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Quisiera contar el camino que recorri hasta la generacion de esta Memoria de Titulo,
con el fin de contextualizar el trabajo realizado, y resaltar aspectos ajenos a la ciencia

propiamente tal.

Esta historia comienza a finales del afio 1999. Estaba cursando mi penultimo afio de
carrera, y me quedaba sélo un semestre adicional para terminar los ramos obligatorios y
empezar mi Memoria de Titulo. A través de triviales conversaciones de pasillo, me enteré de
la existencia de un programa de intercambio estudiantil para efectuar estadias de un
semestre en la Universidad Estatal de New York en Plattsburgh. Se comenz¢ a perfilar un
grupo de distintos comparieros de carrera atraidos por el programa. El interés y la ilusion
crecieron rapidamente, pero el tiempo fue transcurriendo y no se emprendian acciones
concretas. Asi, hasta que una noche cualquiera, recibi un llamado telefonico clave: era Felipe
Opazo, el tinico miembro del grupo original que seguia con intenciones serias de participar en
el programa de intercambio. El motivo del llamado era muy simple, el plazo para postular
terminaba el dia siguiente, y habia que presentar una carta de intensiones. Tuve unos pocos
minutos para decidir mi inclusion en el programa. Hice la carta, la presenté al dia siguiente, y
ya estaba en camino. El proceso fue bastante largo, y poco a poco fui conociendo a los
chilenos que tenian intenciones de viajar, aunque sus rostros ain no significaban nada.




Transcurrieron tiempo y tramites, hasta el momento de partir a Estados Unidos por seis
meses.

Viajamos juntos con Felipe Opazo, dibujando historias fantasticas en nuestras
cabezas que intentaban adivinar lo que ibamos a vivir durante los proximos meses.

Mi estadia en el pais del norte fue entretenida e interesante. Pero en lo que respecta
la génesls de esta memoria, un hecho clave fue mi amistad con Danilo Perez Panfoja. Danilo,
estaba terminando su tesis de pregrado en la facuitad de Ciencias biologicas de la P.
Universidad Catdlica, bajo Ia tutela del Dr. Bernardo Gonzalez Ojeda. Durante una de las
varias conversaciones que sosteniamos a diario, Danilo me contd que trabajaba en el tema
de la Biodegradacion de contaminantes aromaticos. Ese me inferesé muchisimo, ya que
justamente ésa era una de las areas que méas me afraia, y podia significar mi fema de
Memoria. Acordé con Danilo vistitar su laboratorio a nuestro regreso a Chile.

Una semana después de haber vuelto a Chile, estaba entrevistandome con el Dr.
Bernardo Gonzalez, evaluando mi eventual integracién a su grupo de investigacion como
estudiante en pasantia. En ese momento, (segundo semestre del afio 2000) no tenia ramos
en la Universidad, ya que los Unicos que me faltaban se impartian durante el primer
semestre. Por esta razén, contaba con todo mi tiempo para dedicarlo a una pasantia. Como
resultado, una semana después estaba trabajando en el grupo del Dr. Gonzalez, bajo la

tutela de Danilo.

Trabajé todo el segundo semestre del afio 2000 en el llamado “BG Lab”. Ahi, no solo
consolidé mi amistad con Danilo, sino que hice nuevas y sélidas amistades con compafieros
del lab, Miguel Angel Sanchez, Thomas Ledger, Nicole Trefault y Matio Tello. Vivi bonitos
momentos en mi pasada por el BG Lab.

Al terminar el afio 2000, tuve que tomat la decision acerca detl laboratorio en el cual
realizaria mi trabajo de Memoria. Producto de variados problemas administrativos, no me
pude quedar en el mitico BG Lab. En ese momento, mis amigos y compafieros de frabajo me
sugirieron dirigirme hacia el Dr, Michael Seeger, con laboratorio en la Universidad Federico
Santa Maria de Valparaiso, y que desarrollaba su linea de investigacion en el area de ia




biodegradacion de contaminantes también. De hecho, existian colaboraciones informales
enire los dos laboratorios.

Me reuni con Michael, en Valparaiso y visité su laboratorio. No me costd mucho
decidirme por hacer mi Memoria con él, y radicarme por un afie y medio en el mitico puerfo
de Valparaiso. Era toda una aventura. Al poco tiempo descubri que Paula Martinez, una
cercana amiga y compafiera de carrera, también realizarfa su Memoria con Michael,

Junto con Paula, nos instalamos en Valparaiso, y nuestra interaccion nos ayudé a

enfrentar el importante cambio de vida que se nos presentaba.

El tiempo transcurrié y los resultados eran esquivos. Cai repetidas veces en las
trampas de mi ambicion y curiosidad, Io que me llevaba a desviarme frecuentemente del hilo
conductor principal de mi Memoria, y abarcar mas de lo que podia efectivamente controlar.
Esta experiencia me ensefié mucho, y me expuso claramente mis capacidades y limitaciones.
Asl, mi trabajo de fesis se extendié mucho mas de lo presupuestado.

Durante mi estadia en Valparaiso y en el “Micho Lab” nuevamente hice lindas
amistades, y conoci gente valiosa. En especial mi relacién de tutor-alumno con Michael, se
fue convirtiendo en genuina amistad, lo que generd un ambiente de trabajo muy grato. El Dr.
Bernardo Gonzalez fue clave en el desarrolio de mi memoria al abrirme las puertas de su
laboratorio en todo momento, y ofrecerme apoyo de todo tipo. Estoy muy agradecido de la
generosidad y buena voluntad de Bemardo. Ademas, en los laboratorios de Michael y
Bernardo tuve la suerte de interactuar con personas de extraordinarias cualidades humanas y
cientificas. Esta interaccion fue clave en el resultade de esta Memoria.

Hoy, mi desarrolio profesional continda, y ya no trabajo en los laboratorios citados
amiba. Sin embargo, muchas de las personas que conoci en esos lugares son grandes
amigos, que normalmente debieran quedar para toda la vida.

El proceso que culmind con la entrega de este manuscrito fue un aporte en mi vida,
desde variados puntos de vista.
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RESUMEN

Los policlorobifeniios (PCBs) son compuestos organoclorados sintéticos usados
masivamente en la industria durante el siglo pasado. Debido a su toxicidad, capacidad de
bioacumulacion, resistencia a la degradacion natural, y amplia distribucion en el ambiente, los
PCBs representan un grave problema ambiental, siendo considerados contaminantes prioritarios
a escala global. Chile firmé y ratifico el convenio de Estocolmo que establece una serie de
medidas para normalizar, fiscalizar y mitigar la liberacion al ambiente de contaminantes organicos
persistentes (COPs) tales como los PCBs. Sin embargo, en la actualidad siguen en uso equipos
eléctricos con PCBs en Chile,

Pese a la recalcitrancia de los PCBs, diversos microorganismos son capaces de
biodegradar estos compuestos. Sin embargo, esta degradacién es generalmente incompleta,
acumulandose clorobenzoatos (CBAs). En este frabajo se construyé una cepa bacteriana capaz
de degradar completamente PCBs, sin acumular intermediarios. Se incorporé el locus bph de
Burkholderia xenovorans LB400, que codifica para una de las vias de degradacion de PCBs mas
potentes, en el genoma de Ralstonia eutropha X3, cepa recombinante capaz de mineralizar 3-
CBA, 4-CBA y 3,5-dCBA. Los genes bph se transfirieron mediante conjugacion al genoma de la
cepa X3. La cepa recombinante X34 se caracterizd genética y bioquimicamente. Ademas se
_ analizo el clon X31 por haber perdido la totalidad de las capacidades catabdlicas de CBAs
conferidas por los genes xyi.

Se comprobd que el 4-CBA y el 3,5-dCBA afectan negativamente el crecimiento de
Ralstonia eutropha en bifenilo, usando como modelo de estudio la cepa X31, que es incapaz de
degradar estos compuestos.

Las cepas X34 y X31 contienen una copia estable del locus bph en su cromosoma,
producto de un unico evento de transposicion. La cepa X34 es capaz de degradar bifenilo, 3-
CBA, 4-CBA y 3,5-dCBA. Sin embargo, requiere [a presencia de mefa-toluato, inductor natural de
los genes xyl, para la degradacion de 3,5-dCBA. Este fendmeno parece ser consecuencia de un
complejo circuito regulatorio. Por ofra parte, la pérdida de capacidades catabdlicas en la cepa
X31 se debe a la aparente pérdida del cassette xy/ de su genoma.
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La cepa recombinante X34 presenta actividad BphC inducible por bifenilo. La presencia
de BphC no interfiere con la actividad TfdC (catecol dioxigenasa), esencial en la degradacion de
variados cloroaromaticos. La cepa X34 es capaz de degradar 3-CB, 4-CB, 3,5-dCB y 2,4'-dCB,
sin acumular clorobenzoatos y liberando cantidades estequiométricas de cloruro.

El acoplamiento de las vias catabélicas provenientes de distintas fuentes en un solo
microorganismo genera un sistema biologico altamente complejo. Las interacciones que se
establecen enfre las nuevas vias incorporadas, y la maquinaria fisiolégica del huésped suelen
generar resultados inesperados. El avance en este tipo de estudios consfituye un aporte
sustancial en la generacion de cepas con nuevas capacidades catabdlicas de interés comercial,
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ABSTRACT

Polychlorobiphenyls (PCBs) are synthetic chlorinated compounds widely used in the
industry during the past century. Due to their toxicity, bioaccumulation capacity, resistance to
natural degradation and wide disfribution in the environment, PCBs represent @ serious
environmental problem, and are high-priority pollutants at a global scale. Chile signed and ratified
the Stockholm Convention, which establishes a series of conditions fo normalize, control and
mitigate the release of persistent organic pollutants (POPs), such as PCBs in the environment,
Nevertheless, in Chile electric equipments with PCBs are still in use.

Despite of the recalcitrance of PCBs, several microorganisms are able to degrade these
compounds. However, biodegradation is generally incomplete, leading to the accumulation of
chlorobenzoates (CBAs). In this work, a bacterium with the ability to degrade PCBs completely
with no accumulation of CBAs was constructed. The bph locus from Burkholderia xenovorans
LB400, which codifies for one of the most potent PCBs degradation pathways, was incorporated
into the genome of Ralsfonia eutropha X3, a recombinant strain able to mineralize 3-CBA, 4-CBA
and 3,5-dCBA. The bph genes were fransferred by conjugation to the genome of strain X3.
Recombinant strain X34 was characterized genetically and biochemically. Another recombinant,
strain X31 was also analyzed because of its complete loss of xy-encoded capacities.

4-CBA and 3,5-dCBA negatively affected growth of Ralstonia eufropha in biphenyl. This
was demonstrated using strain X31, which was unable to degrade these compounds.

Strains X34 and X31 contained a stable single copy of the bph locus in the chromosame.
Bacterial strain X34 had the ability o degrade biphenyl, 3-CBA, 4-CBA and 3,5-dCBA.
Nevertheless, to achieve fotal degradation of 3,5-dCBA this strain required the presence of meta-
toluate, a natural inducer of xy/ genes. This phenomenon seems fo be a consequence of a
complex regulatory circuit. On the other hand, the phenotype of strain X31 was due to the
apparent loss of the xy! cassette from its genome.

Recombinant strain X34 showed an inducible BphC activity, one of the key enzymes in
the bph locus encoded pathway. The presence of BphC did not inferfere with TfdC activity
(catechol-dioxygenase), a key enzyme in the degradation of chloroaromatics. Strain X34 was able




to degrade 3-CB, 4-CB, 3,5-dCB and 2,4-dCB, with no accumulation of chlorobenzoates, and
releasing stoichiometric amounts of chloride.

Coupling of metabolic pathways from distinct sources in one microorganism generates a
highly complex biological system. Inferactions between the new incorporated pathways and the
physiological system of the host, frequently gives place o unexpected results. Progress in this
field is essential for the development of commercially aftractive bacterial strains with new catabolic

capacities.
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1. INTRODUCCION

1.1 Contaminacion ambiental

La actividad industrial del hombre ha experimentado una importante expansion a o largo
del siglo recién pasado. El desarrollo de tecnologias mas productivas y de menor costo ha
significado la masificacion del empleo de productos e insumos industriales. Este auge industrial,
si bien ha generado enormes beneficios para el ser humano, también ha provocado problemas
ambientales de importancia a escala global.

La liberacién deliberada o casual al ambiente de gran cantidad y diversidad de
compuestos quimicos de origen industrial se ha constituido en una poderosa amenaza para el
equilibrio natural del planeta, comprometiendo en forma directa la calidad de vida de los seres
humanos.

1.2 Contaminantes organicos persistentes (COPs)

Denfro de la gran variedad de compuestos toxicos para el medio ambiente, existe un
grupo que despierta especial preocupacién: los Contaminantes Organicos Persistentes (COPs).
Los COPs son sustancias quimicas que persisten en el ambiente por largos periodos, fienen la
capacidad de bioacumularse a través de cadenas fréficas y causan efectos adversos a [a salud
humana y los ecosistemas naturales (United Nations Environment Program (UNEP),
www.chem.unep.ch/pops/; Chaudry & Chapalamadugu, 1991).

Tomando en consideracién la deteccion de COPs en regiones donde nunca han sido
utilizados, y la consecuente amenaza global que generan, la comunidad internacional ha
realizado numerosos llamados para restringir y finalmente eliminar su uso (UNEP,
www.chem.unep.chipops/). En Mayo del afio 2001, se establece un histérico acuerdo
intemacional orienfado a normar y minimizar el uso de COPs en el planeta: el Convenio de

Estocolmo.




1.3 Convencién de Estocoimo

La Convencitn de Estocolmo, realizada en mayo de 2001, constituy6 una instancia en la
cual se debatié globalmente el problema de los contaminantes organicos persistentes. Como
resultado de esta reunidn mundial, se elabord una lista con 12 COPs de accién prioritaria, que
corresponden a compuestos organociorados (Tabla 1), junto con una serie de medidas para
normalizar, fiscalizar y mitigar su liberacién al ambiente (UNEP, www.pops.int).

Et Convenio de Estocolmo fue fimado por 151 paises de los cinco continentes. Chile
firmé junto a otros paises sudamericanos el 23 de Mayo de 2001. Para poner en marcha Ias
medidas adoptadas en Estocolmo, los paises inscritos en la convencion deben ratificar su
acuerdo. Hasta el dia de hoy, solo 41 paises han llevado a cabo dicha ratificacion incluyendo
Chile. En América, solamente Bolivia, Canad4, México, Panama y Chile han cumplido con este
requisito. El congreso chileno ratificd el convenio el 21 de julic de 2004 (UNEP, www.pops.int).

1.4 Policlorobifenilos

Los policlorobifenilos (PCBs) son compuestos organoclorados sintéticos derivados del
bifenilo. Existen 209 congéneres que se distinguen por el niimero y posicion de atomos de cloro
en el esqueleto de bifenilo (Ballschmiter & Zell, 1980). Estos compuestos se produjeron y
comercializaron principalmente en Norte-América y Europa durante 60 afios, desde comienzos de
la deécada de 1930. Las mezclas comerciales de PCBs, como el Aroclor (Estados Unidos),
Clophen (Alemania) y Kanechlor (Japén) contienen enfre 60 y 80 congéneres distintos
(Ballschmiter & Zell, 1980; Rochkind et al., 1986). Los PCBs han sido empleados en la industria
como fluidos dieléctricos en transformadores y capacitores, componentes de sistemas hidraulicos
y de transferencia de calor y agentes ignifugos, entre ofras aplicaciones. Ademas se pueden
enconirar en lubricantes, pinturas, plasticos y adhesivos (National Research Council. 1979). La
enorme aplicacion industrial que han tenido estos compuestos se debe a sus extraordinarias
propiedades fisicas y quimicas: consistencia aceitosa, gran estabilidad, inercia quimica,
resistencia al calor y alta constante dieléctrica (Hutzinger, 1974). Sin embargo, la estabilidad de
los PCBs, también impide su degradacion en el ambiente y su alta hidrofobicidad permite que se




Tabla 1. Lista de COPs definidos en el Convenio de Estocolmo.

COP

REFERENCIA

Dioxinas y furanos

Contaminantes no deseados, generados como
subproductos en procesos industriales que
involucran cloro, carbono y oxigeno.

Hexaclorobenzeno

Subproducte no deseado de la fabricacién de
disolventes y otras sustancias cloradas, como
el cloruro de vinilo y ciertos pesticidas, y de
la incineracién de residuos urbanos.

DDT

Ha sido utilizadodesde los afios 40 como
plaguicida en agricultura, pesticida
doméstico y en campafias sanitarias en
contra de la malaria.

Dieldrina, Aldrina y

Pesticidas clorados usados principalmente
como insecticidas. La endrina se utiliza

Endrina también para el control de roedores y pdjaros.
Pesticida utilizado como insecticida para el
Clordano control de tfermitas entre otfros. Puede
permanecer en el ambiente por mas de 20
afios.
Es un componente del clordano, representa
aproximadamente un 10% de su peso. Se ha
HBPTGCIOF‘O utilizado para eliminar a las fermitas,
hormigas y otros insectos del suelo.
Compuesto utilizado como pirorretardante en
Mirex pinturas, pldsticos, equipos eléctricos, y
como insecticida, para el control de hormigas
termitas y avispas.
Mezcla comercial de al menos 177
Toxafeno congéneres  clorados, wutilizada como
insecticida.
PCBs Mezcla de congéneres clorados utilizados
principalmente como aceites para
(PO“C'OI"ObifQﬂ”OS) transformadores.




mezclen facilmente con solventes organicos, aceites y grasas, lo que favorece su acumulacion a
través de las cadenas tréficas o biomagnificacion.

Se ha detectado PCBs en todo el planeta, incluidas zonas no industrializadas algjadas de
toda fuente emisora, como el Artico y la Antartica (Atlas et al,, 1981; Ballschmitter, 1991; Bacon ef
al., 1992)

Los PCBs no despertaron preocupacion mundial hasta que desastres, como la
confaminacion accidental de aceite de arroz en Japén a fines de 1968, los relacionaron con
graves efectos sobre la salud humana y animal (Fischbein ef al, 1982). A la luz de los
acontecimientos, la comunidad internacional foma conciencia sobre la necesidad de regular [a
produccion, uso y eliminacion de PCBs a fines de la década de 1970 {(U.S. Environmental

Protection Agency, 1994).

1.5 Toxicidad de los PCBs

Estudios ilevados a cabo en animales han relacionado la exposicion a PCBs con distintos
tipos de cancer, especialmente cancer de higado (Schaeffer ef al., 1384; Norback & Weltman,
1985), trastornos repraductivos (Sager & Girard, 1994; Amold ef af,, 1995), déficit en el desarrollo
(Pantaleoni ef al., 1988; Lilienthal ef al., 1990), anomalias en ei sistema inmunalagico (Tryphonas
et al., 1989) y trastornos del sistema endoctino (Jansen ef al., 1993).

El efecto de la exposicién de seres humanos a mezclas comerciales de PCBs ha sido
extensamente estudiado. Sin embargo, la limitada informacién sobre los tiempos de exposicion y
la discrepancia de los resultados impiden determinar con claridad la relacién causa-efecto
(Faroon et al, 2003). Por ofro lado, se ha enconfrade contaminanies toxicos como
policlorodibenzofuranos y paliclerodibenzodioxinas en mezclas comerciales de PCBs, lo que
complica alin mas el analisis de los resultados (Faroon et al., 2003).

En humanos, los PCBs han sido relacionados con el céancer del sistema digestivo
(Bertazzi et al., 1987; Brown, 1987), la infertilidad (Buck ef af., 2000), los trastomas del desarrallo
{Jacobson et al.,, 1984; Stewart et al., 2000), efectos sobre el sistema inmune (Svensson ef al.,
1994), efectos neurolégicos (Kuroiwa ef al., 1969; Kuratsune, 1989) y lesiones cutaneas (Quw ef
al., 1976; Fischbein ef al., 1979).




La contaminacion accidental con PCBs de productos alimenticios para consumo humano
ha permitido evaluar el nivel de toxicidad de estos compuestos al ser consumidos en dosis altas
como parte de la dieta. Un caso emblematico es el incidente Yusho, ocurrido en Japén durante
1968, en el que aproximadamente 2000 personas consumieron aceite de arroz contaminado con
Kanechlor, una mezcla comercial de PCBs (Nagayama et af., 1981; Chen et al., 1992).

La foxicicidad de los PCBs se basa en un amplio rango de mecanismos de accién, que
dependen del patron de sustitucion de cada congénere (Faroon et al., 2003). Los congéneres
coplanares que no contienen cloro en posicién orto son considerados los mas txicos y tienen un
mecanismo de accién muy similar al de 2,3,7,8-clorodioxinas y dibenzofuranos clorados,
interactuando con el receptor de aril-hidrocarburos (Ah) (Loose ef al., 1978; Safe, 1990). Los
congéneres con multiples sustituciones en posicién orfo han sido asociados con mecanismos de
accion tipo estrogeno {Jansen et al., 1993).

Ademas, se ha documentado que los productos de degradacion incompleta de PCBs
pueden ser alin més toxicos que las moléculas originales (Camara ef al., 2004).

1.6 PCBs en Chile

Por resolucién niimero 610 de la Superintendencia de Electricidad y Combustibles (SEC),
desde el 3 de septiembre de 1982, en Chile esta prohibido el uso de PCBs en equipos eléctricos
nuevos, tales como fransformadores y condensadores. Sin embargo, en la actualidad siguen en
uso equipos eléctricos con PCBs construidos antes de la fecha de prohibicién. EI gobierno de
Chile en conjunto con el Ministerio de Salud ha confeccionado una ‘lista de sustancias
peligrosas” que incluye a los PCBs (CONAMA www.conama.cl).

En mayo del afio 2001, Chile firmo el Convenio de Estocolmo sobre Contaminantes
Organicos Persistentes (COPs), que fue ratificado por el Congreso el 21 de Julio de 2004. Con el
fin de garantizar el cumplimiento de este convenio, el gobiemo de Chile esta desarrollando un
conjunto de estudios y actividades, enfre las que se cuenta la realizacion de un “Plan Nacional de
Implementacion para la Gestién de los COPs" financiado con capitales internacionates (CONAMA
http:/fwww.conama.cl/portal/1255/article-27826.html). Chile fue seleccionado, junto a 11 paises,

como pais piloto para la ejecucion de este proyecto.




i
. Por ser punto focal del Convenio de Estocolmo en el pais, la Comision Nacional para el

Medio | Ambiente (CONAMA) del gobierno de Chile, ha impulsado, desde 1999, diversas
actividades referidas a los PCBs. Resultado de esto es la edicion de un "Manual para el manejo
de PCBs", que incluso sera difundido en varios idiomas por el Programa de las Naciones Unidas
para el Medio Ambiente (PNUMA).

Durante el afic 2000 [a CONAMA puso en marcha el proyecto “Diagnéstico Nacional de
Contaminantes Organicos Persistentes” con el objetivo de determinar la cantidad de PCBs
almacenados y en uso dentro de Chile, y establecer un procedimiento estandarizado de
muestreo, analisis y elaboracién de perfiles de sustancias quimicas y sus residuos en el

ambiente. El centro EULA-Chile de Ia Universidad de Concepcidn realizé el estudio, obteniendo
los siglientes resultados:

¢ |Existe un importante volumen de PCBs almacenados y en uso dentro de Chile (396 705
litros al menos), siendo las regiones li y [l las que contienen la mayor cantidad, seguidas
por las regiones VlIl y metropolitana.

» [Existe contaminacién ambiental en Chile por PCBs. Diversos congéneres se han
detectado en bivalvos, misculo de peces, huevos y misculo de aves en distintas regiones
a lo largo de todo el pafs (Focardi et al, 1996; Fuentealba, 1996; Mufioz y Becker, 1999;

Pérez el al,, 2002).

1.7 Tecnologias para destruir los PCBs

Los PCBs se pueden destruir par medio de variadas metodaologias, basadas en sistemas
fisicos, quimicos o fisicoquimicos. La incineracion es la tecnologia més aceptada en la actualidad
(Piver y Lindstrom, 1985). Sin embargo existen también otros métodos, coma Ia desorbcion

térmical (Risoul ef al, 2002), la descloracion quimica (Nam et af, 2001), la extraccion por

solventes (Luque-Garcia y de Castro, 2003), el lavado de suelos (Sheets y Bergquist, 1999) y la
inmovilizacion (No y Meyers, 2000). Todas estas técnicas, sin embargo presentan altos costos de
operacion (U.S. Environmental Protection Agency, 1993).

Recientemente se ha recurrido a procesos bioldgicos para fratar confaminantes organicos

persistentes. El empleo de microorganismos para remediar PCBs representa una afractiva y




prometedora alternativa (Pieper & Reingke, 2000). Se han tenido experiencias exitosas de
bioremediacién de PCBs en sitios contaminados (Harkness ef al., 1993; Fava et al,, 2003). Tal es

el caso del rio Hudson efi la cuidad de New York.

1.8 Biodegradacidn de PCBs y Burkholderia xenovorans LB400

Se ha descrito numerosos microorganismos capaces de degradar bifenilos y sus
derivados clorados, tante en forma aerdhia como anaerdbia (Bopp, 1986; Bedard et al., 1986;
1987, Abraham et al., 2002; Manzano ef al, 2003). Los mecanismos aerobios de degradacian
han sido ampliamente estudiados. Sin embargo, poco se conoce acerca de los mecanismos del
catabolismo anaerobio.

Varios géneros bactetianos han sido asociados con Ia degradacidn aerébica de PCBs,
incluyendo Acinefobacter, Rhodococcus, Alcaligenes y Pseudomonas. Sin embargo, la mayoria
de estos microorganismos han mostrado ser incapaces de atacar PCBs que contienen mas de
tres atomos de cloro (Ahmed y Focht, 1973; Baxter et alf,, 1975; Tulp ef al., 1978; Reichardt ef al,,
1981; Furukawa, 1982). A mediados de los afios achenta, investigaciones cientificas de la
compafiia General Electic permitieron aislar una bacteria Gram-negativa denominada
inicialmente Pseudomonas sp. LB400, con extracrdinarias capacidades para degradar PCBs,
desde un vertedero contaminado en el estado de New York (Bopp, 1986). Esta cepa, conocida
hoy en dia como Burkholderia xenovorans LB400, no fardd en ser considerada uno de los
microorganismos aerbios més pofentes para degradar PCBs. Esta bacteria es capaz de atacar
un considerable nimero de congéneres altamente clorados incluyendo hexaclorados debido a la
relajada especificidad de sus enzimas catabdlicas (Bedard et al., 1986; Bopp, 1986; Seeger et al.,
1995a; 1995b; 1997; 1999). A consecuencia de esto, se ha desarrollado numerosos estudios
tendientes a incrementar la capacidad degradativa de esta cepa y sus enzimas catabdlicas.

Los genes bph que codifican para la via degradativa de los (clora)bifenilos en la cepa
LB400 y atras bacterias, han sido secuenciados y ampliamente caracterizados (Ahmad ef al,,
1990; Erickson & Mondello, 1992; Hofer ef al,, 1993; 1994; Masai ef al,, 1995). La cepa LB400
cuenta con once cistrones contiguos que conforman el locus bph. De estos once genes
estructurales, diez han sido relacionados directamente con la degradacion de {clora)bifenilos
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Figura 1. Via catabdlica del bifenilo de Burkholderia xenovorans LB400. A,
Via superior. (1) bifenilo; (2) bifenil 2,3-dihidrodiol; (3) 2,3-dihidroxibifenilo; (4)
2-hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2,4-  dienoato; BDO:  bifenil-2,3-dioxigenasa
(bphA1A2A3A4, subunidades de la enzima BPHA); BDDH: bifenil-2,3-
dihidrodiol-2,3-dioxigenasa (bphB); DBDO: 2,3-dihidroxibifenil-1,2-dioxigenasa
(bphC); HOPDAH: 2-hidroxi-6-oxo-6-fenil-hexa-2,4-dienoato hidrolasa (bphD);
B, Via inferior. (5a) 2-hidroxipenta-2,4-dienoato; (5b) acido benzoico; (6) 4-
hidroxi-2-oxovalerato; (7a) acetaldehido; (7b) piruvato; (8) acetil-CoA. HPDH: 2-
hidroxipenta-2,4-dienoato hidratasa (bphH); HOVA: 4-hidroxi-2-oxovalerato
aldolasa (bphl); ADH: acetaldehido deshidrogenasa (bphJ). C, estructura del
locus bph.




(Hofer et al., 1993; 1994; Seeger et al., 1995a; 1995b; 1997; 1999) (Fig. 1). El gen bphK codifica
para una glufation S-transferasa, cuyo rol podria estar asociado a la destoxificacion celular
(Bartels et al., 1989; Gilmartin ef af., 2003).

El metabolismo aerébio de los clorobifenilos se divide en dos vias complementarias: una
superior y una inferior. La via superior es responsable de la oxidacion del clorobifenilo a
clorobenzoato y un compuesto alifatico de cinco carbonos, a fravés del rompimiento en meta de
uno de los aniflos. La via inferior produce, a partir del compuesto alifatico, piruvato y acetil-coA,
metabolitos que empalman con el ciclo de los &cidos fricarboxilicos (Seeger et al., 1997) (Fig. 1).

A pesar de su versatilidad, el locus bph carece de los genes catabdlicos para benzoato,
producto final de la via superior en la degradacién de! bifenilo, Esto, sin embargo, no representa
un problema mayor, considerando la ubicuidad de estos genes entre las bacterias degradadoras
de compuestos aromaticos. La cepa LB400 no constituye una excepcion y cuenfa con las
actividades enzimaticas necesarias para degradar benzoaio.

En el caso de la biodegradacion de PCBs, la situacion es distinta. La gran mayoria de las
bacterias capaces de biodegradar clorobifenilos, incluyendo la cepa LB400, carecen de enzimas
capaces de atacar clorobenzoatos (CBAs) (Stratford, 1996). Estas enzimas, son mucho menos
frecuentes en la naturaleza y estan restringidas a un pequefio grupo de microorganismos. Por
consiguiente, los CBAs tienden a acumularse en el medio de cultive durante la degradacién
bacteriana de clorobifenilos (Bedard y Haberl, 1990; Rybkina et al., 2003).

Estudios previos han permitido detectar metabolitos resultantes de la degradacion
incompleta de clorobenzoatos por parte de diversos microorganismos ambientales. Estos
metabolitos, que incluyen clorocatecoles y semialdehidos clorados, han sido reconocidos como
toxicos (Arensdorf y Fochi, 1994). Un metabolito especialmente toxico, el antibidtico
protoanemonina, es producido a partir de 3-cloromuconato, intermediario de la degradacién del 4-
clorocatecol por enzimas de la via catabdlica del 3-oxoadipato (Fig. 2), via ampliamente repartida
entre la microflora ambiental (Blasco et al., 1995; Kaulmann et al., 2001). La via de} 3-oxoadipato
también puede producir protoanemonina a partir de 3-clorocatecol (Skiba ef af,, 2002) (Fig. 2).
Este hecho es de enorme relevancia ya que influye directamente sobre el potenciaj degradativo
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Figura 2. Producciéon de protoanemonina a partir de clorocatecoles por enzimas
de la via del 3-oxoadipato. 1: 4-clorocatecol; 2: 3-clorocatecol; 3: cloromuconato; 4: 2-
cloromuconato; 5: dienolactona; 6: 2-cloromuconolactona; 7: 5-cloromuconolactona; 8:
protoanemonina. CD: catecol-dioxigenasa; MC: muconato cicloisomerasa; CMC:
cloromuconatocicloisomerasa; MLI: muconolactona isomerasa.
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de las cepas involucradas en la bioremediacion de PCBs, como Burkholderia xenovorans LB400
(Blasco ef al., 1997).

1.9 Degradacion de clorobenzoatos y Ralstonia eutropha X3

Los procesos metabdlicos para la degradacion de CBAs, se pueden dividir en una via
periférica y una via central (Reineke y Knackmuss, 1988). Las llamadas vias periféricas consisten
en reacciones especificas, que oxidan clorobenzoatos para producir clorocatecoles (Fig. 3A). La
via cenfral, por su parte, oxida los clorocatecoles generados por las vias periféricas para formar
j-cetoadipato, compuesto canalizado hacia el ciclo de Krebs, Los anillos catecélicos pueden ser
atacados ya sea en posicion orfo o mela por las enzimas catabélicas. Sin embargo, los catecoles
clorados sufren el rompimiento del anillo aromatico generalmente en posicion orfo, a través de la
via cenfral orfo-modificada, denominada asi por analogia con la via orfo de degradacion de
catecoles no sustituidos (Fig. 3B).

Ralstonia eufropha JMP 134, bacteria gram-negativa aislada en Australia a principios de
los afios 80 por su capacidad para crecer eficientemente en el herbicida 2,4 D (acido 2,4
diclorofenoxiacético) (Don y Pemberton, 1981; Pieper ef al., 1988), es considerada uno de los
mas versatiles microorganismos conocidos capaces de mineralizar compuestfos cloroarométicos
de un anillo. Las vias catabolicas que posee R. eufropha JMP134, asi como los genes que las
codifican han sido ampliamente estudiados (Perkins, 1990; Laemmii ef al., 2004). El genoma de
esta bacteria ha sido recientemente secuenciado (Trefault ef al., 2004).

Ralstonia eutropha JMP 134 posee, ademas del ADN cromosomal, un plasmido
conjugativo de 88 kb, perteneciente al grupo de incompatibilidad IncP-B y de amplio rango de
huesped, denominado pJP4 (Don y Pemberton, 1985; Trefault ef al., 2004).

La cepa JMP 134 es capaz de mineralizar 3-clorobenzoato, a fravés de una via periférica
codificada por los genes cromosomales benABC, regulados por el producto del gen cafR, y una
via orto-modificada codificada por dos modulos genéticos homélogos, ubicados en el plasmido
pJP4; tfd | y tid Il {Pérez-Pantoja et al.,, 2000) (Fig. 3C). El sistema modular de los genes tfd es
complejo y ha sido motivo de numerosos estudios (Varela, 1998; Pérez-Pantoja et al,, 2000).
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Figura 3. Vias catabolicas involucradas en la degradacion de CBAs en
Ralstonia eutropha X3. A, Vias periféricas para la degradacion de 3-; 4- y 3,5-
dCBA. B, Via orto-modificada para la degradacion de clorocatecoles. C,
Médulos genéticos tfd que codifican las enzimas de la via orfo-modificada de
clorocatecoles.
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Ralstonia eutropha X3, es una cepa recombinante derivada de JMP 134, con
capacidades mejoradas para la degradacion de clorobenzoatos (Ledger et al., 2002). Se obtuvo
incorporando los genes xyIXYZL y el regulador xy/S, provenientes del plasmido catabélico pWWO
de Pseudomonas putida mt-2, responsables de la ruta meta de degradacion de derivados de
xileno y folueno, en el genoma de JMP 134-F3, una cepa derivada de JMP134 con un
reordenamiento genético en el plasmido pJP4, que se fraduce en la duplicacion de los madulos
genéticos ffd (Ledger ef al., 2002). El plasmido pJP4 reordenado, denominado pJP4-F3, mejora
las capacidades catabolicas de la cepa JMP 134-F3 (Clement ef af, 2001). Los genes xy/
codifican actividades toluato dioxigenasa y toluato dihidrodiol deshidrogenasa de especificidad
relajada, que atacan benzoatos sustifuidos en posicibnes mefa y para, oxidandolos hasta
clorocatecoles (Fig. 3) (Reineke y Knackmuss, 1978; Lehrbach ef al., 1984; Abril et al., 1989). La
cepa X3 es capaz de mineralizar 3-CBA; 4-CBA y 3,5-dCBA vy utilizar estos compuestos como
unica fuente de carbono y energia. El sistema enzimatico codificado por los genes xyf puede
degradar 3-CBA, 4-CBA y 3,5-dCBA hasta clorocatecal, pero es incapaz de reconocer 3,5-dCBA
como inductor. A pesar de esto, la cepa X3 crece en 3,5-dCBA como tinica fuente de carbono. En
relacion a esto, se ha comprobado la existencia, de al menos 1 regulador capaz de inducir el
sistema xy! en ausencia de Xy/S en el genoma de JMP134 (Ledger et al,, 2002). Este regulador,
denominado Xy/S162, desencadena la induccion del sistema xy/ en respuesta a 3,5-dCBA y
podria ser responsable del crecimiento de la cepa X3 en este compuesto.

1.10 Acoplamiento de las vias catabélicas de policlorobifenilos y clorobenzoatos

La biodegradacién de PCBs podria ser opfimizada combinando vias catabdlicas de
clorobifenilos y clorobenzoatos, en un solo microorganismo. Esta idea fue propuesta hace ya
varios afios afrés (Furukawa y Chakrabary, 1982; Reineke, 1998). Diversas bacterias
recombinantes se han construido con Tas dos vfas catabolicas, ya sea in vivo (Mokross ef al,
1990; Havel y Reineke, 1991; Focht ef al., 1996; Hofer ef al.,, 1996) o in vitro (Hrywna et al,,
1999). Sin embargo, las cepas recombinantes construidas no han sido eficientes, debido a bajas
tasas de crecimiento, capacidad degradativa restringida y precario conocimiento de las vias

catabolicas involucradas.
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La combinacion de vias metabtlicas es un problema complejo. No es suficiente
incorporar a un microorganismo determinado los genes adecuados para que la operacion sea
exitosa. Los fenémenos degradativos son procesos que dependen del establecimiento de un
fréagil equilibrio, finamente regulado, con el fin de evitar la acumulacion de intermediarios no
deseados o toxicos.

La coexistencia de vias orfo y mela para la degradacion de cloroarométicos ha sido
descrita como problematica. El rompimiento meta del 3-clorocatecol, un intermediario de la
degradacion orfo del 3-CBA, genera un compuesto altamente reactivo, capaz de formar enlaces
covalentes con las enzimas que lo producen inactivandolas itreversiblemente (Reineke ef al,
1982; Bartels ef al, 1984; Arensdorf y Focht, 1994), Ademas, el rompimiento mefa del 4-
clorocatecol, ofro intermediario de la via orfo de los CBAs, produce semialdehidos que
generalmente no son degradados, por lo que representa una ruta metabdlica improductiva desde
el punto de vista energético {Arensdorf y Focht, 1994) (Fig. 4). Luego, combinar la via meta de los
bifenilos {via superior) con una via orfo-modificada de clorobenzoatos puede representar un
problema, mas aln considerando que la enzima 2,3-dihidroxibifenil 1,2-dioxigenasa (BphC) de
LB400, es capaz de atacar clorocatecoles (Elfis ef al, 1993; Vaillancourt ef al, 2002). La
supuesta incompatibilidad entre vias mefa y orfo no es absoluta, dependiendo en gran medida de
las variables impuestas por cada sistema. La intensidad relativa de los flujos catabélicos puede
ser un factor clave, controlando los niveles de intermediarios probleméticos. Las caracteristicas
de los sistemas enziméticos involucrados también determinan el nivel de incompatibilidad. Se ha
descrito, por ejemplo, la existencia de una via meta para la degradacion completa de 3-
clorocatecol en Pseudomonas putida GJ31 y 4-clorocatecol en Pseudomonas cepacia P166
(Arensdorf y Focht, 1995, Kaschabek ef al., 1998; Mars et af,, 1999 ).

La combinacion de los sistemas catabdlicos para la degradacion completa de PCBs
presentes en Burkholderia xenovorans LB400 y Ralstonia eufropha X3 marca una gran ventaja

comparativa, por ser éstos altamente eficientes y estar ampliamente caracterizados.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Se postula que la incorporacion del locus bph de la bacteria Burkholderia xenovorans LB400, que
codifica una via catabélica de clorobifenilos, a una cepa degradadora de clorobenzoatos (CBAs),
permite generar una cepa recombinante capaz de mineralizar clorobifenilos (CBs) sin acumular
CBAs.

OBJETIVO GENERAL

Consfruir una cepa bacteriana capaz de degradar policlorobifenilos (PCBs) y
clorobenzoatos (CBAs), por medio de la combinacidn de las vias catabdlicas de los clorobifenilos
y clorobenzoatos provenientes de las cepas Burkholderia xenovorans |B400 y Ralstonia

eutropha X3.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Cenerar una bacteria recombinante mediante la incorporacién del locus genético bph de
Burkholderia xenovorans LB400 en el genoma de Ralstonia eutropha X3.

o Estudiar el crecimiento de las cepas recombinanies obtenidas, usando bifenilo y CBAs
como fuente de carbono.

» Caracterizar genéticamente las cepas recombinantes de interés, determinando la
presencia, estabilidad y nimero de copias del locus bph en su genoma.

 Determinar los niveles de expresion de los genes claves en el catabolismo de PCBs y

CBAs mediante la medicion de las respectivas actividades enzimaticas.

e Caracterizar una cepa recombinante en relacion a su capacidad para degradar CBAs y
PCBs.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES

2.1.1 Reactivos

Los CBAs (98%) se adquirieron en Fluka AG (Buchs, Suiza) o Lancaster Sintesis (Reino
Unido). Bifenilo (99%), alcohol isoamilico y cloroformo se adquirieron de Merck (Darmstadt,
Alemania). La ampiciina se obtuvo de Sigma (Steinheim, Alemania), la kanamicina de
Calbiochem (Darmstadt, Alemania). Reactivo de Bradford y didesoxinucledfidos (dNTPs) fueron
adquiridos en Winkler (Santiago, Chile). Taq ADN polimerasa se adquirié en GeneLab (Santiago,
Chile), fa endonucleasa de restriccion Sacl y los marcadores de peso molecular de ADN (1kb
DNA extension Ladder) provienen de Invitrogen (Carlsbad, Estados Unidos).

2.1.2 Cepas bacterianas

e E coli cepa DH5a: F, endA1, hsdR17, supE44, thi-1, recA1, gyrA96, relAl, deoR,
AflacZYA-argF), U169 (lacZAM15). Resistencia a cido nalidixico {Ausubel ef al., 1992).

e E coli SM10 (Apir): thi-1, thr, leu, tonA, lacY, supE, recA:RPA-2-Tc:Mu, Apir.
Resistencia a Kanamicina. Cepa que contiene plasmido pT5K012.

* Burkholderia xenovorans LB400, cepa silvestre degradadora de PCBs (Bopp, 1986).

» Ralstonia eutropha X3, cepa recombinante degradadora de CBAs, derivada de
Ralstonia eutropha JMP134 (Ledger et al.,, 2002).

2.1.3 Plasmidos
¢ pT5K012: plasmidio de integracion cromosomal derivado de pUT-kan, con el locus bph
clonado entre los limites de un transposon del tipo mini-Tn5 (Dowling ef af,, 1993; Hofer
et al., 1996).
 pSPM100: plasmidio de integracion cromosomal derivado de pUT-telurito, con los genes
xyIXYZL y xyIS clonados entre los limites de un fransposén del tipo mini-Tn5 {de Lorenzo
et al., 1990).
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2.1.4 Medios de cultivo :

2.1.4.1 Medio Luria-Bertani
El medio LB contiene por cada 100 ml de solucién: 1g de triptona, 0,5 g de extracto de

levadura y 0,5 g de cloruro de sodio por cada 100 ml de solucion. Se esteriliza por autoclave y

puede ser almacenado a temperatura ambiente.

2.1.4.2 Medio minimo Ksal

Se empled un medio salino libre de cloruro denominado Ksal, que contigne sales de
amonio y fosfato, ademéas de concentraciones trazas de minerales (Adriaens ef al,, 1989). Este
medio permite efectuar [a cuantificacion de cloruro.

La solucién de Ksal se prepard por dilucion en agua estéril de las soluciones stock K, M,
Fy T, cuya composicion fue Ia siguiente:
Solucion K {100 X): 40 gl de KH2POs, 160 g/l de KzHPOs y 50 g/l de (NH4)2804x 7H;0, pH final
aproximado a 7,2. Solucién esterilizada en autoclave.

Sotucion M {400 X): 80 g/l de MgSOs. Solucitn esterilizada en autociave,

Solucién F (1000 X): 2 gfi de FeSOs x 7H20. Esta solucidn se acidifica con acido sulfiirico hasta

pH 2-3 y se esteriliza por filtracion con filtros de nitrocelulosa de 0,2 pm Millipore (Bedford, MA,
USA).

Solucion T (1000 X): 2 gfi de CaS0a x 2H20, 0,2 g/l de MnSOs x H20, 0,2 gft de CuSO4 x 5H:0,
0.2 g/l de ZnSO4 x 7H20, 0,12 g/l de Co(NOs)z x 6H20, 0,1 g/l de NaMoQs x 2H20, 0,05 g/l de

H3BOs. Solucion esterilizada por filfracion con filtros de nitrocelulosa de 0,2 Lum.

2.1.4.3 Medios solidos
Para la preparacion de placas con medio solido se agregd a los medios liquidos agar al

1,5% PIV. En el caso de las placas de medio minimo suplementado con una tnica fuente de
carbono, se utilizé un agar de alta pureza (Agar Noble). Los antibiéticos y las fuentes de carbono

se esterilizaron por filtracién antes de ser agregados al medio de cultivo.
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2.2 METODOS

2.2.1 Cultivo de microorganismos
2211 I\o'la| tencion de microorganismos

Lag cepas de E. coli se mantuvieron en placas con medio LB en agar al 1,5% ph,

suplementado con los antibidticos comespondientes. Las cepas de Ralsfonia eutropha vy

|
Burkholde, | a xenovorans se mantuvieron en placas con medio salino minimo Ksal en agar
ultrapuro ali 1,5% p/v, suplementado con un compuesto aromatico como Unica fuente de carbono
y energia, @ de manera similar a las cepas de E. cofi, Las cepas stock se mantuvieron a 4°C y
traspasaror| a placas frescas cada 30 dias. Para el almacenamienfo de las cepas por periodos

largos, éstas se criopreservaron a -80°C en medio salino minimo Ksal con glicerol al 25% viv.

2.2.1.2 Crecimiento de cepas en cultivos liquidos
Las|cepas de E. coli se inocularon en medio liquido LB suplementado con los antibidticos

requeridos, y se incubaron a 37°C en un agitador orbital hasta alcanzar la D.O. deseada.

Las; cepas de Ralsfonia eufropha se crecieron en medio minimo salino Ksal
suplementado con fructosa, compuestos aromaticos o en medio rico LB, eventualmente en

presencia de antibidticos (kanamicina 75 pg/ml; ampicilina 100 pg/ml, merbromin 0,5 mg/ml). La

incubacidnse realizé a 30°C en agitador orbital.

Eniel caso de los cultivos con bifenilo como Unica fuente de carbono, éste se agregd
disuelto en |acetona al recipiente. Luego, se dejo evaporar [a acetona para agregar el medio
minimo Ksal y el inoculo bacteriano correspondiente. Esto se efectiia ya que el bifenilo no es

soluble en medio acuoso.

| .r . san - -
- 2.2.2 Incorporacion de material genético en células huésped
| s . . ,
Par'a la construccion de cepas recombinantes derivadas de Ralstonia eutropha X3, fue
necesario incorporar material genético en células receptoras mediante Ia técnica de conjugacion

biparental. A su vez, el material genético de interés se insertd en el cromosoma de las células
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huésped ;f)or medio de {ransposicién. En efecto, el locus bph se encuentra clonado entre los
limites de un sistema de transposicidn conservativo mini-Tn5 {DeLorenzo ef al., 1990).

2.2.2.1 Conjugaci6n biparental

Paira incorporar en R. eutropha X3 el vector plasmidial derivado de pUT-kan {mini Tn5),
pT5K012, ise utilizo la técnica de conjugacion biparental. Esta técnica también se us6 para
traspasar fel plasmido catabdlico pJP4 desde distintas cepas de R. eufropha hacia la cepa
receplora E| colf DH5a..

Las| cepas dadoras y receptoras se crecieron en 2 ml de medio LB usando agentes de
seleccion apropiados. Se centrifugé 1 ml de dadora y 1 ml de receptora durante 2 min a 6000 rpm
(en centrifuga de meson). Las células dadoras y receptoras sedimentadas se lavaron ires veces
con agua ;éstén'l. Las células dadoras se resuspendieron en 100 pl de agua estéril y esta
suspensi()ril se uso para resuspender las células receptoras. Finalmente, la suspension celular
obtenida sfe: deposité sobre una placa de agar LB, sin ningln tipo de seleccidn. Las placas se
incubaron al 30°C por toda la noche. Al dia siguiente, una fraccion de las células crecidas en Ia
placa se suspendieron en un volumen entre 400 ply 1000 pl de agua estéril. La suspension final
se diluyo en caso necesario, y alicuotas de 100 ul se sembraron en placas de seleccion (agar LB
en presenc?ia de los agentes de seleccion merbromin/kanamicina para R. eufropha y
merbromin/acido nalidixico para E. coff) con el fin de obtener las cepas receptoras que hubieran
adquirido el!ADN de interés.

223 Méto'f:los de biologia molecular
2.2.3.1 Extraccion del ADN tofal

Pafra extraer el ADN fotal de las cepas bacterianas, se utilizd el kit “Wizard Genomic DNA
Puriﬂcations Kit" de Promega (Madison, EE.UU.). El protocolo de extraccion con este kit se basa
en la lisis ?de tas células a alta temperatura (80°C), la precipitacion de las proteinas a altas
concentracio]nes salinas y la precipitacion y posterior purificacion del ADN con isopropanal. El
ADN obtenido es de alta pureza y puede ser empleado directamente en ofras técnicas de biologfa
molecular tales como amplificacion por PCR o hibridizacion Southem.
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2.2.3.2 Extraccion de ADN plasmidial

Para obtener ADN plasmidial se utilizd el kit QiAprep Spin Plasmid, QIAGEN Inc.
(Chatsworth, EE.UU.). Este kit esta basado en el método de isis alcalina (Bimboim y Doly, 1979),
y en la unién especifica del ADN a silica en presencia de una elevada concentracion salina. El
protocolo consta de tres etapas principales: lisis celular con SDS y NaOH, adsorcion del ADN a

una columna de silica y lavado/elucion del ADN.

2.2.3.3 Amplificacion de! ADN por PCR
2.2.3.3.1 Mezcla de reaccion

Para preparar la mezcla de reaccion usada para la amplificacion de ADN por PCR, se
emplet soluciones stock de tampon para 7aq ADN polimerasa (10 X), partidores especificos (50
pM), mezcla de desoximbonucledtidos trifosfatos (ANTPs) (2,5 mM c/u) y MgClz (50 mM). Para
las reacciones de PCR se utilizé una concentracion de 2 uM para cada partidor, 0,25 mM para
los dNTPs y 1,5 mM para el MgClz. Se usd 1,5 U de Taq ADN polimerasa y 1 pl de ADN

templado.

2.2.3.3.2 Partidores y programas de amplificacion

El disefio de los partidores para PCR se realizd basado en las secuencias de los genes
bphC, bphD, xyIX y tnp {transposasa) previamente publicadas (Berg ef al., 1989; Hofer et al,,
1993; Greated ef al., 2002) Los niimeros de acceso en la base de datos GeneBank de algunos de
estos genes son: X66122 (bphC), X66123 (bphD) y AJ344068 (xyIX). Para la amplificacion de un
fragmento de bphC se utilizd los partidores bphC1: 5-TTTGGGATACATGGGGTTTGC-3' y
bphC2: 5-TGTTGTTCATGCTTTGTTGCG-3'. Para la amplificacion de un fragmento de bphD se
ulilizd los partidores bphD1: 5-AAATGACCGCACTCACCGAAA-3' y bphD2: 5-
TGCCGCAGGAAGTCAATCA-3. Para la amplificacion de un fragmento de xy/X se utilizé los
partidores Fwxy/X: 5-ATGCACCTGGGGCTCG-3' y RewxylX: 5-ACACGCCCTCCGCATG-3',
Finalmente, para la amplificacion de un fragmento de inp se ufilizd los partidores TNP480: 5-
GCGCTGGGTGATCCTCGCCG-3' y TNP120: 5-GCGCAGGCTCAAGCTCGC-3'.
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Se agradece al Dr. Victor delLorenzo y al Dr. Bemdt Hofer por facilitar los partidores
especificos para xy/X y tnp, respectivamente.

Para amplificar las sondas bphC y bphD y el gen xy/S162, se uso el siguiente programa:
un ciclo de desnaturacion (5 min a 95°C), 35 ciclos de amplificacion (45 s a 95°C, 455 a 58°C y
2 min a 72°C) y un ciclo de extension final (10 min a 72°C). Para la amplificacion del gen xyiX se
ufilizd el mismo programa, pero con una femperatura de hibridizacién de 55°C. Para la
amplificacién del gen de la transposasa de los vectores pT5K012 y pSPM100 se empled una
temperatura de hibridizacion de 60°C.

Para realizar las distintas reacciones de amplificacion se ufilizd un termociclador Perkin-
Elmer modelo Gene Amp PCR System 2400.

2.2.3.4 Digestion del ADN
Para digerir el ADN se usaron endonucleasas de restriccion segtin protocolos estandares

(Ausubel ef al., 1992). El ADN gendmico bacteriano se digiri6 durante toda la noche.

2.2.3.5 Hibridizacién Southern
2.2.3.5.1 Obtencion de las sondas

Se utilizd dos sondas complementarias a los genes bphC y bphD para efectuar los
ensayos de hibridacion Southern. Las sondas se amplificaron por PCR usando como templado el
plasmido pT5K012 y purificaron por precipitacion con etanol, con e} fin de separarlas de los
partidores usados en la reaccion de PCR.

2.2.3.5.2 Marcacion de las sondas

La hibridacién Southern del ADN fotal de las cepas de R. eutropha estudiadas se llevo a
cabo haciendo uso de sondas marcadas por el sistema “Random Primer DNA Biofinylation” de
KPL, Inc. (Gaithersburg, EE.UU.). Este sistema se basa en la amplificacion del ADN usando el
fragmento Klenow de la ADN polimerasa, con partidores al azar de 6 nucledtidos y en la
incorporacion de dCTP biofinilade a ias nuevas moléculas de ADN generadas. Se utilizd como
sondas, fragmentos de ADN amplificados por PCR y purificados desde geles de agarosa.
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Se tomaron 24 pl de la solucién de ADN junto con 20 pl de solucion de partidores (2,5
X). Se desnaturalizd el ADN templado y los partidores calentando la muestra a 95°C por 5 min.
Inmediatamente después, la muestra se incubd en hielo, donde se le agregd 5 pl de una mezcla
de dNTPs (10 X) con dCTP biofinilado y 1 1 del fragmento Klenow de la ADN polimerasa, La
mezcla final se incubd a 37°C por 2 h. Al cabo de este tiempo, se agregaron 5 pl de tampdn de

término, con lo cual se detuvo la reaccion de polimerizacion.

2.2.3.5.3 Preparacion del gel y electrotransferencia a membrana

El ADN fotal de las cepas, digerido con la endonucleasa Sacl se sometid a una
electroforesis en gel de agarosa. Después de ser fotografiado, el gel se desnaturalizd mediante
dos incubaciones de 10 min en una solucién de NaCl 1,5 M y NaOH 0,5 M. Posteriormente se
lavé con agua destilada, y se neutralizé por 20 min en amortiguador TAE (TAE 10 X: Tris 0,4 M,
EDTA 0,01 M, &cido acético 0,2 M).

Para la electrotransferencia se usd una membrana de nylon marca BioRad modelo “Zeta-
Probe GT" de aproximadamente el mismo tamafio que el gel. Antes de la transferencia, la
membrana se incubd en amortiguador TAE (0,5 X) por 5 min.

La transferencia se realizé en amortiguador TAE 0,5 X a una tension eléctrica de 80 V por
4 h, utilizando una camara BioRad “Trans-Blot Cell’. Para evitar el recalentamiento del sistema,
se uso un dispositivo de recirculacion de agua fria.

Después de Ia fransferencia, se extrajo la membrana del casette de transferencia, se dejo
secar a temperatura ambiente y se incub6 por 1 h a 80°C para fijar el ADN. Una vez fijada, la

membrana se guardé a temperatura ambiente hasta ser hibridizada con las sondas de interés.

2.2.3.5.4 Hibridizacion

Para efectuar la prehibridizacion, se coloco la membrana con el ADN fransferido en un
frasco, en presencia del amortiguador de hibridizacion con formamida provisto en el kit “DNA
Detector HRP Southern Blotting Kit” de KPL Inc. (Gaithersburg MD, EE.UU.), al cual se le agregd

ADN de espermio de arenque desnaturalizado, en una concentracién final de 200 pg/ml. La
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membrana se incubd de esta manera en un homo con rotacion Hybaid (Franklin, EE.UU.) a 42°C
por 16 h aproximadamente.

Posteriormente, se procedio a [a hibridizacion, para lo cual se utilizo la misma solucion, a
la cual se agreg6 la sonda previamente desnaturalizada a 10040 por 10 min. La membrana se
incubd con la sonda a 42°C por 16 h. Todas las incubaciones se hicieron con rotacion constante.

Para eliminar la sonda en exceso, se realizo una serie de lavados: dos veces por 15 min
a temperatura ambiente en una solucién SSPE 2 X {NaCl 3M, NaHzPO4 20 mM y EDTA 2 mM pH
7,4) y SDS af 0,1%, dos veces por 15 min a 55°C en una solucion SSPE 0,2 Xy SDS al 0,1% y
finalmente 5 min a temperatura ambiente en una solucién SSPE 2 X para remover el SDS
residual.

Despues del lavado, se realizé el bloqueo de los sitios inespecfficos de unién a proteina
incubando la membrana a temperatura ambiente por 45 min en la solucién de bloqueo al 1%,
provista en el kit. Posteriormente, se agregé al medio de incubacion el conjugado estreptavidina-
fosfatasa alcalina en una dilucion 1:500, y se incubd por 30 min adicionales, La membrana se
lavo 3 veces por 5 min a temperatura ambiente con un amertiguador de lavado final (Tris-base
100 mM, NaCl 100 mM, MgCl2 x 6 H20 50 mM, pH 9,5).

Finalmente, el revelado se realizd incubando la membrana por 1 min en la solucién de
sustrato de fosfatasa alcalina “LumiGLO", y se expuso a un film fotografico tipo “Hyperfilm ECL"
de Amersham Life Science (Buckinghamshire, Inglaterra) entre dos hojas de mica transparente,
en oscuridad por 15 min aproximadamente, a temperatura ambiente. El film se reveld con las

soluciones de revelado correspondientes.

2.2.4 Degradacion de clorobenzoatos (CBAs)

Se evalud la transformacién de CBAs por suspensiones celulares de R. eutropha X34
creciendo en medio minimo Ksal suplementado con fructosa 5 mM. Al alcanzar los cultivos fa
fase exponencial de crecimiento (D.O.s00 nm de 0,7), se agregd el CBA en estudio, a una
concentracion final de 0,5 mM y se tomaron alicuotas de 1 mi a diversos tiempos. Las alicuotas

obtenidas se procesaron en el momento, o se guardaron a -20°C.
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El procesamiento de las muestras consistit en una centrifugacion a 20.000 g. Se tomaron

500 pl del sobrenadante. Las muestras se guardaron a —20°C hasta el andlisis analitico.

2.2.5 Degradacion de PCBs
2.2.5.1 Cinética de degradacion

Se evalud la transformacion de PCBs por suspensiones celulares en reposo de R.
eutropha X34. Para esto se realizaron cultivos de 80 ml con células en fase exponencial de
crecimiento, utilizando bifenilo 2 mM como fuente de carbono y energia. Las células se lavaron 3
veces con medio minimo Ksal, a iravés de centrifugaciones sucesivas, para finalmente ser
resuspendidas en 8 ml del mismo medio. Paralelamente, se prepararon 8 tubos con cada uno de
los PCBs estudiados (ver culfivos liquidos con bifenilo) a una concentracion final de 250 uM en
duplicado. Se repartié 1 ml de la suspension celular concentrada 10 veces en cada uno de los
tubos, que a su vez se incubaron por 24 h en un agitador orbital a 30°C y una velocidad de
agitacion de 350 rpm. Al cabo de este tiempo se procedi6 al procesamiento de los cultivos para
poder obiener muestras para analisis por HPLC.

Uno de los duplicados para cada PCB estudiado se destind al analisis de los compuestos
en fase acuosa, es decir los CBAs que eventualmente puedan haberse acumulado durante el
periodo de incubacion. Para esto, se efectu6 el mismo tratamiento ya descrito para el anélisis de
CBAs. El contenido de los tubos restantes se someti6 a extracciones orgénicas para obtener y

posteriormente cuantificar los PCBs, compuestos insolubles en agua.

2.2.5.2 Extraccion organica

Para realizar la exiraccion organica de las muestras, se adiciond un volumen de hexano y
se agité vigorosamente por inversion y por vértex durante 1 min. Después de la agitacién y una
vez estabilizada la interfase entre las fases organicas y acuosas, se rescat6 la fase superior
desde el tubo, cuidando de no fomar parte de la fase acuosa, Esta operacion se repitié dos veces
mas con el fin de aumentar el rendimienfo de la extraccion. Se obtuvo un volumen de
aproximadamente 2,5 ml de fase organica. El siguiente paso consisiid en evaporar fodo el
hexano usando una corriente de gas nitrégeno inerfe, y agregar un volumen conocido del mismo
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solvente para asi poder cuantificar los PCBs por HPLC. El volumen final de hexano agregado fue
de 1 ml y las muestras se guardaron a -20°C hasta el estudio analitico. Cabe sefialar que antes
de las exiracciones, se adiciond a cada fubo fenantreno como estandar intemmo, a una
concentracion final de 500 pM. Todas Ilas manipulaciones con solventes organicos durante este

protocolo se realizaron con material de vidrio, para evitar contaminaciones por plésticos.

2.2.6 Analisis por HPLC

Se ufilizd un sistema HPLC marca Beckman modelo Sysiem Gold equipado con un
detector de arreglo de diodos y una columna Lichrosphere RP-C18 de 5 um de espesar de film,
150 mm de largo y 4,6 mm de didmetro marca Supelco (Bellefonte, USA).

Para el analisis de CBAs, ia fase mdvil ufilizada fue una mezcla de metanol 80%, acido
ortofosférico 0,5% y ‘agua 19,5%, previamente desgasificada. La bomba del equipo se operd con
un flujo de 1 mi/min y el detector se programé para cuantificar longitudes de onda de 230 nm. Los
CBAs se cuantificaron por comparacion con estandares auténticos de alta pureza.

Para el analisis de PCBs se utilizé una fase mévil compuesta por acetonitrilo 80% y agua
20%, previamente desgasificada. El equipo se operd con un flujo de 1 ml/min y programé para
cuantificar una longitud de onda de 230 nm. Los PCBs se cuantificaron por comparacién con

estandares auténticos de alta pureza.

2.2.7 Determinacion de actividades enzimaticas
2.2.7.1 Preparacion de extractos crudos

Cuitivos de 100 ml de Ralstonia eutropha X34 se crecieron en bifenilo 2 mM como (nica
fuente de carbono y energia, en agitador orbital a 30°C y 325 rpm. Se agreg6 un determinado
CBA a los cultivos en fase exponencial de crecimiento (D.O.s00 nm de 0,6). Las bacterias se
incubaron en presencia de CBAs por 2 h bajo las mismas condiciones de crecimiento, para la
induccidn de los genes relacionados con el catabolismo de CBAs. Los cultivos se detuvieron en
fase exponencial tardia y se centiifugaron a 10.730 g durante 10 min. El sobrenadante se
descarto, y las celulas se resuspendieron en 30 ml de tampén 50 mM Tris-acetato pH 7,5 para
determinar la actividad TfdC o tampén fosfato 10 mM pH 7,0 para determinar la actividad BphC.
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Después de una serie de tres lavados, Ias células se resuspendieron en 1 m! del mismo tampon,
y sometieron a ruptura por sonicacion usando un homogenizador ulfrasénico Microson modelo
XL2000 (5 ciclos de 15 s, con intervalos de 15 s a una potencia de salida de 6 watts). El producto
de la sonicacion se centrifugé a 20.000 g por 45 min. El sobrenadante se centiifugd nuevamente
en las mismas condiciones. Finalmente el exiracto crudo obtenido luego de la dltima
cenfrifugacidn se recolectd, y utilizé directamente para los ensayos de actividad enzimatica.
Todas las manipulaciones durante el protecolo recién descrito se realizaron a 4°C. Los tampones
se enfriaron a 4°C antes de su utilizacién, y los extractos crudos se mantuvieron siempre en hielo.

Una unidad de actividad enzimética se defini6 como la cantidad de producto (umol)

generado por minuto por mg de proteina..

2.2.7.2 Actividad clorocatecol-1,2-dioxigenasa (TfdC)

La actividad clorocatecol-1,2-dioxigenasa se midio por formacién de 2,4-dicloromuconato
a partir de 3,5diclorocatecol. La mezcla de reaccién en 3 ml de volumen final contenia 3,5-
diclorocatecol (3,5-dCC) 50 pM, tampon Tris-acetato 33 mM pH 7,5 y enire 20 pl y 60 pl de
extracto crudo. La mezcla fue puesta en una cubeta de cuarzo de 3 ml y la reaccion se inicio por
adicion de 3,5-dCC. Se siguio la cinética de la reaccion en un espectrofotémetro Perkin Elmer
Lambda 11 a una longitud de onda de 260 nm, que corresponde al méaximo de absorcion del 2 4-

dicloromuconato.
Para el calculo de las actividades se utilizo el coeficiente de extincion molar del 2,4-

dicloromuconato €260 nm =12.000 M-'cm-! {Dorn ef af,, 1978).

2.2.7.3 Actividad dihidroxibifenilo dioxigenasa (BphC)

La actividad dihidroxibifenilo dioxigenasa se midié por la formacion de acido 2-hidroxi-6-
oxo—6-fenilhexa—2,4—dien‘oico (HOPDA) a partir de dihidroxibifenilo (DHB). La mezcla de reaccién
en 3 ml de volumen final contenia DHB 60 pM, buifer fosfato de potasio 100 mM pH 7,5 v entre
20 pi 'y 60 i del extracto crudo. La mezcla se puso en una cubeta de cuarzo de 3 ml y la

reaccion se inicio por adicién del sustrato DHB. Se sigui6 la cinética de la reaccion de la misma




28

forma que en el punto anterior, a una longitud de onda de 434 nm, que corresponde al maximo de

absorcion del HOPDA,
Para el calculo de las actividades se utilizb el coeficiente de extincion molar def HOPDA,

£434nm = 25.700 M-icm! (Seah ef al., 2000).

2.2.7.4 Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas se determind por el método de Bradford (Bradford, 1976).
Los extractos crudos se diluyeron de 100 a 200 veces en 1 ml de agua destilada. Se combind 800
pl de esta dilucién, con 200 pl del reactivo de Bradford. La mezcla se incubd por 10 min a
temperatura ambiente. Finalmente, se midi6 la absorbancia de [as muestras a 535 nm. Se calculd

la concentracién de proteinas interpolando las mediciones en una curva de calibracién de BSA

realizada en un rango de 0 a 25 pg/ml.

2.2.8 Cuantificacién de cloruro
Para cuantificar cloruro, se empled un método espectrofotométrico basado en el método

del tiocianato de mercurio (Florence y Famar, 1971). Alicuotas de 200 pl de la solucion a
cuantificar se mezclaron con 150 pl de una solucion de nitrato férrico 0,375 M preparada en 5,25
M de é&cido perclorico, y 150 pl de una solucién de etanol saturada en tiocianato de mercurio I,
Después de incubar por 5 min, se midi6 la absorbancia de la mezcla a 460 nm. La concentracin
de cloruro se obtuvo interpolando las mediciones en una curva de calibracién de KCl realizada en

unrangode 0 a 1 mM,
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3. RESULTADOS

3.1 Construccion de bacterias degradadoras de PCBs y clorobenzoatos

En este frabajo se propuso construir una bacteria recombinante capaz de mineralizar
PCBs. Como huésped se empled Ralsfonia eutropha X3, una bacteria degradadora de CBAs
(Ledger ef al., 2002). En este microorganismo se insertd el locus bph de Burkholderia xenovorans
LB400 que codifica para la via catabélica de bifenilo (Erickson y Mondello, 1992). Los genes bph
se transfirieron al genoma de [a cepa X3 mediante el vector suicida pT5K012, derivado de pUT-
kan, que contiene el locus bph completo y un marcador de resistencia a kanamicina entre los
extremos de un fransposdn mini-Tn5. Dado que el vector pT5K012 es incapaz de replicar en la
cepa X3, es posible aislar clones en los que el locus bph se ha incorporado al genoma, mediante
la aplicacién de presiones selectivas.

El vector pT5K012 se fransfirid de E. coli a Ralstonia eutropha X3 por medio de una
conjugacion bi-parental. Para seleccionar aquellos fransconjugantes que incorporaron el locus
bph a su genoma, se utilizaron placas de medio LB suplementado con merbromin que permite
seleccionar el plasmido pJP4 de la cepa X3 y kanamicina que permite seleccionar clones que
contienen el mini-fransposén Tnb. con los genes bph.

En cada placa de medio selectivo usada en la conjugacion biparental de los genes bph,
se obtuvieron en promedio 100 colonias. Se eligieron 9 colonias al azar para una caracterizacion

preliminar.

3.2 Analisis de las capacidades catabélicas de los transconjugantes

La figura 5 muestra el crecimiento de los clones seleccionados en medios de cultivo
empleando bifenilo y distintos CBAs como (nica fuente de carbono y energia. Todos los
transconjugantes analizados adquirieron la capacidad de crecer ufilizando bifenilo como Unica
fuente de carbono y energia, hasta una densidad dptica (600 nm) superior a 1,0. La cepa parental
X3 no es capaz de crecer a expensas de esfe compuesto. Todas las cepas recombinantes
mantuvieron la capacidad de crecer empleando 3-CBA. Sin embargo, del total de
fransconjugantes, solo dos fueron capaces de crecer en 4-CBA y no hubo clones capaces de
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crecer en 3,5-dCBA como unica fuente de carbono y energia. Ningun clon recombinante mantuvo

las capacidades catabolicas de |a cepa parental X3.
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Figura 5. Perfiles de crecimiento de Ralstonia eutropha X3 y tranconjugantes en bifenilo y
CBAs. Las cepas se cultivaron en medio minimo K-sal, suplementado con la correspondiente
fuente de carbono, a una concentracion de 2 mM. En la figura se muestra la D.0.500 nm alcanzada
por los cultivos después de una incubacion de 72 h a 30°C.

Con el fin de determinar si la pérdida de crecimiento observada en los transconjugantes
es atribuible a la acumulacion de algun metabolito toxico, se realizaron estudios de degradacion
de CBAs. Para esto se agregd 4-CBA o 3,5-dCBA a cultivos en fase exponencial de crecimiento,
en un medio de cultivo que contiene fructosa 2 mM como fuente de carbono y energia. Se
monitoreo la concentracion de CBA en los cultivos a distintos tiempos. Las cepas incapaces de
crecer en 4-CBA y 3,5-dCBA no degradaron estos compuestos, descartandose la acumulacion de
metabolitos toxicos.
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De las cepas recombinantes que demostraron tener las mejores capacidades catabdlicas
se seleccion6 la cepa X34 para una caracterizacion méas extensa, La cepa X31 se selecciond
como modelo para estudiar la pérdida total de funciones otorgadas por el sistema xy! evidenciada

por el 80% de las cepas recombinantes.

3.3 Caracterizacion genética de las cepas recombinantes

Un factor clave en los sistemas catabdlicos es el nimero de copias de los genes que
codifican para las enzimas involucradas en los procesos degradativos (Perez-Pantoja ef al.,
2003). Para determinar el nimero de eventos de integracion del locus bph en el genoma de las
cepas recombinantes X31 y X34, se realizd un ensayo de hibridacion Southern empleando ADN
total (Fig. 6).

El ensayo Southem se efectué con dos sondas distintas para confirmar el resultado
obtenido, y descartar la posibilidad de que dos bandas con similar movilidad electroforética
aparezcan como una sola. Las dos sondas empleadas hibridizaron una sola vez con el ADN de
las cepas X31 y X34, El control positivo mostrd una banda de 15 kilobases aproximadamente, lo
que concuerda con el peso del plasmido pTSK012. EI ADN de ia cepa X3 no hibridizé con [as

sondas.

X31 X34 B + - x31 xas

i

Figura 6. Hibridacién Southern de cepas recombinantes derivadas de Ralstonia eutropha
X3. ADN digerido con Sacl se hibridizo con las sondas complementarias a bphG (A) y bphD (B). +,
pT5K012 (control positivo); -, ADN fotal cepa X3 (control negativo); X31 ADN fotal cepa X31 y X34,
ADN total cepa X34.
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Este ensayo confirma la presencia fisica del locus bph en las cepas recombinantes
estudiadas, producto de un evento Gnico de integracién.

Para determinar el nimero de copias del locus bph en las cepas recombinantes se
estudié su localizacion en el genoma. En el cromosoma, el locus bph se encontraria en copia
tnica, mientras que en el plasmido pJP4, este ndmero seria igual a la cantidad de plasmidos por
célula, es decir aproximadamente 5 en Ralstonia eufropha JMP134 (Trefault ef al., 2002).

Se traspasb e! plasmido pJP4-F3 de las cepas X3, X31 y X34, a E. coli DH5a. por medio
de una conjugacion biparental y se estudié la presencia del locus bph en las cepas receptoras
seleccionando con merbromin y &cido nalidixico. La totalidad de los transconjugantes analizados
mostraron ser sensibles a kanamicina indicando que el locus bph no fue transferido junto al
plasmido pJP4-F3. Por consiguiente, los genes bph se encuentran integrados en el cromosoma
de las cepas X31 y X34,

La estabilidad de un microorganismo modificado genéticamente representa un factor
critico en su manipulacién, y determina el potencial riesgo ambiental asociado con su utilizacién.
En relacion a esto, se propuso evaluar la estabilidad de los genes bph en el genoma de las cepas
X31 y X34, cultivadas en medio no selectivo por 100 generaciones. Se inoculd pre-cultivos de
cada cepa en medio LB a un 1% V/V. Una vez alcanzada la fase estacionaria de crecimiento, se
colectd una alicuota de los culfivos para reinocular medio LB fresco. Esta operacion se repitio 10
veces. Cada cultivo independiente representa un crecimiento de 10 generaciones. Ambas cepas
mantuvieron la capacidad de crecer en bifenilo, conferida por el locus bph, aiin después de 100
generaciones creciendo en medio no selectivo, lo que da cuenta de la incorporacion estable de
los genes bph en su genoma.

Por otra parte, se busco determinar si la integracion del locus bph en el genoma de las
cepas X34 y X31 fue consecuencia de un evento de transposicién o de una cointegracion del
vector suicida pT5K012 completo. Para esto se estudid la presencia del gen np que codifica para
fa transposasa del sistema mini-Tnb, propio del esqueleto plasmidial en las cepas mencionadas,

por amplificacion mediante PCR (Fig. 7).
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Figura 7. Amplificacién por PCR del gen tnp desde cepas recombinantes derivadas de
Ralstonia eutropha JMP134. +1, pSPM100 (control positivo 1); +2, pT5K012 (control posifivo
2); -, cepa JMP134 (control negativo); X3, ADN fotal de cepa recombinante X3; X31, ADN fotal
de cepa recombinante X31; X34, ADN fotal de cepa recombinante X34.

En los controles positivos utilizados, los plasmidos pSPM100 y pT5K012, se obtuvo un
amplicon de 730 kb aproximadamente, que corresponde al tamafio esperado para el gen fnp. En
el caso de las cepas JMP134, X3, X31 y X34 se amplificd un fragmento de menor tamaiio (680
pb) que no deberia coresponder al gen fnp. Este fragmento debiera ser resultado de una
amplificacion inespecifica sin embargo su secuencia exacta no fue determinada. Este resultado
permite suponer que los genes xyl y bph fueron incorporados al genoma de Ralstonia eufropha
por medio de un evento de fransposicién.

Finalmente, se estudié la presencia de los genes relacionados con las capacidades
catabdlicas perdidas por las cepas recombinantes, en el genoma de las cepas X31 y X34. Los
genes seleccionados fueron xy/S162, que codifica para un regulador capaz de reemplazar a XylS
en la induccion de los genes xyl en respuesta a 3,5-dCBA, y xylX, que codifica para la subunidad
catalitica de la enzima toluato-dioxigenasa, responsable de la degradacion de 4-CBA y 3,5-dCBA.
Se realizd una amplificacion mediante PCR de los genes mencionados cuyos resultados

aparecen en la figura 8. En todas las cepas recombinantes estudiadas se pudo observar la

amplificacion de un fragmento de 1800 pb correspondiente al gen xy/S162 (Fig. 8A). El amplicon
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de 1349 pb correspondiente al gen xyIX se detectd en las cepas X3 y X34 y no en la cepa X31
(Fig. 8B). Considerando estos resultados, se descarta la eventual interrupcion fisica del reguiador
xyiS162 como expl}cacién para la pérdida de capacidades catabdlicas en las cepas X31 y X34.
La falta de deteccion del gen xy/X en la cepa X31 explica su incapacidad para crecer usando 4-
CBA y 3,5-dCBA como {inica fuente de carbono y energia. Con el fin de complementar el
resultado anterior, se realizé un ensayo de sensibilidad a telurito, que es el marcador de
seleccion contenido en el cassette xy/, para las cepas X3, X31 y X34. Se inoculd medio LB en
presencia de telurito con las cepas mencionadas y evalué el crecimiento de éstas. Las cepas X3
y X34 fueron capaces de crecer en el medio selectivo, La cepa X31 mostrd ser sensible a telurito.

A X3 X31 X34

Figura 8. Amplificacion por PCR de los genes xy/S162 y xylX desde cepas
recombinantes derivadas de Ralstonia eutropha JMP134. A, gen xy/S162; B, gen xy/X. +,
plasmido pSPM100 (control positivo); -, ADN total de cepa JMP134 (control negativo); X3, ADN
total de cepa recombinante X3; X31, ADN fotal de cepa recombinante X31; X34, ADN total de
cepa recombinante X34.

3.4 Efecto de CBAs sobre el crecimiento de la cepa X31 en bifenilo
Con el objeto de evaluar el efecto de la presencia de CBAs, sobre el sistema catabdlico

del bifenilo, se estudié el crecimiento de la cepa X31 usando bifenito como tmica fuente de




carbono y energia, en presencia de concentraciones crecientes de 4-CBA y 3,5-dCBA. En el
experimento control se empleo fructosa como unica fuente de carbono y energia (Fig. 9). La cepa
X31 es incapaz de degradar 4-CBA y 3,5-dCBA, por lo que se descartan efectos debidos a la

acumulacion de metabolitos derivados del catabolismo de CBAs.
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Figura 9. Efecto de clorobenzoatos sobre crecimiento de cepa X31 en bifenilo y fructosa.
Las células se cultivaron en medio minimo K-sal, por 72 h a 30°C utilizando fructosa o bifenilo
como fuente de carbono, suplementado con CBA en las concentraciones indicadas.

Se puede observar que el 4-CBA y el 3,5-dCBA en concentraciones mayores a 3 mM
afectan negativamente el crecimiento de la cepa X31 en bifenilo. A partir de una concentracion de
4 mM, estos CBAs inhiben completamente el crecimiento de la cepa. Este efecto no se observd
empleando fructosa como fuente de carbono y energia.
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3.5 Crecimiento de la cepa X34 en bifenilo y CBAs

Se caracteriz6 Ia capacidad de la cepa X34 para crecer empleando bifenilo y CBAs como
Gnica fuente de carbono y energia. Para esto se estudié su crecimiento en un rango de
concentraciones de sustrato desde 0 mM hasta 18 mM (Fig. 10). ‘

La cepa X34 fue capaz de crecer en todo el rango de concentraciones de bifenilo
estudiadas, alcanzando una densidad dptica maxima a 600 nm de 1,6 a partir de 4 mM. En 3-
CBA y 4-CBA, el crecimiento observado estuvo acotado a un rango de concentraciones mas
pequeiio, produciéndose una brusca caida en concentraciones superiores a 10 mM. La densidad
Optica maxima alcanzada por la cepa X34 en 3-CBA fue de 1,1 a una concentracion de 3-CBA de
8 mM. En 4-CBA, la densidad oOptica maxima fue de 1,3 a una concentracion de 10 mM. Para
todos los compuestos estudiados, se observd un incremento lineal de! crecimiento bacteriano con
respecto a la concentracion de sustrato, antes de alcanzar el méximo. La cepa X34 fue incapaz
de crecer en 3,5-dCBA como (nica fuente de carbono y energia en todas las concentraciones

estudiadas.

3.6 Actividades enziméticas especificas de BphC y TfdC en la cepa X34.

Las enzimas BphC y TfdC juegan un papel clave en el catabolismo de PCBs y CBAs,
respectivamente ya que son responsables de la apertura del anilio aromatico. Diversos
antecedentes bibliograficos indican que existe cierta incompatibilidad enftre estas enzimas, al
coexistir en un mismo microorganismo (Reineke ef al., 1982; Bartels ef al., 1984: Brenner et al.,
1994; Tsoi et al, 1999). En este contexto, se propuso evaluar la actividad enzimética BphC y
TidC durante el crecimiento de la cepa X34 empleando bifenilo y CBAs, con el fin de evaluar
potenciales interferencias.

Se crecid la cepa X34 en medio minimo suplementado con bifenilo 5 mM hasta la fase
exponencial de crecimiento. Se adiciond un determinado CBA para alcanzar una concentracion
final de 0,5 mM, y se incubd el cultivo 2 h mas en [as mismas condiciones de crecimiento.
Finalmente, se prepararon extractos crudos y se midié la actividad enzimatica. La condicion
contro! sin induccion de los genes bphC y fdC se obtuvo empleando fructosa como fuente de

carbono y energia.
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Figura 10. Crecimiento de la cepa recombinante X34 en distintas concentraciones de
bifenilo y CBAs. Los cultivos se incubaron por 72 h, hasta la fase estacionaria de crecimiento, en
medio minimo K-sal, suplementado con la correspondiente fuente de carbono a distintas
concentraciones.

La Tabla 2 muestra actividades BphC y TfdC en extractos crudos de la cepa X34 crecida
en bifenilo y CBAs. La actividad BphC es fuertemente inducida por bifenilo. Cuando la cepa X34
se crece en bifenilo en presencia de 4-CBA, la induccion de BphC es mayor. La actividad TfdC es
levemente inducida por bifenilo y aumenta durante el crecimiento en bifenilo en presencia de 4-
CBA. En presencia de 3,5-dCBA las actividades BphC y TfdC no se inducen.

En presencia de 3-CBA las actividades observadas tanto de BphC como de TfdC son
muy bajas. Esto corresponde a un artefacto experimental. En efecto, durante el crecimiento de la
cepa X34 en bifenilo, es probable que se encuentre inducida una actividad benzoato dioxigenasa

en respuesta a la presencia de benzoato como metabolito intermedio del catabolismo de bifenilo.
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Tabla 2. Actividades enziméticas especificas de BphC y TfdC en la cepa X34 crecida en
distintas fuentes de carbono.

Actividad Enzimatica (U/mg) Induccion
Fuente de Carbono BphC TG BphC T1dC
Fructosa 0,003 (0,0007) 0,007 (0,0018) 1 1,0
Bifenilo 0,520 (0,1800) 0,025 (0,0065) 157 3,6
Bifenilo + 3-CBA 0,076 (0,0100) 0,003 (0,0007) 23 0,5
Bifenilo + 4-CBA 1,000 (0,0550) 0,072 (0,0002) 303 105

Bifenilo + 3,5-dCBA 0,620 (0,1400) 0,033 (0,0020) 187 4.8
{ ) Error del promedio entre dos mediciones ndependienies

Esta actividad, dada en la cepa X34 por las enzimas BenABC y/o XyIXYZL, podria
transformar 3-CBA en 3-CC a una alta tasa, no compensada por la baja actividad residual de la
clorocatecol dioxigenasa, detectada en estas condiciones de crecimiento. A pesar que el sistema
tfd es inducido por 3-CBA, el fenémeno de induccion requiere de un determinado periodo de
tiempo, que permitiria la acumulacion de 3-CC hasta niveles toxicos para la célula.

3.7 Degradacion de CBAs por Ralstonia eutropha X34,

Para obtener informacion acerca de las capacidades catablicas de la cepa X34, se
realizd una cinetica de degradacion de CBAs. Para esto, cultivos en fase exponencial de
Raistonia eutropha X34, crecidos usando fructosa como (nica fuente de carbono y energia, se
incubaron con distintos CBAs. La concentracion de cada CBA se determiné por HPLC (Fig. 11).

La cepa X34 degrada en forma eficiente 3-CBA y 4-CBA, siendo la tasa de degradacion
de 3-CBA ligeramente mayor. En concordancia con los estudios de crecimiento descritos
anteriormente en estas condiciones, la cepa X34 es incapaz de degradar 3,5-CBA. Sin embargo,
en presencia de 3-meil-benzoato, inductor natural de los genes xyIXYZL (Ramos ef al., 1986), la
cepa X34 degrada 3,5-dCBA. La degradacion de 3,5-dCBA es mas lenta que la degradacion de
3-CBA y de 4-CBA.




39

700 -

600 4 -
S 5004
< ,
m
O 400 4
S
o
£ 300 -
g ‘ ———— - ~
§ 200 - \ —e— 3-CBA
- ' = 4-CBA i

100 4 \ —&— 3,5-dCBA +m-toluato

\k |—*—35dCBA |
0 — — —_— — = - T 5 1
0 100 200 300 400 500
Tiempo (min)

Figura 11. Degradacién de clorobenzoatos por la cepa recombinante Ralstonia eutropha
X34. Se tomaron alicuotas de los cultivos crecidos en fructosa a distintos tiempos de incubacion
con un determinado CBA. La concentracion de cada CBA se determiné por HPLC.

3.8 Degradacion de PCBs por Ralstonia eutropha X34.

Una vez comprobada la efectividad de la cepa X34 para degradar diversos CBAs y
bifenilo, se evalué su capacidad de catabolizar PCBs. Se estudit la degradacion de cuatro
congéneres distintos de PCBs: dos bifenilos monoclorados, 3-CB y 4-CB, y dos bifenilos
diclorados, 3,5-dCB y 2,4'-dCB.

Células en reposo de la cepa X34 previamente crecidas en bifenilo o en una mezcla de
bifenilo con m-toluato (3-metilbenzoato), se incubaron durante 72 h con congéneres de PCBs. Al
finalizar el periodo de incubacion, se determiné la concentracion de PCB remanente en el medio,
el tipo y la concentracion de CBA acumulado, y la concentracion de cloruro liberado (Tabla 3). La
liberacion de cloruro es consecuencia de la deshalogenacion del sustrato inicial, y por lo tanto

representa un buen parametro para evaluar la degradacion de PCBs.
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La cepa X34 es capaz de degradar completamente 3-CB, 4-CB y 2,4'-dCB, sin acumular
CBAs y liberando cantidades estequiométricas de cloruro. La degradacion completa de 3,5-dCB
se obtuvo ufilizando células en reposo previamente crecidas en presencia de m-toluato. Sin el
efecto inductivo ejercido por m-oluato sobre el sistema de genes xyl, aproximadamente un 50%
del 3,5-dCB existente al inicio de [a incubacion es acumulado como 3,5-dCBA en el medio.

Tabla 3. Degradacion de diversos PCBs monoclorados y diclorados por Ralsfonia eutropha
X34. Células crecidas en bifenilo se lavaron con K-sal, concentraron 10 veces e incubaron con
clorobifenilo 0,5 mM por 72 h. Se determind la concentracion de clorobifenilos, clorobenzoatos y
cloruro.

Bifenilo Bifenilo + m-Toluato
Sustrato % CB % CBA % Cloruro % CB % CBA % Cloruro
acumulado liberado acumulado liberado
3-CB N.D. 0 115 N.D. N.D. 91
4-CB N.D. 0 123 N.D. N.D. 125
3,5-CB N.D. 52 76 N.D. 8,6 104
2.4'-CB N.D. 0 98 N.D. N.D. 101

N.D. No detectado

Para estudiar mas detalladamente el fenémeno degradativo de CBs expuesto en la Tabla
3, se realiz6 una cinética de degradacion para 4-CB, usando cultivos de la cepa X34 (Fig. 11).

En las condiciones experimentales del estudio, la cepa X34 degrada completamente 4-
CB en 6 h aproximadamente. La cinética de degradacion de 4-CB se correlaciona con la cinética

de liberacion de cloruro al medio. No se observa acumulacion fransiente de 4-CBA.
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Figura 12. Cinética de la degradacion de 4-CB y la liberacion de cloruro por la cepa
recombinante Ralstonia eutropha X34. Células crecidas en bifenilo se lavaron con K-sal,
concentraron 10 veces e incubaron con 4-clorobifenilo 0,25 mM. Se determind la concentracion de
clorobifenilos, clorobenzoatos v cloruro a distintos tiempos de incubacion.
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4. DISCUSION

Diversos microorganismos capaces de degradar PCBs han sido aislados desde el medio
ambiente (Furukawa y Chakrabarty, 1982; Bopp, 1986; Bedard ef al., 1986; 1987; Abraham &f al,,
2002; Manzano ef al, 2003). Sin embargo, la mayoria de estos microorganismos acumulan
clorobenzoatos, metabolitos intermedios en el catabolismo de PCBs (Bedard y Haber, 1990;
Stratford, 1996; Seeger et al., 1997, 1999; Rybkina et al., 2003), lo que afecta considerablemente
el resultado del proceso degradativo y consfituye un problema significativo al disefiar estrategias
de biorremediacién para PCBs (Blasco et al, 1997). Una solucion a este problema es Ia
combinacién de las vias catabdlicas de PCBs y CBAs en un solo microorganismo. A fravés de
este procedimiento es posible obtener sistemas biologicos capaces de mineralizar PCBs sin
acumular metabolitos intermedios.

El objetivo principal de esta fesis fue construir y caracterizar una cepa bacteriana
modificada genéticamente capaz de mineralizar PCBs. Para esto, el locus genético bph que
codifica para la ruta metabélica de degradacion de (cloro)bifenilos en Burkholderia xenovorans
LB400, se incorpord al genoma de la cepa degradadora de CBAs, Ralstonia eutropha X3.

Burkholderia xenovorans LB400 degrada PCBs a través de la via catabdlica para CBs
codificada por el locus bph. Esta via le confiere a la cepa LB400 la capacidad para degradar CB
hasta CBA y acetilCoA. El benzoato generado durante el proceso degradativo del bifenilo se
oxida a traves de ofras vias catabélicas, y constituye una fuente de carbono y energia para la
cepa: En el caso de los bifenilos halosustituidos como los PCBs, se genera CBAs como
productos de la degradacion. A excepcion del 3-CBA, la cepa LB400 no degrada CBAs
(Potrawfke et al., 1998). Esta incapacidad para dioxigenar CBAs es muy recurrente entre las
cepas nativas degradadoras de PCBs. Esto se traduce en la acumulacién de CBAs durante el
catabolismo de PCBs. Lo anterior puede llevar a la potencial generacion de compuestos
altamente toxicos por parte de la microfiora ambiental, tales como et antibidtico protoanemonina
(Blasco et al,, 1995). Se ha observado que la viabilidad de bacterias degradadoras de PCBs en
suelos no estériles disminuye considerablemente en presencia de 4-CB, estando este efecto
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asociado con la produccion de protoanemonina a partir de 4-clorocatecol, intermediario de [a
degradacién de 4-CB, por parte de la microflora ambiental (Blasco et al,, 1997). Con el fin de
soslayar este problema y opfimizar la biorremediacion de PCBs, se han llevado a cabo
numerosas investigaciones conducentes a la obtencidn de microorganismos y consorcios
microbianos capaces de degradar una amplia gama tanto de PCBs como de CBAs (Mokross ef
al., 1990; Havel y Reineke, 1991; Adams ef al., 1992; Hofer et al., 1996; Potrawfke et al,, 1998;
Hrywna et al., 1998; Klemba ef al, 2000; Rodrigues ef al., 2001; Sanggoo ef af, 2001). A
continuacion se describen los resuitados de algunos de estos trabajos.

Havel y Reineke (1991) lograron obtener una cepa bacteriana, Pseudomonas cepacia
JHR22, capaz de mineralizar 2-CB, 3-CB, 4-CB, 2,4-dCB y 3,5-dCB. Esta cepa se obtuvo por
conjugacian, incorporando genes provenientes de bacterias ambientales degradadoras de PCBs
previamente aisladas, a una cepa receptora, Pseudomonas cepacia JH230, capaz de degradar
una amplia gama de CBAs.

Adams y colaboradores construyeron la cepa recombinante Pseudomonas sp. CB15 que
es capaz de mineralizar 3-CB (Adams ef al., 1992). Este microorganismo se generd mediante
traspaso in vivo de material genético entre Pseudomonas sp. HF1, una cepa degradadora de 3-
CBA, y Acinetobacter sp. P8, una cepa degradadora de PCBs.

La capacidad catabdlica de las cepas JHR22 y CB15 es el resultado de transformaciones
genéticas desconocidas, por lo que representa un sistema de dificil manipulacién y conirol. El
limitado entendimiento del funcionamiento de las cepas recombinantes recién descritas responde
a los métodos empleados en su construccion. Estas cepas derivan de un intercambio genético no
caracterizado, tal como ocurre en la naturaleza, donde la aparicion de nuevas cepas bacterianas
es consecuencia, entre otros factores, del flujo aleatorio de informacion genética entre células
presentes en un ambiente comtin (Focht ef al., 1996).

Hrywna y colaboradores construyeron dos cepas recombinantes VP44(pE43) vy
VP44(pPC3), capaces de mineralizar 2-CB y 4-CB, respectivamente. Estas cepas se generaron a
través de la incorporacion de los genes ohb de Pseudomonas aeruginosa 142 y fch de
Arthrobacter globiformis KZT1, responsables de la degradacion de orto- y para-halobenzoatos,




respectivamente, en el genoma de Comarmonas tesfosteroni VP44, una cepa degradadora de
PCBs (Hrywna ef al., 1999).

Posteriormente, Rodrigues y colaboradores generaron una cepa recombinante capaz de
mineralizar 4-CB. Esta bacteria se generé incorporando en el genoma de Rhodococeus sp.
RHA1, una bacteria Gram-posiiva degradadora de PCBs, el operdn fch de Arthrobacter
globiformis KZT1, que codifica para la via catabdlica del 4-CBA (Rodrigues et al., 2001).

Los sistemas recombinantes citados en los dos (ltimos ejemplos presentan un alto nivel
de caracterizacion por encontrarse los genes manipulados, secuenciados y clonados en vectores
conocidos. Sin embargo, presentan una importante limitacion al ser capaces de mineralizar solo
un congénere de PCB.

Los resultados obtenidos en la construccién de bacterias recombinantes con capacidades
mejoradas para degradar PCBs han sido discretos. Esto se explica por el limitado rango de
sustratos catabolizados, y el deficiente entendimiento de los sistemas genéticos involucrados.
Una forma de minimizar dificultades como las mencionadas, es utilizar sistemas bien
caracterizados, con capacidades catabdlicas reconocidas.

En esta tesis se incorpord el locus genético bph de Burkholderia xenovorans LB400, que
codifica para una de las vias de degradacion de PCBs mas potentes y mejor caracterizadas
(Hofer et al., 1993; 1994; Seeger ef al., 1995, 1997, 1999, 2001 y Beltrametti ef al., 2001), en el
genoma de Ralstonia eutropha X3, cepa recombinante derivada de Ralstonia eutropha JMP134,
Por su capacidad para degradar diversos contaminantes cloroaromaticos, la cepa ambiental
Raistonia eutropha JMP134 ha sido ampliamente estudiada, y recientemente se ha completado la
secuenciacion de su genoma (Don y Pemberton, 1985; Pieper et al., 1993; Clément et al., 1995 y
Trefault et af,, 2004).

El locus bph de la cepa LB400 se traspasd al genoma de la cepa X3 a través de una
conjugacion biparental. De nueve transconjugantes seleccionados, solo dos, X34 y X35,
mostraron capacidades degradativas comparables a la cepa parental X3. Para realizar estudios
mas detallados se eligié finalmente la cepa X34. La figura 12 esquematiza las capacidades
catabolicas de la cepa X34. Ademés se consideré en estos estudios la cepa X31 por haber
perdido la totalidad de las capacidades catabolicas conferidas por los genes xy!.
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Figura 13. Esquema de las capacidades catabdlicas de PCBs y CBAs de Ralstonia eutropha
X34. La linea continua delgada verde encierra las capacidades de Burkholderia xenovorans LB400,
la linea punteada azul encierra las capacidades de Ralstonia eutropha X3 y la linea continua
gruesa roja encierra las capacidades de la cepa recombinante Ralstonia eutropha X34.

Considerando los antecedentes acerca de los efectos negativos relacionados con la
acumulacion de CBAs sobre las bacterias degradadoras de PCBs (Sondossi et al., 1992; Blasco
et al.,, 1995; Vrana ef al., 1996), se decidio estudiar el efecto directo causado por ciertos CBAs
sobre las células de Ralstonia eutropha. La cepa X34, no puede ser utilizada en este estudio,
debido a que es capaz de degradar 4-CBA y 3,5-dCBA, lo que impide ver el efecto de los CBAs
per se. Para esto se opt6 por utilizar la cepa recombinante X31, que constituye un excelente
modelo de estudio dado a que puede crecer usando bifenilo como unica fuente de carbono y
energia y es incapaz de degradar CBAs sustituidos en posiciones meta y para. Se analizé el
crecimiento de la cepa X31 empleando fructosa o bifenilo como fuentes de carbono, en presencia
de 4-CBA 0 3,5-dCBA. Concentraciones de 4-CBA y 3,5-dCBA superiores a 4 mM, impidieron el
crecimiento de la cepa X31 en bifenilo, pero no afectaron el crecimiento en fructosa. Esto deja en
evidencia un efecto negativo especifico sobre el metabolismo de bifenilo en Ralstonia eutropha
ejercido por estos compuestos. Se ha observado también una disminucion en la tasa de
crecimiento de Burkholderia xenovorans LB400 causada por 2-CBA y 4-CBA (Martinez, 2004).
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Se evalué la esfabilidad, el ndmero de copias y la ubicacién del locus bph en el genoma
de las cepas bacterianas X34 y X31. El locus bph se mantiene estable por mas de 100
generaciones en ambas cepas recombinantes creciendo en condiciones no selectivas. Mediante
hibridacion Southem, se comprobo Ia ocurrencia de un Unico evento de insercion del cassette
bph en el genoma de las cepas X34 y X31. Para determinar la ubicacion cromosomal o plasmidial
del locus bph en las cepas recombinantes, se traspaso el plasmido pJP4-F3 por conjugacion
desde las cepas X34 y X31 a la bacteria E. coli, estudiando la presencia del locus bph en E, colf
mediante seleccidn con kanamicina y acido nalidixico. Et plasmido pJP4-F3, pero no ei locus bph,
fue transferido a E. cofi. Esto demuestra que el locus bph se incorpord en el cromosoma de las
bacterias X34 y X31. Los datos obtenidos confirman la presencia de una copia (nica del locus
bph en el genoma de las cepas recombinantes. La localizacion cromosomal del locus bph,
concuerda con la estabilidad mostrada por las cepas recombinantes en condiciones de cultivo no
selectivas.

El nimero de copias de elementos genéticos incorporados en cepas receptoras durante
la construccion de nuevos microorganismos catabdlicos, puede determinar el éxito o fracaso de la
operacion. lLos fenémenos degradativos son procesos complejos que dependen del
establecimiento de un fragil equilibrio enfre las vias catabdlicas involucradas, que evita la
acumulacién de intermediarios no deseados o toxicos. Es asi como la dosis génica de los
modulos ffd en Ralstonia eutropha JMP134 tiene un efecto dramatico sobre la capacidad de esta
cepa para degradar compuestos cloroaromaticos como el 3-CBA (Pérez-Pantoja et al., 2000;
Ledger et al., 2002).

Pese a la utilizacion del elemento mévil mini-Tnd para transferir el cassette con los genes
bph desde el plasmido pT5K012 al genoma de la cepa X3 es posible que ocurra una
cointegracion del vector completo. Esta incdgnita se aclard a través de la amplificacion por PCR
del gen codificante para la transposasa del sistema mini-Tn5, el cual resultd no estar contenido
en las cepas X34 y X31. Esto indica que la integracion de los genes xyl y bph en el genoma de
las cepas recombinantes mencionadas ocurrio via transposicion.
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La cepa recombinante Rafsfonia eufropha X34 adquirié en forma exitosa las capacidades
catabdlicas codificadas en el locus bph. Sin embargo, la adquisicion de estos genes coincidio con
la pérdida de algunas capacidades en las cepas receptoras. Ninguno de los clones
recombinantes analizados mantuvo infactas las capacidades catabélicas de la cepa X3.

La pérdida de capacidades como resuitado de la expresion de genes heterdlogos en
cepas recombinantes representa un hecho relativamente comin al acoplar vias catabdlicas
provenientes de distintos organismos (Reineke ef al,, 1982; Ledger ef al, 2002). Se ha
demostrado que la insercion de los genes xy/XYZL, provenientes de Pseudomonas putida mt-2,
bajo el control de su regulador xyfS, en el genoma de Ralstonia eutropha JMP134, provoca la
pérdida de la capacidad de esta cepa para crecer usando 3-CBA como (inica fuente de carbono y
energia (Ledger ef al., 2002; Perez-Pantoja et al., 2003). En este caso, la adquisicidn de una
actividad benzoato-dioxigenasa de baja especificidad se traduce en un considerable aumento de
la velocidad de conversion de 3-CBA a 3-CC, acumulandose este dltimo compuesto hasta niveles
toxicos (Schweigert ef al,, 2001). Este fendmeno puede ser evitado aumentando la actividad
enzimatica responsable de! catabolismo de 3-CC. Otro caso lo constituye la cepa recombinante
WR211 (Reineke ef al., 1982) derivada de Pseudomonas putida B13, que a pesar de contar con
[a via catabdlica codificada por los genes xy! de Pseudomonas putida mt-2, es incapaz de crecer
usando 4-CBA como (nica fuente de carbono y energia. La incapacidad de la cepa WR211 para
crecer en 4-CBA se explica por la coexistencia en un solo microorganismo de vias orfo y meta de
degradacion de catecoles, codificadas por los genes clc y xyi, respectivamente. La via xy/ de
rompimiento del anillo catecdlico en posicion mefa es inducida directamente por benzoatos
sustituidos, mientras que la via orfo-modificada cic de la cepa B13 utiliza como activador
cloromuconato, un metabolito intermediario en la degradacion orfo de clorocatecoles (Reineke et
al., 1982; Mcrall ef al, 1998). Producto de esto, la induccion de la via orfo-modificada se
encuentra temporalmente desfasada con respecto a la de la via xyl. El sistema xy/ inducido,
canaliza la degradacion de catecoles a través del rompimiento en meta del anillo aromatico. Esto
impide la formacién de cloromuconato y la consiguiente induccion de la via orfo-modificada. El
rompimiento en mefa del anillo catecdlico cloro-sustituido en posicion para, genera semi-
aldehidos como metabolitos finales, constituyendo una via improductiva desde el punto de vista




48

energético (Arensdorf ef al, 1994). Este fenémeno no ocurre con catecoles no sustituidos o
metilados que pueden ser metabolizados productivamente a través de vias meta (Ampe y
Lindley, 1996; Franck-Mokross y Schmidt, 1998).

Por ofra parte, la enzima catecol 2,3-dioxigenasa (XyIE) de la cepa WR211 es inactivada
durante el crecimiento de esta bacteria en 3-CBA, al interactuar con el catabolito central, 3-CC.
En efecto, XylE dioxigena el 3-CC en posiciones orfo y meta, fransformandolo en un semi-
aldehido altamente reactivo, suceptible de formar enlaces covalentes con todo tipo de
macromoléculas. La unién covalente de este semi-aldehido a la enzima resulta en su inmediata e
irreversible inactivacion (Reineke ef al., 1982; Bartels et al,, 1984; Arensdorf ef al., 1994). Se ha
documentado también la inhibicién de la enzima TfdC por dihidroxibifenilo, intermediario
catecdlico en la degradacion mefa del bifenilo (Adams et al., 1992).

Todos estos antecedentes ponen de manifiesto los inconverientes asociados con la
canalizacion de compuestos catectlicos a través de vias meta de degradacion, y por ende, la
aparente incompatibilidad entre las vias orfo y meta de degradacion. De hecho, se ha tratado de
evitar la combinacidn de vias orfo y meta en la construccion de cepas mineralizadoras de PCBs
(Hrywna et al., 1999).

Las cepas recombinantes X34 y X31 cuentan con vias catabolicas orfo y meta para la
degradacién de compuestos catecdlicos. La primera, via orfo-modificada codificada por los
mddulos tfd en el plasmido pJP4-F3 y la segunda, via de degradacion de (cloro)bifenilos
codificada por el locus bph. Las enzimas involucradas en el rompimiento de los anillos catecolicos
en cada una de estas vias son (cloro)catecol 1,2-dioxigenasa (TfdC) y 2,3-dihidroxi-bifenilo 1,2-
dioxigenasa (BphC), respectivamente, siendo esta tltima capaz de dioxigenar clorocatecoles en
posicion mefa (Vaillancourt ef al,, 2002). A pesar de esto, la cepa X34 no presenta los fendmenos
de interferencia orfo/meta recién descritos. En efecto, la actividad BphC en esta cepa es inducible
por bifenilo y no se ve afectada por la presencia de CBAs en el medio. La actividad TfdC se
induce en presencia de 4-CBA durante el crecimiento en bifenilo, lo que permite descartar una
desviacion significativa del catabolismo de CCs hacia la via meta y la posible inhibicién de TfdC
por dihidroxibifenilo. El 3,5-dCBA no induce la actividad TfdC debido a la incapacidad de la cepa

X34 para degradar este compuesto y producir cloromuconato, agente inductor del operdn #d,
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Las vias bph y tfd demuesiran ser compatibles en el contexto bioldgico impuesto por fa
cepa X34. Este hecho fiene validez considerando que el establecimiento de interacciones
catabdlicas improductivas depende de variables como la especificidad de sustrato, intensidad de
flujos metabdlicos y tipo de reacciones catalizadas, impuestas por los distintos sistemas
biologicos. Asi, se ha descrito dos cepas bacterianas, Pseudomonas putida GJ31 y
Pseudomonas cepacia P166, capaces de degradar 3-CBA y 4-CBA respectivamente, a través de
vias meta (Arensdorf ef al., 1995; Kaschabek et al., 1998; Mars ef al,, 1999). Adicionalmente, una
2,3-dihidroxi-bifenilo 1,2-dioxigenasa capaz de oxidar 3-CC sin sufrir un efecto inhibitorio se
caracterizo en Sphingomonas sp. BN6 (Riegert et al., 1998 y 1999),

Los fenotipos de las cepas X34 y X31 son el resultado de fenémenos diferentes a la
denominada incompatibilidad orfo-meta. El fenofipo de la cepa X34, parece ser resultado de un
complejo esquema regulatorio. Esta cepa cuenta con las actividades enziméaticas necesarias para
mineralizar y obtener energia de 3-CBA, 4-CBA y 3,5-dCBA. Sin embargo, sdlo es capaz de
crecer utilizando 3-CBA y 4-CBA como nica fuente de carbono y energia. En este trabajo se
demostrd que [a falta de crecimiento de la cepa X34 en 3,5-dCBA no obedece a la acumulacion
de algin metabolito t6xico, sino mas bien a la incapacidad en estas condiciones de efectuar el
ataque inicial sobre este clorobenzoato. El crecimiento de la bacteria X34 en 4-CBA, sumado al
restablecimiento de la capacidad para degradar 3,5-dCBA en presencia del inductor natural de la
via catabélica xy/, m-toluato (3-metil benzoato) y la deteccion del gen xyX por PCR confirman la
presencia y expresion de los genes xy/ en su genoma. Por lo tanto, la falta de crecimiento en 3,5-
dCBA probablemente es consecuencia de un efecto regulatorio, que impide la normal induccion
de estos genes. Descubrir las causas de fa incapacidad de la cepa X34 para crecer en 3,5-dCBA,
requiere una comprensién cabal de los mecanismos regulaforios involucrados en el proceso
catabdlico de este compuesto. Se ha demostrado que el activador transcripcional xyiS, regulador
de los genes xy/XYZL en Pseudomonas putida mt-2, es incapaz de reconocer 3,5-dCBA como un
agente inductor (Ramos et al., 1986). A pesar de esto, la actividad de los genes xyf en Ralstonia
eutropha X3, puestos bajo el control de xyfS, es inducida por 3,5-dCBA. Una interesante
alternativa para explicar lo anterior es que la induccidn del operdn xyl en respuesta a 3,5-dCBA
sea obra de uno o varios elementos reguladores codificados en el genoma de la cepa parental
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Ralstonia eutropha JMP134. Este tipo de regulacion cruzada ha sido previamente descrita en
varias vias catabélicas (Cowles ef al., 2000), incluida la codificada por el operén xyl, que es
capaz de responder al regulador de la via catabdlica de benzoatos, BenR (Jefirey et al., 1992),
Estudios en Ralstonia eutropha han permitido identificar al menos un regulador homélogo a xy/S
capaz de inducir el operon xy/ en respuesta a 3,6-dCBA, Xy/S162 (Ledger ef al., 2002), La
amplificacién por PCR de este gen permitid descartar su eventual interrupcion fisica en el
genoma de las cepas X31 y X34, sin embargo su expresion no puede ser garantizada. En el caso
de la cepa X31, la sensibilidad a telurito sumada a la falta de deteccion del gen xyiX por PCR
concuerda con la aparente perdida det casette genético xy/ completo. EI mecanismo a través del
cual pudiese haber sido eliminado el casette xy/ del genoma de X31, se desconoce. Sin embargo,
considerando que fanto los genes xy/ como los genes hph se incorporaron en el genoma de las
cepas recombinanies a fravés del mismo sistema, el transposén mini-TnS, es probable que la
transposasa codificada en el plasmido entrante haya contribuido a escindir el casette xy/ del
genoma de X31.

El acoplamiento de vias catabolicas provenientes de distintas fuentes en un solo
microorganismo genera un sistema bioldgico altamente complejo. Las interacciones que se
establecen entre las nuevas vias incorporadas, y la maquinaria fisiologica del huésped suelen
generar resultados inesperados. El avance en este tipo de estudios constituye un aporte
sustancial en la generacion de cepas con nuevas capacidades catabélicas de interés comercial.

La cepa recombinante Ralstonia eutropha X34, obtenida en este trabajo es capaz de
mineralizar bifenilos mono- y di-clorados. Se comprob¢ su habilidad para degradar 3-CB, 4-CB,
3,5-CB y 2,4-CB, liberando cantidades estequiométricas de cloruro. La liberacion de cloruro da
cuenta de fa degradacion de los CBAs producidos durante el catabolismo de PCBs. En este caso
da cuenta de la degradacién de 3-CBA, 4-CBA y 3,5-CBA. Estudios futuros deberan avocarse a
analizar la mineralizacion de ofros congéneres de PCBs.

Esta memoria deja planteadas diversas incognitas, que deberian ser abordadas en
otros estudios. Seria de gran interés aclarar los mecanismos bioquimicos responsables de [a
incapacidad de la cepa X34 para utilizar 3,5-dCBA como ﬂqica fuente de carbono y energia, Por
ofra parte es necesario evaluar el comportamiento de la cepa recombinante X34 en microcosmos
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ambientales contaminados con PCBs, con el fin de proyectar posibles aplicaciones en
biorremediacion. Ademas, se podria incorporar en el genoma de la cepa X34 genes catabdlicos
adicionales que permitiesen ampliar sus capacidades degradativas. Para esto, una alternativa
concreta es la insercion del locus ohb de Pseudomonas aeruginosa JB2 que codifica para una

enzima benzoato dioxigenasa capaz de oxidar CBAs sustituidos en posicién orto.
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5. CONCLUSIONES

La incorporacion del locus bph de Burkholderia xenovorans a la cepa Ralstonia eufropha
X3 permitié generar cepas recombinantes capaces de utilizar bifenilo como dnica fuente

de carbono y energia,

Las cepas recombinantes X34 y X31 contienen una copia del locus bph en el cromosoma

y son genéticamente estables.

4-CBA y 3,5-dCBA en concentraciones superiores a 5 mM inhiben el crecimiento de
Ralstonia eutropha X31 empleando bifenilo como tnica fuente de carbono y energia.

Los genes bphC y #fdC, esenciales para las vias catabdlicas de bifenilo y CBAs se
inducen durante el crecimiento de la cepa X34 en presencia de estos compuestos.

La cepa recombinante X34 es capaz de degradar 3-CBA, 4-CBA y 3,5-dCBA. Sin
embargo, requiere la presencia de meta-toluato, inductor natural de los genes xy/, para la
degradacion de 3,5-dCBA.

La cepa recombinante X34 es capaz de degradar 3-CB, 4-CB, 3,5-dCB y 2,4'-dCB sin
acumular CBAs y liberando cantidades estequiométricas de cloruro.

Las vias catabélicas codificadas por los genes bph y tfd, rutas de degradacion meta y
orfo respectivamente, coexisten sin establecer interacciones negativas en Ralstonia
eufropha X34,
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