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“La verdad estd en el deseo del alma’...

Igmar Bergman

Far Marius und ihre Erwartung.




“"Pues la belleza, Feddén, ndtalo bien, sdélo la
belleza, es al mismo tiempo divina Y berceptible, y por eso
es el camino de lo sensible, el camino del artista al
espiritu. ¢Pero crees tiu, amado mio, que podrd alcanzar
nunca sabiduria y verdadera dignidad humana aquel para el
cual el camino que lleva al espiritu basa por los
sentidos?. ;O crees mds bien (la decisidén la abandono a tu
criterio) que éste es un camino peligroso, un camino de
becado y perdicidn, que necesariamente lleva al extravio?.
Pues has de saber que nosotros los poetas no podemos andar
el camino de la belleza sin que Eros nos acompafe Y nos
sirva de guia; y que si, a nuestro modo, podemos ser héroes
y disciplinados guerreros, somos sSin embargo, como mujeres,
bues nuestro ensalzamiento es la pasidn, y nuestras ansias
han de ser amor; ésta es nuestra gloria Y nuestra
verglienza. cComprendes ahora coémo nosotros los poetas no
podemos ser ni sabios ni dignos?. ;Que necesariamente hemos
de extraviarnos, que hemos de ser necesariamente
concupiscentes y aventureros de los sentidos?. La maestria
de nuestro estilo es falsa y mentida e insensata; nuestra
gloria y estimacidn, pura farsa; altamente ridicula, la
confianza que el pueblo nos otorga; empresa desatinada h%
condenable querer educar por el arte al pueblo y a la
juventud. ;Pues cémo habrd de servir para educar a nadie
aquel en quien alienta de un modo innato una tendencia
natural e Iincorregible hacia el abismo?. Cierto que
quisiéramos negarlo y adquirir una actitud de dignidad;
pero como quliera que procedamos, nos atrae.

Asi, verbigracia, renegamos del conocimiento
libertador, pues el conocimiento, Feddn carece de severidad
y disciplina; es sabio, comprensivo, perdona, no tiene
forma ni decoro, simpatiza con el abismo, es ya el abismo.
Lo rechazamos, pues, con decisidén, y en adelante nuestros
esfuerzos se aplican tan sélo a la belleza; es decir, a la
sencillez, grandeza y nueva disciplina, a la nueva
inocencia y a la forma; pero inocencia y forma, Feddn,
conducen a la embriaguez y al deseo, llevan quizda al
espiritu noble al espanto delito de sentimiento gue condena
como infame su propia severidad estética, le lleva al
abismo, ellos también le llevan al abismo. A nosotros los
poetas nos llevan al abismo, pues nosotros no podemos
emprender el vuelo hacia arriba rectamente, sdélo podemos
extraviarnos. Y ahora me voy, Fedén; quédate tu aqui, vy
s6lo cuando ya hayas dejado de verme, vete también ti”

Muerte en Venecia, Thomas Mann, 1912.
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RESUMEN

Los compuestos organoclorados existen en la naturaleza principalmente
como consecuencia de la actividad agricola e industrial. Estos compuestos se
caracterizan por ser toxicos y bioacumulables. A pesar de lo anterior, tanto
bacterias como hongos han mostrado capacidad de degradar algunos de estos
compuestos, aunque sus capacidades estan sujetas a limitaciones bioquimicas,
genéticas y ambientales.

Este trabajo de tesis estuvo enfocado a estudiar la degradacion
microbiana de contaminantes clorofendlicos por bacterias especializadas en
cultivos puros y en sistemas complejos.

La primera parte de esta tesis se inicié con el modelamiento a escala de
laboratorio de un sistema que representara el tratamiento industrial de
efluentes de produccidn de pulpa de celulosa mediante el blanqueo con cloro.
Los resultados obtenidos mostraron que en los modelos se desarrolld una
poblacién estable de microorganismos que disminuyé en un 85% el contenido
de materia organica degradable (DBOs) presente en el efluente, a niveles
comparables a los deter}tados en las lagunas aerobias. La poblacién
establecida en el sistema estuvo constituida principalmente por bacilos cortos

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

xviii




forma aislada, en cuanto a su capacidad metabdlica para emplear diversos
compuestos cloroaromaticos como fuente de carbono y energia. Los resultados
indicaron que los microorganismos adaptados a crecer en los modelos de
laguna de aireacion fueron capaces de degradar niveles menores a 200 ppb de
clorofenoles presentes en los efluentes de blanqueo de celulosa. En contraste
a lo anterior, la introduccion de un microorganismo especializado en
degradacion de organoclorados, como R. eutropha JMP134, mostré que éste
era capaz de expresar sus capacidades para degradar organoclorados a una
concentracion de 100 ppm.

La segunda parte de esta tesis estuvo orientada a clonar la ruta
metabdlica para la degradacién de clorocatecoles presente en el plasmido
(pJP4) de la cepa Ralstonia eutropha JMP134. El clonamiento de estos genes
{fdCDEF se hizo en sistemas de insercidon cromosomal derivados del
'transposén TnS, los cuales permitieron poner a estos genes bajo el control de
los promotores heterdlogos Ptrc o Psal, inducibles por IPTG y salicilato,
respectivamente. Las construcciones obtenidas fueron evaluadas en cuanto a
su expresion en E. coli cc118Apir, asi como en R. eutropha JMP222 y P. putida
KT2442. Los resultados mostraron que las cuatro enzimas codificadas en los
genes tfdCDEF (1,2-clorocatecol dioxigenasa, cloromuconato cicloisomerasa,
dienolactona hidrolasa y maleilacetato reductasa) se expresan en forma

coordinada bajo el control de los promotores heterdlogos. Las construcciones
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bajo control de Ptrc mostraron una expresidon basal, mientras que las
controladas por Psal dependieron de la presencia de salicilato para la
expresion de los genes. La expresion de las cuatro actividades enzimaticas,
permitid la descloracién eficiente de 4-clorocatecol, 3- clorocatecol, 3-

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

parentales a las que fueron introducidos estos genes catabdlicos.




ABSTRACT

Chloroorganic compounds are present in the environment mainiy due to
agricultural and industrial activity. These compounds are generally toxic and
often bioaccumulate. Despite that, a variety of bacteria and fungi are able to
degrade some of these compounds, although these abilities are limited by
biochemical, genetic, as well as, environmental factors.

This thesis focuses on the study of microbial degradation of
chlorophenolic pollutants by specialized bacteria in pure cultures as well as in
complex systems.

The first part of this thesis started with the establishment, at a laboratory
scale, of a model for the treatment of an industrial effluent from the chlorine
bleaching of pulp. It was found that a stable population of microorganisms couid
be established that were able to decrease up to 85% the organic matter (BODs)
present in effluent, in agreement with levels reported for mill aerated lagoons.
Short, Gram negative bacilla were the main proportion of this microbial
population. These microorganisms were studied, both as a population and as
purified strains, for their ability to use chloroaromatic compounds as energy and
carbon sources. Results sr;bwed that microorganisms, adapted to grow in the

aerated lagoon models, were able to remove chlorophenols present in this

effluent to levels below 200 ppb of. In contrast, introduction of the specialized
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chloroorganic degrading bacterium, Ralstonia eutropha JMP134, allowed the
degradation of chloroorganic compounds to a concentration of 100 ppm.

The second part of this work was focused on the cloning of the
chlorocatechols {fdCDEF pathway from the pJP4 plasmid present in R.
eutropha JMP134. This was accomplished using a chromosomal insertion
system derived from the Tn5 transposon. The #dCDEF genes were placed
under the control of the Ptrc or Psal promoters, which are inducible by IPTG or
salicylate, respectively. The expression of these cc')nstructions was assessed in
E. coli cc118Apir, as. well as in R. eutropha JMP222 and P. putida KT2442.
Results showed that the four enzymes encoded in genes {fdCDEF (1,2-
chlorocatechol dioxygenase, chloromuconate cycloisomerase, dienolactone
hydrolase and maleylacetate reductase) were qoordinately expressed under the
control of these heterologus promoters. Constructions regulated by Ptrc showed
a basal level of expression whereas Psal constructions required salicylate as an
inducer. The expression of the four enzymatic activities allowed the efficient
dechlorination of 4-chlorocatechol, 3- chlorocatechol, 3-chlorobenzoate and
3,5-dichlorocatechol. This ability was not present in the parental strains of the

unmodified microorganisms.
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INTRODUCCION

“El mundo microbiano, a diferencia del de los organismos superiores, se
caracteriza por una mayor versatilidad metabdlica que le permite la
colonizacion de un increible rango de ambientes exéticos y hostiles. Dicha
versatilidad, es por un lado, consecuencia de la riqueza de funciones
metabdlicas y fisioldgicas que se encuentran en los microorganismos y, por
otra parte, una consecuencia de su promiscuidad genética.”.. ..“Los
mecanismos de transferencia de genes permiten a los miembros de
comunidades microbiolégicas adquirir nuevos fenotipos que les proveen de una
ventaja cuando las condiciones ambientales cambian, y de aqui que sean
considerados mecanismos de fundamental importancia para la adaptacién a
dichos cambios.” (Diaz y col., 1994).

Durante las dltimas décadas, el uso masivo de compuestos quimicos
sintéticos (refrigerantes, desengrasantes, pinturas, solventes, herbicidas,
pesticidas, preservantes, etc.), ha contribuido a la distribucién global de
compuestos toxicos en la naturaleza. En practicamente todos los sectores de
nuestro ambiente (suelos, aire, agua superficial o subterranea, biota, etc.) es
posible detectar a lo menos trazas de compuestos organicos sintéticos. Dentro

de estos compuestos toxicos los compuestos cloroorganicos constituyen un

grupo de relevancia. Si bien es cierto que el enlace carbono-cloro no es nuevo




en la naturaleza, como hasta hace poco se afirmaba, el mayor porcentaje de
compuestos clorados existentes en la naturaleza lo siguen constituyendo
aquellos que el hombre ha ido introduciendo durante los ultimos 50 arios. Estos
compuestos, en especial los cloroarométicos, son resistentes a la degradacion
natural, son toxicos y bioacumulables (Chaudhry & Chapalamadugu, 1991; den
Besten y col., 1994; Reineke & Knackmuss, 1988). Debido al rol fundamental
que cumplen los microorganismos en la degradacion de la materia organica en
ambientes naturales, se ha centrado la atencidn en ellos para degradar este
tipo de compuestos y lograr asi la biorremediacién de sitios fuertemente
contaminados (Chaudhry y Chapalamadugu, 1991; Mohn & Tiedje, 1992;
Timmis y col., 1994).

Se han realizado algunos estudios con hongos, especialmente con cepas
ligninoliticas, para evaluar su capacidad de degradar compuestos
cloroarométicos. Estos hongos secretan H;0, y una familia de peroxidasas que
catalizan la oxidacién y depolimerizacion de la lignina mediante radicales libres
(Tien & Kirk, 1983). Estos estudios mostraron que dichas enzimas ligninoliticas
eran capaces de oxidar algunos xenobidticos recalcitrantes, como
hidrocarburos arométicos policiclicos (Sanglard y col, 1986), fenoles
policlorados (Hammel & Tardone, 1988; Roy-Arcand & Archibald, 1991) y

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

en directa relacién con la similitud estructural entre estos contaminantes y los




monomeros de lignina, ademas de la baja especificidad de las ligninasas
(Brodkorb & Legge, 1992; Tien y Kirk, 1983).

Respecto a las estrategias para la degradacién de compuestos
cloroaromaticos por bacterias, es necesario tener presente que la
metabolizacion completa de estos compuestos a menudo involucra su
transformacion hasta intermediarios que puedan ser asimilados por las rutas
metabdlicas del microorganismo, por ejemplo, el ciclo de los &cidos
tricarboxilicos y por lo tanto, servir de fuentes de carbono. En términos
generales esta transformacion esta ligada a la forma en la cual se eliminan los
atomos de cloro, distinguiéndose aqui dos estrategias: i) la remocién temprana
del atomo de cloro, para generar intermediarios que puedan ser degradados
por vias comunes (este es el caso de la deshalogenacién por hidroxilacién,
oxigenacion o eliminacion reductiva (Chaudhry y Chapalamadugu, 1991;
Haggblom, 1992)), ii) la formacién un derivado clorado, generalmente un
clorocatecol, en cuya degradacién el cloro es liberado luego de la ruptura del
anillo (Figura 1).

Aunque la mayor parte de las reacciones de deshalogenacion ocurren
aerdbicamente existe una, la eliminacién reductiva (Figura 1c), que se realiza
en anaerobiosis. En estos_casos si bien no se conoce en todo detalle el
mecanismo de degradacién, se ha concluido que son reacciones especificas,

pues no todos los substituyentes de un anillo pueden ser degradados (Mohn y
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Tiedje, 1992). Se sabe ademds que en general, en anaerobiosis, la
degradacion de los policlorados ocurre primero generando monoclorados y sélo
cuando los primeros se han terminado comienza la degradacién de los Ultimos
(Reineke, 1994). Este es el caso de la degradacion anaerdbica de
clorobencenos (Bosma y col., 1988; Fathepure y col., 1988); clorobenzoatos
(Kuhn & Suflita, 1989; Kuhn y col., 1990; Struijs & Rogers, 1989) y
clorobifenilos (Brown Jr. y col., 1987; Nies & Vogel, 1990; Quensen lll. y col,,
1990). Respecto a la eliminacién mediante hidroxilacién (Figura 1a), esta ha
sido descrita s6lo para clorobenzoatos en cepas de Micrococcus spp, Nocardia
spp, Ralstonia spp. y Arthrobacter spp. (Klages & Lingens, 1979; Kiages &
Lingens, 1980; Rajasekharan y col., 1990; Shimao y col., 1989; van den Tweel
y col., 1987), y para policlorofenoles (Apajalahti & Salkinoja-Salonen, 1987;
Danganan y col., 1994; Kilbane y col., 1982; Li y col., 1991). En el caso de la
liberacion del cloro como consecuencia de una ataque oxigenolitico, por
enzimas denominadas dioxfgenasas (Figura 1b), este ha sido descrito para la
degradacidn de 2-clorobenzoato y 4-clorofenilacetato, los que tras la formacion
del cis-dihidrodiol son convertidos a catecol y dihidroxifenilacetato,
respectivamente (Engesser & Schultze, 1989; Fetzner y col., 1989; Fetzner y
col., 1989).

Cuando el cloro no es completamente liberado antes de la ruptura del
anillo, se ha descrito que se requieren dos etapas claves (Chaudhry y

Chapalamadugu, 1991; Haggblom, 1992; Reineke y Knackmuss, 1988). La




primera etapa culmina, mediante transformaciones en el anillo y en las cadenas
laterales de compuestos mas disimiles (Figura 1d), con la formacion del
correspondiente clorocatecol (cloroortodihidroxibenceno). En la segunda etapa,
el clorocatecol sufre una serie de reacciones que lo llevan a la formacion de R-
cetoadipato. Esta ultima secuencia ha recibido el nombre de via de ruptura orto
modificada o ruta de los clorocatecoles, para distinguirla de la via de ruptura
orto de los compuestos aromaticos no halogenados. La via orfo modificada se
encuentra generalmente codificada en plasmidos catabdlicos que varian en
tamanos, grupos de incompatibilidad y mapas de restriccion. Entre estos
plasmidos, los mas estudiados son pJP4 (el que contiene el operdn #dCDEF),
presente en Ralstonia eufropha JMP134 (ex Alcaligenes eutrophus JMP134
(Yabuuchi y col, 1995)), que codifica para la degradacibn de 24-
diclorofenoxiacetato y 3-clorobenzoato (Don & Pemberton, 1981); pAC27 (que
contiene el operdn clcABDE), presente en Pseudomonas putida AC866
(Chatterjee y col., 1981), que codifica para la degradacién de 3-clorobenzoato y
pP51 (que contiene el operdn tcbCDEF), presente en Pseudomonas sp. P51
(van der Meer y col., 1991), que confiere a la cepa la capacidad de degradar di-
y ftriclorobencenos. Sin embargo, todas estas vias guardan semejanzas
estructurales y funcionales que recuerdan la via cromosomal cat para la

degradacion de catecoles (Kukor y col., 1988) y sugieren una evolucidn




divergente a partir del operén cromosomal catBC (Chakrabarty, 1996). En la
Figura 2 se esquematiza la similitud existente entre estos tres operones.

La primera de las transformaciones comunes experimentadas por los
clorocatecoles es la ruptura del anillo (Figura 2) realizada por la enzima
clorocatecol 1,2-dioxigenasa (TfdC, ClcA y TcbC). El producto de la ruptura
(cloromuconato) es sometido a lactonizacién por la cloromuconato
cicloisomerasa (TfdD, ClcB, TcbD), formando 4-carboximetilbut-2-en-4-olidos
(Figura 2). En este proceso de ciclacién un atomo de cloro es eliminado
espontaneamente como cloruro y el producto es hidrolizado por una
dienolactona hidrolasa (TfdE, ClcD, TcbE), generando cloromaleilacetato o
maleilacetato, segin si el substrato inicial es di o monoclorado,
respectivamente. Estos productos, mediante la maleilacetato reductasa (TfdF,
TcbF o bien una enzima codificada cromosomalmente), son transformados a 3-
‘oxoadipato (B-cetoadipato). En el caso del cloromaleilacetato, la misma enzima
realiza dos ciclos sobre el mismo substrato para formar el B-cetoadipato. El f-
cetoadipato es llevado finalmente hacia la formacion de intermediarios mas
sencillos que empalman en el ciclo de Krebs, permitiendo, de paso, que las
bacterias usen estos compuestos como fuente de carbono y energia. Esta via
de ruptura orfo modificada tolera hasta tres atomos de cloro como
substituyentes en el anillo aromatico, siendo la diferencia entre los distintos

operones la distinta afinidad que las enzimas presentan por el nimero y

-
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posicidn del substituyente en el compuesto (Haggblom, 1992; van der Meer y
col., 1992).

Pero ademas de la similitud de los genes estructurales, dichos operones
contienen un gen regulador (normalmente un activador), el cual se ubica rio
arriba y en direccion opuesta a los genes estructurales, tal es el caso de los
genes calfR (en la via cromosomal de degradacién de catecoles), {cbR y del
tfdT. Si tal es la similitud existente enire los distintos grupos de genes,
entonces ;dénde radica la diferencia?. Es posible pensar que, en este caso, la
diversidad metabdlica es producto sélo de la distinta afinidad que una enzima
muestra por su substrato. Si bien todos estos operones pueden degradar
catecol (como lo realiza el operén cafBC) estos ultimos presentan una clara
especializacién por los clorocatecoles. Se ha descrito para las cicloisomerasas
una clara especificidad de substrato (Schiémann y col., 1990), asi mientras la
ClcD resulta altamente activa con monosubstituidos (Ngai & Ornston, 1988),
TfdD emplea mejor los muconatos disubstituidos (Schmidt & Knackmuss, 1980),
al evaluar la actividad de los genes del operon {fdCDEF frente a 3-clorocatecol
y 3,5-diclorocatecol. Es por ello que a las vias de degradacion de
clorocatecoles se les denomina colectivamente vias de ruptura orfo modificada.
Un punto que permite analizar claramente la relacién de evolucion divergente
que existe entre los operones para degradacién de clorocatecoles y el operdn
catBC esta en la secuencia de reconocimiento del producto del gen regulador.

Aunque todos los genes reguladores jnvolucrados (c/cR, fcbR, tfdR, tfdS y tfdT)




son miembros de la familia de reguladores LysR, a la cual pertenece cafR, el
motivo LysR al cual se une CatR es del tipo G-N;-A, el que no es un motivo
LysR “perfecto” (T-Ny4-A) (Parsek y col., 1994; Parsek y col., 1994). Esto se
traduce en que mientras los operones cic y fcb presentan este motivo perfecto,
sus genes reguladores que reconocen esta secuencia, no pueden reconocer la
secuencia de su predecesor (el operdn caf), pero CatR si puede reconocer y
unirse a las regiones promotoras-reguladoras de a lo menos clc (Chakrabarty,
1996; Parsek, y col.,, 1994; Parsek, y col, 1994). La diferencia que hace
importante la existencia de reguladores adicionales a CatR esta una vez mas,
en el substrato; es asi que mientras CatR es inducido por muconato, CIcR (y se
presume que los restantes reguladores) no responden a muconato, sino a
cloromuconato (Chakrabarty, 1996).

Junto a cepas de Pseudomonas, las cepas del género Ralstonia
(conocidas anteriormente como Alcaligenes) presentan la mayor capacidad
para degradar una gran variedad de compuestos cloroaromaticos, entre estos,
el 2,4-diclorofenoxiacetato (2,4-D) (Don y Pemberton, 1981), 3-clorobenzoato
(3-CB) (Don y Pemberton, 1981; Fulthorpe & Campbell Wyndham, 1989),
monoclorofenoles (Schwien & Schmidt., 1982), 4-fluorobenzoato (Schlémann, y
col.,, 1990), diclorobenzoatos (Miguez y col.,, 1990), clorobifenilos (Bedard y
col.,, 1987; Springael y col., 1993) y DDT (Nadeau y col.,, 1994). La cepa
Ralstonia eutropha JMP134 (pJP4) es una de las mejor estudiadas, debido a su

capacidad para metabolizar y crecer en 3-CB, 2,4-D y otros fenoxiacetatos
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(Pieper y col., 1988), fenol, 4-CF y 2,4-diclorofenol (2,4-DCF) (Pieper y col., |
1989), 4-fluorobenzoato (Schlémann, y col.,, 1990) y, recientemente, 2,4,6-
tribromofenol y 2,4,6-triclorofenol (2,4,6-TCF) (Clément y col., 1995). Posee
ademas capacidad para deshalogenar 4-cloroguaiacol y 5-cloroguaiacol
(Clément, y col., 1995; Gonzélez y col., 1996) (Figura 3).

Parte de los genes necesarios para el catabolismo de estos compuestos
estan codificados en su plasmido natural pJP4. Este plasmido de 88 kb,
conjugativo, de amplio rango de hospedero y perteneciente al grupo de
incompatibilidad IncPB, posee genes esenciales para la degradaciéon de 2,4-D y
3-CB, ademés de expresar resistencia a mercurio. El estudio de los genes
catabélicos y su caracterizacion fisica son detallados (Don & Pemberton, 1985;
Don y col.,, 1985; Perkins y col.,, 1990; Streber y col., 1987). Las vias
catabdlicas para el 2,4-D y 3-CB comparten enzimas comunes (Figura 4),
codificadas por los genes #fdCDEF ya mencionados. Ambas vias incluyen entre
sus primeras etapas la conversion a los respectivos clorocatecoles (3,5-DCC y
3-CC). Los productos génicos de tfdA y tfdB convierten el 2,4-D a 3,5-
diclorocatecol y son unicos para la via degradativa de este compuesto. La
secuencia {fdCDEF estd organizada en un sélo operdn y codifica para las

enzimas involucradas en la conversion de clorocatecol a R-cetoadipato
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(Kasberg, y col., 1995; Pieper y col., 1992; Schiémann, 1994; Seibert y col.,
1993). La conversién de 3-CB a 3-CC es efectuada por un par de enzimas
cromosomales de baja especificidad, la benzoato dioxigenasa y la 1,2-
dihidrodiol benceno dehidrogenasa (Reineke & Knackmuss, 1978).

La mayoria de los resultados ya sefialados se han obtenido estudiando
las cepas puras bajo condiciones de laboratorio. Sin embargo, la degradacion
normal de estos compuestos ocurre en sistemas mucho mas complejos que lo
indicado. Al respecto es posible detectar la degradacion de compuestos
cloroaromaticos, si bien con algunas limitaciones, en sistemas complejos donde
participan una serie de pardmetros ambientales (Greer y col., 1990; Kim &
Maier, 1986; Parker & Doxtader, 1982; Topp y col., 1988). Asi, por ejemplo, se
ha demostrado que en escurridos de sitios donde se usan biocidas para evitar
la descomposicion de la madera, el pentaclorofenol es biodegradado soélo si la
concentracién no es mayor a 20 ppm. La degradacion de formulaciones
técnicas de pentaclorofenol, las cuales contienen otros clorofencles, es mas
lenta e ineficiente (Davis y col., 1994). Se ha descrito también que es posible
degradar eficientemente tri-, tetra- y pentaclorofencles en aguas subterraneas
a bajas temperaturas, siempre que la concentracion de clorofenol no sea
superior a 35-40 ppm (Jarvinen y col., 1994).

Una situacién similar se observa en la degradacion de compuestos
cloroaromaticos por la microbiota de suelos, ya que derivados clorados de

guaiacol, catecol, veratrol y fenol son.removidos después de 30 dias, aunque la
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velocidad de remocidon y su extension dependen de cada compuesto en
particular (Brezny y col., 1992; Namkoong y col., 1989). Ademas, se ha visto
que la exposicién previa del suelo a organoclorados tambiéen tiene importancia,
si bien esta correlaciona mejor con la velocidad que con el porcentaje de
remocion (Joyce y col., 1992). Por otra parte, se ha demostrado recientemente
que el 2,4,5-TCF es degradado por un suelo agricola no expuesto previamente
a organoclorados, y que esta capacidad es influida por la concentracion del
triclorofenol y por la presencia simultanea de cloroguaiacoles (Matus y col,,
1996).

Se puede mejorar la degradacién microbioldgica de compuestos
cloroaromaticos en sistemas complejos, proveyendo condiciones ambientales
adecuadas. Un muy buen ejemplo es el caso de las lagunas de aireacion

disefiadas para la remocién de la materia orgénica degradable (DBOs),

presente en efluentes de las industrias de produccion de celulosa blanqueada.
Estos efluentes contienen cantidades significativas de derivados de lignina
clorados, de bajo peso molecular, tales como cloroguaiacoles, clorofenoles,
clorocatecoles y algunos cloroalifdticos. Se ha descrito que durante el
tratamiento aerdbico de estos efluentes un 48-65% de haldgeno unido a
materia orgénica (AOX) es removido, y que la remocién de clorofenoles varia
entre un 75-95% (Gergov y col., 1988). Sin embargo, no existen antecedentes

claros sobre qué parte de esta remocidén corresponde a una degradacion

verdadera o es sdélamente adsorciéon de los cloroaromaticos a la materia
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organica, para terminar depositandose como sedimentos al interior de estas
lagunas. Solo recientemente se ha iniciado el estudio del rol de los
microorganismos propios del tratamiento aerdbico de estos efluentes. Si bien
se han identificado 193 cepas provenientes de d\i)ferentes partes del proceso
(Fulthorpe & Allen, 1995; Fulthorpe y col., 1993), no es clara su participacion
en el proceso de remocién de cloroaromaticos.

Un enfoque mas reciente en la degradacion de compuestos
cloroorgénicos en suelos u otros sistemas contaminados, en los cuales la
capacidad degradativa esta limitada, es la introduccidn de microorganismos de
mayor potencial degradativo (Comeau y col., 1993; Fulthorpe y Campbell
Wyndham, 1989; Jacobsen & Pedersen, 1992a; Jacobsen & Pedersen, 1992b).
Esto requiere, por una parte, obtener cepas en el laboratorio eficientes en
remover organoclorados y, por otra, evaluar si dicha capacidad se expresa en
los ambientes naturales, determinando los factores que regulan y controlan
dicha actividad. Estos factores tienen relacién con el grado de sobrevivencia,
tanto de los microorganismos agregados, como de la microbiota natural
presente en el sistema, la concentracion del contaminante y de ofros
compuestos organicos, la capacidad para colonizar, la transferencia de genes
catabdlicos, la expresion de capacidades degradativas de microorganismos

enddgenos, etc. En este contexto, ya se ha reportado la degradacion de

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

Ralstonia y Pseudomonas, portadoras del plasmido pJP4 o plasmidos
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derivados de éste, en microcosmos de suelos (Jacobsen y Pedersen, 1992a;
Jacobsen y Pedersen, 1992b; Short y col.,, 1990). Otro buen ejemplo lo
constituye la Pseudomonas sp. B13, aislada por su capacidad para degradar 3-
clorobenzoato (Dorn y col., 1974). Cepas derivadas de B13, como la FR120
(Rojo y col., 1987), capaces de combinar la degradacion de cloro y metil-
fenoles, gracias a la introduccion del plasmido TOL, han sido evaluadas en
diversos microcosmos que simulan sistemas de tratamientos por lodos
activados, rios y sedimentos de lagos (Leser, 1995; Pfarl y col., 1980; van der
Meer y col., 1987).

El disefioc de microorganismos mediante la combinacién de rutas
metabéiicas distintas no esta libre de inconvenientes, los que provienen en su
mayoria de la incompatibilidad que en un microorganismo se pueden producir
entre dos vias metabdlicas dadas. Asi, por ejemplo, la ruptura de un
"clorocatecol puede ser realizada mediante una ruptura orfo (intradiol) o una
ruptura meta (extradiol), pero los productos de ambas rupturas no son
equivalentes y solo los de ruptura orfo pueden ser metabolizados, mientras que
los de ruptura meta (normalmente asociada a metabolizacion de metilcatecoles)

generan intermediarios que no pueden ser posteriormente metabolizados o bien

son transformados en compuestos toxicos como la protoanemonina,
transformandose asi en una forma suicida de metabolizar un compuesto (Pieper

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

degradativas de la Pseudomonas sp, cepa B13 desde 3-clorobenzoato a 4- y
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3,5- diclorobenzoato mediante la transferencia del plasmido TOL pWWO de P.
putida mt-2 (Jeenes y col., 1982). Esta transferencia permiti6 la expresion de la
enzima XylXYZ toluato dioxigenasa del plasmido TOL, enzima con un rango
méas amplio de substrato que la clorobenzoato dioxigenasa de la cepa B13. Sin
embargo, la presencia simultanea de las vias orfo y meta en la misma cepa
significd que sélo tras la inactivacién de la enzima 2,3-dioxigenasa fuera
posible obtener cepas capaces de crecer en compuestos cloroaromaticos como
fuente de carbono (Bartels y col., 1984; Reineke y col., 1982; Rojo, y col,,
1987). El otro problema asociado con esta forma (in vivo) de construir cepas
degradadoras de compuestos organoclorados, lo constituye los problemas de
regulacién que conducen a la aparicién de etapas limitantes, generadas por la
baja expresién de una enzima dentro de la via estructurada (inductores no del
todo adecuados o diferencia de dosaje génico entre las enzimas codificadas en
plasmidos y las cromosomales que estan estructurando una nueva via) o por su
poca afinidad al substrato (no es el substrato original). La ultima desventaja que
estas construcciones in vivo presentan se refiere a la inestabilidad de los
plasmidos asociada a la ausencia de una presion de seleccion continua y a la
demanda energética extra que representa la mantencién del replicén, lo cual no
asegura la mantencion estable de las capacidades metabdlicas adquiridas.

El objetivo general de este trabajo de tesis fue estudiar la degradacion
microbiana de contaminantes clorofendlicos por bacterias especializadas en

cultivos puros y en sistemas complejos. El trabajo se enmarcé en la hipotesis
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general que la complementacion de capacidades degradativas, ya sea

naturales o adquiridas permite el desarrollo de nuevas vias metabdlicas en

microorganismos, las cuales permitirdn la degradacion de contaminantes

especificos.

Los objetivos especificos planteados fueron:

¢ Estudiar la microbiota presente en modelos de lagunas de tratamiento de
efluentes de blanqueo de celulosa.

¢ Determinar las capacidades que presentan estos microorganismos para
degradar o transformar cloroguaiacoles y clorofenoles, propios de estos
efluentes.

¢ Evaluar la sobrevivencia y actividad degradativa de R. eufropha JMP134
cuando es expuesta al efluente de blanqueo de celulosa.

¢ Clonar y expresar los genes {fdCDEF de la via degradaciéon de
clorocatecoles de R. eutropha JMP134.

¢ Construir cepas con nuevas capacidades metabdlicas mediante

transferencia de los genes {fdCDEF.
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MATERIALES Y METODOS

1. Medios de cultivo.

1.1 Medio Luria-Bertani.

La composicién de este medio fue 1 g de triQtona, 0,5 g de extracto de
levadura y 0,5 g de NaCl por cada 100 ml de medio. Este fue esterilizado por
autoclave y almacenado a temperatura ambiente hasta su empleo. Cuando fue
necesario se agregaron los siguientes antibidticos: kanamicina (Km) 50 ug/ml,
tetraciclina (Tc) 20 ug/ml, cloramfenicol (Cm) 20 pg/mi, ampicilina (Ap) 100
pg/ml, estreptomicina (Sm) 25 pg/mi, rifampicina (Rf) 50 pg/ml. Las soluciones

stock fueron 1000x en todos los casos.

1.2 Medio salino.

Se preparé un medio liquido conteniendo sales de fosfato y amonio,
ademés de minerales en concentraciones trazas, el que fue empleado como
medio de cuiltivo en aquellos experimentos en que se deseaba evaluar el uso

de un compuesto especifitco como fuente de carbono. La composicion del

medio salino se encuentra descrita en la Tabla |.




Tabla I: Composicion del medio salino minimo (Adriaens y col., 1989).

Solucién Compuesto Concentracion| Cantidad a pesar
final para 200 ml
K2HPO4x3H,0 7 mM 32¢g
K 100x KH,PO, 3mM 8g
(NH,).SO, 3,8 mM 10g
M 400x MgSO.x7H,0 0,8 mM 169
F 1000x FeSO, 0,2 ppm 0,49
CaS0x2H,0 2 ppm 0,4g
MnSOsxH.0 0,2 ppm 0,04g
CuSOx5H,0 0,2 ppm 0,04g
T 1000x ZnSOx7H,0 0,2 ppm 0,049
CoNOsx6H,0 0,1 ppm 0,02g
NaMo,x2H,0 0,1 ppm 0,02g
HsBO; 0,05 ppm 0,01g

La soluciéon de medio salino 1x, denominada “Ksal”, se prepara diluyendo las

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

El efluente se obtuvo de la planta Arauco (Celulosa Arauco y
Constitucion S. A., Chile). Esta planta produce 1.100 toneladas de pulpa
diariamente. En el proceso de pulpaje y blanqueo de la celulosa, primero se
saca la corteza y se producen los “chips” (madera triturada). Después se hierve
toda la masa en un digestor con un pH alto, para separar lignina y hemicelulosa
de la celulosa. La fraccién enriquecida en celulosa entra a la etapa del
blanqueo con el fin de eliminar mas lignina. Una secuencia tipica para el
blanqueamiento con cloro es C{E{HD+E;D, (C-cloro, E-alcalis, D- diéxido de
cloro, H-hipoclorito de sodio), (Kringstad & Lindstrém, 1984). En el proceso
Kraft mas de un 55% del peso total de la madera pasa a licor negro. A partir del
licor negro se procede a la recuperacion de los compuestos quimicos usados.
Al concentrar el licor negro la lignina y la hemicelulosa se queman para
recuperar energia (ver Figura 5). El efluente producido es tratado en una
laguna para tratamiento aerobio de 600.000 m®, provista de 18 plataformas de
aireacion, con un tiempo de retencién de aproximadamente 5 dias. Alrededor
del 55% del efluente que es tratado en estas lagunas proviene del proceso de
blanqueamiento. Los otros componentes del efluente son liquidos provenientes

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

troncos, de las calderas, del rebalse del sistema sanitario, etc.
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Figura 5. Esquema del proceso de produccién de pulpa de celulosa

blanqueada.

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

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

del sistema.




El efluente total empleado en este estudio se obtuvo después de la
salida del clarificador y de la camara de mezcla, pero antes que el efluente
ingrese a la lagunas de aireacion, de este modo tiene un bajo contenido de
sélidos en suspensién. Muestras de 80 |, colectadas en bidones plasticos cada
6 semanas, fueron enviadas al laboratorio y mantenidas a 4°C. El efluente
presentd fluctuaciones de pH, DQO, DBOs y color entre las distintas muestras
enviadas, como se resume en la Tabla Il. Previo a su empleo, alicuotas de 10 |
fueron ajustadas a pH 6.0 y compensadas en nitrégeno y fosfato con 60 mg de

(NH4)2S04 y 11 mg de KHoPO4 por litro de efluente, para obtener una razén

de DBOs:N:P=100:5:1 (Mc Lean y col.,, 1972). El efluente compensado y
mantenido a 4 °C en continua agitacion, se empled para la alimentacion de los
modelos de laguna de aireacién montados en el laboratorio.

Para los experimentos en que se evaluaron las capacidades metabdlicas
de los microorganismos presentes en los modelos de laguna, se debid
esterilizar por filtracién el efluente de alimentacidén. Para ello el efluente fue
ajustado a pH 7,0 y compensado en fosfato, amonio y metales trazas en la
misma proporcion del medio salino descrito en la seccidén 1.2. A continuacioén
fue filtrado secuencialmente a través de filtros Whatman N°1, filtros de lana de
vidrio (Schleicher & Schuell, Alemania), filtros de nitrocelulosa (MFS, USA) de

0,45 mm y de 0,22 mm de tamafio de poro. Esta ultima etapa se repitid

empleando filiros estériles. Para aquellos experimentos en los que el efluente
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Tabla ll: Variacion observada en el efluente traido de Arauco.

Fecha |rango pH |BODs(mgO./l) | DQO (mgO./l) color
05-07-93 | 6.9-7.4 290+10 670+20 café claro
13-09-93| 7.0-7.5 430+15 851+40 café oscuro
03-11-93 | 11.0-11.8 128+30 545+100 casi negro
06-01-94 | 8.0-9.5 25243 990+34 café oscuro
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fue usado como medio de cultivo pero en los que se evalud la degradacién de
compuestos adicionados exdgenamente, el efluente fue esterilizado en un

autoclave.

3. Cultivo de microorganismos

3.1 Mantencion de microorganismos.

Los microorganismos empleados en este estudio, que se listan en la
Tabla Ill, fueron mantenidos en placas conteniendo agar al 1% en medio LB
suplementados con antibidticos, en aquelios casos en que fue necesario, o
bien placas de agar al 1% en medio salino, conteniendo un compuesto
aromatico como unica fuente de carbono y energia. El traspaso de los
microorganismos en stock se realizd cada 15 a 30 dias. Todos los
microorganismos empleados fueron crecidos a 30 °C, con excepcion de las

cepas de E. coli (37°C).

3.2 Diseiio y construccion de microcosmos.

~Cada uno de los dos microcosmos montados en el laboratorio (ver
Figura 6) consistié en un estanque de fibra de vidrio de 40x30x12 cm, con un

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

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




Tabla lll: Cepas y plasmidos usados en esta tesis.
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Cepas/plasmidos

Fenotipo/genotipo
relevante

Fuente

R. eutropha JMP134 (pJP4)

2,4-D, 3CB, Hd', pJP4

DSM

R, eutropha JMP222

Sm, fenol

H. Knackmuss

E. coli cc118\pir

A(ara-leu) araD AlacX74 galE galK
phoA20 thi-1 rpsE rpoB argE(Am)
recA1; A pir lisogen, Rif’

(Herrero y col., 1990)

E. coli DH5¢.

FA(lacZYA-argF) U89
($80/acZAM15) recA1 endA1

QyrA96 thi-1 hsdR17(nmy *)
supE44; pKT230

Cepas de laboratorio (GBF-
Braunschweig, Alemania)

P. putida KT2442

Rf, mt-2 (hsdR)

Cepas de laboratorio (GBF-
Braunschweig, Alemania)

pCNB4 Km, Ap, NahR/Pg, (de Lorenzo y col., 1993)
pCNBS. Km, Ap, Lacl®/Py. (de Lorenzo y col., 1993)
pCNB4-JRC42 Km, Ap, NahR/Pg esta tesis
pCNB4-JRC48 Km, Ap, NahR/Pg, esta tesis
pCNB5-JRC42 Km, Ap, Lacl?/Py. esta tesis

| PCNB5-JRC48 Km, Ap, Lacl?/Py. esta tesis

pRK600 Cm, IncP, tra+ (de Lorenzo, y col., 1993)
pVJE22 Te, tfdB, tfdCDEF de|(Streber, 1987)

pJP4 :
pUC18Not Ap (Herrero, y col., 1990)
pBluescript SK I .| Ap stock de laboratorio (GBF-

Braunschweig, Alemania)

tra: funciones de transferencia. NahR/Ps,: promotor inducible por salicilato y su

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

gen represor (Morales y col., 1991).
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ancho total. Se aseguré asi que el efluente empleara la superficie total de los
microcosmos desde la entrada a la salida, ubicadas en extremos opuestos de
cada estanque. La aireacién fue provista por aire humedecido impulsado
mediante bombas de acuario, a través de difusores. Estos difusores fueron
sumergidos 5 c¢cm en el liquido, para lo que fueron montados junto a sus
respectivas mangueras de silicona (D.l.= 0,4 cm), sobre una reja puesta a 4 cm
de altura (ver Figura 7). La distribucion de los difusores (siete por cada
microcosmos) fue definida de manera de obtener una mayor aireacidn en la
entrada del microcosmos. El flujo total de aire para cada microcosmos fue de
3.200 cc/min. El efluente de alimentacién, compensado como se indica en la
seccion 2, fue almacenado en una camara a 4°C, desde donde fue hecho llegar
y retirado de los microcosmos mediante una bomba peristaitica Masterflex
modelo 7521-35, provista de tres cabezales. El flujo de alimentacion de los
modelos conectados en serie fue fijado en 1,8 ml/min para el modelo | y 1,6
mi/min para el modelo II, lo que determina un tiempo de retencién hidraulica
(HRT) de 3,7 y 4 dias para cada modelo, respectivamente. La variacién del flujo
de alimentacion no fue superior al 10%. Para regular las variaciones
estacionales de temperatura, ambos microcosmos fueron montados al interior
de un estanque de fibra de.vidrio conteniendo agua termorregulada entre 20 y
25°C.

El pH fue determinado cada 2 dias durante los dos primeros meses y

luego cada 15 dias,  utilizando un electrodo Orion 9617BN.
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Figura 7: Fotografia de los modelos de laguna de aireacién y sus

elementos accesorios.

Las letras corresponden a lo descrito en la Figura 6, mas h) sistema de
calefaccion dispuesto para los modelos. No aparecen a) y g) efluente de

entrada y salida, respectivamente.




Las mediciones fueron efectuadas en cuatro posiciones en cada microcosmos,

ajustandose su valor a 7,010,2.

3.3 Cultivos por lotes.

Para analizar la capacidad de los microorganismos presentes en los
modelos de laguna de aireacién para degradar o modificar compuestos
organoclorados se escogieron los siguientes compuestos: 4-clorofenol (4-CF),
2,4-diclorofenol (2,4-DCF), 2,4,6-triclorofenol (2,4,6-TCF), 2,4,5-triclorofenol
(2,4,5-TCF), 2,4-diclorofenoxiacetato (2,4-D), guaiacol y fenol (pureza mayor a
un 99%), los cuales fueron comprados a Sigma Chem. Co. (St.Louis, MO,
USA); asi como 4,5-dicloroguaiacol (4,5-DCG), 4,5,6-tricloroguaiacol (4,5,6-
TCGQG), tetracloroguaiacol (TeCG), comprados a Helix Biotech (B.C, Vancouver,
Canada). A tubos de cultivo conteniendo 3 ml de medio salino o bien efluente
estéril, se adicionaron los compuestos enumerados mas arriba a una
concentracion final de 0,5 mM y 1,0 mM, para el medio minimo salino o bien 0,1
mM y 0,5 mM para el efluente estéril. Estos cultivos fueron inoculados (10% del
volumen de cultivo) con muestras provenientes de las salidas de ambos
modelos de laguna de aireacion e incubados, junto a los controles sin inocular,
por 15 dias en un agitador\orbital a 180 rpm y 25°C. Esta misma metodologia

fue usada para estudiar la capacidad de clones de R. eufropha JMP222 y P.




putida KT2442 para crecer empleando 3CB 1mM como fuente de carbono y

energia.

3.4 Cultivos en aireacion forzada.

Matraces Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 100 ml de efluente estéril
fueron cubiertos con tapones de gasa y algodén hidréfobo atravezados por una
manguera de silicona (DI:0,5 cm), a través de la cual se hizo burbujear aire
estéril humedecido. Estos sistemas fueron inoculados (10% del volumen) con
muestras provenientes de las salidas de los modelos e incubados por 7 dias a
25°C. -

En aquellos casos en que se evalud el efecto de adicionar R. eutropha
JMP134 0 JMP222 a los efluentes, se empled un indculo de 10° ufc/ml crecido
.en 2,4-D (2,2 mM) o fenol (1 mM), respectivamente. Estos fueron adicionados
al cuarto dia de incubacidn de cultivos inoculados previamente con muestras
de las salidas de los modelos y prolongada su incubacién hasta completar siete
dias desde la primera inoculaciébn. Como control se inoculd estos

microorganismos sobre efluente estéril y se incubé durante siete dias.

3.5 Sedimentos.

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

tomadas muestras de sedimentos”de la entrada y salida, aerobias y
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anaerobias. Muestras tomadas entre 0.5 y 1.0 m de profundidad fueron
consideradas aerobias, mientras que las muestras tomadas a 5 m de
profundidad fueron consideradas anaerobias. Estas muestras fueron
transportadas a Santiago en bidones plasticos y mantenidas a 4°C. Para
efectos comparativos también fueron tomadas muestras del sedimento

formado en los modelos montados en el laboratorio.

3.6 Obtencion de biomasas a partir de los modelos de laguna.

Se colectaron 4 litros de efluente en cada una de las salidas de los
modelos y fueron centrifugados a 10.000xg por 20 min. La pella de células

obtenida fue resuspendida en efluente estéril y ajustada a una DOggp=0.2,

empleando como blanco efluente filtrado. A la suspension de células asi
obtenida se adiciond los substratos a ensayar tal como se describe en la

seccién 3.3.

3.7 Preparacion de células competentes.

Este protocolo, descrito por Nishimura y cols. (Nishimura y col., 1990)
fue empleado para preparéf células de E. coli DH5a y E. coli cc118Apir. Las
cuales fueron las receptoras de las construcciones realizadas en pUC18Not y

Bluescript SK, en el primer caso y los derivados de pUT-km para el segundo.

kel
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Para ello, un cultivo en 50 ml en LB (DH50) o LB mas rifampicina (50
mg/ml), conteniendo 10 mM de MgS0.x7H,0 y 0,2% de glucosa (la solucién de
LB conteniendo MgSOs y glucosa fue designada como solucion A), fue
inoculado al 1% con un cultivo en LB (mas antibidtico) crecido por una noche e
incubado hasta fase logaritmica (DOss; N0 mayor a 0,9). Una vez crecidos, los
cultivos fueron enfriados en hielo por a lo menos 10 min, luego de lo cual
fueron centrifugados a 1.500xg por 10 min a 4°C. La pella obtenida fue
resuspendida cuidadosamente en 0,5 mi de solucién A, pre-enfriado en hielo y
luego se adiciond 2,5 mi de solucidn B (glicerol al 36%, 12% PEG (PM 7500),
12 mM MgS0.x7H,0 en LB (pH 7,0) y esterilizado por filtracién). La suspension
asi obtenida fue alicuotada en tubos Eppendorf (100 pl en c/u). Las alicuotas
fueron almacenadas a -70 °C sin necesidad de un rapido congelamiento en N,

liquido.

3.8 Preparacion de células para electroporacion.

Un volumen de 500 ml de medio LB fue inoculado al 1% e incubado
hasta una DOsy aproximada a 0.9 (8 h). El cultivo obtenido fue enfriado en
hielo por al menos una hora y luego centrifugado a 10.000xg por 8 min. La
pella obtenida fue lavada\tres veces con igual volumen de agua estéril,
centrifugando como en el paso anterior. Finalmente, la pella fue resuspendida

suavemente, en 1 ml de una solucién 30% de polietilenglicol (PM 1000) en

’.,v
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agua 3x esteéril y alicuotada en tubos Eppendorf (100 pl en c/u), previamente
enfriados. Los tubos fueron congelados rapidamente en N, liquido y luego

almacenados a -70 °C.

4. Andlisis microbioldgico.

4.1 Determinacion del niimero de células viables.

La determinacién de células viables fue efectuada en placas
conteniendo agar nutriente, agar sangre, agar sélo y agar mas efluente de
blanqueo al 50 o 100%. Para este ultimo medio, el efluente fue previamente

esterilizado como se sefiala en la seccion 2. 100 ul de diluciones seriadas en

medio salino de las muestras provenientes de los microcosmos (1073 a 107)
fueron sembradas en los medios arriba descritos e incubadas a 20 6 30 °C.
.Adicionalmente, se emplearon placas de agar Saboreaud para analizar la
presencia de hongos al interior de los microcosmos, asi como agar
McConkey, con incubacién a 37 °C, para el recuento de coliformes fecales.
Algunas de estas determinaciones para muestras provenientes tanto de los
modelos (columna de agua y sedimentos), como de la laguna de tratamiento
de la planta Arauco (entrada, salida y sedimentos) se complementaron con

KN

tincién de Gram.




4.2 Microscopia de epifluorescencia.

Estos analisis fueron realizados con la direccién del Dr. Miguel Martinez,
en el Departamento de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de
la Universidad de Concepcion. Se empleé esta metodologia para analizar la
poblacién microbiana total y viable presente en los microcosmos (Gerhardt,
1994). Para ello, se empled naranja de acridina, sélo (para recuento total) o
en presencia de 4cido nalidixico (para recuento de viables). Estas
determinaciones permitieron efectuar una estimacién de la poblacion
microbiana mas cercana a la realidad que la determinada como unidades

formadoras de colonias en placas de agar LB 0 medio selectivo.

4.3 Recuento de protozoos.

El recuento de protozoos se realizd empleando una camara de
Neubauer (hemocitometro). La muesira sin fijar fue tefiida con azul de
metileno, lo cual no tifie protozoos, sino que genera un fondo de contraste
sobre los sedimentos presentes en el sistema. Las muestras fueron
observadas empleando un objetivo 10x. Se cuantificaron cinco campos
(cuadriculas) de 1x1 mm; por triplicado. Los valores promedios fueron

expresados en células/ml.
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4.4 Identificacion preliminar de microorganismos por APl 20NE.

Este es un sistema de identificacion de bacilos Gram negativos distintos
de enterobacterias, distribuido por BioMeriéux (Marcy I'Etoile, Francia), que
combina 8 pruebas bioquimicas generales junto a 12 pruebas de asimilacién
de substratos. El sistema esta disefiado como una bateria que se inocula
empleando una solucién salina en la cual se ha resuspendido una colonia de
la cepa a identificar. La bateria se incuba por 24 y 48 h a 30°C, tiempo luego
del cual se determina la variacién en el color de un indicador para las pruebas
bioquimicas o el desarrollo de turbidez para las pruebas de asimilacidén. Las
pruebas incluidas en la bateria son: reduccidn de nitrato, formacién de indol,
fermentacion de glucosa, hidrdlisis de arginina, presencia de ureasa, hidrdlisis
de esculina (B-glucosidasa), hidrdlisis de gelatina (por presencia de
proteasas), presencia de B-galactosidasa, presencia de citocromo oxidasa y la
asimilacién de los siguientes substratos: glucosa, arginina, manosa, manitol,
N-acetilglucosamina, maltosa, gluconato, caprato, adipato, malato, citrato y

fenilacetato.

5. Analisis bioquimico.

5.1 Preparacion de extractos crudos.

Para la preparacion de los exiractos crudos, un cultivo de 100 a 500 mi
fue crecido en medio selectivo o LB, dependiendo de la cepa o construccion a

evaluar. En aquellos casos en que-fue necesaria la adicién de un inductor




como salicilato, éste fue adicionado a una concentracion final de 1,25 mM junto
al inéculo en LB e incubado por una noche. La adicién de IPTG en cambio, fue
a una concentracién final de 1 mM y sélo tres horas antes que las células
fueran cosechadas.

Los cultivos asi obtenidos fueron centrifugados a 10.000xg. La pella
obtenida fue resuspendida y lavada dos veces con igual volumen en tampén 50
mM Tris-acetato pH 7,5 conteniendo 1 mM MnCl. A continuacién, la pella fue
resuspendida en 5 ml del mismo tampdn de lavado y sometida a ruptura por
sonicacion (Vibracell, 90% de intensidad aplicado en 4 ciclos de 30 s, con 30 s
de descanso). El producto obtenido de la sonicacidon fue sometido a
ultracentrifugacion (85.000xg en rotor Ti65) en una ultracentrifuga Beckman L-
80, por 40 min y el sobrenadante obtenido empleado directamente para los

ensayos de actividad enzimatica descritos en la seccion 6.6.

5.2 Descloracion por suspensiones celulares.

Para la preparacion de las suspensiones celulares, matraces de 2 |,
conteniendo 750 ml de medio LB, benzoato (2 mM), 3-clorobenzoato (3 mM) o
2,4-diclorofenoxiacetato (2 mM), fueron inoculados al 1% con la cepa o
construcciéon a evaluar. En aquellos casos en que se necesitd, se adiciond
kanamicina (50 pg/ml) al cultivo, asi como los inductores salicilato (1,25 mM) o

IPTG (1 mM), tal como se indicé en la seccién 5.1. Una vez que los cultivos
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alcanzaron una DOgg de 0,8 a 1,3 (al cabo de un dia para cultivos en medio
rico, 6 2-3 dias para medio minimo), éstos fueron centrifugados a 10.000xg y
lavados dos veces con tampén 50 mM Tris-acetato pH 7,5. Las células asi
obtenidas fueron resuspendidas a una DOsg equiva_lente a 15 - 20, para los
ensayos de punto final y equivalente a 5 para los ensayos de cinética de
descloracién. Alicuotas de 10 ml de dichas suspensiones celulares fueron
incubadas con 3CB (1 mM), 3CC (0,5 mM), 4CC (0,5 mM) y 3,5DCC (0,5 mM).
Aintervalos de 1, 2, 3, 4 y 5 h, para cinética y al dia siguiente para ensayos de
punto final, se tomaron alicuotas de 300 pl en duplicado y fueron empleadas
para cuantificar cloruro liberado por el método espectrofotométrico descrito en
la seccidén 8. Los valores finales de descloracion de 3-CB fueron calculados
restando el vaior obtenido para la cepa parental (R. eufropha JMP222 o P.
putida KT2442), ya que la transformaciéon de 3-CB a 3-CC por dichas cepas
produjo un oscurecimiento del medio de incubacién el cual generd un valor de

lectura de cloruro equivalente a un 30% de descloracién.

6. Analisis quimico.

6.1 Barrido espectrofotométrico.

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

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

500 ui de acetato de etilo. A 300 (il de la fase orgénica que se recuperd
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después de centrifugar, se realizé un barrido espectral en el rango 200 a 400
nm, en un instrumento Hewlett Packard HP 8452-A, provisto de un sistema de
arreglo de diodos. Los espectros UV obtenidos fueron comparados con los
especiros obtenidos de las soluciones acuosas de los compuestos puros,
extraidos a pH neutro con acetato de etilo. Las extracciones se realizaron a
pH neutro de modo de no extraer los croméforos presentes en el efluente que
dificultan el andlisis directo de los sobrenadantes. La linea base fue ajustada

empleando acetato de etilo.

6.2 Cromatografia gaseosa.

Alicuotas de 50 ml de efluente proveniente de los cultivos en aireaciéon
forzada (ver seccién 3.4), fueron derivatizadas in situ con anhidrido acético y
-extraidas con 20 ml de hexano. La fase organica asi obtenida fue concentrada
a 500 ul por evaporacién en corriente de nitrégeno, de los cuales 1 a 3 i
fueron analizados en un sistema GC-MS Hewiett Packard, modo SIM,
constituido por un cromatégrafo de gases HP 5890 serie I, acoplado a un
detector de masa HP-5972A. Se empled una columna capilar de 30 m (DI: 0,25
mm), HP5 - fenilmetilsilicopa. La temperatura del inyector fue de 260°C. El
programa de temperatura para la columna fue de 100 a 250 °C, con un
incremento lineal de 4 °C/min. Estas determinaciones fueron realizadas por

Leonidas Cardenas y Leandro Padilla, en la Unidad de Bioquimica Celular y
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Genética, de la Facultad de Ciencias Bioldgicas en la P. Universidad Catélica

de Chile.

6.3 Determinacidn de la demanda quimica de oxigeno (DQO)

La cuantificaciéon de la materia organica total presente en una muestra
fue efectuada empleando las soluciones que para tal efecto distribuye Merck
Quimica Chilena Soc. Ltda. Esta técnica se basa en Ia oxidacién completa de la
materia organica con una solucién concentrada de dicromato de potasio,
determinando espectrofotométricamente a 585 nm la absorbancia del reactivo
oxidante remanente. La lectura se compara con una curva de calibraciéon hecha
con una solucién de ftalato acido de potasio como estandar. Para ello se
procedio a incubar diluciones del efluente en agua, junto a los reactivos de
oxidacion, en tubos de 15 ml con tapa rosca, a 120 °C por 2 h. Al cabo de este
tiempo la absorbancia de las soluciones fue determinada en un instrumento
Spectronic 20, cuyas cubetas fueron mantenidas a bafio maria (60°C) para
evitar la precipitacion de las reacciones, lo que sucede al enfriarse éstas por

bajo 50°C.

6.4 Determinacion de la demanda bioquimica de oxigeno (DBOg).

El efecto de los microorganismos sobre la materia orgéanica facilmente

degradable presente en el efluente (principalmente residuos de carbohidratos)
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fue evaluado por la disminucién de la DBOs. Esta fue estimada cada 7 6 15

dias usando procedimientos establecidos (Andnimo, 1985). Las botellas de
300 mi (Vita) para DBO fueron incubadas a 23+2 °C, en oscuridad,
conteniendo 4 ml (Viwestra) de efluente diluido en medio salino no estéril, sin

inéculo adicional. El oxigeno disuelto fue medido en mg Oo/l a 0 y § dias

[[Ozlo ¥ [O2]5) con un electrodo para oxigeno (Orion 97-08-99 o Jenway 9010),
conectado a un medidor Orion 420A. Con los valores obtenidos se determiné

el consumo de Oo necesario para la degradacion de la materia organica

presente en un litro de efluente. Se empled como control abiético (blanco) una

botella para DBO conteniendo s6lo medio salino, cuya disminucién de O2

disuelto después de 5 dias no sobrepasé el 10%.

Para el célculo de la DBOs se empled la siguiente formula:

Vtotal
Vmuestra

DBOs= {([02]o-[O2]5~([O2]bianco,0[O2lbianco,s)} *

6.5 Mineralizacién de clorofenoles marcados con 14C.
Para determinar la capacidad microbiana de mineralizar (transformar a

CO,) clorofenoles se emplearon dos compuestos marcados con 14¢: “c-UL-2,4-

TCF (8.42 mCi mmol-1), y **C-UL-2,4,5-TCF (4.4 mCi mmol-1), los cuales fueron
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comprados a Sigma Chem. Co. (St.Louis, MO, USA). Estos compuestos también
fueron usados para efectuar un balance de masas en los sistemas complejos.
Para ello, 50 ml de los cultivos obtenidos por aireacion forzada al cabo de siete
dias fueron transferidos a matraces Erlenmeyer de 150 ml, a los que se adicioné
2,4-DCF en concentracion final de 0,5 mM o 2,4,5-TCF (0,1 mM) mas 10.000 cpm
de compuesto marcado. Estos matraces fueron cerrados con tapones provistos
de una entrada y una salida para insuflar aire, e incubados en un agitador orbital
a 180 rpm y 25°C. Al cabo de 3 h, 1, 3, 6 y 10 dias se insuflé aire a los cultivos,

haciendo pasar el aire expelido de los matraces por viales conteniendo liquido de
centelleo con etanolamina, lo cual permitié fijar el 14C0O5 La aireacién se realizd

durante 10 min. Los viales fueron contados durante 2 min en un contador de
centelleo liquido Beckman modelo LS 5000 TD de la Unidad de Bioquimica
Celular y Genética de la Facultad de Ciencias Bioldgicas. La mineralizacion se
expresé como porcentaje respecto a las cuentas agregadas inicialmente. El
liquido de centelleo fue preparado de la siguiente manera: 2 g de PPO y 0.05 g
de POPOP se disolvieron en 500 ml de tolueno, luego sobre esta solucion se
agregaron 400 mi de metanol y 100 ml de etanolamina. Para el balance de masas
al término de la incubacion se tomaron 10 ml del cultivo, se filtraron por filtros
MFS de 0.2 um, el filtro se*secd y luego se sumergié en un vial con liquido de
centelleo. También se tomdé 1 ml del filirado y se adiciond a un vial con liquido de

centelleo. Para disolver la fase acuosa fue necesario agregar 1 ml de Arkopal.
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Por otro lado, se cargaron aproximadamente 1.000 cpm de 2,4,5-TCF radioactivo
directamente en un filiro para determinar si éste producia algun tipo de
interferencia en la medicién al ser sumergido en el mismo vial (quenching), no
detectandose interferencia con el conteo. De esta manera fue posible realizar un
balance de masa expresado como porcentaje de la marca total que se encontraba
asociada a compuestos solubles, asociada a las células y como CO,. En estos
experimentos se incluyé a modo de control positivo un cultivo de R. eufropha
JMP134 crecido en 2,4-D 2,2 mM con aireacién forzada, el cual mineralizé 2,4-

DCF.

6.6 Ensayos de actividad enzimatica.

El siguiente ensayo, concebido como una cinética de transformacion
completa de un clorocatecol (3CC, 4CC o 3,5DCC), registrado mediante barrido
espectrofotométrico, fue montado en el laboratorio con la ayuda del Dr. Dietmar
Pieper (GBF, Braunschweig-Alemania). Se basa en que en presencia de un
extracto crudo conteniendo las cuatro actividades enzimaticas a determinar,
esto es, clorocatecol-1,2-dioxigenasa (TfdC), cloromuconato isomerasa (TfdD),
dienolactona hidrolasa (TfdE) y maleilacetato reductasa (TfdF), el producto
generado por una enzima ;‘unciona como substrato in sifu para la siguiente

enzima, siempre que en la cubeta se encuentren presentes iones Mn+2,



requeridos por la segunda enzima (TfdD) y NADH, cofactor de la Gltima enzima
(TfdF). Los espectros del clorocatecol, el cloromuconato y el maleilacetato son

claramente diferenciables, como se muesira en la Figura 8. La variacién de
absorbancia para el maximo de absorbancia del cloromuconato (A1, Figura 8)
dividido por el tiempo necesario para lograr dicha transformacion a partir del
clorocatecol (T1-T, Figura 8) fue la base para el calculo de la actividad
especifica de clorocatecol-1,2-dioxigenasa. La absorbancia obtenida al maximo
del especiro del maleilacetato o del cloromaleilacetato (A2, Figura 8) dividida
por el tiempo transcurrido entre el espectro que generd el maximo de
absorbancia para el cloromuconato (T1) y el (cloro)maleilacetato (T2)
permitiéron calcular la actividad conjunta de la cloromuconato cicloisomerasa y
dienolactona hidrolasa. Finalmente, al suministrar NADH como cofactor y
extracto crudo fresco a la mezcla ya incubada, fue posible determinar la

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

ensayo enzimatico por un extracto crudo de R. eutropha JMP134.




a 340 nm, como consecuencia de la oxidacion del NADH. Las expresiones

matematicas fueron:
Actividad de TfdC AL
T T1-T
- A2
Actividad de TfdDE= T 71
Actividad de MAR= A3‘;(,)"m

Una unidad de actividad enzimatica se definid6 como la cantidad de
enzima que fransforma un micromol de substrato por minuto.
Experimentalmente se procedié con el siguiente protocolo: en una cubeta de
cuarzo (paso de luz 1 cm), conteniendo tampon 50 mM Tris-acetato pH 7,5 y 1
mM MnSOQ,, para generar 1 ml de volumen final, se adicioné 3 a 10 pl del
extracto crudo, y con esta mezcla se ajustd el cero al espectrofotdometro (en
modo combinado cinético y barrido espectrofotométrico). Para iniciar la
reaccion se adicioné 3CC, 4CC 6 3,5DCC (pureza mayor a un 95%, Helix
Biotech. Corp., Vancouver, B.C. Canada), a una concentracion final de 50 uM
(2,5 yl de una solucién stock 20 mM preparado fresco), a esta mezcla se
realizd un barrido espectrd%otométrico cada 30 s, durante 15 a 60 min. Las

graficas obtenidas fueron usadas para calcular las actividades especificas
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como se describe mas arriba, usando los coeficientes de extincidn molar
incluidos en la Tabla IV.

Para determinar la actividad enzimatica de maleilacetato reductasa, el
substrato (maleilacetato y cloromaleilacetato) fue generado in situ a partir de 10
ml de tampén 50 mM Tris-acetato pH 7,5 y 1 mM MnSO,, conteniendo 50 uM
final de 4-CC (para generar el maleilacetato) o 50 uM de 3,5DCC (para generar
el cloromaleilacetato) y 100 pl de extracto crudo de R. eufropha JMP134,
crecida en 2,4-D. Después de una hora de incubacion a temperatura ambiente
el extracto adicionado estaba inactivo, lo que se comprobd cuando a 1 mi de la
mezcla de reaccion se le adiciond 200 uM NADH final (10 ul de una solucién 20
mM stock) y se registré a 340 nm la disminucién de absorbancia. Una vez
comprobado que el exiracto crudo presente estaba inactivo, la mezcla de
reaccion fue empleada para determinar en présencia de NADH la actividad de

extracto fresco adicionado a la cubeta.

7. Cuantificacion de proteinas.

La concentracion de proteinas presentes en los extractos fue
determinada por el método de Bradford (Bradford, 1976), empleando el kit que
distribuye BioRad. Brevemente, 1 a 5 ul de extracto crudo fueron adicionados a
un volumen final de 1 ml a los cuales se adicioné 200 ul del reactivo incluido en

el kit. Después de incubar por 10 min, las muestras fueron leidas a 595 nm
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Tabla IV: Coeficientes de extincion molar empleados para el calculo de

actividades especificas.

Substrato Longitud de onda € (Imolem™) Referencia

(nm)
Cis,cis-muconato 260 16.800 (Dom y Knackmuss, 1978)
2-cloro-cis,cis-muconato 260 17.100 (Dom y Knackmuss, 1978)
3-cloro-cis,cis-muconato 260 12.400 (Dom y Knackmuss, 1978)
2,4-dicloro-cis,cis-muconato 260 5.800 (Vollmer y Schidmann, 1995)
maleilacetato 240 6.000 este trabajo
2-cloromaleilacetato 240 6800

este trabajo




en un espectrofotémetro y la concentracion calculada al interpolar en una curva

realizada entre 0 ug/ml y 10 pg/mi con BSA.

8. Cuantificacion de cloruro liberado.

El método espectrofotométrico empleado en la cuantificaciéon de cloruro
liberado estd basado en el método de tiocianato de mercurio (Florence &
Farrar, 1971; Hammel y Tardone, 1988). Para ello, alicuotas de 400 ul de la
solucién a cuantificar fueron mezclados con 300 pl de una solucién 5,25 M de
acido perclérico preparada en 0,375 M de nitrato férrico, a lo cual se adicioné
300 ul-de una solucion de etanol saturada en tiocianato de mercurio Il.
Después de incubar por 5 min, la mezcla resultante fue medida a 460 nm y el
valor de absorbancia obtenido interpolado en una curva de calibracion

_realizada entre 0 mM y 1 mM de NaCl.

9. Técnicas de biologia molecular.

9.1 Extraccion de DNA plasmidial.
Fue realizada empleando el kit QlAprep Spin Plasmid (QIAGEN Inc.,

Chatsworth, CA, USA). Este kit se basa en el método de lisis alcalina descrito
por Birnboim y Doly (Birnboim & Doly, 1979) y en la unién especifica del DNA a
silica cuando existe una elevada concentracion salina. El protocolo consta de
tres etapas: obtencién de un sobrenadante de lisis claro, adsorcién del DNA a

una columna y el lavado, con posterior elucion del DNA de esta columna. Tres
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a cinco ml de un cultivo en medio LB méas antibidtico inoculados con una
colonia, fueron crecidos por una noche en agitacion (180 rpm y 37°C). Después
de centrifugar (14.000 rpm por 2 min) la pella fue resuspendida en 250 pl
tampon P1 (conteniendo 35 U/ml de RNasa A); a los cuales se adicionaron 250
Ml de tampdn P2 conteniendo NaOH y SDS, para producir la lisis alcalina. Tras
incubar a temperatura ambiente por 5 min, se adicion6 350 ul de tampén N3, el
cual produce la neutralizacién de Ila solucidon de lisis permitiendo Ila
renaturacion del DNA plasmidial mientras que el DNA cromosomal y las
proteinas contintian denaturados debido al contenido de SDS presente en el
medio de reaccidén. Después de agitar los tubos, estos fueron incubados en
hielo otros 5 min. Concluida la incubacién, los tubos fueron centrifugados en
una microcentrifuga Eppendorf por 10 min. El sobrenadante de lisis que se
obtuvo (fin de la primera etapa) fue transferido a las columnas suministradas en
el kit (QlAprep Spin columns), las cuales contienen particulas de silica a las
cuales se une especificamenie el DNA, en presencia de una elevada
concentracion salina (suministrada por los tampones anteriores). Las columnas
fueron centrifugadas por 30 s, al cabo de lo cual, tras remover el filtrado, fueron
lavadas con 500 ul de tampén PB y después de una nueva centrifugacion,
lavadas con 750 pl de tampén PE. Este ultimo contiene etanol, lo que tras una

nueva etapa de centrifugacién permitié el secado del DNA para su posterior

elucién con 100 pl de tampdn TE 1x (10 mM Tris-HCI; 1mM EDTA; pH 8,0). La
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composicion exacta de los tampones P1, P2 y N3 no es revelada por QIAGEN.
El método resulté simple con un elevado rendimiento para replicones ColE1,
como pUC18 y pBluescript SK I, y proporciond una preparaciéon limpia lista
para cualquier uso.

El protocolo anterior también fue usado como base para recuperar DNA
después de ser digerido por enzimas de digestion, en aquellos casos en los
cuales el empleo de una segunda enzima de digestién requiere un tampdn
completamente distinto al primero, o bien para concentrar preparaciones
digeridas de pJP4, previo a emplearlas para ligacion. Para ello el protocolo fue
modificado de la siguiente manera: se adicionaron por cada volumen de DNA a
concentrar, cinco voliumenes de tampén PB, tras homogeneizar la solucién fue
cargada en una columna, centrifugando por 30 s para la remocién de la fase
acuosa y dejando el DNA unido a la columna. Desde este punto se continué de
acuerdo a lo descrito en el protocolo anterior. Tras el secado del DNA éste, aun
unido a la columna, fue resuspendido en un volumen de tampén TE 1x no
inferior a 50 pl para permitir asi su recuperacién por centrifugaciéon desde la

columna.

9.2 Deteccidn y aislamiento de plasmidos de gran tamaiio.

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

& Liu, 1981). El protocolo fue adaptado para detectar la presencia del plasmido
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pJP4 en R. eutropha JMP134. Este protocolo no permite la purificacién del
plasmido en cuestién puesto que en todo momento co-purifica con el DNA
cromosomal. Para ello, la pella obtenida después de microcentrifugar (5 min a
14.000 rpm) 1 ml de cultivo en medio minimo conteniendo 3CB (5 mM) o 2,4-D
(2 mM), fue resuspendida en 100 pl de tampédn E (40 mM Tris-acetato, pH 7,9 y
2 mM EDTA). A la suspensidn anterior, se adicioné 200 ul de solucion de lisis
(3% SDS, 50 mM Tris, pH 12,6). Tras mezclar, los tubos fueron incubados a
65°C por 1 h. Posteriormente la soluciéon obtenida fue extraida con dos
volumenes (600 pul) de fenol-cloroformo (1:1). Tras agitar para emulsionar, los
tubos fueron centrifugados por 10 min a 14.000 rpm. El sobrenadante que se
obtuvo fue nuevamente extraido con 500 ul de cloroformo y luego de una
nueva etapa de centrifugacion, la fase acuosa fue analizada directamente en
un gel de agarosa al 0,7 % en TAE1x y sometido a un campo electroforético de
100 V (50 a 80 mA) por 45 min. Una vez corrido el gel, éste fue tefiido en una
solucién de bromuro de etidio por 10 min y fotografiado empleando una camara
DS34 Polaroid (Sao Paulo, SP, Brasil), acoplada a un cono 0,85x, empleando
peliculas Polaroid 667 (ISO 3000/36°).

Este protocolo también fue empleado para obtener una preparacion
enriquecida en pJP4 y libre de DNA cromosomal. Dado que no dié buen
resultado realizar un escalamiento del protocolo, se optd por incrementar el
namero de minipreparaciones realizadas. En este caso, la solucidon acuosa

obtenida al final del protocolo (alrededor de 10 mi), fue concentrada mediante
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extraccion con iguales volimenes de dietil éter (2 a 4 veces). La solucién
acuosa obtenida (alrededor de 1,~5 mi) fue dializada en bolsas de didlisis contra
11 de tampdn TE 1x durante 1 h. Al cabo de ello, el dializado fue cargado en un
gel preparativo (1% agarosa en TAE 1x) que contenia también un bolsillo
analitico. Después de realizada la electroforesis (100 V por 45 min), la parte del
gel conteniendo el bolsillo analitico fue cortado y tefiido con una solucién de
bromuro de etidio. Realizado ésto y por comparacién con la migracién en el gel
analitico, el gel preparativo fue cortado para obtener el fragmento conteniendo
s6lamente el plasmido libre del DNA cromosomal (éste por su tamario migra por
sobre el DNA cromosomal). El fragmento de agarosa asi obtenido fue

electroeluido (ver seccidn 9.5).

9.3 Restriccion, desfosforilacion y ligacidén del DNA.

Las reacciones de restriccion, desfosforilacién y ligacion del DNA fueron
realizadas siguiendo protocolos estandar (Ausubel y col., 1992). Las enzimas
empleadas en esta tesis fueron: Eco R, Sfil, Sst 1, Sall, Hind lll, Bam HI, Kpn
I, Xba l, Hinc ll, Hpa |, Pvu ll, Pst |, Not |, Sma I, T4 DNA ligasa y fosfatasa
alcalina (CIAP) compradas a Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, USA); Pmily Dra |

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

DNA se emplearon: DNA “Ladder” (500 pb a 12 kb), A DNA digerido con Bst Ell
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(117 pb a 23,13 kb) y A DNA digerido con Hind 1ll (125 pb a 23,13 kb)

comprados a Gibco-BRL y New England Biolabs.

9.4 Extraccion con fenol y precipitacion de DNA

Este procedimiento fue empleado para remover enzimas de restriccién
gue no pueden ser inactivadas por calor (BamHI, Eco R, Hpa I, Pvu ll). Para
volimenes menores a 30 ul, se obtuvo una buena recuperaciéon cuando la
extraccion fue realizada en tubos Eppendorf de 500 ul. Brevemente, se
adicioné un volumen de fenol por volumen a exiraer. Tras emulsionar se
centrifugé por 4 min a 14.000 rpm y la fase acuosa fue recuperada y extraida
con un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (20:1) y medio volumen de
fenol. Tras centrifugar nuevamente y recuperar la fase acuosa, ésta fue
.extraida con un volumen de cloroformo:aicohol iscamilico (20:1). Luego de
centrifugar y recuperar la fase acuosa se adiciond un décimo de volumen de
acetato de sodio 3M (pH 5.2 a 5.6) y 2 volumenes de etanol frio (mantenido a -
20°C) incubando los tubos por 20 min a -20°C, o por 10 min a -70°C.
Finalmente los tubos fueron centrifugados por 10 min a 14.000 rpm (T° < a 4
°C) y la pella, tras ser lavada con 750 pl de etanol 70% (mantenido a -20°C) fue

secada en un equipo SpeedVac por 2 min y resuspendida en 10 ul de TE1x.
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9.5 Electroelucion de DNA.

Esta metodologia fue empleada para obtener fragmentos de DNA
contenido en geles de agarosa. Para ello, el fragmento de agarosa fue
introducido con la ayuda de una pinza al interior de una bolsa de dialisis,
tratando de remover todo el aire contenido entre la bolsa de didlisis y el
fragmento de agarosa. Se adiciond TAE 1x en cantidad suficiente para tener
una delgada pelicula en torno al fragmento de agarosa (100 a 300 ul). La bolsa
de diélisis fue cerrada con pinzas, introducida en una cadmara de electroforesis
(Gibco-BRL Horizon 58) y mantenida sumergida en TAE 1x, en posicién
paralela al campo eléctrico aplicado por medio de la misma navecilla para
geles de la camara. En estas condiciones se aplicd un campo eléctrico (100 V
por 30 min), al cabo del cual se invirtié la polaridad del campo por sélo 30 s,
para liberar el DNA de la bolsa de diélisis. Finalmente se recupero la solucién
de TAE 1x al interior de la bolsa de dialisis conteniendo el DNA. Previo a usar
bolsas de diélisis para dializar o electroeluir DNA éstas fueron rehidratadas en
tamp6n TE 1x por 15 min y posteriormente hervidas en la misma solucién por
30 min. Tras esto fueron enfriadas y lavadas exhaustivamente con nuevo
tampén TE 1x. En estas condiciones, las bolsas de dialisis también fueron

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

9.6.1 Diseiio de partidores.

Conocida la secuencia del operédn tfdCDEF (Don y Pemberton, 1985), se
construyeron partidores para cubrir el operén completo, designados BDO;
(extremo 5’ del operdn) y VAL, (extremo 3’ del operén). Al centro del operén y
definiendo dos fragmentos de 1.8 kb y 1.9 kb se disefiaron dos nuevos
partidores denominados BDO. (extremo &' interno) y VAL, (extremo 3’ interno).
Los partidores fueron disefiados de una longitud de 30 bases y su secuencia

fue la siguiente:

BDO;: 5-TCTAGAATTCATGACGGAGGCAAAGTGAAC-3’
VAL:: 5-CCCGGGATCCATTATTTGAAATCCGGTCTT-3’
BDO,: 5-ACTCGGGATCCGGGATTACGAACTGCAGGT-3

VAL, 5-GCCGTGGAATTCGCCAGTGGGAACCTGCAG-3..

9.6.2 Mezcla de reaccion.
Se prepararon soluciones stock de partidores (30 a 50 pmoles/ul) y dNTPmix
(2,5 mM). |

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

10 pl, a los cuales se adiciond 2 ul de tampdn conteniendo el DNA. Para fines



preparativos la mezcla de reaccion fue dividida en alicuotas de 100 pl,
descontados 10 pl de H,0O, los que fueron reemplazados por el tampén
conteniendo el DNA. A la mezcla preparada previamente se adiciond 0,5 U de
Taq polimerasa por cada 10 yl de volumen de reaccion. Todos los reactivos
empleados para 'PCR fueron comprados a Gibco-BRL, incluidos la sintesis de
los partidores arriba descritos.

La mezcla de reaccién final para 200 i fue:

Reactivo volumen | Concentracién final
Tampon para Taq polimerasa 10x 20 i 1x
dNTPmix 15 0,19 mM (c/u)
Partidor “sense” (BDO4 0 BDO,) 2 ul 0,3a0,5uM
Partidor “antisense” (VAL o VAL,) 2 ul 0,3a0,5uM
H,0 (3x) 161 ul

9.6.3 PCR de colonias.

Se utilizd PCR analitico como herramienta para realizar un analisis de
las colonias obtenidas después de transformar cultivos de E. coli con las
mezclas de ligacion, como una manera de seleccionar clones conteniendo el
inserto completo del operén {fdCDEF. Para ello, cada colonia a analizar fue
resuspendida en un volumen de 10 ul de H,O 3x estéril, después de lo cual la
suspensién celular fue incubada a 95 °C por 4 min para permitir la liberacién

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

ul en la mezcla para PCR analitico, descrita anteriormente.

9.6.4 Programa de amplificacion por PCR.

El programa para el termociclador (Pharmacia Landgraf LKB-UV-M-II de
5 canales, con capacidad de 9 muestras por canal y MJ-Research de un canal
para 16 muestras), fue el siguiente: Un ciclo de denaturacién (95 °C por 120 s),
seguido de 35 ciclos de amplificacién (95 °C por 45 s, 55°C por 30 s, 72 °C por
180 s), finalizando con un ciclo de extensién (72 °C por 600 s), manteniéndose
posteriormente a 4°C por tiempo indefinido. Después de realizado el PCR, 4 ul
de cada una de las preparaciones fueron cargados en un gel de agarosa al
0,7% (en TAE1x) y sometidos a un campo electroforético de 100 V (50 a 80

mA) por 45 min.

9.7 Transformacion celular.

9.7.1 Electroporacion:

La electroporacion fue realizada en un sistema Bio Rad, (Gene Pulser,
modelo 1652077 y Gene Pulser |l plus). Las condiciones de electroporacion,
para cubetas de 0,2 cm de paso fueron: 800 W, 25 pF y 1,25 KV. Las células
preparadas en la seccién 3.8 fueron descongeladas lentamente en hielo y
electroporadas tras la adicion del DNA con valores de intensidad de campo (T)

entre 14,5y 13,3. ’




9.7.2 Conjugacion triparental.

El siguiente protocolo fue empleado para introducir los cassette de DNA
contenidos en los vectores derivados de pUT-Km, pCNB4 y pCNB5 (de
Lorenzo y col., 1990; Herrero, y col., 1990).

Células de dador (E. coli cc118Apir, conteniendo la construccidén a
transferir), de “Helper” (E. coli HB101, pRK600) y de receptora fueron crecidas
en 2 ml de medio LB conteniendo un antibiético adecuado (Km 50 pg/ml para el
dador y Cm 20 ug/ml para el “helper”). En tubos Eppendorf de 1,5 ml estériles
se centrifugaron 1 ml de dador y de “helper” y 2 ml de receptor a 6.000 rpm por
30 s. Cada una de las pellas obtenidas fueron resuspendidas en 1 ml de 50 mM
MgSO, y centrifugadas de nuevo como en el paso anterior. Las células de
dador fueron resuspendidas en 100 pl de MgSO, y transferidas sobre la pella
de células “helper’, resuspendidas de nuevo y fransferidas sobre las células
receptoras. Finalmente, la pasta de células obtenidas fue depositada sobre un
filtro estéril (Millipore 0,2 mM de diametro de poro), puesto sobre una placa de
agar LB sin antibidtico. Tras dejar secar el filtro en la campana de flujo laminar,
éste fue incubado por una noche a 30 °C. A la manana siguiente el filtro fue
introducido con la ayuda de una pinza plana estéril en un tubo cénico estéril de
15 ml, en el cual las células fueron resuspendidas en 1 ml de soluciéon 50 mM

MgSO, mediante Vortex. La suspension celular asi obtenida fue sembrada en
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alicuotas de 100 ul, 200 ul y 700 ul en placas de agar salino, conteniendo 50

ng/ml Km y un substrato adecuado para seleccion de transconjugantes.

9.8 Transformacién por shock térmico.

Este protocolo fue empleado para construir cada uno de los clones
conteniendo los distintos fragmentos de DNA en los cuales se encuentra el
operén tfdCDEF. Las células preparadas previamente (seccion 3.7) y
almacenadas a -70°C fueron lentamente descongeladas en hielo. Por cada 100
ui de células descongeladas se adiciond 10 pyl de mezcla de ligacién y se
mezclé suavemente con la misma pipeta. A continuacidn, las células fueron
incubadas en hielo sin agitacién entre 20 y 30 min, para luego aplicar un shock
térmico de 60 s a 42 °C. Luego las células fueron incubadas en hielo por otros
2 min, tras lo cual las células fueron rapidamente transferidas a 1 mi de medio
LB e incubadas a 37°C por una hora. Finalizada la incubacién, las células
fueron centrifugadas (6.000 rpm por 30 s) para remover el medio de
incubacién, el cual fue reemplazado por 100 yl de LB. Tras una suave
resuspension, alicuotas de 20 y 80 pl de las células fueron sembradas con
rastrillo, en placas LB conteniendo el antibidtico adecuado de seleccién (Ap
para pBluescript Il SK y ;;UC18Not y Km para los derivados de pUT). En
aquellos casos en que se quiso descartar los clones que contenian sélo el

vector se usaron placas a las que se habia agregado, con rastrillo sobre la

*
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superficie de la placa, 50 pl de una solucién 20 mg/ml de X-gal y 5 pl de IPTG
200 mg/ml y dejada secar en campana de flujo laminar una hora previo a ser

sembradas. El procedimiento anterior no funciond para pUC18Not.
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RESULTADOS

1. Degradacion de (cloro)aromaticos en lagunas para el tratamiento
aerobio de efluentes provenientes del blanqueo de pulpa de celulosa: Un

modelo de estudio.

1.1 Montaje de microcosmos.

En el laboratorio se montaron dos modelos de lagunas de aireacidén
(microcosmos), alimentados en forma secuencial con efluente proveniente de
una planta de produccién de celulosa. Al mantener constante parametros como
el tiempo de residencia (5-6 dias), el pH de ingreso del efluente (6,0) y la

compensacién en nitrégeno y fosfato en funcién de los valores de DBOg, se

buscd el establecimiento de una poblacion microbiana, a partir de los
microorganismos presentes en el efluente de alimentacién, la cual fue evaluada
tanto en su capacidad para remover los organoclorados presentes en el
efluente, como en su influencia en la sobrevivencia de un microorganismo
especializado en la degradacién de clorofenoles como es R. eufropha JMP134.

El disefio de los microcosmos buscé representar, lo mas cercanamente
posible, las caracteristicas: de las lagunas de tratamiento aerobio, esto es
disminucién de DBOs, rango de pH y razén N:P:DBOs (M. y M. seccion 3.2).

Estas operan con un tiempo de retencién de 5 dias, basado en que el flujo del

-
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liquido es de tipo mezcla completa. Para verificar lo anterior, se efectudé una
estimacién del tipo de flujo en uno de los modelos montados, usando dicromato
de potasio como marcador (M. y M. seccién 3.2). El resultado de esta
determinacion (Figura 9), mostré una disminucién a la mitad de la
concentracion del marcador cada 5,5 dias, es decir, el tiempo de retencién
definido para el microcosmos. Debido a que los resultados obtenidos con el
trazador fueron consistentes con lo esperado, descartdndose un flujo tipo
pistdn, en el cual la concentracién del trazador habria disminuido a cero en un
tiempo de retencion, no fue necesario efectuar una determinacion mas precisa
del tipo de flujo para sélidos en suspensién, lo que habria requerido el uso de

células u otros macromoléculas como marcadores.

Durante los dos primeros meses de operacion el pH debid ajustarse
cada 1-2 dias, ya que subia hasta 8,5. Posteriormente se estabilizé en 7,0,
observandose un gradiente de pH de 0,3 unidades entre la entrada y la salida
del modelo. El pH se estabilizd conjuntamente con el alcance de niveles

parejos de remocién de DBOs5 equivalentes a un 80% de materia organica

degradable presente en el efluente (ver mas adelante). En el microcosmos
también se establecid una gradiente de oxigeno. Hasta los 4 cm de
profundidad (profundidad dé los difusores) los valores de oxigeno disuelto se
mantuvieron alrededor de 6,0+0,5 ppm, mientras que préximo al fondo del

sistema (7 cm), los valores de oxigeno disuelto fueron de 0,5+0,1 ppm.

s
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dicromato remanente (unidades relativas)

140 +

tiempo de elucion (d}

Figura 9: Perfil de elucion de dicromato de potasio como marcador para la
determinacion del tipo de flujo existente en un microcosmo que

representa una laguna de aireacion.

Las lineas segmentadas (- - -) y punteada (...) indican el tiempo necesario para
que la concentraciéon del marcador presente en el sistema disminuya a la mitad
y a la cuarta parte, respectivamente. El flujo del sistema fue de 1,1 ml/min. Los

resultados son el promedio de dos determinaciones (DS< 10%).
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En la Figura 10 se muestira que, al cabo de dos semanas de operacion,

se detectaron niveles apreciables (40%) de disminucién de la DBOg (M. y M.

seccién 6.4). Estos continuaron subiendo progresivamente hasta el dia
noventa, en el que se alcanzd el 85% de remocién. Este nivel se mantuvo,
salvo las excepciones que se indican en la Discusion. En el modelo también
se produjo una remocién en DQO de un 30%, valor que concuerda con lo
esperado.

Una vez que se obtuvieron valores de remocién de DBOs constantes
para un modelo ya mencionado, se inicid la operacién de un segundo modelo,
conectado en serie con el primero. La conexion en serie debié hacerse
aumentando el flujo total del sistema, de manera de dejar al modelo | con un
flujo de 1,8+0,1 ml/min (tiempo de retencién de 3,7 dias) y al modelo 1l con un
flujo de 1,6+0,1 mi/min (tiempo de retencién de 4 dias). Si bien este cambio en
el tiempo de retencién hidraulica varié las condiciones de regimen alcanzadas
para un sélo modelo, el modelo | continué removiendo sobre un 80% del
contenido de materia organica degradable medido como DBOs. De esta
manera se consiguid evitar problemas de concentracion del efluente en el
segundo modelo, producto Qc_je la evaporacion. En la Tabla V se muestran los

valores promedio para los parametros del primer modelo (de ahora en

adelante modelo I), asi como los obtenidos para el modelo Il
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67

100 1

(04}
o

D
(]

NS
o

N
(o]

0 20 40 60 . 80 100 120
Dias

Figura 10: Remocion de materia organica degradable, (DBOs) en un
microcosmos.
Los valores provienen de determinaciones de DBOs, a los tiempos sefialados.

L os valores corresponden a un promedio de tres determinaciones (DS< 10%).
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Tabla V. Parametros de operacion de los microcosmos.

Parametro Efluente de Efluente de salida
entrada modelo | modelo Il
DBOs (mg Oz/L) 360 + 33 61 68 + 1
DQO (mg O/L) 615 + 60 473 + 25 565 + 68
pH 6,0 6,5 - 7,5 7 0 _ 7 5
Cuentas cultivables 7.1 73 54
(log ufc/ml) ® .
Cuentas viables® (log 8,3 8,5 7.1
células/mi)
AOX (ppm) ° 17 ’ 11 11
Clorofenoles totales (ppb)* 4-200 bid bid

Estos valores corresponden a un promedio de 2 afios de operacion de los sistemas
en forma continua. a: determinadas en placas de agar LB. b: determinadas por
epifluorescencia con naranjo de acridina en presencia de &cido nalidixico. c:
informacién obtenida de los laboratorios de la planta Arauco S.A. d: bld: bajo el

limite de deteccidn (4 ppb).
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1.2 Presencia de compuestos-organoclorados propios de los efluentes de

blanqueo.

La presencia de compuestos organociorados, derivados del proceso de
blanqueamiento de la pulpa de celulosa fue estudiada mediante cromatografia
gaseosa (M. y M. seccién 6.2). Por este medio fue posible distinguir 11
compuestos estéandares, los cuales se muestran en la Figura 11a. En la Figura
11 también se incluyen cromatogramas representativos de los analisis
realizados sobre muestras de efluentes provenientes de la planta Arauco. En
ellos destacan las sefiales presentes en 14,99-15,01 min., 12,15 min., 10,27
min. y 8,68 min. por corresponder a los compuestos 4,5-DCG, 4,6-DCG, 2,4,6-
TCF y 2,4-DCF, respectivamente. La abundancia relativa estimada para estos
compuestos, en comparacion con el estandar interno de 2,4,6-tribromofenol (no
mostrado), fue del orden de 4 a 200 ppb.

Cuando se analizd la salida de los modelos no se detectd la presencia
de estos compuestos organoclorados (Figura 12). Por otra parte, el analisis de
los sedimentos tanto de los modelos como de los traidos desde la planta
Arauco indicd que sélo una pequefia fraccion de los organoclorados presentes
en la columna de efluente estaba presente en los sedimentos (sefiales cuyo
tiempo de retencién concordd con el 4,6-DCG y el 2,4,6-TCF, Figura 12b).

Como otra forma de evaluar el destino de los compuestos

organoclorados presentes en los efluentes, se realiz6 un estudio de

distribucién de organoclorados marcados con 14C (M. y M. seccién 6.5). En
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Figura 11: Perfiles de cromatografia gaseosa para compuestos estandares
(A) y muestras representativas (B y C) del efluente de blanqueo de pulpa

empleado para alimentar los microcosmos montados en el laboratorio.

Las muestras fueron derivatizadas empleando anhidrido acético, se empleé una columna
capilar de 30 m (DI:0,25 mm) HP5-fenilmetilsilicona y un programa de gradiente lineal entre
100 y 250 °C, de acuerdo a lo descrito en M. y M. 6.2. Las abreviaturas en A) corresponden de
izquierda a derecha a: ortoclorofenol, 2,4-di-, 2,4,6-tri-, 2,4,5-triclorofenol, 4,6-di-, 4,5-
dicloroguaiacol, 3,4,5+tri, tetracloroveratrol,  4,5,6-tricloroguaiacol, pentaclorofenol,
tetracloroguaiacol y tetracolocatecol. Las sefiales en B) y C) presentes en 14,99-15,01, 12,15
min, 10,27 min y 8,68 min, corresponden a 4,5-DCG, 4,6-DCG, 2,4,6-TCF y 2,4-DCF,
respectivamente. La abundancia fluctu6 entre 4 y 200 ppb.

-
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Figura 12: Perfiles de cromatografia gaseosa de la salida del modelo |,

modelo Il y sedimentos de la laguna de Arauco.

Muestras tomadas a la salida de los modelos | (A), Il (B) y de los sedimentos de

la laguna de Arauco (C). El procesamiento de las muestiras se realizd6 como se

indica en la Figura 11.



este caso, como se muestra en la Tabla VI se pudo observar que después de 7
dias de incubacion de matraces en aireacion forzada (M. y M seccién 3.4) el
grueso de la marca adicionada como 2,4-DCF permanecié en la columna de
efluente, mientras que so6lo una pequefia fraccidon se localizé en los

sedimentos. Los resultados para 2,4,5-TCF fueron esencialmente los mismos.

1.3 Caracterizaciéon global de los microorganismos presentes en los

modelos.

La presencia de microorganismos en estos modelos fue determinada
mediante conteo de células. En la Tabla V se muestran los valores de células
cultivables. Se dan solo los valores obtenidos usando placas de agar con
medio LB, en el que se efectud la mayoria de las determinaciones. Los otros
medios utilizados inicialmente (M. y M. seccidén 4.1) dieron cuentas cultivables
iguales 0 menores a las determinadas con el medio ya indicado. Los tipos de
colonias no difirieron significativamente entre los distintos medios de cultivo.
Por otra parte, en las muestras de salida del modelo | se observaron 5-8 tipos
de colonias predominantes, en los diversos medios de cultivo ensayados. La
tincion Gram de colonias representativas indicd que se trataba, en su gran
mayoria, de bacilos cortoé Gram negativos. Se observaron también formas

filamentosas que se tefiian Gram negativo.
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Tabla VI:

efluente en aireacion forzada.

Balance de masas para 0.5 mM '“C-2,4-DCF en cultivos de

Muestras* fase sedimentas | sobrenadante total
gaseosa (%) (%) (%) recuperado (%)
L1 1.26 2.8 85.5 89.53
L1prec. 1.27 43 90.62 96.3
ent.aer 1.19 425 92.96 98.4

*L1:modelo I; L1prec. modelo | precrecido 2 dias en aireacion forzada; ent.aer:

entrada aerobia de Arauco




Los microorganismos detectados en el modelo que crecieron en placas
de agar LB no difirieron, en tincion Gram, de los detectados en el efluente de
entrada ni de los presentes en muestras de la salida de la laguna aerobia de la
planta. Sin embargo, se observd en el efluente de entrada al microcosmos una
menor diversidad en morfologias de colonias que la encontrada en las salidas
de los modelos, ademéas de una poblacién de coliformes, la que estaba ausente

en los modelos (ver M. y M. seccién 4.1).

Aungque el recuento de bacterias viables del modelo Il fue dos 6rdenes
de magnitud menor al presente en el modelo | (Tabla V) el aspecto y
diversidad de las colonias presentes en dicho modelo fue semejante al de las
provenientes del modelo I. Dicha disminucién se debe a la menor cantidad de
materia organica degradable (DBOs) disponible en el efluente que alimenta el
modelo I

Las determinaciones efectuadas por microscopia de epifluorescencia
sobre muestras provenientes de ambos modelos concordaron con lo observado
en las tinciones Gram en lo que se refiere a la morfologia indicando, ademas
de las formas bacilares anteriormente descritas, la presencia de agregados
celulares. Se observaron diferencias en los estados metabdlicos de los
microorganismos presentes en los modelos, cuando se adicioné 4&cido
nalidixico a la preparacion, de acuerdo a lo indicado en M. y M. seccién 4.2,

como se puede observar en la Figura 13. La observacién por microscopia de
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Figura 13: Microfotografias opticas de epifluorescencia de muestras de

los modelos | y Il

Las muestras fueron tomadas desde el modelo | (Ay C) y Il (B y D) y tefiidas
con naranja de acridina, sin incubar (A y B) y tras incubar con acido nalidixico
(C y D), de acuerdo a lo descrito en M. y M. 4.2. Aumento 1000x. Un total de 15

campos por muestra fueron analizados.




epifluorescencia permitié ademas determinar que los recuentos realizados en
placas de agar LB correspondian al 10% de la poblacién registrada mediante
recuento de campas por microscopia (Tabla V).

Finalmente, en estos microcosmos se desarrolldé una poblacién
significativa de protozoos, del orden de 10° células/ml (M. y M. seccion 4.3),
principalmente de ciliados como los que se observan en la Figura 14. Dicha
poblacion de protozoos juega un rol importante como depredadora

(bacteriovora) en los sistemas de lagunas de aireacion en estudio.

1.4 Metabolizacion de compuestos organoclorados por los

microorganismos presentes en los modelos de laguna de aireacién.

1.4.1 Capacidad para remover organoclorados presentes en el efluente.

Para averiguar si los microorganismos desarrollados en los modelos de
laguna de aireacién eran los responsables de la remocién observada de
compuestos organoclorados presentes en los efluentes, inéculos de las dos
salidas (S1 y S2) de los modelos fueron incubados en aireacion forzada con
efluente con alto contenido de materia organica degradable, compensado y
esterilizado por filtracion (M. y M. seccidn 2). Se adicioné un control de efluente

estéril no inoculado para ver el efecto de remocién abidtica (por volatilizacién).

La incubacidn se realizé como fue descrito en M. y M. seccién 3.4.
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Figura 14: Microfotografias opticas de protozoos observados en muestras

del modelo I.

Las preparaciones fueron tefiidas con azul de bromofenol como medio de

contraste de acuerdo a lo indicado en M. y M. 4.3. Aumento 80x.




En la Tabla VIl se resumen los valores obtenidos de DBO5, DQO vy viabilidad

en placas de agar LB.
Como se observa, el efecto de remocién de materia organica total (DQO)

y biodegradable (DBOs) concuerda con lo obtenido en la operacién de los

modelos (Tabla V). Un comportamiento similar se observd respecto al
crecimiento y variedad de microorganismos determinado por recuento en placa
y tincién Gram.

Para analizar el efecto que la incubacién de microorganismos en
aireacion forzada tuvo sobre los compuestos organoclorados presentes en el
eﬂuente_, alicuotas de las incubaciones conteniendo indculos de las dos salidas
mas el control de incubacidén abidtica, fueron analizadas por cromatografia
gaseosa, segun se indica en M. y M. seccién 6.2. La Figura 15 muestra los
perfiles obtenidos. En el control abidtico (recuadro A) se destacan las sefales
presentes en 14,94 min., 12,22 min., 10,64 min. y 8,23 min. por corresponder a
los compuestos 4,5-DCG, 4,6-DCG, 2,4,6-TCF y 2,4-DCF, respectivamente.
Estas sefiales estan también presentes en el efluente llegado de Arauco
(Figura 11). Los recuadros B y C de la Figura 15 permiten, comparando el gje
de abundancia relativa, observar que tanto en el inéculo proveniente de la
salida 1 como el proveniente de la salida 2 se observé la capacidad de remover

totaimente los compuestos presentes en el efluente, detectables por esta

metodologia.
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Figura 15: Perfiles de cromatografia gaseosa de cultivos en aireacion

forzada.

Muestras provenientes del control abiético (a), y del experimento efectuado con
inéculos del modelo | (b) y Il (c). Las sefales presentes en 14,99 min, 12,99
min, 10,27 min y 8,68 min, corresponden a 4,5-DCG, 4,6-DCG, 2,4,6-TCF y
2,4-DCF, respectivamente. Las muestras fueron procesadas como se indica en

la Figura 11.
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Tabla VII: Cambios observados en el efluente por efecto del crecimiento

de microorganismos en aireacion forzada.

Condicion DBOs* DQO* Viabilidad**
Control abiético 401+7 676+83 0
S$1 109+4 520+79 1,3x108
S2 71+11 486+80 5,307

*.

ufc/ml determinadas en agar LB. La determinaciéon de DBOs para el control

abidtico fue realizada empleando el efluente traido desde Arauco previo a su

-esterilizacién por autoclave.

. valores promedios de 6 determinaciones expresados en mg de O™
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1.4.2 Capacidad de los microorganismos para utilizar compuestos

(cloro)aromaticos como tnica fuente de carbono y energia.

Los resultados de la seccion anterior sugieren que los microorganismos
son los responsables de la remocién de compuestos organoclorados,
presentes en los efluentes en niveles de ppm. Por ello resulté interesante
evaluar la capacidad de los microorganismos para degradar, modificar o
crecer en un total de diez compuestos individuales. Estos fueron: guaiacol y |
sus derivados clorados 4,5-DCG, 4,5,6-TCG y TeCG; fenol y sus derivados
clorados 4-CF, 2,4-DCF, 2,4,6-TCF, 2,4,5-TCF, ademas de 2,4-D. Para ello se
efectuaron cultivos inoculados en un medio minimo salino conteniendo cada
uno de los substratos a ensayar por separado y se incubaron en agitacion por
15 dias, al cabo de los cuales se efectuaron dos traspasos a medio fresco, los
que fueron incubados por igual periodo (M. y M. seccién 3.3). Los resultados

obtenidos para cada etapa se resumen en la Tabla VIil. Como se muestra,

sélo se observé crecimiento con los compuestos no clorados.
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1.4.3 Capacidad de los microorganismos para degradar (cloro)aromaticos
en presencia de un efluente conteniendo altos niveles de materia organica

degradable.

Para esto se prepararon tubos de cultivo conteniendo efluente estéril, en
lugar de medio salino, a los cuales se adiciond por separado cada uno de los
compuestos mencionados previamente (0,1 mM y 0,5 mM) y se inocularon al
10% con muestras provenientes de los modelos (M. y M. seccién 3.4). Al cabo
de 15 dias de incubacién, todos los cultivos mostraron un crecimiento
evidenciado por la turbidez, en relacién a los controles no inoculados. A estos
cultivos se les realizé un barrido espectrofotométrico de acuerdo a lo descrito
en M. y M. seccién 6.1. Al comparar dichos espectros con los obtenidos para
los controles de incubacion abidtica se determind que algunos compuestos
fueron removidos, otros fueron modificados (lo que se evidencia en un cambio

espectral) y otros permanecieron inalterados. Esta informacion se resume en la

Tabla IX.
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Tabla IX: Consumo de substratos (cloro)aromaticos por efecto del

crecimiento de microorganismos en efluente.

modelo | modelo [i
Substrato 0,1 mM 0,5 mM 0,1 mM 0,5 mM
Guaiacol remocion total | remocién total { remociodn total | remocién total
4,5-DCG inalterado inalterado inalterado inalterado
4,56-TCG inalterado inalterado inalterado inalterado
TeCG inalterado inalterado inalterado inalterado
Fenol remocion total | inalterado remocién total | remocion
parcial
4-CF inalterado inalterado inalterado inalterado
2,4-DCF remocion remocion remocion remocién
_ parcial parcial parcial parcial
2,4 6-TCF inalterado inalterado inalterado inalterado
2,4,5-TCF inalterado inalterado inalterado inalterado
2,4-D remocioén remocion remocion remocion
parcial parcial parcial parcial

Las incubaciones fueron realizadas por 15 dias y los experimentos en
triplicado. Cada substrato fue ensayado en forma independiente. Una
remocién parcial corresponde a una disminucién entre un 20 y un 80% del

espectro UV (en la region 250 a 300 nm) comparado a la absorbancia del

control preparado a igual concentracion.




1.4.4 Capacidad de la biomasa presente en los modelos de laguna de
aireacion para remover o modificar compuestos organoclorados

especificos.

Para ver si la escasa capacidad degradativa era debido a un bajo
numero de células, se hizo el estudio incrementando la cantidad de células
presentes. En este caso se colectd la salida de cada uno de los modelos,
concentrandose catorce veces la biomasa presente en ellos, como se indica
en M. y M. seccidon 3.6. Se incub6é esta biomasa en tubos de cultivo
conteniendo los diez compuestos a ensayar, por 15 dias, al cabo de los
cuales los cultivos fueron extraidos con acetato de etilo y analizados por
barrido espectrofotométrico. Nuevamente, al comparar los espectros UV con
los controles se encontré que algunos compuestos fueron removidos del
.medio de cultivo, ofros fueron modificados parcialmente y otros
permanecieron inalterados. Estos resultados se resumen en la Tabla X.

En la Figura 16 se muestran los especiros obtenidos para los diez
compuestos ensayados cuando fueron incubados a una concentracion de 0,5
mM. En ella se puede observar como el fenol y guaiacol fueron removidos por
indculos procedentes de ambos modelos, mientras que mas del 85% de 4-CF,
2,4-DCF y 2,4-D fue remo;ido en los sistemas inoculados con muestras del
modelo Il, y s6lo parciaimente (14-44%) por los sistemas inoculados con el

modelo .




Tabla X: Consumo de substratos (cloro)aromaticos por efecto de ser

incubados con Ia biomasa obtenida de los modelos.

modelo | modelo
Substrato 0,5 mM 1,0 mM 0,5mM 1,0 mM
Guaiacol remocion remocion remocion remocion
total total total total
4 5-DCG inalterado inalterado inalterado inalterado
456-TCG inalterado inalterado inalterado inalterado
TeCG inalterado inalterado inalterado inalterado
Fenol remocion remocion remocion remocion
total total total total
4-CF remocion inalterado remocion remocion
parcial total total
2,4-DCF inalterado inalterado remocion inalterado
total
2,46-TCF inalterado inalterado inalterado inalterado
2,4,5-TCF inalterado inalterado inalterado inalterado
2,4-D remocién remocion remocion remocion
parcial parcial total total
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Las incubaciones fueron realizadas por 15 dias y los experimentos en
triplicado. Cada substrato fue ensayado en forma independiente. Una
remocion parcial corresponde a una disminucién entre un 20 y un 80% del
espectro UV (en la regién 250 a 300 nm) comparado a la absorbancia del

control preparado a igual concentracion.
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Figura 16: Espectros UV obtenidos de cultivos conteniendo

(cloro)aromaticos a una concentracion de 0,5 mM.

Se lndlca el control (C), el efecto del in6culo proveniente del modelo | (M1) y el
respectivo del modelo Il (M2). La linea base fue ajustada con acetato de etilo,
los barridos realizados entre 200 y 400 nm. El tiempo de incubacién de los
cultivos fue de 15 dias, los experimentos se realizaron por triplicado.
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No se observéd remocién de ninguno de los cloroguaiacoles empleados,
asi como de los dos triclorofenoles, en indculos de ninguno de los dos

modelos.

Por otra parte, se evalud la capacidad de mineralizar 2,4-DCF y 2,4,5-

TCF marcados con 14C, segtn lo descrito en M. y M. seccién 6.5. Al cabo de
9 dias de incubacién no se observé mineralizacidén alguna para los cultivos
provenientés de efluente inoculado tanto con la salida del modelo | como la
del modelo I, mientras que el control positivo, constituido por un cultivo de la

cepa JMP134 en 2,4-D, alcanzé un 34% de mineralizacion de 2,4-DCF.

Esta parte del estudio se completd cuando un inéculo (al 10%) del
modelo | sobre efluente compensado y esterilizado por autoclave fue
incubado en aireacién forzada por ocho traspasos sucesivos cada 5 dias en
presencia de 0.1 mM de 2,4,6-TCF. En estos cultivos en "acostumbramiento”
se analizd la remocion por espectrofotometria del organoclorado adicionado y
la diversidad de microorganismos, mediante la morfologia de colonias
obtenidas en agar LB. Los resultados indicaron una remocién parcial (30%)
de los substratos proporcionados. Ademas se observd una disminucion en la
diversidad de los microorganismos, medido como morfologias diferentes de
colonias en placas de abar LB, durante los traspasos sucesivos (no
mostrado), lo cual si bien indicé un enriquecimiento de los cultivos en algunos

microorganismos, éstos mas que desarrollar capacidades importantes para
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degradar los compuestos cloroaromaéticos proporcionados, desarrollaron una

mayor tolerancia a crecer en su presencia.

1.4.5 Aislamiento y caracterizacion de microorganismos de los modelos

de lagunas de aireacion.

Para estudiar si las capacidades catabdlicas mostradas por el conjunto
de microorganismos estaban también presentes en cepas individuales, se
efectud un estudio con cepas aisladas de este sistema. Para ello se emplearon
inéculos de los sedimentos, modelos y efluente de la planta y se aislaron, a
partir de siembras en placas de agar LB, un total de 15 cepas, basado
principalmente en el criterio de morfologia distinta de las colonias. Estas cepas
fueron identificadas preliminarmente mediante el Kit de tipificacion API 20-NE,
de acuerdo a lo descrito en M. y M. seccién 4.4. En la Tabla Xl se resumen las
propiedades generales de estas cepas, todas Gram negativo. Las capacidades
metabdlicas de estas cepas sobre los siguientes organoclorados (0.5 mM): 4,5-
DCG, 2,4-DCF, 2,4-D, 2,4,6-TCF, 4-CF fueron estudiadas en cultivos en
aireacion forzada por 5 dias. El medio utilizado fue efluente compensado
esterilizado por autoclave. Los resultados indican que sélo 6 de las 15 cepas
fueron capaces de removér mas de un 75% de algunos de los substratos
ensayados. Estos resultados se confirmaron después de un segundo traspaso.

La Tabla XIl resume la informacién obtenida sobre las capacidades de estas

e
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Tabla XI: Propiedades bioguimicas de las cepas aisladas de muestras de

efluentes.
Propiedades Cepas aisladas
reduccion de N03 + + - - - + + + - - + + + + -
tniptotano (form. de indol) - - - - - - - < - - - - B < e
glucosa (fermentacion) - - ¥ = = < - - m T " - = - =
ADH - - * + - - - - - < " z " T T
urea - + - - - - - - + - - - p " <
esculina (hidrolisis) - - - - - - - - - + < - - - <
gelatina (hidrdlisis) - - - - - - - - - - - " T " T
PNPG (hidrolisis) - - - - - - - = - + = - - = -
glucosa (asimilacion) + + + + + - + - + F < = Z - +
arabinosa (asimilacion) - - - + - - - - = - - - - < -
manosa (asimilacion) - - - + - - - - - + - - - = .
manitol (asimilacion) - - - + - - - - - - - - p - =
N-acetilglucosamina - - - * = - - - ;. + = - " - -
maitosa (asimilacton) - - - + - - - - ¥ - - - - - -
gluconato (asimilacion) + + + + - - - + + - r ¥ T T T
caprato (asimilacion) + + + + - - + + - - - F + + +
adipato (asimilacion) + + - + - - - + - - + + + + <
malato (asimilacion) + + + + + - + + - - + + + + +
citrato (asimilacion) + + + + - - + + - - - + + + +
fenilacetato (asimilacion) + + + - - - - + - - - F * + +
citocromo oxidasa + - - - - + - - = = - - - - s
motilidad + + + + - - + + + + + + + + +
® 2
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cepas, en ella se observa que si bien dichos microorganismos presentan
capacidades iniciales de crecer en estos compuestos, algunas de dichas

capacidades, como la de degradar 4,5-DCG no se mantiene en forma estable.

1.5 Capacidad de Ralstonia eutropha JMP134 (pJP4) para degradar

cloroaromaticos en presencia de efluente de blanqueo de celulosa.

Los resultados obtenidos al analizar la microbiota adaptada a crecer en
los modelos de lagunas de aireacion indicaron que dichos microorganismos
mostraban capacidades para crecer en compuestos organoclorados, pero que
estas eran mas bien escasas. Esta pobre expresion de capacidades
metabolicas hacia compuestos cloroarométicos en un sistema en el cual estdn
presentes en forma natural dichos compuestos puede deberse a que
efectivamente no existen microorganismos con mejores capacidades para su
degradacién. También es posible que el sistema limite en alguna forma la
expresion de estas capacidades, como pudiera ser por la existencia de fuentes
alternativas de carbono (materia organica facilmente degradable medida como
DBOS), la presencia de una comunidad de protozoos bacteriovora, o una
mayor abundancia y/o facilidad para crecer de bacterias que no degradan
organoclorados y que ocultan a las bacterias que realmente degradan
organoclorados. Para abordar algunos de estos aspectos se analizé el rol de

un microorganismo especializado en-la degradacion de clorofenoles como es
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R. eutropha JMP134. Esta cepa, aislada de muestras de suelo, fue inicialmente
descrita por su capacidad para crecer en 2,4-D (Don y Pemberton, 1981). Para
probar si tal propiedad es expresada en un efluente industrial que contiene
compuestos cloroaromaticos, se incubaron por 6 dias en aireacidn forzada,
diferentes cantidades de esta cepa (10" a 107 ufc/ml) en presencia de efluente
de blanqueo no estéril y 400 ppm dé 2,4-D. Se observo que, en ausencia de la
cepa JMP134, no hubo degradacion significativa de 2,4-D, a diferencia del alto
nivel “(56-69%) de degradacion observado en presencia de esta cepa (Tabla
XIll). Si bien el nivel de degradacién fue levemente superior con mayores
in6culos de JMP 134, la sobrevivencia y/o crecimiento de esta bacteria luego de
seis dias de incubacién alcanzé niveles comparables (10° ufc/ml) en todas las
condiciones, independiente del inéculo inicial (Tabla Xlll) y de la adicién de
2,4-D (no mostrado).

La sobrevivencia de distintos indculos de R. eutropha JMP134 y su
efecto en la degradacién de 2,4,6-TCF fue también estudiado. Para estos
experimentos se us® una concentracién de 2,4,6-TCF en 100 ppm. Los
resultados (Tabla XIV) muestran que, al igual que en el caso de la
degradacién de 2,4-D, no hubo remocion significativa de 2,4,6-TCF en
ausencia de la cepa JMP134. El nivel de degradacién fue menor a medida que

disminuyd el indculo inicial. En efluente no tratado aerébicamente se obtuvo un
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Tabla XIlll: Degradacion de 2,4-D en cultivos de aireacién forzada

alimentados con efluente inoculados con R. eutropha JMP134.

94

R. eutropha JMP134 (log ufc/ml)

% degradacion ®

dia0 dia 6
7,8 8,4 68,6
6,7 8,5 64,8
5,9 8,5 61,5
5,0 8,7 52,4
3,5 8,6 53,3
2,3 8,6 55,9
0 0 1,5

a: las ufc de R. eutropha JMP134 fueron determinadas en placas con 2,4-D (2

mM) como Unica fuente de carbono. b: remocién de material absorbente a 284

nm, después de 6 dias de incubacién con 400 ppm de 2,4-D. Los valores son

promedios entre duplicados (DS<10%).




Tabla XIV: Degradacion de 2,4,6-TCF en cultivos de aireacion forzada

alimentados con efluente e inoculados con R. eutropha JMP134.

R. eutropha JMP134
(log ufc/ml)® % degradacion®

dia0 dia 6
8,1 (8,3) 7,0 (7,8) 92,7 (90,4)
6,1 (6,1) 7,0 (8,1) 93,3 (100)
5,7 (4,0) 5,3 (8,3) 92,8 (100)
3,9 (3,8) 5,0 (8,9) 52,5 (93,3)
2.9 (2.1) 3,4 (7,1) 66,7 (70,3)

0(0) 0(0) 6,4 (6,7)

~a: remocion de material absorbente a 294 nm, después de 6 dias de
incubacion con 100 ppm de 2,4,6-TCF. Los valores son promedios entre
duplicados (DS<10%). b: Las cuentas de R. eutropha JMP134 fueron
determinadas en placas con 2,4-D (2mM) como Unica fuente de carbono. Los
valores en paréntesis corresponden a experimentos efectuados en presencia

de efluente estéril, es decir, sin microorganismos endégenos.
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90% de remocion con un inéculo inicial de 10° células y un 66% de
degradacion con sélo 10? células/ml.

La presencia de microorganismos endogenos inhibié la degradacion de
este clorofenol en casi todas las condiciones probadas. R. eutropha JMP134
alcanzd cuentas de 10°-10° ufc/ml en ausencia de microorganismos enddgenos
(efluente esteéril), independientemente del indculo original. En cambio, en
presencia de estos microorganismos las cuentas viables de la cepa JMP134 no
siempre alcanzaron los niveles para efluente estéril y fueron dependientes del

indeulo inicial (Tabla XIV).

2. Clonamiento y expresion de los genes tfdCDEF para la degradacion de

clorocatecoles: una ruta catabédlica convergente.

Los resultados de la seccion anterior sefialan que la capacidad
de los microorganismos enddgenos para degradar organoclorados en un
sistema industrial es limitado. Por otra parte, una cepa capaz de degradar
diversos cloroaromaticos, como R. eutropha JMP134, es capaz de expresar
dicha capacidad en este sistema complejo. Por ello resulta atractivo evaluar si
los genes catabdlicos clavgs de esta cepa confieren a cepas enddgenas la
capacidad para degradar este tipo de compuestos. Una primera etapa en la
evaluacion de esta pregunta es clonar y expresar los genes del metabolismo

de clorocatecoles de R. eutropha JMP1 34.
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Los genes catabdlicos escogidos son los que estan contenidos
en el operon {fdCDEF del plasmidio pJP4 y permiten la degradacién de

clorocatecoles a B-cetoadipato.

2.1 Clonamiento del operén tfdCDEF.

Si bien se intent el clonamiento del operén {fdCDEF a partir de pJP4,
solo fue posible tener éxito al realizar el subclonamiento a partir del plamidio
PVJE22, el cual contiene el fragmento de 15 kb EcoRI “B” de pJP4 (ver Figura
17). A partir de una minipreparacién de DNA de pVJE22 (M. y M. seccién 9.1),
se procedid a clonar el fragmento EcoRI-Bam HI de 10,5 kb en el vector
pUC18Not (corresponde a pUC18 que presenta en los extremos del “polilinker’
dos sitios Not I) linearizado con las mismas enzimas, los clones fueron
analizados por PCR (M. y M. seccién 9.6.3) y aquel que resulté dar
amplificacién del tamario esperado (1,8 kb para el fragmento #dCD o 1,9 kb
para el fragmento {fdEF), fue denominado clon b-62. Una minipreparacién de
éste mostré contener un sélo plasmido de 13,2 kb, que por digestién con Not |
mostro contener un inserto de 10,5 kb. Este plasmido fue designado pJRC105

(Figura 17).

A partir de una minipreparacién de DNA de pJRC105, se clond el

fragmento Hpa I-BamHI de 6,7 kb en pBluescript SK, digerido previamente con
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Figura 17: Esquema de subclonamientos de los genes tfdCDEF.

Mapa fisico de pJP4 tomado de Perkins, y col., 1990. Las flechas indican la
posicion y direccién de transcripcién de {fdCDEF, tdB y tdT. Los plasmidos
pJRC105, pJRC48 y pJRC42 son derivados de pUC18Not, mientras que
pJRCE7 es derivado de pBluescript SK. a, b, ¢ y d corresponden a la posicion
de los partidores para PCR VAL-1, Val-2, BDO-1 y BDO-2, respectivamente.
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Sma |y Bam HI. Las colonias blancas obtenidas fueron analizadas por PCR,
aquella colonia que dio sefial positiva fue denominada clon 34, el cual mostrd
contener un plasmido de 9,7 kb, que por digestiones con Eco RI, Xba | y Dra |
confirmo la identidad del fragmento de 6,7 kb clonado. A este plasmido se le

denominé pJRC67 (Figura 17).

A partir de una minipreparacién de DNA de pJRC67, se clond el
fragmento de 4,8 kb resuitante de digerir el plasmido con las enzimas Eco Rl
(sitio del polilinker del vector rio arriba del sitio Sma I/Hpa | de pJRC67) y Dra |,
el cual fue insertado en el vector pUC18Not, digerido con Eco Rl y Hinc Il. Las
colonias obtenidas fueron analizadas por PCR y dos de los clones con
amplificacién positiva fueron denominados clon 20 y clon 23. Estos clones
mostraron contener un mismo plasmido de 7,5 kb, el cual por digestiones con
'Not I mostré contener el fragmento de 4,8 kb clonado. A este plasmido se le

denominé pJRC48 (Figura 17).

Finalmente, a partir de una minipreparacién de DNA de pJRC48, se
clond el fragmento de 4,2 kb resultante de digerir este plasmido con las
enzimas Pm/ | y Sph |, en pUC18Not digerido con Sma | y Sph |. Los clones
obtenidos como positivos por PCR fueron designados clon 17, clon 23n, clon
28, clon 38, clon 47 y clon 53 todos ellos mostraron contener sélo un plasmido
de 6,9 kb, el cual por digestién con Not | mostré ser el mismo, a este plasmido

se le denomindé pJRC42.
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2.2 Clonamiento de los genes tfdCDEF bajo el control de un promotor

heterélogo.

Debido a la informacién contradictoria de la literatura respecto a la
regulacion del operdn tfdCDEF, se considerd conveniente el clonamiento de los
genes bajo el control de un promotor heterdlogo que pudiera ser regulable.
Para ello se escogieron los promotores Psal y su regulador Nah R, asi como
Ptrc (un hibrido entre el promotor Ptac y el promotor Ptrp) y su regulador Lacl®,
presentes en los vectores de clonamiento derivados de pUT(Km) (pCNB4 y
PCNBS), basados en el transposén TnS. pUT (Km) es un vector suicida que
presenta un origen de replicacion derivado del plasmido R6K dependiente de la
proteina I (pi), por lo tanto puede ser mantenido replicativamente sélo en
cepas que expresan dicha proteina, como en las cepas liségenas Apir de E. coli
K12: cc118ipir y SM10Apir. El vector también contiene un origen de
transferencia (oriT), correspondiente al plasmido RP4, lo cual permite su
transferencia eficiente, con la ayuda de un plédsmido “helper’ como pRKB0O0.
Los derivados de pUT (pCNB4 y pCNB5) presentan ademas la ventaja de
contar con un gen de transposasa (tnp*), el cual es un gen mutado que carece
de un sitio Nof I, y que se encuentra clonado fuera de la regién de
transposicion delimitada por las secuencias de insercion de 19 pb (I/0)

derivadas del IR, de Tn5 (de Lorenzo, y col., 1990). Los vectores pCNB4 y
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PCNBS5 contienen, respectivamente, los promotores heterélogos Psal y Ptrc,
dejando a continuacion del promotor sélo un sitio Not | disponible para el
clonamiento de los genes que deban ser regulados (de Lorenzo, y col., 1993;
de Lorenzo, y col., 1993). Para ello, los genes a ser regulados deben ser

subclonados en un vector pUC18Not.

Para continuar el trabajo se seleccioné el plasmido pJRC42, en el cual
s6lo existen 18 pb rio arriba del sitio de unién a ribosoma. El DNA obtenido de
una minipreparacion fue digerido con Nof |, con el fin de separar el inserto de
4,2 kb conteniendo los genes tfdCDEF del vector pUC18Not. El fragmento asi
obtenido fue ligado con DNA obtenido de pCNB4 y pCNBS5, linealizados con
Not | 'y desfosforilados (M. y M. seccidn 9.3). De las colonias obtenidas luego
de transformar E. coli cc118Apir, se determiné por PCR aquellas que contenian
el operdn tfdCDEF. Se descartaron las inserciones muiltiples al digerir con Not |
y se analizd la orientacion del fragmento de 4,2 kb conteniendo el operén
tfldCDEF, respecto a los promotores heterdlogos. Para ello se realizaron
digestiones con las enzimas Sst |, Xba |, Hpa | y Eco R, el resultado fue sélo
un clon derivado de pCNB5 correcto y este fue denominado clon 8-1,
conteniendo un plasmido de 13 kb que fue denominado pCNB5-JRC42. Una
nueva ligacién del fragmerito de 4,2 Kb con los vectores pCNB4 y pCNB5 y
analisis por PCR de 105 colonias arrojé 21 colonias positivas por PCR, las
cuales tras digestiones con enzimas de restriccion, arrojaron sélo cuatro clones

con inserto unico y en orientacion cofrecta, estos fueron denominados clon 3-
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17, clon 3-19 y clon 3-35, a los derivados de pCNB4 que contenian un
plasmido denominado pCNB4-JRC42 y clon 4-28 al derivado de pCNBS que
junto al clon 8-1 obtenido anteriormente, contenian un plasmido denominado
pCNB5-JRC42. La Figura 18 y la Figura 19 esquematizan las dos cassettes
derivadas de pJRC42 construidas bajo control de los promotores heterdlogos
Psal y Pirc respectivamente. Por ultimo, la Tabla XV resume los clones

obtenidos para las diferentes construcciones.

2.3 Evaluacion de la expresion de las construcciones obtenidas en E.

coli, R. eutropha y P. putida.

Como fuera descrito en la Introduccién, los clorocatecoles son
compuestos tdxicos generados por la metabolizaciéon parcial de otros
compuestos clorofendlicos; de aqui la importancia del contexto genético en el
cual las construcciones puedan ser evaluadas. Aunque en ensayos in vitro, es
posible utilizar clorocatecoles éstos, por su inestabilidad quimica (se oxidan
facilmente y las quinonas resultantes tienden a polimerizar y formar productos
coloreados), no pueden usarse como fuente de carbono por si solos, si no que
deben ser generados in sifu como consecuencia de reacciones de

transformacion de un substrato primario. Por esta razén se escogid
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Figura 18: Esquema representando la construccion denominada pCNB4-
JRC42.

Km: gen de resistencia a kanamicina, nahR:gen regulador del promotor Psal,
tfdC, tfdD, tfdE, tfdF: genes estructurales del operdn tfdCDEF clonados, tnp*:
gen de transposasa, bla: gen de resistencia a ampicilina, oriT: origen de
transferencia derivado de pRP4, ori: origen de replicacién derivado de pR6K, I-
end, O-end: sefiales de insercién transposicional derivadas de Tn5. Los
triangulos indican el sentido de transcripcion de los genes en cuestién.

S
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Figura 19: Esquema representando la construccién denominada pCNB5-

JRC42.

Km: gen de resistencia a kanamicina, /aclg: gen regulador del promotor Ptrc,
tfdC, tfdD, tfdE, tfdF: genes estructurales del operén fdCDEF clonados, tnp*:
gen de transposasa, bla: gen de resistencia a ampicilina, oriT. origen de
transferencia derivado de pRP4, ori: origen de replicacion derivado de pR6K, I-
end, O-end:sefiales de insercidn transposicional derivadas de Tn5. Los
triangulos indican el sentido de transcripcién de los genes en cuestion.
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Tabla XV: Resumen de clones de E. coli conteniendo las distintas

construcciones realizadas en esta tesis.

Clones Hospedero/replicén del que deriva construccion
clon b-62 E. coli DH5a/pUC18Not pJRC105
clon 34 E. coli DH5a/pBluescript SK pJRCE7
clon 20 y clon 22 E. coli DH5a/pUC18Not pJRC48
clon 17, clon 23n, clon 28, | E. coli DH5a/pUC18Not pJRC42
clon 38, clon 47 y clon 53,
clon 3-17, clon 3-19y E. coli cc118Apir/pCNB4 pCNB4-JRC42

clon 3-35

clon 8-1 y clon 4-28

E. coli cc118Apir/pCNB5S

pCNB5-JRC42
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3-clorobenzoato como substrato de andlisis de la expresion in vivo. Se
buscaron los contextos genéticos adecuados para estudiar la transformacion de
este substrato.

El principio de seleccién requiere que un microorganismo incorpore el
compuesto suministrado (3CB) y lo transforme generando 3-clorocatecol (3-
CC), pero que a continuacién no modifique este compuesto. De ser asi, este
compuesto se acumularia en el medio y debido a su inestabilidad quimica se
oxidaria generando el oscurecimiento del medio, debido al color de las
quinonas y productos de polimerizacion. El ensayo realizado en el laboratorio
consistid en exponer biomasa de distintos microorganismos a una placa de
agar en medio salino conteniendo 3CB e incubarla a 30 o 37°C por 24 h, al
término del cual, la biomasa se oscurecio si es que se produjo acumulacion de
3CC. Mediante este ensayo se confirmaron como entornos genéticos posibles a
las cepas de Pseudomonas putida KT2442 y Ralstonia eutropha JMP222 y se
comprobé como negativo para dicha transformacién a E. coli cc118Apir y

Acinetobacter junii 5ga (Gonzélez y col., 1993).

2.4 Estudios de expresion de las construcciones derivadas de pJRC42.

Como' primer parametro para evaluar la expresibn de estas
construcciones se estudié la capacidad de suspensiones celulares de los
clones en E. coli cc118Apir para desclorar 3-clorocatecol evaluando en primer

lugar su expresién a nivel enzimatico en E. coli cc118Apir. Los resultados que

*
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se muestran en la Tabla XVI indican, en primer lugar, que las cassettes se
expresan, y que éstas fueron capaces de producir una descloracién entre un 90
y 100% (referido al control de R. eutropha JMP134), después de una
incubacion por una noche con 3-CC. También se desprende de la Tabla XVI
que no parece haber una diferencia importante entre los clones construidos en
PCNBS (clones 8-1y 4-28) entre si, o los clones construidos en pCNB4 (clones
3-19, 3-17 y 3-35). Pero si se muestra claramente que mientras los clones
derivados de pCNB4 fueron claramente dependientes de la presencia de
salicilato (como inductor) en el medio de cultivo, los clones derivados de
PCNBS mostraron capacidad de desclorar 3-CC, independiente de la presencia
del inductor IPTG. Adicionalmente se comprobé que en el contexto genético de
E. coli no es posible desclorar 3-CB (resultados no mostrados), por carecer
ésta de las enzimas necesarias (benzoato dioxigenasa y 1,2-dihidrodiol
benceno dehidrogenasa) para empalmar 3-CB en la ruta de degradacién del 3-
CC.

Para los ensayos siguientes se utilizd un clon representativo de cada
tipo de construccion: el clon 8-1 (pCNB5-JRC42) y el clon 3-19 (pCNB4-
JRC42). Estos clones fueron empleados en conjugaciones triparentales (M. y
M. seccidén 9.7.2) para transferir las construcciones al cromosoma de R.

eutropha JMP222.
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Tabla XVI: Ensayos de descloraciéon de 3-CC por suspensiones celulares

de clones en E. coli cc118\pir.

Cepa medio/inductor 3-CC (1 mM) %
R. eutropha JMP134 Benzoato/3CB 100*
E. coli cc118\pir (pCNB5) LB/IPTG 15
E. coli cc118Apir (pCNB4) LB/salicilato 9
E. coli cc118Apir clon 8-1 (pPCNB5-JRC42) LB/IIPTG 100
E. coli cc118Apir clon 8-1 (pCNB5-JRC42) LB 100
E. coli cc118Mpir clon 4-28 (pCNB5-JRC42) LB/IPTG 90
E. coli cc118Apir clon 4-28 (pCNB5-JRC42) LB 100
E. coli cc118\pir clon 3-19 (pCNB4-JRC42) | LB/salicilato 100
E. coli cc118Apir clon 3-19 (pCNB4-JRC42) LB 0
E. coli cc118Apir clon 3-17 (pCNB4-JRC42) | LB/salicilato 100
E. coli cc118Apir clon 3-17 (pCNB4-JRC42) LB 0
E. coli cc118Apir clon 3-35 (pCNB4-JRC42) | LB/salicilato 100
E. coli cc118Apir clon 3-35 (pCNB4-JRC42) LB 0

*: Porcentajes corresponden al cloruro liberado, referido a JMP134 (0,85 mM).
nd: no determinado. Valores promedios de tres ensayos.
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2.4.1 Estudio de expresion de la construccion pCNB5-JRC42.

De las conjugaciones triparentales realizadas entre JMP222 y el clon 8-1
se obtuvieron los clones R. eutropha JMP222-21 y JMP222-25, las cassette
insertadas cromosomalmente.

Al igual que para evaluar la expresion de las construcciones en E. colfi,
para estudiar la expresion de las construcciones en este nuevo contexto
genético se realizd una cinética de descloracién, comparando los clones
JMP222-21 y JMP222-25, crecidos en medio rico (LB, con o sin presencia de
IPTG) y se los compard con el clon de E. coli cc118Apir 8-1. Los resultados
graficad;)s en la Figura 20, indican que cuando las cepas fueron crecidas en
medio rico, las construcciones reguladas por el promotor Ptrc, presentaron una
expresion basal en R. eutropha JMP222, en ausencia del inductor IPTG.

Los resultados obtenidos en la cinética de descloraciéon indicaron que
las enzimas tfdCDEF se expresaban. Ello se comprobdé determinando Ila
actividad especifica.

Para determinar la actividad especifica de las enzimas presentes en las
construcciones se realizaron extractos crudos de los clones JMP222-25,
JMP222-21, clon 8-1, asi como de las cepas parentales JMP134, JMP222 vy E.

coli cc118Apir, conteniendo el vector pCNBS. En las Figura 21 a la Figura 23 se
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Figura 20: Cinética de descloracion de 4-CC por clon 8-1, JMP222-21 y

JMP222-25.

La concentracion de 4-CC en el ensayo fue de 0,5 mM. Las células crecidas en

medio LB, en presencia o ausencia del

inductor, fueron lavadas y

resuspendidas a una DQOes=5,0 de acuerdo a lo que se describe en M. y M.
5.2. Resultados promedios de 6 determinaciones.

*
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Figura 21: Cinética de transformacién de 3,5-DCC (A) y 4-CC (B) (0,1 mM),

por un extracto crudo de R. eutropha JMP134 crecida en 2,4-D.

Las reacciones fueron iniciadas con la adicién del extracto crudo, cada barrido
espectral fue realizado con un intervalo de 10 s. En los insertos se muestran
los espectros tipos para catecoles (3,5-DCC y 4-CC), muconatos (3-CM y 2,4-
DCM) y maleilacetatos (MA y CMA). El blanco fue ajustado previo a la adicién
del substrato respectivo de acuerdo a lo descrito en M. y M. 6.6.

*
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Figura 22: Cinética de transformacién de 3,5-DCC y 4-CC (0,1 mM), por un

extracto crudo de R. eutropha JMP222-25 crecido en LB.

Cada barrido espectral fue.realizado con un intervalo de 10 s. En los insertos
se muestran los espectros tipos para catecoles (3,5-DCC y 4-CC), muconatos
(3-CMy 2,4-DCM) y maleilacetatos (MA y CMA). El blanco fue ajustado previo

a la adicién del substrato respectivo.

Py
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Figura 23: Cinética de transformacion de 3,5-DCC (0,1 mM) por un extracto

crudo de R. eutropha JMP222 crecido en LB.

Cada barrido espectral fue realizado con un intervalo de 10 s. En el inserto se
muestran los espectros tipos para 3,5-DCC, 2,4-DCM y CMA. El blanco fue

ajustado previo a la adicién del substrato.
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muestra la transformacion de un clorocatecol por extractos crudos, de acuerdo
a los descrito en M. y M., seccion 6.6. En estas gréaficas se observa como el
espectro original del clorocatecol, que tiene un maximo de absorbancia
alrededor de 225 nm (para 3,5-DCC), se desplazé a un maximo cercano a 270
nm (consecuencia de la formacion del cloromuconato), éste a su vez sufre un
cambio espectiral generando un maximo proximo a 255, cuando el substrato
remanente en la cubeta ha sido transformado en cloromuconato. Si se
comparan la Figura 21 y la Figura 22 se observa que si bien la cinética de
transformacion de substratos por extractos crudos de R. eufropha JMP134 es
mayor que la observada para el clon JMP222-25, este ultimo clon igual
transforn"la completamente el substrato cuando se le compara con el espectro
obtenido de la cepa parental JMP222 crecida el LB (Figura 23). En la Tabla
XVIl se muestran los valores calculados de actividades especificas de las
enzimas presentes en las construcciones.

Los resultado; mosirados en la Tabla XVII confirmaron la expresiéon
basal de las construcciones bajo control del promotor Ptrc observado en los
ensayos de descloracién por células descritos anteriormente. En presencia de
IPTG la actividad especifica para catecol dioxigenasa y la actividad combinada
de cloromuconato cicloisomerasa y clorodienolactona hidrolasa fue tres veces

mayor que la actividad observada en extractos crudos no inducidos.
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Respecto a maleilacetato reductasa no fue posible definir un incremento
de actividad debido a la presencia de la actividad equivalente de origen
cromosomal.

Una vez concluidos los anélisis de los clones obtenidos a partir del clon
8-1, se procedié a analizar clones derivados de la cassette clonada en pCNB4,
como se indicara, en este caso el clon tipo en E. coli cc118Apir escogido para
los andlisis fue el clon 3-19. Al transferir la construccion pCNB4-JRC42
residente en dicho clon por conjugacién triparental a JMP222 fue dificil
seleccionar clones que crecieran en 3CB, esto por que la cepa parental
(JMP222) crece en salicilato 1,25 mM, empleado como inductor del promotor
Psal. Puesto que no era necesario repetir todo el analisis realizado con los
clones JMP222-21 y JMP222-25, se realizaron curvas de cinética de
descloracion, las cuales fueron un buen indice de expresién de actividad de los
clones. En la Figura 24, se muestran los resultados obtenidos al comparar
biomasas crecidas en LB, del clon 3-19 en E. coli cc118Apir, con los clones
JMP222-sal1 y JMP222-sal2, en presencia y ausencia de salicilato como
inductor. Los resultados indicaron que la expresion de esta cassette bajo
control del promotor Psal, en el entorno genético de R. eutropha JMP222, fue
totalmente dependiente de la presencia de salicilato.

Para evaluar la expresion de las dos cassettes derivadas de pJRC42,

bajo el control ya sea del promotor Ptrc o Psal en otro entorno genético, se
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Figura 24: Cinética de descloracion de 4CC (0,5 mM) por clones derivados
de pCNB4-JRC42.

La concentracién de 4-CC en el ensayo fue de 0,5 mM. Las células fueron
resuspendidas en un DOsesy equivalente a 5,0. Resultados promedios de 6

determinaciones. Ver Figura 20.
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hicieron conjugaciones ftriparentales entre los clones 8-1 y 3-19 de E. coli
cc118Apir y la cepa P. putida KT2442. Dos clones fueron seleccionados en
cada caso por su capacidad de crecer en placas de 3CB conteniendo IPTG o
salicilato como inductor (esta cepa no es capaz, a diferencia de la cepa de R.
eutropha JMP222, de metabolizar el salicilato). Las cinéticas de descloracion
obtenidas para ellos se muestran en la Figura 25. En éstas se puede observar
un comportamiento analogo a lo descrito para R. eutropha JMP222, esto es, un
comportamiento semi-constitutivo de las construcciones reguladas por Ptrc, en
ausencia del inductor IPTG, mientras que una expresién dependiente de la
presencia de salicilato para las construcciones reguladas por Psal.

Finalmente los clones obtenidos en R. eufropha JMP222 vy P. putida
KT2442 fueron estudiados por su capacidad para desclorar 3-CB (M. y M.
seccién 5.2), en la Tabla XVl se resumen los resultados obtenidos, los cuales
muestran que a diferencia de las cepas parentales, los clones han adquirido la

capacidad para desclorar en forma significativa 3-CB.
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Figura 25: Cinética de descloracion de 4-CC (0,5 mM) para clones
derivados de P. putida KT2442.

A) Clones inducidos con IPTG (1 mM). B) Clones inducidos con salicilato (1,25
mM). Las células fueron resuspendidas a una DOes equivalente a 5,0.
Resultados promedios de tres determinaciones. Ver Figura 20.
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Tabla XVIiI: Descloracion de 3-CB por clones obtenidos en R. eutropha
JMP222 y P. putida KT2442.

CepalClon Inductor’ Descloracién (%)
R. eutropha JMP222 - 0
R. eutropha JMP222-21 - 16
R. eutropha JMP222-21 IPTG 56
R. eutropha JMP222-25 - 18
R. eutropha JMP222-25 IPTG 56
R. eutropha JMP222-sal1 - 10
R. eutropha JMP222-sal1 salicilato 56
R. eutropha JMP222-sal2 - 16
R. eutropha JMP222-sal2 salicilato 56
P. putida KT2442 - 0
P. putida KT2442-I1 - 10
P. putida KT2442-11 IPTG 22
P. putida KT2442-12 - 10
P. putida KT2442-12 IPTG 24
P. putida KT2442-S1 - 16
P. putida KT2442-S1 salicilato 56
P. putida KT2442-S2 - 16
P. putida KT2442-S2 salicilato 56

Todos los cultivos fueron realizados en LB. Las incubaciones fueron realizadas
por una noche con una biomasa ajustada a una DOgy equivalente a 5,0. Los
valores son promedios de tres experimentos (DS<3%). 'salicilato (1,25 mM),
IPTG (1 mM).’Los porcentajes corresponden a un 100% teérico de 0,5 mM,
mientras que R. eutropha JMP134, crecida en 2,4-D puede desclorar en igual

s

tiempo de incubacidn sélo un 85%.
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DISCUSION

En esta tesis se planted el estudio de la microbiota presente en lagunas
para el tratamiento de efluentes de blanqueo de celulosa, asi como de
microorganismos especializados, en cuanto a sus capacidades para degradar
compuestos cloroaromaticos presentes en los efluentes. Se planted también
como objetivo la obtencién de nuevos microorganismos especializados
mediante el clonamiento y expresion de los genes {fdCDEF, de la via de
degradacién de clorocatecoles presente en R. eufropha JMP134.

Como se indicé previamente, las lagunas de tratamiento aerobio de
efluentes de blanqueo estan definidas principalmente para eliminar la materia
organica. Bajo las condiciones de operacién en el laboratorio la eficiencia de
remocion de DBOs prevista (aprox. un 85%) se alcanzé al cabo de 3 meses de
operacion de los modelos montados en el laboratorio. Tiempos similares se
observan durante la operacidn inicial de lagunas de tratamiento aerobio de
efluentes de la industria de celulosa (Mc Lean, y col., 1972).

Que la operacién del modelo | se acercd razonablemente bien a lo que
se observa en una laguna aerobia se apoya también en los valores de remocion
de la DQO y en la mantencion de niveles significativos y estables de
microorganismos. Al respecto cabe indicar que no fue necesario inocular el
sistema, lo que concuerda con estudios que indican que la inoculacién con

microorganismos especializados o no, es un factor de poca importancia (Mc

P
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Lean, y col.,, 1972). La poblacién de microorganismos desarrollada en el modelo
tuvo su origen, probablemente, en el mismo efluente ya que éste contenia
microorganismos (ver Tabla V). De todas maneras, no se puede descartar la
llegada al modelo de microorganismos provenientes del laboratorio,
especialmente por via aérea, ya que no se mantuvieron condiciones de
esterilidad en el montaje y operacion de los microcosmos.

Las cuentas viables determinadas mediante crecimiento en Agar LB,
dieron un valor constante y reproducible durante los dos afios de
funcionamiento de los sistemas montados en el laboratorio. La utilizacion de
este medio de cultivo por sobre otros que parecian mas apropiados, se debid a
que se obtuvieron valores semejantes en todos los medios probados. Al
respecto cabe hacer notar que un grupo de investigadores canadienses
tampoco encontré diferencias significativas en el conteo de células viables de
una laguna de tratamiento de efluentes de blanqueo, al usar medios ricos o
medios conteniendo efluente de dicha laguna (Fulthorpe, y col., 1993). Los
valores observados en los modelos (ver Tabla V) fueron un orden de magnitud
menores que los descritos en otros sistemas (Fulthorpe, y col., 1993; Mc Lean,
y col.,, 1972). Una posible explicacién seria la formacién de elementos
inhibidores que esté afectando la viabilidad de los microorganismos en los
modelos. Un segundo factor puede ser la presencia de una activa poblaciéon

bacteriovora en los modelos, lo que concuerda con la presencia de una

poblacion estable de protozoos (1 03celslml) en los dos modelos.
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La eficiencia de remocién de DBO5 y por ello, la operacién general del

biorreactor se vi6 fuertemente afectada por cambios gruesos en la composicién

del efluente. En efecto, partidas de efluente que poseian niveles de DBO5g de
128-150 mg O2/L, un pH elevado (11-12) y un color café intenso, provocaron

una disminucion en la remocion de DBO (hasta un 18%). Sélo luego del
recambio completo del efluente en los modelos se recuperé el valor normal de
remocién. Cuando los modelos fueron sometidos a estos efluentes anormales,

junto con la disminucién de la DBOsg, se observd que el recuento de viabilidad

disminuyd en un orden de magnitud (6x106 ufc/ml), conjuntamente con un
rapido incremento en el pH del microcosmos (hasta pH 8,5 en 5 dias). Estos
cambios de composicién, producto de derrames en el proceso ocurren con
cierta frecuencia en la operacién normal de la planta y no consiguen afectar la
operacién de la laguna debido a su conexidén directa y permanente con los
efluentes generados. Sin embargo, dado el caracter puntual de la toma de la
muestra del efluente de alimentacion de los modelos, estos experimentan por
un tiempo prolongado el efecto de un efluente anormal.

Se montd un segundo modelo, de iguales caracteristicas al primero, con
el objeto de tener un sistema de evaluacidbn de la actividad de los
microorganismos en efluentes con menor carga organica. Sin embargo, los
analisis realizados muestran que el grueso de la remocién tanto de la materia

organica degradable, como de los organoclorados asociados es realizada en el

Y
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primer modelo, mientras que el segundo modelo contribuye muy poco a estos
cambios.

Los perfiles de cromatografia gaseosa, correspondientes a las salidas de
los modelos, asi como los de incubaciones en aireacion forzada, mostraron que
la capacidad para remover compuestos organoclorados presentes en el
efluente de alimentacidn existe tanto en los microorganismos provenientes del
modelo | como del modelo Il. Sin embargo, la evaluacién de las capacidades
metabdlicas en los microorganismos presentes en los modelos de laguna de
aireacion mostrdé que era posible aislar sélo microorganismos con capacidades
metabdlicas limitadas a mono y diclorofenoles.

Ei que en los experimentos de aireacion forzada se observe remocién
incluso de compuestos que se mantuvieron inalterados en todos los ensayos
anteriores, como es el caso del 2,4,6-triclorofenol, puede ser explicado por un
‘efecto de concentracién, puesto que su concentracion en los efluentes no
supera las 200 ppb, mientras que en los ensayos de degradacién la
concentracidon de estos compuestos fue fijada, con propdsito de hacer posible
la deteccién, entre 100 y 200 ppm. Asi la remocidn de este tipo de compuestos
en los efluentes se encuentra limitada a su presencia en bajas cncentraciones.

Los microorganismos presentes en los sedimentos tanto de los modelos
como de la laguna de Arauco no se diferenciaron mayormente entre si y sus

capacidades degradativas hacia organoclorados se movieron dentro de los
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mismos rangos que las de los microorganismos que crecen en la columna de
efluente de los modelos.

Previo a esta tesis resultaba incierto suponer que las capacidades
metabdlicas de un microorganismo especializado en la degradacién de
compuestos clorofendlicos, como R. eufropha JMP134, se expresaran en
efluentes industriales de blanqueo de puipa de celulosa. Esto por la presencia
de fuentes alternativas de carbono (DBOS) tanto como la presencia de una
poblacién bacteriovora de protozoos. Los resultados obtenidos en los modelos
indicaron que en incubaciones de corto tiempo en presencia de 2,4-D 6 2,4,6-
TCF esta cepa fue capaz de proliferar y degradar dichos compuestos (ver
Tabla Xlll y Tabla XIV). Sin embargo, no fue capaz de dominar el nicho
ecolégico presente en estos sistemas puesto que cuando las incubaciones se
realizaron por periodos prolongados, superiores a 180 dias, la capacidad para
degradar 2,4,6-TCF se mantuvo, mientras que la presencia de la cepa JMP134
(medida por degradacién. en placa de 2,4-D, codificada plasmidialmente)
disminuyé totalmente (Valenzuela y col., 1997). Incubaciones prolongadas de
la microbiota presente en los sistemas de lagunas de aireacidn, en presencia
de 2,4,6-TCF, mostraron que en estos sistemas aparecia la capacidad de
remover 2,4,6-TCF, por lo que la desaparicion en el tiempo de la cepa JMP134
se puede explicar como consecuencia de la competencia metabdlica de los

otros microorganismos presentes en el efluente, asi como por la presencia de

una poblacién bacteridvora al interior del mismo sistema.
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El andlisis planteado anteriormente, que busca una respuesta adaptativa
de algin microorganismo presente en un inéculo proveniente de un sistema
complejo, al crecimiento en un compuesto organoclorado, si bien considera que
en dicha respuesta adaptativa pueden estar involucrados diferentes procesos
moleculares y bioquimicos (Reineke, 1994), se concentra principalmente en
evaluar procesos en los cuales pueden estar presentes uno o més de las
siguientes alternativas: i.- La induccion de enzimas especificas en miembros de
la comunidad, lo que resulta en un incremento de las capacidades degradativas
de la comunidad, como un todo. ii.- El crecimiento de una poblacién presente
en bajo porcentaje en la comunidad microbiana, que sea capaz de metabolizar
dicho compuesto. iii.- La adaptacion que puede involucrar la seleccién de
mutantes que han adquirido nuevas especificidades enziméticas o nuevas
actividades metabdlicas que no estaban presentes en la comunidad antes de la
exposicidon al compuesto organoclorado en particular. Esta ultima alternativa
puede involucrar a su vez uno o mas de los mecanismos genéticos que operan
en los microorganismos, esto es transferencia de genes, mutaciones,
recombinaciones y transposicidn, lo cual contribuye finalmente a la adaptacion
metabdlica a un nuevo substrato (van der Meer, y col., 1992).

Respecto a la transferencia de genes por conjugacion, ésta puede dar
origen a una nueva cepa degradadora de compuestos cloroaromaticos si la
cepa receptora es capaz de complementar secuencias degradativas periféricas

(que conducen a la transformacién parcial de un compuesto cloroaromatico en
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un intermediario que puede ser mas o menos tdxico al microorganismo), con
vias cenirales de degradacién presentes en plasmidos catabdlicos. Esta
estrategia de construccion in vivo de microorganismos degradadores de
compuestos clorofendlicos requiere que las reacciones periféricas realizadas
por enzimas de la cepa receptora sean suficientemente inespecificas, como
para transformar diversos compuestos cloroaromaticos a un tipo de
intermediario central comin. Ademas, que ellas puedan ser inducibles por
dichos compuestos cloroaromaticos (Pieper, y col., 1996; Timmis, y col., 1994).
Esta estrategia se ha empleado con éxito para la construccidn de cepas
degradadoras de derivados clorados de anilinas, bencenos, benzoatos,
bifenilos, fenoles, salicilatos y toluenos (Brinkmann & Reineke, 1992; Hartmann
y col., 1989; Schwien y Schmidt., 1982). Estas se basan fundamentaimente en
combinar actividades presentes en un contexto genético determinado con
aquellas presentes en plasmidos metabdlicos como TOL y plasmidos del
catabolismo de clorocatecoles.

Se propuso dentro de los objetivos de la presente tesis, el construir una
“cassette metabdlica” que debia contener la via central de degradacién de
clorocatecoles. Se opté por esta via en virtud de que ella resulta ser clave en la
degradacion de muitiples compuestos cloroaromaticos tales como

clorobencenos, clorobenzoatos, clorofenoles, clorofenoxiacetatos y bifenilos,

entre otros (Chakrabarty, 1996; Reineke, 1994; van der Meer, y col., 1992).
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También se ha postulado su participacién en la degradacion de cloroguaiacoles
(Gonzalez, y col., 1993; Gonzalez y col., 1995).

Se clonaron y expresaron en conjunto los genes para degradacién de
clorocatecoles {fdCDEF de R. eutropha JMP134 (pJP4). La actividad de las
cuatro enzimas pudo ser evaluada en extractos crudos gracias al ensayo
espectrofotométrico en el cual a partir de un clorocatecol (substrato de la
primera enzima), se logra la formacioén in situ de los substratos especificos para
las siguientes tres enzimas.

Hasta nuestro trabajo no se tenia evidencia directa de que el gen tdF
fuera capaz de expresar activamente la enzima maleilacetato reductasa (MAR),
sino que ello se inferia por estudios de comparacion de secuencias con el gen
tcdF (Kasberg, y col., 1995). Sin embargo, los resultados obtenidos en E. coli
cc118Apir, cepa que presenta una actividad baja de MAR (Tabla XVII) indican
que las cuatro enzimas presentes en el operdn son coordinadamente
expresadas.

Esta tesis también muestra que los promotores heterélogos Ptrc y Psal
son capaces de activar la transcripcion de los genes {fdCDEF. Mientras la
expresion controlada por Pfrc mostré un comportamiento semiconstitutivo, las
construcciones reguladas por Psal no presentaron actividad en ausencia de su
inductor salicilato. Esta expresién basal (o semiconstitutiva) para el caso de
Ptrc, no puede ser atribuida a un efecto de un promotor presente rio arriba de

los genes tfdCDEF, esto pues rio arriba de los promotores (Pfrc o Psal) esta el
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gen de resistencia a kanamicina, derivado del interposén Q, el cual mantiene la
sefial de término de transcripcion propia del interposén (de Lorenzo, y col.,
1993; Fellay y col., 1987).

Existe evidencia publicada que muestra que el promotor Ptrc, presente
en pCNBS presenta una actividad basal, la cual es incrementada, en ensayos
de expresién de B-galactosidasa ante la presencia de IPTG como inductor (de
Lorenzo, y col., 1993), asi como puede actuar constitutivamente, tanto en E.
coli como en P. putida. Un ejemplo de elio es la expresién del gen immE3
(proteina que confiere inmunidad contra colicina E3) (Diaz, y col., 1994), donde
la maxima expresion constitutiva del gen en cuestion se logra tras poner en
tandem .los promotores Pi3/Pbla/Pirc. La expresidon del promotor Psal,
contenido en los sistemas suicidas derivados de pCNB4, muestra en cambio
ser altamente regulada tanto en E. coli y P. putida (de Lorenzo, y col., 1993),
como en Bordetella bronchiseptica (Suarez y col., 1997).

Una herramienta clave en el disefio de rutas metabdlicas in vitro la
constituye el sistema empleado para la insercibn de los genes en el
cromosoma de la cepa que aportara el entorno genético inicial. Estos sistemas
deben asegurar una insercién estable, para evitar los riesgos de pérdida de
dichos genes cuando no existe una presién de seleccién en el medio, asi como
deben minimizar el riesgo de una transferencia horizontal de dichos genes a
otros microorganismos. Este fue el motivo por el cual las construcciones

realizadas conteniendo los genes {fdCDEF fueron desarroliadas en vectores de
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insercién cromosomal derivados del minitransposon Tn5 (de Lorenzo, y col,,
1990).

Esta es la primera vez que los genes para las enzimas {fdCDEF son
insertadas cromosomalmente y se evalua su expresion. Una vez que los genes
para degradacion de clo}ocatecoles fueron clonados bajo control de los
promotores heterdlogos y evaluadas las cassettes resultantes en cuanto a su
expresion en E. coli cc118Apir, no resultd simple obtener su expresién en otro
entorno genético como el de R. eufropha JMP222. Ello por que, a diferencia de
lo que se esperaba, no fue posible seleccionar mutantes de insercidn
cromosomal directamente en un medio minimo que exigiera la expresién de las
enzimas presentes en el cassette, cual era el crecimiento en 3CB, sino que se
requirié de una primera seleccidén en medio rico LB-kanamicina.

Existen varias razones que pueden explicar lo observado. Entre éstas el
operén {fdCDEF codifica enzimas que son mas activas con catecoles
diclorosubstutuidos que con monocliorocatecoles (Pieper, y col., 1988). Esto se
observa claramente al comparar las curvas de transformacion espectral para 4-
CC y 3,5-DCC (Figura 21 y Figura 22), o al comparar los valores de las
actividades combinadas de cloromuconato cicloisomerasa y dienolactona
hidrolasa (Tabla XVIl), donde tanto para R. eutropha (crecida en 2,4-D o 3-CB)
como para los clones JMP 222-21 y JMP 222-25 (inducidos con IPTG), la
actividad para 2,4-DCM resultd ser entre 250 y 300% superior en el caso de

substratos disubstituidos que monosubstituidos. También esta el hecho que la




131

degradacion de 3CB requiere de la participacion de las enzimas cromosomales
benzoato dioxigenasa y 1,2-dihidrodiol benceno deshidrogenasa y, por ende,
se requiere una expresion coordinada entre estas enzimas y las presentes en
el operdn tfdCDEF.

No ha sido posible hasta el momento la obtencién de clones capaces de
crecer eficientemente en 3-CB como unica fuente de carbono y energia. Sin
embargo biomasas de todos los clones obtenidos por insercién cromosomal en
R. eutropha y P. putida son capaces de desclorar en forma significativa 3-CB
(Tabla XVIII). Dado que es mas probable que en la naturaleza las vias nuevas
para la degradacion de contaminantes no evolucionan de novo, sino por
modificacién de las ya existentes para la degradacion de compuestos
naturales, estructuralmente relacionados (van der Meer, y col.,, 1992), es
comprensible que las vias de metébolizacién de compuestos xenobidticos no
sean Optimas, sino que se encuentran sometidas a limitaciones respecto a la
concentracion del substrato a degradar, al rango de substrato que pueden
tolerar (esto es nimero y posicién de substituyentes (clorados) en un anillo),
como a la rapidez con la cual puedan transformarlos. En el caso de R. eutropha
JMP134 (y del operdn {fdCDEF) se conoce bien su limitacién para la
degradacion de 2-cloromuconato (Pieper y col., 1993), la cual se transforma en
la etapa limitante para la metabolizacién de 3-CB, lo cual podria explicar
adicionalmente la incapacidad de obtener cepas creciendo eficientemente en

base a este substrato como fuente de carbono. Tanto R. eutropha JMP222
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como P. putida KT2442 no presentan capacidad para transformar 2-CB, 4-CB,
4-CS, 2,4-DCB y 3,5-DCB a sus respectivos clorocatecoles, razén por la cual si
bien los tres ultimos pudieran generar intermediarios (clorocatecoles) mas
adecuados para ser posteriormente metabolizados por las enzimas presentes
en los genes ffdCDEF, estos clorobenzoatos no pueden ser empleados como
fuente de carbono.

Entre los resultados de esta tesis se han descrito el clonamiento y
expresion de los genes para degradacidn de clorocatecoles {fdCDEF. La
regulacién normal de estos genes como operdn no es del todo conocida. Se
asigna un rol regulador al producto del gen {fdR, el cual actuaria no sélo sobre
el operon tfdCDEF sino también sobre ffdA (Kaphammer y col., 1990;
Kaphammer & Olsen, 1990). Recientemente, se mostré que {fdR tiene la misma
secuencia que otro gen regulador involucrado en el metabolismo de los
clorocatecoles en pJP4, tfdS (Matrubutham & Harker, 1994). Sin embargo, aun
cuando ambos genes fueron eliminados en R. eutropha JMP134, esta cepa
mantiene su capacidad de crecer en 3CB (You & Ghosal, 1995), sugiriendo que
otro sistema regulador deberia estar involucrado. Este era el estado del
conocimiento al momento de iniciar el clonamiento de estos genes, por ello fue
que se estimoé conveniente dejar la regulacion del operdn bajo el control de un
promotor heterélogo (Pirc y Psal) en lugar de explorar cual pudiera ser su
regulacion original. Sélo muy recientemente, al término de este trabajo, se ha

presentado evidencia que rescata la, idea original que fdR puede ser el gen
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activador de ffdC (el primer gen presente en el operdn tfdCDEF) (Leveau & van
der Meer, 1996). Este trabajo también sugiere que {fdR puede reemplazar a
tfdT (conocido también como dX), un marco de lectura abierto que se localiza
rio arriba del operén H#dCDEF, y que presenta homologia con los otros
activadores transcripcionales presentes en pJP4, pero que se encuentra
inactivado por una secuencia de insercién (ISJP4) (Leveau y van der Meer,
1996).

Los resultados globales obtenidos en el curso de esta tesis refuerzan el
conocimiento que se tiene respecto al importante rol de las comunidades
microbianas en procesos de descontaminacion, asi como contribuyen a
destacar la plasticidad metabdlica y genética que las mismas poseen. Lo
anterior, unido a un uso racional, puede permitirnos en un futuro préximo contar
con una herramienta realmente eficiente para la remociéon de contaminantes
organoclorados que el mismo ser humano ha introducido en nuestro

ecosistema.
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PROYECCIONES

El trabajo realizado en esta tesis ha abierto la posibilidad de explorar varios

aspectos relativos al estudio de la degradacién de cloroaroméaticos, algunos de

los cuales ya se encuentran en desarrollo en el laboratorio. Dentro de estos se

mencionan:

e El empleo de microcosmos de lagunas de aireacién permitira evaluar el
comportamiento de microorganismos con nuevas capacidades metabdlicas,

obtenidas mediante insercién cromosomal de genes catabdlicos, ello incluye:

+ estudiar la expresién de estos genes en un sistema donde existen

fuentes de carbono alternativas;

¢ estudiar la estabilidad de la insercién, midiendo la transferencia
horizontal de dicha informacién al interior de un sistema complejo que

posee una poblacidn bacteriana estable;

¢ evaluar el efecto de las nuevas capacidades metabdlicas sobre el
asentamiento en un nicho ecoldgico que ya se encuentra ocupado por
otras especies y si estas capacidades metabdlicas significaran una
ventaja ante una descarga accidental de efluentes con un mayor

contenido de organoclorados, que los tolerados por la poblacion

previamente establecida.
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¢ El clonamiento de los genes tfdCDEF permitird ademas:

¢ estudiar la expresidn de estos genes metabdlicos en otros contextos
genéticos, en especial cepas degradadoras de guaiacol y ftriclorofenol

aisladas en el laboratorio;

¢ estudiar la region promotora/reguladora del operdn tfdCDEF, con miras a
lograr una mejor maodulacién de la expresién del cassette, lo que incluye
el estudio del gen regulador #fdR, asi como el posible efecto en trans del

producto del gen regulador fcbR sobre el operdn {fdCDEF;

+ estudiar la regulacién de estos genes por promotores activados por
metales pesados u otros que respondan a una condicién de hambruna,
con miras a su introduccidon en sistemas complejos, en los cuales la
presencia de organoclorados puede no ser constante en el tiempo,

mientras que la escasez de fuentes de carbono si Io es;

+ estudiar las etapas limitantes que se producen consecuencia de la poca
afinidad/actividad de alguna de las enzimas presentes en el operdn por un
substrato determinado, como es el caso del 3-CC, con miras a obtener

mutantes que puedan crecer en 4-clorobenzoato y 3,5-diclorobenzoato.
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CONCLUSIONES

e Las poblaciones microbianas existentes al interior de microcosmos de una
laguna de aireacion para el tratamiento industrial de efluentes de blanqueo
de pulpa de celulosa son capaces de remover el contenido de
organoclorados presentes en el proceso, en concentraciones de ppb

(Céspedes y col., 1994, Céspedes y col., 1996).

e Aunque fue posible aislar microorganismos con capacidades metabdlicas
relacionadas a la degradacion parcial de 2,4-diclorofenol, 4-clorofenol y
2,4 6-triclorofenol, éstos no dan cuenta del fendmeno global de remocién de
compuestos organoclorados observado en el sistema (Céspedes, y col.,

1996).

e R. eutropha JMP134 expresa sus capacidades metabdlicas para degradar
2,4-Dy 2,4,6-TCF en un sistema de tratamiento de efluentes de blanqueo de

pulpa de celulosa (Gonzalez, y col., 1996; Valenzuela, y col., 1997).

o Se clonaron los genes tfdCDEF para |la degradacion de clorocatecoles de R.
eutropha JMP134 (pJP4), logréndose la expresion de las cuatro actividades
enzimaticas bajo el control de dos promotores heterdlogos: Psal y Ptrc

(Céspedes y col., 1997).

¢ La insercién cromosomal de los genes {fdCDEF en las cepas de R. eutropha

JMP222 y P. putida KT2442 permiti6 complementar vias cromosomales de
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modo tal de degradar nuevos substratos como 3-clorobenzoato, 3-CC, 4-CC,

y 3,5-DCC (Céspedes, y col., 1997).
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