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Resumen

En el contexto del estudio de comunidades complejas que participan de la biodegradacion de compues-
tos organicos en el tratamiento de efluentes, se aislaron 10 cepas con la capacidad de degradar naftaleno,
en medio sélido. Auna de ellas, la cepa NR2, se le realizd una caracterizacién polifasica: por un lado, para
caracterizarla genotipicamente, se secuencié un fragmento casi completo del ADN ribosomal 16S corres-
pondiente a la subunidad menor, y se la relacion6 con la especie Pseudomonas putida. Por otro lado, el
cultivo puro se caracteriz6 fenotipicamente utilizando el sistema de identificacién API NE, y se confirmaron
los resultados de la secuenciacion.

Posteriormente, se monitored su evolucion en dos tipos de comunidades complejas: una de ellas prove-
nia de los barros de una planta de tratamiento de efluentes de una refineria de petréleo y la otra, de una
planta de tratamiento de una planta de elaboracién de productos farmacéuticos, que nunca habia estado
expuesta a hidrocarburos. El estudio de la evolucién de las comunidades, bioaumentadas con la cepa NR2
y sin aumentar, se realiz6 mediante la observacion de los productos de la amplificacién del fragmento V3 del
ADNCc de las comunidades, separados en electroforesis de geles desnaturalizantes en gradiente (DGGE).
Las muestras de donde se extrajo el RNAr de las comunidades se tomaron en funcion del tiempo, desde el
armado de los microcosmos, hasta el dia 26. Por otro lado, se determiné la capacidad de degradacién de
naftaleno de las comunidades mediante el recuento de UFC en placas con naftaleno como Unica fuente de
carbono.

Se observé que la cepa NR2 no se integré en ninguna de las dos comunidades. Sin embargo, los
resultados demostraron que la cepa modificé la estructura de la comunidad proveniente del barro de la
refineria de petrdleo, y su capacidad de degradar naftaleno, con respecto a la del mismo barro sin bioaumen-
tar. Por otro lado, la cepa NR2 no produjo ninguna alteracién en la comunidad proveniente de la planta
farmacéutica.

Introduccioén

Hidrocarburos policiclicos aroméaticos (PAHSs)

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) son moléculas que contienen al menos dos anillos de
benceno fusionados. Se forman durante la combustion incompleta de materia organica, y son generados en
grandes cantidades por la industria del aluminio, el hierroy el acero, laindustria de la pulpay el papel, por
la incineracion de residuos municipales y por el uso de combustible fosil en general (Edlund 2001). La
mayor cantidad de PAHSs liberados al medioambiente se debe a las emisiones provocadas por la utilizacion
de combustibles fésiles, y en menor parte, a aquellos PAHs producidos a escala industrial, principalmente
como material de partida para la sintesis de tinturas, resinas y compuestos farmacéuticos (Edlund 2001).
Estos compuestos son termodinamicamente muy estables, lo que los hace persistentes en el medioam-
biente. La presencia de estos hidrocarburos en el ambiente representa un riesgo para la salud, debido a
gue son moléculas hidrofébicas y planas, lo que les permite atravesar la membrana lipidica de la célula. Una
vez en el interior celular, sus derivados pueden interactuar con el ADN, y esto les confiere un alto potencial
carcinogénico. Por otra parte, en dosis elevadas producen toxicidad crénica y sus efectos se manifiestan,
por ejemplo, en dafio hepatico, o en interferencias en el sistema enddcrino de los organismos que estan en
contacto con ellos (Edlund 2001; Irwin 1997).

El més simple de los PAHSs es el naftaleno, que esta constituido por dos anillos y ningln grupo sustitu-
yente. Es muy poco soluble en agua (30mg/l a 25°C) y muy volatil, lo que permite que se disipe en forma
relativamente facil; pero es, de todos modos, resistente a la degradacién y téxico.

Degradacion bioldgica del naftaleno

El sendero metabdlico aerébico de la degradacion del naftaleno es comudn a un rango amplio de familias
bacterianas y muy similar a las vias de degradacién de otros PAHs (Atlas 1981). En general, distintos PAHs
parten de vias paralelas por reacciones de oxigenacion, catalizadas por mono o dioxigenasas especificas,
para luego confluir en un intermediario comdn hacia el metabolismo central de la célula. Estos intermedia-
rios aromaticos comunes, como el catecol, son dihidrodioles que pueden ser abiertos por intra- 0 extra-diol
dioxigenasas (Diaz 2004).

Los clusters catabdlicos suelen estar codificados en elementos méviles como los plasmidos y transpo-
sones, lo que facilita la transferencia horizontal de los respectivos genes y la rapida adaptacién a nuevos
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contaminantes. Uno de los plasmidos mejor estudiados, el NAH7, perteneciente a la cepa de Pseudomonas
putida, G7, comprende tres operones: el primero codifica para las funciones de conversion a salicilato; el
segundo, de salicilato a acetaldehido y piruvato via catecol; el tercero, codifica para genes de regulacion,
determinada por la concentracion de salicilato (Van Hamme et al. 2003).

La via metabdlica comienza con la oxidacion del naftaleno a cis-(IR,2S) dihidroxinaftalenol,2-dihidrodiol
por el sistema enzimatico naftaleno dioxigenasa que incorpora oxigeno molecular al anillo aromatico. La
dioxigenasa de naftaleno presenta un nivel de homologia de alrededor del 90% en diferentes organismos
(Van Hamme et al. 2003). Este sistema esté formado por tres componentes que son esenciales para la
actividad enzimética: una reductasa, una ferredoxina con un centro de hierro y azufre, y una flavoproteina Fe-
S, compuesta por dos subunidades beta y dos alfa, la subunidad mayor, codificada en el gen NahAc (Van
Hamme et al. 2003). Es necesaria la presencia de NADH como dador de electrones (Atlas 1981). A
continuacion, la oxidacién lleva a la formacion de catecol, uno de los intermediarios centrales de la degrada-
cién de PAHSs. Los catecoles son sustratos para otras dioxigenasas que linealizan la molécula, a través del
sendero orto, cortando el ciclo entre los dos oxhidrilos, o meta, entre el C2 y C3, y tanto el gentisato como
el catecol contindan la via hasta piruvato, paraluego proseguir hacia el metabolismo intermedio.

Los microorganismos asociados a este tipo de degradacion del naftaleno son las Sphingomonas sp,
Rhodococcus sp, Burkholderia sp. y, en especial, las Pseudomonas sp.(Diaz 2004). Varias cepas de Pseu-
domonas putida han sido estudiadas para descifrar el camino metabdlico que se encuentra codificado en
plasmidos, entre ellos el G7, que se muestra a continuacién (basado en la figura que se encuentra en el sitio
web http://umbbd.ahc.umn.edu/naph/naph_map.html):

* rafa ko 13- - l}d.im.ii'-:ud 12
diziiras
o 1aviade
I:I::i = i:f‘_! f:ix = Lupslacin
do fonemctmes
iargkio 1,2-0v ko - 12-0doxlvar@krn

1 2-dlk Kro- samak a0
" 12-dibidresi refte ko

irer treraca

®  Zhidmeriromeno-2-
carbizrilabo Eom eras

" +HREDO hidedaoaoaldabes

Al camio " caliilito S " SalirilaBWekidn ddhidrnsnam
methdlio o — hidrrrhea
Fiturm it ¢ 1tk ato

' ) e mm
Fali:lEn '
; %'h( ‘__—'_'_'.—-'-"- dibezs o forame
A1 cmp]itgg - " oliibto wide 1-mafteice
metahd dehidmhea
&l o cak ol

Fig. 1: Camino metabdlico de degradacion del naftaleno, codificado en el plasmido NAH7 de Ps. putida G7. El
naftaleno es oxidado a salicilato, y luego puede derivarse al camino metabdlico intermedio por su conversién a salicilato, o al
camino metabdlico del nitrobenceno, a través de la conversion del salicilato a catecol.

La utilizacidn de microorganismos en el tratamiento bioldgico de efluentes liquidos

Las plantas de tratamiento emplean métodos fisicos, quimicos y biolégicos para disminuir el contenido
orgéanico de los efluentes con el propésito de evitar la eutrofizacion y sepsia que se suele generar cuando la
demanda de oxigeno (directamente proporcional al contenido organico) supera la concentracion de oxigeno
disuelto (utilizado en la oxidacion de la materia organica disuelta). Generalmente, se emplean tratamientos
gue disminuyen el contenido organico hasta un 80-90% (Atlas & Richard 1998). En el tratamiento primario
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se separan los residuos en suspension mediante su sedimentacion. Los tratamientos secundarios se utili-
zan para catalizar la degradacion de la materia organica soluble empleando un sistema microbioldgico
complejo. En el caso de reactores de barros activados en particular, el tratamiento secundario puede consis-
tir en una combinacion de etapas aerdbicas y anaerobicas. Al finalizar cada etapa, la biomasa se separa del
efluente por decantacién, y se recicla para recibir un nuevo volumen afluente. Las comunidades microbianas
empleadas en los tratamientos secundarios se componen mayoritariamente de bacterias, responsables de
la biodegradacion, que conviven con sus depredadores: protozoos (ciliados o flagelados dependiendo de la
calidad del barro), hongos, e invertebrados menores como asquelmintos (en especial los rotiferos). Las
bacterias se pueden encontrar en forma libre, adheridas entre si mediante polisacaridos que forman flocs
gue se eliminan por decantacion, o adheridas a un soporte sélido formando biopeliculas. En el caso de una
refineria de petréleo, la mayor parte de los hidrocarburos es usualmente eliminada mediante un tratamiento
primario de flotacién por aire disuelto hasta una concentraciéon aproximada de 10-20mg/l, que luego es
reducida por tratamientos bioldgicos a valores menores a 1mg/l, en una secuencia esquematizada en la
figura 2.
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Fig2: Etapas de tratamiento del liquido residual de una refineria de petréleo. La reduccién de la materia organica del
liquido residual comienza con un tratamiento mecanico en el cual el naftaleno es eliminado, en su mayoria, a través de la flotacion
por aire disuelto (DAF). En el tanque andxico y en la camara de aireacioén, se disminuye alin més el contenido orgéanico por la accion
de los microorganismos. Finalmente, los barros son separados del efluente tratado en un tanque de decantacion.

Estudio de organismos que participan del proceso de biodegradacién

En los tratamientos bioldgicos que tienen como objetivo la depuracién de efluentes industriales, es Util
poder descifrar los procesos que se llevan a cabo y cuéles son las funciones de cada componente de la
comunidad. Esto permitiria encontrar las condiciones Gptimas para el crecimiento de los microorganismos
mas aptos para la degradacion de los compuestos organicos. Los enfoques utilizados hoy en dia para
acelerar los procesos de degradacién son principalmente dos: por un lado, se intenta controlar el ambiente
de manera tal que se favorezca el desarrollo de las poblaciones bacterianas que utilizan los hidrocarburos
como fuente de carbono (bioestimulacién) modificando factores fisicoquimicos tales como la concentracion
de O,, el pH, o cofactores enzimaticos. Por otro lado, la bioaumentacion es otra estrategia que consiste en
incrementar artificialmente el nimero de poblaciones benéficas para acelerar los tiempos de disipacién del
contaminante. La bioaumentacion se lleva a cabo agregando un cultivo de bacterias obtenido en el laborato-
rio a la comunidad ya existente y puede utilizarse una cepa o varias al mismo tiempo. En general, los
cultivos se obtienen aislando bacterias de la misma comunidad que se desea bioaumentar mediante un
enriquecimiento de una muestra previo al aislamiento, utilizando los compuestos que se desean degradar
como fuente de carbono. La preferencia de utilizar como fuente de aislamiento a la comunidad que se
necesita aumentar es que se sabe que alli existen bacterias capaces de utilizar la materia orgénica del
afluente como fuente de carbono, y eso aumenta las posibilidades de encontrar una cepa que, ademas de
poseer la propiedad de degradar los compuestos de interés, sea capaz de competir adecuadamente para
permanecer activa en la comunidad (Bogardt & Hemmingsen 1992; Zengler et al. 2002).

Estudios dependientes de cultivo
Gracias al aporte de la biologia molecular al estudio de la ecologia microbiana se ha ampliado enorme-
mente el nimero de especies bacterianas descubiertas y se estima que hoy en dia entre un 0.1% a un 10%
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de ese total se puede tener como cultivo puro en el laboratorio (Head et al. 1998). Este porcentaje tan bajo
se debe a que, en general, no se conocen las condiciones compatibles con el desarrollo de cada bacteria,
es decir, los requisitos especificos en concentracion de nutrientes, sales, condiciones redox, u otros facto-
res determinantes como algunas vitaminas y minerales (Stevenson et al. 2004; Zengler et al. 2002), o en
sefales especificas de otras bacterias (Kaeberlein et al. 2002). También se debe a que algunas poblaciones
crecen hasta densidades que no se pueden ni medir ni utilizar para su estudio (Kaeberlein et al. 2002;
Stevenson et al. 2004), o que las poblaciones que se ven favorecidas en el medio sintético no permiten que
crezcan otras de mayor relevancia funcional en el sistema objeto de analisis.

4-

Las diferentes estrategias utilizadas para el aislamiento en medios sélidos se basan en la imitacion de
las condiciones naturales: utilizando nutrientes no tradicionales o en baja concentracion, o periodos largos
de incubacién (Bastiaens et al. 2000; Stevenson et al. 2004), y en algunos casos, usando como medio de
cultivo aquel de donde se obtuvo el in6culo. La desventaja de este Ultimo método es que el medio variaen el
tiempo en funcién de la dinamica de la comunidad, por lo tanto, es un método poco Util si el objetivo es poder
tener cultivos de bacterias aisladas en el laboratorio, y asi prescindir del sitio de donde se las aislé.

En el caso del aislamiento de bacterias que utilizan PAHs como fuente de carbono, se agrega una
dificultad mas, que es la de la baja solubilidad en agua de estos compuestos. Diversas estrategias de cultivo
aerébico fueron desarrolladas, todas basadas en el agregado de uno o varios hidrocarburos a un medio
minimo de sales, entre las que se encuentran el rociado de una solucién del hidrocarburo en un solvente
sobre el cultivo plaqueado, la formacion de una pelicula del hidrocarburo mediante la sublimacién de éste
sobre el cultivo previamente plaqueado y sostenido de forma invertida sobre su vapor (Alley & Brown 2000),
el crecimiento de peliculas bacterianas directamente sobre los cristales del hidrocarburo (Bastiaens et al.
2000), el pre enriquecimiento en un medio liquido con exceso de PAHs y posterior in6culo en un medio
sélido (Daane et al. 2001; Rockne et al. 2000). Mé&s recientemente, se desarrollaron técnicas de alta proce-
sividad basadas en la separacion de bacterias por citometria de flujo y cultivos en microplacas (Cho &
Giovannoni 2004). La gran variedad de técnicas y métodos utilizados demuestra que no existe un método
realmente efectivo para el aislamiento, y que hasta el dia de hoy, se esta haciendo un gran esfuerzo para
obtener las bacterias que cumplen roles importantes en la biodegradacion pero que, en su mayoria, sélo se
conocen através de las técnicas moleculares.

Estudios independientes del cultivo

Es necesario estudiar las comunidades bacterianas para poder entender su funcionamiento y poder
modificar los factores necesarios para acelerar la biodegradacién. La estrategia para estudiar las poblacio-
nes de una comunidad microbiana depende de su cultivabilidad, es decir, de su capacidad de crecer en
medios de cultivos sintéticos y en densidades lo suficientemente altas tal que permitan llevar a cabo los
estudios necesarios. Los métodos que emplean herramientas de la biologia molecular para el estudio de las
comunidades in situ, consisten fundamentalmente en la obtencion y el analisis de la constitucién y la
expresion génica de la comunidad microbiana, y la consecuente determinacion de la identidad de sus
componentes, asi como, en algunos casos, la relacion de la identidad con su funcién (Wagner 2004).

El marcador genético comunmente utilizado en la actualidad para estudios moleculares relacionados
con la estructura de una comunidad es el ADNr que codifica para el ARN ribosomal en bacterias. La utilidad
del ARNr reside en que esta presente en las tres divisiones en que estan agrupados los organismos
biolégicos, son moléculas muy conservadas en donde los eventos de mutacién tienen poca relacion con la
seleccion y son raros los casos de deleciones e inserciones o de transferencia lateral (Woese 1987). Asu
vez, el ARNr contiene dominios conservados en todos los niveles filogenéticos, asi como también secuen-
cias especificas que permiten un grado de resolucién a nivel taxonémico de algunos grupos, e incluso
existen secuencias especificas descriptas para algunas especies (Head et al. 1998). Ademas posee sufi-
ciente variabilidad en sus secuencias intergénicas como para distinguir grupos muy relacionados (Abdul-
mawjood & Lammler 1999).

Si bien en la clasificacién de especies la hibridacién ADN-ADN es el método que provee mayor resolu-
cién taxonoémica, se suele recurrir a la secuenciacion del ARNr por ser un método méas simple, rapido
(Stackebrandt & Goebel 1994) y es, por lo tanto, mas Util para analizar comunidades in situ. En el campo de
la ecologia microbiana, es tomada como patrén para comparar organismos mediante el ARNr obtenido
directamente de una comunidad y asi definir su relacién filogenética con las secuencias de las bases de
datos. Dentro del ARNr, el gen mas utilizado es el que codifica para la subunidad 16S en bacterias, para el
cual existe una mayor cantidad de informacién disponible en bases de datos que sobre el 23S. La metodo-
logia utilizada para la caracterizacion de la estructura de una comunidad esté basada en la amplificacion por
PCR en conjunto con otras herramientas como ensayos de restriccion y electroforesis para separar los
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distintos productos en funcion de diferencias en sus secuencias como DGGE, TGGE, REP-PCR ARDRA
(Bakermans & Madsen 2002; Macrae 2000; Wilson et al. 1999).

Objetivos

En el tratamiento de efluentes industriales se emplean microorganismos que utilizan su maquinaria
enzimética para degradar compuestos organicos con el fin de evitar el deterioro de los ecosistemas que lo
reciben. El estudio de los microorganismos que componen las comunidades responsables de estos proce-
sos se desarrolla utilizando, en su mayoria, métodos moleculares tanto para estudios hechos sobre cultivos
bacterianos puros, como para estudios de comunidades complejas. En este contexto, el propésito de este
trabajo fue:

1) Aislar bacterias capaces de crecer utilizando naftaleno como Unica fuente de carbono y energia.

En base a la existencia de una numerosa variedad de técnicas de aislamiento cuyo objetivo es obtener

cultivos puros de grupos bacterianos presentes en la comunidad, se opt6 por elegir una técnica cuyo

primer paso fuera el aislamiento de bacterias con la caracteristica deseada, y en segundo lugar, su
identificacion y caracterizacion. El aislamiento se realiz6 a partir de un inéculo de barros activados de
una planta de tratamiento de una refineria de petréleo y a la cepa aislada se le realizé una caracterizacién
polifasica.

2) Estudiar el desarrollo de la cepa aislada en el contexto de comunidades complejas.

Para ello, se emplearon herramientas de andlisis moleculares para monitorear su presencia dentro de un

microcosmos conteniendo la comunidad de origen, y otro microcosmos conteniendo una mezcla com-

pleja de microorganismos provenientes de una planta de tratamiento aerdbica que nunca fue expuesta a

la presencia de hidrocarburos.

Materiales y métodos

1) OBTENCION DE COLONIAS PURAS

1.1 Aislamiento de colonias

Las bacterias se obtuvieron a partir de una muestra de la camara de aireacion de una planta de tratamien-
to de barros activados que trata el efluente de una refineria de petréleo. Se enriquecié durante un mes un
in6culo obtenido de la refineria, en medio liquido MSA y naftaleno como Unica fuente de carbono, en una
estufa a 28°C, realizdndose pasajes a medio fresco cada cuatro dias. Se aislaron colonias mediante una
técnica que consiste en diluir un volumen de cultivo liquido en medio con agar y una solucién de naftaleno
en etanol (8,5mg/ml), a 40°C y plaquear la mezcla, luego de un vortexeado, sobre una capa de medio
sélido. De esta manera, se logra una distribucion homogénea del naftaleno y de las bacterias, la concentra-
cion del solvente es baja, y la capa superior contiene el desplazamiento de las colonias que se formaron
(Bogardt & Hemmingsen 1992).

La capa inferior se preparé con una concentracion de 1,5% p/v de agar, en medio mineral Winogradsky
(KH,PO,, 0,25¢/l; MgSO,, 0,125g/l; NaCl, 0,125g/l; FeSO,.7H20, Na,Mo0,.2H20, MnSO ,4H,0, 5mg/l), con
el agregado de 0,1g de NH,NO,, y 0.1 ml/l de una solucion concentrada de vitaminas (en un volumen final de
50ml: ac. 4 amino benzoico, 2 mg; 4cido nicotinico, 4mg; 1-biotina, 0,5mg; pantoteato, 2mg; pirisocina,
6mg; tiamina, 4mg; cianocobalamina, 2mg; 4cido lipoico, 0,5 mg; riboflavina, 0,5mg; acido félico, 0,2mg).

La capa superior se prepard con una concentracion de 0,7% de agar en medio mineral Winogradsky, con
el agregado de 2ml/l de una solucién concentrada de metales traza (en un volumen final de 100 ml: HCI 6M,
1ml; FeSO,, 110mg; MgCl,, 7,2mg;H,BO,, 3,6mg; CaCl,.6H,0, 19mg; CuCl,.2H,0, 0,2mg; NaSO,.6H,0
2,6mg; Na,MnO,.2H.0, 3,6mg; ZnCl, 7mg).

Se plaquedé en esterilidad la mezcla de 3,5ml del medio semisélido, 200il de la solucién de naftalenoy 10
y 100 il del cultivo incubado en la botellay 20y 40 il del cultivo preenriquecido. Las placas se incubaron en
una estufa a 28°C.

1.2 Purificacion de colonias aisladas

De las colonias que formaban un halo transparente de degradacion, se eligieron 4 de cada morfologia. Se
las purifico repicdndolas y esparciéndolas en placas con medio sdlido con vitaminas. Se incubaron en una
estufa a 28°C dentro de un desecador, con su fuente de carbono externa al medio, que consistia en un tubo
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abierto con naftaleno sélido que saturaba la atmésfera del desecador por efecto de la sublimaciéon. Como
control, se inocularon las mismas colonias en placas fuera del desecador.

2.- Caracterizacion genotipica

2.1 Extraccién de ADN

Se picaron las diez colonias y se incubaron en LB liquido, en un tubo de vidrio de 15ml, durante 18 horas
a 37°C con agitacion.

Lisis celular: Se centrifug6 1ml del cultivo y se descarté el sobrenadante. Se resuspendio el sedimento
en 500 il de buffer TENP pH= 7,6 (50mM Tris-Hcl, 10mM EDTA, 10mM NaCl, 1%p/v polivinil pirrolidona,
pH=7,6). Se realizé una ruptura quimica mediante el agregado de 50 il de SDS 10% y 100 ig de RNAsaAy
la incubacion por 1 ha 37°C, y luego la adicién de 60 ng de proteinasa K y laincubacién por 1 horaa 37°C.
Luego se realiz6 una disrupcidon mecanica con 100 il de bolitas de circonio-silice de 0.1mm, en un agitador
reciproco a 5000 rpm por 2 minutos totales en intervalos de 30 segundos.

Purificacion: Se realizd una extraccion mediante el agregado de 1 volumen de fenol equilibrado con Tris-
HCI pH=8 Yy la centrifugacion a 13200 rpm por 10 minutos. Se recuperé la fase acuosa, se agreg6 un
volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugd a 13200 rpm por 10 minutos recuperando la
fase acuosa.

Precipitacion: Se agregaron 0,7 volumenes de isopropanol frio y 0,1 volimenes de acetato de amonio
3M, y se incub6 por una horaa-20°C. Se centrifugd a 4°C durante 40 minutos a 13200 rpm. Se recuperé el
sedimento, se lavé en etanol 70% y se dejé secar. Se resuspendié el ADN en buffer TE pH=8 (10mMTris-Cl,
1 mM EDTA).

2.2 Andlisis derestriccién de ADNr amplificado (ARDRA)

El perfil de digestion del gen 16S del ADNr con enzimas de restriccion permite identificar diferencias de
secuencias de dicho gen, sin necesidad de secuenciarlas en su totalidad, separando los fragmentos forma-
dos por electroforesis en gel de agarosa. Dos cepas que presentan perfiles iguales de restriccion para 2
enzimas tetraméricas poseen una similitud de méas del 95% en sus secuencias de 16S (Moyer et al. 1996).

Amplificacion del gen 16S de la subunidad menor

Se amplificé un fragmento de aproximadamente 1500 pb, correspondiente a la secuencia casi completa
de la subunidad 16S del ADNT.

Se utilizaron los siguientes primers (Godon 1997):

F8: AGAGTT TATYMT GGC TCAG

R1509: GNTACCTTGTTA CGACTT

Cada tubo de 25il de reaccion contenia: buffer de PCR 1X; MgCl,, 1.25mM; DMSO 5%, 1,25; BSA 0,25;
dNTPs 0,2 mM total; primers 0,2 iM de cada uno; Tag ADN polimerasa recombinante, 0,625U.

El programa que se utilizo fue el siguiente: temperatura inicial de 94°C por 3minutos, 35 ciclos de 94°C,
50°C y 72°C de un minuto cada uno, y 10 minutos de extension final a 72°C.

Digestién con Hhaly Rsa

La mezcla consistio, en un volumen final de 20il, en: buffer ER (10X), 2il; BSA, 1ul, H,0, Hhal o Rsa
[(10OU/il), amplicon de 1500pb, 12il.

La enzima Hhal reconoce la secuencia 5'-G C G*"C-3', y la enzima RSAI, la secuencia 5'-G T"A C-3'".

El buffer ER 10X es una solucion de Tris-HCI pH=6,8 110mM y acetato de magnesio 77,5mM, y DTT
1,10mM.

La separacion de las bandas producidas por la digestién se llevo a cabo por electroforesis en un gel de
agarosa 2,5% en TAE 1X, a 85V durante 1,5 horas.

2.3 Presencia del gen NahAc en la cepas aisladas

Se determind la presencia del gen NahAc, que codifica para la dioxigenasa de naftaleno, en todas las
colonias, utilizando primers que permiten amplificar un fragmento de casi 500 pb correspondiente a genes
NahAc y del tipo NahAc, excluyendo la amplificacién de otros genes de dioxigenasas (Bakermans &
Madsen 2002; Wilson et al. 1999):

Acll4F: CTG GCWWTTYCT CACYCAT
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Ac596R: CRGGTG YCTTCCAGTTG

2.3.1 Curva de temperatura

Para optimizar la reacciéon de amplificacion del gen NahAc fue necesario realizar la puesta a punto de la
temperatura de reasociacion y de la concentracion de magnesio sobre un control positivo. Inicialmente, se
vari6 la temperatura de apareamiento de los primers entre 43y 56 °C. El programa utilizado consistié en una
primera etapa de desnaturalizacion a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos 94°C por 30 segundos, la temperatura
correspondiente durante 1 minuto,72°C un minuto, y finalmente la etapa de extension a 72°C por 5 minutos.

2.3.2 Curva de magnesio

A continuacion se determiné la concentracién éptima de Mg?*, haciendo una PCR sobre la misma
muestra y variando unicamente la concentracion de MgCl, entre 1y 4 mM, con el protocolo indicado ante-
riormente y utilizando la temperatura de apareamiento de 50°C.

2.3.3 PCR NahAc para el ADN de las colonias aisladas
Se utilizé el mismo programa descrito para la curva de temperatura, con la concentracién de Mg?* de 3.2
mM y la temperatura de apareamiento de 50°C.

2.4 Amplificacion de secuencias repetitivas intergénicas (rep-PCR)

Latécnica de Rep-PCR se basa en la amplificacién de secuencias repetitivas intergénicas no codifican-
tes, altamente conservadas y presentes en ambos sentidos, como herramienta para diferenciar subespe-
cies o cepas bacterianas. Al amplificar estas secuencias, se generan fragmentos de distinta longitud deter-
minadas por su himero y ubicacién en el genoma, y al separarlas mediante electroforesis se puede analizar
y comparar el patron que se forma y determinar si dos colonias de bacterias de la misma especie son
también cepas iguales (Versalovic et al. 1991).

Reaccién de amplificacion:

Se amplificaron secuencias BOX, utilizando el primer BOXALR (de Brujin, en Molecular Microbial Ecolo-
gy Manual) cuya secuencia es complementaria a boxA, una de las tres subunidades que componen los
elementos BOX:

CTACGG CAAGGC GACGCTGACG

La mezcla de reaccion contenia en un volumen final de 25il: Buffer de PCR (10X), 2,5ul; DMSO 5%, MgCl,
50mM, dNTPs primers 0.012 ig, Taq ADN polimerasa 1U.

El programa utilizado consistio en 2 minutos a 95°C, 30 ciclos de 94°C, 40°C, 65°C durante 30 segun-
dos, 1y 8 minutos respectivamente, y una etapa de extension final de 8 minutos a 65°C. Se verificaron los
productos de amplificacion en un gel de agarosa 2%.

2.5- Secuenciacién del gen 16S de la cepa NR2

El producto de la amplificacion enzimética del gen 16S casi completo fue purificado a partir un gel de
agarosa mediante un método basado en la retencién del ADN por silice.

Se utilizé el vector p-GEM-T, que contiene un gen transcribible de resistencia a ampicilina y el segmento
amino terminal de &-galactosidasa del gen lacZ, que contiene un sitio de clonado mdltiple con extensiones
de un nucleétido de timidina en el extremo 3'. Para lograr la ligacién del producto de la PCR con el vector
p-GEM-T, se preparé una solucién con los siguientes reactivos en un tubo eppendorf de 0,5 para un volumen
final de 10ul: buffer para ligacion rapida 1X; vector pGEM-T 50ng; producto de la PCR, 1,26il, T4 ADN ligasa,
3U. Se incubé durante toda la noche a 4°C.

Para la transformacion, se transfirié un volumen de 50il de E. coli DH104 electrocompetentes a una
celda de electroporacion de 0,1 cm. Se agregaron 2il de la solucién de ligacion, y se someti6 ala mezclaa
un pulso eléctrico de 2,5kV (BioRad) agregando inmediatamente después 250 il de medio SOC( 2% pepto-
na, 0,5% extracto de levadura, 10mM NacCl, 2,5mM KCI, 10mM MgCL,.6H20, 20mM glucosa, pH=7). Se
paso el cultivo a un tubo de polipropileno estéril de 15ml y se incub6 durante una hora a 37°C. Luego se
inocularon 10il del cultivo, y 20il de una solucién 1:10 del cultivo en placas de medio sélido LB con 0.1 mg/
ml de ampicilina, 625ig por placa de X-Gal como indicador cromogénico y de IPTG como inductor de la
expresion de LacZ. Las placas se incubaron toda la noche a 37°C.

Para la purificacion de ADN plasmidico se picaron 6 colonias blancas a partir del cultivo en placas, que
luego se inocularon en medio LB con ampicilina (100ig/ml) y se incubaron por 16 horas a 37°C con agitacion.
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Se tomé 1,5 ml del cultivo y se centrifugd a 5000xg durante 5 minutos. Se descarto el sobrenadante y se
agregaron 300 il de solucién | (Tris-HCI 50mM pH=8). Luego se agregaron 300il de solucién Il (NaOH 0,2M;
SDS 1%) y al cabo de una incubacién de 5 minutos en hielo, se agregaron 300il de solucion 11l fria (3M
acetato de potasio, 11% acido acético glacial) y se incub6 en hielo durante 10 minutos.

Para recuperar el ADN plasmidico se centrifugd a 4°C durante 15 minutos a una velocidad de 13.200 rpm,
y se recuperaron 800il del sobrenadante.

Para eliminar ARN, se agregd 10U de RNAsa ONE (Promega) y se incubé durante 2 horas a 37°C.

Se hizo una extraccion con 1 volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (37:1) y se centrifugé durante 5
minutos a 13.200 rpm. Se recuperd la fase acuosa, se agregd 1 volumen de isopropanol, y se incub6 durante
30 minutos a temperatura ambiente para precipitar el ADN. Se centrifugd durante 30 minutos a 4°Cy 13.200
rpm, y se lavé con etanol 70%.

Se verifico la ausencia de ARN en un gel de agarosa 1%.

Para determinar qué clones contenian el fragmento de 1500 pb se llevd a cabo una digestién del
plasmido con EcoRl.

Se prepar6 la mezcla de restriccion en un volumen final de 10il: buffer H,1X; EcoRlI, 28U; ADN, 6il. Se
incubo durante 13hs a 37°C y se corrioé en un gel de agarosa 1% p/v en buffer TAE.

La secuenciacién se realizé en un secuenciador automatico (Megabase 500), utilizando los primers
M13F y M13R cuyas secuencias complementarias se encuentran en el vector, y los primers 341F 906R,y
F704B cuyas secuencias complementarias se encuentran dentro de la secuencia del 16S y corresponden a
secuencias conservadas en todo el dominio Bacteria. Se compararon los cromatogramas utilizando el pro-
grama Chromas Lite y se utiliz6 el programa BlastN para comparar las secuencias con la base de datos del
NCBI. Se utilizo el programa el ClustalX para el alineamiento de las secuencias y de la construccién del
arbol mediante el método de neighbour joining con un valor de bootstrap de 1000, utilizando como outgroup
secuencias pertenecientes a beta y epsilon proteobacteria.

3.- Caracterizacion fenotipica

La caracterizacion fenotipica se realizo utilizando el sistema de identificaciéon API NE (Biomerieux).

Para ello se picaron colonias crecidas en LB y se inocularon en una solucion estéril de NaCl 0.85% hasta
lograr un grado de turbidez idéntico a una suspension de BaSO, de concentracion equivalente al punto 0,5
del standard McFarland (BaCl, 0,048M, 0,5ml; H,SO, 0,18M, 99,5ml). Posteriormente, se inocularon los
tubos y las clpulas segun las indicaciones del manual, se incubaron a 28°C y se observaron los resultados
alas 24y 48 horas.

Las muestras fueron observadas frescas en un microscopio con contraste de fases (Leica, modelo DM-
HB).

4.-Ensayo de bioaumentacion

4.1 Preparacién de los microcosmos

Se llevaron a cabo 4 experimentos de bioaumentacién: Los experimentos 1y 2 consistieron en 10ml de
barros activados con un contenido de biomasa de 6,7% p/v, proveniente de la cAmara de aireacién de una
planta de tratamiento de una refineria de petréleo, 5ml de un cultivo puro de NR2 y 35ml del sobrenadante del
mismo origen formando un microcosmos de un volumen total de 50ml; los experimentos 3y 4 contenian la
misma composicién excepto que los barros provenian de una planta que trata los residuos de una planta de
elaboracion de productos farmacéuticos, y nunca habian sido expuestos a hidrocarburos.

Los 5ml del cultivo contenian un nimero de 1,7 x10° bacterias, determinado por recuento de las UFC en
medio LB sdlido.

Se incubaron los tratamientos a 28°C con agitacion, y se tomaron muestras de 1ml inmediatamente
después del armado de los microcosmos (tiempo 0), y luego a los 2, 8, 16 y 26 dias.

4.2 Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE)

Este método se basa en la diferencia de movilidad electroforética en un gel de poliacrilamida entre una
molécula de ADN de estructura helicoidal y otra desnaturalizada. La desnaturalizacion se produce por la
combinacion de distintos dominios de fusion, es decir, grupos de bases que por su secuencia y %GC son

12



Tesinas Aislamiento de una Pseudomonas sp. que degrada naftaleno y evaluacion preliminar ...

susceptibles a la desnaturalizacion a concentraciones crecientes de desnaturalizante, con lo cual se pue-
den separar fragmentos de ADN de la misma longitud, pero con diferente secuencia. A medida que aumenta
la concentracion de desnaturalizante, cada dominio de fusion va perdiendo su estructura helicoidal y retarda
el movimiento del fragmento hasta frenarlo casi por completo. De esa forma, cada fragmento amplificado
migrara hasta una posicion definida por su propia secuencia. Los primers utilizados contienen una secuen-
cia inicial de al rededor de 40 nucleétidos G o C y actian como un dominio de alta temperatura de fusion,
evitando la disociacion completa.

Extraccion de ARN

Se tom6 1ml de cada cultivo con una pipeta plastica lavada con una solucion para eliminar RNAsas. Se
centrifug6 durante 10 minutos a 16000 xg, se lavé con buffer TE y se resuspendié en 800 ul de TE. Se
trasvasé a tubos de 2ml con 50 pl de SDS 10% vy bolitas de circonio-silice de 0.1 mm, y se llevé a un
volumen final de 2 ml con fenol pH=5.1 para recuperar el ARN. Se procedi6 a la disrupcién mecénica en un
agitador reciproco durante 3 minutos en total, en periodos de 30 segundos. Luego se incubd a 65°C por 15
minutos y se centrifugé por 15 minutos a 16000xg, para separar las fases. Se trasvaso la fase acuosay se
hicieron lavados con cloroformo:isoamilico 37:1. Se dejo precipitar 500pl de la fase acuosa durante una hora
a -20°C en 2 volumenes de etanol 100% y 0.1 volimenes de acetato de sodio 3M. Se centrifugd durante
media hora, se lavaron las sales con etanol 70% y se resuspendié en agua.

Para eliminar el ADN se incubd durante una hora con buffer para DNAsa 1Xy 5U de DNAsa RQ1
(Promega). Luego se extrajo con un volumen de fenol equilibrado a pH=5.1. Se centrifug6 durante 15 minu-
tos recuperando la fase acuosa. Luego se procedio a los lavados y precipitacion de la misma forma que en
la primera purificacién del ARN y se resuspendio finalmente en 50 ul de agua.

Transcripcion reversa

Para obtener los perfiles de ARNr en los experimentos de bioaumentacién se obtuvo primero el ADNc
mediante la accion de latranscriptasa reversa sobre el templado de ARN purificado.

La mezcla de reaccion se prepard con los siguientes reactivos en un volumen final de 20il: Buffer para RT
(5X), 4il; dNTPs (2mM total), 2il; primer R534 (10iM), 1,2il; H,O, 8,8il; ARN(30ng/il), 3il; Transcriptasa Rever-
sa MMLYV (Promega), 0.75 U.

Lareaccion se realiz6 incubando a 65°C durante 5 minutos, a 37°C durante 1 horay a 72°C durante 10
minutos.

Amplificacion del ADNc

Previo a la realizacion de electroforesis con gradiente lineal de urea y formamida, se procedi6 a la
amplificacién, a partir del ADN, de un fragmento de aproximadamente 200 pb, correspondiente a la region
variable V3 del 16S ADNr en las posiciones 341 a 534 de la numeracién de E. coli.

Los primers utilizados fueron los siguientes (Muyzer et al. 1993):

F341GC: CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG

GCA CGC GGG GCC TAC GGG AGG CAG CAG

R534: ATTACG GCG GCT GCT GG

La amplificacion se llevé a cabo en tubos de 0.2 ml con una solucién que contenia en un volumen final de
25 il: buffer para Taq polimerasa recombinante (Invitrogen), 1X; MgCl,, 1.25mM, dNTPs, 200iM, primers, 0,2
iM, Tag ADN polimerasa, 0.625U segun el siguiente protocolo de touchdown (Hecker & Roux 1996): Desna-
turalizacién a 94°C por 4 minutos, 20 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacién a 94°C, un minuto de
apareamiento de los primers a 65°C disminuyendo 0.5°C en cada ciclo, y 30 segundos de extensién a 72°C,
seguido de 10 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacién a 94°C, apareamiento a 55°C por 1 minuto y
extension a 72°C por treinta segundos, y la etapa de extension final, a 72°C durante cinco minutos.

El producto obtenido se verifico por electroforesis en un gel de agarosa 1%.

Preparacion del gel de poliacrilamida con gradiente desnaturalizante y condiciones de corrida

El gel de poliacrilamida se prepar6 mezclando en un formador de gradientes (HSI, Hoefer Scientific
Instruments),12,5 ml de dos soluciones que contienen en un volumen final de 18ml: buffer TAE 1X;
acrilamida:bisacrilamida (37:1), 3,7ml; persulfato de amonio 10%, 230il; TEMED, 3,5il; solucién desnatura-
lizante 100%, 6,12ml o 12,6ml. Las soluciones forman un gradiente que parte de una concentracion
desnaturalizante al 35% vy finaliza al 70%, en donde el 100% equivale a una solucién de urea 7M y
formamida 40% p/v.

Las condiciones de corrida fueron de 3 horas a 200V en un bafio a 60°C en TAE 1X, dentro de una cuba
para DGGE (CBS, Scientific Co). El revelado se realizé tiiendo con 10il de Sybr Green (Molecular Probes,
Invitrogen) en 100ml de TAE 1X durante 40 minutos y lavando con TAE 1X por 10 minutos, y se fotografié

13



Tesinas Aislamiento de una Pseudomonas sp. que degrada naftaleno y evaluacion preliminar ...

utilizando el sistema Bio Imaging CCDBIO (Syngene).

Resultados

1. AISLAMIENTO DE COLONIAS

La aparicién de colonias formadas utilizando la técnica de las dos capas ocurrié a los tres dias. Se
observaron tres tipos de colonias y se picaron cuatro de cada morfologia, como se encuentraindicado en la
tabla 1.

Tipa Colar harfalogia Tamafio relativa | Mro. de colonias picadas
1 Blanco opaco Circular Srande 4 (MR1 23 v

2 Blanco mucoso Circular Fequefias 4 (MRS E 11 v124)

3 Blanco opaco Circular Muy pequefias 4 (MR 25y 10)

Tabla 1: Caracteristicas visibles de las colonias aisladas.

Las colonias se repicaron en medio MSA y se incubaron en presencia y ausencia de naftaleno. Excepto
las colonias 11y 12, que crecieron también en las placas control, el resto de las colonias crecieron sélo en
presencia de naftaleno. Los analisis de caracterizacion genotipica se realizaron sobre estas 10 colonias
aisladas (NR1-10).

2.- Caracterizacion genotipica

2.1 Anélisis de restriccién del ADNr amplificado (ARDRA)

Con el fin de determinar el grado de similitud de las secuencias del ADN ribosomal 16S de las colonias
aisladas se realiz6 una digestion enziméatica con las enzimas tetraméricas Rsal y Hhal.

En las figuras 3a y 3b se muestran los productos de la digestion del producto de la amplificacion del
fragmento casi completo del ADNr 16S de las diez colonias aisladas.

1 2 3 4 546 73 57 10

Fig. 3a: Productos de la digestion enzimatica de Hhal de los fragmentos casi completos del gen 16S de las colonias
aisladas. Se utilizé el ADN gendémico extraido de las colonias como templado para amplificar el fragmento casi completo del ADN
ribosomal 16 S, y se lo sometié a una digestion con la enzima Rsal. Los productos se separaron por electroforesis en un gel de
agarosa 2% plv. Las calles 1 a 10 corresponden a las cepas NR1 a NR10.
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1 2 3 4 5 &6 7 & 5 10

Fig. 3b: Productos de la digestion enzimatica con Rsal de los fragmentos casi completos del gen 16S de las
colonias aisladas. Se realiz6 una segunda digestion enzimatica utilizando la amplificacion del fragmento casi completo del gen
16S del ADN ribosomal como sustrato para la enzima Hhal. Los productos fueron separados por electroforesis en un gel de
agarosa 2% p/v. Calles: 1-10, cepas NR1-10.

En ambas figuras se observa que los fragmentos de restriccién tienen el mismo tamafio en todas las
cepas, lo que permite inferir que todas poseen la misma secuencia del gen del ARN de la subunidad menor
16S (Moyer et al. 1996).

2.2 Amplificacion del gen de la dioxigenasa de naftaleno

Con el propdsito de detectar la presencia del gen que codifica para la dioxigenasa de naftaleno, se realiz6
una PCR sobre el ADN extraido de todas las colonias aisladas.

Las secuencias de los primers y las condiciones de la reaccién de amplificacién se obtuvieron del trabajo
de Bakermans (Bakermans & Madsen 2002). Sin embargo, como no se obtuvo producto de amplificacion del
ADN gendmico de las colonias ni del control positivo, se optimizaron las condiciones de reaccion modifican-
do la temperatura de apareamiento y la concentracion de Mg?*.

Curva de temperatura
Lafigura 4 muestra el resultado obtenido en la amplificacion del gen NahAc utilizando distintas tempera-
turas de reasociacion.

500k

200t

100ph

Fig. 4: productos de la amplificacion de genes NahAc utilizando diferentes temperaturas de apareamiento. Se
amplificaron genes NahAc y del tipo NahAc utilizando como templado el ADN de un control positivo. Los productos fueron
separados por electroforesis en un gel de agarosa 1,5% p/v. Las calles corresponden a las siguientes temperaturas: 1, 56°C; 2,
50 °C; 3, 47°C; 4, 43°C. M, marcador de tamafio molecular (100pb).
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Teniendo en cuenta la maxima intensidad de la banda del tamafio correspondiente (480 pb) y la minima
intensidad de bandas de productos no especificos, la temperatura 6ptima de reasociacion se eligio como
50°C, que en la figura 4 se observa en la calle 2. La amplificacion de otras bandas aparte del producto
esperado también se observo en el trabajo de Bakermans (Bakermans & Madsen 2002).

Curva de magnesio
Enlafigura 5 se muestra el producto de amplificacion obtenido utilizando diferentes concentraciones de
Mg?*.

Fig5: Productos de la amplificacion por PCR de genes NahAc bajo distintas concentraciones de Mg?. Se realiz6 una
amplificacion de los genes NahAc y similares, sobre el ADN total extraido de un control positivo. Los productos de la amplificacion
se separaron por electroforesis en un gel de agarosa 1,5% p/v. Calles: 1, marcador de tamafio molecular (p-GEM 3Z (t); calle
2,1,5mM; calle 3, 2mM; calle 4, 2,5mM; calle 5, 3mM; calle 6, 3,5 mM; calle 7, 4mM.

La curva parte de una concentracion de 1,5 mM hasta 4mM. Por debajo de una concentracion de Mg?* de
3mM no se observa formacion del producto. Ala concentracion de 3,5 mM aumenta la formacién del produc-
to no especifico en relacién al fragmento esperado. Por lo tanto, se empled una concentracion de 3.2 mM de
MgCl, para la reaccion de amplificacion sobre el ADN de todas las cepas.

Amplificacion de genes que codifican para dioxigenasas de naftaleno, sobre todas las cepas.

La figura 6 muestra los resultados de la amplificacion del gen NahAc en todas las muestras de ADN
extraido de las colonias aisladas utilizando las condiciones de temperatura de apareamiento y concentra-
cién de magnesio determinadas como Optimas:

Fig. 6: Productos de amplificacion del gen NahAc de todas las colonias aisladas. Los productos se obtuvieron por PCR
sobre el ADN total, utilizando 50°C como temperatura de apareamiento, y 3,2mM como concentracion de magnesio, y se separaron
por electroforesis en un gel de agarosa 1,5% p/v. Calles: 1,-9 colonias NR1-9; calle 10, marcador de tamafio (p-GEM); calle 11,
colonia 10.
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Entodas las calles se observa el producto esperado de al rededor de 500pb y enlas calles 5,6, 7,9y 11,
también un fragmento inespecifico de 300 pb.

2.3 Amplificacion de secuencias intergénicas repetitivas (rep-PCR)

Para agrupar las colonias aisladas de acuerdo a su estructura genémica, se realiz6 la amplificacion de
secuencias repetitivas intergénicas utilizando en la reaccion de PCR los primers BOXALR que permiten
amplificar las regiones BOX. Los resultados de la PCR muestran en la figura 7.

1 2 3 4 35 6 7 8 9 10 11

- | ; dbod Gt bod
:i.!t“ihﬁl

L N

Fig. 7: Productos de amplificacién de secuencias repetitivas presentes en el ADN genédmico de las colonias
aisladas. Se extrajo el ADN de las colonias a caracterizar y se utiliz6 como templado para amplificar las secuencias repetitivas
por PCR. Los productos de amplificacion fueron separados en un gel de agarosa 3% p/v. Las calles: 1 a 10 corresponden a las
cepas NR1 a NR10; la calle 11, a E. Coli.

Como muestra la figura 7, teniendo en cuenta la similitud de los patrones, las cepas se pueden organizar
en cuatro grupos: las cepas NR 3, 4, 5, 6, las cepas NR 2,7,8,y9, lacepaN1,y lacepaNR 10.

2.4 Secuenciacion del gen 16S ARNr
En la figura 8 se muestra el arbol filogenético realizado utilizando el programa ClustalX, mediante el
método de neighbour joining, y los valores de bootstrap mayores de 700 para cada rama.
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Fig. 8: Arbol filogenético de las secuencias de ADN ribosomal 16S. El arbol se construy6 al rededor de la secuencia
obtenida del ADNr 16S de la cepa NR2, con el programa ClustalX. Se utilizaron secuencias relacionadas, de la clase
gammaproteobacteria, y como outgroup, secuencias beta y epsilonproteobacetria.
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La secuencia de la subunidad 16S del ARN ribosomal de la cepa NR2 muestra su relacién con bacterias
correspondientes al género Pseudomonas sp., y el &rbol filogenético indica su probable afiliacién dentro de
la especie Pseudomonas putida.

3.- Caracterizacion fenotipica

3.1 Caracterizacién de expresion génica

API NE

Como método de caracterizacién fenotipica de la cepa aislada, se realizaron 20 tests de funcién enzima-
tica y de asimilacion del sistema de identificacion para no enterobacterias APl 20 NE (Biomerieux). Los
resultados se muestran en las tablas 2a y 2b.

Tests de funcidn  Reduccidn | Arginina U Addifcacidn  Hidrelisis | Hidrdlisis de | o
enzimatica de NO3 dehidralasa - 000 g glucosa  de esculing | gelatina -galactosida sa
% Resultados
positivos para 3 gig 1 1 0 0 1
la Ps puitila
Resultado de + + +
MR 2 - - - _

Tabla 2a: Ensayos de funcién enziméatica. A partir de un cultivo puro de la cepa NR2, se inocularon las 8 celdas correspondientes
a los tests de funcion enzimatica del sistema de identificacion APl NE y los resultados se observaron a las 24 y 48 horas.

Tasts ::le glucosa mancsa  gluconate | caprate | malate | citrate | fenil arabinosa | Manital NAS | maltesa  adipato
& imilacion acetato

Resultados
pozitivos
para =] a7 a7 29 100 a9 b=} bl il a 1 1
Pz Futida
(%]
F ez utado
de MRZ

Tabla 2b: Ensayos de asimilacién. Se inocularon las 12 celdas correspondientes a los tests de asimilacién del sistema de
identificacion APl NE con un cultivo puro de la cepa NR2 y se observé el resultado a las 48 horas. Un resultado positivo se
consider6 tal cuando se produjo un aumento en el grado de turbidez, debido al crecimiento del cultivo por la asimilacién de cada
sustrato.

De acuerdo a la comparacion de los resultados obtenidos para la cepa NR2 con los valores correspon-
dientes de cepas de referencia, los resultados obtenidos confirman que se trata de una Pseudomonas
putida.

3.2 Caracterizacion morfologica.

Para caracterizar morfoldgicamente la cepa NR2 pura se observé una muestra fresca al microscopio de
contraste de fases. La figura 9 muestra la microfotografia de un cultivo puro de la cepa.
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Fig. 9: Imagen obtenida por microscopia de contraste de fases de un cultivo puro de la colonia NR2. A partir de una
muestra de la camara de aireacion de la planta de tratamiento del efluente de una refineria de petréleo, se aislé en medio MSA
sélido, con naftaleno como fuente de carbono, la colonia correspondiente a la cepa NR2, y luego se obtuvo un cultivo puro liquido
de esa cepa, de donde se tomd una muestra para caracterizar su morfologia.

Lafig. 9 permite observar que las bacterias aisladas son bacilos, morfologia propia de las Pseudomonas
sp.

4.- Experimentos de bioaumentacion

Con el propésito de evaluar la supervivencia y la actividad de la cepa NR2 para la utilizacion de naftaleno
como fuente de carbono en dos comunidades complejas se armaron 4 microcosmos: dos de ellos, 1y 2,
contenian la comunidad microbiana de un barro proveniente de la camara de aireacidn de una planta de
tratamiento del efluente de una refineria de petréleo, y los otros dos microcosmos, 3y 4, de una planta de
elaboracién de productos farmacéuticos.

Las figuras siguientes corresponden a microfotografias de los barros tomados de las camaras de airea-
cion de las plantas de tratamiento de la refineria de petrdleo y de la industria farmacéutica que fueron
utilizados en los experimentos.

Fig10: Microfotografias representativas de muestras de barro. Los barros se tomaron de la camara de aireacién de la
planta de tratamiento de la refineria de petréleo (A, B) y del laboratorio de productos medicinales (C y D) utilizados como in6culos
en los experimentos 1-2 y 3-4, respectivamente
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Se puede observar la presencia de rotiferos en el barro de la refineria de petréleo (A 'y B). La figura B
presenta un rotifero entre los flocs, mucho mas densos y oscuros que en el barro filamentoso que se
observaen CyD. Enlafigura D se capturé laimagen de un rotifero en movimiento debido al pastoreo de los
filamentos. Aunque estas fotos indican la presencia de depredadores en ambos barros, se observé un
numero mucho mayor de ellos en el de la planta de tratamiento del laboratorio farmacéutico.

Para evaluar la supervivencia de la cepa aislada se extrajo el ARN ribosomal de las muestras de cada uno
de los microcosmos, se obtuvo el ADNc mediante la accién de la trancriptasa reversa y, junto al ADN
extraido de la cepa NR2, se amplificé un fragmento correspondiente a la region V3 del ADN ribosomal 16S.
Estos fragmentos se separaron en un gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) y se comparo el perfil de
bandas de los microcosmos, y del cultivo puro de la cepa.

Las figuras 11a 'y 11b muestran la separacion por DGGE de los productos de amplificacion del ADNc
obtenido de las muestras de los barros que se utilizaron en los experimentos, tomadas en los tiempos que
se indican en la figura. El tiempo 0 corresponde a las muestras tomadas inmediatamente luego de la
preparacion de los microcosmos.

0 dias 2 dias % dias la dias 26 dias
cptEd & sl |a o salla sa |k osalhk wa |

FEAIRL ST

Fig. 11a: DGGE de los barros de la refineria aumentado (A) y sin aumentar (S/A). Se obtuvo el ADNc de las comunidades
de los microcosmos 1y 2, ambas conteniendo el barro originario de la refineria de petréleo, inmediatamente luego del inéculo de
la cepa NH2 en el barro del microcosmos 1 (dia 0), y luego 2, 8, 16, y 26 dias después. Junto con el ADN extraido de un cultivo de
la cepa pura NR2, se amplificé la region V3 del ADNr 16S. Los productos se separaron por DGGE.

Como era de esperar, se puede ver que en el dia 0 los dos barros comparten la mayoria de las bandas,
excepto por la banda perteneciente a la cepa NR2 (banda 1). Al dia 2, los barros cambian su estructura 'y
aparecen otras bandas predominantes que persisten hasta el dia 16 (bandas 2 y 3), que migran a distintas
distancias. La banda 4 aparece en el dia 8 y se mantiene hasta el final del experimento.
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Fig. 11b: DGGE de la cepa NR2 pura y los barros del laboratorio aumentado (A) y sin aumentar (S/A). Se obtuvo el
ADNC a partir del ARNr extraido de los microcosmos 3y 4 en los tiempos que se indican en la figura. El tiempo O corresponde a
las muestras tomadas inmediatamente luego del in6culo de la cepa NH2 en el barro del microcosmos 3. Junto con el ADN extraido
de la cepa NR2 pura, el ADNc se utilizé como templado para amplificar la regiéon V3 del ADNr 16S, y los productos amplificados se
separaron por DGGE.

En esta figura se puede observar que los cambios relacionados con la aparicion o desaparicion de
bandas que ocurren en los dos barros son practicamente iguales. La banda correspondiente a la cepa NR2
en la calle del barro aumentado en el dia 0 no se ve con claridad en esta imagen, pero se observo en la
pantalla del equipo que se utilizé para obtener la fotografia.

Discusioén

En este trabajo se aislaron bacterias que tenian la capacidad de degradar naftaleno y se monitoreé su
aptitud para sobrevivir en comunidades complejas en presencia de naftaleno como Unica fuente de carbono
y energia.

Evaluacion de la técnica de aislamiento

De los métodos para el aislamiento indicados en la introduccion del presente trabajo, se utilizo la técnica
de las dos capas de agar (Bogardt & Hemmingsen 1992) debido a que con este método se logra una
distribucion homogénea de la fuente de carbono debido al mezclado de la solucion de naftaleno en alcohol,
gue luego se evapora por la temperatura. Ademas, esta técnica permitié solucionar el problema de identificar
las colonias que degradan naftaleno, debido a que en las placas esas colonias forman un halo de degrada-
ciéon. Una vez aisladas, para purificarlas se opté por incubarlas con naftaleno sélido externo al medio apro-
vechando su volatilidad, ya que era un método mucho mas simple que el anterior y se evitaba el agregado del
solvente. También se intenté generar una pelicula de naftaleno segun el método de Alley y Brown (Alley &
Brown 2000), pero la distribucién del naftaleno no era tan homogénea como en el método de las dos capas,
y ademas no resultaba facil trabajar en completa esterilidad.

Un punto importante a considerar al aislar bacterias por métodos clasicos de enriquecimiento utilizando
un compuesto como Unica fuente de carbono, es que las condiciones del medio y la incubacion son muy
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diferentes a las del medio original, lo que puede favorecer el crecimiento de poblaciones que no representan
un grupo funcionalmente importante en el medio original, o de poblaciones que tienen una tasa de crecimien-
to rapido y que luego, al ser reinoculadas en su medio original, pierden el protagonismo que les habia
otorgado la incubacién en el medio sintético, y limitan la utilidad potencial de dicha cepa.

Caracterizacién genotipica

Se utilizé una combinacion de métodos moleculares para la identificacion de las bacterias aisladas: se
realiz6 un andlisis de restriccion del ADN ribosomal (ARDRA) para poder establecer diferencias de secuen-
cia en funcién de la secuencia casi completa, y se observé que todas presentaban el mismo patrén de
restriccién, lo que indicaba que existia un 95% de probabilidad de que la secuencia nucleotidica de la
subunidad 16S de ARNr de todas las cepas aisladas fueran idénticas. A pesar de que todas compartian el
mismo patrén de restriccion de ADN ribosomal, y que segun los resultados de la amplificacion del gen
NahAc todas poseian el gen de la dioxigenasa de naftaleno, el analisis de los patrones generados por
amplificacion de secuencias genémicas repetitivas (BOX PCR) permitié discriminar diferentes cepas dentro
del grupo de colonias aisladas, lo que implicaba que las cepas podrian diferir en su composicién genética
debido a que su evolucién se vio influenciada por sus micronichos particulares (Jaspers & Overmann 2004).
La eleccion de la cepa a caracterizar de forma més completa y utilizar en los experimentos de bioaumenta-
cion se hizo teniendo en cuenta que la evolucién de la cepa se seguiria por DGGE. Por lo tanto, dado que
los patrones de restriccién del ARDRA eran iguales, y teniendo en cuenta que el grado de resolucién del
DGGE utilizando un gradiente entre 35% y 75%, adecuado para estudiar comunidades complejas, no resol-
veria las posibles diferencias de la region V3, se eligié la cepa NR2 para estudiarla con mayor profundidad.

El andlisis fenotipico, y la secuenciacién del gen 16S casi completo y su comparacion con secuencias
en la base de datos del NCBI, permitié ubicar la colonia aislada dentro del género Pseudomonas sp. Las
caracteristicas de ser metabdlicamente versatiles, participando de numerosas actividades importantes como
el ciclado de elementos, degradacion de compuestos biogénicos o xenobibticos organicos, entre otros, y en
especial las Pseudomonas putida, que posee requerimientos nutricionales simples y puede crecer rapida-
mente en los medios cominmente empleados en el laboratorio (Timmis 2002), explican la predominancia de
la Pseudomonas en el cultivo. De hecho, el 90% de todas las bacterias cultivadas y caracterizadas por
secuenciacion del 16S ARNr pertenecen a las divisiones de Proteobacteria, Cytophagales, Actinobacteriay
bacterias Gram positivas con bajo porcentaje de G+C (Vandamme et al. 1996).

Experimento de Bioaumentacion

Se utilizé la técnica de DGGE (Muyzer & Smalla 1998) para monitorear la evolucion en el tiempo de la
cepa en el contexto de dos comunidades complejas. La molécula elegida para monitorear la presencia de
la cepa aislada en una comunidad fue el ARNr. Se prefiri6 el uso de ARN al de ADN porque proveia un mejor
reflejo de la actividad metabdlica de las bacterias (Boon et al. 2003).

Pasados los 8 dias, en el microcosmos que contenia el barro activado proveniente de la refineria de
petréleo, dejo de verse la banda correspondiente a la cepa NR2 entre los grupos predominantes. En paralelo
a la desaparicién de la banda perteneciente a la cepa inoculada, se vio la aparicion de distintas bandas a lo
largo del tiempo que no se detectaban al inicio (bandas 2, 3y 4). Por otro lado, la cantidad de UFC que se
contaron al dia 35 del experimento también demostraron la diferencia entre los tratamientos: en el barro
aumentado que provino de la refineria (1,7 x 10" UFC/ml), el nimero de UFC fue superior al observado en la
placa con el inéculo del mismo barro sin aumentar, y de los otros dos microcosmos (menos de 5.000 UFC/
ml). Estos resultados indicaron que la cepa inoculada produjo un cambio en la comunidad del barro de la
refineria, aumentando el nimero de bacterias capaces de degradar naftaleno. Se sabe que los genes res-
ponsables del metabolismo de hidrocarburos frecuentemente se codifican en pladsmidos transmisibles, y
gue son facilmente intercambiables entre Pseudomonas sp. y transmitidos a otras bacterias (Timmis
2002). La secuenciacion completa de los pladsmidos de degradacion de naftaleno pDTG (Dennis & Zylstra
2004) y pND6 (Li et al. 2004), que presentan un 99-100% de similitud entre si y con el plasmido G7, ha
permitido identificar secuencias codificantes para transposasas, resolvasas e integrasas, ademas de los
operones del metabolismo de naftaleno, que presentan alta homologia con los genes encontrados en otras
cepas estudiadas. Los plasmidos pueden incrementar la tasa de degradacion, porque debido a la transduc-
cién y conjugacion, el nimero de organismos capaces de utilizar naftaleno aumenta a una tasa mayor que
la multiplicacion celular (Herrick et al. 1997). El cambio en la estructura de la comunidad bacteriana del
barro de la refineria de petréleo pudo haber ocurrido por la utilizacién del naftaleno como resultado de la
conjugacion del plasmido hacia otras bacterias, aunque también pudo haberse debido a la utilizacion de
productos de degradacion formados en los primeros dias de residencia de la cepa NR2.
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Para evaluar la actividad de la biomasa en los distintas sistemas en forma directa, se intent6 hacer una
curva de degradacion de naftaleno pasados los 35 dias del agregado de la cepa NR2. El ensayo se realizé
sobre los cuatro tratamientos, la cepa pura, y un control abiético que consistia en los barros autoclavados.
Se midid la absorbancia a 275 y 280 nm pero en ambos casos una disminucién abrupta en los controles
abidticos no permitio que obtuviéramos resultados concluyentes. En las publicaciones relacionadas con la
degradacion de PAHSs se utiliza la cromatografia liquida o gaseosa para determinar compuestos de degrada-
cién, pero para este trabajo esa opcidn no estaba dentro de nuestro alcance.

En el barro proveniente de la planta de tratamiento del laboratorio farmacéutico, la cepa NR2 dejé de
observarse al segundo dia luego de ser introducida en el microcosmos. En este Ultimo caso, ademas de no
haberse observado supervivencia de la cepa introducida, tampoco se observaron diferencias en las estructu-
ras de las comunidades bacterianas bioaumentadas y no bioaumentadas. Algunos estudios atribuyen una
disminucion de la capacidad de supervivencia de los microorganismos en relacion al aumento de la distancia
entre su lugar de origen y su destino final (Belotte et al. 2003), lo que podria ser una posible explicacion de
lo observado, ya que la cepa aislada provino de la planta de tratamiento de la refineria de petréleo. El stress
provocado al ocupar un lugar en una comunidad bacteriana ya establecida y la ruptura del equilibrio ecologi-
co pudieron haber contribuido al resultado observado (Thompson et al. 2005).

La desaparicién de bacterias introducidas en experimentos de bioaumentacién no es poco comuin: en
numerosos estudios estan descriptos los fallidos intentos de bioaumentacion, en donde las cepas introdu-
cidas no sobreviven en comunidades que perduran alo largo del experimento (Bouchez et al. 2000a). Esto
implica que la eleccion de la cepa utilizada en la bioaumentacion es un factor clave para su éxito (Thompson
et al. 2005). Es probable que la pérdida de actividad haya sido provocada por un factor biotico, porque si
estuviera relacionado con fenémenos abiéticos no se hubieran visto diferencias en los DGGEs de los expe-
rimentos 1y 2 o 3y 4. Para descartar esta posibilidad, se podrian haber llevado a cabo experimentos
paralelos, utilizando los barros correspondientes autoclavados.

Uno de los factores bidticos mas importantes es la depredacién por protozoos y otros invertebrados
microscopicos (Bouchez et al. 2000b). Este mecanismo también puede explicar el hecho de que haya sido
eliminada mas rapidamente la cepa introducida en el barro de la farmacéutica que en el de la refineria, ya
gue en el primer caso la abundancia de protozoos y rotiferos era mayor. Para minimizar este problema en
experiencias de bioaumentacion, se han desarrollaron técnicas con el objetivo de proteger fisicamente a las
bacterias como, por ejemplo, incorporar al in6culo exdégeno en esferas pequefias de alginato (Gentry et al.
2004).

El método de aislamiento pudo haber contribuido a la eleccion de una cepa poco resistente a las condi-
ciones a las que se la someti6. El requisito para el aislamiento en placas es el de utilizar naftaleno como
Unica fuente de carbono, y no se pudieron contemplar otros aspectos igualmente necesarios como por
ejemplo, el de competencia o fitness, o la capacidad de colonizacién de un nicho. En otras palabras, las
bacterias que mas rapido crecieron o que fueron favorecidas por el medio de cultivo y las condiciones de
incubacién fueron elegidas para ser aisladas, pero eso no asegura su buen desempefio dentro de la comu-
nidad y del medio en el que ésta comunidad existe, debido a que puede haber factores que inhiban la
biodegradacién como el pH, téxicos, o la ausencia de cosustratos necesarios, entre otros (Thompson et al.
2005).

Para lograr este objetivo, una estrategia alternativa seria estudiar previamente la comunidad para deter-
minar cuales son los grupos bacterianos funcionalmente mas abundantes y desarrollar, a continuacion, una
estrategia destinada a aislar y cultivar dichas especies para poder reintroducirlas en mayor nimero y de
esta manera aumentar la probabilidad de su supervivencia.

Para que un tratamiento de bioaumentacion sea exitoso, la cepa debe sobrevivir por un tiempo lo sufi-
cientemente prolongado como para que cumpla su funcién en el proceso de biodegradacion, o que la comu-
nidad sea apta para recibir los genes cedidos por la cepa introducida, y adquieran la capacidad de degrada-
cién deseada.

En este trabajo se observo que si bien la cepa NR2 no se integré en ninguna de las comunidades, produjo
un cambio en el barro que provenia de la refineria de petréleo tanto en su estructura, observado en el DGGE,
como en su actividad, determinado por la diferencia en el nimero de UFC capaces de degradar naftaleno
como Unica fuente de carbono, observadas en las placas de cultivo entre el barro aumentado y sin aumentar.
Por otro lado, los barros provenientes de la planta de tratamiento de la planta elaboradora de productos
farmacéuticos no resultaron modificados por la introduccién de la cepa, y evolucionaron practicamente de la
misma manera, lo que también se vio reflejado en el DGGE y en el nimero de UFC en el medio sélido.

Por lo tanto, estos resultados demuestran la relevancia de la eleccion de la comunidad huésped previo
ala eleccion de la cepa que se utilizara en los procesos de bioaumentacion y de la eleccién de una técnica
de aislamiento adecuada al propdésito.
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