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``Pues    la    belleza,,    Fed6n,    n6talo    bien,    s6lo    la
belleza,   es.  al  in.ism_o  tiempo  divina  y  perceptible,   y  por  es-o
es    €1    camino   de    lo    sensible,    el    camino    del    aitista    al
espiritu.    £Pero    crees    tti,    amado   mio,    que   podr6    alcanzar
nunc.a   s€biduri.a   y   verdadera   dignidad  humana   aquel   para   el
cua+.`e]_   caT±no     que_  ]]eva     a]     esp±r±tu     pa:sa     ;or     ]os
sentidos?.   £0  crees  m6s  bien   (la  decisi6n  la  abanibno   a   tu
criterio)    que   6ste   es   un   camino   peligroso,    un   camino   de
pecado  y  perdici6n,   que  necesariamente   lleva   al   extravio?.
Pues  has   de   saber  que  nosotros   los  poetas   no  podemos   andar
el.   cami.no   d=   la   belleza   sin   que   Eros   nos   acompafie      y   nos
sirva  de  guia,.   y  que  si,   a  nuestro  modo,  podemofs   ser  i6roes
y  disciplinados  gu,erreros,   somos   sin  embargo,   como  mujeres,
pues  nuestro  ensalzamiento  es   la  pasi6n,   y  nuestras   ansias
han    de     ser    amor,.     6sta    es     nuestra    gloria    y    nuestra
vergilenza.       £Comprendes   ahora   c6mo   nosotros   los   poetas   no
podemos   ser  ni   sabios  ni  dignos?.   ±Que  necesariamente  hemos
de      extraviarnos,       que      hemos      de      ser      necesariamente
concupiscentes  y  aventureros   de  los   sen'tidos?.   La  maestria
de   nuestro   estilo   es   falsa  y  mentida   e   insensata,.   nuestra
gloria   y   estimaci6n,   pura   farsa,.    altamente   ridicula,    la
conf_ianze   que   el   pueblo   nos   otorga,.    empresa   desatinada   y
c.ondenable   querer   educar   por   el    arte   al   pueblo   y   a   la
juventud.    £Pues   c6mo   habra   de   servir   para   educar  -a   nadie
aquel    en   quien   alienta   de   un   modo    innato   una    tendencia
nat.ur.a.i     e     incorregible     hacia     el     abismo?.     Cierto     que
quisi6ramos   negarlo   y   adquirir   una   actitud   de   dignid=d,.
pero  como  quiera  que  procedamos,   nos  atrae.

Asi ,        verbigracia ,        renegamos        del        conocimiento
libertador,  pues  el  conocimiento,   Fed6n  carece  de  se,veridad
y   disciplina,.    es    sabio,    comprensivo,    perdona,    no    tiene
forma  ni   decoro,   simpatiza   con  el   abismo,   es  ya   el   abismo.
Lo   rechazamos,   pues,   con   decisi6n,   y   en   adelante   nuestros
esfuerzos  se  aplican  tan  s6lo  a  la  belleza,.   es  decir,   a  la
sencillez,     grandeza     y     nueva     disciplina,     a     la     nueva
inoc_encia    y    a    la    forma,.    pero    inocencia   y    forma,    Fed6n,
conducen    a    la    embriaguez    y    al    deseo,    llevan    quiz6    al
espiritu  noble  al  espanto  delito  de  sentimiento  que  condena
como    in fame    su   propia    severidad   est6tica,    le    lleva    al
abismo,   ellos   tambi6n   le   llevan   al   abismo.   A  nosotros   los
poetas    nos    llevan    al    abismo,    pues    nosotros    no    podemos
emprender   el   vuelo   hacia   arriba   rectamente,    s6lo   podemos
ex.t_raviarn_os.,    Y   ahora   me   voy,    Fed6n;    qu6date   tti   aqui,    y
s6lo  cuando  ya  hayas  dejado  de  verme,  vete  tambi6n  tti"

Muerte  en  Venecia,   Thomas  MEnn,   1912.
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mg  de  02/I  da  cuenta  del  contenido  total  de  materia  organica

presente en un efluente.

Demanda  bioqufmica  de  oxrgeno,  medida  a  los  5  dfas.   Este

parametro  expresado  en  mg  de  02/I  da  cuenta  de  la  materia

organica  degradable  por  los  microorganismos  presente  en  un

efluente.

3-clorobenzoato

4-clorosaljcilato

acido 2,4-diclorofenoxiac6tico
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RESUMEN

Los compuestos organoclorados existen en  la naturaleza princjpalmente

como consecuencia de la actividad agrrcola e  industrial.  Estos compuestos se

caracterizan  por  ser  t6xicos  y  bioacumulables.  A  pesar  de  lo  anterior,  tanto

bacterias como hongos han mostrado capacidad de degradar algunos de estos

compuestos, aunque sus capacidades estan sujetas a limitaciones bioquimicas,

gen6ticas y ambientales.

Este   trabajo   de   tesis   estuvo   enfocado   a   estudiar   la   degradaci6n

microbiana  de  contaminantes  clorofen6Iicos  por  bacterias  especializadas  en

cultivos puros y en sistemas complejos.

La primera parte de esta tesis se inici6 con el modelamiento a escala de

laboratorio   de   un   sistema   que   representara   el   tratamiento   industrial   de

efluentes de producci6n de pulpa de celulosa mediante el  blanqueo  con  cloro.

Los  resultados  obtenidos  mostraron  que  en  los  modelos  se  desarroll6  una

poblaci6n  estable de microorganismos que disminuy6  en  un  85%  el  contenido

de  materia  organica  degradable  (D805)  presente  en  el  efluente,   a  niveles
+,

comparables   a    los   detectados    en    las    lagunas   aerobias.    La    poblaci6n

establecida en  el sistema estuvo constituida principalmente por bacilos  cortos

Gram negativo.  Estos microorganismos fueron estudiados,  como conjunto y en

xviii



forma  aislada,  en  cuanto  a  su  capacidad  metab6Iica  para  emplear  diversos

compuestos cloroaromaticos como fuente de carbono y energfa.  Los resultados

indicaron  que  los  microorganismos  adaptados  a  crecer  en  los  modelos  de

laguna de aireaci6n fueron capaces de degradar niveles menores a 200 ppb de

clorofenoles presentes en los efluentes de blanqueo de celulosa.  En contraste

a    lo    anterior,    la    introducci6n    de    un    microorganismo    especializado    en

degradaci6n  de  organoclorados,  como  f3.  eufrapha  JMP134,  mostr6  que  6ste

era capaz de expresar sus capacidades para degradar organoclorados a  una

concentraci6n de 100 ppm.

La   segunda   parte  de  esta  tesis   estuvo   orientada   a   clonar  la   ruta

metab6lica  para  la  degradaci6n  de  clorocatecoles  presente  en  el  plasmido

(pJP4) de la cepa Ra/sfonf.a eufropha JMP134.  EI clonamiento de estos genes

#JCDEF   se   hizo   en   sistemas   de   jnserci6n   cromosomal    derivados   del

transpos6n Tn5,  Ios cuales permitieron  poner a estos genes bajo el control de

los   promotores   heter6Iogos   Ptrc   o   Psal,   inducibles   por   lpTG   y   salicilato,

respectivamente.  Las construcciones obtenjdas fueron evaluadas en  cuanto a

su expresi6n en E. oo//. ccl 18^pir, asi como en R.  eufrapha JMP222 y P. pufi.da

KT2442.  Los  resultados  mostraron  que  las  cuatro  enzimas  codificadas  en  los

genes  #JCDEF  (1,2-clorocatecol  dioxigenasa,  cloromuconato  cicloisomerasa,

dienolactona   hidrolasa   y   maleilacetato   reductasa)   se   expresan   en   forma

coordinada  bajo  el  control  de  los  promotores  heter6Iogos.  Las  construcciones
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bajo   control   de   Ptrc   mostraron   una   expresi6n   basal,    mientras   que   las

controladas   por   Psal   dependieron   de   la   presencia   de   salicilato   para   la

expresi6n  de  los  genes.  La  expresi6n  de  las  cuatro  actividades  enzimaticas,

permiti6    la    descloraci6n    eficiente   de    4-clorocatecol,    3-    clorocatecol,    3-

clorobenzoato  y  3,5-diclorocatecol,  capacidades  no  presentes  en  las  cepas

parentales a las que fueron introducidos estos genes catab6Iicos.
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ABSTRACT

Chloroorganic compounds  are  present in the environment mainly due to

agricultural  and  industrial  activity.  These  compounds  are  generally  toxic  and

often  bioaccumulate.  Despite  that,  a  variety  of  bacteria  and  fungi  are  able  to

degrade  some  of  these  compounds,   although  these  abilities  are  limited  by

biochemical, genetic, as well as, environmental factors.

This    thesis    focuses    on    the    study    of    microbial    degradation    of

chloropheno[ic pollutants  by specialized  bacteria  in  pure cultures  as well  as  in

complex systems.

The first part of this thesis started with the establishment,  at a laboratory

scale,  of  a  model  for the  treatment  of an  industrial  effluent  from  the  chlorine

bleaching of pulp.  It was found that a stable population of microorganisms could

be established that were able to decrease up to 85% the organic matter (BODS)

present in  effluent,  in  agreement with  levels  reported for mill  aerated  lagoons.

Short,   Gram   negative   bacilla   were   the   main   proportion   of   this   microbial

population.  These  microorganisms were studied,  both  as  a  population  and  as

purified strains, for their ability to use chloroaromatic compounds as energy and
0.

carbon  sources.  Results  showed that microorganisms,  adapted to  grow  in  the

aerated  lagoon  models,  were  able  to  remove  chloropheno.Is  present  in  this

effluent to  levels  below 200  ppb  of.  In  contrast,  introduction  of the specialized
t
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chloroorgani.c  degrading  bacterium,    Ra/sfonf.a  eufropha  JMP134,  allowed  the

degradation of chloroorganic compounds to a concentration of 100 ppm.

The   second   part   of  this  work  was  focused   on   the   cloning   of  the

chlorocatechols   #idcDEF   pathway   from   the   pJP4   plasmid   present   in   R.

eufropha   JMP134.   This  was   accomplished   using   a   chromosomal   insertion

system  derived  from  the  Tn5  transposon.  The  #JCDEF  genes  were  placed

under the control of the Ptrc or Psal promoters, which are inducible by IPTG or

salicylate,  respectively. The expression of these constructions was assessed in

E.  co/t. ccll8^pir,  as. well  as  in  R.  eufropha  JMP222  and  P.  pufi.da  KT2442.

Results   showed   that  the  four  enzymes   encoded   in   genes   ffdcDEF   (1,2-

chlorocatechol   dioxygenase,   chloromuconat-e   cycloisomerase,    dienolactone

hydrolase and maleylacetate reductase) were coordinately express.ed under the

control of these heterologus promoters. Constructions regulated by Ptrc showed

a basal level of expression whereas Psal constructions required salicylate as an

inducer.  The  expression  of the  four  enzymatic  activities  allowed  the  efficient

dechlorination   of  4-chlorocatechol,   3-  chlorocatechol,   3-chlorobenzoate   and

3,5-dichlorocatechol.  This ability was  not  present  in  the  parental  strains  of the

unmodified microorganisms.
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lNTRODUCC16N

"El  mundo microbiano,  a diferencia del de los organismos superiores,  se

caracteriza    por    una    mayor   versatilidad    metab6lica    que    le    permite    la

colonizaci6n  de  un  increible  rango  de  ambientes  ex6ticos  y  hostiles.   Dicha

versatilidad,   es   por   un   lado,   consecuencia   de   la   riqueza   de   funciones

metab6Iicas  y  fisiol6gicas  que  se  encuentran  en  los  microorganismos  y,  por

otra    parte,    una    consecuencia    de    su    promiscuidad    gen6tica." ..... ``Los

mecanismos    de   transferencia    de    genes    permiten    a    los    miembros    de

comunidades microbiol6gicas adquirir nuevos fenotipos que les proveen de una

ventaja  cuando  las  condiciones  ambjentales  cambian,  y  de  aqui  que  sean

considerados  mecanismos  de  fundamental  importancia  para  la  adaptaci6n  a

dichos cambios."  (Dfaz y col.,1994).

Durante  las  llltimas  d6cadas,  el  uso  masivo  de  compuestos  qufmicos

sint6ticos    (refrigerantes,    desengrasantes,    pinturas,    solventes,    herbicidas,

pesticidas,   preservantes,   etc.),   ha   contribuido   a   la   distrjbucj6n   global   de

compuestos t6xicos  en  la  naturaleza.  En  practicamente todos  los  sectores  de

nuestro ambiente (suelos,  aire,  agua  superficial  o  subterranea,  biota,  etc.)  es

posible detectar a lo menos trazas de compuestos organicos sint6ticos.  Dentro

de  estos  compuestos  t6xicos  los  compuestos  cloroorganicos  constituyen  un

grupo de relevancia.  Si bien es cierto que el enlace carbono-cloro no es nuevo
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en  la  naturaleza,  como  hasta  hace  poco  se  afirmaba,  el  mayor porcentaje  de

compuestos   clorados   existentes   en   la   naturaleza   lo   siguen   constituyendo

aquellos que el hombre ha ido introduciendo durante los t]Itimos 50 afios.  Estos

compuestos,  en especial  los cloroaromaticos,  son resistentes a la degradaci6n

natural,  son t6xicos y bioacumulables (Chaudhry & Chapalamadugu,1991 ;  den

Besten y col.,1994;  Reineke  &  Knackmuss,1988).  Debido  al  rol  fundamental

que cumplen los microorganismos en  la degradaci6n de la materia organica en

ambientes  naturales,  se  ha centrado  la  atenci6n  en  ellos  para  degradar este

tipo   de   compuestos   y   lograr  asf   la   biorremediaci6n   de   sitios  fuertemente

contaminados   (Chaudhry   y   Chapalamadugu,   1991;   Mohn   &   Tiedje,    1992;

Timmis y col.,1994).

Se han realizado algunos estudios con hongos,  especialmente con cepas

ligninolTticas,      para     evaluar     su     Capacidad     de     degradar     compuestos

cloroaromaticos.  Estos hongos secretan H202 y una familia de peroxidasas que

catalizan la oxidaci6n y depolimerizaci6n de ]a lignina mediante radicales  ]ibres

(Tien & Kirk,1983).  Estos estudios mostraron que dichas enzimas ligninoliticas

eran     capaces     de     oxidar     algunos     xenobi6ticos     recalcitrantes,     como

hidrocarburos    aromaticos    policiclicos    (Sanglard    y    col.,     1986),    fenoles

policlorados   (Hammel   &  Tardone,   1988;   Roy-Arcand   &  Archibald,   1991)   y

bifenilos  policlorados  (Eaton,1985).  Esta capacidad  degradativa  parece  estar

en  directa relaci6n  con  la  similitud  estructural  entre  estos  contaminantes  y  los
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mon6meros  de   lignina,   ademas  de   la   baja  especificidad   de   las   ligninasas

(Brodkorb & Legge,1992; Tien y Kirk,1983).

Respecto    a    las    estrategias    para    la    degradaci6n    de    compuestos

cloroaromaticos    por    bacterias,     es    necesario    tener    presente    que    la

metabolizaci6n   completa   de   estos   compuestos    a   menudo    involucra   su

transformaci6n  hasta  intermediarios  que  puedan  ser asimilados  por  las  rutas

metab6licas    del    microorganismo,    por    ejemplo,    el    cic]o    de    los    acidos

tricarboxilicos   y   por   lo   tanto,   servjr  de  fuentes   de   carbono.   En   t6rminos

generales esta transformaci6n esta ligada a la forma en la cual se eliminan  los

atomos de cloro,  distinguiendose aquf dos estrategias:  i) la remoci6n temprana

del  atomo  de  cloro,  para  generar  intermediarios  que  puedan  ser  degradados

por vias  comunes  (este  es  el  caso  de  la  deshalogenaci6n  por  hidroxilaci6n,

oxigenaci6n   o   eliminaci6n   reductiva   (Chaudhry   y   Chapalamadugu,    1991;

Haggblom,   1992)),   ii)   la  formaci6n   un   derivado   clorado,   generalmente   un

clorocatecol,  en  cuya degradaci6n  el  cloro es  liberado  luego de  la ruptura del

anillo (Figura  1).

Aunque  la  mayor  parte  de  las  reacciones  de  deshalogenaci6n  ocurren

aer6bicamente existe  una,  Ia  eliminaci6n  reductiva  (Figura  lc),  que  se  realiza

en  anaerobiosis.   En  estos...casos  si  bien  no  se  conoce  en  todo  detalle  el

mecanismo  de  degradaci6n,  se  ha concluido que  son  reacciones  especificas,

pues no todos los substituyentes de un anillo pueden ser degradados (Mohn y
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Tiedje,    1992).    Se    sabe   ademas   que   en    general,    en    anaerobiosis,    la

degradaci6n de los policlorados ocurre primerd generando monoclorados y s6Io

cuando los primeros se han terminado comienza  la degradaci6n de los dltimos

(Reineke,    1994).    Este    es    el    caso    de    la    degradaci6n    anaer6bica    de

clorobencenos  (Bosma  y  col.,   1988;  Fathepure  y  col.,   1988);  clorobenzoatos

(Kuhn    &    Suflita,    1989;    Kuhn   y   col.,    1990;    Struij.s    &    Rogers,    1989)    y

clorobifenilos  (Brown  Jr.  y  col.,1987;  Nies  &  Vogel,1990;  Quensen  Ill.  y  col.,

1990).  Respecto  a  la  eliminaci6n  mediante  hidroxilaci6n  (Figura  la),  esta  ha

sido descrita s6Io para clorobenzoatos en cepas de Mi.crococcus spp,  IVocard;.a

spp,  Ra/sfoni.a  spp.  y  Arfhrobacfer spp.  (Klages  &  Lingens,   1979;   Klages  &

Lingens,1980;  Rajasekharan y col.,1990;  Shimao y col.,1989;  van den Tweel

y  col.,   1987),  y  para  policlorofenoles  (Apajalahti  &  Salkinoja-Salonen,   1987;

Danganan  y col.,1994;  Kilbane y col.,1982;  Li  y col.,1991).  En  el  caso  de  la

liberaci6n   del   cloro   como   consecuencia   de   una   ataque   oxigenolftico,   por

enzimas denominadas dioxi'genasas (Figura  lb),  este  ha sido descrito  para  la

degradaci6n de 2-clorobenzoato y 4-clorofenilacetato,  Ios que tras la formaci6n

del     ci.s-dihidrodiol     son     convertidos     a     catecol     y     dihidroxifenilacetato,

respectivamente  (Engesser &  Schultze,  1989;  Fetzner y  col.,  1989;  Fetzner y

col.,1989).

Cuando  el  cloro  no  es  completamente  liberado  antes  de  la  ruptura  del

anillo,   se   ha   descrito   que   se   requieren   dos   etapas   claves   (Chaudhry   y

Chapalamadugu,   1991;   Haggblom,   ]992;   Reineke  y  Knackmuss,   1988).   La
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primera etapa culmina, mediante transformaciones en el anillo y en las cadenas

laterales   de   compuestos   mss   disimiles   (Figura   ld),   con   la   formaci6n   del

correspondiente clorocatecol (cloroortodihidroxibenceno).  En la segunda etapa,

el clorocatecol sufre una serie de reacciones que lo llevan a la formaci6n de 8-

cetoadipato.  Esta i]ltima secuencia ha recibido el nombre de via de ruptura orfo

modificada  o  ruta  de  los  clorocatecoles,  para  distinguirla  de  la  via  de  ruptura

orfo de los compuestos aromaticos no halogenados.  La via orfo modificada se

encuentra  generalmente  codificada  en  plasmidos  catab6Iicos  que  varran  en

tamafios,   grupos   de   incompatibilidad   y   mapas   de   restricci6n.   Entre   estos

plasmidos,  los mss estudiados son pJP4 (el  que contiene el oper6n #JCDEF),

preserite  en  Ralstonia  eutropha  JMP134  (ex  Alcaligenes  eutrophus  JMP134

(Yabuuchi    y    col.,     1995)),    que    codifica    para    la    degradaci6n    de    2,4-

diclorofenoxiacetato y 3-clorobenzoato  (Don  &  Pemberton,1981 );  pAC27  (que

contiene   el   oper6n   a/CABDE),   presente   en   Pseudomonas   puff.da   AC866

(Chatterjee y col.,1981 ),  que codifica para la degradaci6n de 3-clorobenzoato y

pP51  (que  contiene el  oper6n  fobcDEF),  presente  en  Pseudomonas sp.  P51

(van der Meer y col.,1991 ), que confiere a la cepa la capacidad de degradar di-

y   triclorobencenos.   Sin   embargo,   todas   estas   vias   guardan   semejanzas

estructurales  y  funcionales.  que  recuerdan   la  via   cromosomal   cat  para   la

degradaci6n   de   catecoles   (Kukor  y   col.,   1988)   y   sugieren   una   evoluci6n
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divergente  a  partir  del  oper6n  cromosomal  oafBC  (Chakrabarty,1996).  En  la

Figura 2 se esquematiza la similitud existente entre estos tres operones.

La  primera  de  las  transformaciones  comunes  experimentadas  por  los

clorocatecoles  es   la  ruptura  del   anillo   (Figura  2)   realizada  por  la   enzima

clorocatecol  1,2-dioxigenasa  (Tfdc,  ClcA  y  Tcbc).  El  producto  de  la  ruptura

(cloromuconato)     es     sometido     a     lactonizaci6n     por     la     cloromuconato

cicloisomerasa  (TfdD,   ClcB,  TcbD),  formando  4-carboximetilbut-2-en4-olidos

(Figura  2).   En  este  proceso  de  ciclaci6n   un  atomo  de  cloro  es  eliminado

espontaneamente    como    cloruro   y   el    producto    es    hidrolizado    por   una

dienolactona  hidrolasa  (TfdE,   ClcD,   TcbE),   generando  cloromaleilacetato  o

maleilacetato,     segdn     si     el     substrato     inicial     es     di     o     monoclorado,

respectivamente.  Estos  productos,  mediante  la  maleilacetato  reductasa  (TfdF,

TcbF o bien una enzima codificada cromosomalmente), son transformados a 3-

oxoadipato (P-cetoadipato).  En el caso del cloromaleilacetato,  la misma enzima

realiza dos ciclos sobre el  mismo substrato  para formar el  B-cetoadipato.  EI  8-

cetoadipato  es  llevado  finalmente  hacia  la  formaci6n  de  intermediarios  mss

sencillos  que  empalman  en  el  ciclo  de  Krebs,  permitiendo,  de  paso,  que  las

bacterias usen estos compuestos como fuente de carbono y energfa.  Esta via

de    ruptura    orfo    modificada    tolera    hasta   tres    atomos    de    cloro    como

substituyentes  en  el  anillo  aromatico,  siendo  la  diferencia  entre  los  distintos

operones la distinta afinidad que las enzimas presentan por el ni]mero y
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posici6n  del  substituyente  en  el  compuesto  (Haggblom,1992;  van  der  Meer y

col.,1992).

Pero ademas de la similitud de los genes estructurales, dichos operones

contienen  un  gen  regulador  (normalmente  un  activador),  el  cual  se  ubica  rfo

arriba y en  direcci6n  opuesta a  los genes  estructurales,  tal  es  el  caso  de  los

genes  cafR  (en  la  via  cromosomal  de  degradaci6n  de  catecoles),  fobR  y  del

f7dT.   Si'  tal   es   la   similitud   existente   entre   los   distintos   grupos   de   genes,

entonces 6d6nde radica la diferencia?.  Es posible pensar que,  en este caso,  Ia

diversidad metab6lica es producto s6lo de la distinta afinidad  que una enzima

muestra  por  su  substrato.   Si  bien  todos  estos  operones  pueden  degradar

catecol  (como  lo  realiza  el  oper6n  cafBC)  estos  l]Itimos  presentan  una  clara

especializaci6n por los clorocatecoles.  Se ha descrito para las cicloisomerasas

una clara especificidad  de substrato  (Schl6mann  y col.,1990),  asi  mientras  la

ClcD  resulta  altamente  activa  con  monosubstituidos  (Ngai  &  Ornston,   1988),

TfdD emplea mej.or los muconatos disubstituidos (Schmidt & Knackmuss,1980),

al evaluar la actividad de los genes del oper6n ffdcDEF frente a 3-clorocatecol

y   3,5-diclorocatecol.    Es    por   ello   que   a    las    vias    de    degradaci6n    de

clorocatecoles se les denomina colectivamente vias de ruptura orfo modificada.

Un  punto que permite analizar claramente  la relaci6n  de  evoluci6n  divergente

que existe entre  los operones para degradaci6n de clorocatecoles y el  oper6n

cafBC esta en la secuencia de reconocimiento del producto del gen regulador.

Aunque todos los genes reguladores jnvolucrados (a/cR, fobR, #dR, Has y fidT)
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son  miembros  de  la familia de  reguladores  LysR,  a  la  cual  pertenece  cafR,  el

motivo  LysR al  cual  se  une  CatR es  del  tipo  G-Nil-A,  el  que  no  es  un  motivo

LysR  "perfecto"  (T-Nil-A)  (Parsek  y  col.,1994;  Parsek  y  col.,   1994).  Esto  se

traduce en que mientras los operones c/c y fob presentan este motivo perfecto,

sus genes reguladores que reconocen esta secuencia,  no pueden reconocer la

secuencia de su predecesor (el  oper6n  car),  pero  CatR si  puede  reconocer y

unirse a  las regiones promotoras-reguladoras de a  lo menos c/c (Chakrabarty,

1996;   Parsek,   y  col.,   1994;   Parsek,   y  col.,   1994).   La  diferencia  que  hace

importante la existencia de reguladores adicionales a CatR esta una vez mas,

en el substrato; es asi que mientras CatR es inducido por muconato,  ClcR (y se

presume  que  los  restantes  reguladores)  no  responden  a  muconato,   sino  a

cloromuconato (Chakrabarty,1996).

Junto   a   cepas   de   Pseudomonas,   las   cepas   del   g6nero   Ra/sfon/.a

(conocidas  anteriormente  como  A/ca//.genes)  presentan  la  mayor  capacidad

para degradar una gran variedad de compuestos cloroaromaticos,  entre estos,

el  2,4-diclorofenoxiacetato  (2,4-D)  (Don  y  Pemberton,1981 ),  3-clorobenzoato

(3-CB)   (Don   y   Pemberton,   1981;   Fulthorpe   &   Campbell   Wyndham,   1989),

monoclorofenoles (Schwien & Schmidt.,1982), 4-fluorobenzoato (Schl6mann, y

col.,   1990),   diclorobenzoatgs  (Miguez  y  col.,   1990),   clorobifeni]os  (Bedard  y

col.,   1987;   Springael  y  col.,   1993)  y  DDT  (Nadeau  y  col.,   1994).   La  cepa

Ra/sfonf.a eufropha JMP134 (pJP4) es una de las mejor estudiadas, debido a su

capacidad  para  metabolizar  y  crecer  en  3-CB,  2,4-D  y  otros  fenoxiacetatos
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(Pieper  y  col.,1988),  fenol,  4-CF  y  2,4-diclorofenol  (2,4-DCF)  (Pieper  y  col.,

1989),   4-fluorobenzoato  (Schl6mann,   y  col.,   1990)  y,   recientemente,   2,4,6-

tribromofenol  y  2,4,6-triclorofenol  (2,4,6-TCF)   (C16ment  y  col.,   1995).   Posee

ademas   capacidad    para    deshalogenar   4-cloroguaiacol    y   5-cloroguaiacol

(Clement, y col.,1995;  Gonzalez y col.,1996) (Figura 3).

Parte de los genes necesarios para el catabolismo de estos compuestos

estan   codificados  en   su   plasmido   natural   pJP4.   Este   plasmido   de  88   kb,

conjugativo,   de   amplio   rango   de   hospedero   y   perteneciente   al   grupo   de

incompatibilidad lncpB, posee genes esenciales para la degradaci6n de 2,4-D y

3-CB,  ademas  de  expresar  resistencia  a  mercurio.   El  estudio  de  los  genes

catab6lico.s y su caracterizaci6n fisica son detallados (Don & Pemberton,  1.985;

Don   y   col.,   1985;   Perkins   y   col.,    1990;   Streber   y   col.,    1987).   Las   vfas

catab6.Iicas  para  el  2,4-D  y  3-CB  comparten  enzimas  comunes  (Figura  4),

codificadas por los genes ffdicDEF ya mencionados. Ambas vias incluyen entre

sus primeras etapas la conversi6n a los respectivos clorocatecoles (3,5-DCC y

3-CC).   Los   productos  g6nicos   de  #JA  y  ffbB   convierten   el   2,4-D   a   3,5-

diclorocatecol  y  son  tlnicos  para  la  via  degradativa  de  este  compuesto.  La

secuencia  fflcDEF  esta  organizada  en  un  s6lo  oper6n  y  codifica  para  las

enzimas involucradas en la conversi6n de clorocatecol a B-cetoadipato

iE.
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Figura 4: Via de degradaci6n de 2,4-D y 3CB en R. eufropha JMP134.

(Adaptado de Don, y col.,1985).
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(Kasberg,  y  col.,1995;  Pieper  y  col.,1992;  Schl6mann,1994;  Seibert  y  col.,

1993).  La  conversi6n  de  3-CB  a  3-CC  es  efectuada  por  un  par  de  enzimas

cromosomales   de   baja   especificidad,    la   benzoato   dioxigenasa   y   la   1,2-

dihidrodiol benceno dehidrogenasa (Reineke & Knackmuss,  1978).

La mayoria de los resultados ya sefialados se  han  obtenido  estudiando

las cepas puras bajo condiciones de  laboratorio.  Sin embargo,  Ia degradaci6n

normal  de estos compuestos ocurre en sistemas mucho mas complejos que  lo

indicado.   Al   respecto   es   posible   detectar   la   degradaci6n   de   compuestos

cloroaromaticos, si bien con algunas limitaciones, en sistemas complejos donde

participan  una  serie  de  parametros  ambientales  (Greer  y  col.,   1990;   Kim  &

Maier,1986;  Parker & Doxtader,1982;  Topp y col.,1988).  Asi,  por ejemplo,  se

ha demostrado que en escurridos de sitios donde se usan biocidas para evitar

la descomposici6n de la madera,  el pentaclorofenol es biodegradado s6Io si  la

concentraci6n   no   es   mayor  a  20   ppm.   La   degradaci6n   de  formulaciones

t6cnicas  de  pentaclorofenol,  las  cuales  contienen  otros  clorofenoles,  es  mas

lenta e  ineficiente (Davis y col.,1994).  Se  ha descrito tambi6n  que es  posible

degradar eficientemente tri-,  tetra- y pentaclorofenoles en aguas subterfaneas

a  bajas  temperaturas,   siempre  que  la  concentraci6n  de  clorofenol  no  sea

superior a 3540 ppm (Jarvinen y col.,1994).

Una  situaci6n  similar  se  observa  en  la  degradaci6n  de  compuestos

cloroaromaticos  por  la  microbiota  de  suelos,  ya  que  derivados  clorados  de

guaiacol, catecol, veratrol y fenol sonremovidos despu6s de 30 dfas, aunque la
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velocidad   de   remoci6n   y  su   extensi6n   dependen   de   cada   compuesto   en

particular (Brezny y  col.,1992;  Namkoong  y  col.,1989).  Ademas,  se  ha  visto

que la exposici6n previa del suelo a organoclorados tambi6n tiene importancia,

si  bien  esta  correlaciona  mejor  con  la  velocidad  que  con  el   porcentaje  de

remoci6n (Joyce y col.,1992).  Por otra parte,  se ha demostrado recientemente

que el 2,4,5-TCF es degradado por un suelo agricola no expuesto previamente

a  organoclorados,  y  que  esta  capacidad  es  influida  por  la  concentraci6n  del

triclorofenol  y  por  la  presencia  simultanea  de  cloroguaiacoles  (Matus  y  col.,

1996).

Se    puede    mejorar    la    degradaci6n    microbiol6gica    de    compuestos

cloroaromaticos  en  sistemas  complejos,  proveyendo  condiciones  ambientales

adecuadas.   Un  muy  buen  ejemplo  es  el  caso  de  las  lagunas  de  aireaci6n

disefiadas   para   la   remoci6n   de   la   materia   organica   degradable   (D805),

presente en efluentes de las industrias de producci6n de celulosa blanqueada.

Estos  efluentes  contienen  cantidades  significativas  de  derivados  de  lignina

clorados,  de  bajo  peso  molecular,  tales  como  cloroguaiacoles,  clorofenoles,

clorocatecoles   y   algunos   cloroalifaticos.   Se   ha   descrito   que   durante   el

tratamiento  aer6bico  de  estos  efluentes  un  48-65%   de  hal6geno   unido   a

materia organica (AOX)  es removido,  y que  la  remoci6n  de clorofenoles varia

entre un 75-95%  (Gergov y Col.,1988).  Sin  embargo,  no existen antecedentes

claros  sobre  qu6  parte  de  esta  remoci6n  corresponde  a  una  degradaci6n

verdadera  o  es  s6Iarriente  adsorci6n   de   los   cloroaromaticos  a   la   materia
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organica,  para  terminar  depositandose  como  sedimentos  al  interior  de  estas

lagunas.    S6Io   recientemente   se   ha    iniciado   el   estudio   del    rol    de    los

microorganismos  propios  del  tratamiento  aer6bico  de  estos  efluentes.  Si  bien\
se  han  identificado  193  cepas  provenientes  de  di'ferentes  partes  del  proceso

(Fulthorpe  & AIlen,1995;  Fulthorpe  y  col.,1993),  no  es  clara  su  participaci6n

en el proceso de remoci6n de cloroaromaticos.

Un    enfoque    mas    reciente    en     la    degradaci6n    de    compuestos

cloroorganicos  en  suelos  u  otros  sistemas  contaminados,   en  los  cuales  la

capacidad degradativa esta limitada,  es la introducci6n de microorganismos de

mayor  potencial   degradativo   (Comeau   y   col.,   1993;   Fulthorpe   y   Campbell

Wyndham,1989; Jacobsen & Pedersen,1992a; Jacobsen & Pedersen,1992b).

Esto  requiere,  por  una  parte,  obtener  cepas  en  el  laboratorio  e.ficientes  en

remover organoclorados y,  por otra,  evaluar si  dicha capacidad se expresa en

los  ambientes  naturales,  determinando  los  factores  que  regulan  y  controlan

dicha  actividad.  Estos factores tienen  relaci6n  con  el  grado  de  sobrevivencia,

tanto   de   los   microorganismos   agregados,   como   de   la   microbiota   natural

presente   en   el   sistema,   Ia   concentraci6n   del   contaminante   y   de   otros

compuestos organicos,  la capacidad para colonizar,  Ia transferencia de genes

catab6licos,   Ia  expresi6n  d.e  capacidades  degradativas  de  microorganismos

end6genos,   etc.   En  este  contexto,  ya  se`  ha  reportado   la  degradaci6n  de

compuestos cloroaromaticos por R.  eufropha JMP134 (pJP4) y otras cepas de

Ra/sfonf.a   y   Pseudomonas,    portadoras   del    plasmido   pJP4   o   plasmidos
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derivados  de  6ste,  en  microcosmos  de  suelos  (Jacobsen  y  Pedersen,1992a;

Jacobsen   y   Pedersen,   1992b;   Short   y   col.,   1990).   Otro   buen   ejemplo   lo

constituye la Pseudomonas sp.  813, aislada por su capacidad para degradar 3-

clorobenzoato  (Dorn  y  col.,1974).  Cepas  derivadas  de  813,  como  la  FR120

(Rojo  y  col.,   1987),   capaces  de  combinar  la  degradaci6n  de  cloro  y  metil-

fenoles,  gracias  a  la  introducci6n  del  plasmido  TOL,  han  sido  evaluadas  en

diversos   microcosmos   que   simulan   sistemas   de   tratamientos   por   lodos

activados,  rfos y sedimentos de  lagos  (Leser,1995;  Pfarl y col.,1990;  van  der

Meer y col.,  1987).

El   disefio   de   microorganismos   mediante   la   combinaci6n   de   rutas

metab6licas distintas  no  esta  libre de  inconvenientes,  Ios que  provienen  en  su

mayor fa de  la  incompatibjlidad  que en  un  microorganismo  se  pueden  producir

entre   dos   vfas   metab6licas   dadas.   Asl',    por   ejemplo,    la   ruptura   de   un

c]orocatecol  puede  ser  realizada  mediante  una  ruptura  orfo  (intradiol)  o  una

ruptura   mefa   (extradiol),   pero   los   productos   de   ambas   rupturas   no   son

equivalentes y s6lo los de ruptura orfo pueden ser metabolizados, mientras que

los de ruptura me fa (normalmente asociada a metabolizaci6n de metilcatecoles)

generan intermediarios que no pueden ser posteriormente metabolizados o bien

son    transformados    en    Qompuestos    t6xicos    como     la    protoanemonina,

transformandose asi en una forma suicida de metabolizar un compuesto (Pieper

y col.,.1996).  Un  caso  concreto  es  el  que  result6  de  ampliar  las  capacidades

degradativas de  la Pseudomonas sp. cepa  813 desde 3-clorobenzoato a 4-y
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3,5-diclorobenzoato mediante la transferencia del  plasmido TOL p\/\/\/\/O  de P.

puf/.da mt-2 (Jeenes y col.,1982).  Esta transferencia permiti6 Ia expresi6n de la

enzima  XylxYZ  toluato  dioxigenasa  del  plasmido  TOL,  enzima  con  un  rango

mss amplio de substrato que la clorobenzoato dioxigenasa de la cepa 813.  Sin

embargo,  la  presencia  simultanea  de  las  vfas  orfo  y  me fa  en  la  misma  cepa

signific6   que  s6lo  tras   la   inactivaci6n   de   la  enzima  2,3-dioxigenasa  fuera

posible obtener cepas capaces de crecer en compuestos cloroaromaticos como

fuente  de  carbono  (Bartels  y  col.,   1984;   Reineke  y  col.,   1982;   Rojo,  y  col.,

1987).  EI  otro  problema  asociado  con  esta  forma  (i.n  v/.vo)  de  construir  cepas

degradadoras  de compuestos  organoclorados,  lo  constituye  los  problemas  de

regulaci6n que conducen a la aparici6n de etapas  limitantes,  generadas por la

baja expresi6n de una enzima dentro de la via estructurada (inductores no del

todo adecuados o diferencia de dosaje g6nico entre las enzimas codificadas en

plasmidos y las cromosomales que estan estructurando una nueva via) o por su

poca afinidad al substrato (no es el substrato original).  La llltima desventaja que

estas  construcciones  /.n  vivo  presentan  se  refiere  a  la  inestabilidad  de  los

plasmidos asociada a la ausencia de una presi6n de selecci6n continua y a  la

demanda energ6tica extra que representa la mantenci6n del replic6n,  Io cual no

asegura la mantenci6n estable de las capacidades metab6licas adquiridas.

El  objetivo general  de este trabajo  de tesis fue  estudiar  la  degradaci6n

microbiana  de  contaminantes  clorofen6Iicos  por  bacterias  especializadas  en

cultivos  puros y en  sistemas compleios.  El  trabajo  se enmarc6 en  la  hip6tesis



general   que   la   complementaci6n   de   capacidades   degradativas,    ya   sea

naturales  o  adquiridas  permite  el  desarrollo  de  nuevas  vfas  metab6Iicas  en

microorganismos,    Ias   cuales   permitiran   la   degradaci6n   de   contaminantes

especificos.

Los objetivos especificos planteados fueron:

•  Estudiar  la  microbiota  presente  en  modelos  de  lagunas  de  tratamiento  de

efluentes de blanqueo de celulosa.

•  Determinar  las  capacidades  que  presentan  estos  microorganismos   para

degradar  o  transformar  cloroguaiacoles  y  clorofenoles,   propios  de  estos

efluentes.

•  Evaluar  la  sobrevivencia  y  actividad  degradativa  de  R.  eufropha  JMP134

cuando es expuesta al efluente de blanqueo de celulosa.

•  Clonar   y   expresar   los    genes   #dcDEF    de    la    via    degradaci6n    de

clorocatecoles de R. eufropfra JMP134.

•  Construir     cepas     con     nuevas     capacidades     metab6Iicas     mediante

transferencia de los genes #dcDEF.
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MATERIALES Y METODOS

1.   Medios de cultivo.

1.1   Medio Luria-Bertani.

La composici6n de este medio fue  1  g de trip7tona,  0,5 g  de extracto de

levadura y 0,5 g de Nacl  por cada  100 ml de medio.  Este fue esterilizado por

autoclave y almacenado a temperatura ambiente hasta su empleo.  Cuando fue

necesario se agregaron  los siguientes antibi6ticos:  kanamicina  (Kin)  50  ug/ml,

tetraciclina  (Tc)  20  ug/ml,  cloramfenicol  (Cm)  20  ug/ml,   ampicilina  (Ap)   100

ug/ml,  estreptomicina (Sin) 25  LIg/ml,  rifampicina  (Rf)  50  Hg/ml.  Las  soluciones

stock fueron 1000x en todos los casos.

1.2   Medio salino.

Se  prepar6  un  medio  lfquido  conteniendo  sales  de  fosfato  y  amonio,

ademas  de  minerales  en  concentraciones  trazas,  el  que  fue  empleado  como

medio de cultivo en  aquellos experimentos en que se deseaba evaluar el  uso

de  un  compuesto  especifieo  como  fuente  de  carbono.   La  composici6n  del

medio salino se encuentra descrita en la Tabla I.
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Tabla I: Composici6n del medio salino minimo (Adriaens y col.,1989).

Soluci6n Compuesto Concentraci6n Cantidad a pesar

final para 200 ml

K 100x

K2HP04X3H20 7mM 329

KH2P04 3mM 89

(NH4)2S04 3,8 mM 109

M 400x Mgs04X7H20 0,8 mM 169

F 1000x Fes04 0,2 ppm 0,49

T 1 000x

Cas04x2H20 2ppm 0,49

Mns04xH20 0,2 ppm 0,049

CuS04X5H20 0,2 ppm 0,049

Zns04x7H20 0,2 ppm 0,049

CON03X6H20 0,1  ppm 0,029

NaMo4x2H20 0,1  ppm 0,029

H3803 0,05 ppm 0,019

La  soluci6n  de  medio  salino  lx,  denominada  "Ksal",  se  prepara  diluyendo  las

soluciones anteriores en agua bidestilada.
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2.   Efluente de blanqueo de celulosa.

EI    efluente    se   obtuvo   de    la    planta   Arauco    (Celulosa   Arauco   y

Constituci6n   S.   A.,   Chile).   Esta   planta   produce   1.100   toneladas   de   pulpa

diariamente.  En  el  proceso  de  pulpaje  y  blanqueo  de  [a  celulosa,  primero  se

saca la corteza y se producen los "chips" (madera triturada).  Despu6s se hierve

toda la masa en un digestor con un pH alto, para separar lignina y hemicelulosa

de   la   celulosa.   La  fraccj6n   enriquecida   en   ceiulosa  entra  a   la  etapa   del

blanqueo  con  el  fin  de  eliminar  mss   lignina.   Una  secuencia  tfpica  para  el

blanqueamiento  con  cloro  es  CiEiHDiE2D2  (C-cloro,   E-alcalis,   D-  di6xido  de

cloro,   H-hipoclorito  de  sodio),   (Kri'ngstad  &  Lindstr6m,   1984).   En  el  proceso

Kraft mss de un 55% del peso total de la madera pasa a licor negro. A partir del

licor negro se procede a  la recuperaci6n de los compuestos quimicos  usados.

Al   concentrar  el   licor  negro   la   lignina  y   la   hemicelulosa   se   queman   para

recuperar  energia  (ver  Figura  5).   EI  efluente  producido  es  tratado  en  una

laguna para tratamiento aerobio de 600.000 m3,  provista de  18 plataformas de

aireaci6n,  con  un tiempo  de  retenci6n  de aproximadamente  5  dias.  Alrededor

del 55% del efluente que es tratado en estas lagunas proviene del  proceso de

blanqueamiento.  Los otros componentes del efluente son liquidos provenientes

de otras etapas de  la operaci6n de la planta,  como son el agua del  lavado  de

troncos, de las calderas, del rebalse del sistema sanitario, etc.
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Figura  5:   Esquema  del  proceso  de  producci6n  de  pulpa  de  celu[osa

blanqueada.                           '..

Los  recuadros  representan  los  distintos  procesos  a  los  que  la  madera  es

sometida para obtener pulpa, las flechas laterales indican la salida de efluentes

del sistema.
+
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El  efluente  total  empleado  en  este  estudio  se  obtuvo  despu6s  de  la

salida  del  clarificador y  de  la  camara  de  mezcla,  pero  antes  que  el  efluente

ingrese  a  la  lagunas  de  aireaci6n,  de  este  modo  tiene  un  bajo  contenido  de

s6Iidos en suspensi6n.  Muestras de 80 I,  colectadas en bidones plasticos cada

6  semanas,  fueron  enviadas  al  laboratorio  y  mantenidas  a  4°C.   El  efluente

present6 fluctuaciones de pH,  DQO,  D805 y color entre las distintas  muestras

enviadas,  como se resume en la Tabla 11.  Previo a su empleo,  alicuotas de 101

fueron ajustadas a pH 6.0 y compensadas en nitr6geno y fosfato con 60 mg de

(NH4)2S04 y 11  mg de KH2P04 Por litro de efluente,  para obtener una raz6n

de   D805:N:P=100:5:1    (Mc   Lean   y   col.,   1972).   EI   efluente   compensado   y

mantenido a 4 °C en continua agitaci6n,  se emple6 para la alimentaci6n de los

modelos de laguna de aireaci6n montados en el laboratorio.

Para los experimentos en que se evaluaron las capacidades metab6licas

de   los   microorganismos   presentes   en   los   modelos   de   laguna,   se   debi6

esterilizar  por filtraci6n  el  efluente  de  alimentaci6n.  Para  ello  el  efluente  fue

ajustado  a  pH  7.,0  y  compensado  en  fosfato,  amonio  y  metales  trazas  en  la

misma  proporci6n  del  medio  salino  descrito  en  la  secci6n  1.2.  A continuaci6n

fue filtrado secuencialmente a trav6s de filtros Whatman N°1, filtros de lana de

vidrio  (Schleicher &  Schuell,  Alemania),  filtros de  nitrocelulosa  (MFS,  USA)  de

0,45  mm  y  de  0,22  mm  de  tamafio  de  poro.   Esta  dltima  etapa  se  repiti6

empleando filtros est6riles.. Para aquellos experimentos en ]os que el efluente
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Tabla 11: Variaci6n observada en el efluente traido de Arauco.

Fecha rango pH BODS (m902/I) DQO (mg02/I) color

05-07-93 6.9-7.4 290+10 670+20 cafe claro

1 3-09-93 7 .I J-I -5 430+15 851+40 cafe oscuro

03-1 1 -93 11.0-11.8 128+30 545+100 casi negro

06-01-94 8.0-9.5 252+3 990+34 cafe oscuro
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fue usado como medio de cultivo pero en los que se evalu6 la degradaci6n de

compuestos  adicionados  ex6genamente,   el   efluente  fue  esterilizado  en   un

autoclave.

3.  Cu]tjvo de microorganismos

3.1   Mantenci6n de microorganismos.

Los  microorganismos  empleados  en  este  estudio,  que  se  listan  en  la

Tabla  Ill,  fueron  mantenidos  en  placas  conteniendo  agar  al  1%  en  medio  LB

suplementados  con  antibi6ticos,  en  aquellos  casos  en  que  fue  necesario,  o

bien   placas   de   agar  al   1%   en   medio   salino,   conteniendo   un   compuesto

aromatico   como   dnica  fuente   de   carbono   y   energia.   El   traspaso   de   los

microorganismos   en   stock   se   realiz6   cada    15   a   30   dfas.    Todos    los

microorganismos  empleados  fueron  crecidos  a  30  °C,  con  excepci6n  de  las

cepas de E. coli (37°C).

3.2  Disefio y construcci6n de microcosmos.

Cada  uno  de  los  dos  microcosmos  montados  en  el   Iaboratorio  (ver

Figura 6) consisti6 en un estanque de fibra de vidrio de 40x30xl2 cm,  con  un

volumen  efectivo  de trabajo de 9,6  I.  Dos  placas del  mismo material,  ubicadas

en cada tercio del largo de los estanques, Ios atraviesan hasta dos tercios del



Tabla Ill: Cepas y plasmidos usados en esta tesis.
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Cepas/plasmidos Fenotipo/genotiporelevante Fuente

R. eufropha JMP134 (pJP4) 2,4-D, 3CB,  Hgr, pJP4 DSM

R. eutropha "P222 Sin, fenol H.  Knackmuss

E. co//. ccl 18}pir LL(ara-Ieul araD Alacx]4 gan= gatephoAI20thii-1rpsErpoBar9E(Am)recA1;1pirlisogen,Rifr (Herrero y col.,1990)

E.  co//. DH5er F-A(/aczYA-angF) u 1 69($80/aczAM13recAlendA1gynA96ffi41hsdR17(rk-,ink+)supE44:pKT230 Cepas de laboratorio  (GBF-Braunschweig,Alemania)

P. putida RT2442 Rf, mt-2 (hsdR) Cepas  de  laboratorio  (GBF-Braunschweig,Alemania)

pCN84 Kin, Ap,  NahR/Psai (de Lorenzo y col.,1993)

pCN85 Kin, AP,  Laclq/Ptrc (de Lorenzo y col.,1993)

pCN84-JRC42 Kin, AP,  NahR/Psal esta tesis

pCN84-JRC48 Kin, Ap,  NahFVpsai esta tesis

pCN85-JRC42 Kin, Ap,  Laclq/Ptrc esta tesis

• pCN85-JRC48 Kin, AP,  Laclq/Ptrc esta tesis

pRK600 Cm,  Incp, tra+ (de Lorenzo, y col.,1993)

pVJE22 Tc,    ffdB,    ffJCDEF    depJP4 (Streber,1987)

pUC18Not Ap (Herrero, y col.,1990)

pBIuescript sK II                        -. Ap stock  de  laboratorio  (GBF-Braunschweig,Alemania)

tra: funciones de transferencia.  NahR/Psai:  promotor inducible por salicjlato y su

gen regulador (Schell & Wender,1986).  Laclq/Ptrc:  promotor hibrido  lac/trp y su

gen represor (Morales y col.,  1991 ).
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ancho total.  Se asegur6 asi que el  efluente empleara  la superficie total  de  los

microcosmos desde la entrada a  la salida,  ubicadas en extremos opuestos de

cada   estanque.   La   aireaci6n  fue   provista   por  aire   humedecido   impulsado

mediante  bombas  de  acuario,  a  trav6s  de  difusores.  Estos  difusores  fueron

sumergidos  5  cm  en  el   lfquido,   para  lo  que  fueron  montados  junto  a  sus

respectivas mangueras de silicona (D.I.= 0,4 cm), sobre una reja puesta a 4 cm

de  altura   (ver  Figura  7).   La  distribuci6n   de   los  difusores   (siete   por  cada

microcosmos)  fue  definida  de  manera  de  obtener  una  mayor  aireaci6n  en  la

entrada del  microcosmos.  El flujo total de aire  para  cada microcosmos fue de

3.200  cc/min.  El  efluente  de  alimentaci6n,  compensado  como  se  indica  en  la

secci6n 2, fue almacenado en una camara a 4°C, desde donde fue hecho IIegar

y  retirado  de  los  microcosmos  mediante  una  bomba  peristaltica  Masterflex

modelo  7521-35,  provista  de  tres  cabezales.  El  flujo  de  alimentaci6n  de  los

modelos  conectados  en  serie fue fij.ado  en  1,8  ml/min  para  el  modelo  I  y  1,6

ml/min  para  el  modelo  11,  Io  que  determina  un  tiempo  de  retenci6n  hidraulica

(HRT) de 3,7 y 4 dias para cada modelo, respectivamente. La variaci6n del flujo

de   alimentaci6n   no   fue   superior   al    10%.    Para   regular   las   variaciones

estacionales  de temperatura,  ambos  microcosmos fueron  montados  al  interior

de un estanque de fibra de`.vidrio conteniendo agua termorregulada entre 20 y

25 0C.

EI  pH fue  determinado  cada 2  dfas  durante  los  dos  primeros  meses  y

luego      cada       15       dfas,       utilizapdo       un       electrodo       Orion       9617BN.



Figura   7:   Fotografia  de   los   modelos   de  laguna  de   aireaci6n   y   sus

elementos accesorios.

Las  letras  corresponden  a  lo  descrito  en  la  Figura  6,   mss  h)  sistema  de

calefacci6n  dispuesto  para  los  modelos.   No  aparecen  a)  y  g)  efluente  de

entrada y salida, respectivamente.

}
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Las mediciones fueron efectuadas en cuatro posiciones en cada microcosmos,

ajustandose su valor a 7,0±0,2.

3.3  Cultivos por lotes.

Para  analizar  la  capacidad  de  los  microorganismos  presentes  en  los

modelos   de   laguna   de   ajreaci6n   para   degradar   o   modificar   compuestos

organoclorados se escogieron  los siguientes compuestos:  4-clorofenol  (4-CF),

2,4-diclorofenol   (2,4-DCF),   2,4,6-triclorofenol   (2,4,6-TCF),   2,4,5-triclorofenol

(2,4,5-TCF), 2,4-diclorofenoxiacetato (2,4-D),  guaiacol y fenol  (pureza mayor a

un  99%),   Ios  cuales  fueron  comprados  a  Sigma  Chem.   Co.   (St.Louis,   MO,

USA);   asf  como  4,5-dicloroguaiacol   (4,5-DCG),   4,5,6-tricloroguaiacol   (4,5,6-

TCG),  tetracloroguaiacol  (TecG),  comprados a  Helix Biotech  (B.C,  Vancouver,

Canada). A tubos de cultivo conteniendo 3 ml de medio salino o bien efluente

est6ril,    se   adicionaron   los   compuestos   enumerados   mss   arriba   a   una

concentraci6n final de 0,5 mM y 1,0 mM, para el medio minimo salino o bien 0,1

mM y 0,5 mM para el efluente est6ril.  Estos cultivos fueron inoculados (10% del

volumen   de  cultivo)   con   muestras   provenientes   de   las  salidas  de   ambos

modelos de laguna de aireaci6n e incubados, junto a los controles sin inocular,

por 15 dias en un agitador orbital a  180  rpm y 25°C.  Esta misma metodologia

fue usada para estudiar la capacidad  de clones de R.  eufropha JMP222 y P.
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put/.da  KT2442  para  crecer  empleando  3CB  lmM  como  fuente  de  carbono  y

energia.

3.4  Cultivos en aireaci6n forzada.

Matraces  Erlenmeyer de 250  ml  conteniendo  100  ml  de  efluente  est6ril

fueron cubiertos con tapones de gasa y algod6n hidr6fobo atravezados por una

manguera  de  silicona  (DI:0,5  cm),  a  traves  de  la  cual  se  hizo  burbujear  aire

est6ril  humedecido.  Estos sistemas fueron  inoculados (10%   del volumen) con

muestras provenientes de las salidas de los modelos e incubados por 7 dias a

250C.   .

En aquellos casos en que se evalu6 el efecto de adicionar R.  eufropha

JMP134 o JMP222 a los efluentes,  se emple6 un in6culo de 108 ufofml crecido

. en 2,4-D  (2,2  mM)  o fenol  (1  mM),  respectivamente.  Estos fueron  adicionados

al  cuarto  dfa de  incubaci6n  de  cultivos  inoculados  previamente  con  muestras

de las saljdas de los modelos y prolongada su incubaci6n hasta conipletar siete

dias    desde    la    primera    inoculaci6n.     Como    control    se    jnocul6    estos

microorganismos sobre efluente est6ril y se incub6 durante siete dias.

3.5  Sedimentos,

Desde  la  laguna  de  aireaci6n  existente  en  la  planta  de Arauco  fueron

tomadas   muestras   de   sedimentos..P-de   la   entrada   y   salida,   aerobias   y
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anaerobias.   Muestras  tomadas  entre  0.5  y   1.0  in  de  profundidad  fueron

consideradas   aerobias,   mientras   que   las   muestras   tomadas   a   5   in   de

profundidad    fueron    consideradas    anaerobias.     Estas    muestras    fueron

transportadas  a  Santiago  en.  bidones  plasticos  y  mantenidas  a  4°C.   Para

efectos   comparativos   tambi6n   fueron   tomadas   muestras   del   sedimento

formado en los modelos montados en el laboratorio.

3.6  0btenci6n de biomasas a partir de los modelos de [aguna.

Se  colectaron  4  litros  de  efluente  en  cada  una  de  las  salidas  de  los

modelos  y  fueron  centrifugados  a  10.000xg  por  20  min.  La  pella  de  c6Iulas

obtenida  fue  resuspendida  en  efluente  est6ril  y  ajustada  a  una  D066o=0.2,

empleando  como   blanco   efluente  filtrado.   A  Ia   suspensi6n   de  c6Iulas  asf

obtenida  se  adjcion6  los  substratos  a  ensayar  tal  como  se  describe  en  la

secci6n 3.3.

3,7  Preparaci6n de celulas competentes.

Este  protocolo,  descrito  por  Nishimura  y  cols.  (Nishimura  y  col.,  1990)

fue  empleado  para  prepara+ c6Iulas  de E.  co//. DH5er y E.  co/i. col 18^pir.  Las

cuales fueron  las receptoras de  las construcciones realizadas en  pUC18Not y

BIuescript SK, en el primer caso y los derivados de PUT-kin para el segundo.

F=



Para  ello,  un  cultivo  en  50  ml  en  LB  (DH5or)  o  LB  mss  rifampicina  (50

mg/ml), conteniendo 10 mM de Mgs04x7H20 y 0,2% de glucosa (la soluci6n de

LB   conteniendo   Mgs04  y   glucosa   fue   designada   como   soluci6n   A),   fue

inoculado al  1 % con un cultivo en LB (mss antibi6tico) crecido por una noche e

incubado hasta fase logaritmica (D066o no mayor a 0,9).  Una vez crecidos,  los

cultivos  fueron  enfriados  en  hielo  por  a  lo  menos  10  min,  luego  de  lo  cual

fueron   centrifugados  a   1.500xg   por   10   min   a  4°C.   La   pella   obtenida  fue

resuspendida cuidadosamente en 0,5 ml de soluci6n A, pre-enfriado en hielo y

luego se adicion6 2,5 ml  de soluci6n  8  (glicerol  al  36%,  12%  PEG  (PM 7500),

12 mM Mgs04x7H20 en LB (pH 7,0) y esterilizado por filtraci6n).  La suspensi6n

asi obtenida fue  alicuotada  en  tubos  Eppendorf (100  L]l  en  c/u).  Las  alicuotas

fueron almacenadas a -70 °C sin necesidad de un fapido congelamiento en N2

fquido.

3.8  Preparaci6n de c6Iulas para electroporaci6n.

Un  volumen  de  500  ml  de  medio .LB  fue  inoculado  al  1%  e  incubado

hasta  una  D06oo  aproximada  a  0.9  (8  h).  EI  cultivo  obtenido  fue  enfriado  en

hielo  por  al  menos  una  hora  y  luego  centrifugado  a  10.000xg  por  8  min.  La

pella  obtenida  fue   lavada  tres  veces  con   igual  volumen   de  agua  est6ril,

centrifugando como en el  paso anterior.  Finalmente,  la pella fue resuspendida

suavemente,  en  1  ml  de  una  soluci6n  30%  de  polietilenglicol  (PM  1000)  en
9L,
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agua  3x est6ril  y  alicuotada  en  tubos  Eppendorf (100  ul  en  c/u),  previamente

enfriados.   Los  tubos  fueron  congelados  rapidamente  en  N2  liquido  y  luego

almacenados a -70 °C.

4.  Analisis microbiol6gico.

4.1   Determjnaci6n del ndmero de c6lulas viables.

La    determinaci6n    de    c6Iulas    viables    fue    efectuada    en    placas

conteniendo  agar nutriente,  agar sangre,  agar s6lo  y  agar  mas  efluente  de

blanqueo  al  50  o  100%.  Para  este  i]Itimo  medio,  el  efluente fue  previamente

esterilizado como se sefiala en la secci6n 2.100 Hl de diluciones seriadas en

medio salino de las muestras provenientes de los  microcosmos  (10-3 a  10i5)

fueron  sembradas  en  los  medios arriba descritos  e  incubadas  a 20  6  30  °C.

Adicionalmente,  se  emplearon  placas  de  agar  Saboreaud  para  analizar  la

presencia   de   hongos   al   interior   de   los   microcosmos,    asi   como   agar

Mcconkey,  con  incubaci6n  a  37  °C,  para  el  recuento  de  coliformes  fecales.

Algunas  de  estas  determinaciones  para  muestras  provenientes tanto  de  los

modelos (columna de agua y sedimentos),  como de  la  laguna de tratamiento

de  la  planta Arauco  (entrada,  salida  y  sedimentos)  se  complementaron  con
®,

tinci6n de Gram.
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4.2  Microscopia de epifluorescencia.

Estos analisis fueron realizados con la direcci6n del Dr.  Miguel Martinez,

en el Departamento de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biol6gicas de

la  Universidad  de  Concepci6n.  Se emple6  esta  metodologfa  para  analizar  la

poblaci6n  microbiana  total  y  viable  presente  en  los  microcosmos  (Gerhardt,

1994).  Para ello,  se emple6  naranja de acridina,  s6Io  (para recuento total)  o

en    presencia    de    acido    nalidixico    (para    recuento    de    viables).    Estas

determinaciones    permitieron    efectuar    una    estimaci6n    de    la    poblaci6n

microbiana  mss  cercana  a  la  realidad  que  la  determinada  como  unidades

formadoras de colonias en placas de agar LB o medio selectivo.

4.3  Recuento de protozoos.

El   recuento   de   protozoos   se   realiz6   empleando   una   camara   de

Neubauer   (hemocit6metro).   La   muestra   sin   fij.ar  fue   tefiida   con   azul   de

metileno,  Io  cual  no  ti fie  protozoos,  sino  que  genera  un  fondo  de  contraste

sobre   los   sedimentos   presentes   en   el    sistema.    Las   muestras   fueron

observadas   empleando   un   obj.etivo   10x.   Se   cuantificaron   cinco   campos

(cuadriculas)   de   lxl    mm,..  por   triplicado.    Los   valores   promedios   fueron

expresados en c6lulas/ml.
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4.4  ldentificaci6n preliminar de microorganismos por Apt 20NE.

Este es un sistema de identificaci6n de bacilos Gram negativos distintos

de  enterobacterias,  distribuido  por  BioMeri6ux  (Marcy  l'Etoile,   Francia),  que

combina 8  pruebas bioqufmicas generales junto a  12  pruebas  de  asimilaci6n

de  substratos.  El  sistema  esta  disefiado  como  una  baterra  que  se  inocula

empleando una soluci6n salina en la cual se ha resuspendido una colonia de

la cepa a identificar.  La bateria se incuba por 24 y 48 h a 30°C,  tiempo  luego

del cual se determina la variaci6n en el color de un indicador para las pruebas

bioquimicas  o  el  desarrollo  de turbidez  para  las  pruebas  de asimilaci6n.  Las

pruebas incluidas en  la baterfa son:  reducci6n  de nitrato,  formaci6n de  indol,

fermentaci6n de glucosa, hidr6lisis de arginina,  presencia de ureasa,  hidr6lisis

de    esculina    (P-glucosidasa),    hidr6Iisis    de    gelatina    (por    presencia    de

proteasas), presencia de a-galactosidasa, presencia de citocromo oxidasa y la

asimilaci6n  de  los  siguientes  substratos:  glucosa,  arginina,  manosa,  manitol,

N-acetilglucosamina,  maltosa,  gluconato,  caprato,  adipato,  malato,  citrato  y

feni]acetato.

5.  Analisis bioquimico.

5.1   Preparaci6n de extractos crmdos,

Para la preparaci6n de los extractos crudos,  un cultivo de  100 a 500 ml

fue crecido en medio selectivo o LB,  dependiendo de la cepa o construcci6n a

evaluar.  En  aquellos  casos  en  que.7fue  necesaria  la  adici6n  de  un  jnductor
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como salicilato,  6ste fue adicionado a una concentraci6n final de 1,25 mM junto

al in6culo en LB e incubado por una noche.  La adici6n de IPTG en cambio, fue

a  una  concentraci6n  final  de  1   mM  y  s6lo  tres  horas  antes  que  las  c6Iulas

fueran cosechadas.

Los  cultivos  asr  obtenidos  fueron  centrifugados  a   10.000xg.   La  pella

obtenida fue resuspendida y lavada dos veces con igual volumen en tamp6n 50

mM Tris-acetato  pH  7,5 conteniendo  1  mM  Mnc12.  A continuaci6n,  Ia  pella fue

resuspendida  en  5  ml  del  mismo tamp6n  de  lavado  y sometida  a  ruptura  por

sonicaci6n (Vibracell, 90% de intensidad aplicado en 4 ciclos de 30 s,  con 30 s

de   descanso).    EI    producto   obtenido    de    la   sonicaci6n   fue   sometido   a

ultracentrifugaci6n  (85.000xg en rotor Ti65) en  una ultracentrifuga  Beckman  L-

80,  por 40  min  y  el  sobrenadante  obtenido  empleado  directamente  para  los

ensayos de actividad enzimatica descritos en la secci6n 6.6.

5.2  Descloraci6n por suspensiones celulares.

Para  la  preparaci6n  de  las  suspensiones  celulares,  matraces  de  2  I,

conteniendo 750 ml  de medio  LB,  benzoato (2 mM),  3-clorobenzoato  (3  mM)  o

2,4-diclorofenoxiacetato   (2   mM),   fueron   inoculados   al   1%   con   la   cepa   o
•,.

construcci6n  a  evaluar.  En  aquellos  casos  en  que  se  necesit6,  se  adicjon6

kanamicina (50 Hg/ml)   al cultivo,  asi como los inductores salicilato (1,25 mM) o

IPTG  (1  mM),  tal  como  se  indic6  en  la  secci6n  5.1.  Una  vez  que  los  cultivos
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alcanzaron  una  D066o de  0,8  a  1,3  (al  cabo  de  un  dfa  para  cultivos  en  medio

rico,  6 2-3  dfas  para  medio  mfnimo),  6stos fueron  centrifugados  a  10.000xg  y

lavados  dos  veces  con  tamp6n  50  mM  Tris-acetato  pH  7,5.   Las  c6Iulas  asf

obtenidas fueron  resuspendidas  a  una  D066o  equivalente  a  15  -20,  para  los

ensayos  de  punto  final  y  equivalente  a  5  para  los  ensayos  de  cin6tica  de

descloraci6n.    Alfcuotas  de  10  ml  de  dichas  suspensiones  celulares  fueron

incubadas con 3CB  (1  mM),  3CC  (0,5  mM),  4CC  (0,5  mM) y 3,5DCC  (0,5 mM).

A intervalos de 1, 2, 3, 4 y 5 h, para cin6tica y al dfa sigujente para ensayos de

punto  final,  se  tomaron  alfcuotas  de 300  LII  en  duplicado  y fueron  empleadas

para cuantificar cloruro  liberado por el  m6tod6 espectrofotom6trico descrito en

la  secci6n  8.  Los  valores  finales  de  descloraci6n  de  3-CB  fueron  calculados

restando  el  valor  obtenido  para  la  cepa  parental  (R.  ecjfropha  JMP222  o  P.

puff.da  KT2442),  ya  que  la  transformaci6n  de  3-CB  a  3-CC  por dichas  cepas

produjo un oscurecimiento del  medio de incubaci6n el  cual  gener6  un valor de

lectura de cloruro equivalente a  un 30% de descloraci6n.

6.  Analisis quimico.

6.1   Barrido espectrofotometrico.

Para determinar la  presencia de compuestos  organicos,  500  ul  de  los

sobrenadantes  de  los  medios  de  cultivo  (a  pH  neutro)  fueron  extrafdos  con

500  ul  de  acetato  de  etilo.  A  300  Lil  de  la  fase  organica  que  se  recuper6
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despu6s de centrifugar,  se realiz6 un barrido espectral en el rango 200 a 400

nm, en un instrumento Hewlett Packard HP 8452-A, provisto de un sistema de

arreglo  de  diodos.  Los  espectros  UV  obtenidos  fueron  comparados  con  los

espectros  obtenidos  de  las  soluciones  acuosas  de  los  compuestos  puros,

extrafdos a pH  neutro  con acetato  de  etilo.  Las  extracciones  se  realizaron  a

pH neutro de modo de no extraer los crom6foros presentes en el efluente que

dificultan el  analisis directo de los sobrenadantes.  La ]fnea base fue aj.ustada

empleando acetato de etilo.

6.2  Cr6matograffa gaseosa.

Alfcuotas de 50  ml  de efluente proveniente de  los cultivos en  aireaci6n

forzada  (ver secci6n  3.4),  fueron  derivatizadas  +.n  st.fu con  anhfdrido  ac6tico  y

• extrafdas con 20 ml de hexano.  La fase organica asf obtenida fue concentrada

a  500  ul  por  evaporaci6n  en  corriente  de  nitr6geno,  de  los  cuales  1   a  3  ul

fueron   analizados   en   un   sistema   GC-MS   Hewlett   Packard,    modo   SIM,

constituido  por  un  cromat6grafo  de  gases  HP  5890  serie  11,  acoplado  a  un

detector de masa HP-5972A. Se emple6 una columna capilar de 30 in (Dl: 0,25

mm),   HP5  -  fenilmetilsilicona.   La  temperatura  del   inyector  fue  de  260°C.   EI

programa  de  temperatura  para  la  columna  fue  de   100  a  250  °C,   con  un

incremento  lineal  de  4  °C/min.   Estas  determinaciones  fueron  realizadas  por

Leonidas  Cardenas  y  Leandro  Padilla,  en  la  Unidad  de  Bioqufmica  Celular  y



Gen6tica,  de  la  Facultad  de  Ciencias  Biol6gicas  en  la  P.  Universidad  Cat6Iica

de Chile.

6.3  Determinaci6n de la demanda quimica de oxigeno (DQO)

La  cuantificaci6n  de  la  materia  organica total  presente  en  una  muestra

fue  efectuada  empleando  las  soluciones  que  para tal  efecto  distribuye  Merck

Qufmica Chilena Soc.  Ltda.  Esta t6cnica se basa en la oxidaci6n completa de la

materia  organica  con   una  soluci6n   concentrada   de  dicromato   de   potasio,

determinando espectrofotom6tricamente a 585  nm  la absorbancia  del  reactivo

oxidante remanente. La lectura se compara con una curva de calibraci6n hecha

con  una  soluci6n  de  ftalato  acido  de  potasio  como  estandar.   Para  ello  se

procedi6  a  incubar  diluciones  del  efluente  en  agua,  junto  a  los  reactivos  de

oxidaci6n, en tubos de 15 ml con tapa rosca, a 120 °C por 2 h. AI cabo de este

tiempo  la  absorbancia  de  las  soluciones  fue  determinada  en  un  instrumento

Spectronic  20,  cuyas  cubetas  fueron  mantenidas  a  bafio  maria  (60°C)  para

evitar la precipitaci6n  de  las  reacciones,  Io  que sucede al  enfriarse  6stas  por

bajo 50oc.

6.4  Determinaci6n de la demanda bioquimica de oxigeno (D805).

EI  efecto  de  los  microorganismos  sobre  la  materia  organica facilmente

degradable presente en el efluente (principalmente residuos de carbohidratos)

41
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fue evaluado por la disminuci6n de  la D805.  Esta fue estimada cada 7  615

dfas  usando  procedimientos  establecidos  (An6nimo,   1985).  Las  botellas  de

300   ml   (Vtota|)   para   DBO   fueron   incubadas   a   23fi   °C,    en   oscuridad,

conteniendo  4  ml  (Vmuestra)  de  efluente  diluido  en  medio  salino  no  est6ril,  sin

in6culo  adiciona!.  EI  oxrgeno  disuelto  fue  medido  en  mg  02/I  a  0  y  5  dias

[[02]o y [02]5) con un electrodo para oxfgeno (Orion 97-08-99 o Jenway 9010),

conectado a un medidor Orion 420A.  Con  los valores obtenidos se determin6

el  consumo  de  02  necesario  para  la  degradaci6n  de  la  materia  organica

presente en un litro de efluente. Se emple6 como control abi6tico (blanco) una

botella  para  DBO  conteniendo  s6lo  medio  salino,  cuya  disminuci6n  de  02

disuelto despu6s de 5 dfas no sobrepas6 el 10%.

Para el calculo de la D805 se emple6 la siguiente f6rmula:

D805={([02]o-[02]5-([02]blanco,o-[02]blanco.5)}*„Er`„°e`=;a

6.5  Mineralizaci6n de clorofeno[es marcados con 14C.

Para  determinar  la  capacidad  microbiana  de  mineralizar  (transformar  a

C02) clorofenoles se emplearon dos compuestos marcados con  .14C:  44C-UL-2,4-

TCF  (8.42  mci  mmol-1),  y {4C-UL-2,4,5-TCF  (4.4 mci  mmol-1),  Ios cuales fueron
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comprados a  Sigma  Chem.  Co.  (St.Louis,  MO,  USA).  Estos compuestos tambi6n

fueron  usados  para  efectuar  un  balance  de  masas  en  los  sistemas  complejos.

Para  ello,  50  ml  de  los cultivos obtenidos por aireaci6n forzada al  cabo  de siete

dfas fueron transferidos a matraces Erlenmeyer de  150 ml,  a los que se adicion6

2,4-DCF en concentraci6n final de 0,5 mM o 2,4,5-TCF (0,1  mM) mas 10.000 cpm

de  compuesto  marcado.  Estos  matraces fueron  cerrados  con  tapones  provistos

de una entrada y una salida para insuflar aire,  e incubados en un agitador orbital

a 180 rpm y 25°C. Al cabo de 3 h,1,  3,  6 y 10 dras se insufl6 aire a los cultivos,

haciendo pasar el aire expelido de los matraces por viales conteniendo liquido de

centelleo con etanolamina,  lo cual permiti6 fijar el  14C02.  La aireaci6n se realiz6

durante  10  min.  Los  viales  fueron  contados  durante  2  min  en  un  contador  de

centelleo   liquido  Beckman  modelo   LS  5000  TD  de   la   Unidad  de   Bioquimica

Celular y  Gen6tica  de  la  Facultad  de  Ciencias  Biol6gicas.  La  mineralizaci6n  se

expres6  como  porcentaje  respecto  a   las  cuentas  agregadas   inicialmente.   El

lrquido de centelleo fue preparado de la siguiente manera:  2 g de PPO y 0.05 g

de  POPOP  se  disolvieron  en  500  ml  de  tolueno,  luego  sobre  esta  soluci6n  se

agregaron 400 ml de metanol y 100 ml de etanolamina.  Para el balance de masas

al  te.rmino  de  la  incubaci6n  se  tomaron  10  ml  del  cultivo,  se  filtraron  por filtros

MFS  de 0.2  Ltm,  el  filtro  se`.sec6  y  luego  se  sumergi6  en  un  vial  con  lfquido  de

centelleo. Tambi6n se tom61  m[ del filtrado y se adicion6 a un vial con liquido de

centelleo.  Para  disolver  la fase  acuosa fue  necesario  agregar  1  ml  de Arkopal.
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Por otro lado,  se cargaron aproximadamente  1.000 cpm de 2,4,5-TCF radioactivo

directamente   en   un   filtro   para   determinar   si   6ste   producia   algtln   tipo   de

interferencia  en  la  medici6n  al  ser  sumergido  en  el  mismo  vial  (quenching),  no

detectandose interferencia con el conteo.  De esta manera fue posible realizar un

balance de masa expresado como porcentaje de la marca total que se encontraba

asociada  a  compuestos solubles,  asociada a  las  c6Iulas y  como  C02.  En  estos

experimentos  se  incluy6  a  modo  de  control  positivo  un  cultivo  de  R.  eufrapha

JMP134 crecido  en  2,4-D  2,2  mM  con  aireaci6n forzada,  el  cual  mineraliz6  2,4-

DCF.

6.6  Ensayos de activjdad enzimatica.

El  siguiente  ensayo,  concebido  como  una  cin6tica  de  transformaci6n

completa de un clorocatecol (3CC, 4CC o 3,5DCC), registrado mediante barrido

espectrofotom6trico, fue montado en el laboratorio con la ayuda del Dr.  Dietmar

Pieper  (GBF,  Braunschweig-Alemania).  Se  basa  en  que  en  presencia  de  un

extracto  crudo  conteniendo  las  cuatro  actividades  enzimaticas  a  determinar,

esto es,  clorocatecol-1,2-dioxigenasa (Tfdc),  cloromuconato isomerasa (TfdD),

dienolactona  hidrolasa  (TfdE)  y  maleilacetato  reductasa  (TfdF),   el  producto

generado  por  una  enzima  funciona  como  substrato  t.n  s;.fu  para  la  siguiente

enzima,     siempre  que  en  la  cubeta  se  encuentren  presentes  jones  Mn+2,
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requeridos por la segunda enzima (TfdD) y NADH,  cofactor de la dltima enzima

(TfdF).  Los espectros del clorocatecol, el cloromuconato y el maleilacetato son

claramente  diferenciables,  como  se  muestra  en  la  Figura  8.  La  variaci6n  de

absorbancia  para el  maximo  de absorbancia  del  cloromuconato  (A1,  Figura  8)

dividido  por  el  tiempo  necesario  para  lograr  dicha  transformaci6n  a  partir  del

clorocatecol   (T1-T,   Figura  8)  fue   la   base   para   el   calculo   de   la   actividad

especifica de clorocatecol-1,2-dioxigenasa.  La absorbancia obtenida al maximo

del  espectro  del  maieilacetato  o  de]  cloromaleilacetato  (A2,  Figura  8)  dividida

por   el   tiempo   transcurrido   entre   el   espectro   que   gener6   el   maximo   de

absorbancia    para    el    cloromuconato    (T1)    y   el    (cloro)maleilacetato    (T2)

permitieron calcular la actividad conjunta de la cloromuconato cicloisomerasa y

dienolactona   hidrolasa.   Finalmente,   al   suministrar   NADH   como   cofactor  y

extracto  crudo  fresco  a  la  mezcla  ya  incubada,   fue  posible  determinar  la

actividad de la maleilacetato reductasa (MAR) por disminuci6n de absorbancia
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Figura 8:  Espectros de 3,5-DCC;  2,4-DCM y CMA generados en un  mismo

ensayo enzimatico por un extracto crudo de A. eqfropAa JMP134.
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a  340  nm,  como  consecuencia  de  la  oxidaci6n  del  NADH.   Las  expresiones

matematicas fueron:

Actividad de Tfdc  =

Actividad de TfdDE

Actividad de MAR=

41

T1-T

42
T2. -T1

4340„m

Una  unidad  de  actividad  enzimatica  se  defini6  como   la  cantidad  de

enzima      que      transforma      un      micromol      de      substrato      por      minuto.

Experimentalmente  se  procedi6  con  el  siguiente  protocolo:  en  una  cubeta  de

cuarzo (paso de .Iuz 1  cm),  conteniendo tamp6n 50 mM Tris-acetato pH 7,5 y 1

mM  Mns04,  para  generar  1   ml  de  volumen  final,  se  adicion6  3  a  10  Hl  del

extracto  crudo,  y con  esta  mezcla  se  ajust6  el  cero  al  espectrofot6metro  (en

modo   combinado   cin6tico   y   barrido   espectrofotom6trico).    Para    iniciar   la

reacci6n  se  adicion6  3CC,  4CC  6  3,5DCC  (pureza  mayor  a  un  95%,   Helix

Biotech.  Corp.,  Vancouver,  B.C.  Canada),  a  una  concentraci6n final  de 50  L]M

(2,5  ul  de  una  soluci6n  stock  20  mM  preparado  fresco),  a  esta  mezcla  se

realiz6  un  barrido  espectrofotom6trico  cada  30  s,  durante  15  a  60  min.  Las

graficas  obtenidas  fueron  usadas  para  ca[cular  las  actividades  especificas
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como   se  describe   mss   arriba,   usando   los   coeficientes   de   extinci6n   molar

incluidos en la Tabla lv.

Para  determinar  la  actividad  enzimatica  de  maleilacetato  reductasa,  el

substrato (maleilacetato y cloromaleilacetato) fue generado f.n sj.fu a partir de 10

ml  de tamp6n  50  mM Tris-acetato  pH  7,5 y  1  mM  Mns04,  conteniendo  50  HM

final de 4-CC (para generar el maleilacetato) o 50 uM de 3,5DCC (para generar

el  cloromaleilacetato)  y   1.00  LIl   de  extracto  crudo  de  fi.   eufropha  JMP134,

crecida en 2,4-D.  Despu6s de una hora de incubaci6n a temperatura ambiente

el extracto adicionado estaba inactivo,  lo que se comprob6 cuando a 1  ml de la

mezcla de reacci6n se le adicion6 200 LIM NADH final (10 ul de una soluci6n 20

mM  stock)  y  se  registr6  a  340  nm  la  disminuci6n  de  absorbancia.  Una  vez

comprobado  que  el  extracto  crudo  presente  estaba  inactivo,   la  mezcla  de

reacci6n fue empleada para determinar en  presencia de NADH  Ia actividad de

extracto fresco adicionado a la cubeta.

7.  Cuantificaci6n de proteinas.

La    concentraci6n    de    proternas    presentes    en    los    extractos   fue

determinada por el  m6todo de Bradford  (Bradford,1976),  empleando el  kit que

distribuye BioRad.  Brevemente,  1  a 5 ul de extracto crudo fueron adicionados a

un volumen final de 1  ml a las cuales se adicion6 200 HI del  reactivo incluido en

el kit. Despu6s de incubar por 10 min,  las muestras fueron leidas a 595 nm
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Tabla  [V:  Coeficjentes  de  extinci6n  molar empleados  para  el  calcu[o  de

actividades especificas.

Substrato Longitud de onda(nm)
a  (Imol-`cm-1)

Referencia

cis,cis-muconato 260 16.800
(Dom y Knackmuss, 1978)

2-cloro-cis,cis-muconato 260 17.100
(Dom y Knackmuss, 1978)

3-cloro-cis,cis-muconato 260 12.400
(Dom y Knackmuss,1978)

2,4-dicloro-cis,cis-muconato 260 5.800
ovollmer y Schl6mann,1995)

maleilacetato 240 6.000 este trabajo

2-cloromaleilacetato 240 6800 este trabajo



50

en un espectrofot6metro y la concentraci6n calculada al interpolar en una curva

realizada entre 0 LIg/ml y 10 ug/ml con BSA.

8.  Cuantificaci6n de cloruro liberado.

El  m6todo espectrofotom6trico empleado  en  [a cuantificaci6n  de  cloruro

liberado  esta  basado  en  el  m6todo  de  tiocianato  de  mercurjo  (Florence  &

Farrar,1971;  Hammel  y Tardone,1988).  Para  ello,  alicuotas  de  400  ul  de  la

soluci6n a cuantificar fueron  mezclados con 300  Hl  de una soluci6n  5,25  M  de

acido percl6rico preparada en 0,375 M de nitrato ferrico,  a lo cual  se adicion6

300   ul.de   una   soluci6n   de   etanol   saturada   en   tiocianato   de   mercurio   11.

Despues de incubar por 5 min,  Ia mezcla resultante fue medida a 460 nm y el

valor   de   absorbancia   obtenido   interpolado   en   una   curva   de   calibraci6n

realizada entre 0 mM y 1  mM de Nacl.

9.  T6cnicas de biologia molecular.

9.1   Extracci6n de DNA plasmidial.

Fue  realizada  empleando  el  kit  QIAprep  Spin  Plasmid  (QIAGEN   lnc.,

Chatsworth,  CA,  USA).  Este kit se basa en  el  m6todo de  lisis  alca[ina descrito

por Birnboim y Doly (Birnboim & Doly,1979) y en  la uni6n especifica del  DNA a

silica cuando existe una elevada concentraci6n  salina.  El  protocolo  consta  de

tres etapas:  obtenci6n de un sobrenadante de lisis claro,  adsorci6n del  DNA a

una columna y el lavado,  con posterior eluci6n del  DNA de esta columna. Tres
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a  cinco  ml  de  un  cultivo  en   medio   LB   mss  antibi6tico   inoculados  con  una

colonia, fueron crecidos por una noche en agitaci6n (180 rpm y 37°C).  Despu6s

de  centrifugar  (14.000  rpm  por  2  min)  Ia  pella  fue  resuspendida  en  250  ul

tamp6n P1  (conteniendo 35 U/ml de RNasa A);  a los cuales se adicionaron 250

ul de tamp6n P2 conteniendo  NaoH y SDS,  para producir la lisis alcalina. Tras

incubar a temperatura ambiente por 5 min, se adicion6 350 Ill de tamp6n N3,  el

cual    produce    la    neutralizaci6n    de    la    soluci6n    de    lisis    permitiendo    la

renaturaci6n   del   DNA   plasmidial   mientras   que   el   DNA  cromosomal   y   las

protefnas  contindan  denaturados  debido  al  contenido  de  SDS  presente  en  el

medio  de  reacci6n.  Despu6s  de  agitar  los  tubos,  estos  fueron  jncubados  en

hielo  otros  5  min.  Concluida  la  incubaci6n,  los  tubos fueron  centrifugados  en

una  microcentrifuga  Eppendorf  por  10  min.  El  sobrenadante  de  lisis  que  se

obtuvo (fin de la primera etapa) fue transferido a las columnas suministradas en

el  kit  (QIAprep  Spin  columns),  [as  cuales  contienen  particulas  de  silica  a  las

cuales   se   une   especificamente   el   DNA,   en   presencia   de   una   elevada

concentraci6n salina (suministrada por los tampones anteriores).  Las columnas

fueron centrifugadas por 30 s, al cabo de lo cual, tras remover el filtrado, fueron

lavadas  con  500  ul  de  tamp6n  PB  y  despu6s  de  una  nueva  centrifugaci6n,

Iavadas con 750 LIl de tamp.Sn PE.  Este dltimo contiene etanol,  Io que tras una

nueva  etapa  de  centrifugaci6n  permiti6  el  secado  del  DNA  para  su  posterior

elucj6n  con  100 HI de tamp6n TE  lx (10  mM Tris-Hcl;  1mM  EDTA;  pH  8,0).  La



composici6n exacta de los tampones P1,  P2 y N3 no es revelada por QIAGEN.

El  m6todo  result6  simple  con  un  elevado  rendimiento  para  replicones  ColE1,

como  pUC18  y  pBIuescript  SK  11,  y  proporcion6  una  preparaci6n  limpia  lista

para cualquier uso.

EI protocolo anterior tambi6n fue usado como base para recuperar DNA

despu6s  de  ser digerido  por  enzimas  de  digesti6n,  en  aquellos  casos  en  los

cuales  el  empleo  de  una  segunda  enzima  de  digesti6n  requiere  un  tamp6n

completamente   distinto   al   primero,   o   bien   para   concentrar   preparaciones

digeridas de pJP4, previo a emplearlas para ligaci6n.  Para ello el protocolo fue

modificado de la siguiente manera: se adicionaron por cada volumen de DNA a

concentrar,  cinco voltlmenes de tamp6n PB,  tras homogeneizar la soluci6n fue

cargada  en  una  columna,  centrifugando  por 30  s  para  la  remoci6n  de  la fase

acuosa y dejando el DNA unido a la columna.  Desde este punto se continu6 de

acuerdo a lo descrito en el protocolo anterior. Tras el secado del DNA 6ste, aun

unido  a  la  columna,  fue  resuspendido  en  un  volumen  de  tamp6n  TE  lx  no

inferior  a  50  Hl  para  permitir  asf  su  recuperaci6n  por  centrifugaci6n  desde  la

columna.
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9.2  Deteccj6n y ajslamiento de plasmidos de gran tamafio.

Este protocolo esta basado en el  m6todo descrito por Kado y Liu (Kado

& Liu,1981).  E] protocolo fue adaptado para detectar la presencia del  plasmido



pJP4  en  f3.  eufrapha  JMP134.   Este  protocolo  no  permite  la  purificacj6n  del

plasmido  en  cuesti6n  puesto  que  en  todo  momento  co-purifica  con  el  DNA

cromosomal.  Para ello,  la pella obtenida despu6s de  microcentrifugar (5  min  a

14.000 rpm)  1  ml  de cultivo en  medio minimo conteniendo 3CB  (5 mM)  o 2,4-D

(2 mM), fue resuspendida en 100 Lil de tamp6n E (40 mM Tris-acetato,  pH 7,9 y

2 mM  EDTA). A Ia suspensi6n anterior,  se adicion6 200  ul  de soluci6n  de  lisis

(3%  SDS,  50  mM  Tris,  pH  12,6).  Tras  mezclar,  los  tubos  fueron  incubados  a

65°C   por   1   h.   Posteriormente   la   soluci6n   obtenida  fue   extrafda   con   dos

voll]menes  (600  ul)  de fenol-cloroformo  (1:1).  Tras  agitar para  emulsionar,  los

tubos fueron centrifugados por  10 min  a  14.000  rpm.  El  sobrenadante  que se

obtuvo  fue  nuevamente  extraido  con  500  ul  de  cloroformo  y  luego  de  una

nueva etapa de centrifugaci6n,  la fase  acuosa fue analizada  directamente en

un gel de agarosa al 0,7 % en TAElx y sometido a un campo electrofor6tico de

100 V (50 a 80 rnA) por 45 min.  Una vez corrido el  gel,  6ste fue tefiido en una

soluci6n de bromuro de etidio por 10 min y fotografiado empleando una camara

DS34 Polaroid (Sao  Paulo,  SP,  Brasil),  acoplada a un  cono 0,85x,  empleando

peliculas Polaroid 667 (ISO 3000/36°).

Este  protocolo  tambi6n  fue  empleado  para  obtener  una  preparaci6n

enriquecida  en  pJP4  y  libre  de  DNA  cromosomal.   Dado  que  no  di6  buen

resultado  realizar  un  escalamiento  del  protocolo,  se  opt6  por  incrementar  el

nl]mero  de  minipreparaciones  realizadas.   En  este  caso,   Ia  soluci6n  acuosa

obtenjda al final  del  protocolo  (alrede,dor de  10 m[),  fue concentrada  mediante

53
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extracci6n  con  iguales  voli]menes  de  dietil  6ter  (2  a  4  veces).   La  soluci6n

acuosa obtenida (alrededor de 1,5 ml) fue dializada en bolsas de dialjsis contra

1  I de tamp6n TE lx durante 1  h. Al cabo de ello, el dializado fue cargado en un

gel   preparativo  (1%  agarosa  en  TAE   lx)  que  contenia  tambi6n  un  bolsillo

anal[tico.  Despu6s de realizada la electroforesis (100 V por 45 min),  la parte del

gel  conteniendo  el  bolsillo  analftico fue  cortado  y tefiido  con  una  soluci6n  de

bromuro de etidio.  Realizado 6sto y por comparaci6n con la migraci6n en el gel

analitico,  el gel preparativo fue cortado para obtener el fragmento conteniendo

s6lamente el plasmido libre del DNA cromosomal (6ste por su tamafio migra por

sobre   el   DNA   cromosomal).   El   fragmento   de   agarosa   asi   obtenido   fue

electroeluido (ver secci6n 9.5).

9.3  Restricci6n, desfosforilaci6n y ligaci6n del DNA.

Las reacciones de restricci6n,  desfosforilaci6n y ligaci6n del  DNA fueron

realizadas siguiendo  protocolos  estandar (Ausubel  y  col.,1992).  Las  enzimas

empleadas en esta tesis fueron:  Eco RI,  S# I,  Ssr I,  Sa/ I,  H/.nd Ill, Ban HI,  Kpn

I,  Xba  I,  Hf.nc 11,  #pa  I,  Pw 11,    Pst I,  IVof I,  Sma  I,  T4  DNA  ligasa  y fosfatasa

alcalina (CIAP) compradas a Gibco-BRL (Gaithersburg,  MD,  USA); Pin/ I y Dra I

compradas  a  New  England.  Biolabs  (Beverly,  Ma,   USA).  Como  estandar  de

DNA se emplearon:  DNA "Ladder" (500 pb a  12 kb),  ^ DNA digerido con Bsf EII
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(117   pb  a  23,13   kb)   y  ^   DNA  digerido   con   Ht.nd  Ill   (125   pb   a  23,13   kb)

comprados a Gibco-BRL y New England Biolabs.

9.4  Extracci6n con fenol y precipitaci6n de DNA

Este  procedimiento fue  empleado  para  remover  enzimas  de  restricci6n

que no  pueden  ser inactivadas  por calor (BamHI,  Eco  RI,  Hpa  I,  Pw  11).  Para

voltlmenes  menores  a  30  ul,  se  obtuvo  una  buena  recuperaci6n  cuando  la

extracci6n  fue   realizada   en   tubos   Eppendorf  de   500   ul.   Brevemente,   se

adicion6  un  volumen  de  fenol   por  volumen  a  extraer.   Tras  emulsionar  se

centrifug6 por 4 min a  14.000 rpm y la fase acuosa fue recuperada y extrafda

con  un  volumen  de  cloroformo:alcohol  isoamilico  (20:1)  y  medio  volumen  de

fenol.   Tras  centrifugar  nuevamente  y  recuperar     la  fase  acuosa,   6sta  fue

extraida  con  un  volumen  de  cloroformo:alcohol   isoamflico  (20:1).   Luego  de

centrifugar y recuperar la fase acuosa  se  adicion6  un  d6cimo  de  volumen  de

acetato de sodio 3M (pH 5.2 a 5.6) y 2 voltlmenes de etanol frro (mantenido a -

20°C)   incubando   los   tubos   por  20   min   a   -20°C,   o   por   10   min   a   -70°C.

Finalmente  los tubos fueron  centrifugados  por  10  min  a  14.000  rpm  (T°  5 a  4

°C) y la pella, tras ser lavada con 750 ul de etanol 70% (mantenido a -20°C) fue

secada en un equipo Speedvac por 2 min y resuspendida en 10 ul de TElx.
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9.5   Electroeluci6n de DNA.

Esta   metodologfa   fue   empleada   para   obtener  fragmentos   de   DNA

contenido   en   geles   de   agarosa.   Para   ello,   el   fragmento   de   agarosa  fue

introducido  con  la  ayuda  de  una  pinza  al  interior  de  una  bolsa  de  dialisis,

tratando  de  remover  todo  el   aire  contenido  entre   la  bolsa  de  dialisis   y  el

fragmento  de  agarosa.  Se  adicion6  TAE  lx en  cantidad  suficiente  para  tener

una delgada pelicula en torno al fragmento de agarosa (100 a 300 Hl).  La bolsa

de dialisis fue cerrada con pinzas,  introducida en una camara de electroforesis

(Gibco-BRL   Horizon   58)   y   mantenida   sumergida   en   TAE   lx,   en   posici6n

paralela  al  campo  el6ctrico  aplicado  por  medio  de  la  misma  navecilla  para

geles de  la camara.  En estas condiciones se aplic6 un campo el6ctrico  ('100 V

por 30  min),  al  cabo  del  cual  se  invirti6  la  polaridad  del  campo  por s6Io  30  s,

para  liberar el  DNA de la bolsa de dia[isis.  Finalmente se recuper6  la soluci6n

de TAE  lx al  interior de la bolsa de dialisis conteniendo el  DNA.  Previo a usar

bolsas de dialisis para dializar o electroeluir DNA estas fueron rehidratadas en

tamp6n TE  lx por 15 min y posteriormente  hervidas  en  la  misma soluci6n  por

30  min.  Tras  esto  fueron  enfriadas  y  lavadas  exhaustivamente  con   nuevo

tamp6n  TE  lx.   En  estas  condiciones,   Ias  bolsas  de  dialisis  tambi6n  fueron

almacenadas a 4 °C por un tiempo no superior a una semana.
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9.6  Amplificaci6n de DNA por PCR.

9.6.1   Disefio de partidores.

Conocida la secuencia del oper6n #dcDEF (Don y Pemberton,1985), se

construyeron   partidores  para  cubrir  el   oper6n   completo,   designados   BDoi

(extremo 5'  del oper6n) y VALi  (extremo 3'  del  oper6n).  AI  centro del  oper6n y

definiendo   dos  fragmentos   de   1.8   kb  y   1.9   kb   se   disefiaron   dos   nuevos

partidores denominados BD02 (extremo 5'  interno) y VAL2 (extremo 3'  interno).

Los  partidores fueron  disefiados de una  longitud  de 30  bases y su  secuencia

fue la siguiente:

BDoi : 5'-TCTAGAATTCATGACGGAGGCAAAGTGAAC-3'

VALi : 5'-CCCGGGATCCATTATTTGAAATCCGGTCTT-3'

BD02: 5'-ACTCGGGATCCGGGATTACGAICTGCAGGT-3'

VAL2: 5'-GCCGTGGAATTCGCCAGTGGGAACCTGCAG-3'.

9.6.2  Mezcla de reacci6n.

Se  prepararon  soluciones  stock de  partidores  (30  a  50  pmoles/ul)  y dNTpmix

(2,5 mM).

Para fines analiticos,  la mezcla de reacci6n fue dividida en alicuotas de

10 LIl,  a los cuales se adicion6 2  Hl de tamp6n conteniendo el  DNA.  Para fines
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preparativos   la   mezcla   de   reacci6n   fue   dividida   en   alfcuotas   de   100   ul,

descontados   10   LII   de   H20,   los   que  fueron   reemplazados   por  el   tamp6n

conteniendo el  DNA.  A la mezcla preparada previamente se  adicion6 0,5  U  de

Taq  polimerasa  por  cada  10  LII  de  volumen  de  reacci6n.  Todos  los  reactivos

empleados  para  PCR fueron  comprados  a  Gibco-BRL,  incluidos  la  sintesis  de

los partidores arriba descritos.

La mezcla de reacci6n final para 200 ul fue:

Reactivo volumen Concentraci6n final

Tamp6n para Taq polimerasa 10x 20Hl 1x

dNTpmix 15ul 0,19 mM (c/u)

Partidor "sense" (BDoi o BD02) 2Hl 0,3 a 0,5 prM

Partidor "antisense" (VAL2 o VALi) 2Hl 0,3 a 0,5 LIM

H20 (3x) 161   Hl

9.6.3   PCR de colonias.

Se  utiliz6  PCR  analitico  como  herramienta  para  realizar  un  analisis  de

las  colonias  obtenidas  despu6s  de  transformar  cultivos  de  E.   co//.  con  las

mezclas  de  ligaci6n,  como  una  manera  de  seleccionar clones  conteniendo  el

inserto  completo  del  oper6n  ffiJCDEF.  Para  ello,  cada  colonia  a  analizar fue

resuspendida en  un volume`h de  10  LIl de H20 3x esteril,  despu6s de lo cual  la

suspensi6n  celular fue  incubada  a  95  °C  por 4  min  para  permitir  la  liberaci6n

del   DNA.  A  continuaci6n  los  microtubos  fueron  centriftygados  por  4  min  a
-,
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14.000 rpm y enfriados en hielo.  Del sobrenadante asi obtenido se emplearon 2

ul en la mezcla para PCR analitico, descrita anteriormente.

9.6.4  Programa de amplificaci6n por PCR.

EI  programa para el termociclador (Pharmacia  Landgraf LKB-UV-M-ll  de

5 canales,  con capacidad de 9 muestras por canal y MJ-Research de un canal

para 16 muestras), fue el siguiente:  Un ciclo de denaturaci6n (95 °C por 120 s),

seguido de 35 ciclos de amplificaci6n (95 °C por 45 s,  55°C por 30 s, 72 °C por

180 s), finalizando con un ciclo de extensi6n (72 °C por 600 s),  manteni6ndose

posteriormente a 4°C por tiempo indefinido.  Despu6s de realizado el  PCR,  4 ul

de  cada  una  de  las  preparaciones fueron  cargados  en  un  gel  de  agarosa  al

0,70/o  (en  TAElx)  y  sometidos  a  un  campo  electrofor6tico  de  100  V  (50  a  80

rnA) por 45 min.

9.7  Transformaci6n celu]ar.

9.7.1   Electroporaci6n:

La electroporaci6n fue realizada  en  un  sistema  Bio  Rad,  (Gene  Pulser,

modelo  1652077  y  Gene  Pulser  11  plus).  Las  condiciones  de  electroporaci6n,

para cubetas de 0,2 cm de paso fueron:  800 W,  25 prF y  1,25  K\/.  Las c6lulas

preparadas  en  la  secci6n  3.8  fueron  descongeladas  lentamente  en  hielo  y

electroporadas tras la adici6n del DNA con valores de intensidad de campo (T)

entre 14,5 y 13,3.
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9.7.2  Conjugaci6n triparental.

El siguiente protocolo fue empleado para  introducir los cassette de DNA

contenidos   en   los   vectores   derivados   de   PUT-Kin,   pCN84   y   pCN85   (de

Lorenzo y col.,1990;  Herrero, y col.,1990).

C6lulas   de   dador  (E.   co//.  ccll8^pir,   conteniendo   la   construcci6n   a

transferir),  de "Helper'  (E.  co/f. HB101,  pRK600) y de receptora fueron crecidas

en 2 ml de medio LB conteniendo un antibi6tico adecuado (Kin 50 Lig/ml para el

dador y Cm 20 ug/ml  para el "helper').  En tubos  Eppendorf de  1,5  ml  est6riles

se centrifugaron  1  ml de dador y de "helper" y 2 ml de receptor a 6.000 rpm por

30 s. Cada una de las pellas obtenidas fueron resuspendidas en 1  ml de 50 mM

Mgs04  y  centrifugadas  de  nuevo  como  en  el  paso  anterior.  Las  c6Iulas  de

dador fueron  resuspendidas en  100  ul  de Mgs04 y transferidas sobre  la  pella

de  c6Iulas  "helper",  resuspendidas  de  nuevo  y  transferidas  sobre  las  c6Iulas

receptoras.  Finalmente,  la pasta de c6Iulas obtenidas fue depositada sobre un

filtro est6ril  (Millipore 0,2 mM de diametro de poro),  puesto sobre una placa de

agar LB sin antibi6tico. Tras dejar secar el filtro en la campana de flujo ]aminar,

6ste fue  incubado  por  una  noche  a  30  °C.  A  la  mafiana  siguiente  el  filtro  fue

introducido con la ayuda de .una pinza plana est6ril en un tubo c6nico est6ril de

15 ml,  en  el  cual  Ias c6lulas fueron  resuspendidas en  1  ml  de soluci6n 50 mM

Mgs04  mediante Vortex.  La suspensi6n celular asf obtenida fue sembrada en
+
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alicuotas de  100  ul,  200  ul y 700  Hl  en  placas de  agar salino,  conteniendo  50

Lig/ml Kin y un substrato adecuado para selecci6n de transconjugantes.

9.8  Transformaci6n por shock t6rmico.

Este  protocolo  fue  empleado  para  construir  cada  uno  de  los  clones

conteniendo  los  distintos  fragmentos  de  DNA  en  los  cuales  se  encuentra  el

oper6n    ffiJCDEF.    Las    c6Iulas    preparadas    previamente    (secci6n    3.7)    y

almacenadas a -70°C fueron lentamente descongeladas en hielo.  Por cada 100

ul  de  c6lulas  descongeladas  se  adicion6  10  ul  de  mezcla  de  ligaci6n  y  se

mezcl6  suavemente  con  la  misma  pipeta.  A  continuaci6n,  las  c6lulas  fueron

incubadas en hielo sin agitaci6n entre 20 y 30 min,  para luego aplicar un shock

t6rmico de 60 s a 42 °C.  Luego las c6lulas fueron  incubadas en hielo por otros

2 min, tras lo cual  Ias celulas fueron  rapidamente transferidas a  1  ml de medio

LB  e  incubadas  a  37°C  por  una  hora.   Finalizada  la  incubaci6n,   las  c6lulas

fueron   centrifugadas   (6.000   rpm   por   30   s)   para   remover   el   medio   de

incubaci6n,   el   cual   fue   reemplazado   por   100   ul   de   LB.   Tras   una   suave

resuspensi6n,  alicuotas  de  20  y  80  HI  de  las  c6lulas  fueron  sembradas  con

rastrillo,  en  placas  LB  conteniendo  el  antibi6tico  adecuado  de  selecci6n  (Ap

para  pBIuescript  11   SK  y  pUC18Not  y  Kin  para   los  derivados  de  PUT).   En

aquellos  casos  en  que  se  quiso  descartar  los  clones  que  contenfan  s6lo  el

vector se  usaron  placas  a  las  que  se  habia  agregado,  con  rastrillo  sobre  la
+
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superficie de la placa,  50  LIl  de una soluci6n 20  mg/ml  de X-gal  y 5  ul  de  IPTG

200 mg/ml y dejada secar en campana de flujo  laminar una  hora  previo  a  ser

sembradas.  EI procedimiento anterior no funcion6 para pUC18Not.
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RESULTADOS

1.   Degradaci6n   de   (c[oro)aromaticos   en   lagunas   para   el   tratamiento

aerobio de ef]uentes provenientes de] blanqueo de pulpa de ce[ulosa:  Un

mode]o de estudio.

1,1   Montaje de mjcrocosmos.

En  el  laboratorio  se  montaron  dos  modelos  de  lagunas  de  aireaci6n

(microcosmos),  alimentados  en  forma  secuencial  con  efluente  proveniente  de

una planta de producci6n de celulosa. Al mantener constante parametros como

el  tiempo  de  residencia  (5€  dias),  el  pH  de  ingreso  del  efluente  (6,0)  y  la

compensaci6n  en  nitr6geno  y fosfato  en funci6n  de  los valores  de  D805,  se

busc6   el   establecimiento   de   una   poblaci6n   microbiana,    a   partir   de   los

microorganismos presentes en el efluente de alimentaci6n,  la cual fue evaluada

tanto   en   su   capacidad   para   remover   los   organoclorados   presentes   en   el

efluente,   como  en  su  influencia  en  la  sobrevivencia  de  un  microorganismo

especializado en la degradaci6n de clorofenoles como es R. eufropha JMP134.

El  disefio de  los microcosmos busc6  representar,  lo  mss cercanamente
.o

posible,   las  caracteristicas  de  las  lagunas  de  tratamiento  aerobio,   esto  es

disminuci6n  de  D805,  rahgo  de  pH  y  raz6n  N:P:D805  (M.  y  M.  secci6n  3.2).

Estas operan con un tiempo de retenci6n de 5 dias,  basado en que el flujo del
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liquido  es  de  tipo  mezcla  completa.  Para  verificar  lo  anterior,  se  efectu6  una

estimaci6n del tipo de flujo en uno de los modelos montados,  usando dicromato

de   potasio   coma   marcador   (M.   y   M.   secci6n   3.2).   El   resultado   de   esta

determinaci6n    (Figura    9),    mostr6    una    disminuci6n    a    la    mitad    de    la

concentraci6n  del  marcador  cada  5,5  dias,  es  decir,  el  tiempo  de  retenci6n

definido  para  el  microcosmos.  Debido  a  que  los  resultados  obtenidos  con  el

trazador  fueron  consistentes  con   lo  esperado,   descartandose  un  flujo  tipo

pist6n,  en el cual la concentraci6n del trazador habrfa disminuido a cero en un

tiempo de retenci6n,  no fue necesario efectuar una determinaci6n mss precisa

del tipo de flujo para s6Iidos en suspensi6n,  Io que habrra requerido el  uso de

c6lulas u otros macromol6culas como marcadores.

Durante  los  dos  primeros  meses  de  operaci6n  el  pH  debi6  ajustarse

cada  1-2  dias,  ya  que  subia  hasta  8,5.  Posteriormente  se  estabiliz6  en  7,0,

observandose un gradiente de pH de 0,3 unidades entre la entrada y la salida

del  modelo.   El  pH  se  estabiliz6  conjuntamente  con  el  alcance  de  niveles

parejos  de  remoci6n  de  D805  equivalentes  a  un  80%  de  materia  organica

degradable  presente  en  el  efluente  (ver  mss  adelante).  En  el  microcosmos

tambi6n   se   estableci6   una   gradiente   de   oxigeno.   Hasta   los   4   cm   de

profundidad (profundidad d6 Ios difusores)  los valores de oxfgeno disuelto se

mantuvieron  alrededor  de  6,0±0,5  ppm,  mientras  que  pr6ximo  al  fondo  del

sistema (7 cm), Ios valores de oxrgeno disuelto fueron de 0,5±0,1  ppm.
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En la Figura 10 se muestra que,  al cabo de dos semanas de operaci6n,

se detectaron  niveles apreciables (400/o) de disminuci6n de la D805 (M.  y M.

secci6n   6.4).   Estos   continuaron   subiendo   progresivamente   hasta   el   dia

noventa,  en  el  que  se  alcanz6  el  85%  de  remoci6n.  Este  nivel  se  mantuvo,

salvo  las  excepciones  que se  indican  en  la  Discusi6n.  En  el  modelo tambi6n

se  produjo  una  remoci6n  en  DQO  de  un  300/o,  valor  que  concuerda  con  lo

esperado.

Una  vez  que  se  obtuvieron  valores  de  remoci6n  de  D805  constantes

para un modelo ya mencionado,  se inici6 la operaci6n de un segundo modelo,

conectado  en  serie  con  el   primero.   La  conexi6n  en  serie  debi6  hacerse

aumentando el flujo total del sistema,  de manera de dejar al  modelo  I  con  un

flujo de 1,8±0,1  ml/min (tiempo de retenci6n de 3,7 dias) y al  modelo 11  con un

flujo de 1,6±0,1  ml/min (tiempo de retenci6n de 4 dias). Si bien este cambio en

el tiempo de retenci6n hidfaulica vari6 las condiciones de regimen alcanzadas

para  un  s6lo  modelo,  el  modelo  I  continu6  removiendo  sobre  un  80%  del

contenido  de  materia  organica  degradable  medido  como   D805.   De   esta

manera  se  consigui6  evitar  problemas  de  concentraci6n  del  efluente  en  el

segundo modelo,  producto de la evaporaci6n.  En  la Tabla V se muestran  los

valores   promedio   para   los   parametros   del   primer   modelo   (de   ahora   en

adelante modelo I), asi como los obtenidos para el modelo 11.
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40 6o    Dfas       80 100                   120

Figura   10:   Remoci6n   de   materia   organica  degradable,   (D805)   en   un

microcosmos.                  ..

Los valores provienen de determinaciones de D805,  a los tiempos sefialados.

Los valores corresponden a un promedio de tres determinaciones (DS< 10%).
LL
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Tabla V. Pafametros de operaci6n de los microcosmos.

Parametro Efluente deentrada Efluente de salida

modelo I modelo  11

D805 (mg 02/L) 360 ± 33 76±1
68±1

DQO (mg 02/L) 615 ± 60 473 ± 25 565 ± 68

pH 6,0 6,5 -7,5 7 ,fJ -7 ,5

Cuentas cultivables 7,1 7,3 5,4
(log ufc/m|) a
Cuentas viab|es b (log 8,3 8,5 7,1

c6lulas/ml)
AOX (ppm) c 17 11 11

Clorofenoles tota|es (ppb)a 4-200 bld bld

Estos valores corresponden a un promedio de 2 afros de operaci6n de los sistemas

en  forma  continua.  a:  determinadas  en  placas  de  agar  LB.  b:  determinadas  por

epifluorescencia  con   naranjo   de   acridina   en   presencia   de   acido   nalidixico.   c:

informaci6n  obtenida  de  ]os  laboratorios  de  la  planta  Arauco  S.A.  d:  bld:  bajo  el

limite de detecci6n (4 ppb).



69

1.2  Presencia de compuestos.organoc[orados propios de los ef[uentes de

blanqueo.

La presencia de compuestos organoclorados,  derivados del  proceso  de

blanqueamiento de la pulpa de celulosa fue estudiada mediante cromatografia

gaseosa   (M.   y   M.   secci6n   6.2).   Por   este   medio   fue   posible   distinguir   11

compuestos estandares,  Ios cuales se muestran en la Figura  lla.  En la Figura

11    tambi6n   se   incluyen   cromatogramas   representativos   de   los   analisis

realizados  sobre  muestras  de efluentes  provenientes  de  la  planta Arauco.  En

ellos  destacan  las  sefiales  presentes  en  14,99-15,01   min.,  12,15  min.,  10,27

min.  y 8,68 min.  por corresponder a los compuestos 4,5-DCG,  4,6-DCG,  2,4,6-

TCF y 2,4-DCF,  respectivamente.  La abundancia  relativa estimada para estos

compuestos, en comparaci6n con el estandar interno de 2,4,6-tribromofenol (no

mostrado), fue del orden de 4 a 200 ppb.

Cuando se analiz6  la salida de  los  modelos  no se detect6  la  presencia

de estos compuestos organoclorados (Figura 12).  Por otra parte,  el analisis de

los  sedimentos  tanto  de  los  modelos  como  de  los  traidos  desde  la  planta

Arauco indic6 que s6lo una pequefia fracci6n de los organoclorados presentes

en  la  columna  de  efluente  estaba  presente  en  los  sedimentos  (sefiales  cuyo

tiempo de retenci6n concord6 con el 4,6-DCG y el 2,4,6-TCF,  Figura 12b).

Como    otra    forma    de    evaluar    el    destino    de    los    compuestos

organoclorados   presentes   en    los   efluentes,    se   realiz6    un   estudio   de

distribuci6n  de  organoclorados  marcados  con  14C  (M.  y  M.  secci6n  6.5).  En
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Figura 11 : Perfiles de cromatografia gaseosa para compuestos estandares
(A) y muestras representativas (8 y C) de] efluente de b[anqueo de pu[pa
emp]eado para a]imentar los microcosmos montados en el laboratorio.
Las  muestras  fueron  derivatizadas  empleando  anhidrido  ac6tico,   se  emple6   una  columna
capilar de  30  in  (Dl:0,25  mm)  HP5-fenilmetilsilicona  y  un  programa  de  gradiente  lineal  entre
100 y 250 °C, de acuerdo a lo descrito en M. y M. 6.2.  Las abreviaturas en A) corresponden de
izquierda    a   derecha    a:    ortoclorofenol,    2,4-di-,    2,4,6Ltri-,    2,4,5-triclorofenol,    4,6-di-,    4,5-
dicloroguaiacol,        3,4,5-tri,        tetrac[oroveratrol,        4,5,6-tricloroguaiacol,        pgntaclorofenol,
tetracloroguaiacol  y tetracolocatecol.  Las sefiales  en  8)  y  C)  presentes  en  14,99-15,01,12,15
min,   10,27   min   y   8,68   min,   corresponden   a   4,5-DOG,   4,6-DCG,   2,4,6-TCF   y   2,4-DCF,
respectivamente. La abundancia fluctu6 entre 4 y 200 ppb.
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Figura  12:  Perfiles  de  cromatografia  gaseosa  de  la  salida  del  modelo  I,

modelo 11 y sedimentos de la laguna de Arauco.

Muestras tomadas a la salida de los modelos I (A),  11 (8) y de los sedimentos de

la laguna de Arauco (C)., El procesamiento de las muestras se realiz6 como se

indica en  ]a Figura  11.
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este caso, como se muestra en la Tabla Vl se pudo observar que despu6s de 7

dras  de  incubaci6n  de  matraces  en  aireaci6n forzada  (M.  y  M  secci6n  3.4)  el

grueso  de  la  marca  adicionada  como  2,4-DCF  permaneci6  en  la  columna  de

efluente,    mientras   que   s6Io    una   pequefia   fracci6n   se    localiz6   en    los

sedimentos.  Los resultados para 2,4,5-TCF fueron esencialmente los mismos.

1.3  Caracterizaci6n   g]oba[   de  los   microorganismos   presentes   en   ]os

modelos.

La  presencia  de  microorganismos  en  estos  modelos  fue  determinada

mediante conteo de c6lulas.  En  la Tabla V se muestran  los valores de c6Iulas

cultivables.  Se  dan  s6lo  los  valores  obtenidos  usando  placas  de  agar  con

medio  LB,  en  el  que  se  efectu6  Ia  mayor fa  de  las  determinaciones.  Los  otros

medios utilizados  inicia[mente  (M.  y M.  secci6n 4.1)  dieron  cuentas  cu]tivables

jguales o  menores a  las determinadas con  el  medio ya  indicado.  Los tipos  de

colonias  no  difirjeron  significativamente  entre  los  distintos    medios  de  cultivo.

Por otra parte,  en las muestras de salida de] modelo I  se observaron 5-8 tipos

de  colonias  predominantes,  en  los  diversos  medios  de  cultivo  ensayados.  La

tinci6n  Gram  de  colonias  representativas  indic6  que  se  trataba,  en  su  gran

mayorra,  de  bacilos  cortos  Gram  negativos.  Se  observaron  tambi6n  formas

filamentosas que se tefiTan Gram negativo.
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Tabla  V[:     Balance  de  masas  para  0.5  mM  `4C-2,4-DCF  en  cultivos  de

ef]uente en aireaci6n forzada.

Muestras* fase sedimentos sobrenadante total

gaseosa (%) (%) (%) recuperado (%)

L1 1.26 2.8 85.5 89.53

Ll prec. 1.27 4.3 90.62 96.3

ent.aer 1.19 4.25 92.96 98.4

*L1:modelo I;   Llprec.  modelo I  precrecido 2 dfas en aireaci6n forzada;  ent.aer:

entrada aerobia de Arauco
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Los  microorganismos  detectados en  el  modelo  que crecieron  en  placas

de agar LB  no  difirieron,  en tinci6n  Gram,  de  los  detectados  en  el  efluente  de

entrada ni de los presentes en muestras de la salida de la laguna aerobia de la

planta.  Sin embargo, se observ6 en el efluente de entrada al microcosmos una

menor diversidad en  morfologfas de colonias que  la encontrada en  las  salidas

de los modelos, ademas de una poblaci6n de coliformes,  Ia que estaba ausente

en los modelos (ver M. y M. secci6n 4.1 ).

Aunque el recuento de bacterias viables del  modelo 11 fue dos 6rdenes

de   magnitud   menor  al   presente   en   el   modelo   I   (Tabla  V)   el   aspecto   y

diversidad de las colonias presentes en dicho modelo fue semejante al de las

provenientes del modelo I.  Dicha disminuci6n se debe a la menor cantidad de

materia organica degradable (D805) disponible en el  efluente que alimenta el

modelo  11.

Las  determinacjones  efectuadas  por  microscopfa  de  epifluorescencia

sobre muestras provenientes de ambos modelos concordaron con lo observado

en  las tinciones  Gram en  lo  que se refiere a  la morfologia  indicando,  ademas

de  las  formas  bacilares  anteriormente  descritas,  la  presencia  de  agregados

celulares.   Se   observaron   diferencias   en   los   estados   metab6licos   de   los

microorganismos   presentes   en    los   modelos,    cuando   se   adicion6   acido

nalidfxico  a  la  preparaci6n,  de  acuerdo  a  lo  indicado  en  M.  y  M.  secci6n  4.2,

como se puede observar en la Figura 13. La observaci6n por microscopia de
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Figura  13:  Microfotografias  6pticas  de  epifluorescencia  de  muestras  de

los modelos I y 11.

Las  muestras fueron tomadas desde el  modelo  I  (A y C) y 11  (8  y  D)  y tefiidas

con  naranja de acridina,  sin  incubar (A y 8) y tras  incubar con  acido  nalidixico

(C y D), de acuerdo a lo descrito en M. y M. 4.2. Aumento 1000x.  Un total de 15

campos por muestra fueron analizados.
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epifluorescencia  permiti6  ademas  determinar que  los  recuentos  realizados  en

placas  de agar LB  correspondran  al  100/o  de  la  poblaci6n  registrada  mediante

recuento de campos por microscopfa (Tabla V).

Finalmente,    en    estos    microcosmos    se    desarroll6    una    poblaci6n

significativa  de  protozoos,  del  orden  de  103  c6lulas/ml  (M.  y  M.  secci6n  4.3),

principalmente  de  ciliados  como  los  que  se  observan  en  la  Figura  14.  Djcha

poblaci6n    de    protozoos    juega    un    rol    importante    como    depredadora

(bacter[ovora) en los sistemas de lagunas de aireaci6n en estudio.

1.4  Metabo]izaci6n       de       compuestos       organoclorados       por      ]os

microorganismos presentes en los modelos de laguna de aireaci6n.

1.4.1   Capacidad para remover organoc]orados presentes en el efluente.

Para averiguar si los microorganismos desarrollados en   los modelos de

laguna  de  aireaci6n  eran   los   responsables  de   la  remoci6n   observada  de

compuestos  organoclorados  presentes  en  los  efluentes,  in6culos  de  las  dos

salidas  (Sl  y  S2)  de  los  modelos fueron  incubados  en  aireaci6n  forzada  con

efluente  con  alto  contenido  de  materia  organica  degradable,  compensado  y

esterilizado por filtraci6n (M, y M. secci6n 2).  Se adicion6 un control de efluente

est6ri] no inoculado para ver el efecto de remoci6n abi6tica (por volatilizaci6n).

La incubaci6n se realiz6 como fue descrito en M. y M. secci6n 3.4.
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Figura 14: Mjcrofotografias 6pticas de protozoos observados en muestras

del modelo I.

Las  preparaciones  fueron  tefiidas  con  azul  de  bromofenol  como  medio  de

contraste de acuerdo a lo indicado en M. y M. 4.3. Aumento 80x.
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En  la Tabla VII  se  resumen  los  valores  obtenidos  de  D805,  DQO  y viabilidad

en placas de agar LB.

Como se observa, el efecto de remoci6n de materia organica total (DQO)

y  biodegradable  (D805)  concuerda  con  lo  obtenido  en  la  operaci6n  de  los

modelos   (Tabla   V).    Un   comportamiento   similar   se   observ6   respecto   al

crecimiento y variedad de microorganismos determinado por recuento en placa

y tinci6n Gram.

Para   analizar   el   efecto   que   la   incubaci6n   de   microorganismos   en

aireaci6n  forzada tuvo  sobre  los  compuestos  organoclorados  presentes  en  el

efluente, alfcuotas de las incubaciones conteniendo in6culos de las dos salidas

mss  el  control  de  incubaci6n  abi6tica,  fueron  analizadas  por  cromatografia

gaseosa,  segtin  se  indica  en  M.  y  M.  secci6n  6.2.  La  Figura  15  muestra  los

perfiles obtenidos.  En  el  control  abi6tico  (recuadro A)  se destacan  las sefiales

presentes en  14,94 min.,12,22 min.,10,64 min.  y 8,23 min.  por corresponder a

los  compuestos  4,5-DCG,  4,6-DCG,  2,4,6-TCF  y  2,4-DCF,   respectivamente.

Estas  sefiales  estan  tambi6n   presentes  en   el   efluente   llegado  de  Arauco

(Figura  11).  Los recuadros 8 y C  de  la  Figura  15  permiten,  comparando el  eje

de  abundancia  relativa,  observar  que  tanto  en  el  in6culo  proveniente  de  la

salida 1  como el proveniente de la salida 2 se observ6 la capacidad de remover

totalmente  los  compuestos  presentes  en  el  efluente,   detectables  por  esta

metodologia.
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Figura  15:  Perfiles  de  cromatografia  gaseosa  de  cultivos  en  aireaci6n

forzada.

Muestras provenientes del control abi6tico (a), y del experimento efectuado con

in6culos  del  modelo  I  (b)  y  11  (c).  Las  sefiales  presentes  en  14,99  min,  12,99

min,  10,27  min  y  8,68  min,  corresponden  a  4,5-DCG,  4,6-DCG,  2,4,6-TCF  y

2,4-DCF,  respectivamente.  Las muestras fueron procesadas como se indica en

la Figura  1 1 .
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Tabla VII:  Cambios  observados en  el  efluente  por efecto  del  crecimiento

de microorganismos en aireaci6n forzada.

Condici6n D805* DQO* Viabi[idad**

Control abi6tico 401+7 676+83 0

S1 109+4 520+79 1,,3xl08

S2 71+11 486+80 5,3xl07

*:   valores  promedios  de  6  determinaciones  expresados  en   mg  de  02/I.*:

ufc/ml  determinadas  en  agar  LB.  La  determinaci6n  de  D805  para  el  control

abi6tico fue realizada empleando el efluente traido desde Arauco previo a su

• esterjlizaci6n por autoclave.
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1.4.2  Capacjdad   de   los   microorganismos   para   uti]izar   compuestos

(cloro)aromaticos como i]nica fuente de carbono y energia.

Los resultados de la secci6n anterior sugieren que los microorganismos

son   los   responsables   de   la   remoci6n   de   compuestos   organoclorados,

presentes  en  los  efluentes  en  niveles  de  ppm.  Por  ello  result6  interesante

evaluar  la  capacidad  de  los  microorganismos  para  degradar,   modificar  o

crecer en  un total  de  diez compuestos  individuales.  Estos fueron:  guaiacol  y

sus  derivados  clorados  4,5-DCG,  4,5,6-TCG  y TecG;  fenol  y  sus  derivados

clorados 4-CF, 2,4-DCF, 2,4,6-TCF, 2,4,5-TCF, ademas de 2,4-D. Para ello se

efectuaron  cultivos  inoculados  en  un  medio  minimo  salino  conteniendo  cada

uno de los substratos a ensayar por separado y se incubaron en agitaci6n por

15 dias, al cabo de los cuales se efectuaron dos traspasos a medio fresco, los

que fueron  incubados por igual  periodo  (M.  y M.  secci6n  3.3).  Los  resultados

obtenidos  para  cada  etapa se  resumen  en  la  Tabla VllI.  Como  se  muestra,

s6Io se observ6 crecimjento con los compuestos no clorados.
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1.4.3  Capacidad de ]os microorganismos para degradar (cloro)aromaticos

en presencia de un ef]uente conteniendo altos nive[es de materia organjca

degradable.

Para esto se prepararon tubos de cultivo conteniendo efluente est6ril, en

lugar de medio salino,  a  los cuales se adicion6 por separado cada uno de  los

compuestos  mencionados  previamente  (0,1  mM  y  0,5  mM)  y  se  inocularon  al

100/o con  muestras provenientes de los modelos (M.  y M.  secci6n 3.4). Al  cabo

de   15   dias   de   incubaci6n,   todos   los   cultivos   mostraron   un   crecimiento

evidenciado por la turbidez,  en  relaci6n a los controles  no  inoculados.  A estos

cultjvos se  les  realiz6  un  barrido espectrofotometrico de acuerdo a  lo descrito

en  M.  y  M.  secci6n  6.1.  AI  comparar dichos  espectros  con  los  obtenidos  para

los  controles  de  incubaci6n  abi6tica  se  determin6  que  algunos  compuestos

fueron removidos,  otros fueron modificados  (Io que se evidencia en  un  cambio

espectral) y otros permanecieron inalterados.  Esta informaci6n se resume en la

Tabla lx.
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Tabla   IX:   Consumo   de   substratos   (cloro)aromaticos   por   efecto   del

crecimjento de microorganismos en ef]uente.

Substrato

modelo] modelo  ll

0,1  mM 0,5 mM 0,1  mM 0,5 mM

Guaiacol remoci6n total remoci6n total remoci6n total remoci6n total

4,5-DCG inalterado inalterado inalterado inalterado

4,5,6-TCG inalterado inalterado inalterado inalterado

TecG inalterado inalterado inalterado inalterado

Fenol remoci6n total inalterado remoci6n total remoci6nparcial

4-CF inalterado inalterado inalterado inalterado

2,4-DCF remoci6n remoci6n remoci6n remoci6n
parcial parcial parcial parcial

2,4,6-TCF inalterado inalterado inalterado inalterado

2,4,5-TCF inalterado inalterado inalterado inalterado

2,4-D remoci6n remoci6n remoci6n remoci6n
parcial parcial parcial parcial

Las   incubaciones  fueron   realizadas   por   15   dras   y   los   experimentos   en

triplicado.    Cada   substrato   fue   ensayado   en   forma   independiente.    Una

remoci6n  parcial  corresponde  a  una  disminuci6n  entre  un  20  y  un  80%  del

espectro  UV  (en  la  regi6n  250  a  300  nm)  comparado  a  la  absorbancia  del

control preparado a igual concentraci6n.
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1,4.4  Capacidad  de  ]a  biomasa  presente  en  los  modelos  de  laguna  de

aireaci6n    para    remover    o    modificar    compuestos    organoclorados

especificos.

Para  ver  si  la  escasa  capacidad  degradativa  era  debido  a  un  bajo

numero  de  c6lulas,  se  hizo  el  estudio  incrementando  la  cantidad  de  c6Iulas

presentes.  En  este  caso  se  colect6  Ia  salida  de  cada  uno  de  los  modelos,

concentrandose catorce veces  la biomasa presente en ellos,  como  se  indica

en   M.   y   M.   secci6n   3.6.   Se   incub6   esta   biomasa   en   tubos   de   cultivo

conteniendo  los  diez  .compuestos  a  ensayar,   por  15  dfas,  al  cabo  de  los

cuales  [os  cultivos  fueron  extrafdos  con  acetato  de  etilo  y  analizados  por

barrido  espectrofotom6trico.  Nuevamente,  al  comparar los espectros  UV con

los  controles  se  encontr6  que  algunos  compuestos  fueron  removidos  del

medio     de     cultivo,     otros     fueron     modificados     parcialmente     y     otros

permanecieron inalterados. Estos resultados se resumen en la Tabla X.

En  la  Figura  16  se  muestran  los  espectros  obtenidos  para  los  diez

compuestos ensayados cuando fueron  incubados a  una concentraci6n de 0,5

mM.  En ella se puede observar como el fenol y guaiacol fueron  removidos por

in6culos procedentes de ambos modelos,  mientras que mss del 85% de 4-CF,,
~,

2,4-DCF  y  2,4-D  fue  removido  en  los  sistemas  inoculados  con  muestras  del

modelo  11,  y  s6Io  parcialmente  (1444%)  por  los  sistemas  inoculados  con  el

modelo I.
i
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Tabla  X:  Consumo  de  substratos  (cloro)aromaticos  por  efecto  de  ser

incubados con la biomasa obtenida de los modelos.

Substrato

modelo I mode loll

0,5 mM 1,0 mM 0,5 mM 1,0 mM

Guajacol remoci6n remoci6n remoci6n remoci6n
total total total total

4,5-DCG inalterado inalterado inalterado inalterado

4,5,6-TCG jnalterado inalterado inalterado jnalterado

TecG inalterado inalterado inalterado inalterado

Fenol remoci6n remoci6n remoci6n remoci6n
total total total total

4-CF remoci6n inalterado remoci6n remoci6n
parcial total total

2,4-DCF inalterado inalterado remoci6ntotal inalterado

2,4,6-TCF inalterado inalterado inalterado inalterado

2,4,5-TCF inalterado inalterado inalterado inalterado

2,4-D remoci6n remoci6n remoci6n remoci6n
parcial parcial total total

Las   incubaciones   fueron   realizadas   por   15   dias   y   los   experimentos   en

triplicado.    Cada   substrato   fue   ensayado   en   forma   independiente.    Una

remoci6n  parcial  corresponde  a  una  disminuci6n  entre  un  20  y  un  80%  del

espectro  UV  (en  la  regi6n  250  a  300  nm)  comparado  a  la  absorbancia  del

control preparado a igual concentraci6n.
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No  se observ6  remoci6n  de  ninguno  de  los  cloroguaiacoles  empleados,

asi  como   de   los   dos   triclorofenoles,   en   in6culos   de   ninguno   de   los   dos

modelos.

Por otra parte,  se evalu6 la capacjdad de mineralizar 2,4-DCF y 2,4,5-

TCF marcados con  14C,  segdn lo descrito en M.  y M.  secci6n 6.5. AI cabo de

9  dras  de  incubaci6n  no  se  observ6  mineralizaci6n  alguna  para  los  cultivos

provenientes  de  efluente  inoculado  tanto  con  la  salida  del  modelo  I  como  la

del modelo  11,  mientras que el control  positivo,  constituido  por un cultivo de la

cepa JMP134 en 2,4-D, alcanz6 un 34% de mineralizaci6n de 2,4-DCF.

Esta  parte  del  estudio  se  complet6  cuando  un  in6culo  (al  10%)    del

modelo   I   sobre   efluente   compensado   y   esterilizado   por   autoclave   fue

incubado en aireaci6n forzada por ocho traspasos sucesivos cada 5 dfas en

presencia de 0.1  mM  de 2,4,6-TCF.  En  estos cultivos en  "acostumbramiento"

se analiz6 Ia remoci6n por espectrofotometria del organoclorado adicionado y

la   diversidad   de   microorganismos,    mediante   la   morfologia   de   colonias

obtenidas  en  agar  LB.  Los  resultados  indicaron  una  remoci6n  parcial  (30%)

de los substratos proporcionados. Ademas se observ6 una disminuci6n en  la

diversidad  de  los  microorganismos,  medido  como  morfologfas  diferentes  de

colonias   en   placas   de   :.bar   LB,   durante   los   traspasos   sucesivos   (no

mostrado),  lo cual si bien indic6 un enriquecimiento de los cultivos en algunos

microorganismos,  6stos  mss  que  desarrollar  capacidades  importantes  para
`+
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degradar  los  compuestos  cloroaromaticos  proporcionados,  desarrollaron  una

mayor tolerancia a crecer en su presencia.

1.4.5  Aislamiento y caracterizaci6n  de  microorganismos  de ]os  modelos

de lagunas de aireaci6n,

Para estudiar si  las capacidades  catab6licas  mostradas  por el  conjunto

de  microorganismos  estaban  tambi6n   presentes  en  cepas   individuales,   se

efectu6 un estudio con cepas aisladas de este sistema.  Para ello se emplearon

in6culos   de  los  sedimentos,  modelos  y efluente  de  la  planta  y se aislaron,  a

partir  de  siembras  en  placas  de  agar  LB,   un  total   de   15  cepas,   basado

principalmente en el criterio de morfologia distinta de las colonjas.  Estas cepas

fueron  identificadas preliminarmente mediante el  Kit de tjpificaci6n API  20-NE,

de acuerdo a lo descrito en M. y M.  secci6n 4.4.  En la  Tabla Xl se resumen las

propiedades generales de estas cepas, todas Gram negativo.  Las capacidades

metab6Iicas de estas cepas sobre los siguientes organoclorados (0.5 mM): 4,5-

DCG,   2,4-DCF,   2,4-D,   2,4,6-TCF,   4-CF  fueron   estudiadas   en   cultivos   en

aireaci6n  forzada  por  5  dias.     EI  medio  utilizado  fue  efluente  cdmpensado

esterilizado por autoclave.  Los resultados  indican que s6Io 6  de  las  15  cepas

fueron  capaces  de  remover  mas  de  un  75%  de  algunos  de  los  substratos

ensayados.  Estos resultados se confirmaron despu6s de un segundo traspaso.

La Tabla XII resume la informaci6n obtenida sobre las capacidades de estas
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Tabla  XI:   Propiedades  bioquimicas  de  las  cepas  aisladas  de  muestras  de

efluentes.

Propiedades Cepas aisladas
reducci6n de NO 3 + + + + +--++++-

tnp!ofano (form. de indol)

glucosa (fermentaci6n) +

ADH + + +

urea + +

esculina (niclrolisis) +

gelatina (nldr6lisis)

PNPG (nldr6li§is) +

glucosa (asimilacj6n) + + + + + + + + +

arabinosa (asimilaci6n) +

manosa (aslmilaci6n) + +

:  manitol (asimllacion) +

N-acctilglucosamjna + +

maltcca (asimilaci6n) + +

gluconato (aslmtlacian) + + + + + + + + + + +

caprato (aslmilaclon) + + + + + + + + + +

adipato (asimilacion) + + + + + + + +

malato (asimilacion) + + + + + + + + + + + +

citrato (aslmllaciori) + + + + + + + + + +

fenllacetato (asimilaclon) + + + + + + + +

c.itocromo oxiclasa + +

motiljdad + + + + + + + + + + + + +
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cepas,   en  ella  se  observa  que  si   bien  dichos  microorganismos  presentan

capacidades  iniciales  de  crecer  en   estos  compuestos,   algunas  de  djchas

capacidades, como la de degradar 4,5-DCG no se mantiene en forma estable.

1.5  Capacidad   de   Ra/sfon/.a   eufropha   JMP134   (pJP4)   para   degradar

cloroaromaticos en presencia de efluente de blanqueo de celulosa.

Los resultados obtenidos al analizar la microbiota adaptada a crecer en

los  modelos  de  lagunas  de  aireaci6n  indicaron  que  dichos  microorganismos

mostraban capacidades para crecer en compuestos organoclorados,  pero que

estas   eran    mss   bien   escasas.    Esta   pobre   expresi6n    de   capacidades

metabolicas hacja compuestos cloroaromaticos en un sistema en el cual estan

presentes   en   forma   natural   dichos   compuestos   puede   deberse   a   que

efectivamente  no  existen  microorganjsmos  con  mejores  capacidades  para  su

degradaci6n.   Tambi6n  es  posible  que  el  sistema  limite  en  alguna  forma  la

expresi6n de estas capacidades, como pudiera ser por la existencia de fuentes

alternativas de carbono (materia organica facjlmente degradable medida como

D805),  Ia  presencia  de  una  comunidad  de  protozoos  bacteriovora,   o  una

mayor  abundancia  y/o  facilidad  para  crecer  de  bacterias  que  no  degradan

organoclorados   y   que   ocultan   a   las   bacterias   que   realmente   degradan

organoclorados.  Para  abordar algunos  de estos  aspectos  se  analiz6  el  rol  de

un  microorganismo  especializado  enp la  degradaci6n  de clorofenoles  como  es
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R. eufropha JMP134.  Esta cepa, aislada de muestras de suelo, fue inicialmente

descrita por su capacidad para crecer en 2,4-D (Don y Pemberton,1981).  Para

probar  si  tal  propjedad  es  expresada  en  un  efluente  industrial  que  contiene

compuestos  cloroaromaticos,  se  incubaron  por  6  dias  en  aireaci6n  forzada,

diferentes cantidades de esta cepa (101  a  107 ufc/ml) en presencia de efluente

de blanqueo no est6ril y 400 ppm de 2,4-D.  Se observ6 que,  en ausencia de la

cepa JMP134,  no hubo degradaci6n significativa de 2,4-D,  a diferencia del  alto

nivel  `(56€9%)  de degradaci6n  observado  en  presencia  de  esta  cepa  (Tabla

XllI).   Si   bien  el  nivel  de  degradaci6n  fue  levemente  superior  con  mayores

in6culos de JMP134, la sobrevivencia y/o crecimiento de esta bacteria luego de

seis dfas de  incubaci6n  alcanz6  niveles comparables  (108 ufofml)  en todas  las

condiciones,  independiente  del  in6culo  inicial  (Tabla  XIII)  y  de  la  adici6n  de

2,4-D (no mostrado).

La  sobrevivencia  de  distintos  in6culos  de  R.   eufropha  JMP134  y  su

efecto  en  la  degradaci6n  de  2,4,6-TCF  fue  tambi6n  estudiado.   Para  estos

experimentos   se   us6   una   concentraci6n   de   2,4,6-TCF   en   100   ppm.   Los

resultados      (Tabla   XIV)   muestran   que,   al   igual   que   en   el   caso   de   la

degradaci6n   de   2,4-D,   no   hubo   remoci6n   significativa   de   2,4,6-TCF   en

ausencia de la cepa JMP134.  EI nivel de degradaci6n fue menor a medida que

disminuy6 el in6culo inicial. En efluente no tratado aer6bicamente se obtuvo un



Tabla   XIIl:    Degradaci6n   de   2,4-D   en   cultivos   de   aireaci6n   forzada

alimentados con efluente inoculados con R. eufropha JMP134.

94

R. eufropha JMP134 (log ufc/m|) a % degradaci6n b

diao dia6

7,8 8,4 68,6

6,7 8,5 64,8

5,9 8,5 61,5

5,0 8,7 52,4

3,5 8,6 53,3

2,3 8,6 55,9

0 0 1,5

a:  las  ufc de R.  eufropha JMP134 fueron determinadas en  placas con 2,4-D  (2

mM) como tlnica fuente de carbono.  b:  remoci6n de material  absorbente a 284

nm,   despu6s de 6 dras de  incubaci6n con 400 ppm de 2,4-D.  Los valores son

promedios entre duplicados (DS<10%).
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Tabla  XIV:   Degradaci6n  de  2,4,6-TCF  en  cultivos  de  aireaci6n  forzada

alimentados con efluente e inoculados con R. eufropha JMP134.

R. eufropha  JMP134

% degradaci6na(log ufc/m|)b

diao dia6

8,1  (8,3) 7,0 (7,8) 92,7 (90,4)

6,1  (6,1) 7,0 (8,1 ) 93,3 (100)

5,7 (4,0) 5,3 (8,3) 92,8 (100)

3,9 (3,8) 5,0 (8,9) 52,5 (93,3)

2,9 (2,1 ) 3,4 (7,1 ) 66,7 (70,3)

0(0) 0(0) 6,4 (6,7)

a:   remoci6n   de   material   absorbente   a   294   nm,   despu6s   de   6   dras   de

incubaci6n  con   100   ppm  de  2,4,6-TCF.   Los  valores  son   promedios  entre

duplicados   (DS<10%).    b:    Las   cuentas   de   R.    eufropha   JMP134   fueron

determinadas en placas con 2,4-D  (2mM)  como  ilnica fuente de carbono.  Los

valores en  pafentesis corresponden a experimentos  efectuados  en  presencia

de efluente est6ril, es decir, sin microorganismos end6genos.
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90%   de   remoci6n   con   un   in6culo   inicial   de   108   c6Iulas   y   un   66%   de

degradaci6ncons6Iol02c6iulas/ml.

La  presencia  de microorganismos  end6genos  inhibi6  la  degradaci6n  de

este  clorofenol  en  casj  todas  las  condiciones  probadas.  R.  eufropha  JMP134

alcanz6 cuentas de 107-108 ufc/ml en ausencia de microorganismos end6genos

(efluente   est6ril),   independientemente   del   in6culo   original.   En   cambio,   en

presencia de estos microorganismos las cuentas viables de la cepa JMP134 no

siempre alcanzaron  los niveles para efluente est6ril y fueron dependientes del

in6culo inicial (Tabla XIV).

2.  Clonamiento y expresi6n de los genes ffdcDEF para [a degradaci6n de

clorocatecoles: una ruta catab6Iica convergente.

Los resultados de  la secci6n  anterior sefialan que  la capacidad

de  los  microorganismos  end6genos  para  degradar  organoclorados  en  un

sistema  industrial  es  limitado.  Por  otra  parte,  una  cepa  capaz  de  degradar

diversos  cloroaromaticos,  como  R.  eufropfta  JMP134,  es  capaz  de  expresar

dicha capacidad en este sistema complejo.  Por ello resulta atractivo evaluar si

los  genes  catab6licos  claves  de  esta  cepa  confieren  a  cepas  end6genas  la

capacidad  para degradar este tipo de compuestos.  Una primera etapa en  la

evaluaci6n de esta pregunta es clonar y expresar los genes del  metabolismo

de clorocatecoles de R. eufropha JMP134.



Los  genes  catab6Iicos  escogidos  son  los que  estan  contenidos

en  el   oper6n  ffiJCDEF  del   plasmidio  pJP4  y  permiten   la  degradaci6n  de

clorocatecoles a 0-cetoadipato.

2.1   Clonamiento del oper6n #dcDEF.

Si  bien se  intent6 el  clonamiento  del  oper6n  #JCDEF  a  partir de  pJP4,

s6lo fue  posible tener 6xito  al  realizar el  subclonamiento  a  partir del  plamidio

pVJE22,  el cual  contiene el fragmento de  15 kb EcoRl  "8" de pJP4 (ver Figura

17). A partir de una minipreparaci6n de DNA de pVJE22  (M.  y M.  secci6n  9.1),

se  procedi6  a  clonar  el  fragmento  EcoRI-Ban  Hl  de  10,5  kb  en  el  vector

pUC18Not (corresponde a pUC18 que presenta en los extremos del "polilinker"

dos   sitios   Not   I)   linearizado   con   las   mismas   enzimas,   los   clones   fueron

analizados   por   PCR   (M.   y   M.   secci6n   9.6.3)   y   aquel   que   result6   dar

amplificaci6n  del  tamafio  esperado  (1,8  kb  para  el  fragmento  #dcD  o  1,9  kb

para  el  fragmento  frJEF),  fue denominado  clon  b€2.  Una  minipreparaci6n  de

6ste mostr6 contener un s6Io plasmido de  13,2  kb,  que por digesti6n con IVof I

mostr6 contener un  inserto de 10,5 kb.  Este plasmido fue designado pJRC105

(Figura  17).

A  partir  de  una  minipreparaci6n  de   DNA  de  pJRC105,   se   clon6   el

fragmento Hpa I-BamHl de 6,7 kb en pBIuescript SK, digerido previamente con
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pVJE22

::i

pJRC48

pJRC42

pJRC105

pJRC67

1Kb

LI.||||||||

Figura 17: Esquema de subclonamientos de los genes ffdcDEF.
~.

Mapa  fisico  de  pJP4  tomado  de  Perkins,  y  col.,1990.  Las  flechas  indican  la
posici6n  y  direcci6n  de  transcripci6n  de  ffidcDEF,  #l=rB  y  fferT.  Los  plasmidos
pJRC105,   pJRC48  y  pJRC42   son   derivados   de   pUC18Not,   mientras   que
pJRC67 es derivado de pBluescript SK.  a,  b,  c y d corresponden a  la posici6n
de los partidores para PCR VAL-1, Val-2,  BDO-1  y BDO-2, respectivamente.
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Sma  I  y Ban  Hl.  Las  colonias  blancas  obtenidas fueron  analizadas  por PCR,

aquella colonia que dio serial  positjva fue denominada clon  34,  el  cual  mostr6

contener un plasmido de 9,7 kb,  que por digestiones con Eco RI, Xba I  y Bra I

confirmo  la  identidad  del  fragmento  de 6,7  kb  clonado.  A este  plasmido  se  le

denomin6 pJRC67 (Figura 17).

A   partir  de   una   minipreparaci6n   de   DNA   de   pJRC67,   se   clon6   el

fragmento de 4,8  kb  resultante de digerir el  plasmido con  las  enzimas  Eco  Rl

(sitio del polilinker del vector rro arriba del sitio Sma I/Hpa I de pJRC67) y Bra I,

el cual fue insertado en el vector pUC18Not,  digerido con Eco Rl y H/.nc 11.  Las

colonias   obtenidas  fueron   analizadas   por   PCR  y  dos   de   los   clones   con

amplificaci6n  positiva  fueron  denominados  clon  20  y  clon  23.   Estos  clones

mostraron contener un mismo plasmido de 7,5  kb,  el  cual  por digestiones con

IVof I  mostr6  contener el  fragmento  de 4,8  kb  clonado.  A  este  plasmido  se  le

denomin6 pJRC48 (Figura 17).

Finalmente,  a  partir  de  una  minipreparaci6n  de  DNA  de  pJRC48,  se

clon6  el  fragmento  de  4,2   kb   resultante  de  digerir  este   plasmido   con   las

enzimas Pin/ I  y  Sph  I,  en  pUC18Not  digerido  con  Sma  I  y  Sph  I.  Los  clones

obtenidos  como  positivos  por  PCR fueron  designados  clon  17,  clon  23n,  clon

28, clon 38, clon 47 y clon 53, todos ellos mostraron contener s6Io un plasmido

de 6,9 kb,  el cual por digesti6n con IVof I  mostr6 ser el  mismo,  a este plasmido

se le denomin6 pJRC42.
'+
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2.2  C]onamiento  de  ]os  genes  ffdcDEF  bajo  el  control  de  un  promotor

heter6Iogo.

Debido  a  la   informaci6n  contradictoria  de  la  literatura  respecto  a  la

regulaci6n del oper6n #dcDEF, se consider6 conveniente el clonamiento de los

genes  bai.o  el  control  de  un  promotor  heter6logo  que  pudiera  ser  regulable.

Para  ello  se  escogieron  los  promotores  Psal  y su  regulador Nah  R,  asi como

Ptrc (un hfbrido entre el promotor Ptac y el promotor Ptrp) y su regulador Laclq,

presentes  en  los  vectores  de  clQnamiento  derivados  de  PUT(Kin)  (pCN84  y

pCN85),  basados  en  el  transpos6n  Tn5.  PUT  (Kin)  es  un-vector  suicida  que

presenta un origen de replicaci6n derivado del plasmido R6K dependiente de la

protefna  11  (pi),   por  lo  tanto  puede  ser  mantenido  replicativamente  s6Io  en

cepas que expresan dicha protefna, como en las cepas lis6genas }pir de E. co//.

K12:    ccll8^pir   y    SM10^pir.    El    vector   tambi6n    contiene    un    origen    de

transferencia   (oriT),   correspondiente   al   plasmido   RP4,   Io   cual   permite   su

transferencia  eficiente,  con  la  ayuda  de  un  plasmido  "helper"  como  pRK600.

Los  derivados  de  PUT  (pCN84  y  pCN85)  presentan  ademas  la  ventaja  de

contar con un gen de transposasa (tnp*), el cual es un gen mutado que carece

de   un   sitio   IVof   I,   y   que   se   encuentra   clonado   fuera   de   la   regi6n   de

transposici6n   delimitada   por   las   secuencias   de   inserci6n   de   19   pb   (I/0)

derivadas  del  lRL  de  Tn5  (de  Lorenzo,  y  col.,  1990).  Los  vectores  pCN84  y
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pCN85  contienen,  respectivamente,  los  promotores  heter6logos  Psal  y  Ptrc,

dejando  a  continuaci6n  del  promotor  s6lo  un  sitio  IVof  I   disponible  para  el

clonamiento  de  los genes que  deban  ser regulados  (de  Lorenzo,  y col.,1993;

de  Lorenzo,  y  col.,   1993).   Para  ello,   los  genes  a  ser  regulados  deben  ser

subclonados en un vector pUC18Not.

Para continuar el  trabajo se seleccion6 el  plasmido  pJRC42,  en  el  cual

solo exjsten  18 pb rio arriba del sitio de uni6n a ribosoma.  EI  DNA obtenido  de

una minipreparaci6n fue digerido con IVof I,  con  el fin  de separar el  inserto de

4,2  kb conteniendo los genes ffjcDEF del vector pUC18Not.  EI fragmento  as[

obtenido  fue  ligado  con  DNA  obtenido  de  pCN84  y  pCN85,  Iinealizados  con

IVof I  y desfosforilados  (M.  y  M.  secci6n  9.3).  De  las  colonias  obtenidas  luego

de transformar E. co/r. ccl 18^pir, se determin6 por PCR aquellas que contenian

el oper6n ffiJCDEF.  Se descartaron  las inserciones mi]ltiples al digerir con IVof I

y  se  analiz6  Ia  orientaci6n  del  fragmento  de  4,2  kb  conteniendo  el  oper6n

#jcDEF,   respecto   a   los   promotores   heter6Iogos.   Para   ello   se   realizaron

digestiones con  las enzimas Ssr I, Xba I,  Hpa I  y Eco Rl,  el  resultado fue s6Io

un   clon   derivado   de   pCN85   correcto   y   este   fue   denominado   clon   8-1,

conteniendo  un  plasmido  de  13  kb  que fue  denominado  pCN85-JRC42.  Una

nueva  ligaci6n  del  fragmerito  de  4,2  Kb  con  los  vectores  pCN84  y  pCN85  y

analisis  por  PCR  de  105  colonias  arroj6  21   colonias  positivas  por  PCR,  Ias

cuales tras digestiones con enzimas de restricci6n, arrojaron s6lo cuatro clones

con  inserto tlnico y en orientaci6n cofrecta,  estos fueron  denominados clon 3-
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17,   clon   3-19  y  clon  3-35,   a  los  derivados  de  pCN84     que  contenfan   un

plasmido  denominado  pCN84-JRC42  y  clon  4-28  al  derivado  de  pCN85  que

junto  al  clon  8-1  obtenido  anteriormente,  contenfan  un  plasmido  denominado

pCN85-JRC42.  La  Figura  18  y  la  Figura  19  esquematizan  las  dos  cassettes

derivadas  de  pJRC42  construidas  bajo  control  de  los  promotores  heter6logos

Psal   y   Ptrc  respectivamente.   Por  dltimo,   Ia  Tabla  XV  resume   los   clones

obtenidos para las diferentes construcciones.

2.3  Evaluaci6n  de  la  expresi6n  de  ]as  construcciones  obtenidas  en  E.

coli, R. eutropha y P. putida.

Como   fuera    descrito    en    la    lntroducci6n,    Ios    clorocatecoles    son

compuestos    t6xicos    generados    por    la    metabolizaci6n    parcial    de    otros

compuestos  clorofen6licos;  de aqui  la  importancia  del  contexto  gen6tico  en  el

cual  Ias construcciones puedan ser evaluadas. Aunque en ensayos /.n  vt.fro,  es

posjble  utilizar  clorocatecoles  6stos,  por  su  inestabilidad  quimica  (se  oxidan

facilmente y las quinonas resultantes tienden a polimerizar y formar productos

coloreados), no pueden usarse como fuente de carbono por si solos,  si no que

deben    ser    generados    f.n    s/fu    como    consecuencia    de    reacciones    de

transformaci6n de un substrato primario. Por esta raz6n se escogi6
...
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Tabla   XV:   Resumen   de   clones   de   E.   co//.  conteniendo   las   distintas

construcciones realizadas en esta tesis.

Clones Hospedero/replic6n del que deriva construcci6n

clon brs2 E. cO;i. DH5drpuci 8Not pJRC105

clon 34 E. co/;. DH5drpBluescript SK pJRC67

clon 20 y clon 22 E. cO;t. DH5drpuci 8Not pJRC48

clon  17,  clon 23n,  clon 28,clon38,clon47yclon53,E. cO/i. DH5drpuci 8Not pJRC42

clon 3-1.7, clon 3-19 yclon3-35 E. co//. ccl 18^pir/pCN84 pCN84-JRC42

clon 8-1  y clon 4-28 E. co/t. ccl 18^pir/pCN85 pCN85-JRC42
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3-clorobenzoato   como   substrato   de   analisis   de   la   expresi6n   f.n   vf.vo.   Se

buscaron los contextos gen6ticos adecuados para estudiar la transformaci6n de

este substrato.

EI  principio  de  selecci6n  requiere  que  un  microorganismo  incorpore  el

compuesto  suministrado  (3CB)  y  lo  transforme  generando  3-clorocatecol  (3-

CC),  pero que a continuaci6n  no  modifique este compuesto.    De ser asi,  este

compuesto  se  acumularfa  en  el  medio  y debido  a  su  inestabilidad  quimica  se

oxidarra   generando   el   oscurecimiento   del   medio,   debido   al   color   de   las

quinonas  y productos  de  polimerizaci6n.  El  ensayo  realizado en  el  laboratorio

consisti6  en  exponer  biomasa  de  distintos  microorganismos  a  una  placa  de

agar en  medio  salino  conteniendo  3CB  e  incubarla  a  30  o  37°C  por 24  h,  al

t6rmino del cual,  Ia biomasa se oscureci6 si es que se produj.o acumulaci6n de

3CC. Mediante este ensayo se confirmaron como entornos gen6ticos posibles a

las cepas de Pseudomonas putida KT2442 y Ralstonia eutropha "P222 y se

comprob6  como  negativo  para  dicha  transformaci6n  a  E.   co//.  ccll8^pir  y

Acinetobacterjunii 5ga (Gonzalez y col. ,1993).

2.4  Estudios de expresi6n de las construcciones derivadas de pJRC42.

Como`    primer    pafametro    para    evaluar    la    expresi6n    de    estas
...

construcciones  se  estudi6   Ia  capacidad  de  suspensiones   celulares   de   los

clones en E.  co//. ccl 18^pir para desclorar 3-clorocatecol  evaluando en  primer

lugar su  expresi6n  a  nivel  enzimatico en  E.  co/r. col 18^pir.  Los  resultados que
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se  muestran  en  la  Tabla  Xvl  indican,  en  primer  lugar,  que  las  cassettes  se

expresan, y que 6stas fueron capaces de producir una descloraci6n entre un 90

y   100%   (referido   al   control   de   R.   eufrapha   JMP134),   despu6s   de   una

incubaci6n  por una  noche con  3-CC.  Tambi6n  se  desprende  de  la  Tabla XVI

que no parece haber una diferencia importante entre los clones construidos en

pCN85 (clones 8-1y 4-28) entre si,  o los clones construidos en pCN84 (clones

3-19,  3-17  y  3-35).  Pero  sf  se  muestra  claramente  que  mientras  los  clones

derivados  de  pCN84  fueron  claramente  dependientes  de   la  presencia  de

salicilato   (como   inductor)  en   el   medio  de  cultivo,   los  clones  derivados   de

pCN85 mostraron capacidad de desclorar 3-CC,  independiente de la presencia

del inductor IPTG. Adicionalmente se comprob6 que en el contexto gen6tico de

E.  co//.  no  es  posible  desclorar  3-CB  (resultados  no  mostrados),  por  carecer

6sta   de   las   enzimas   necesarias   (benzoato   dioxigenasa   y   1,2-dihidrodiol

benceno dehidrogenasa) para empalmar 3-CB en la ruta de degradaci6n del 3-

CC.

Para  los  ensayos  siguientes  se  utiliz6  un  clon  representativo  de  cada

tipo   de  construcci6n:   el   clon   8-1   (pCN85-JRC42)   y  el   clon   3-19   (pCN84-

JRC42).  Estos  clones fueron  empleados  en  conjugaciones  triparentales  (M.  y

M.   secci6n   9.7.2)   para   transferir   las   construcciones   al   cromosoma   de   R.

eutropha JMP222.
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Tabla Xvl:  Ensayos de descloraci6n de 3-CC por suspensiones celulares

de clones en E. co/I-ccl 18^pir.

Cepa medio/inductor 3-CC (1  mM)  %

R. eLrfropha JMP134 Benzoato/3CB 100*

E.  co/f. ccl 18^pir (pCN85) LB/IPTG 15

E. co/i. ccl 18^pir (pCN84) LB/salicjlato 9

E. co/f. ccl 18^pir clon 8-1  (pCN85-JRC42) LB/lpTG 100

E.  co/f. ccl 18^pir clon 8-1` (pCN85-JRC42) LB 100

E. co/t. col 18^pjr clon 4-28 (pCN85-JRC42) LB/IPTG 90

E. co/f. col 18}pir clon 4-28 (pCN85-JRC42) LB 100

E. co/f. col 18^pir clon 3-19 (pCN84-JRC42) LB/salicilato 100

E. co//. ccl 18^pir clon 3-19 (pCN84-JRC42) LB 0

E.  co/j. ccl 18^pir clon 3-17 (pCN84-JRC42) LB/salicilato 100

E. co/i. ccl 18}pir clon 3-17 (pCN84-JRC42) LB 0

E. co/i. ccl 18}pir clon 3-35 (pCN84-JRC42) LB/salici[ato 100

E. co/;. ccl 18^pir clon 3-35 (pCN84-JRC42) LB 0

*:  Porcentajes corresponden  al  cloruro  liberado,  referido  a JMP134  (0,85  mM).

nd: no determinado. Valores promedios de tres ensayos.
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2.4.1   Estudio de expresi6n de la construcci6n pCN85-JRC42.

De las conjugaciones triparentales realizadas entre JMP222 y el clon 8-1

se  obtuvieron  los  clones  R.  eufropfta  JMP222-21  y  JMP222-25,  Ias  cassette

insertadas cromosomalmente.

AI  igual que para evaluar la expresi6n de  las construcciones en E.  co/f.,

para  estudiar  la  expresi6n   de   las  construcciones   en   este   nuevo   contexto

gen6tico   se   realiz6   una  cin6tica  de  descloraci6n,   comparando   los   clones

JMP222-21  y JMP222-25,  crecidos  en  medio  rico  (LB,  con  o  sin  presencia  de

lpTG)  y  se  los  compar6  con  el  clon  de  E.  co//. ccl 18^pir  8-1.  Los  resultados

graficados  en  la  Figura 20,  indican  que cuando  las  cepas fueron  crecidas  en

medio rico,  Ias construcciones reguladas por el promotor Ptrc,  presentaron una

expresi6n basal en R. eufropha JMP222, en ausencia del inductor lpTG.

Los  resultados  obtenidos  en  la  cin6tica  de  descloraci6n  indicaron  que

las   enzimas   tfdcDEF   se   expresaban.   EIIo   se   comprob6   determinando   la

actividad especifica.

Para determinar la actividad especifica de las enzimas presentes en  las

construcciones   se   realizaron   extractos   crudos   de   los   clones   JMP222-25,

JMP222-21,  clon 8-1,  asi cQmo de las cepas parentales JMP134,  JMP222 y E.

co//. ccl 18^pir, conteniendo el vector pCN85.  En las Figura 21  a la Figura 23 se



0.0

.+.

i..:-

--.,r=i ~---~

•,,'-,i.:r<,>J=..a-..--

i_.-.-.-t==-,

110

.,

~.'/~ JMP134 (3CB)
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Figura  20:  Cin6tica  de  descloraci6n  de  4€C  por  clon  8-1,  JMP222-21  y

JMP222-25.

La concentraci6n de 4-CC en el ensayo fue de 0,5 mM.  Las c6Iulas crecidas en
medio    LB,    en    presencia    o    ausencia    del    inductor,    fueron    lavadas    y
resuspendidas  a  una  D066o=5,0  de  acuerdo  a  lo  que  se  describe  en  M.  y  M.
5.2.  Resultados promedios de 6 determinaciones.



lJ)OmOq

2,4eeM
a.®a.20OJ' CMA

3,5acc
3P                    a                                            J6C                    -

250 300
Longitud de onda (nm)

1.00                                                                                                                                            a

0.800Ea.co®ea£a.ae<0.200.00 1„0~a.®

3{M

a.OOJ04 MA4{C

-                  z5o                  an                  so                  -

L  J, _  ,

ZOO                                   25DLongitud de onda3cO (nm)                         358                                   ve

iEE

Figura 21 : Cin6tica de transformaci6n de 3,5-DCC  (A) y 4€C (a) (0,1  mM),

por un extracto crudo de A. eufropAa JMP134 crecida en 2,4-D.
.

Las reacciones fueron iniciadas con la adici6n del extracto crudo,  cada barrido
espectral fue realizado  con  un  intervalo  de  10  s.  En  los  insertos  se  muestran
los espectros tipos para catecoles  (3,5-DCC y 4-CC),  muconatos (3-CM y 2,4-
DCM) y maleilacetatos  (MA y CMA).  EI  blanco fue ajustado  previo a  la adici6n
del substrato respectivo de acuerdo a lo descrito en M. y M. 6.6.
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Figura 22: Cin6tica d.e transformaci6n de 3,5-DCC y 4-CC (0,1  mM), por un

extracto crudo de R. eufropha JMP222-25 crecido en LB.

Cada barrido espectral fue.realizado con  un  intervalo  de  10 s.  En  los  insertos

se muestran  los  espectros tipos  para catecoles  (3,5-DCC y 4-CC),  muconatos

(3-CM y 2,4-DCM) y maleilacetatos (MA y CMA).  El  blanco fue ajustado  previo

a la adici6h del substrato respectivo.

E=



I,00~a.EB

2,4ceM
a.a0.aa.a CMA

3,-C
eb                        so                                                     .6e                        ca

3cO

itud de Onda

113

Figura 23: Cin6tica de transformaci6n de 3,5-DCC (0,1  mM) por un extracto

crudo de R. eufropha JMP222 crecido en LB.

Cada barrido espectral fue 'realizado con un  intervalo de  10 s.  En el  inserto se

muestran  los  espectros  tipos  para  3,5-DCC,  2,4-DCM  y  CMA.  El  blanco  fue

ajustado previo a la adici6n del substrato.
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muestra la transformaci6n de un clorocatecol por extractos crudos,  de acuerdo

a  los  descrito  en  M.  y M.,  secci6n  6.6.  En  estas  graficas  se  observa  como  el

espectro   original   del   clorocatecol,   que   tiene   un   maximo   de   absorbancia

alrededor de 225 nm (para 3,5-DCC),  se desplaz6 a un maximo cercano a 270

nm  (consecuencia de la formaci6n  del  cloromuconato),  6ste a su vez sufre  un

cambio  espectral  generando  un  maximo  pr6ximo  a  255,  cuando  el  substrato

remanente   en   la   cubeta   ha   sido   transformado   en   cloromuconato.   Si   se

comparan  la  Figura  21  y  la  Figura  22  se  observa  que  si  bien  la  cin6tica  de

transformaci6n  de substratos  por extractos crudos  de  R.  eufropha  JMP134  es

mayor  que   la   observada   para   el   clon   JMP222-25,   este   dltimo   clon   igual

transforma completamente el  substrato cuando se  le compara con el  espectro

obtenido  de  la  cepa  parental  JMP222  crecida  el  LB  (Figura  23).  En  la  Tabla

Xvll  se  muestran  los  valores  calculados  de  actividades  especificas  de  las
•enzimas presentes en las construcciones.

Los  resultados  mostrados  en  la  Tabla  Xvll  confirmaron  la  expresi6n

basal  de  las  construcciones  bajo  control  del  promotor  Ptrc  observado  en  los

ensayos de descloraci6n  por c6lulas descritos anteriormente.  En presencia de

lpTG la actividad especifica para catecol dioxigenasa y la actividad combinada

de  cloromuconato cicloisom.erasa y clorodienolactona  hidrolasa fue tres veces

mayor que la actividad observada en extractos crudos no inducidos.
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Respecto a maleilacetato reductasa no fue posible definir un  incremento

de  actividad   debido   a   la  presencia   de   la  actividad   equivalente  de   origen

cromosomal.

Una vez concluidos los analisis de  los clones obtenidos a partir del clon

8-1, se procedi6 a analizar clones derivados de la cassette clonada en pCN84,

como se indicara,  en este caso el clon tipo en E.  co/f. ccl 18^pir escogido para

los   analisis   fue   el   clon   3-19.   Al   transferir   la   construcci6n   pCN84-JRC42

residente   en   dicho   clon   por   conjugaci6n   triparental   a   JMP222   fue   difrcil

seleccionar  clones  que  crecieran  en  3CB,   esto  por  que   la  cepa   parental

(JMP222)  crece  en  salicilato  1,25  mM,  empleado  como  inductor  del  promotor

Psal.  Puesto  que  no  era  necesario  repetir todo  el  analisis  realizado  con  los

clones   JMP222-21    y   JMP222-25,    se   realizaron    curvas   de   cin6tica   de

descloraci6n,  las cuales fueron un buen fndice de expresi6n de actividad de los

clones.  En  la  Figura  24,  se  muestran  los  resultados  obtenidos  al  comparar

biomasas  crecidas  en  LB,  del  clon  3-19  en  E.  co//. ccll8^pir,  con  los  clones

JMP222-sall   y  JMP222-sal2,   en   presencia  y  ausencia   de   salicilato   como

inductor.   Los  resultados   indicaron  que  la  expresi6n   de  esta  cassette  bajo

control del  promotor Psal,  en el entorno gen6tico de R.  et/£ropha JMP222,  fue

totalmente dependiente de la presencia de salicilato.

Para  evaluar  la  expresi6n  de  las  dos  cassettes  derivadas  de  pJRC42,

bajo el control ya sea del promotor Ptrc o Psal en otro entorno gen6tico, se
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Figura 24: Cin6tica de descloraci6n de 4CC (0,5 mM) por clones derivados

de pCN84URC42.
`®

La  concentraci6n  de  4-CC  en  el  ensayo  fue  de  0,5  mM.  Las  c6lulas  fueron

resuspendidas  en  un  D066o  equivalente  a  5,0.   Resultados  promedios  de  6

determinaciones. Ver Figura 20.

+
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hicieron  conjugaciones  triparentales  entre  los  clones  8-1   y  3-19  de  E.   co//.

ccll8^pir  y  la  cepa  P.  put/.da  KT2442.  Dos  clones  fueron  seleccionados  en

cada caso por su capacidad de crecer en  placas  de 3CB  conteniendo  IPTG  o

salicilato como inductor (esta cepa no es capaz,  a diferencia de la cepa de R.

eufropha  JMP222,  de  metabolizar  el  salicilato).  Las  cin6ticas  de  descloraci6n

obtenidas para ellos se muestran en la Figura 25.  En 6stas se puede observar

un comportamiento analogo a lo descrito para R. eufropha JMP222, esto es,  un

comportamiento semi-constitutivo de las construcciones reguladas por Ptrc,  en

ausencia  del  inductor  IPTG,  mientras  que  una  expresi6n  dependiente  de  la

presencia de salicilato para las construcciones reguladas por Psal.

Finalmente  los  clones  obtenidos  en  R.  eufropha  JMP222  y  P.  pufi.da

KT2442  fueron  estudiados  por  su  capacidad  para  desclorar  3-CB  (M.  y  M.

secci6n 5.2),  en la Tabla XVIIl  se resumen los resultados obtenidos,  los cuales

muestran que a diferencia de las cepas parentales,  los clones han adquirido la

capacidad para desclorar en forma significativa 3-CB.
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Figura   25:   Cin6tica   de   descloraci6n   de   4-CC   (0,5   mM)   para   clones

derivados de P. pzif7.da KT2442.
.

A)  Clones  inducidos con  lpTG  (1  mM).  8)  Clones  inducidos con  salicilato  (1,25

mM).   Las   c6Iulas   fueron   resuspendidas   a   una   D066o   equivalente   a   5,0.

Resultados promedios de tres determinaciones. Ver Figura 20.

I+
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Tabla  XVIII:  Descloraci6n  de  3-CB  por clones  obtenidos  en  R.  eufropha

JMP222 y P. puff.da KT2442.

Cepa/Clon Inductor' Descloraci6n (%)2

R. eutropha JNIP222 - 0

R. eutropha JMP222-21 - 16

R. eutropha "P222-21 IPTG 56

R. eutropha "P222-25 - 18

R. eutropha "P222-25 lpTG 56

R. eufropha JMP222-salt - 10

R. eufropha JMP222-salt salicilato 56

R. eutropha JMP222-sal2 - 16

R. eutropha JMP222-sal2 salicilato 56

P. putida RT2442 - 0

P. puff.da KT2442-11 - 10

P. pufr.da KT2442-11 lpTG 22

P. pufida KT2442-12 - 10

P. purr.da KT2442-12 lpTG 24

P. pLfff.da KT2442-S1 - 16

P. purr.da RT2442-S1 salicilato 56

P. putida RT2442-S2 - 16

P. putida RT2442-S2 salicilato 56

Todos los cultivos fueron realizados en LB.  Las incubaciones fueron realizadas

por una noche con  una  bio-masa  ajustada  a  una  D06oo equivalente a  5,0.  Los

valores  son  promedios  de  tres  experimentos  (DS<3%).  Jsalicilato  (1,25  mM),

lpTG  (1   mM).2Los  porcentajes  c`orresponden  a  un  100%  te6rico  de  0,5  mM,

mientras que R.  eutropha JMP134,  crecida en 2,4-D  puede desclorar en  igual

tiempo de incubaci6n s6lo un 85%.     i
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DISCUSION

En esta tesis se plante6 el estudio de la microbiota presente en  lagunas

para   el   tratamiento   de   efluentes   de   blanqueo   de   celulosa,   asi   como   de

microorganismos especializados,  en cuanto  a sus  capacidades  para  degradar

compuestos  cloroaromaticos  presentes  en  los  efluentes.  Se  plante6  tambi6n

como   objetivo    la    obtenci6n    de    nuevos    microorganismos    especializados

mediante  el  clonamiento  y  expresi6n  de  los  genes  #idcDEF,   de  la  via  de

degradaci6n de clorocatecoles presente en R. eufrapha JMP134.

Como  se   indic6  previamente,   las   lagunas   de  tratamiento   aerobio   de

efluentes  de  blanqueo  estan  definidas  principalmente  para  eliminar  la  materia

organica.  Bajo  las  condiciones  de  operacj6n  en  el  laboratorio  la  eficiencia  de

remoci6n de D805 prevista (aprox.  un 85%) se alcanz6 al cabo de 3 meses de

operaci6n  de  los  modelos  montados  en  el  Iaboratorio.  Tiempos  similares  se

observan  durante  la  operaci6n  inicial  de  lagunas  de  tratamiento  aerobio  de

efluentes de la industria de celulosa (Mc Lean, y col.,1972).

Que  la operaci6n  del  modelo  I  se acerc6  razonablemente bien  a  lo que

se observa en una laguna aerobia se apoya tambi6n en los valores de remoci6n

de   la   DQO   y   en   la   mantenci6n   de   niveles   significativos   y   estables   de
A,

microorganismos.  Al  respecto  cabe  indicar  que  no  fue  necesario  inocular  el

sistema,  Io  que  concuerda  con  estudios  que  indican  que  la  inoculaci6n  con

microorganismos  especializados  o  no,  es  un  factor  de  poca  importancia  (Mc
}
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Lean, y col.,1972).  La poblaci6n de microorganismos desarrollada en el modelo

tuvo  su  origen,  probablemente,  en  el  mismo  efluente  ya  que  6ste  contenra

microorganismos  (ver Tabla V).  De todas  maneras,  no  se  puede  descartar  la

llegada     al     modelo     de    microorganismos     provenientes     del     laboratorio,

especialmente   por  via   a6rea,   ya   que   no   se   mantuvieron   condiciones   de

esterilidad en el montaje y operaci6n de los microcosmos.

Las  cuentas  viables  determinadas   mediante   crecimiento   en  Agar  LB,

dieron    un    valor    constante    y    reproducible    durante    los    dos    afros    de

funcionamiento  de  los  sistemas  montados  en  el  laboratorio.  La  utilizaci6n  de

este medio de cultivo por sobre otros que parecfan mss apropiados, se debi6 a

que  se  obtuvieron   valores   semejantes   en   todos   los   medios   probados.   Al

respecto   cabe   hacer  notar  que   un   grupo   de   investigadores   canadienses

tampoco encontr6 diferencias  significativas  en  el  conteo  de  c6lulas viables  de

una  laguna  de  tratamiento  de  efluentes  de  blanqueo,  al  usar  medios  ricos  o

medios  conteniendo  efluente  de  dicha  laguna  (Fulthorpe,  y  col.,   1993).   Los

valores observados en los modelos (ver Tabla V) fueron un orden de magnitud

menores que los descritos en otros sistemas (Fulthorpe, y col.,1993;  Mc Lean,

y   col.,    1972).    Una   posible   explicaci6n   serra   la   formaci6n   de   elementos

inhibidores  que  est6  afectando  la  viabilidad  de  los  microorganismos  en  los

modelos.  Un  segundo factor  puede  ser  la  presencia  de  una  activa  poblaci6n

bacteri6vora   en   los   modelos,   Io   que  concuerda  con   la  presencia  de   una

poblaci6n estable de protozoos (103cels/ml) en los dos modelos.
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La  eficiencia  de  remoci6n  de  D805  y por ello,  Ia  operaci6n  general  del

biorreactor se vi6 fuertemente afectada por cambios gruesos en la composici6n

del  efluente.  En efecto,  partidas de efluente que poseian  niveles  de  D805  de

128-150  mg  02/L,  un  pH  elevado  (11-12)  y  un  color cafe  intenso,  provocaron

una  disminuci6n   en   la   remoci6n   de   DBO   (hasta   un   18%).   S6Io   luego   del

recambio completo del efluente en  los modelos se recuper6 el  valor normal  de

remoci6n.  Cuando  los modelos fueron sometidos a estos efluentes anormales,

junto con  la disminuci6n de la D805,  se observ6 que el recuento de viabilidad

disminuy6  en  un  orden  de  magnitud  (6xl06  ufc/ml),   conjuntamente  con  un

fapido  incremento  en  el  pH  del  microcosmos  (hasta  pH  8,5  en  5  di'as).  Estos

cambios  de  composici6n,  producto  de  derrames  en  el  proceso  ocurren  con

cierta frecuencia en  la operaci6n normal de la planta y no consiguen  afectar la

operaci6n  de  la  laguna  debido  a  su  conexi6n  directa  y  permanente  con  los

efluentes  generados.  Sin  embargo,  dado  el  cafacter puntual  de  la  toma  de  la

muestra del  efluente  de  alimentaci6n  de  los  modelos,  estos  experimentan  por

un tiempo prolongado el efecto de un efluente anormal.

Se mont6 un segundo modelo,  de iguales caracteristicas al primero,  con

el    objeto   de   tener   un    sistema    de   evaluaci6n    de    la   actividad    de    los

microorganismos  en  efluentes  con  menor  carga  organica.   Sin  embargo,   los

analisis realizados muestran  que el  grueso de  la remoci6n tanto de  la materia

organica degradable, como de los organoclorados asociados es realizada en el
-.,
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primer modelo,  mientras  que el  segundo  modelo  contribuye  muy  poco  a  estos

cambios.

Los perfiles de cromatografia gaseosa, correspondientes a las salidas de

los modelos, asi como los de incubaciones en aireaci6n forzada, mostraron que

la   capacidad   para   remover   compuestos   organoclorados   presentes   en   el

efluente de alimentaci6n  existe tanto  en  los  microorganismos  provenientes del

modelo  I  como  del  modelo  11.  Sin  embargo,  Ia  evaluaci6n  de  las  capacidades

metab6licas  en  los  microorganismos  presentes  en  los  modelos  de  laguna  de

aireaci6n mostr6 que era posible aislar s6lo microorganismos con capacidades

metab6Iicas limitadas a mono y diclorofenoles.

EI  que  en  los  experimentos  de  aireaci6n  forzada  se  observe  remoci6n

incluso  de  compuestos  que  se  mantuvieron  inalterados  en  todos  los  ensayos

anteriores,  como es el caso del 2,4,6-triclorofenol,  puede ser explicado por un

•efecto  de  concentraci6n,   puesto  que  su  concentraci6n  en  los  efluentes  no

supera   las   200   ppb,   mientras   que   en   los   ensayos   de   degradaci6n   la

concentraci6n de estos compuestos fue fijada,  con  prop6sito de hacer posible

la detecci6n,   entre 100 y 200 ppm. Asf la remoci6n de este tipo de compuestos

en los efluentes se encuentra limitada a su presencia en bajas cncentraciones.

Los microorganismos. presentes en los sedimentos tanto de los modelos

como  de  la  laguna  de Arauco  no  se  diferenciaron  mayormente  entre  si  y sus

capacidades  degradativas  hacia  organoclorados  se  movieron  dentro  de  los
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mismos  rangos  que  las  de  los  microorganismos  que  crecen  en  la  columna  de

efluente de los modelos.

Previo  a  esta  tesis  resultaba   incierto  suponer  que   las  capacidades

metab6licas   de   un   microorganismo   especializado   en    la   degradaci6n   de

compuestos   clorofen6licos,   como   R.   eL/fropha   JMP134,   se   expresaran   en

efluentes  industriales de blanqueo de pulpa de celulosa.  Esto por la  presencia

de  fuentes  alternativas  de  carbono  (D805)  tanto  como  la  presencia  de  una

poblaci6n bacteriovora de protozoos.  Los resultados obtenidos en los modelos

indicaron que en incubaciones de corto tiempo en presencia de 2,4-D 6 2,4,6-

TCF  esta  cepa  fue  capaz  de  proliferar  y  degradar  dichos  compuestos  (ver

Tabla  XIII   y  Tabla  XIV).   Sin   embargo,   no  fue  capaz  de  dominar  el   nicho

ecol6gico presente en estos sistemas  puesto que cuando  las  incubaciones se

realizaron por periodos prolongados,  superiores a  180 dfas,  la capacidad  para

degradar 2,4,6-TCF se mantuvo,  mientras que la presencia de la cepa JMP134

(medida   por   degradaci6n.  en   placa   de   2,4-D,   codificada   plasmidialmente)

disminuy6  totalmente  (Valenzuela y col.,1997).  Incubaciones  prolongadas  de

la  microbiota  presente en  los sistemas de  lagunas  de  aireaci6n,  en  presencia

de  2,4,6-TCF,   mostraron  que  en  estos  sistemas  aparecra  la  capacidad  de

remover 2,4,6-TCF,  por lo qHe la desaparici6n en el tiempo de la cepa JMP134

se  puede  explicar  como  consecuencia  de  la  competencia  metab6Iica  de  los

otros microorganismos presentes en el efluente,  asf como por la presencia de

una poblaci6n bacteri6vora al interior,del mismo sistema.
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El analisis planteado anteriormente, que busca una respuesta adaptativa

de  algdn  microorganismo  presente  en  un  in6culo  proveniente  de  un  sistema

complejo,  al crecimiento en un compuesto organoclorado,  si bien considera que

en  dicha  respuesta adaptativa  pueden  estar involucrados  diferentes  procesos

moleculares  y  bioquimicos  (Reineke,   1994),  se  concentra  principalmente  en

evaluar  procesos  en  los  cuales  pueden  estar  presentes  uno  o  mss  de  las

siguientes alternativas:  i.- La inducci6n de enzimas especificas en mjembros de

la comunidad, lo que resulta en un incremento de las capacidades degradativas

de  la  comunidad,  como  un todo.  ii.-  El  crecimiento  de  una  poblaci6n  presente

en bajo porcentaje en la comunidad microbiana,  que sea capaz de metabolizar

dicho  compuesto.   iii.-  La  adaptaci6n  que  puede   involucrar  la  selecci6n   de

mutantes  que  han  adquirido  nuevas  especificidades  enzimaticas  o  nuevas

actividades metab6licas que no estaban presentes en la comunjdad antes de la

exposici6n  al  compuesto  organoclorado  en  particular.  Esta  i]ltima  alternativa

puede involucrar a su vez uno o mss de los mecanismos gen6ticos que operan

en    los   microorganismos,    esto   es   transferencia   de   genes,    mutaciones,

recombinaciones y transposici6n,  lo cual  contribuye finalmente a la adaptaci6n

metab6lica a un nuevo substrato (van der Meer, y col.,1992).

Respecto a  la transferencia  de  genes  por conjugaci6n,  6sta  puede dar`.,

origen  a  una  nueva  cepa  degradadora  de  compuestos  cloroaromaticos  si  la

cepa receptora es capaz de complementar secuencias degradativas perifericas

(que conducen a la transformaci6n parcial de un compuesto cloroaromatico en
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un  intermediario  que  puede  ser  mss  o  menos  t6xico  al  microorganjsmo),  con

vras   centrales   de   degradaci6n   presentes   en   plasmidos   catab6Iicos.   Esta

estrategia   de   construcci6n   ;.n   vivo   de   microorganismos   degradadores   de

compuestos  clorofen6licos  requiere  que  las  reacciones  perifericas  realizadas

por  enzimas  de  la  cepa  receptora  sean  suficientemente  inespecificas,  como

para    transformar    diversos    compuestos    cloroaromaticos    a    un    tipo    de

intermediario  central   comdn.   Ademas,   que  ellas  puedan  ser  inducibles  por

dichos compuestos cloroaromaticos (Pieper,  y col.,1996; Timmis,  y col.,1994).

Esta  estrategia  se  ha  empleado  con  6xito  para  la  construcci6n  de  cepas

degradadoras   de   derivados   clorados   de   anilinas,    bencenos,   benzoatos,

bifenilos, fenoles,  salicilatos y toluenos (Brinkmann & Reineke,1992;  Hartmann

y col.,1989;  Schwien y Schmidt.,1982).  Estas se basan fundamentalmente en

combinar  actividades   presentes  en   un   contexto   gen6tico   determinado   con

aquellas   presentes   en   plasmidos   metab6licos   como  TOL   y   plasmidos   del

catabolismo de clorocatecoles.

Se propuso dentro de los objetivos de la presente tesis,  el construir una

"cassette  metab6lica"  que  debia  contener  la  via  central  de  degradaci6n  de

clorocatecoles. Se opt6 por esta via en virtud de que ella resulta ser clave en la

degradaci6n      de      mllltipl?s      compuestos      cloroaromaticos      tales      como

clorobencenos,  clorobenzoatos,  clorofenoles,  clorofenoxiacetatos  y  bifenilos,

entre  otros  (Chakrabarty,,1996;  Reineke,1994;  van  d'er  Meer,  y  col.,   1992).
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Tambi6n se ha postulado su participaci6n en la degradaci6n de cloroguaiacoles

(Gonzalez, y col.,1993;  Gonzalez y col.,1995).

Se  clonaron  y  expresaron  en  conjunto  los  genes  para  degradaci6n  de

clorocatecoles  ffidcDEF  de  R.  eufropha  JMP134  (pJP4).  La  actividad  de  las

cuatro  enzimas  pudo  ser  evaluada  en  extractos  crudos  gracias  al   ensayo

espectrofotom6trico  en  el  cual  a  partir  de  un  clorocatecol  (substfato  de  la

primera enzima), se logra la formaci6n /.n s/.fc/ de los substratos especificos para

las siguientes tres enzimas.

Hasta  nuestro trabajo no se tenia evidencia directa  de  que  el  gen  ffJF

fuera capaz de expresar activamente la enzima maleilacetato reductasa (MAR),

sino que ello se inferia por estudios de comparaci6n de secuencias con el gen

fodF (Kasberg,  y col.,1995).  Sin  embargo,  los  resultados  obtenidos  en  E.  oo//.

ccl 18^pir,  cepa que presenta  una actividad  baja  de  MAR (Tabla XVII)  indican

que   las   cuatro   enzimas   presentes   en   el   oper6n   son   coordinadamente

expresadas.

Esta tesis tambi6n  muestra que  los  promotores  heter6Iogos  Ptrc y Psal

son  capaces  de  activar  la  transcripci6n  de  los  genes  ffidcDEF.   Mientras  la

expresi6n  controlada  por Pfro mostr6  un  comportamiento  semiconstitutivo,  Ias

construcciones reguladas per Psa/ no presentaron actividad en ausencia de su

inductor  salicilato.  Esta  expresi6n  basal  (o  semiconstitutiva)  para  el  caso  de

Ptrc,  no puede ser atribuida a un efecto de un promotor presente rio arrjba de

los genes frdcDEF, esto pues rro arri,ba de los promotores (Pfro o Psao esta el
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gen de resistencia a kanamicina, derivado del interpos6n a,  el cual mantiene la

serial  de  t6rmino  de  transcripci6n  propia  del  interpos6n  (de  Lorenzo,  y  col.,

1993;  Fel[ay y col.,1987).

Existe  evidencia  publicada  que  muestra  que  el  promotor  Ptrc,  presente

en  pCN85 presenta una actividad basal,  la cual  es  incrementada,  en  ensayos

de expresi6n de 0-galactosidasa ante la presencia de lpTG como inductor (de

Lorenzo,  y  col.,  1993),  asi  como  puede  actuar  constitutivamente,  tanto  en  E.

co//.  como  en  P.  puff.da.  Un  ej.emplo  de  ello  es  la  expresi6n  del  gen  immE3

(proteina que confiere inmunidad contra colicina E3) (Diaz, y col.,1994),  donde

la  maxima  expresi6n  constitutiva  del  gen  en  cuesti6n  se  logra  tras  poner  en

tandem    los    promotores    Pi3/Pbla/Ptrc.    La    expresi6n    del    promotor   Psa/,

contenido  en  los  sistemas  suicidas  derivados  de  pCN84,  muestra  en  cambio

ser altamente regulada tanto en  E.  co//. y P.  put/.da  (de  Lorenzo,  y col.,1993),
•como en Bordetella bronchiseptica (Suarez y col.,1997).

Una  herramienta  clave  en  el  disefio  de  rutas  metab6licas  +.r}  v/.fro  la

constituye   el   sistema   empleado   para   la   inserci6n   de   los   genes   en   el

cromosoma de la cepa que aportafa el entorno gen6tico inicial.  Estos sistemas

deben  asegurar  una  inserci6n  estable,  para  evitar  los  riesgos  de  p6rdida  de

dichos genes cuando no existe una presi6n de selecci6n en el medio,  asi como

deben  minimizar el  riesgo  de  una transferencia  horizontal  de  dichos  genes  a

otros   microorganismos.   Este  fue   el   motivo   por  el   cual   las   construcciones

realizadas conteniendo los genes #JidcDEF fueron desarrolladas en vectores de
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inserci6n  cromosomal  derivados  del  minitransposon  Tn5  (de  Lorenzo,  y  col.,

1990).

Esta  es  la  primera  vez  que  los  genes  para  las  enzimas  ffdcDEF  son

insertadas cromosomalmente y se evalua su expresi6n.  Una vez que los genes

para   degradaci6n   de   clorocatecoles   fueron   clonados   bajo   control   de   los

promotores heter6logos y evaluadas  las cassettes  resultantes en  cuanto a su

expresi6n en E.  co//. ccl 18}pir,  no result6 simple obtener su expresi6n en otro

entorno gen6tico como el de R. eufrapha JMP222.  EIlo por que, a diferencia de

lo   que   se   esperaba,   no   fue   posible   seleccionar   mutantes   de   inserci6n

cromosomal directamente en un medio minimo que exigiera la expresi6n de las

enzimas presentes en el cassette,  cual era el crecimiento en 3CB,  sino que se

requiri6 de una primera selecci6n en medio rico LB-kanamicina.

Existen varias razones que pueden explicar lo observado.  Entre 6stas el

oper6n   #JCDEF   codifica   enzimas   que   son   mss   activas   con   catecoles

diclorosubstutuidos que con monoclorocatecoles (Pieper, y col.,1988).  Esto se

observa claramente al comparar las curvas de transformaci6n espectral para 4-

CC  y  3,5-DCC   (Figura  21   y  Figura  22),   o  al   comparar  los  valores  de  las

actividades   combinadas   de   cloromuconato   cicloisomerasa   y   dienolactona

hidrolasa (Tabla XVIl), dond.e tanto para R. eufrapha (crecida en 2,4-D o 3-CB)

como  para  los  clones  JMP  222-21   y  JMP  222-25  (inducidos  con  lpTG),   Ia

actividad  para 2,4-DCM  result6  ser entre 250 y 300%  superior en  el  caso  de

substratos disubstituidos que monosubstituidos.  Tambi6.n esta el  hecho  que  la
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degradaci6n de 3CB requiere de la participaci6n de las enzimas cromosomales

benzoato  dioxigenasa  y  1,2-dihidrodiol  benceno  deshidrogenasa  y,  por  ende,

se requiere una expresi6n coordinada entre estas enzimas y las presentes en

el oper6n ffJCDEF.

No ha sido posible hasta el momento la obtenci6n de clones capaces de

crecer  eficientemente  en  3-CB  como  dnica  fuente  de  carbono  y  energfa.  Sin

embargo biomasas de todos los clones obtenidos por inserci6n cromosomal en

R.  eufrapha y P.  pufr.da son capaces  de desclorar en forma  significativa  3-CB

(Tabla Xvlll).  Dado que es mss probable que en la naturaleza las vfas nuevas

para   la  degradaci6n  de  contaminantes  no  evolucionan   de  novo,   sino   por

modificaci6n   de   las   ya   existentes   para   la   degradaci6n   de   compuestos

naturales,   estructuralmente   relacionados   (van   der  Meer,   y  col.,   1992),   es

comprensible  que  las  vfas  de  metabolizaci6n  de  compuestos xenobi6ticos  no

sean  6ptimas,  sino  que se  encuentran  sometidas  a  limitaciones  respecto  a  la

concentraci6n  del  substrato  a  degradar,  al  rango  de  substrato  que  pueden

tolerar  (esto  es  ndmero  y  posici6n  de  substjtuyentes  (clorados)  en  un  anillo),

como a la rapidez con la cual puedan transformarlos. En el caso de R. eufropha

JMP134   (y   del   oper6n   #Ji CDEF)   se   conoce   bien   su   limitaci6n   para   la

degradaci6n de 2-cloromucgnato (Pieper y col.,1993),  la cual se transforma en

]a  etapa   limitante  para   la  metabolizaci6n   de  3-CB,   lo  cual   podrfa  explicar

adicionalmente  la  incapacidad  de  obtener cepas  creciendo  eficientemente  en

base  a  este  substrato  como  fuente +de  carbono.  Tanto  f3.  eLrfropha  JMP222
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como P. pufida  KT2442 no presentan ca,pacidad  para transformar 2-CB,  4-CB,

4-CS, 2,4-DCB y 3,5-DCB a sus respectivos clorocatecoles, raz6n por la cual si

bjen   los  tres   dltjmos   pudieran   generar  intermediarios   (clorocatecoles)   mss

adecuados para ser posteriormente metabolizados por las  enzimas  presentes

en  los genes ffidcDEF,  estos  clorobenzoatos  no  pueden  ser empleados  como

fuente de carbono.

Entre  los  resultados  de  esta  tesis  se  han  descrito  el  clonamiento  y

expresi6n   de   los   genes   para  degradaci6n   de   clorocatecoles   #JCDEF.   La

regulaci6n  normal  de  estos  genes  como  oper6n  no  es  del  todo  conocida.  Se

asigna un rol regulador al producto del gen #dR,  el cual actuaria no s6lo sobre

el   oper6n   ffdcDEF   sino   tambi6n   sobre   #dA   (Kaphammer   y   col.,    1990;

Kaphammer & Olsen,1990).  Recientemente, se mostr6 que #dR tiene la misma

secuencia   que   otro   gen   regulador   involucrado   en   el   metabolismo   de   los

clorocatecoles en pJP4,  ffiJS (Matrubutham & Harker,1994).  Sin embargo,  aun

cuando  ambos  genes  fueron  eliminados  en  R.  eufropha  JMP134,  esta  cepa

mantiene su capacidad de crecer en 3CB (You & Ghosal,  1995),  sugiriendo que

otro   sistema   regulador  deberfa   estar  involucrado.   Este   era   el   estado   del

conocimiento al momento de iniciar el clonamiento de estos genes,  por ello fue

que se estim6 conveniente dejar la regulaci6n del oper6n bajo el control de un

promotor  heter6logo  (Ptrc  y  Psal)  en  lugar  de  explorar  cual  pudiera  ser  su

regulaci6n  origina.I.  S6Io  muy recientemente,  al  termino de  este trabajo,  se  ha

presentado  evidencia  que  rescata  la, idea  original  que  ffjR  puede  ser  el  gen



133

activador de ffjc (el primer gen presente en el oper6n ffidcDEF) (Leveau & van

der  Meer,1996).  Este  trabajo  tambi6n  sugiere  que  #dR  puede  reemplazar  a

#dT (conocido tambi6n como #dx),  un marco de lectura abierto que se localiza

rio   arriba   del   oper6n   ffiJCDEF,   y   que   presenta   homologfa   con   los   otros

activadores   transcripcionales   presentes   en   pJP4,   pero   que   se   encuentra

inactivado  por  una  secuencia  de  inserci6n  (ISJP4)  (Leveau  y  van  der  Meer,

1996).

Los resultados globales obtenidos en el curso de esta tesis refuerzan el

conocimiento  que  se  tiene  respecto  al   importante   rol   de   las  comunidades

microbianas   en   procesos   de   descontaminaci6n,   asf   como   contribuyen   a

destacar  la  plasticidad  metab6lica  y  gen6tica  que   las   mismas   poseen.   Lo

anterior, unido a un uso racional, puede permitirnos en un futuro pr6ximo contar

con  una  herramienta  realmente  eficiente  para  la  remoci6n  de  contaminantes

organoclorados   que    el    mismo    ser   humano    ha    introducido    en    nuestro

ecosistema.
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PROYECCIONES

El  trabajo  realizado  en  esta  tesis  ha  abierto  la  posibilidad  de  explorar varios

aspectos relativos al estudio de la degradaci6n de cloroaromaticos,  algunos de

los cuales ya se encuentran en desarrollo en el laboratorio.  Dentro de estos se

mencionan:

•   EI  empleo  de  microcosmos  de  lagunas  de  aireaci6n  permitira  evaluar  el

comportamiento  de  microorganismos  con  nuevas  capacidades  metab6licas,

obtenidas mediante inserci6n cromosomal de genes catab6licos, ello incluye:

•  estudiar  la  expresi6n  de  estos  genes  en  un  sistema  donde  existen

fuentes de carbono alternativas;

•  estudiar   la   estabilidad   de   ]a   inserci6n,    midiendo   la   transferencia

horizontal  de dicha informaci6n al  interior de  un  sistema  complejo que

posee una poblaci6n bacteriana estable;

•  evaluar  el  efecto  de  las  nuevas  capacidades  metab6Iicas  sobre  el

asentamiento en un nicho ecol6gico que ya se encuentra ocupado por

otras  especies  y  si  estas  capacidades  metab6licas  significaran  una

ventaja  ante  una  descarga  accidental   de   efluentes   con   un   mayor
~,

contenido   de   organoclorados,   que   los   tolerados   por   la   poblaci6n

previamente establecida.



135

•   El clonamiento de los genes tfdcDEF permitira ademas:

•  estudiar  la  expresi6n  de  estos  genes  metab6ljcos  en  otros  contextos

gen6ticos,  en  especial  cepas  degradadoras  de  guaiacol  y  triclorofenol

aisladas en el Iaboratorio;

•  estudiar la regi6n promotora/reguladora del  oper6n ffiJCDEF,  con  miras a

lograr una  mejor modulaci6n  de  la  expresj6n  del  cassette,  lo  que  incluye

el estudio del gen regulador ffJR,  asi como el  posible efecto en frans del

producto del gen regulador fobR sobre el op.er6n fflcDEF;

•  estudiar  la  regulaci6n  de  estos  genes   por  promotores  activados   por

metales  pesados  u  otros  que  respondan  a  una  condici6n  de  hambruna,

con  miras  a  su  introducci6n  en  sistemas  complejos,   en  los  cuales   la

presencia   de   organoclorados   puede   no   ser  constante   en   el   tiempo,

mientras que la escasez de fuentes de carbono si lo es;

•  estudiar las etapas  limitantes  que se  producen  consecuencia  de  la  poca

afinidad/actividad de alguna de las enzimas presentes en el oper6n por ,un

substrato  determinado,  como  es  el  caso  del  3-CC,  con  miras  a  obtener

mutantes que puedan crecer en 4-clorobenzoato y 3,5-diclorobenzoato.
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•   Las  poblaciones  microbianas  existentes  al  interior de  microcosmos  de  una

laguna de  aireaci6n  para  el  tratamiento  industrial  de  efluentes  de  blanqueo

de    pulpa    de    celulosa    son    capaces    de    remover    el    contenido    de

organoclorados   presentes   en   el   proceso,   en   concentraciones   de   ppb

(C6spedes y col.,1994,  C6spedes y col.,1996).

•   Aunque  fue  posible  aislar  microorganismos  con  capacidades  metab6licas

relacionadas  a  la  degradaci6n  parcial   de  2,4-diclorofenol,   4-clorofenol   y

2,4,6-triclorofenol,  6stos no dan cuenta del fen6meno global de remoci6n de

compuestos  organoclorados  observado  en  el  sistema  (C6spedes,   y  col.,

1996).

•   R.  eufrapfta  JMP134  expresa  sus  capacidades  metab6licas  para  degradar

2,4-D y 2,4,6-TCF en un sistema de tratamiento de efluentes de blanqueo de

pulpa de celulosa (Gonzalez, y col.,1996; Valenzuela, y col.,1997).

•   Se clonaron los genes #JCDEF para la degradaci6n de clorocatecoles de R.

ecjfropha JMP134 (pJP4),  Iogfandose la expresi6n de [as cuatro actividades

enzimaticas  baj.o  el  control   de  dos  promotores  heter6logos:   Psal   y  Ptrc
~,

(C6spedes y col.,1997).

•   La inserci6n cromosomal de los genes #dcDEF en las cepas de R. eufrapfta

JMP222  y P,  puff.da  KT2442  permiti6  complementar vias  cromosomales  de
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modo tal de degradar nuevos substratos como 3-clorobenzoato, 3-CC, 4-CC,

y 3,5-DCC (C6spedes,  y col.,1997).
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