, Presidente de
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la Junta de Ampliacion de Estudios. Esta entrevista fue muy satisfactoria y
concluy6 con la decision de crear en Galicia, bajo su direccion, un centro de
investigacion bioldgica para el desarrollo agrario. Este golpe de suerte cambio
el rumbo de su vida, alejandole del Pais Vasco y haciéndole recalar en Galicia,
donde encontr6 un nuevo hogar.

Sin embargo, aqui también se encontrdé con grandes obstaculos que
superar. Por lo pronto, cuando traté de convalidar sus estudios en Alemania
parapoder ejercer en Galicia, la encorsetada Escuela de Ingenieros Agronomos
de Madrid, la unica existente en Espana en aquella época, se negd a reconocer
su titulo, exigiéndole para ello cursar una serie de asignaturas entre las que
se encontraba la astronomia y otras de similar importancia agrondmica.
Afortunadamente, la Facultad de Veterinaria sali¢ al quite, facilitandole la
obtencion del titulo de veterinario que le permitié poder trabajar en nuestro
pais.

En los afos 30 del pasado siglo tuvo lugar una etapa de su vida poco
conocida pero particularmente complicada. Durante la segunda republica
fue nombrado para un cargo relativamente importante en el Ministerio de
Agricultura en Madrid, adonde se tuvo que trasladar. Quizas por esa razon,
o por tener claras simpatias por muchos galleguistas de aquella época, se le
marcd como izquierdista. Después de la guerra, y por esa causa, tuvo que
pasar bastante tiempo practicamente recluido en la Misién. En una ocasion
en que tuvo que acercarse a Pontevedra a recoger a su mujer, que vivia en
Santiago con sus dos hijos, le vio pasar desde la cristalera de un café un
magistrado bastante conocido de su familia. “;Pero, como es que Gallastegui
no esta ya en la carcel?” fue el comentario que oyeron todos los contertulios.
El no pasé por la carcel, posiblemente gracias a la proteccion de D. Daniel de
la Sota, un personaje muy influyente en aquella época y con quien le unia una
mutua admiracion y respeto. Pero su mujer, Elisina, si que estuvo retenida un
dia en la comisaria de Pontevedra aunque, afortunadamente, todo quedo en
un susto. Ciertamente, en esa época mi abuelo se sentia amenazado. Mi madre
recuerda perfectamente cuando tuvieron que quemar la bandera gallega que
tenian en casa para evitar problemas. Sin embargo, el paso del tiempo puso
las cosas en su lugar, y el mismo régimen que lo habia puesto bajo sospecha
termind otorgandole, pocos afos después, la Encomienda del Mérito Agricola
y la Gran Cruz de Alfonso X el Sabio.
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Durante muchos afios Cruz Gallastegui siguid viviendo en la Mision
Biologica. Pero con la llegada de diversos becarios la situacion se complico.
A partir de los afios 40 tuvo que afiadir a sus funciones la de “ama de casa de
una pension de estudiantes”, como ¢l mismo la denominaba, teniéndose que
encargar personalmente de las tareas relacionadas con la manutencion de éstos.
Y eso no fue todo. Las autoridades responsables de La Mision, basandose en
el principio de que “el ojo del amo engorda al caballo”, pretendian que tanto el
Director como los becarios vivieran en el mismo centro. Aunque Gallastegui
estaba de acuerdo en que era conveniente que el Director viviera en la
Mision, consideraba que no debia vivir como director soltero a cargo de los
becarios, sino acompafiado de su familia. Ironicamente, aunque esa situacion
fue causa de muchos disgustos para mi abuelo, al final tuvo consecuencias
insospechadas.

Segun cuenta ¢l mismo en uno de sus escritos, uno de los becarios, un
tal Quintanilla, le reclamaba constantemente que habilitase un ala del edificio
para poder alojar a los becarios, deseosos de cambiar sus humildes pensiones
en Pontevedra por las bellas instalaciones del Pazo de Gandardn. Estas
reclamaciones le traian a Gallastegui mal traer. Durante los veranos, la familia
de D. Cruz se trasladaba a Pontevedra y a la comida compartian la mesa con
todos los becarios. En una de esas comidas, el becario Quintanilla conocid a
la hija del Director, de 17 afios de edad a la sazoén, enamorandose de ella. Se
casaron al poco tiempo y, de esta forma, Gallastegui pudo legar a su yerno su
pasion por la ciencia, pasion que éste, mas tarde, me transmitié a mi.

Ciertamente, la Mision le dio grandes alegrias; pero también algunas
desilusiones. Una de sus mayores frustraciones fue su labor al frente del
Sindicato de Productores de Semillas. Después de muchos afios de duros
esfuerzos tratando de abarcar diversos frentes —la investigacion, la gestion, el
sindicato— se sentia bastante pesimista al observar los pocos frutos de tanto
esfuerzo. Es muy interesante leer el andlisis que ¢l hace de la situacion en
aquella época (afios 1950) y su dura autocritica. Concluye que se equivoco al
meterse en tantos berenjenales y que lo mejor que podria haber hecho habria
sido centrarse solo en la investigacion. Consideraba que su mejor época habia
sido la etapa inicial de la Mision en Santiago y se planteaba muy seriamente
si la solucion de todos los problemas que estaban sacudiendo la Mision era
modificar su forma de hacer las cosas o abandonar su direccion y dejar que le
substituyera otro que lo hiciera mejor.
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Analizando esta problematica desde la perspectiva de hoy en dia podemos
decir que, si bien es cierto que su labor investigadora personal se vio muy
mermada por tener que atender a otras obligaciones, la gran labor de su vida
fue la gestacion de la Mision Bioldgica. Organizar en aquella época un centro
de investigacion moderno, dotado de una excelente biblioteca, con diversos
programas de investigacion en mejora genética vegetal y animal, formando
excelentes becarios y enviandolos a completar su formacion al extranjero,...
son sin duda logros de un enorme valor. Como botén de muestra, comentaré
que uno de sus discipulos y colaboradores es el actual Presidente de la
Academia Gallega de Ciencias que hoy preside este acto.

Otro de los motivos de su frustracién era, porque no decirlo, de tipo
econdmico. Ya en el afo 1940 se quejaba de que llevaba més de 15 afios sin
ningin aumento de sueldo y que ganaba mucho menos que su colaborador,
Miguel Odriozola, que se habia incorporado recientemente a la Mision pero
que recibia su sueldo por otra via. La verdad es que la situacion economica
familiar era bien precaria durante esa época. Como ya hemos visto, €l vivia
solo durante toda la semana en la Mision mientras que el resto de la familia
vivia en Santiago, en la casa de sus suegros que tenian una situacion econdmica
relativamente desahogada. Y, a pesar de ello, Cruz Gallastegui tuvo que
contraer varias deudas personales con la Mision Bioldgica para poder hacer
frente a sus gastos.

Con todos estos antecedentes no nos deberia extrafiar que en los afios 1950
decidiera aceptar un atractivo trabajo en PRODES, una empresa agropecuaria
propietaria, entre otras cosas, de las bodegas Vega Sicilia, en Sardon de
Duero. Y para Valladolid se fue lleno de ilusiones, dispuesto a iniciar un
nuevo camino profesional a sus 60 afios de edad.

PRODES era una empresa con un enorme potencial, pero con una pésima
gestion. Al cabo de unos anos de estar mi abuelo en Valladolid PRODES tuvo
que acometer grandes recortes en su presupuesto. Como consecuencia de ellos,
el puesto de Director Técnico de la empresa desaparecio y Gallastegui tuvo
que hacer de nuevo las maletas y regresar a Pontevedra. En cualquier caso,
estos afios fueron para ¢l unos afios felices, de tranquilidad y reconocimiento
economico y laboral. No hace mucho pasé por Sardon de Duero y me acerqué
a visitar las bodegas de la Abadia de Retuerta, en donde vivid mi abuelo
durante esos afos. Alli me atendi6é un empleado que lo habia conocido cuando
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era un nifio pequeno. Increiblemente, le recordaba a la perfeccion y me hablo
de ¢l con un gran afecto. Sin duda, alli dejé también una marca indeleble.

Esta anécdota me permite ilustrar una de las caracteristicas primordiales
de Gallastegui. Mas alla de la calidad cientifica de sus investigaciones, de
su capacidad para fundar y gestionar la Mision Biologica de Galicia, de su
interés y esfuerzo por aplicar los conocimientos a resolver los problemas
concretos del campo gallego, esta su talla humana. Mi abuelo, segun yo lo
recuerdo y segun lo que cuentan todos los que lo conocieron, fue una persona
tremendamente humana. De caracter humilde y sencillo, siempre tuvo un
trato proximo, afable y carifioso con colegas y subalternos.

Para nosotros, sus nietos, fue “el yayo”, siempre con una sonrisa bonachona
y siempre deseoso de obsequiarnos. Como ya hemos visto, en aquella época no
existia esa distincion tan tajante de hoy en dia entre lo personal y lo profesional,
y en los veranos mis padres, con sus 6 hijos, soliamos ir a visitarlo en La
Mision. Y El nos dejaba jugar libremente por el precioso parque e, incluso,
por el nuevo edificio que ain no se habia inaugurado y se utilizaba para secar
mazorcas de maiz. Supongo que en esos pasillos surgié mi vocacion por la
investigacion agraria.

En la vida de Gallastegui no faltaron incomprensiones y desilusiones.
Pero ¢l fue capaz, dejando de lado esos sinsabores, de mantener hasta el final
la esperanza, la ilusion, el entusiasmo. Y valid la pena. Cuando en los afios
1940 mi abuelo reflexionaba sobre la Mision con un cierto tinte pesimista, no
podia imaginar que 70 afios después su labor seria continuada por numerosos
cientificos de gran talento y que la Mision tendria la pujanza y el prestigio
que tiene hoy en dia. Este hecho nos deberia ensefar una leccion a los
cientificos. Frecuentemente los frutos de nuestro trabajo no los podemos ver
nosotros mismos. A veces es necesario que pasen varias décadas para poder
encontrar el sentido de enormes esfuerzos que se hicieron sin ningun tipo de
recompensa.

Todo este relato se quedaria cojo si no citara un aspecto de una enorme
importancia: su amor al campo gallego y su profunda preocupacion por la
mejora de las condiciones de vida de los labriegos de esta tierra. Este fue el
gran motor de todo su actuar. Hoy en dia, que tan facil es caer en localismos y
nacionalismos, yo creo que este vasco de nacimiento, germano-americano de
formacion y gallego de corazon deberia servirnos de ejemplo.
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