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l. Introduccioén

.1 Hidrocarburos policiclicos aromaticos como contaminantes

Los hidrocarburos son compuestos organicos constituidos unicamente por atomos de carbono
e hidrogeno que forman parte de los residuos fosiles, dentro de los cuales se encuentran los
hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH) (Commendatore y col., 2012). Los PAH son un
grupo de compuestos formados por moléculas que contienen dos o mas anillos aromaticos de 6
carbonos fusionados, y son conocidos por su elevada toxicidad, mutagenicidad y
carcinogenicidad (Mrozik y Piotrowska-Seget, 2010) y por lo tanto son considerados riesgosos
para la salud humana.

Los PAH se producen y liberan al ambiente a partir de fuentes naturales y antropogénicas. Las
fuentes naturales incluyen procesos geolégicos como la actividad volcanica y la diagénesis
temprana (Laflamme y Hites, 1978; Blumer, 1976), la produccién por plantas (Azuma y col.,
1996) y termitas (Kraus y col., 2005; Wilcke y col., 2003) y la incineracion de materia organica
como madera y arbustos (Freeman y col., 1990). Los pesticidas utilizados para agricultura o
para la proteccién de la madera, e incluso el humo del cigarrillo, son fuentes permanentes de
PAH que se liberan al ambiente a una velocidad dependiente de la actividad humana. La
produccion de PAH por la actividad industrial relacionada con la extraccién, refinamiento,
combustién, transporte y almacenamiento del petrdleo (Peressutti y col., 2000; Berthe-Corti y
col., 2007) y la utilizacion de combustible fdsiles para calefaccion doméstica contribuyen en
mayor proporcion a la contaminacion global (Freeman y col., 1990; Wild y col., 1995).

Estos compuestos se caracterizan por presentar baja solubilidad en agua, baja constante de
Henry' y alta hidrofobicidad, representada por la particién n-octanol/agua (log Kow) (Mackay y
Callcot, 1998). A medida que se incrementa el peso molecular y el tamafo de la molécula,
decrece la solubilidad en agua y aumenta la hidrofobicidad, toxicidad y persistencia en el medio
ambiente. Por su caracter lipofilico se pueden bioacumular y adsorber a sedimentos y suelos
(Hughes y col., 1997). En base a sus propiedades quimicas, su abundancia y su toxicidad, la
Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA), la Organizacion Mundial de la
Salud (WHO) y la Comunidad Econdmica Europea (CEE) han considerado a 16 PAH como

contaminantes prioritarios (Tabla 1.1).

1 Constante de Herny: coeficiente que representa la particion aire/agua
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Tabla I.1: Estructura quimica y caracteristicas fisico quimicas de algunos PAHs (Okere y col., 2012)

Solubilidad
Peso Temperatura de Log
PAH Estructura en agua
molecular melting (°C) (mall) Kow
mg
Naftaleno 128,2 C@ 79 — 82 320 3,5
Acenaftaleno 152,2 -
: O 95 5,3 3,95
Acenaftileno 152,2 -
: OO 72-82 3,93 3,94
Fluoreno 166,2 ©/_\© 115 - 16 1,85 4,28
Fenantreno 178,2 99 1,24 5,62
Antraceno 178,2 218 0,64 5,33
Fluorantreno 202,3 0“‘ 110 0,25 4,62
Pireno 202,3 O‘O‘ 156 0,14 4,47
Benzo(a)antraceno 228,3 OOO‘ 158 0,01 5,30
Criseno 228,3 QQOQ 255 0,002 5,30
Benzo(b)fluorantreno 2523 O 168 - 574
O‘O |
Benzo(k)fluorantreno 2523 OO“O 215 - 6,06
Benzo(a)pireno 252,31 OO‘O‘ 179 0,0038 5,74
Benzo(ghi)perileno 276,3 O%‘ 273 0,00026 6,20
Disenzo(ah)antraceno 278,35 ‘OOO 262 0,0005 6.84
Indeno(1,2,3,c-d)pireno 276,3 O““O 163 Insoluble 6,20
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.2 Contaminacion de los suelos con PAH

Los PAH estan ampliamente distribuidos en el ambiente siendo detectados en muestras de aire
(Freeman y col., 1990), agua (Soclo y col., 2000), sedimentos (Youngblood y col., 1975) y
suelos (Jones y col., 1989), donde pueden encontrarse en fase sélida, disueltos en una fase
liquida no acuosa (NAPL) (Peters y col., 1999), o como fase libre en aguas subterraneas de
sitios contaminados. Los suelos actian como ultimo repositorio, almacenando mas del 90% de
los PAH liberados en el ambiente (Wild y col., 1995; Agarwal y col., 2009). En consecuencia, y
como resultado de las actividades antropogénicas, la concentracion de PAH en los suelos se ha
incrementado considerablemente durante el siglo XX (Morelli y col., 2013). La permanencia de
éstos compuestos en el suelo afecta a la macro y microbiota que habita en él, causando un
notorio desbalance en el equilibrio del ecosistema afectado.

Cuando los PAH llegan al medioambiente pueden seguir un numero de procesos fisicos,
quimicos o bioldgicos. Algunos de estos procesos incluyen la fotooxidacion y/o volatilizaciéon a
la atmdsfera, lixiviacion hacia aguas subterraneas, sorcion irreversible a la materia organica del
suelo, bioacumulacién, adsorcién por plantas y degradacién microbiana (Okere y col., 2012). El
proceso mas recurrente es la degradacién microbiana, la cual lleva finalmente a la
decontaminacion de suelos y sedimentos (Cerniglia, 1992). La velocidad a la que ocurren
estos procesos depende de un numero de factores, incluyendo el tipo de suelo (mineral y
contenido de materia organica), las propiedades fisico-quimicas del contaminante, las
condiciones climaticas, el potencial redox, la disponibilidad de nutrientes y la composicion y
actividad de la comunidad microbiana.

El destino del PAH esta altamente gobernado por su biodisponibilidad. La disminucion de la
biodisponibilidad se genera debido a que los PAH interaccionan con los componentes
organicos e inorganicos de la matriz del suelo: pueden quedar atrapados en los nanoporos del
suelo evitando asi la difusion de los mismos, pueden unirse a los minerales del suelo mediante
uniones ionicas y electrostaticas, oxidarse, unirse covalentemente o generar un equilibrio de
particion/disolucion con la materia organica (Head 1998). La velocidad de biodegradacion
puede estar limitada por las velocidades de difusién desde los microporos, por la desorcién de

éstos compuestos y por el coeficiente de particion en la materia organica del suelo.

.3 Microorganismos degradadores de PAH

Numerosos procariotes y eucariotes como eubacterias, levaduras, hongos filamentosos e
inclusive cianobacterias y algas han sido aislados y se ha demostrado que metabolizan,

mineralizan o cometabolizan PAH. Particularmente las bacterias, se encuentran activamente
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involucradas en la degradacion de este tipo de compuestos. Se conocen muchas con
capacidad de degradar PAH, entre ellas cepas del género Pseudomonas (Deziel y col., 1996),
Mycobacterium (Bastiaens y col., 2000), Rhodococcus (Uz y col., 2000), Sphingomonas (Fida y
col., 2012; Aitken y col, 1998), Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia (Aitken y col, 1998) y
Flavobacterium (Trzesicka-Mlynarz y col., 1995).

La degradacion de los PAHs depende fuertemente de las condiciones ambientales, de la
naturaleza y estructura quimica del compuesto, de la estructura de la molécula, y del tipo y
namero de microorganismos degradadores (Haritash y col., 2009). Los PAH de bajo peso
molecular (LMW-PAHs) son descriptos como facilmente metabolizables por una multitud de
especies, debido a su numero bajo de ciclos benceno y su mayor solubilidad en agua. Algunos
hongos, algas, y especialmente las bacterias pueden utilizar LMW-PAHs como unica fuente de
carbono y energia (FCE) (Cerniglia y col., 1992). Los PAH de alto peso molecular (HMW-PAHSs)
son considerados resistentes al metabolismo bacteriano, un hecho que se atribuye a su baja
biodisponibilidad (Gibson y Subramanian, 1984; Kanaly y Harayama, 2000). Sin embargo se
han aislado especies de Mycobacteria que metabolizan y mineralizan PAH de hasta 5 anillos
(Kelley y col., 1995). Los LMW-PAHSs son frecuentemente metabolizados por muchas enzimas
especificas, mientras que los HMW-PAHs son cometabolizados por enzimas extracelulares que
poseen una especificidad amplia de sustrato, generando oxidaciones parciales no especificas
de la estructura del anillo.

Existen diferentes maneras de iniciar la degradacion de un PAH, que dependera del tipo de
microorganismo degradador, y de la utilizacion o no del oxigeno. Los microorganismos pueden
biodegradar los PAH en metabolitos menos complejos, a través de la mineralizaciéon aerdbica
llegando a H,O y CO, 0 anaerdbica obteniendo como producto final CH, (Haritash y col., 2009).
El proceso anaerébico de biodegradacién de PAH suele ser mas lento, conociéndose algunas
de las rutas metabdlicas posibles (Foght, 2009).

Las enzimas bacterianas implicadas en la degradacién aerdbica de los PAH suelen ser
monooxigenasas, dioxigenasas y deshidrogenasas. Las bacterias utilizan mono o dioxigenasas

y los hongos enzimas extracelulares lignoliticas, peroxidasas y lacasas (Haritash y col., 2009).

En el caso de bacterias que utilizan el oxigeno para degradar a los PAHs y adicionan los dos
atomos de O, a la molécula de PAH, como las bacterias del género Sphingomonas (Blinz y col.,
1993), el primer paso es el ataque de una dioxigenasa multicomponente (formada por una
reductasa, una ferredoxina y una proteina hierro sulfurada) (Harayama y col., 1992), a uno de
los anillos aromaticos del PAH que convierte al compuesto en un cis-dihidrodiol; éste es luego
oxidado mediante la acciéon de una deshidrogenasa para formar dihidroxidos (catecol). El
intermediario dihidroxilado es procesado por un sistema multienzimatico de deshidrogenasas,

que luego a traves de rutas de orto y metaclivaje se oxidan a un intermediario central del
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metabolismo como acetato o succinato, los cuales pueden entrar en el ciclo de Krebs
transformandose finalmente en CO, (Krivobok y col., 2003). Este tipo de degradacion es
equivalente a una completa mineralizacién y detoxificacion de la molécula de PAH. En la figura
I.1 se muestra un esquema de las rutas de degradacion de PAH conocidas que utilizan algunos

hongos y bacterias.
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Figura I.1: Rutas metabdlicas de degradacién de PAH (Haritash y col., 2009).

.4 Patagonia Central: Semidesierto Argentino con historia de explotacion
petrolera

La Patagonia central es una regién de la Argentina clasificada como semidesértica (Cabrera,
1976). Las lluvias anuales no superan en promedio los 200 mm, y en su mayoria ocurren entre
marzo y agosto, existiendo un fuerte déficit de agua en primavera y verano (SMN,
http://www.smn.gov.ar). Los vientos constantes y generalmente direccionados de oeste a este
aumentan la evaporacion y la erosion de los suelos (Paruelo y col., 1998). Las escasas
precipitaciones junto con el constante viento son los dos factores que contribuyen a la aridez
propia de los suelos de la Patagonia Central.

La vegetacién de esta region es xerdfila, escasa y no cubre completamente la superficie del
suelo, estd normalmente compuesta de arbustos espinosos, achaparrados, de hojas pequenas

y perennes; algunos de ellos son el Solupe (Ephedra ochreata), el Quilembai (Chuquiraga
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avellanedae), el Coirbn Llama (Jarava humilis) y la Zampa (Atriplex lampa)
(http://www.patagonia natural.org/attachments/189_Flora%20de%20la%20Estepa.pdf). Estas
caracteristicas de la flora autéctona son las que les permiten soportar déficit hidricos
prolongados, y los fuertes y persistentes vientos (de hasta 150km/h) que acechan durante todo
el afo (Paruelo y col., 1998). Los suelos de ésta region, clasificados a partir del paralelo
39°como Aridisoles (FAO, 1979),, estan expuestos durante largos periodos a la falta de agua
para el crecimiento de cultivos o pasturas prolificas. La mayor parte del tiempo el agua
presente es retenida a gran tension, lo que la hace practicamente inutilizable para las plantas, o
bien es agua salada. No hay periodos superiores a los tres meses en los cuales los suelos
presenten humedad disponible, lo que limita extremadamente su posibilidad de utilizacién.
Generalmente los suelos de la region se caracterizan por ser pobres en fosforo y nitrégeno y
tener un pH alcalino. Presentan un horizonte superficial claro y pobre en materia organica
(epipedodn dcrico) por debajo del cual pueden aparecer una gran variedad de caracteres
morfologicos de acuerdo a las condiciones y a los materiales a partir de los cuales se han
desarrollado. Estos caracteres pueden ser el resultado de las actuales condiciones de aridez o
heredadas de condiciones anteriores y los procesos involucrados en su génesis incluyen la
migracion y acumulacion de sales solubles, carbonatos y arcillas silicatadas o materiales
originales sin evidencias de ninguna acumulacion significativa (FAO, 1979).

En las Figuras I.1 y |.2 se muestra la flora espinosa y achaparrada tipica y los suelos desnudos
de las regiones aledafias a las ciudades de Pico Truncado y Comodoro Rivadavia, ubicadas
ambas en la Cuenca del Golfo San Jorge, en las provincias de Santa Cruz y Chubut

respectivamente.

Figura I.1: (A) Region aledafa a la ciudad de Pico Truncado, Santa Cruz. (B) Region de los alrededores de la ciudad

de Comodoro Rivadavia, Chubut.

18



Capitulo | Introduccion

La explotacion de hidrocarburos en la Argentina comenzé con el hallazgo de petréleo el 13 de
diciembre de 1907 en la ciudad de Comodoro Rivadavia se hacia una perforacion en busca de
agua. A partir de alli comenzé la explotacion petrolera en nuestro pais, suscribiendo el Poder
Ejecutivo durante la Presidencia de Hipdlito Yrigoyen, 15 afos después del descubrimiento, un
decreto por el cual se daba una nueva estructura a la Explotacion del Petréleo Fiscal. Por dicho
decreto se creaba la Direccion General de Yacimientos Petroliferos Fiscales (YPF), a cargo del
General Enrique Mosconi (Yacimientos Petroliferos Fiscales Administracion de YPF, afio 1924).
El descubrimiento del petrdleo y su explotacion influencié directamente en el crecimiento y la
distribucion poblacional de la ciudad de Comodoro Rivadavia. Cada vez que se instalaban
equipos de perforacion, un nuevo campamento se establecia alrededor. Consecuentemente se
impulsé el crecimiento poblacional del norte de la Provincia de Santa Cruz y afios mas tarde el
desarrollo de las localidades santacrucefias de Caleta Olivia y Pico Truncado (Prado 2010).

La Cuenca del Golfo San Jorge (C.G.S.J.), la cual se extiende desde el sur de la provincia de
Chubut y norte de la provincia de Santa Cruz, alberga muchos de los yacimientos de
explotacién petrolera ubicados en la Patagonia. En ésta region se ubican las localidades de
Comodoro Rivadavia, Sarmiento, Caleta Olivia, Pico Truncado, Cafadon Seco y Las Heras
entre otras. La C.G.S.J es una de las mas prometedoras del pais en la produccion de petroleo y
gas, debido a su potencial crecimiento tanto en lo referente a recuperacion secundaria, y a la
explotacién de recursos no convencionales (hidrocarburos muy viscosos 0 que se encuentran
atrapados en rocas poco permeables). Continia después de 105 afos aportando de forma
ininterrumpida a la matriz energética del pais.

En la totalidad de la Cuenca del Golfo San Jorge, entre el afno 2010 y 2011 la produccién
alcanzé los 84,1-93,6 millones de barriles de petréleo crudo (http://www.elpatagonico.
net/nota/114611/). Estos valores representan aproximadamente 30% del petroleo que se extrae
en la Argentina, encontrandose nuestro pais en la posicion numero 26 a nivel mundial en
cuanto a extraccion de barriles de petroleo por dia (http:/www.indexmundi.com/g/r.aspx?
v=88&l=es).

Tras la caida del precio de la lana en las ultimas décadas, debido al uso de nuevas fibras
sintéticas derivadas del petroleo (Museo Nacional del petrdleo) (http://www.mipatagonia
.com/regiones/chubut/comodoro_rivadavia/museo_del_petroleo/historia/hist_frames.htm),
Comodoro Rivadavia y muchas ciudades de la Cuenca del Golfo San Jorge siguen aun
dependiendo casi exclusivamente del petrdleo. En la figura .2 y 1.3 se muestran imagenes de la

explotacién petrolera a principios del siglo XX y en la actualidad.
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~100 afos atras

Figura 1.2: (A) Primer pozo petrolero en el Yacimiento de Astra. (B) Barrio kilometro 3 “General Mosconi”,
donde se realizé la primer perforacién exitosa de petréleo en los inicios del siglo XX. (C) Operarios trabajando
en una maquina de bombeo.

Figura 1.3: (A) Imagen aérea en donde se observan los pozos petroleros y los caminos que los unen. (B)
Torre de perforacion (C) Imagen actual del barrio kilometro 3 donde se observa tanques de almacenamiento
de crudo. (D) Aparato Individual de Bombeo (AIB).
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La intensa actividad petrolera desde inicios del siglo XX y hasta la actualidad ha generado y
genera derrames de petréleo en muchos lugares de la region. El Ultimo desastre ecolégico de
la zona sucedié en diciembre de 2007 en las proximidades de la localidad chubutense de
Caleta Cérdova (http://www.nuestromar.org/noticias/ecologia_y medioambiente_12 2007 derra
me_de_petroleo_en_chubut _12926). En la Figura 1.4 se muestran imagenes del derrame
ocurrido en Caleta Coérdova y una imagen de un derrame en suelo cercano a una ruta
provincial. Los derrames accidentales de crudo y la ausencia de una legislaciéon adecuada han
permitido la acumulacion de grandes extensiones de suelos contaminados. Las recientes
normas dictadas por los gobiernos provinciales que establecen limites aceptables de
hidrocarburos en suelo (2% p/p para el caso de la Provincia de Santa Cruz y 1% p/p en la
Provincia de Chubut) (Silva 2008), ha convertido al saneamiento de los suelos en un tema de

importancia e interés politico, econémico y social.

Figura 1.4: (A y C) Personal trabajando en la contencién del derrame (B) Barreras de contencion antes y

después de su utilizacion (D) Imagen de derrame de crudo en las inmediaciones de una ruta provincial.

.5 Biorremediacion de suelos contaminados

La biorremediacién es una estrategia que se aplica para eliminar contaminantes de diferentes
ambientes. Utiliza métodos bioldgicos y es considerada una estrategia rentable, ecoldgica, y

ampliamente aceptada por resultar mas econémica y con menores consecuencias posteriores
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(Margesin 'y Schinner, 2001). Se utilizan organismos vivos (plantas, animales o
microorganismos), componentes celulares y/o enzimas libres, con el fin de mineralizar o
transformar parcialmente el contaminante en sustancias menos téxicas o inocuas para el medio
ambiente y la salud humana. Los sistemas microbianos son los mas utilizados debido a que
poseen una gran diversidad metabdlica que los capacita para degradar muchos compuestos. A
través de los ciclos biogeoquimicos de la materia, los microorganismos del suelo pueden
detoxificar, por ejemplo, residuos industriales producidos por la actividad humana (Rdling y col.,
2002).

Existen diferentes tipos de estrategias de biorremediacion, algunas de ellas incluyen la
biostimulation, el bioaumento y la atenuacion natural.

La bioestimulacion consiste en modificar el ambiente por la adicion de un nutriente de forma tal
que se estimulen las poblaciones naturales a degradar el contaminante. Aunque la
bioestimulacion se considera eficaz debido a que las bacterias indigenas degradadoras estan
l6gicamente adaptadas al ambiente que se pretende decontaminar (Rahman y col., 2003),
puede ser necesario un tiempo muy largo para eliminar el contaminante, debido a que los
microorganismos degradadores suelen estar en bajo numero (Hosowaca y col., 2009). Ademas
es necesario conocer y ajustar las propiedades fisicoquimicas del proceso para que el mismo
funcione (Swannell y col., 1996).

El bioaumento se basa en introducir microorganismos degradadores del contaminante dentro
del ecosistema como forma de remediacion (Scullion 2006; Teng y col., 2010). La tecnologia
del bioaumento ha sido considerada una estrategia valida para aumentar la velocidad de
degradacion de los contaminantes, incrementando su eliminacion a través de la actividad del
microorganismo introducido (Fernandez Luquefo y col., 2011). Puede realizarse con células
libres las cuales son introducidas en forma de suspensién (Coppotelli y col., 2008);
encapsuladas (Weir y col., 1996) o inmovilizadas en soportes (In Der Wiesche y col., 2003; Del
Panno y col., 2005), lo que incrementa la permanencia del in6culo en el suelo; mediante el
agregado del microorganismo degradador junto con una planta que promueva el crecimiento
del inoculante y sirva como nicho para los microorganismos inoculados (Launen y col., 2002;
Anokhina y col., 2004); mediante la adicion de nutrientes junto con el in6culo generando un
ambiente favorable para el crecimiento y establecimiento del mismo (van Veen y col.,1997); o
inoculando cepas modificadas genéticamente con capacidades para transferir genes de
degradacion a los microorganismos indigenas (De Rore y col., 1994).

A pesar de que el bioaumento como estrategia para acelerar la biorremediaciéon de ambientes
contaminados con PAH se considera una tecnologia prometedora, se encuentra todavia en
etapa experimental. Existen muchos articulos relacionados con el saneamiento de ambientes

contaminados con PAH utilizando la estrategia del bioaumento que muestran resultados
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contradictorios, tanto desde el punto de vista cientifico como tecnolégico. Algunos autores
reportaron que es un tratamiento efectivo debido a que logra aumentar la velocidad de
biodegradacion de los PAH reduciendo el tiempo del proceso de biorremediacion (Abbondanzi y
col, 2006; Cunliffe y Kertesz 2006; Coppotelli y col., 2008) y que suele ser mas eficaz durante
las primeras etapas del proceso, tiempo durante el cual la poblacién del inoculante puede ser
mantenida en alta concentracion (Hosowaca y col.,, 2009). Sin embargo otros autores
detectaron que el bioaumento puede tener baja efectividad debido a diversos factores.
Goldstein y col.,, 1985 reportaron que la primera etapa del proceso, la cual implica la
transferencia del in6culo desde medios ricos con éptimas condiciones de crecimiento hacia un
ambiente natural complejo, suele ser estresante para el inoculante, el cual debe readaptarse a
las nuevas condiciones para poder sobrevivir en el ambiente. El éxito del bioaumento
dependeria entonces de las condiciones de preparacion previa del indculo (Cunliffe y col.,
2006; Liang y col., 2011) y de la preferencia del in6culo por otras fuentes de carbono en el
suelo en vez del contaminante (Tyagi, 20011). Otros autores han analizado que la
supervivencia y capacidad de degradacion del inoculante dependen de las condiciones bidticas,
como competencia (Thompson y col., 2005; Fantroussi y Agathos, 2005) y predacion (Bouchez
y col., 2000) del inoculante con y por los microorganismos autdctonos del suelo que se desea
decontaminar. Van Veen y col., (1997) sugirieron que el inéculo una vez adicionado en el suelo
podria perderse debido a que la dinamica microbiana evoluciona hacia el reestablecimiento de
la comunidad original.

Los factores abidticos de suelo influyen también en la supervivencia del indculo, incluyendo las
fluctuaciones o contenidos extremos de minerales, arcilla, concentracion de carbono organico,
nutrientes inorganicos (Tyagi 2011), pH (Dible y Bartha, 1979 ), temperatura (Atlas, 1981),
tensién del agua (Dibble y Bartha 1979; Leahy y Colwell 1990; Prieto y col., 2011),
contaminantes toxicos potenciales (Liu y col., 2009), acumulacién de productos de degradacion
(Coppotelli y col, 2008) y baja disponibilidad de los PAH (Vogel, 1996). Una estrategia utilizada
para evitar los inconvenientes de la pérdida del indculo por los factores bidticos y abidticos, es
la de ajustar de manera intermitente la concentracion del in6culo con la adicion de mas
microorganismos (Hosowaca y col., 2009; Coppotelli y col., 2008). Debido a las limitaciones
asociadas con la bioestimulacion y el bioaumento, éstas técnicas pueden aplicarse en forma
complementaria (Hamdi y col., 2007). La adicion del inoculante solo a veces no es suficiente y

debe ser acompafiado con alteraciones del contenido abiético del suelo (Leahy y Colwell 1990).
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.6 Importancia de las consideraciones ecolégicas en la seleccion de
inoculantes

La seleccidn del inoculante es el primer paso en el proceso de bioaumento y ha sido
considerado el paso clave para que la estrategia de bioaumento sea exitosa. Desde hace mas
de 100 anos la seleccion de un inoculante se ha basado exclusivamente en la expresion y la
capacidad de degradacion del contaminante en cultivos de enriquecimiento (Beijerinck, 1901),
sin tener en cuenta la capacidad potencial de las cepas de proliferar y ser activas en los sitios a
decontaminar. En la actualidad los procesos de bioaumento tienden a ser impredecibles, siendo
probablemente uno de los factores causales la seleccion del inoculante. Thomspon y col.,
(2005) han sugerido que las consideraciones ecoldgicas en la seleccion del inoculante, como la
abundancia relativa y temporal/espacial de las poblaciones autéctonas del suelo a
decontaminar y sus posibles capacidades para tolerar las condiciones imperantes en los
habitats de destino, deber ser una prioridad, y ser consideradas en las etapas tempranas de la
seleccion de inoculantes. La abundancia relativa y temporal/espacial podria definir el éxito del
proceso, debido a que las cepas seleccionadas como inoculantes que provienen de
poblaciones con baja abundancia, o son poblaciones transientes, tienen menos probabilidades
de ser exitosas como indculos, en comparacién con aquellas poblaciones que son espacial y
temporalmente ubicuas (Thompson y col., 2005). Por lo tanto, el proceso de seleccion de un
inoculante podria ser mas efectivo si se tuvieran en consideracion las variables ecoldgicas que

influyen luego cuando el microorganismo seleccionado es inoculado en el sitio de destino.

1.6.1 Teoria ecoldgica de la seleccién r/k

En el estudio de la ecologia de grandes animales se ha descripto la teoria de seleccion r/k, la
cual hipotetiza que las fuerzas evolutivas operan en dos direcciones diferentes: r 6 k en relacion
con la probabilidad de supervivencia de individuos de diferentes especies. El estratega r, como
por ejemplo el ratdn, controla y domina la situacion cuando los recursos son abundantes, en
cambio un estratega k, como el elefante, tiene éxito en situaciones de limitacion de nutrientes
(Atlas y Bartha, 1987). Esta teoria ha sido extrapolada a los microecosistemas, donde los
microorganismos han desarrollado también estrategias que les permiten vivir en comunidad. La
ecuacion 1.1 describe el crecimiento de poblaciones en condiciones limitadas, como ocurre

naturalmente en el ambiente.

Ecuacioén 1.1: Velocidad especifica de crecimiento de una
poblacién microbiana en condiciones ambientales limitantes

velocidad especifica capa
de crecimiento con e
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Analizando la ecuacién en cuanto al numero de individuos pertenecientes en una poblacion (x)
podemos inferir que cuando x es bajo la velocidad de crecimiento de las poblaciones dentro de
una comunidad esta dominada por la velocidad especifica de crecimiento per capita (r). Cuando
x es alto, la velocidad de crecimiento queda limitada por el factor de la ecuaciéon donde se
encuentra la capacidad de intercambio del ambiente, k.

El dogma de la ecologia es que los organismos optimicen ya sea su capacidad reproductiva,
como en el caso de los estrategas de la r, o bien la conservacion de los recursos, como los
estrategas de la k: pero no ambas.

En lo que refiere a la seleccidon de inoculantes, los estrategas de la r como Sacchamomyces,
Pseudomonas, Bacillus, Aspergillus, Penicillium, podrian colonizar el ambiente blanco a niveles
bajos de densidad de poblacion y ser capaces de utilizar sustratos a mayores velocidades que
los microorganismos de la k. Sin embargo debido a que son oportunistas, podrian no tener las
capacidades ecoldgicas necesarias para poder establecerse dentro de la comunidad, y por lo
tanto bajo condiciones desfavorables experimentarian una rapida disminucion poblacional. Los
estrategas de la k como Streptomyces, Agrobacterium, Corynebacterium y Basidiomycota, en
cambio dependen de la capacidad de adaptacion fisiolégica a las condiciones del ambiente y
poseen una velocidad de crecimiento mas lenta. Como son mas estables dentro de la
comunidad, y destinan una pequefia porcion de los recursos a la division celular, un inoculante
con ésta estrategia podria degradar sustratos mas lentamente pero prevalecer en la comunidad

microbiana donde fue introducido (Atlas y Bartha, 1987).

.7 Estrategia ABA como alternativa de bioaumento

Los tratamientos exitosos de bioaumento dependen muchas veces de la utilizacion de
microorganismos adaptados al sitio que se desea decontaminar. Los microorganismos
exégenos del suelo a decontaminar, utilizados en algunas formulaciones de inoculantes, en
general no son capaces de competir con los microorganismos indigenas, superar a los
predadores y tolerar algunos factores abidticos del suelo. Por lo tanto, podria ser mucho mas
practico realizar el bioaumento con microorganismos aislados del suelo a sanear (Hosowaca y
col., 2009).

El bioaumento con microorganismos autéctonos (ABA, del inglés autochthonous
bioaugmentation) es una tecnologia que utiliza microorganismos aislados o consorcios
indigenas del suelo que se pretende decontaminar (Ueno y col., 2007), enriquecidos en gran
proporcion mediante el cultivo in vitro, y mejor adaptados a la contaminacién propia del lugar
que los microorganismos aloctonos (Hosowaca y col., 2009). La estrategia ABA posee el mismo

concepto que el bioaumento definido por Vogel y Walter (2001), y el mismo ha sido nombrado
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también como “reinoculacion” (Weber y Corseuil 1994).

Generalmente, el o los microorganismos degradadores son aislados a partir de una muestra
ambiental, antes o después de que la contaminacion en el lugar haya ocurrido, cultivados in
vitro de manera de incrementar su concentracién, y reinoculados en alta proporcion luego de
que la contaminacién ocurra en el ambiente de donde fue aislado. El enriquecimiento in vitro
bajo condiciones similares a las ambientales es una de las formas de incrementar el éxito del
proceso (Hosokawa y col., 2009). En algunos ensayos ABA se ha utilizado como inoculante una
fraccién de la muestra ambiental que se desea decontaminar, sin pasar por el proceso de
aislamiento, la cual fue enriquecida en microorganismos por la adicién de algun bioestimulante
(Otte y col., 1994).

La estrategia ABA puede ser aplicada en tierra 0 aguas contaminadas, posee ciertas ventajas
como menor tiempo de tratamiento, mayor eficiencia potencial, menor impacto en el medio
ambiente y una mayor facilidad en la obtencién de apoyo publico (Hosokawa y col., 2009).

A pesar que ABA no es una estrategia nueva (Vecchioli y col. 1990; Weber y Corseuil 1994),
solo ha sido utilizada en un numero limitado de trabajos publicados, en comparacion con otros
tipos de tratamientos de bioaumento. Bento y col. (2005), compararon la atenuacion natural, la
bioestimulacion y el bioaumento con el fin de eliminar diesel de suelos contaminados,
encontrando que la mejor tecnologia de biorremediacién fue el bioaumento utilizando
microorganismos preseleccionados del sitio contaminado. Aparentemente, los microorganismos
indigenas serian mas aptos para sobrevivir y propagarse cuando son reintroducidos en el suelo
que los microorganismos exégenos (Bento y col., 2005; Thompson y col., 2005). Ueno y col.,
(2007) aislaron a partir de un microcosmo contaminado con diesel y bioestimulado con caldo
Luria Bertani (LB) un microorganismo denominado cepa J, identificado como Rhodococcus sp.,
comprobando su capacidad degradadora en medios ricos y en medio mineral liquido
suplementado con diesel. Con la cepa autéctona J y el microorganismo exoégeno P. aeruginosa
WatG, ambos degradadores de diesel, se realizaron ensayos comparativos de bioaumentacion
en microcosmos contaminados con diesel y bioestimulados con caldo LB o medio mineral,
observando una mayor capacidad degradadora en los microcosmos inoculados con la cepa
autoctona J que en los inoculados con P. aeruginosa cepa WatG. La estrategia ABA fue
aplicada también por Otte y col. (1994) inoculando una fraccidon del suelo que se deseaba
decontaminar, previamente enriquecido en un batch alimentado con pentaclorofenol (PCP) y
PAH, sobre suelos contaminados con PCP y PAH. Se observé que la degradacién del PCP fue
del 50% luego de 36 h, mientras que no se observé mineralizacion en los suelos no inoculados.
La mineralizacion de fenantreno y pireno en los suelos inoculados fue de 30 a 80 veces mas
que en los suelos no inoculados. La tabla 1.2 agrupa algunos ejemplos de tratamientos que

resultaron utiles utilizando la estrategia ABA.
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Tabla 1.2: Tratamientos exitosos utilizando la estrategia ABA

Introduccion

c::sp:ii%s Contaminante Aislados Preparacion del Eliminacion del Ref
microbianos de inéculo contaminante )

Rhodococcus Aislamiento en placas 44 5% de Ueno

s Diesel Paddy soil luego de cultivos degradacion ex col y
(stra,i’r'1 J) (artificial) liquidos en LB con la situ en (200'7)
muestra de suelo. 7 dias
100% de
Mezcla de Suelo Aislamiento a partir de | degradacién ex | D’Annibal

hongos PAH (crénico) placas con medio RB situ de ey col.
aislados® (Rosa de Bengal) 1,10-binaftaleno (2006)

en 30 dias

o]

Metanotrofos cis- suﬁ)gtg?rsén De 1&%2’0?; in Takeuchi
(Consorcio dicloroetileno 0as Sin aislamiento gsitu en y col.
bacteriano) (crénico) 14 dias (2005)

. . 84-100% de
Mezcla de Cresol Suelo A|slam|<_anto en placas degradacion ex | Atagana
hongos o a partir de cultivos . 2004
aislados” (cronico) liquidos 753%?” (2004)
ias
Aislamiento en placas
Mezcla de Suelo con sobrenadantes de 6.5-27.5% Potin y
hongos PAH (crénico) mezclas de suelo seco | degradacion ex col.
aislados® y agar con agua situ en 30 dias (2004)
destilada
1 _ 0,
Mezcla de Diesel, PCP, Aislamientos directos 74 99@ ,de.
. creosote, Suelo : degradacion in
bacterias Oil v sludae en placas a partir de situ en 10 Belloso
aisladas® y sludg suelo (2003)
(crénico) meses
La suspensién de
i o
c . PCP, PAHs Suelos Sl_JeIo se afiadié 50% dg . Otte y col.
onsorcio (crénico) arenosos directamente al degradacion in (1994)
y limosos biorreactor (sin situ en 1,5 dias
aislamiento)
0,
Mezcla. de Benzeno, Suelo§ Aislamiento en placas 50% qe,’ . Weber y
bacterias xvleno subterran a vartir de suelo degradacion in Corseuil
aisladas’ y e0s P situ en 3 meses (1994)
Pyreno, o
I\g:zg:i:: carbazol, Suelo Aislamiento en placas deg§a5 d/;gioe'}n in Grc::sosler y
aisladas® berzﬁﬁgi]igg;ano luego de cultivo liquido situ en 2 dias (1991)
Mezcla de o -
ﬂ:ﬁf;?i:: hidrocarburos Clazcl)ﬁam Aislamiento en placas de ?: d/;gio(’an in Vecg(r;;oll
. h aromaticos luego de cultivo liquido 9 . y co.
aisladas (artificial) situ en 30 dias (1990)
Aislamientos en placas
con diesel como Unica Bento y
Mezcla de Diesel FCE a partir del tercer | Ex situ 63—-84% | col., 2005
bacterias (crénico) Suelo cultivo de entre 10 a 14 Bento y
aisladas' enriquecimiento con dias col., 2005
diesel como unica b
FCE.

® Contiene a Allescheriella sp. cepa DABAC 1, Stachybotrys sp. cepa DABAC 3, and Phelebia sp. cepa

DABAC 9.
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® Contiene a Aspergillus sp., Cladosporium sp., Fusarium sp., Monicillum sp., Penicillium sp. y
Phanerochaete.
© Contiene las cepas Coniothyrium sp. y Fusarium sp.
P Contiene las cepas Pseudomonas cepecia, Pseudomonas stanieri, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida, Pseudomonas mendocina, Zoogloea ramigera, Moraxella lacunata, Acinetobacter
calcoaceticus y Bacillus subtilis.
¢ dentificada solamente Pseudomonas luteola.
" Contiene las cepas Xanthomonas sp.y Arthrobacter sp.
9 Contiene las cepas Mycobacterium sp. y Xanthomonas ampelia.
"Contiene las cepas Pseudomonas sp., Alcaligenes sp.

Contiene las cepas Bacillus cereus, Bacillus sphaericus, Bacillus fusiformis, Bacillus pumilus,
Acinetobacter junii y Pseudomonas sp.

1.8 Biorremediacién en regiones aridas

En la Patagonia semiarida, como en otras regiones con explotacion petrolera, se producen
accidentalmente la liberacidon de hidrocarburos al ambiente durante la extraccion, refinamiento,
transporte y almacenamiento del petréleo. En los suelos de la Patagonia Central se ha visto
una gran persistencia del petréleo que es derramado sugiriendo que la degradacién bajo
condiciones naturales en suelos semiaridos es muy lenta (Haro y col., 2007). Naturalmente el
metabolismo  microbiano se encuentra limitado por los factores ambientales y las
caracteristicas de los suelos de la region, lo que indefectiblemente influye en la velocidad y el
porcentaje de eliminacion del contaminante de los suelos.

En las regiones aridas y semiaridas, el agua es la que controla los procesos bioticos (Prieto y
col.,, 2011). Debido a las condiciones de desecacion propias de la region, la falta de
conectividad acuosa entre las particulas del suelo puede reducir la difusion de los sustratos y
restringir la movilidad de las poblaciones microbianas del suelo (Treves, 2003). El potencial
acuoso, equivalente a la actividad acuosa, es la suma del potencial de la matriz, osmético y
gravitacional. En suelos no salinos, como algunos de los suelos patagonicos, el potencial de la
matriz es el componente predominante (Chowdhury y col., 2011). Sin embargo, el potencial
osmotico es funcion del potencial de la matriz; cuando un suelo se seca el potencial de la
matriz disminuye, la concentracion salina se incrementa y en consecuencia el potencial
osmotico también disminuye. Por lo tanto los microorganismos deben soportar, ademas,
disminuciones en el potencial osmético cuando el suelo se seca (Chowdhury et al., 2011).

A pesar de las limitaciones ambientales, algunas estrategias de biorremediacion en suelos
semiaridos han resultado exitosas. Marin y col., (2005) han realizado ensayos de landfarming
en suelos a los que se le adicionaron lodos de refinerias contaminados con petréleo en Murcia,
Espafia, bajo condiciones semiaridas naturales de la region. Los suelos de esa region son
pobres en nutrientes y materia organica, y contienen metales debido a la proximidad de areas
mineras. Los resultados mostraron que 80% de los hidrocarburos fueron eliminados en once

meses, ocurriendo a una mayor velocidad de eliminacion los tres primeros meses.
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En un estudio de bioestimulacién en el cual se adicionaron nitrégeno, fosforo y agua sobre 3
suelos patagoénicos con diferentes estados de contaminacién se observé el incremento en los
recuentos bacterianos y una concomitante eliminacién de entre 33-88% de hidrocarburos en un
tiempo de entre 3 a 7 meses segun el suelo (Haro y col.,, 2007). Se realiz6 ademas una
evaluacion comparativa de los procesos de atenuacién natural, bioestimulacion y
bioaumentacion con cepas degradadoras, en procesos de biorremediacion in situ de suelos
contaminados con PAH.. Tanto la bioestimulacién como la bioaumentaciéon promovieron mas
del 90% de eliminacion de PAH después de 6 semanas de tratamiento, mientras que la
atenuacion resulté en una tasa de degradacion reducida (67%). Por lo tanto Haro y col., (2007)
sugirieron que las comunidades bacterianas autéctonas de los suelos semiaridos de la
Patagonia poseen el potencial degradador de hidrocarburos luego de la mejora de las
condiciones ambientales desfavorables.

Una estrategia potencialmente aplicable para sanear suelos contaminados con PAH podria ser
la utilizacion de microorganismos autoctonos degradadores con capacidades de resistencia a
las condiciones ambientales fluctuantes y aridas de la Patagonia Central. El agua es un recurso
natural escaso en nuestra Patagonia y su transporte hacia las regiones contaminadas requiere
una logistica compleja y costosa. No se han encontrado reportes que utilicen el bioaumento con
microorganismos autéctonos adaptados a los factores ambientales, para superar las

limitaciones de las condiciones de desecacion en ambientes aridos o semiaridos.

.9 Mecanismos de resistencia a factores ambientales en microorganismos

Los microorganismos autdctonos de regiones semiaridas estan regularmente expuestos a la
desecacion ambiental, al estrés osmoético, al estrés oxidativo, a la escasez de nutrientes y a la
presencia de moléculas toxicas, entre otros. Por lo tanto, la supervivencia bajo estas
condiciones requiere una respuesta adaptativa por parte de los microorganismos que colonizan
suelos semiaridos. Si bien se conoce poco acerca de los mecanismos presentes en los
microorganismos de la Patagonia semiarida, la resistencia a factores ambientales diversos ha
sido estudiada ampliamente en distintos géneros bacterianos distribuidos en otras regiones que
comparten alguna/as de las caracteristicas ambientales.

Se han caracterizado algunas respuestas especificas a factores ambientales. En la mayoria de
los casos, como primer estrategia los microorganismos pueden censar mediante proteinas
especificas los cambios en el ambiente, y luego mediante cascadas de senales intracelulares
inhiben o inducen la expresiéon de genes especificos de resistencia (Ramos, 2001; Browning y
col., 2004). En algunas bacterias como E. coli y Bacillus sp. existe una respuesta general al

estrés, donde se induce el mismo mecanismo de respuesta a diversas condiciones poco
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favorables para el desarrollo microbiano, como el estrés osmdtico, estrés oxidativo, desecacion,
hambreado de nutrientes, entre otros. Esto puede ser explicado por el hecho de que en
muchos microorganismos la expresion de los genes asociados con la tolerancia, la respuesta a
condiciones ambientales adversas, o el comienzo de la fase estacionaria, son dependientes de
la expresion del factor sigma, subunidad de la ARN polimerasa que le confiere afinidad por los
promotores, codificada por el gen rpoS (Helman y col., 1988; Hengge-Aronis y col., 1991).
Existen también una gran cantidad de reportes en donde se vincula la resistencia a factores
ambientales con la capacidad de sintesis de solutos compatibles (Crowe y col., 1987; Welsh y
col., 2000 Alvarez y col., 2004). Se ha relacionado la resistencia a diferentes estreses
ambientales con la capacidad de esporulacion en ciertos microorganismos como Bacillus
(Setlow, 1995), con la disminucion del tamafo y el metabolismo celular en Vibrio (Morita y col.,
1990), con la capacidad de algunos microrganismos de sintetizar EPS (Roberson y Firestone,
1992; Ophir y Gutnick 1993; Alvarez y col., 2004), con modificaciones en la composicion de
acidos grasos en las membranas biologicas (Halverson y col., 2000) y con la capacidad de
formar biofilms (Tribelli y col., 2011). Se ha relacionado también la capacidad de sobrevivir y
tolerar condiciones ambientales desfavorables con la acumulacion de fuentes de carbono
endogenas como polihidroxialcanoatos (PHA) en diferentes microorganismos como
Pseudomonas (Ayub y col., 2004), Spirillum (Matin, 1979), Bacillus y Alcaligenes (Lépez y col.,
1995) entre otros.
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Il. Hipétesis y Objetivos

1.1

Objetivos Generales

Contribuir al mejoramiento de los conocimientos basicos que permitan evaluar y mejorar las

tecnologias de biorremediacion.

1.2

1.3

Objetivos especificos

Aislar a partir de suelos de la Patagonia semiarida, microorganismos degradadores de
PAH capaces de resistir condiciones ambientales de la regién.

Evaluar la aplicabilidad de las estrategias ABA de bioaumento sobre la biorremediacion
de suelos patagonicos contaminados con PAH y con mezclas complejas de los mismos.
Estudiar los cambios producidos en la estructura y funcién de las comunidades
microbianas de suelos contaminados por efecto del inoculante y de las variaciones en
las condiciones abidticas.

Incursionar en el estudio de los mecanismos moleculares presentes en las bacterias
degradadoras de PAH aisladas de suelos de la Patagonia semiarida y seleccionadas
como inoculantes por su adaptacion a las condiciones ambientales tipicas de la regién

(resistencia a la desecacion, déficit de nutrientes, entre otros).

Hipotesis

El bioaumento es una estrategia que podria ser utilizada para mejorar la biodegradacion
de los hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH) en suelos contaminados y semiaridos
de la Patagonia Central.

El éxito del bioaumento depende de la utilizacion del microorganismo adecuado. El
proceso de seleccion del inoculante debe incluir la capacidad degradadora del
contaminante y las capacidades ecolégicas de adaptacion al ambiente que aseguren su
sobrevida en ambientes semidesérticos.

El inoculante autéctono degradador tendria capacidades adaptativas a las condiciones
ambientales, podria reestablecerse y eliminar el contaminante en el microecosistema
de donde fue aislado.

El estudio de los mecanismos moleculares de adaptacion a condiciones extremas
presentes en bacterias autéctonas de la Patagonia semiarida nos permitira, ademas de
ampliar los conocimientos basicos sobre las respuestas al estrés que pueden presentar

los microorganismos, desarrollar en un futuro nuevas estrategias de biorremediacion.
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lll. Materiales y Métodos

111.1 Materiales

I11.1.1 Medios de cultivo

Tabla lll.1: Medios de Cultivo para crecimiento de microorganismos oligotréficos

Caldo R2 Agar R2 (R2A) Caldo R3 Agar R3 (R3A)
(Reasonery (Reasoner y (Reasonery (Reasonery
Geldreich, 1985) Geldreich, 1985) Geldreich, 1985) Geldreich, 1985)
Composicion en g/l de agua destilada.
Extracto
de 0,5 0,5 1 1
levadura
Proteosa
0,5 0,5 1 1
peptona
Acido
. 0,5 0,5 1 1
Casamino
Glucosa 05 05 1 1
Almidoén 05 05 1 1
Acido
. 0,3 0,3 0,5 0,5
Piravico
K2HPO4 0,3 0,3 0,6 0,6
MgSO, 0,05 0,05 0,1 0,1
Agaragar | @ - 15 | e 15

El pH se ajusté a 7,2 con una solucién de NaOH o HCI 10%, y se esterilizé en autoclave a 121°C durante
15 minutos.
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Tabla Il.2: Medios minerales utilizados para crecimientos bacterianos

Medio mineral | Medio
MML sin | MML con | MMS-Agarosa*
liquido (MML) | mineral
i fuente de | 0,19/l de | (Bogart y Hemmingsen,
(Vecchioli y col., | sélido i i
Nitrégeno Nitrégeno 1992)
1990) (MMS)
Composicion en g/l de agua destilada.
NacCl 5 5 5 5 5
KHPO, 1 1 1 1 1
(NH4)H,PO, 1 1T | e 1,17 1
(NH,).S0, 1 1T | e 0,1 1
MgSO, 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
KN03 3 1 J S I 3
KH2P04 ______________ 1 ,67 ______________
Agaragar | = - 15 | | - 15
Agarosa1% | (| 5 ml *
+ 200 ul PAH

El pH del MML se ajusté a 7,0 con una solucién de NaOH o HCI 10%, y se esterilizé en autoclave a 121°C
durante 15 minutos. * MMS-Agarosa: Se agregd a una placa de Petri con MMS una capa superficial de
Agarosa (1%) con 200ul de solucién del PAH correspondiente en etanol absoluto (8,5mg/ml), que le confiere

un aspecto turbio al medio.
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Tabla Il1.3: Medios de cultivo utilizados para caracterizacion fenotipica de los cultivos aislados

Medio de Christensen

Fermentacion de Caldo Prueba de
. . . para la Prueba de la
Hidratos de Carbono Nitrato la Gelatina
Ureasa
Composicion en g/l de agua destilada
Hidrato de 5 | e
carbono
Peptona 5 5 5 1 e
Extracto de 3 3 T
carne
NO:K [ I R e
Gelatina | @ o | e 12 | e
Urea | = = | - | e 20
Fosfato
-------------------- 9,1
monopotasico
Fosfato disédico | @ -—— | | o 9,5
Extractode | | 0 0.1
levadura
Rojofenol | = ——— | e | e 0,01

El pH del medio para la Prueba de la gelatina y fermentacion de hidratos de carbono se llevé a pH 7.
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1.2 Buffers y Soluciones

Materiales y métodos

Tabla lll.4: Soluciones de Tincién de Gram y de Tincion de Compuestos hidrofébicos (Burdon 1946)

utilizando el colorante Sudan Black B para observaciones al Microscopio optico

Solucioén
1

Solucioén
2

Solucioén
cristal

violeta

Solucion
Safranina

Gram

Lugol

Solucion
alcohol-

acetona

Solucion
diluida
azul

metileno

de
de

Composicion en 100

ml

Sudan
Black B

0,3¢g

Safranina

Cristal

Violeta

2g

Agua
destilada

80 ml

Etanol
95%

20 ml

Oxalato
de

amonio

0,84g

Yodo

Yoduro
de K

Acetona

Agua
destilada

Azul de

metileno
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Tabla III.5: Buffers y soluciones para la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Buffer TBE 1X

Buffer TAE 40X

Molar Composicion en un litro
TRIS Borato 0089 |
Acido Bérico 0089 | e
EDTA 0,02 74,45 g
TRIS | 968 g
Acético Glacial | 228.5 ml

Materiales y métodos

Para preparar Buffer TAE 1X: 25ml de buffer 40X se llevan a 1 | con agua destilada.

Tabla lll.6: Soluciones para preparacion de los geles desnaturalizantes urea-formamida de DGGE

Solucion 0% Solucion 80%

Composicion en un litro

Sol de acril/bisacrilamida 40% 150 ml 150 ml
TAE1X pH 7,4 25 ml 25 ml

Agua destilada 825 ml 505 ml

Urea | e 338g

Formamida | = - 320 ml

La solucion de acril-bisacrilamida 40% contiene 389,30g/l Acrilamida y 10,70g/I Bisacrilamida

Tabla II.7: Volumenes de las soluciones 0 y 80% a utilizar para la preparacion del gel desnaturalizante

urea-formamida 40-70%.

40% 70%
Solucion 0% 5,51 ml 1,38 ml
Solucion 80% 5,49 ml 9,62 ml

Las soluciones homogéneas se agregan en un sistema de vasos comunicantes que genera el gradiente

desnaturalizante en el gel.
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Tabla I11.8: Buffers y soluciones para los ensayos de Protedmica en la cepa 22B.

Materiales y métodos

Buffer de Buffer de Buffer 5X Tris- Buffer de
solubilizacién (BS) equilibrio Glicina-SDS Carga 2X
Composiciéon en Composicion en
Composicion en 25 ml
1000 ml 10 ml
Urea 1049 9g | 0 e | e
Tiourea 38g | e e e
DTT 059g | @ e | e | e
Triton x100 0[O ] e e
Amberlite 025¢g | @ | e | e
Agua destilada 15m | e | e 4,2 ml
Tris1MpH8 | = - 1,25ml | e | e
Glicerol | = - 75m | - 0,4 ml
SDS10% | - 5ml 50 ml 4 mi
TRIS | | 1519 | = -
Glicina | = - | e 94g | e
Tris-HCIpH68 | ~ -~—- |  ——— | e 1ml
EDTA | = e e e 0,4 ml
Azul de
--------------------- Punta de espatula
bromofenol

Buffer de solubilizaciéon (BS): Luego de agregar el amberlite agitar durante 1 h y eliminarla por filtracion.
El volumen se trasvasa a un matraz y se enrasa en 25ml con agua bidestilada. Alicuotar de a 1 ml en
tubos de polipropileno y llevar a -20°C. Buffer de equilibrio: Una vez agregados todas las drogas se deja
en agitacion a temperatura ambiente en un vaso de precipitados hasta completa disoluciéon. Luego se

trasvasa a un matraz y se enrasa a 50ml con agua bidestilada.
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Tabla I1.9: Soluciones de Tincidn con Coomasie Blue Coloidal de Geles SDS PAGE y Bidimensionales

Solucién Fijadora Solucién de Tincién
Composicion en 250 ml
Etanol 96% %Sm0 e
Metanol | = - 45 ml
Acido fosférico 5ml 5ml
Sulfato de Amonio | @ —eeeeeee- 42,5 ml
Agua Bidestilada 170 ml 157,5 ml

I11.1.3 Muestras de suelo

Los suelos utilizados para el aislamiento de microorganismos degradadores de hidrocarburos
policiclicos aromaticos son suelos cronicamente contaminados con hidrocarburos, provenientes
de pozos petroleros cercanos a Pico Truncado, Santa Cruz, Argentina. La muestra PT2371
corresponde a suelo muestreado de la Pileta Pozo PT 351, Pico Truncado, y la muestra
PT2372 de la Pileta Pozo PT 439, Pico Truncado.

.2 Métodos

lll.2.1 Generacion de los cultivos de enriquecimiento en microorganismos degradadores
de fluoreno

Se utilizaron sistemas batch con 90ml de MML, 200 o 2000 ppm de fluoreno, 11,2 g de tierra
humeda (12%HR) para la muestra de suelo PT2371, y 11,1g de tierra humeda para el suelo
PT2372 (11%HR). Las muestras de suelo fueron previamente tamizadas con un tamiz de 3 mm
de malla. Cada 15 dias se realizaron repiques de los sistemas en medio fresco (90ml de MML
suplementado con 200ppm o 2000ppm de fluoreno), repicando 10ml del cultivo anterior. Esta
metodologia de repiques sucesivos se repitid 3 veces hasta el sistema batch 3 (Repique 3). Los
sistemas fueron incubados a 28 [J 2°C con agitacion (150rpm). Cada sistema se realizd por

duplicado.

I11.2.2 Técnicas de Recuentos bacterianos

[11.2.2.i Recuentos de bacterias degradadoras de PAH mediante la técnica de NMP (Wrenn y
Venosa, 1996)

El NMP de bacterias degradadoras de PAH se determin6 en placas de microtitulacion de 96

pocillos. Se utiliz6 como sustrato una mezcla de PAHs en pentano (Merck, p.a.). (0,005 g de
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fenantreno, 0,005 g de fluoreno, 0,005 g de antraceno y 0,005 g de dibenzotiofeno en 13mi
finales de pentano) que se incorporé a razén de 20 pl por pocillo. El pentano se evapora
rapidamente, dejando una fina capa de los PAHs en el fondo de cada pocillo.

Se tomaron 100 pl del sistema a cuantificar y se realizaron diluciones seriadas en SF.
Posteriormente se cargaron los pocillos con 180 ul del MML y con 20 ul de las diluciones de
cada repique. Se sembraron las diluciones seriadas (1/10) por octuplicado. Las placas fueron
incubadas a 24 + 2°C durante 21 dias. Luego del periodo de incubacion se registraron los
pocillos positivos, donde se observo coloracion amarilla, naranja, marrén o rosada debido a la
acumulacion de los productos parciales de la oxidacién de los sustratos aromaticos. El

resultado se expresé como el NMP de bacterias degradadoras de PAH/g de tierra seca.

[11.2.2.ii Recuento de bacterias degradadoras de PAH (Bogardt y Hemmingsen, 1992)_

Para preparar la placa conteniendo el PAH, a un tubo con 3,5 ml de agarosa al 1% previamente
fundida y mantenida a 40°C se le agregaron 200 pl de una solucion etandlica del PAH
correpondiente (8,5 mg/ml) y se mezcld con vortex. Luego se volco el contenido de cada tubo
en placas de Petri que contenian una base de MMS. La superficie del medio de cultivo con el
PAH como unica fuente de carbono y energia se cubrié con 100 ul de dilucién con ayuda de
una espatula de Drigalsky. Las placas se incubaron por 21 dias a 24[] 2°C. Se contaron las
colonias que mostraron un halo transparente de solubilizaciéon del PAH. Los resultados son

promedio de tres diluciones realizadas cada una por duplicado.

[11.2.2.iii Recuentos de bacterias heterodtrofas cultivables (BHC) (Reasoner y Geldreich, 1985)

Se utilizé el medio de cultivo R2A. Se tomaron 100 pl del indculo proveniente de cada cultivo y
se realizaron diluciones seriadas en solucion fisioldgica (SF). La superficie del medio de cultivo
R2A se cubrié con 100 pl de dilucion con ayuda de una espatula de Drigalsky. Las placas se
incubaron por 10 dias a 24[] 2°C. Los resultados son promedio de tres diluciones realizadas

cada una por duplicado.

ll.2.3 Estrategias de aislamiento de bacterias degradadoras de PAH a partir de las
muestras de suelo PT2371 y PT2372 provenientes de la region de Pico Truncado,
Patagonia Central

[11.2.3.i Estrategia de aislamiento 1: Aislamientos a partir de los recuentos en MMS y MML
con 200 o 2000ppm de fluoreno

a) Se realizaron recuentos de bacterias degradadoras de fluoreno utilizando la técnica de

Bogardt y Hemmingsen (1992). Las diluciones plaqueadas fueron -2, -3, -4. Se tomaron
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aquellas colonias que presentaron halo translucido o con color, y mediante aislamientos
sucesivos en R3A se llegd a colonia aislada. Una vez aislados los cultivos, se repicaron en R3A

inclinado para su posterior caracterizacion.

b) Se realizaron recuentos de bacterias degradadoras de PAH mediante la técnica de NMP
(Wrenn y Venosa, 1996). Se sembraron por pocillo 20 ul de las diluciones -1, -2, -3, -4, y —5.
De aquellos pocillos que presentaron color o turbidez se realizaron aislamientos en MMS con
fluoreno, y luego en R3A hasta obtener colonias aisladas. Una vez aislados los cultivos, se

repicaron en R3A inclinado para su caracterizacion.

[11.2.3.ii Estrategia de aislamiento 2: Aislamiento de microorganismos adheridos a superficies
con fluoreno adsorbido

Se tomaron 10 ml del segundo repique con 200 o 2000 ppm de fluoreno y se inocularon en un
medio con 90 ml de MML y una membrana hidrofébica de teflon con fluoreno adsorbido. Luego
de 7 dias de incubacion a 28°C y en agitacién (150 rpm) la membrana de teflén con el fluoreno
adsorbido fue colocada en MMS con fluoreno, el cual se incub6 de 7 a 15 dias. A partir de las
colonias crecidas se realizaron aislamientos en R3A hasta llegar a cultivos puros, que se

conservaron en R3A inclinado para su conservacion.

[11.2.3.iii Estrategia de aislamiento 3: Aislamiento directo de microorganismos __ adheridos
muy firmemente a particulas de suelo

Se tomaron algunos granitos de las muestras se suelo y se los colocé en MMS con fluoreno.
Luego de 5 a 20 dias de incubacion se repicaron las colonias con halo translucido o color a

R3A. Una vez aislados los cultivos, se repicaron el R3A inclinado para su conservacion.

[11.2.3.iv Estrategia de aislamiento 4: Aislamiento a partir de una suspension de suelo

A partir de una suspension de aproximadamente 10 g de tierra seca en 90 ml SF se realizaron
diluciones seriadas que fueron plaqueadas en MMS con fluoreno. Entre los 5 y 15 dias se
tomaron las colonias que presentaron halo translucido o con color para su posterior aislamiento

en R3A. Una vez aislados los cultivos, se repicaron el R3A inclinado para su caracterizacion.

lll.2.4 Determinacién del espectro de degradacién de los aislados

Se evalud el espectro de degradacion de PAH de los cultivos aislados mediante la siembra en
estria sobre MMS con el PAH a testear segun la técnica utilizada en el recuento de
degradadoras de PAH (Bogardt y Hemmingsen, 1992). Los PAHSs utilizados fueron antraceno,

dibenzotiofeno, fenantreno, pireno y fluoreno. Se considerd un cultivo degradador de PAH
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aquel que generd un halo translucido y/o color, proveniente de los productos de degradacion,

alrededor de su estria de siembra.

Con el objetivo de corroborar la capacidad degradadora de los cultivos, 20 pl de la suspension
bacteriana fueron inoculados en pocillos de una placa de microtitulacion conteniendo el PAH a
testear (incorporado previamente 20 pl mediante una soluciéon de 8,5 mg/ml del PAH en
pentano; el pentano se evapora rapidamente, dejando una fina capa de los PAHs en el fondo
de cada pocillo) y 180 ul de MML. La policubeta se incubd por 21 dias a 24°C. Se consideraron
cultivos degradadores aquellos en los que se observé turbidez o color en el medio de cultivo.
Se tomaron como cultivos degradadores aquellos que tuvieron la capacidad de crecer y
degradar los PAHs tanto en MMS como en MML. Los cultivos que crecieron y degradaron en

MMS con PAH y no en MML con PAH se consideraron negativos.

lll.2.5 Caracterizacion fenotipica de los cultivos aislados y de los aislados degradadores
de PAH

Se caracteriz6 a todos los aislados mediante observacion macro y microscoépica, tincion de
Gram, prueba de KOH; a los aislados degradadores se les realizé el ensayo de fermentacion
de hidratos de carbono (manitol, glucosa, xilosa), prueba de la gelatinasa, catalasa, ureasa y
ensayo de reduccion del nitrato. La pureza de los cultivos fue controlada microscopica y

macroscopicamente.

[11.2.5.i Tincién de Gram

Se realizd una extension de las células sobre un portaobjetos y se fijaron a la llama en un
mechero Bunsen. El preparado se tifid luego con la solucidon de cristal violeta (Tabla I11.4)
durante 2 minutos, se retir6 el exceso de colorante y se aplico dos veces durante 30 segundos
la solucion de Lugol (Tabla 4). Se decolord cuidadosa y rapidamente con solucion alcohol-
acetona (Tabla 4) y luego se lavo con agua. Finalmente se contra colored con solucién de
safranina (Tabla 4) durante 30 segundos, se lavé y se dejé secar para luego observar al

microscopio utilizando objetivo 1000 X y aceite de inmersion.

[1.2.5.ii Prueba de KOH

Sobre un portaobjetos se colocd una colonia del cultivo a testear, se agregd varias gotas de
una solucién de KOH al 30%. Con un anza en anillo se mezclaron los microrganismos con la

solucion y levantando el anza se verifico la presencia o ausencia de mucosidad. La presencia
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de viscocidad corresponde a un cultivo Gram (-), y la ausencia a uno Gram (+).

[11.2.5.iii Fermentacion de los hidratos de carbono

Para estudiar la capacidad de los microorganismos de fermentar manitol, glucosa o xilosa, se
utilizé un medio de cultivo base estéril (Tabla 111.3) al cual se le agrego el sustrato filtrado. La
concentracion final del sustrato fue de 0,5- 1%. Como indicador de pH se agregd azul de
bromotimol. Se considerd un cultivo fermentador aquel capaz de virar el indicador de verde a

amarillo.

[11.2.5.iv Prueba de reduccion de Nitratos

Para poner en evidencia la capacidad de reducir el nitrato se empled 4 ml por tubo de Caldo
Nitrato estéril (Tabla 11.3). Se sembré un inéculo denso y se incub6é 24 h a 24°C. Luego el
cultivo se separé en dos alicuotas, sobre una de ellas se determind la presencia de NH;
agregando al tubo unas gotas del reactivo de Nessler (iodomercuriato de potasio). La
presencia de NO, se determin6 sobre la alicuota restante agregando gotas del reactivo Nit-1
(solucion acética de acido sulfanilico) y luego 2 gotas del reactivo Nit-2 (solucion acética de alfa

dimetilnaftilamina).

[11.2.5.v Prueba de licuefaccion de la gelatina

Para determinar la actividad gelatinasa de un cultivo bacteriano se utilizé Caldo Nutritivo
solidificado con 12 g/l de gelatina (Tabla 111.3). Se sembrd por puncion y se incbub6 a 25°C

durante 48hs. Se considerd un cultivo con actividad gelatinasa aquel capaz de licuar la gelatina.

I11.2.5.vi Presencia de la enzima catalasa

La prueba se realizé a partir de un cultivo del microorganismo en caldo R3, agregando unas
gotas de agua oxigenada y observando o no la formacion de burbujas. Se considerd un cultivo

catalasa positivo aquel en el que se observe la formacién de burbujas.

[11.2.5.vii Prueba de la Ureasa

Se utilizé el medio de cultivo de Christensen (Tabla I11.3) fraccionado a razén de 4 ml por tubo y
estéril, recomendado para microorganismos que hidrolizan la urea lentamente, como ocurre

generalmente en microorganismos ambientales. Se sembré un inéculo denso y el tubo se
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incubd a 35-37 °C por 72 horas. Se considerd un cultivo con actividad ureasa aquel capaz de

virar el indicador rojo fenol.

[11.2.5.viii Tincién especifica para compuestos hidrofébicos (Burdon, 1946)

Las células fueron extendidas en un portaobjetos que se dejé secar al aire. Se agrego la
solucion 1 (Tabla 1l1.4) y se dejé 10 minutos en contacto cuidando que siempre el preparado
esté cubierto con el colorante. Se lavé con agua cuidadosamente y se agreg6 la solucién 2
(Tabla 111.4) por 30 segundos. Mediante observacion al Microscopio 6ptico utilizando el objetivo
1000 X, aceite de inmersién e iluminaciéon directa se observaron los preparados. Las células
tefiidas de azul-violeta se consideraron positivas (células con granulos intracelulares tefidos) y

las de rosado se consideraron negativas.

l.2.6 Caracterizaciéon genotipica de los aislados degradadores

[11.2.6.i Extraccion y aislamiento de ADN total de cultivos bacterianos

El ADN total de los aislados fue extraido por el método del hervido (Sambrook y col., 1989). Se
centrifugé 1 ml de cada cultivo crecido 18 a 24 h en caldo R3, y el pellet obtenido fue
resuspendido en 1 ml de agua destilada. Las suspensiones se incubaron a 100°C por 10
minutos y los lisados celulares asi obtenidos fueron centrifugados a 8000 rpm por 5 minutos. El
sobrenadante con el ADN total en solucion fue colectado y separado del pellet a nuevos tubos

de polipropileno.

l1.2.6.ii RAPD

La técnica consistio en realizar PCR utilizando primers dirigidos a porciones no especificas del
ADN  (Primer 9: [IM-2 5d[CTCAATGGCAGCGGCTATG] 3°; Primer 6: IM-1
5"d[CGAGCTTCGCGTACCACCC] 3"; Primer 10: IM-3 5 d[GTTTCGCTCGATGCGCTACC] 3)
en muestras de ADN total de las cepas degradadoras.

La técnica de PCR fue realizada en un volumen final de 25 pl, conteniendo 1 ul de dNTPs, 5 ul
de buffer 5X, 0,1 pl de Taq polimerasa, 2,5 ul de una solucion de primer 2 uM, 15,4 ul de agua
destilada estéril, y 1 pl de muestra.

El programa consistié en 4 ciclos de 5 min a 94°C, 5 min a 40°C y 5 min a 70°C, 30 ciclos de 1
min a 94°C 1 min a 55°C, y 2 min a 70°C; y finalmente 1 ciclo de 10 min a 70°C.

Los productos obtenidos fueron sometidos a una electroforesis a 90 V por 60 min en gel de

agarosa al 1,2% preparado con buffer TAE 1X, utilizando TAE 1X como buffer de corrida. El gel
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se colored con Sybr Gold® (Invitrogen) para evidenciar los productos de amplificacion de la
PCR. Como marcador de peso molecular se utilizaron fragmentos de ADN doble cadena del
fago lambda en un rango de 100 a 1000bp en incrementos de 100bp (CienMarker; Biodynamics

S.R.L). Los geles fueron digitalizados en una camara-CCD, guardado como archivo.tif.

[11.2.6.ii PCR y Secuenciacion del gen completo 16S rRNA

Los amplicones del gen 16S rRNA completo de las cepas fueron obtenidos utilizando los
primers 27 foward primer (50-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-30) y 1492 reverse primer
(50TACGGCTACCTTACGACTT-30) en un volumen final de reaccion de 30 ul. Se utilizé la
enzima GoTaq ADN polimerasa (Promega, Madison, WI). El programa de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) consistié en una desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 min, seguida de
30 ciclos de 95°C por 30 s, 72°C por 35 s, y el paso de extension final que se realizdé a 72°C
por 5 min. El termociclador utilizado fue Eppendorf Mastercycler thermocycler (Eppendorf,
Hamburg, Germany). Los amplicones obtenidos fueron purificados utilizando PCR purification
kit (Qiagen) y fueron secuenciados por el servicio de secuenciaciéon Macrogen, Korea. Las
secuencias de nucledtidos fueron comparadas con las bases de datos de secuencias
pertenecientes al National Center for Biotechnology Information GenBank, utilizando el
programa BLAST. El arbol filogenético se obtuvo utilizando el programa Molecular Evolutionary
Genetics Analysis package (MEGA version 4.0). Las secuencias fueron alineadas mediante la
funcién clustalW y el arbol obtenido por Neighbor-Joining fue construido por el algoritmo
Jukese Cantor. La robustes del arbol fue testeada mediante el analisis de 500 iteraciones
(boostrap).

Las secuencias obtenidas fueron depositadas en el banco de datos del National Center for
Biotechnology Information GenBank, con los siguientes cédigos HQ603685 (Patagonian strain
1A), HQ603686 (Patagonian strain 22A), HQ603687 (Patagonian strain 22B) y HQ625564

(Patagonian strain 36).

[11.2.6.iv PCR de una porcion conservada de gen 16S rRNA y DGGE

Se utilizaron primers dirigidos a una porcidon conservada del rDNA 16S (Primer 341F-GC:
CGCCCGCCGLCGCLCCLCGCGLLCLGGLLLCGLLGLCLCCCCGCCCCCTCCTACGGGAGGCAGCA
; Primer 907-R: CCGTCAATTCCTTTGAGTTT) (Muyzer y col., 2004). La PCR fue realizada
utilizando 1 yl de ADN molde con 0,12 ul de enzima ADN polimerasa GoTaq (5 Ul/ul), 6 pl de
buffer 5X recomendado por el fabricante de la Gotaq polimerasa, 2,4 yl de dNTPs 2,5 mM, 3 ul
de primer 907-R 5 pM y de 341-F 5 uM, 0,6 ul de seroalbumina bovina (BSA) 10 mg/ml, y 13,8
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Ml de agua destilada estéril, en un volumen final de 30 pl de mezcla de reaccién. El Programa
de PCR se realizé utilizando el termociclador Mastercycler® Eppendorff y consistiéo en 1 ciclo
de desnaturalizacion inicial que llevd la muestra a 94°C durante 4 min, se realizaron luego 10
ciclos de 30 s a 94°C, 45 s a 62°C siendo ésta la temperatura de annealing, y 1 min a 72°C.
Luego se realizaron 25 ciclos de 30 s a 94°C, 45 s a 57°C, y 1 min a 72°C; y el paso final de
extensién de 10 min a 72°C. Se verificdé la amplificacion de cada muestra mediante
electroforesis a 90 V por 1 h en gel de agarosa 1,2%, utilizando TAE como buffer de corrida. El
gel se coloredé con SybrGold® (Invitrogen) durante 30 min para evidenciar los productos de
PCR.

[11.2.6.v DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

Se prepararon geles de 6% de poliacrilamida con un gradiente desnaturalizante 40-70% de
urea-formamida (Tabla I1.6 y Tabla 11.7). La electroforesis se realizé en buffer TAE 1X (Tabla
[11.5) en un DGGE-2401 apparatus (C.B.S Scientific Co., Del mar, CA, USA) a una temperatura
de 60°C. Se aplicé un voltaje constante de 100 V durante 16 h para la corrida. Luego de la
electroforesis, el gel se tifd durante una hora con SybrGold® (Invitrogen) a fin de evidenciar los

resultados obtenidos.

[11.2.6.vi Determinacion de la presencia de plasmidos

Se resuspendié con 200 ul de solucién P1 (Glucosa 50 mM, Tris/HCI 25 mM, EDTA 10 mM) el
pellet obtenido a partir 3 ml de un cultivo crecido en caldo R3 durante 24 h. Las células se
lisaron con 300 ul de solucion P2 preparada en el momento, (mezclando partes iguales de
NaOH 0,4 N y 2% de SDS), se mezcl6 suavemente y se agreg6 300 ul de solucién P3 (Acetato
de Sodio 3 M, pH 4,8). Se centrifugd 10 minutos a maxima velocidad y el sobrenadante se
trasvasé a un nuevo tubo al que se le agregd 1 V de isopropanol frio. Luego se centrifugar se
lavo el pellet nuevamente con 400 pl de etanol frio, se centrifugd y el pellet de dejé secar en
flujo laminar, una vez seco fue resuspendido en 20 ul de agua destilada. En un gel de agarosa
0,8% se sembraron 15 pl de extracto plasmidico y 5 pl de patron de peso molecular del fago A
digerido con la enzima de restriccion Hind lll. Se corrié durante 70 minutos a 70 V utilizando
buffer TAE 1X como buffer de corrida. El gel se colored con SybrGold® (Invitrogen) durante 30

min para evidenciar las bandas correspodientes a los plasmidos.
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ll.2.7 Cinética de crecimiento en MML con PAH como unica fuente de carbono y energia

El ensayo de cinética de crecimiento se llevo a cabo utilizando 26 mg/l de fenantreno o fluoreno
como unica fuente de carbono y energia en cultivos batch con 50 ml de MML. En un
erlenmeyer estéril se colocaron 0,0013 g de fenantreno en 5 ml de acetona que se dejo
evaporar 24 h y obtener asi microcristales de fenantreno o fluoreno. Luego se agregaron 50ml
de MML y 100pI de un in6culo con una DOgg 2 (correspondiente a aproximadamente 1X10’
ufc/ml), crecido en caldo R2 durante 24 h. Los erlenmeyers fueron incubados durante 3 dias a
24°Cy 150 rpm.

Para analizar la concentracién del fenantreno remanente en los cultivos luego de 3 dias de
incubacion, se realiz6 un método de extraccion exhaustivo agregando como solvente de
extraccion 25 ml de acetato de etilo en los cultivos bacterianos previamente llevados a un pH
de 2,5 con HCI 1N. Los cultivos se agitaron vigorosamente durante 30 minutos y la fase acuosa
y la organica fueron separadas utilizando ampollas de decantacioén. El proceso de extraccion se
realizo tres veces y se juntaron los extractos en un matraz, llevandolos a un volumen final de
100 ml.

La concentracion de fluoreno o fenantreno en los extractos fue analizada mediante HPLC en
fase reversa utilizando el cromatégrafo Waters con una columna Symmetry Waters® C18 (15

cm, 4,6 mm i.d., tamafio de perla 5 mm, tamafio de poro 100 A).

Se utilizé un gradiente lineal de acido fosférico 15 mM preparado en agua nanopura y metanol
(20:80 a 15:95, vol vol1) durante 15 min y se utilizé6 una velocidad de flujo de 1 ml/min. Los
espectros de absorcion al UV (250,9 nm) se obtuvieron utilizando un detector 2996 photodiode

array (WatersR) y se analizaron con el software Empower.

ll.2.8 Ensayos de quimiotaxis hacia fenantreno y fluoreno

suspension de bacterias coloreadas con azul de metileno
/

Agarosa + PAH — ' 3 i
— 30-60 min Observacion al
— P  Microscopio Optico

/
plasticos para contencion

Cultivo en caldo
R3 de 18 a 24hs

Figura IlIl.1: Esquema general del procedimiento utilizado para el ensayo de quimiotaxis

hacia fenantreno y fluoreno.
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Para el ensayo de quimiotaxis hacia fenantreno y fluoreno se utilizé el método de la gota de
agarosa en camara (Lanfranconi y col., 2003). En una camara cuadrada, formada por tiras de
plastico de 1 mm de espesor sobre un portaobjetos, se agregd una gota de agarosa al 2%
fundida, conteniendo fenantreno, fluoreno o casamino al 1% (control positivo). Luego se tap6
con un cubreobjetos y una suspensién bacteriana con una DOgq 0,8, tefiida previamente con
una solucion diluida de azul de metileno (Tabla Ill. 4) se puso en contacto con las diferentes
fuentes de carbono inmovilizadas en la gota de agarosa. Pasados los 30 minutos se observé al

Microscopio Optico. Se utilizé como control negativo agarosa al 2%.

ll.2.9 Técnicas utilizadas para la caracterizacion de propiedades fisiolégicas en los
aislados bacterianos

[11.2.9.i Crecimiento a diferentes pH

El analisis del crecimiento a diferentes pH fue realizado utilizando los medios R3 y MML con
fenantreno a pH 4, 6, 8, 9y 10. Se inocularon 0,1 ml de cada suspension bacteriana crecida en
R3 por 24 h en un tubo de ensayo conteniendo 5 ml de MML con fenantreno o caldo R3, a pH
4,6, 8, 9 y 10. Los tubos fueron incubados durante 96 h en agitacion. Se tomé como positivo
aquellos tubos con turbidez para el medio R3, y turbidez y/o color en el caso del MML con

fenantreno.

[11.2.9.ii Ensayo de Resistencia al estrés hidrico

111.2.9.ii.1 Ensayo de salinidad

La respuesta a diferentes concentraciones salinas en los aislados bacterianos fue estudiada
inoculando 0,1 ml de un cultivo crecido por 24 h en caldo R3, en 50 ml del mismo medio con el
agregado de 0,5; 1,5; 2,5y 5% (P/V) de CINa. Se realizaron medidas de DO 600nm cada una

hora durante 18 h en un espectrofotdmetro Beckman Du® 640.

[11.2.9.ii.2 Ensayo de resistencia a la desecacion

14 dias
S A S g

Cultivo en R3 DO(s00nm) 4 Placas de Petri con gotas
24-48hs de suspension bacteriana

Figura Ill. 2: Esquema general de la metodologia aplicada para realizar el ensayo de resistencia al

estrés hidrico.
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La supervivencia de los aislados a la desecacion fue investigada mediante un ensayo en el que
se determiné el porcentaje de supervivencia de gotas de suspensiones bacterianas (DOggg 4)
colocadas en la superficie de cajas de Petri estériles incubadas durante 14 dias a 28°C dentro
de un desecador con 17-18% de humedad relativa (HR). Las células de las gotas fueron
resuspendidas en forma independiente, y a cada una de ellas se les determind el niumero de
sobrevivientes mediante un recuento en placas con R3A. Este valor fue comparado con el
recuento en placas de R3A de la suspension bacteriana antes de ser sometida al estrés por

desecacion. El porcentaje de supervivencia (Alvarez y col., 2004) se calculé como:

log (ufc/ml luego del secado) 100

log (ufc/ml antes del secado)

Férmula Ill.1: Porcentaje de

supervivencia a la desecacion

[11.2.9.iii Ensayo de Supervivencia en déficit de carbono

Se tomaron 500 pl de un cultivo crecido en caldo R3 durante 24 h a 28°C y 150 rpm y se
inocularon en 4500 yl de MML con 0,065% de Glucosa, incubandose por 72 h a 28°C y 150
rpm. El cultivo se centrifugd a 8000 rpm por 10 minutos, se lavo dos veces con 5 ml de SF y se
midié la DOgyo en un espectrofotémetro Beckman Du® 640. 1x10” ufc/ml se inocularon en 20ml
de MML en ausencia de fuente de carbono, que se cultivdé durante 85 dias en agitacién (150
rpm) a 28°C. Periddicamente se determiné el numero de unidades formadoras de colonias

utilizando el medio R2A.

[11.2.9.iv Ensayo de supervivencia en déficit de Nitrégeno

Para investigar la supervivencia de las células en ausencia de fuente de nitrégeno los aislados
fueron crecidos en caldo R3 por 24 h a 28°C y 150 rpm, se realizaron dos pasos de lavado con
SF, y 1x10” ufc/ml se inocularon en 20 ml de MML con 0,5% de Glucosa y ausencia total de
fuente de nitrégeno. Los cultivos fueron incubados a 28°C durante 70 dias. Periédicamente se
determind la DOgqo y las ufc/ml en R2A. La aparicion de granulos hidrofobicos fue testeada
durante el hambreado de fuente de nitrégeno: 1ml del cultivo se centrifugd y se depositd
uniformemente en un portaobjetos que se dejo secar a temperatura ambiente. Las células
fueron tefiidas con Sudan Black B (Tabla 1.4, Seccion 1l1.8.H) y observadas al microscopio

optico.
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1l1.2.10 Ensayos de inoculacion en sistemas biometers

Se utilizaron sistemas biometers con suelo patagénico sometido a tres condiciones: El Suelo
Natural (SN), que posee una relaciéon C:N:P de 100:2,2:0,26 y 10% (P/P) de agua, Suelo
Fertilizado (SF), que posee una relacién C:N:P de 100:5:2 y 10% (P/P) de agua, y Suelo
Regado (SR), con una relacion 100:2,2:0,26 de C:N:P y 15% (P/P) de agua.

[11.2.10.i Preparacion de los indculos

Las células crecidas durante 24 h a 28°C y 150 rpm en caldo R3 fueron centrifugadas a 6000

rpm y lavadas 2 veces con SF para eliminar la fuente de carbono del medio de cultivo. El pellet
se resuspendio en agua destilada, se determind la DOgq, y un volumen de ésta suspension se
inoculd con el fin de obtener 1,17x108 ufc/g de suelo seco (DO:1 corresponde a 6x10° ufc/ml) y
de mantener la humedad del suelo a 10% (P/P) o 15% (P/P) segun el tratamiento. El in6culo se

distribuyé de forma equidistante y gota a gota utilizando pipeta sobre la superficie del suelo.

[11.2.10.ii Preparacién y protocolo de determinacion del CO, producido en los sistemas

biometers

El sistema biometer consiste en un erlenmeyer con un tubo de ensayo adosado el cual contiene
una trampa de KOH que secuestra el CO, producido por los microorganismos cuando

mineralizan las fuentes de carbono presentes en el suelo (Figura 111.3).

= Columna
de ascarita

Figura lll.3: Sistema Biometer donde se muestran las partes y la

Muestra il

de suelo ey

ubicacion de los componentes que lo forman.

Se utilizaron aproximadamente 50 g de suelo por biometer, los cuales fueron contaminados
previamente con 2000 mg/kg de fenantreno disuelto en acetona. Una vez evaporada la
acetona, el suelo fue inoculado con 1,17 x10® ufc/g suelo seco y colocado en frascos
biometers. Se utilizaron 3 condiciones ambientales diferentes para cada inéculo:

Suelo Natural (SN): 50 g de la muestra de suelo PT2372 se llevaron a 10% (P/P) de agua.
Suelo Fertilizado (SF): 50 gramos de la muestra de suelo PT2372 se llevaron a 10% (P/P) de

agua y se le agrego6 2,73 g del fertilizante comercial Nitrofoska® (BASF, Research Triangle
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Park, NC), el cual es un fertilizante compuesto granulado que contiene 12% de nitrégeno, 5%
de Fdosforo, 14% de Potasio, 3,6% de Calcio, 1,2% de Magnesio y 6% de Azufre.

Suelo Regado (SR): 50 gramos de la muestra de suelo PT2372 se llevaron a 15% (P/P) de
agua. Los sistemas permanecieron totalmente cerrados y se colocé sobre el tapén que cubre el
erlenmeyer una columna de ascarita para retener el CO, atmosférico. Se cuantificd la
produccion del CO, obtenido durante el transcurso de 30-35 dias a 24°C, el cual se capturd
utilizando 10 ml de 0,4-0,6 M KOH. Cada 3 o 4 dias el KOH fue remplazado por solucién de
KOH fresca. EI KOH removido se titul6 utilizando una solucién de molaridad conocida de HCl y
con fenolftaleina como colorante del punto final (Bartha y Pramer 1965). El ensayo se realiz6
por triplicado para cada inoculo y condicion. Para cada condicion, un sistema contaminado pero

sin inocular fue utilizado como control.

[11.2.10.iii Cuantificacion del fenantreno residual en biometers

Se cuantificé el fenantreno residual de los sistemas biometers. En un aparato Soxlhet se coloco
un sobre de papel de filtro conteniendo 25 g de una muestra de suelo mezclada con 25 g de
sulfato de sodio anhidro y acetato de etilo (Dorwil) como solvente de extraccion. Los
hidrocarburos fueron extraidos durante 6 horas. La concentracion de los extractos en acetato
de etilo fue analizada en cromatografia liquida de alta presion en fase reversa (HPLC)
utilizando un Cromatografo Waters y una columna Symmetry Waters  C18 column (15 cmx4.6
mm de diametro, tamafio de perlas de 5 mm, tamafio de poro 100 A) y un detector 2996
photodiode array (WatersR). Los espectros de absorcion al UV (250,9nm) se obtenidos se
analizaron con el software Empower.

Se utilizd6 un gradiente lineal de acido fosférico 15mM preparado en una solucién de agua
nanopura y methanol (20:80 a 15:95, vol/vol) que se corrié durante 15 min con una velocidad

de flujo de 1ml/min. La deteccion se realizé a 250,9 nm (Coppotelli y col. 2010).

lll.2.11 Ensayos de inoculacién en microcosmos

I11.2.11.i Preparacién del indculo

Las células crecidas durante 24 h a 28°C y 150rpm en caldo R3 fueron centrifugadas a 600 rpm
y lavadas 2 veces con SF. El pellet obtenido se resuspendié en agua destilada, se determiné la
DOego, ¥ un volumen de ésta suspension se inoculd con el fin de obtener 1,4x108 ufc/g de suelo
seco y de mantener la humedad del suelo a 10% o 15% segun el tratamiento. El inéculo se
distribuyé gota a gota utilizando pipeta sobre la superficie del suelo y luego se mezclo

manualmente utilizando espatula. EI mismo volumen de agua destilada fue agregado en los
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microcosmos no inoculados para llegar a la misma humedad del suelo, 10% (P/P) o 15% (P/P)

segun el tratamiento.

[11.2.11.ii Preparacién de los microcosmos

Para realizar los ensayos de bioaumento en microcosmos de suelo patagénico se utilizé la
muestra de suelo PT2372. Los microcosmos se realizaron utilizando 1 kg de tierra tamizada
con una malla de 3 mm que se colocd en un recipiente de plastico rectangular con 5 kg de
capacidad. Los microcosmos se contaminaron con 2 g de fenantreno por kilogramo de suelo
seco. El fenantreno fue distribuido utilizando una solucién con acetona (150 mg de
fenantreno/ml acetona), se mezclé manualmente con una espatula y se dejé 24 h en aireacion
para favorecer la evaporacion del solvente. Dos tratamientos se llevaron a cabo, cada uno por
triplicado: Sistema inoculado “F+22B” y no inoculado “F”. Los microcosmos se incubaron por
20+ 2°C durante 250 dias. En ambos tratamientos (F y F+22B) se ensayaron tres condiciones
ambientales diferentes, en forma consecutiva:

(1) Suelo Natural (SN): Los microcosmos fueron mantenidos a 10+2% (P/P) de agua sin
modificar la relacion original C/N/P (100/2/0,3) del suelo.

(2) Suelo Fertilizado (SF): A los 86 dias de tratamiento se afiadio al suelo 7,45 g/kg de suelo
seco del fertilizante comercial Nitrofoska®, llevando la relacion C/N/P a 100/5/2. El contenido
de agua fue mantenido a 10% (P/P).

(3) Suelo Fertilizado y Regado (SR): A los 150 dias de tratamiento, el contenido de agua del
suelo fue aumentado y mantenido en 15t2%, con una relacién C/N/P de 100/5/2.

Los microcosmos se mezclaron semanalmente para favorecer la aireacion y el contenido de
humedad fue corregido cuando se necesité a 10£2% o0 15%+2% agregando agua destilada.

El microcosmo F+22B fue inoculado con 1,4x108 ufc/g de suelo seco a los 2, 86 y 150 dias,
luego de la adicién de fenantreno e inmediatamente después de la modificacion de las
condiciones ambientales. El mismo volumen de agua destilada fue agregado al microcosmo F

de manera de estandarizar el contenido de humedad.

[11.2.11.iii Recuentos de microorganismos heterotrofos cultivables v degradadores de PAH

Se tomaron 10 g de suelo humedo de cada microcosmos y se resuspendieron en 90 ml de SF
agitando por 30 min a 250 rpm. A partir del homogenato de suelo se realizaron diluciones
seriadas y 100 pl de éstas se plaquearon en R2A para el recuento de heteroétrofas cultivables
siguiendo el protocolo de Reasoner y Geldreich (1985) (Seccion 111.5.C). El recuento de

degradadoras de hidrocarburos policiclicos aromaticos se determind
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en policubetas de 96 pocillos, de acuerdo con el protocolo de Wrenn y Venosa (1996) (Seccion
[1.2.2).

I11.2.11.iv Actividad deshidrogenasa

Se determind la actividad deshidrogenasa (reduccion de tricloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolium,
TTC a trifenilformazan, TPF) a los 0, 4, 11, 18, 25, 34, 40, 68, 86, 115, 141, 155, 164,195 y 254
dias de tratamiento siguiendo el protocolo de Thalman (1968). La actividad deshidrogenasa
usualmente se relaciona con la densidad celular y los microorganismos viables que poseen la
capacidad de oxidar el compuesto (las deshidrogenasas realizan los primeros pasos de

oxidacion de los anillos aromaticos de los PAH).

[11.2.11.v Cuantificacion del fenantreno residual en microcosmos

Se cuantificé el fenantreno residual provenientes de muestras de suelo de los microcosmos. Se

utilizoé el mismo protocolo explicado en la Seccion 111.2.7

[11.2.11.vi Extraccion de ADN total y PCR

El ADN total de las muestras de suelo fue extraido y purificado a partir de un gramo de suelo.
Se realizaron extracciones a los 0, 11, 62, 90, 120, 157, 173 y 199 dias de tratamiento
utilizando el Kit comercial E.Z.N.A™ Soil DNA (Omega Bio-tek, Norcross, GA, USA).Una vez
extraidas las muestras de suelo, se amplific6 una porcion conservada del gen 16S rRNA
utilizando el protocolo descripto en la Seccién IlI.9.E. Los productos de PCR fueron
evidenciados mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,2% para luego ser sembrados
en geles de DGGE utilizando un gradiente desnaturalizante 40-70% (Seccion [11.9.F).

El gel fue digitalizado en una camara-CCD, guardado como archivo.tif y analizado utilizando el
software GelComparll (Applied Maths, Kortrijk, Belgium). Las matrices obtenidas a partir de los
patrones de bandas fueron realizadas con la ecuacién Dice y el dendrograma fue calculado por

el método del promedio aritmético no ponderado (UPGMA) (Sokal y Michener, 1958).

[11.2.11.vii Calculo de indices de Shannon

Los datos obtenidos del perfil de bandas a través del GelCompar Il fueron utilizados para
calcular los indices de diversidad de Shannon (H'= -O(ni/N)log(ni/N)). Para éste analisis cada

banda fue tratada como una unidad taxonémica independiente (OTU). La intensidad relativa de
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cada banda, se expresé como un pico con una altura determinada en una curva densitométrica
(ni), y la suma de los picos con diferentes alturas en la curva densitométrica de una
determinada muestra (N) fueron utilizados para estimar la abundancia de cada especie (Fromin
y col., 2002).

[11.2.11.viii Capacidad de crecer con hidrocarburos no aromaticos como unica FCE

Se tomaron 0,1 ml de una suspension bacteriana crecida en caldo R3 durante 24 h y se
inocularon en 5 ml de MML con 20 pl de gasoil, hexadecano o petréleo como Unica fuente de
carbono y energia. Los tubos se incubaron durante 15 dias a 28°C y 150 rpm. Se consideraron

positivos los tubos con turbidez y /o color.

1l.2.12 Condiciones de cultivo para acumular compuestos de reserva

Se inocularon 100 ml de MML con 0,1g/l de Nitrégeno (Tabla 111.2) y 1% de Glucosa con una
suspension bacteriana lavada dos veces con SF, proveniente de 1,5 ml de un cultivo crecido
por 24 h en caldo R3 con DOgy2. El cultivo se incubd en agitaciéon (150 rpm) a 28°C durante 48
h. Se tomaron muestras para determinar polihidroxibutirato (PHB) y glucégeno en los tiempos

0, 24 hy 72 h del ensayo. El experimento se realizé por triplicado.

11.2.13 Condiciones de cultivo para movilizar compuestos de reserva acumulados

Se inocularon 100 ml de MML con 0,1g/l de Nitrégeno (Tabla 111.2) y 1% de Glucosa con una
suspension bacteriana lavada dos veces con SF proveniente de 1,5 ml de un cultivo crecido por
24 hs en caldo R3 con DOggo2.. El cultivo se incubéd en agitacion (150 rpm) a 28°C durante 48 h.
La suspension bacteriana asi obtenida se centrifugé a 6000 rpm durante 15 minutos, el pellet
se lavé dos veces con SF y se reinoculé en 100 ml de MML (Tabla 111.2) y en ausencia de fuente
de carbono. Se determinaron la DOgq y las ufc/ml a lo largo de todo el ensayo. Se tomaron
muestras para determinar polihidroxibutirato (PHB) y glucégeno en los tiempos 0, 24 hy 72 h

del ensayo. El experimento se realizé por triplicado.
lll.2.14 Extraccién de PHB por metandlisis y cuantificacion por cromatografia gaseosa
El andlisis del contenido de compuestos intracelulares hidrofébicos se realizd mediante CG

segun el método de (Brandl y col., 1988). Las células crecidas por 48-72 h en MML .con 0,19/l

de Nitrégeno (Tabla 111.2) y 1% de Glucosa fueron centrifugadas y liofilizadas (Liofilizador L-3,
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provisto por RIFICOR). Entre 5 y 10 mg de las células liofilizadas se colocaron en un tubo de
Vidrio Pyrex con tapa rosca. Se agrego al tubo 0,9 ml de cloroformo, 0,1 ml del estandar interno
acido tridecandico y 1 ml de solucidon metanol: acido sulfurico (85:15) y se dejé durante 3 h a
100°C. Luego los tubos se enfriaron a temperatura ambiente, se agregé 0,5 ml de agua
destilada y se agité vigorosamente durante 20 s. Al separase las fases, se tomé con cuidado la
fase cloroférmica, la cual se pasé a un vial de vidrio. El analisis del contenido de metil 3-
hidroxibutirato se llevd a cabo utilizando un Cromatégrafo Gaseoso capilar con un detector de
ionizacion de llama (FID) y la columna VF-23ms de 30 m x 0,25 mm x 0,39 mm (Varian). La
temperatura de la inyeccion fue de 270°C, la de la columna 120°C y la del detector 300°C. Se
inyectaron 0,5 ul de cada muestra y se utilizé hidrogeno como gas carrier a un flujo constante
de 100 kPa. Para una separacion eficiente de los componentes de la mezcla se utilizé el
siguiente programa de temperatura: 1 min a 80°C, incremento de 10°C/min hasta 160°C,
incremento de 3°C/min hasta 200°C, y aumento de 30°C/min hasta 240°C. Para purgar el
equipo se dejé 5 min a 240°C. Las sefales de salida se analizaron mediante el programa de

computacion provisto por el fabricante.

1ll.2.15 Extraccién y cuantificaciéon de glucégeno

[11.2.15.i Extraccion por hidrdlisis alcalina

Para extraer glucdégeno intracelular de cultivos bacterianos se realizé una extraccién por
hidrdlisis alcalina. A 40-140 mg de un pellet liofilizado obtenido a partir de un cultivo crecido
durante 48 a 72 h en MML con 0,1g/l de nitrégeno y 1% de Glucosa, se le agregdé 1 ml de KOH
al 20% y se lo dejé 1 h a 100°C, vorteando cada 5 minutos. Una vez frio, se neutralizé con 150
Ml de AcH para evitar la tautomerizacion y la degradacién de azucares pequefios. Se centrifugd
por 5 min. a maxima velocidad y el sobrenadante se trasvas6 a un nuevo tubo de vidrio, en
donde se agregaron 3 volumenes de etanol frio. Se estimuld la precipitacion del glucéogeno
llevando el tubo por 15 minutos a 4°C. Al precipitado de glucégeno obtenido se lo lavé con 0,3-
0,5ml de etanol 70% para eliminar mono y disacaridos y se lo dejoé secar por 24 h a 37°C.
Finalmente se resuspendioé en 500 pl de agua destilada y el glucdégeno en solucion fue utilizado
para la siembra en cromatografia en capa delgada (TLC) y cuantificacién mediante hidrdlisis

enzimatica.

56



Capitulo Il Materiales y métodos

[11.2.15.ii Cromatografia en capa delgada (TLC) para evidenciar la presencia de glucégeno

El glucégeno en solucion extraido mediante hidrélisis alcalina (Seccion 111.18.A) fue utilizado
para la siembra en TLC. Se sembraron 6 ul de la muestra sobre el punto de siembra de una
membrana de silica gel utilizada como fase estacionaria (TLC silica gel 60F254 Merck®)
previamente llevada por 30 minutos a 100°C. La corrida se llevd a cabo en el interior de un
frasco de vidrio el cual fue saturado previamente con 10 ml de fase mévil formada por la
proporcion 3:2:3:2 de 1-Butanol:2-Propanol:Etanol:Agua.

El revelado se realizé pulverizando sobre la membrana de silica cantidad suficiente de una
solucion de H,SO, al 4% en metanol. La membrana con la solucion de revelado se llevé por 15-
20 minutos a 100°C. Se utilizaron 6ul por corrida de un patron de glucdégeno (2mg/ml) el cual

fue sembrado junto con las muestras a ensayar.

[11.2.15.iii Hidrolisis enzimatica con alfa amilasa y amiloglucosidasa del glucégeno vy

cuantificacion de la glucosa liberada por el método glicemia enzimatico

Se utilizaron 100 ul del glucégeno resuspendido en agua destilada al que se le adicionaron 882
pl de buffer AcNa 50mM pH5, 1,93 ul de alfa-amilasa (519 Ul) y 15 pl de amiloglucosidasa (129
Ul). La mezcla de reaccion fue cultivada durante 4 h a 55°C. Se utilizaron 100 ul del producto
de hidrdlisis enzimatica del glucégeno para cuantificar la glucosa liberada mediante Glicemia

enzimatico AA liquida (Wiever Lab).

ll1.2.16 Ensayo de la cepa 22B sometida a desecacion

[11.2.16.i Obtencion de las células bajo diferentes condiciones de estrés ambiental

Un ml de un cultivo bacteriano crecido por 24 h en caldo R3, lavado con SF, fue inoculado en
400 ml de MML con 0,1g/l de nitrégeno (Tabla 111.2) y 1% de Glucosa. El cultivo se incubd en
agitacion (150 rpm) a 28°C durante 48 h, donde alcanz¢ la fase estacionaria y una DOggo entre
1,5y 2. El volumen total del cultivo fue filtrado en fracciones de 20 ml sobre filtros de celulosa
con un tamafo de poro de 0,45 um y 60 mm de diametro mediante bomba de vacio. Los filtros
con las células en su superficie fueron utilizados para someter a las células a las siguientes
condiciones:

Condicion desecacion por 10 hs: 20 filtros se llevaron a un desecador con 18%HR por 10hs.
Condicion desecacion por 4 dias: 20 filtros a 18%HR durante 4 dias.

Condicion humeda: 20 filtros se colocaron en un recipiente con 100%HR.
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Control: 20 filtros se resuspendieron inmediatamente en agua destilada.
Para cada condicion se utilizaron erlenmeyers independientes. El ensayo se realizd por

duplicado.

[11.2.16.ii Ensayos experimentales realizados bajo las condiciones Himeda y de Desecacion
por 10 h y 4 dias

Se realizaron recuentos en placa en R2A y pesadas de los filtros antes y después de
someterlos a la condiciones de desecacion por 10 h y 4 dias, y a la condicion humeda, con el
objetivo de determinar la supervivencia de las células y el porcentaje de agua perdida
respectivamente. Las células sometidas a la condicién humeda y condicién de desecacion por
10h y 4 dias fueron tefiidas con el colorante hidrofébico Sudan Black B y se observaron al
Microscopio Optico (Seccion 111.8.H). Se conservaron muestras de las suspensiones
bacterianas en glutaraldehido al 1% y a 4°C para realizar cortes ultrafinos y luego observar
mediante microscopia electrénica de transmision (MET). La observacion de los preparados con
MET se realizé en el Centro de Microscopia Electronica de la Facultad de Ciencias Veterinarias
de la UNLP, a cargo de la Dra. Susana Jurado. Se tomaron muestras para extraer y cuantificar
el glucogeno (Seccion 111.18) y PHB intracelular (Secion 111.17).

El ensayo se realizd por duplicado y todos los ensayos realizados para las diferentes

condiciones se compararon con el control.

[11.2.16.iii Preparacion del lisado celular vy solubilizaciéon de las proteinas citoplasmaticas

Las células sobre los filtros, luego de las condiciones de estrés, se resuspendieron en agua
bidestilada estéril, llevando el cultivo a una DO a 600nm de aproximadamente 20, se agregdé
2,5 pl de céctel de inhibidores de proteasas y 2,5 pyl de PMSF por cada 4 ml de cultivo. La
suspension bacteriana fue lisada por ruptura mecanica agregando a la suspension 1 volumen
de perlas de vidrio. Se realizaron 9 ciclos de ruptura durante 30 segundos en un
homogeneizador a bolilla (Braun) hasta observar clarificacion. El proceso fue constantemente
refrigerado inyectando CO, comprimido. El sobrenadante obtenido se fracciond en tubos de
polipropileno de 2 ml y se centrifugdé dos veces durante 20 minutos a 8000 rpm. Se separ¢ el
sobrenadante y las proteinas alli contenidas se solubilizaron agregando 3 volumenes de BS,
que se dejé en contacto por 1 h y en agitacién suave. Finalmente se centrifugé 10 min a 15000
rom para separar la fraccion no soluble y el sobrenadante se fracciond en tubos de
polipropileno para determinar la concentracion de proteinas por fluorometria (QuBit) y realizar

los geles SDS PAGE y geles bidimensionales.
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[1.2.16.iv SDS-PAGE

El dispositivo para el armado de geles del equipo PROTEAN Il xi 2-D cell electrophoresis (Bio-
Rad, Hercules, CA) se preparé segun las recomendaciones realizadas por el fabricante,
colocando los vidrios junto con los dos separadores dentro del equipo de montaje del gel. Se
ajustaron los cuatro tornillos de manera que los vidrios se encuentren parejos y luego se volco
la solucién homogénea del gel 12% a polimerizar (2,08 ml de Acrilamida-bisacrilamida al 20%,
1,87 ml de Buffer Tris-HCI a ph 8,8, 50 pl de SDS, 964 ml de agua bidestilada, 2,5 pl de Temed
y 25 pl de PAS). Se agregé agua hasta llenar el espacio entre los vidrios y se dejo polimerizar
por 30-50 min. Una vez polimerizado el gel se descartd el agua y se prepard la solucion
stacking mezclando en un agitador magnético 325 pl de acril-bisacrilamida al 20%, 312,5 ul de
Buffer Tris-HCI a pH 8,8, 25 ul de SDS, 1,875 ml de agua bidestilada, 2,5 pl de Temed y 12,5 ul
de PAS. Se coloco el peine y luego la solucion stacking, que se dejo polimerizar por 30
minutos. Por ultimo 35 pl de las muestras se sembraron mezclandolas con buffer de carga 12,5
pl de buffer de carga 4X.

La corrida se realizd a 50 V hasta apilar las muestras en el stacking y después se duplico el
voltaje a 100 V.

[11.2.16.v Gel bidimensional

Para realizar el isoelectroenfoque se utilizaron strips IPG de 18 cm con un rango de pH 4-7
(Immobiline DryStrips, Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden). El proceso de rehidratacion
del IPG consisti6 en colocar en uno de los pocillos del Reswelling Tray, ajustado
horizontalmente, 350 ul de muestra mezclada previamente con 1,75 yl de PMSF, 1,75 ul de un
coctel de inhibicién de proteasas, 3,5 ul de pharmalyte y una pizca de azul de bromofenol (0,03
g en 10 ml de agua bidestilada). Luego se coloco el strip con el gel hacia abajo para favorecer
el contacto con la muestra, y se agregaron 3 ml de aceite Cover fluid para evitar la cristalizacion
de la urea y la evaporacion. El IPG se dejo rehidratando con la muestra durante 12 h a
temperatura ambiente. La tira rehidratada con la muestra fue colocada en un equipo de
electrophoresis Multiphor Il (Amersham Biosciences) utilizando el siguiente programa: 500 V
por 1 min (Gradiente 1 V/h), 3500 V por 1,30 h (Gradiente, 3000 V/h), 3500 V por 5,40 h (Lineal
3500 V/h), resultando en un voltaje total de of 23-30 kV/h. Los strips focalizados se guardaron
en un freezer a -20°C hasta su utilizacién para el proximo paso.

El proceso de reduccion y alquilacion de los IPG consistié en retirarlos primeramente de -20°C
y equilibrarlos en buffer de equilibrio por 15 min a temperatura ambiente, luego se incubaron
durante 20 min con 3 ml de buffer de equilibrio con el agregado de 125 mM de DTT (0,05088 g)
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a temperatura ambiente. La solucion anterior se sustituyd con 3 ml de buffer de equilibrio con el
agregado de 300 mM de acrilamida (0,0693 g) y azul de bromofenol (una pizca) y se incubo
durante 20 min a temperatura. Finalmente se lavo el IPG en buffer de electroforesis
(Tris/Gly/SDS) durante 5 min.

Luego se tomé con pinza el IPG, se cortd el extremo positivo y negativo de la tira y se colocé en
el pocillo de un gel SDS-PAGE 12% preparado previamente (Seccion 111.19.D) sellandolo con
agarosa 0,2% con una pizca de azul de bromofenol. En el pocillo pequefio del SDS-PAGE se
agregaron 20 ul de una mezcla conteniendo 16 ul patron de PM (21, 40, 55, 205 kDa) y 4 ul
de buffer de siembra 4X, la cual fue previamente incubada a 95°C por 4 min.

La electroforesis fue llevada a cabo en un equipo PROTEAN Il xi 2-D cell electrophoresis (Bio-
Rad, Hercules, CA), conectado a un equipo de refrigeracion Multitemp Il (GE Healthcare) a
500V y 12,5 mA hasta el stacking, luego la corriente se incrementé a 25 mA. El buffer de
corrida utilizado fue Tris-Gly-SDS (Tabla 111.8) y la temperatura de 20°C.

[11.2.16.vi Tincion Coomasie Blue Coloidal para geles SDS PAGE vy Bidimensionales

Una vez obtenidos los geles las proteinas se fijaron dejando el gel en solucién fijadora (Tabla
[11.9) 24 h. Luego se lavaron 3 veces en agitacion lenta durante 30 min con agua destilada y a
continuacion se agrego la solucion de tincion (Tabla 111.9) dejando en agitacién suave durante
una hora. Finalmente se agregaron 0,5 g/l del colorante especifico para proteinas Coomasie
blue G-250 en la solucidon de tincion. Se agité suavemente por 1-2 dias y se cortaron con punta
de tip, en el caso que correspondid, los sptos seleccionados para ser secuenciados por el

servicio de secuenciacion de la Universidad Complutense de Madrid mediante MALDI-TOF-MS.
111.2.17 Analisis estadistico
A los experimentos realizados por triplicado se les realizd el test de ANOVA a un nivel de

P<0,05. Todos los datos estadisticos fueron realizados utilizando el Software
SigmaPlot/SigmaStat (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA).
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IV. Aislamiento y caracterizacion de bacterias degradadoras de PAH

autoéctonas de suelos de la Patagonia semiarida

Las estepas y los semidesiertos patagdnicos se encuentran ubicados en la regién sudeste de la
Argentina. En ella conviven factores ambientales adversos para los organismos superiores y
microorganismos, como la falta de agua, los fuertes vientos provenientes del oeste, los suelos
pobres en materia organica y nitrégeno, los cuales suelen tener pH alcalino y alto contenido de
arcillas. Debido a la extraccion, explotacion y transporte del petréleo en la region, los suelos
son expuestos a continuas y multiples contaminaciones.

La tecnologia de bioaumento ha sido considerada como una valiosa herramienta para
aumentar la velocidad y la extension de los procesos de biorremediacion (Coppotelli y col.,
2008). En un proceso de bioaumento, las condiciones ambientales y la competencia con las
poblaciones naturales del suelo determinan en gran medida la supervivencia y la habilidad de
los microorganismos degradadores introducidos (Vogel y Walter, 2001; van Veen y col., 1997;
Vogel, 1996; Gentry y col., 2004). La inoculacidon con microorganismos autoctonos (ABA) podria
superar las limitaciones del bioaumento.

En el presente capitulo se describen las estrategias utilizadas para aislar y caracterizar
bacterias degradadores de PAH autéctonas del suelo de la Patagonia semiarida, que tendrian
la capacidad de sobrevivir bajo condiciones adversas y evitar los problemas a los que se

enfrenta un microorganismo exdégeno cuando es inoculado.

IV.1 Caracterizacion fisica, quimica y microbiolégica de los suelos

Las muestras de suelo PT2371 y PT2372 utilizadas para el aislamiento de microorganismos
degradadores de PAH fueron tomadas de los pozos petroleros Pileta Pozo PT 351 y Pileta
Pozo PT 439 respectivamente, ubicados en la cercania de la ciudad de Pico Truncado, por
personal de la empresa Oil M&S. Las muestras fueron analizadas en el laboratorio de la
empresa Oil M&S S.A. (Cafiadon Seco, Santa Cruz, Argentina) un dia después de su toma y
luego se enviaron por transporte de carga al CINDEFI, La Plata, donde en conjunto con el
Centro de Edafologia de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de la UNLP se completo
la caracterizacion de las mismas.

Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica de las muestras de suelo
PT2371y PT2372 se muestra en la Tabla IV.1.

El analisis de las caracteristicas fisicoquimicas de los dos suelos mostré6 que poseian un pH
alcalino, baja humedad relativa y presencia de hidrocarburos. El contenido de hidrocarburos

totales fue de 1592 mg/kg de suelo seco (0,15%) en el caso de la muestra PT2371 y 7456
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mg/kg (0,74%) para PT2372 (Tabla IV.1). Cabe destacar que los limites aceptables de
hidrocarburos en los suelos de la provincia de Santa Cruz son de 2% (Silva 2008), por lo que
suelos con concentraciones de hidrocarburos totales menores al 2% (20.000 mg/kg de suelo)
se consideran suelos remediados. Sin embargo se pudo comprobar la presencia de fluoreno
(0,0036mg/l), y fluoreno (0,0017mg/l) y fenantreno (0,0002 mg/l) en los lixiviados de las
muestra PT2371 y PT2372 respectivamente (Tabla 1V.1).

Los recuentos de bacterias degradadoras de hidrocarburos (NMP/g) y de bacterias aerobias
heterétrofas realizados en ambas muestras evidencian la presion de seleccién ejercida por la
presencia de hidrocarburos, encontrandose recuentos de bacterias degradadoras del mismo
orden que los recuentos de heterotrofas (Tabla 1V.1). Por otro lado la muestra PT2372 que
presentdé una mayor concentracion de hidrocarburos mostré recuentos bacterianos superiores a
los encontrados en la muestra PT2371.

Un analisis mas exhaustivo de las propiedades fisicoquimicas fue realizado para la muestra de
suelo PT2372. El mismo mostré caracteristicas tipicas de suelos de regiones aridas
(aridiosoles) (FAO, 2008), como bajo contenido de humedad, pH neutro o alcalino y baja
proporcion de materia organica. Ademas mostré una baja conductividad eléctrica (0,73 dS/m)
(Setia y col., 2011), en comparacion con los suelos salinos que presentan conductividades
eléctricas mayores a 4 dS/m (Fassbender y Bornemisza, 1987). La relacién C:N:P fue de
100:2,26:0,003 lo que muestra un desbalance del suelo (suelo balanceado 100:10:1),

(Cleveland y Liptzin, 2007 ) con un marcado déficit de fésforo.

Tabla IV.1: Caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas de las muestras de suelo PT2371 y PT2372

utilizadas para el aislamiento de microorganismos degradadores de hidrocarburos policiclicos

aromaticos.
Propiedades PT2371 PT2372

pH a los 30 minutos ' 9,3 8,6

Contendido de humedad (%m/m)? 10,5 8,6
Materia organica (%)* ND 3,97

Carbono organico (%)* ND 2,3
Nitrégeno total (mg/kg)® ND 520

Fésforo disponible (mg/kg)® ND 6

Capacidad de retencion de agua (%)’ ND 61
Sodio [cmolc.kg-1]® ND 13,6
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Conductividad eléctrica [dS.m-1]° ND 0,73
Hidrocarburos totales (mg/kg MS) " 1592 7456
Fenantreno en lixiviado (mg/l) " <0,0002 0,0002
Fluoreno en lixiviado (mg/l) 0,0036 0,0017
Bacterias degradadoras de hidrocarburos (NMP/g) *? 1,82x10° 1,85x107
Bacterias aerobias heterétrofas™ 5,5x107 2,06x10’

1: SM 4500 H+B (Dto. Nac.831/93), 2: ASTM D-2216, 3:MO(%)=1,724xC(%), 4: Método de Walkley
&Black, 1934. 5:Digestion humeda, evaluacion por Método de Microkjeldahl (Bremmer 1960), 6: Método
Bray Kurtz N°1 (Bray y Kurtz, 1945), 8: Método con Acetato de Amonio pH 7, Fotometria de llama, 9:
Medida en el extracto de saturacion por conductimetria. 10: EPA 418.1 Mod, 11 y 12: EPA 8310,
(www.caslab.com/EPA-Method-8310/), 13 y 14: Diseminacién superficial.

IV.2 Aislamiento de bacterias degradadoras de PAH a partir de las muestras de
suelo PT2371 y PT2372 provenientes de la regiéon de Pico Truncado,

Patagonia Central

Con el objetivo de conocer y aislar microorganismos con diversas estrategias ecoldgicas para
mineralizar los PAH, se utilizaron diferentes estrategias de aislamiento.

Originalmente las estrategias utilizadas para el aislamiento de microorganismos degradadores
de PAH se basaban exclusivamente en cultivos de enriquecimiento utilizando medio mineral
liguido con PAH como unica fuente de carbono y energia. A partir de estos cultivos de
enriqguecimiento se aislaban, principalmente, microorganismos del tipo estrategas r;
caracterizados por poseer velocidades de crecimiento altas y destinar gran parte de los
nutrientes al proceso de division celular. A pesar de aislar microorganismos degradadores de
PAH utilizando éstos procedimientos, los mismos solo tienen en cuenta la capacidad de los
microorganismos de mineralizar el contaminante, sin considerar otras caracteristicas esenciales
para que los inoculantes sean competitivos y efectivos en el ambiente blanco (Thompson y col.,
2005). Algunas de éstas caracteristicas esenciales son la competencia o cooperatividad con los
demas microorganismos del suelo, la adaptacion a condiciones ambientales, la presencia de
propiedades promotoras de la biodisponibilidad de los PAH (capacidad de liberar surfactantes,
de adhesion a superficies hidrofébicas, quimiotaxis), entre otras.

Al utilizar estrategias de aislamiento donde no solo se utilicen cultivos de enriquecimiento,
podremos aislar microorganismos del tipo estrategas k, que a diferencia de los r poseen una

taza de reproduccidén mas lenta debido a que destinan una pequefia porcion de los recursos a
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los procesos de division. Son usualmente mas estables dentro de la comunidad debido a que
tienden a ser los predominantes en situaciones limitantes de nutrientes, y su permanencia en la
comunidad depende de la adaptacion fisiolégica a los recursos ambientales, o en otras
palabras, de la capacidad de intercambio con el ambiente.

La Figura IV.1 muestra un esquema de la metodologia aplicada en las estrategias de
aislamiento denominadas 1A, 1B, 2, 3 y 4 utilizadas para las muestras de suelo PT2371 y
PT2372.
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4 ™
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Recuento en MMS con fluoreno — &=—=3 —{ los recuentos en MMS con
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Figura IV.1: Esquema de la metodologia aplicada en las estrategias de aislamiento utilizadas para las
muestras de suelo PT2371 y PT2372.
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Con el objetivo de aislar bacterias degradadoras del tipo estrategas r, se utilizaron las
estrategias 1A, 1B y 2, realizando enriquecimientos sucesivos cada 15 dias en MML con
fluoreno como unica fuente de carbono y energia. Se utilizé fluoreno como presion de seleccion
ya que ambas muestras de suelo presentaban fluoreno en sus respectivos lixiviados. Se
ensayaron dos concentraciones de fluoreno, 200 y 2000 mg/I.

Los aislados utilizando la estrategia 1A fueron obtenidos a partir del recuento en medio sélido
de bacterias degradadoras de fluoreno (Bogardt y Hemmingsen, 1992) correspondiente al
tercer cultivo de enriquecimiento y fueron seleccionados debido a que las colonias mostraron
evidencias de degradacion (halo transparente y/o color). Los aislados con la estrategia 1B se
obtuvieron de los mismos cultivos de enriquecimiento pero a partir de los pocillos que
mostraron color (productos de degradacién) en los recuentos en MML+PAH realizados por la
técnica de Wrenn y Venosa, 1996.

La estrategia 2 fue disenada con el fin de aislar bacterias degradadores del tipo estrategas r
adaptadas a ambientes con reducida disponibilidad de PAH, para lo cual en el tercer repique
sucesivo el fluoreno se incorpord adsorbido a membranas hidrofébicas (200 y 2000 mg/kg).

Las estrategias 3 y 4 se basaron en técnicas de aislamiento directo de microorganismos con el
fin de recuperar bacterias degradadoras estrategas k, en el primer caso se intentaron aislar
bacterias degradadoras de PAH adheridas muy firmemente a particulas de suelo, y en el
segundo caso se realizaron aislamientos en MMS con fluoreno a partir de una suspension de
suelo.

A partir de las muestras de suelo PT2371 y PT2372 y utilizando las 4 estrategias descriptas se
obtuvieron 36 aislados bacterianos. El numero de aislados obtenidos con cada estrategia, sus
caracteristicas macro y microscopicas, los resultados de la tincion de Gram y prueba del KOH

se muestran en la Tabla IV.2.
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Tabla IV.2: Caracteristicas macroscépicas, microscopicas, tincion de Gram y prueba del KOH de los

cultivos aislados

ESTRATEGIA 1A

PT2371

Caracteristicas

Observacion

mediana, brillante.

filamentos tabicados.

MO. . . Gram KOH
macroscopicas Directa
Translucida tornasolada, Bacilos largos en
2A chata, cremosa, no muy cadenas moviles, - -
o redonda, brillante. solos.
c
g Bacilos grandes largos
2 - Crema, chata, brillante, no moviles,
g_ muy redonda, cremosa de a dos, solos,
o
o cadenitas
]
Translucida, extendida, deja
8 lineas en el medio cuando se | No crecié en caldo R3 -
extiende, brillante
Blanca tornasolada, bordes
9 poco definidos, cremosa, No creci6é en caldo R3 -
brillante
Rosa muy tenue, redonda, Bacilos no méviles,
17A borde definido, cremosa, filamentos tabicados y TI +
mediana, brillante. bacilos en forma de v
Amarilla, mediana, redonda, .
17B . No creci6 en caldo R3 -
chata, brillante.
° Amairilla, chica, redonda, .
c 17C . No creci6 en caldo R3 -
e cremosa, brillante.
o
2 Bacilos en cadenas,
g_ Blanca, redonda, chica, ramificados, con
o 18 . . Tl +
= cremosa, brillante. circulotos en las
o
N puntas, enrulados
Rosa muy tenue, redonda, ) .
. Bacilos no moviles,
19 borde definido, cremosa, TI +
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Bacilos solos, de a
Translucida, extendida, deja .
21 dos, moviles,
lineas cuando se extiende, + +
forma de letras
brillante
. Bacilos largos en
o Translucida, borde
S 31 . ) cadenas, solos o de a - -
= extendido, chata, brillante
< S dos.
- =
g g_ Tornasolada translucida, Bacilos largos solos y
E g' 32 borde extendido, chata, en cadenas de dos a - -
o
E N brilante cuatro.
8 [
w ™
o
o o Crema, opaca, cerosa, chica, | Cocos en tétradas no
c
o 33 . + +
o redonda moviles
=]
[
£
Q
Q.
=4 36 Amairilla translucida, chica, Cocobacilos de a dos
° -
N redonda, cremosa, brillante. moviles
£ © .
s € Amairilla, grande redonda, y
o g 37A . No crecié en Caldo R3 -
o S E cremosa, brillante
- N 4=
< |-
O |~
1] o
E [N .
< B Blanca, mediana, redonda, .
o 38B _ No crecié en Caldo R3 --
n € o brillante
w S c
o o T .
o o , . Bacilos no moviles
S 3 Beige, brillante, redonda, .
N * 38C . finos, solos y - +
mediana, cerosa. .
ramificados
1Flu200A Blanca, tornasolada, .
° ) No creci6 en Caldo R3 -—-
o~ c b extendida, cremosa.
<|_ |t
DS |2
E Q| =
:E|E
= |® Py 1Flu200B Beige, mediana, cremosa, N
(7] o ) No creci6 en Caldo R3 -—-
w ] c brillante
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1Flu2000 Amairilla, chica, cremosa, No creci6 en Caldo R3
Ba redonda, brillante.
Bacilos muy
ramificados,
enredados como
~ o4 Blanca, dura, opaca, con . .
o 1Flu2000 hobillos, no méviles,
< |- o textura grumosa, olor a ) + +
O 5| 3 Bb . tabicados, con
E N | = tierra, oscurece el agar. o
< |k g_ fructificaciones
14
o °°' redondas en las
o
u g puntas.
1Flu2000 Blanca, grande, redonda, »
. No creci6 en Caldo R3 -
Aa mucosa, brillante.
1Flu2000 Amarilla, chica, cremosa, .
No creci6 en Caldo R3 -
Ab redonda, brillante.
1Flu2000 Blanca, tornasolada, .
] . No creci6 en Caldo R3 -
Ba extendida, brillante.
1Flu2000 | Blanca, mediana, bordes no N
- No creci6 en Caldo R3 -
Bc definidos, opaca.
Translucida tornasolada,
3 redonda, cremosa, chata, No creci6 en caldo R3 -
brillante
™
< No creci6 en el primer .
o - 5 . ) No crecié en caldo R3 -
1T P> aislamiento a R3
< a
o o Blanca, chica, redonda, .
(7] 6A No creci6 en caldo R3 ---
w grumosa, opaca.
6B Blancuzca, grande, cremosa, | Cocos en cadenas no
+ +
brillante, no muy redonda moviles
Amarilla fuerte, mediana, .
< 1B No creci6 en Caldo R3 -
< redonda, cremosa, opaca.
° | o
= < . o Bacilos moviles cortos
< [ Amarilla translucida, ) .
o o 1A ' y filamentos medianos - -
) chica,redonda cremosa, )
w ) no tabicados
brillante.
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Amarilla translucida, | Bacilos moéviles cortos
7 chica,redonda cremosa, | y filamentos medianos | - -
brillante. no tabicados

Anaranjada, chica, redonda,

< 10A No creci6 en caldo R3 | ---
< cremosa, opaca.
o N . —
w %] . Bacilos  pleomorficos
< o Blanca, mediana, redonda,
o o 10B ) curvos, enrulados, no | + +
- cremosa, brillante. .
@ moviles

- Amarilla translucida, chica, | Bacilos pequefos de a

redonda, cremosa, brillante. | dos y solos, méviles
22B Amarilla fuerte, chica, | Bacilos pequefios,

redonda, cremosa, brillante. moviles, solos.

TI: Tincion irregular. Gram: Tincion de Gram, KOH: Prueba del KOH. Los cultivos utilizados para la
caracterizacion fueron crecidos previamente en caldo R3 durante 24 h en agitacién.

IV.2.1 Determinacion del espectro de degradacion de los aislados

Con el objetivo de comprobar y determinar la capacidad de degradar diferentes PAH por parte
de los microorganismos aislados, se realizaron repiques de los mismos en MMS y MML
suplementado con fenantreno, fluoreno, dibenzotiofeno, antraceno y pireno. Los resultados del
espectro de degradacion de los aislados en MMS y MML se muestran en la Tabla IV.3. La
Figura IV.2 Ay B muestra los halos de solubilizaciéon de los microorganismos 1A, 21, 22A, 22B
y 36 en MMS+fluoreno luego de 10 dias de incubacion, y la Figura I1V.2 C el color observado en
los pocillos con PAH y MML en los cultivos 1A, 18, 21, 22A, 22B, 36 y 38C a los 21 dias de
incubacién, debido a la aparicion de productos de degradacion de los PAH (Tabla IV. 3 y Figura
IV.2).

El espectro de degradaciéon en MMS mostré que de los 36 aislados sdlo los cultivos 1A, 6B,
7,18, 21, 22A, 22B, 32, 33, 36, 37C y 38C presentaron halo de solubilizacion con por lo menos
uno de los PAH testeados. Cabe destacar que las colonias inicialmente seleccionadas de
acuerdo a su capacidad de degradar PAH (Tabla IV.4) fueron posteriormente aisladas y
repicadas en medios con diversas fuentes de carbono (Caldo y agar R3). Es sabido que en
muchos de los microorganismos degradadores los genes vinculados al catabolismo de los PAH
se encuentran en megaplasmidos (Cho y Kim, 2001; Basta y col. 2005; Colquhoun y col.,
2012), por lo que en ausencia de presion de seleccién los genes degradativos pudieron
perderse.

Por otra parte se encontré en algunos aislados una falta de correlacion entre la aparicién de

halo en MMS+PAH y la presencia de color en MML con el mismo PAH (Tabla 1V.2), esto podria
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deberse a que el MMS contiene impurezas del agar-agar, que pueden ser utilizadas por los
microorganismos oligotroficos como fuente alternativa de carbono y/o energia (Beruto y col.,
1999) y por otro lado a que el halo de solubilizaciéon podria sélo estar indicando la capacidad
del microorganismo de producir biosurfactantes (Bonilla y col., 2005).

Los aislados 1A, 7, 22A, 22B y 36 fueron seleccionados para los estudios posteriores por su
amplio espectro degradador de PAH, evidenciado tanto en MMS como en MML. En la tabla V.4
se resume el origen y las caracteristicas de los aislados seleccionados, en donde se observa
que todos los aislados seleccionados son bacilos Gram negativo, y fueron aislados de la
muestra de suelo PT2372, la cual presentaba la mayor concentracion de hidrocarburos. La
mayoria de los cultivos fueron aislados por la técnica de aislamiento directo (estrategia 4),
siendo solamente el cultivo 36 el aislado por la estrategia que utilizé los cultivos de

enriquecimientos (estrategia 1A).

Tabla IV. 3: Espectro de degradacién de los cultivos aislados a partir las estrategias de aislamiento 1A,

1B, 2, 3 y 4 en MMS y MML+ PAH (fluoreno, pireno, dibenzotiofeno, fenantreno y antraceno).

MMS+PAH/MML+PAH
Microorganismo
Fluoreno | Pireno | Dibenzotiofeno | Fenantreno Antraceno
2A HT/- -/- -/- -/- -/-
2B -IND -IND -IND -IND -IND
8 -IND -IND -IND -IND -IND
9 -IND -IND -IND -IND -IND
17A HT/- -/- -/- -/- -/-
< 17B -/- -/- -/- -/- -/-
<
o 17C -/- -/- -/- -/- -/-
=
< 18 HT/- -/- -/- -/+ -/-
14
0
L 19 HT/- -/- -/- -/- -/-
21 +/ND -IND -IND -IND -IND
31 -/- -/- +/- +/- -/-
32 +/- +/- -/- +/- -/-
33 +/- -/- -/- +/- -/-
36 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+

71




Capitulo IV

Aislamiento y Caracterizaciéon de
bacterias degradadoras de PAH autéctonas de suelos de la Patagonia semiarida

< 37C -/+ -/+ +H+ +/+ -/+

(]

-

£ o 38B -I- -I- -I- A /-

x

-

i 38C -I- -I- +- -I- 4
1Flu200A b -/IND -/ND -/IND -/ND -/ND
1Flu200b c -IND -/ND -IND -/ND -/ND

~ 1Flu2000B a -/ND -/ND -/ND -/ND -/ND

<

g 1Flu2000B b HT/- -/- -/- -/- -/-

=

é 1Flu2000A a -IND -/ND - -IND -/ND -/ND

-

8 1Flu2000A b -IND -/ND - -IND -/ND -/ND
1Flu2000B a -/ND -/ND - -/ND -/ND -/ND
1Flu2000B c -IND -/ND -IND -/ND -/ND

- 3 -I- /- -I- /- -I-

<

T} 5 /- /- e e e

i

=

< 6A -/ND -/ND -/ND -/ND -/ND

[

i 6B +- - - - -I-
1A +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
1B -IND -/ND -IND -/ND -/ND

<

< 7 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+

i

= 10A -I- /- -I- A /-

=

n 10B HT/- -/- -/- -/- -/-

w

22A +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
22B +/+ +/+ +/+ +/+ +/+

HT: cultivos que presentaron halo turbio alrededor de sus colonias a los 10 dias. ND: No determinado
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Figura IV.2: (A) y (B): Crecimiento de las cepas 1A, 22A, 22B y 36 en MMS y fluoreno. (C): Crecimiento
de las cepas 1A, 22A, 22B, 36, 17A, 6B, 2A, 31, 18,33, 10B, 38C, 1FIu2000B, 32 y 19 en una policubeta

con MML+ PAH. DBT: dibenzotiofeno; Flu: fluoreno; Fen: fenantreno; Pir: pireno; Ant; antraceno.

Tabla IV.4: Origen y caracteristicas de los aislados seleccionados 1A, 7, 22A, 22B y 36 por su amplio

espectro degradador.

Microorganismos
Protocolo de aislamiento Muestra de suelo
Degradadores

1A 4 PT2372

7 4 PT2372
22A 4 PT2372
22B 4 PT2372

36 1A, 2000ppm fluoreno PT2372

IV.2.2 Caracterizacion fenotipica y genotipica de los cultivos aislados seleccionados

Los microorganismos seleccionados fueron todos aislados de la misma muestra de suelo (Tabla
IV.4) y mostraron ser semejantes en sus caracteristicas macro y microscépica (Tabla 1V.2) y en
cuanto al perfil de degradacion de PAH (Tabla IV.3).

Se realiz6 una primera caracterizacion fisiolégica utilizando pruebas bioquimicas

convencionales. La Tabla IV.5 resume los resultados obtenidos para la caracterizacion
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fenotipica, donde se observa que todos los aislados demostraron actividad catalasa, ausencia
de actividad ureasa y gelatinasa, y ninguno fue capaz de fermentar el manitol ni la glucosa. Se
observaron diferencias fenotipicas entre los aislados en la capacidad de fermentar la xilosa
(aislado 36) y de reducir el nitrato (aislado 22B) (Tabla I1V.5).

Se realiz6 también una caracterizacion genética utilizando las técnicas PCR-DGGE con primers
dirigidos a una porcion del gen 16S rRNA y RAPD-PCR utilizando primers al azar; las mismas
fueron aplicadas sobre ADN extraido por el método del hervido a partir de los cultivos
degradadores seleccionados. La Figura I1V.3 muestra los resultados obtenidos a partir de PCR-
DGGE, donde se observa que todos los cultivos aislados presentaron la misma posicion de la
banda correspondiente a una porciéon del gen 16S rRNA dentro de un gradiente
desnaturalizante de urea-formamida, demostrando que los aislados estan filogenéticamente
muy relacionados. Los perfiles de la Figura IV.4, obtenidos con la técnica de RAPD utilizando
tres primers al azar (IM1, IM2, IM3) muestran que los aislados 1A, 22A 'y 22B presentan perfiles
gendémicos diferentes entre si, a pesar de tener bandas de igual posicion en el gel de DGGE.
Los aislados 1A y 7 presentaron perfiles de amplificacion idénticos con los tres primers
testeados, no pudiendo ser diferenciados tampoco en cuanto a sus caracteristicas macro,
microscopicas, perfil de degradacién de PAH y caracteristicas fenotipicas, por lo que fueron
considerados como un mismo aislamiento.

No fue posible obtener perfiles de amplificacion RAPD a partir del ADN del aislado 36.

Tabla IV. 5 Caracterizacidon fenotipica de los cultivos degradadores 1A, 7, 22A, 22B y 36.

o)
g B
£ =
g =z
© b o
o _ @ s @ © ®
o o) n c 4] © © T
s 2 g 2 g 3 g | 3 E
I 8 >
S 5 3 2 o T o 3 3
= = o X o (&) =] o =
1A - - + - + (lenta) - - +
7 - - + - + (répida) - - +
22A - - + - + (lenta) - - +
22B - - + - + (lenta) - + +
36 - - - - + (lenta) - - +
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Figura IV.3: Andlisis por PCR-DGGE de los
cultivos 1A, 7, 22A, 22B y 36.

1A 7 22A 22B 36

o= =

22B 22A 1A 7 22A22B 36 PM  22A 22B 1A 7 36 PM

Figura IV.4: Perfiles obtenidos por la técnica RAPD-PCR de los cultivos degradadores 1A, 7, 21, 22A,
22B y 36. (A): Perfil obtenido utilizando el primer 6: IM-1; (B): Perfil obtenido utilizando el primer 9;IM-2;
(C): Perfil obtenido utilizando el primer 10: IM-3.
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IV.2.3 Secuenciacion del gen 16S rRNA y determinacion de la relacion filogenética de

los aislados

Se realizé la secuenciacion del gen completo 16S rRNA de las cepas 1A, 22A, 22B y 36. Las
secuencias asi obtenidas fueron depositadas en el banco de datos GenBank dentro del cual se
les asignaron los siguientes numeros de acceso: Patagoninan strain 1A, HQ603685;
Patagonian strain. 22A, HQ603686; Patagonian strain 22B, HQ603687; Patagonian strain 36,
HQ625564. Los resultados de la comparacién de las secuencias obtenidas con las secuencias
disponibles en el GenBank se muestran en la Tabla IV.6. Todos los aislamientos mostraron
estar filogenéticamente relacionados con la familia Sphingomonadaceae. Los microorganismos
pertenecientes al grupo Sphingomonas son frecuentemente aislados de suelos contaminados y
se los considera como uno de los principales géneros cultivables degradadores de PAH
(Uyttebroek y col., 2007).

Para determinar la posicion filogenética de las cepas degradadoras, las secuencias del gen
16S rRNA fueron alineadas con secuencias conocidas del mismo gen pertenecientes a la
familia Sphingomonadaceae. El arbol filogenético obtenido a partir de esta comparaciéon se
muestra en la Figura IV.5. Los resultados del arbol filogenético muestran que las cepas
patagonicas 1A, 22A y 36 estan estrechamente relacionadas entre si y forman parte de un
subgrupo que incluye cepas degradadoras de PAH pertenecientes a los géneros
Sphingomonas y Sphingobium. La cepa 22B forma un subgrupo separado del resto de los
aislados, junto con la cepa Sphingomonas wittichii RW1, degradadora de dioxinas (Nam y col.,
2005) y con la cepa Sphingomonas japonicum UT26, degradadora de hexaclorociclohexano
(Nagata y col., 2006).

Tabla IV.6: Resultados de la secuenciacion del gen 16S rRNA y relaciones filogenéticas de las cepas

Patagoénicas degradadoras de PAH.

Numero de | Secuencia bacteriana del gen Numero de
Cepa Similitud
acceso 16srRNA mas relacionada acceso
) ) o ) 1362/1425
Patagonian strain 1A HQ603685 | Sphingobium fuliginis strain TKP 55 DQ092757 1
(o]
) ) o ) 1372/1427
Patagonian strain 22A | HQ603686 | Sphingobium fuliginis strain TKP B DQ092757 .1
(o]
) ) 1384/1390
Patagonian strain 22B | HQ603687 | Sphingobium sp. PNB 557 HM367594.1
(o]
) ) 935/941
Patagonian strain 36 HQ625564 | Sphingobium sp. PNB 557 HM367594.1
(o]
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— Patagonian strain 1A [HQ603685]

55
~ Patagonian strain 22A [HQ603686]

Sphingomonas paucimobilis Sg5 [AY367015.1]
Sphingomonas paucimobilis 12H6 [AY367017.1 ]
Sphingobium fuliginis TIK-3 [AB491317.1]
48| Sphingobium fuliginis TIK-2 [AB491316.1]
Sphingobium fuliginis TIK-1 [AB491315.1]
Sphingomonas sp. M41-VN10-2W [AB299583.1]
Sphingobium PNB [HM367594.1]
Sphingobium YBL1 [EU159274.1]

Sphingomonas paucimobilis 20006 FA [DQ400860.1]
99|—

63

Patagonian strain 36 [HQ625564]
t Sphingobium fuliginis TKP  [DQ092757.1]
Sphingomonas sp. PF-1 [DQ207361.1]
Patagonian strain 22B [HQ603687]

Sphingobium japonicum UTS26 [NC_014006.1]
911 Sphingomonas wittichii R W1 [NC_009511.1]

Staphylococcus aureus subsp. aureus Mu3 [NC_009782.1]

b
0,1

Figura IV.5: Arbol filogenético consenso basado en las matrices de distancia de la secuencia del gen
16S rRNA de las cepas patagonicas degradadoras de PAH, 1A, 22A, 22B y 36. Staphylococcus aureus
subsp aureus Mu3 se utilizd como out-group. El arbol fue construido son secuencias disponibles
escogidas del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) utilizando MEGA software version 4. Los
numeros de cada nodo corresponden al porcentaje de veces que coincidiod el agrupamiento (bootstrap).
La barra en el inferior izquierdo de la figura indica la distancia que corresponde al 0,1% de la variacion.

El nimero de acceso al GenBank de cada cepa bacteriana se indica seguido del nombre.

IV.2.4 Curva de crecimiento en MML con PAH como unica fuente de carbono y energia

Se estudio la cinética de crecimiento de los aislados, en medios liquidos suplementados con 26
mg/l de fluoreno o fenantreno. La concentracion del PAH fue optimizada utilizando la cepa 36
creciendo en fenantreno. Se eligid esta concentracion porque permitia el crecimiento de la
cepa, y al mismo tiempo los resultados de eliminacién del PAH mostraron ser mas sensibles
que los obtenidos con mayores concentraciones de PAH.

Con el fin de comparar los comportamientos en cuanto a la degradacion de PAH (Secciones
IV.2.D y IV.2.E) y a la resistencia a diferentes factores ambientales de los aislados patagodnicos
(Seccion 1V.3) patagodnicos, se incluyd en los siguientes ensayos a la cepa degradadora de PAH
Sphingomonas paucimobilis 20006FA (Sp), aislada a partir de un microcosmo de suelo de la

ciudad de La Plata, contaminado con 2000 mg/kg de fenantreno (Coppotelli y col., 2008). Esta
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cepa, filogenéticamente relacionada con las cepas Patagénicas (Figura IV.5), ha sido
ampliamente caracterizada en nuestro laboratorio (Coppotelli y col., 2010).

Los resultados de las curvas de crecimiento de los aislados 1A, 22A, 22B, 36 y la cepa Sp,
obtenidas utilizando fluoreno o fenantreno como unica fuente de carbono y energia se
muestran en la Figura 1V.6 respectivamente.

Finalizada la curva de crecimiento, se realizaron extracciones del PAH remanente, utilizando
como solvente de extraccion acetato de etilo. Cada medida se realizé por triplicado y la
concentracion de PAH se determiné por HPLC. Los valores del PAH remanente de cada
cinética luego de tres dias de incubacion se muestran en la Tabla IV.7.

Los resultados obtenidos mostraron que a pesar de que las cepas 1A, 22A, 22B y 36 fueron
aisladas de suelos contaminados con fluoreno, y que éste fue utilizado como presion de
seleccion en las distintas estrategias de aislamiento utilizadas, en cultivos puros ninguna de las
cepas fue capaz de crecer utilizando el fluoreno como unica FCE (Figura 1V.6). Sin embargo,
todas las cepas patagénicas mostraron un porcentaje de eliminacién de fluoreno
significativamente mayor (P< 0,01) al del control abiético (Tabla IV.7). Las cepas 1A y 36
mostraron un porcentaje de eliminacion del fluoreno significativamente mayor (P< 0,01) que las
cepas 22A y 22B. Por otra parte fue posible evidenciar la aparicion de productos de
degradacion de fluoreno en los cultivos de las cepas 1A, 22A, 22B y 36 (Figura IV.7). Estos
resultados sugieren, que de forma similar a otras cepas bacterianas (Baboshin y col., 2008), las
cepas patagonicas aisladas en este trabajo podrian oxidar el fluoreno por cometabolismo.

El cometabolismo es un fendmeno mediante el cual un microorganismo transforma un
compuesto, pero no obtiene energia, carbono o ningun otro nutriente a partir del mismo (Atlas y
Bartha, 1987). Por lo tanto el microorganismo no puede crecer empleando este compuesto
como unico sustrato. Esto ocurre cuando la enzima de un sustrato A reconoce a un sustrato no
especifico B y lo transforma en producto C. Por lo general la siguiente enzima de la via
metabdlica no reconoce al producto C, por lo en el caso de un cultivo puro, el producto se
acumula no generando beneficio alguno al microorganismo. Sin embargo en cultivos mixtos o
en un ambiente adecuado, la transformacién cometabdlica inicial puede preparar el camino
para un ataque posterior del producto C por algun otro microorganismo.

La cepa S. paucimobilis 20006FA, no mostré evidencia de degradacion de fluoreno, luego de
tres dias de incubacién (Figura IV.6, Tabla IV.7).

Un comportamiento diferente fue observado en el caso del fenantreno. Todas las cepas
ensayadas (1A, 22A, 22B, 36 y Sp) fueron capaces de crecer utilizando fenantreno como Unica
FCE (Figura IV.6 y IV.8), llegando a obtener valores de degradacion de alrededor del 90%,

luego de tres dias de incubacién (Tabla IV.6).

78



Capitulo IV

Aislamiento y Caracterizaciéon de
bacterias degradadoras de PAH autéctonas de suelos de la Patagonia semiarida

E
L
= |
o 6 1
]
5 -
4 L L L L L L L L |
0 10 20 30 40 50 60 70 80
tiempo (h
A po (h)
E
L
= > 1A
2 & 220
5 . 22B
+ 36
S
4 L L L L L L L L p
0 10 20 30 40 50 60 70 80

tiempo (h)

Figura IV.6: Curva de Crecimiento de 1A, 22A, 22B, 25, 36 y Sp en MML suplementado con 26 mg.I‘1 de

fenantreno (A) y fluoreno (B) como unica FCE. Los valores son el promedio de tres medidas
independientes. Las barras representan las desviaciones estandar.

Tabla IV.7: Porcentaje de eliminacion de fenantreno y fluoreno de las cepas Patagdnicas 1A, 22A, 22B,
36 y S. paucimobilis 20006FA en cultivos batch con MML y 26 mg/l de PAH luego de tres dias de

incubacion.
Cepa
Fenantreno Fluoreno

a a

1A 94,00 + 6,22 98,32+ 1,14
a b

22A 98,00 + 1,79 41,1+ 2,00
a b

22B 96,20 + 2,77 62,20 £ 5,31
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a a
36 97,90 + 1,52 93,84 + 5,70
a b,e
Sp 85,64 + 8,86 28,41+ 10,90
b e
Control abiético 9,10 £ 0,50 14,00 £ 4,70

Los valores corresponden al promedio de tres experimentos independientes (desviacién estandar), los
que poseen la misma letra como superindice no son significativamente diferentes (P <0,01).

o
=
()
|-
e
=
4y
=
()
L

Fluoreno

Figura IV.7: Cultivos batch con MML y 26mg/l de fluoreno o fenantreno de las cepas 1A, 22A, 22B, 36 y
Sphingomonas paucimobilis 20006FA (Sp) luego de tres dias de incubacién. C: MML sin el agregado del PAH.

IV.2.5 Ensayos de quimiotaxis hacia fenantreno y fluoreno

Una de las estrategias que presentan los microorganismos para aumentar la degradacion de
compuestos toxicos en el ambiente es la quimiotaxis. Usualmente los microorganismos
degradadores muestran también quimiotaxis hacia el mismo compuesto que degradan, siendo
mas eficiente el proceso de degradacion en estos que en microorganismos que no poseen ésta
caracteristica (Samanta y col., 2002). Por lo tanto se realizaron ensayos de quimiotaxis con las
cepas degradadoras 1A, 22A, 22B, 36 y Sp hacia fenantreno y fluoreno, utilizando la técnica de
la gota de agarosa (Lanfranconi y col., 2003). El PAH a testear se mezcl6é con agarosa fundida
y una gota de esa mezcla se colocé en el centro de un portaobjetos que fue tapado con un
cubreobjetos de manera de formar una cavidad. Una vez solidificada la agarosa se agrego la
suspension bacteriana tefiida con azul de metileno que por capilaridad entré en la cavidad y
tomo contacto con el PAH inmovilizado. Luego de 30 minutos las muestras fueron observadas
al microscopio Optico. Como control negativo se utilizd agarosa resuspendida en agua

destilada.
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La Figura V.8 muestra las fotografias obtenidas a partir de las observaciones microscépicas
con aumentos de 100 y 400X, donde claramente se observa, con todos los microorganismos
estudiados, que las células luego de 30 minutos en contacto con el PAH inmovilizado se ubican
alrededor de la superficie de la gota de agarosa+PAH. No se observé el mismo comportamiento
en el caso del control, donde las células estan dispersas con una distribucién al azar. Por lo
tanto los resultados muestran que todos los microorganismos testeados (1A, 22A, 22B, 36 y
Sp) presentaron quimiotaxis positiva hacia fenantreno y fluoreno.

Es importante destacar que a pesar de que ninguna de las cepas estudiadas fue capaz de
crecer con fluoreno como unica FCE (Figura IV.6) y en particular la cepa Sp no mostro
evidencias de degradacion fluoreno (Tabla IV.7), todas las cepas estudiadas mostraron
quimiotaxis hacia este compuesto. Esto podria estar sugiriendo un mecanismo de

reconocimiento del atrayente no demasiado especifico.

Fenantreno Fluoreno | Control (-)
100X | 400X | 100X | 400X 100X | 400X

©

Ql

)
O

Figura IV.8: Determinacidon de la respuesta quimiotactica hacia fenantreno y fluoreno de las cepas
degradadoras de PAH 1A, 22A, 22B, 36 y Sp; utilizando el método de la gota de agarosa (Lanfranconi y
col., 2003). Control (-): Control negativo, 100X: 100 aumentos, 400X: 400 aumentos.
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IV.3 Caracterizacion de propiedades fisiolégicas que sugieran la presencia en
los aislados de mecanismos de adaptacion a las condiciones ambientales de
la Patagonia semiarida

IV.3.1 Crecimiento a diferentes pH

El analisis del crecimiento a diferentes pH fue realizado en medio R3 y MML con fenantreno
como unica fuente de carbono y energia, ambos medios llevados a pH 4, 6, 8, 9 y 10 con
H,SO, o KOH. La aparicién de turbidez en R3 fue tomada como indicadora de crecimiento
bacteriano; el desarrollo de turbidez y/o color en MML con fenantreno indicé la capacidad de
degradar fenantreno al pH estudiado. Los ensayos se realizaron por duplicado. Los resultados
del crecimiento a diferentes pH de las cepas degradadoras seleccionadas se muestran en la
Tabla IV.8.

Todas las cepas patagonicas fueron capaces de crecer en medio R3 entre pH 4 y 10, a
diferencia de la cepa Sp que no desarrolld turbidez a pH 4 (Tabla IV.8). Un comportamiento
diferente se observd en el caso del MML con fenantreno como unica fuente de carbono y
energia; donde las cepas aisladas de suelo patagonico sélo mostraron actividad degradadora
entre valores de pH 6 y 9, a excepcidn de la cepa 36 que ademas mostro indicios de actividad
degradadora a pH 10. Varios autores (Rahman y col., 2002; Meredith y col., 2000) evaluaron el
efecto del pH sobre la capacidad degradadora de hidrocarburos, encontrando que a pH
extremo existe una influencia negativa sobre la habilidad degradadora de ciertas poblaciones
microbianas del suelo. Los resultados de la Tabla IV.8 muestran, en todas las cepas estudiadas,
indicios de actividad degradadora a valores de pH similares al pH de la muestra PT2372 (pH
8,6) de donde fueron aisladas las cepas patagonicas.

Un resultado interesante se encontré con la cepa Sp, la cual no evidencié crecimiento en medio
R3 a pH 4, pero sin embargo al mismo valor de pH, desarrollé color en MML suplementado con
fenantreno. Kim y colaboradores, (2005) encontraron que Mycobacterium vanbaalenii PYR-1
creciendo en condiciones acidas tiene la capacidad de hacer su membrana mas permeable a
moléculas hidrofébicas como el fenantreno y el pireno, resultando en un incremento en las
concentraciones de éstas sustancias en el citosol. Esto podria explicar en parte los resultados

observados en este estudio.
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Tabla IV.8: Crecimiento de los cultivos aislados 1A, 22A, 22B, 36 y la cepa Sp en medio R3 a pH 4,6, 8,
9y 10, y en MML+Fenantreno a pH 4, 6, 8, 9y 10.

Medio R3 MML+Fenantreno
Cepa pH 4 pH 6 pH8 pH9 pH10 pH 4 pH 6 pH8 pH9 pH10
1A + + + + + - + + + -
22A + + + + + - + + + -
22B + + + + + - + + + -
36 + + + + + - + + + +
Sp - + + + + + + + + -

Se tomd6 como crecimiento positivo (+) la aparicion de turbidez en R3 y a la apariciéon de color y/o
turbidez en MML+Fenantreno.

IV.3.2 Resistencia al estrés hidrico

El agua liquida es esencial para todos los procesos bioquimicos. Para los microorganismos, el
factor critico es la disponibilidad de agua liquida (actividad acuosa, a") mas que la cantidad de
agua total presente en el ambiente. Normalmente la mayoria de los microorganismos necesitan
valores de a" por encima de 0,96 para tener un metabolismo activo. Aquellos que crecen a
valores de a“ menores se consideran xerotolerantes (Staphylococcus, Halobacterium) (Atlas y
Bartha., 1996).

En los suelos la actividad acuosa puede ser modificada por algunos factores, algunos de ellos
son el contenido de solutos presentes, que ordenan el agua en capas de hidratacion alrededor
de los mismos (iones caotropicos), y la presencia de superficies solidas, en donde el agua
puede absorberse. Estos dos efectos secuestran moléculas de agua generando fuerzas
osmoéticas y matrices que generalmente disminuyen la biodisponibilidad de la misma.

En los suelos de la estepa Patagdnica pequenas disminuciones en el contenido de agua
pueden disminuir marcadamente la actividad acuosa. Las fuerzas matrices y osméticas se
incrementan cuando disminuye la cantidad de agua que pueden secuestrar los solutos y las
superficies solidas de un suelo. Los microrganismos deben soportar entonces altas fuerzas
osmaticas y matrices para poder sobrevivir cuando un suelo se seca (Chowdhury y col., 2011).
A pesar de que la desecacién ambiente y la alta concentracién salina generan la deshidratacion
celular, desnaturalizacion de proteinas, danos del ADN vy finalmente pérdida de la viabilidad
celular en ciertos microorganismos, existen otros capaces de tolerar tanto uno como otra

condicion, encontrandose algunos microorganismos capaces de resistir la desecacién ambiente
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(Potts, 1994) y microorganismos capaces de tolerar altas concentraciones salinas (Chen y col.,
2010).

Debido a que los suelos patagdnicos suelen contener baja humedad relativa, y por lo tanto los
microorganismos autoctonos deben soportar altas fuerzas osméticas, y que en muchos casos
existe una superposicion en los mecanismos de resistencia a la desecacion y el estrés
osmotico (Ramos y col., 2001), fue de nuestro interés estudiar a los cultivos 1A, 22A, 22B, 36 y
Sp de acuerdo a su tolerancia a diferentes concentraciones de NaCl y a la desecacién
ambiente.

A pesar de que el resultado de la conductividad de la muestra de suelo PT2372 se relaciond
con un suelo no salino, cabe aclarar que ésta medida se realizé saturando el suelo a su
maxima capacidad de retencion de agua (WHC), lo que estaria diluyendo el contenido de iones
presentes en él y con ello las fuerzas osméticas, que no son las que realmente in vivo deben

resistir los microrganismos para sobrevivir.

IV.3.2.i Salinidad

La respuesta de las cepas a diferentes concentraciones de NaCl se determind estudiando su
crecimiento en medio R3 con 0,5; 1,5; 2,5 y 5% de NaCl. Las curvas de crecimiento obtenidas
para cada condicion se muestran en la Figura 1V.10. La Tabla IV.8 agrupa los valores de las
velocidades especificas de crecimiento (u), tomadas a partir de las pendientes de las curvas de
crecimiento, y la cosecha maxima obtenida (X), para cada condicién y cada microorganismo.
En primer lugar se pudo observar que en las condiciones de 0,5y 1,5% de NaCl los cultivos de
las cepas 22A y 22B alcanzaron valores de X (Tabla 1V.8) significativamente menores (P<0,05)
a los alcanzados en el caso de las otras cepas estudiadas, lo que estaria indicando que estos
microorganismos son menos eficientes para duplicarse en estos medios en comparacion con
los cultivos 1A, 36 y Sphingomonas paucimobilis 20006FA. Al aumentar mas aun la
concentracion de NaCl, (2,5% y 5%) la cosecha maxima no muestra diferencias significativas
entre las cepas estudiadas.

En cuanto a la velocidad de crecimiento todas las cepas mostraron comportamientos similares,
observandose una importante disminucién de la velocidad de crecimiento en los medios
suplementados con 1,5 y 2,5% de NaCl con respecto a las velocidades obtenidas en los
cultivos crecidos con 0,5% de NaCl (Tabla 1V.9). Ninguno de los cultivos fue capaz de crecer en
presencia de 5% de NaCl (Figura 1V.10).
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Figura IV.10: Crecimiento de los cultivos 1A, 22A, 22B 36 y Sp determinado por DO a 600 nm en R2 con

el agregado de A: 0,5%, C:1,5%, B:2,5% y D: 5% de NaCl. Los valores son el promedio de tres medidas

independientes. Las barras representan las desviaciones estandar.

Tabla IV. 9: Efecto de la concentracion de NaCl en la curva de crecimiento en cultivos batch con medio

R3 de las bacterias degradadoras de PAH aisladas de suelo patagénico 1A, 22A, 22B y 36 y S.
paucimobilis 20006FA.

Concentracion de NaCl (p/v)
0,50% 1,5% 2,5%
Cepa
u(h™) X (DOego) u(h™) X (DOego) u(h™) X (DOego)

1A 0,44 1,725 +0,022° 0,25 0,502 + 0,041° 0,23 0,262 + 0,070°
22A 0,38 1,204 + 0,014 ° 0,23 0,349 +0,035° 0,17 0,120 £ 0,009°
22B 0,41 1,146 + 0,081° 0,22 0,341+ 0,005° 0,10 0,132 £0,021°

36 0,49 1,769 + 0,056° 0,28 0,631 +0,025° 0,20 0,256 + 0,056
Sp 0,52 1,769 + 0,05° 0,28 0,582 +0,104° 0,20 0,256 + 0,107 °

M: velocidades especificas de crecimiento. Los valores son promedio de tres ensayos independientes

(desviacion estandar), los seguidos con la misma letra no son significativamente diferentes (P <0,05).
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IV.3.2.ii Desecacion

Sé estudio la resistencia de las cepas patagonicas degradadoras de PAH 1A, 22A, 22B y 36 a
condiciones de desecacion ambiente tipicas de la region patagonica, utilizando la metodologia
desarrollada por Alvarez y col. (2004). En el ensayo se incluyé la cepa Sp y dos cepas
controles: E.coli ATCC 25922 como cepa sensible y S. aureus ATTC 25923 como resistente a la
desecacion. La resistencia a la desecacion de los aislados fue determinada mediante el calculo
(Formula 1, Secciéon 111.12.B.B) del porcentaje de supervivencia de una suspension de
microorganismos dispuesta en gotas en la superficie de cajas de Petri, las cuales se
mantuvieron en un desecador a 18%HR y a 28°C durante 14 dias. La Tabla IV.10 muestra los
resultados de la supervivencia a la desecacion de las cepas patagonicas, la cepa Sp y los
controles.

Existen claras diferencias en los porcentajes de supervivencia bajo condiciones de desecacion
ambiente entre las cepas estudiadas. La cepa 22B mostré ser extremadamente resistente a la
desecacion, con un porcentaje de supervivencia luego de 14 dias de incubacion,
significativamente mayor (P<0,01) que el de las demas cepas testeadas, inclusive de S. aureus
ATCC 25923, la cual fue utilizada como cepa control resistente a la desecaciéon ambiente. La
cepa 22A presentd un comportamiento intermedio, resultando ser significativamente mas
sensible a la desecacion que la cepa 22B, pero mas resistente que las cepas claramente
sensibles 1A, 36, y Sp.

Los resultados obtenidos ponen en evidencia que los aislados 22A y 22B podrian tener
mecanismos de adaptacién a las condiciones de desecacion propias de la Patagonia

semiarida.
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Tabla IV.10: Porcentaje de supervivencia bajo condiciones de desecacién ambiente (18% Humedad
relativa (HR)) de las cepas 1A, 22A, 22B y 36, Sp, E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923 luego de

14 dias de incubacion.

Cepas Porcentaje de Supervivencia
1A <38,5+3,5
a
22A 72,6 +13
d
228 82,2+23
36 <495+ 1,2
b
Sp 455+ 1,0
c
S. aureus 25923 81,5+ 117
E.coli ATCC 25922 53,85 + 2,09 °

Los valores son promedio de tres ensayos independientes (desviacion estandar), los seguidos con la

misma letra no son significativamente diferentes (P <0,01).

IV.3.3 Supervivencia en déficit de carbono

Con el fin de evaluar la supervivencia de las cepas 1A, 22A, 22B, 36 y Sp al déficit de carbono,
las mismas fueron inoculadas en MML en ausencia total de FCE incubandose a 28°C y en
agitacién, durante 85 dias. La supervivencia fue monitoreada periddicamente mediante
recuentos en placas de R2A.

La Figura IV.11 muestra los valores de recuento de las cepas obtenidos durante los 85 dias de
hambreado. Dos de los aislados (1A y 36) y la cepa Sp mostraron un patréon de respuesta al
déficit de carbono con una marcada reduccion en los recuentos a lo largo del ensayo, llegando
al final del experimento a un porcentaje de culturabilidad de entre 15y 1%, en relacién con sus
valores iniciales de ufc/ml. Las cepas 22A y 22B mostraron un patrén diferente de respuesta al
déficit de carbono, con una disminucion inicial seguida de un incremento en el nUmero de
bacterias cultivables, llegando a un valor que se mantuvo constante hasta los 85 dias. Al
finalizar el ensayo las cepas 22A y 22B mostraron una culturabilidad del 83,5 y 146,6%

respectivamente.
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Figura IV.11: Supervivencia de las cepas 1A, 22A, 22B, 36 y S. paucimobilis 20006FA (Sp) en ausencia
de fuente de carbono. Los resultados muestran el promedio de tres determinaciones independientes. Las
barras representan las desviaciones estandar.

IV.3.4 Supervivencia en déficit de nitrégeno

La supervivencia de las cepas 1A, 22A, 22B, 36 y Sp en déficit de nitrdgeno fue determinada en
MML con 1% de glucosa como unica FCE y en total ausencia de fuente de nitrégeno. Los
cultivos fueron incubados a 28°C y monitoreados por 70 dias mediante recuentos en placas
con R2A, medida de DO a 600nm vy tinciones con el colorante hidrofébico Sudan Black B. La
Figura IV.12 muestra las variaciones en el niumero de ufc/ml y DO a 600nm de las cepas
durante los 70 dias del ensayo. Las fotografias tomadas al microscopio 6ptico de las tinciones
con Sudan Black B a los diferentes tiempos del ensayo se muestran en la Figura IV.13.

Como se observa en la Figura V.12, todas las cepas testeadas tuvieron un decaimiento inicial
en el numero de heteroétrofas cultivables los primeros 20 dias del ensayo. Luego de 20 dias de
incubacién, las reducciones en los valores de los recuentos fueron no significativas (P<0,01) y
estuvieron entre 1,14 y 1,17 del valor de log hasta finalizar el ensayo. Se observd un patrén
diferente en la determinacion de DO a 600nm de los cultivos en déficit de nitrégeno (Figura
IV.12). A diferencia de los recuentos, los cuales presentaron un decaimiento inicial los primeros

20 dias del ensayo, la DO a 600nm mostré un aumento maximo de entre 2,7 y 7,4 veces al dia
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6 del ensayo, seguido de un decaimiento gradual hasta el dia 20. Estos resultados sugieren el
aumento del tamarfo de la célula desde el dia 1 hasta el dia 6, que podria ser causado por la
acumulacion de compuestos de reserva debido al alto cociente carbono/nitrégeno. Al analizar
las fotos obtenidas con la tincion con Sudan Black B (Figura IV.13), se observa la presencia de
granulos hidrofébicos desde el dia 1 del ensayo. A partir del dia 12 y hasta el 39 de iniciado el
experimento, se observa que conviven células sin granulos hidrofobicoa (rosas) y con granulos

hidrofdbicos (violetas) (Figura 1V.13), y consecuentemente la DO a 600nm también disminuye.
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Figura IV.12: Supervivencia de las cepas 1A, 22A, 22B, 36 y S. paucimobilis 20006FA (Sp) bajo
hambreado de fuente de Nitrogeno. A: Recuentos de bacterias heterétrofas viables. B: Medida de DO a
600 nm. Los resultados muestran el promedio de tres experimentos independientes. Las barras

representan la desviacidon estandar.
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Figura IV.13: Imagenes tomadas al Microscopio 6ptico (1000X) de las tinciones con Sudan Black B
realizadas a las cepas 1A, 22A, 22B, 36 y Sp a los 0, 1, 12, 23 y 39 dias de hambreado de fuente de
Nitrégeno.
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IV.4 Investigacion de la presencia de plasmidos

A partir de cultivos crecidos en caldo R3 por 24 h y en agitacion, se aplicé la técnica de la
minipreparacion (Sambrook y col., 1989) con el objetivo de evidenciar la presencia de
plasmidos en los cultivos degradadores aislados y en S. paucimobilis 20006FA. La Figura IV.14
muestra los resultados obtenidos con la minipreparacién; la calle nombrada como pM
corresponde al patrén de peso molecular del fago A digerido con la enzima de restriccién Hind
lll. En la Figura 1V.14 se observan en las calles correspondientes a las cepas patagonicas 22B
y 1A tres bandas definidas (marcardas con flechas rojas) a la altura de la banda de 23130 pb
del marcador de peso molecular. En la calle correspondiente S. paucimobilis 20006FA se
observa una banda con movilidad semejante a una de las bandas de 1Ay 22B. Se realizaron
minipreparaciones para las cepas degradadoras patagonicas 22A y 36, observandose tres
bandas a la misma altura que las cepas 22A y 1A (datos no mostrados). Estos resultados
estarian demostrando que las cepas degradadoras de la Patagonia podrian tener al menos un

plasmido.

Figura IV.14; Electroforesis en gel de agarosa al
0,8% de los plasmidos presentes en las cepas
patagonicas 1A, 22A, 22B, 36 y S. paucimobilis
20006FA.
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IV.5 Discusion

Con el objetivo de aislar microorganismos degradadores de PAH autéctonos de la Patagonia
semiarida, adaptados a las condiciones de hambreado y desecacién, y con diversas
habilidades para degradar el contaminante, se utilizaron estrategias de aislamiento que tuvieron
en cuenta la biodisponibilidad del PAH (Estrategias de aislamiento 1 y 2, Figura IV.1), y la
disposicién espacial de los microorganismos degradadores dentro del microecosistema del
suelo (Estrategias 3 y 4, Figura IV.1). Como resultado se aislaron 8 microorganismos
degradadores de PAH, de los cuales 4 fueron seleccionados por presentar el mayor espectro
de degradacién de PAH. Todas las cepas seleccionadas, 1A, 22A, 22B y 36, pertenecieron al
género Sphingomonas (sensu latu) (Tabla 1V.3). La denominacion amplia “sensu latu” sera
aplicada a lo largo de todo este capitulo para nombrar a bacterias pertenecientes al género
Sphingomonas, el cual presenta 4 subgéneros propuestos por Takeuchi, y col. (2001),
denominados Sphingobium, Novosphingobium, Sphingopyxis y Sphingomonas (sensu stricto).
Sphingomonas es un grupo bacteriano que ha sido aislado a partir de un gran numero de
muestras ambientales, como suelos pristinos (Kiyohara, 1978; Wada y col., 1989; Coppotelli y
col., 2008; Lin y col., 2012) y contaminados (Xia y col., 2005; Vacca y col., 2005; Nagata y col.,
2010) de ambientes acuaticos (Nortemann y col., 1986; Denner y col., 2001), formando parte
del plancton marino (Eguchi y col.,, 1996) y en el trofosoma de un gusano anélido marino
(Uchida y col., 2012), en la filésfera (Tala y col., 2013) y rizésfera de plantas (Hashidoko y col.,
2007). Se han encontrado ademas cepas pertenecientes a Sphingomonas en muchas muestras
de ambientes extremos como los suelos articos (Thomassin Lacroix y col., 2001) antarticos
(Baraniecki y col., 2002), suelos alpinos (Margesin y col., 2012), en costras de suelos de
regiones aridas (Reddy & Garcia-Pichel., 2007) y en arena del desierto de Xinjiang, China (Any
col., 2011). Han sido descubiertas formando parte de biofiims en agua de bebida (Koskinen y
col.,, 2000), en plantas expuestas a agua contaminada con cobre (Vilchez y col., 2007), e
incluso en cortinas de bafo (Kelley y col., 2004). Mas aun han sido detectadas en agua de
nube (Amato y col., 2007), sobre la Estacion Espacial Internacional ISS (Novikova y col., 2006)
y en sedimentos a 180-410m por debajo de la superficie terrestre (Fredrickson y col., 1995;
Balkwill y col., 1997). Se han encontrado en equipamiento médico (Gomila y col., 2005) y
existen algunos reportes sobre infecciones causadas por Sphingomonas paucimobilis (Charity y
Foukas 2005; Kilic y col., 2007).

Ademas de la ubicuidad que presentan, el género Sphingomomas se caracteriza por su gran
diversidad catabdlica, siendo capaz de degradar un amplio rango de compuestos aromaticos
naturales y de origen antropogénico, como bifenilo, naftaleno, fluoreno, fenantreno, pireno,

difeniléter, furano, dibenzo-p-dioxina, carbazol, estradiol, polietileno, glicoles, fenoles (muchos
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de éstos pueden estar o no clorados) y diferentes herbicidas y pesticidas (Slotz, 2009).
Sphingomonas es uno de los principales microorganismos degradadores de PAH presentes en
el suelo; siendo aislados con una muy alta frecuencia a partir de cultivos de enriquecimiento
realizados con sustratos como PAH como unica fuente de carbono y energia (Pinyakong y col.,
2000; Mueller y col., 1990; Khan y col., 1996; Baraniecki, 2002; Coppotelli y col., 2008).

Las ventajas metabdlicas y/o adaptativas que presentan los microorganismos del género
Sphingomonas para mineralizar compuestos como PAH podrian tener origen en sus
propiedades fisiolégicas.

Entre las propiedades fenotipicas que determinaron la separacion del género Sphingomonas,
agrupado anteriormente como Pseudomonas, por Yabuuchi y col. (1990) se destacan una
benzoquinona particular de cadena larga formada por 10 unidades isoprenoides denominada
ubiquinona Q-10, y la presencia unica de glicoesfingolipidos en la membrana externa
remplazando a los lipopolisacaridos (LPS) presentes en la mayoria de las bacterias Gram
negativo. La parte glicosidica de los glicoesfingolipidos se encuentra orientada hacia afuera de
la célula, y es en general mas corta que la correspondiente en los LPS (Kaneko y col., 2000).
Morisaki y Eguchi, mediante un ensayo de movilidad electroforética en Sphingomonas
alaskensis demostraron la poca carga superficial que presenta éste microrganismo (Cavichiolli
y col., 2003). Basado en estos dos reportes se ha sugerido que la superficie bacteriana en
Sphingomonas podria ser mas hidrofébica, lo que favoreceria la degradacion de compuestos
hidrofébicos, como los PAH (Kawahara y col., 1999; Johnsen y Karlson 2004).

Existen algunos reportes en donde se observo que ciertas Sphingomonas (Sphingomonas sp.
A1) poseen una superficie peculiar con grandes pliegues donde las células pueden formar una
estructura de “supercanal” la cual permitiria que el microorganismo ingrese compuestos
poliméricos tales como alginato (Hashimoto y col., 2005). Aso y col. (2006), incorporando
“supercanales” en las membranas de Sphingomonas degradadoras de dioxinas y
polipropilenglicol (S. wittichii RW1 y S. subarctica IFO 16058" respectivamente), mediante
ingenieria genética, incrementaron la capacidad de biodegradacion de éstos compuestos
xenobidticos, sugiriendo que la transferencia de la capacidad de formar esta peculiar estructura
podria aumentar la capacidad de biorremediacion.

De las 4 cepas de Sphingomonas aisladas en el presente trabajo, una de las cepas
degradadoras de PAH (36) se aisld a partir cultivos de enriquecimiento, mientras que las 3
cepas restantes, fueron obtenidas mediante aislamiento directo a partir de una suspension de
tierra (1A, 22A 'y 22B). Utilizando las estrategias que incluyeron cultivos de enriquecimiento con
PAH como unica fuente de carbono y energia (estrategia 1 y 2) (Figura 1V.1) se esperaba
encontrar microorganismos del tipo estrategas r, los cuales poseen altas velocidades de

crecimiento y se estimulan en ambientes con alta biodisponibilidad y concentraciones de
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nutrientes. Mediante la aplicacion de técnicas directas de aislamiento (Tabla I1V.1) (estrategias 3
y 4) se pretendio recuperar microorganismos estrategas de la k, debido a que suelen ser los
predominantes en situaciones de baja biodisponibilidad y limitacién de nutrientes.

Los microorganismos pertenecientes al genero Sphingomonas se han considerado dentro de
los estrategas de la r (Wittman y col., 1998), y se asocian con la degradacién en sitios con
reciente contaminacion con PAH, donde el mismo se encuentra biodisponible y en altas
concentraciones (Bastiaens y col., 2000; Friedrich y col., 2000; Grosser y col.,, 2000;
Vanbroekhoven y col., 2004). Muchos autores solo han relacionado géneros bacterianos como
Mycobacterium como componentes bacterianos mayoritarios en suelos cronicamente
contaminados (Leys y col.,, 2005, Uyttebroek, 2006, Guo y col., 2011); asociando casi
exclusivamente a Sphingomonas como grupo bacteriano oportunista, presente y de importancia
ecoldgica solo en situaciones de contaminacién aguda. La alta frecuencia de aislamientos y
predominancia de Sphingomonas en suelos contaminados llevé a Leys y col. (2004) a
desarrollar una técnica independiente de cultivo la cual le permitié amplificar exclusivamente
genes especificos de Sphingomonas a partir de suelos cronicamente contaminados con
hidrocarburos. Mostré la aparicion de cepas de Sphingomonas en 5 suelos diferentes,
contaminados con altas y bajas concentraciones de PAH, encontrando mayor diversidad de
Sphingomonas en los suelos con contaminaciones bajas de hidrocarburos. Por otra parte,
algunos investigadores han descripto diferentes estrategias presentes en cepas de
Sphingomonas degradadoras de PAH que podrian incrementar la biodisponibilidad de los
mismos. Dentro de éstas estrategias podriamos incluir la capacidad de adhesién a cristales de
fenantreno y la produccion de biosurfactantes observada en Sphingomonas paucimobilis
20006FA (Coppotelli y col., 2008); la excrecion de heteropolisacaridos (sphingans) y formacion
de biofilms propia de algunas Sphingomonas (Johnsen y Karlson 2004; Uyttebroek y col.,
2006), y la respuesta quimiotactica hacia éstos compuestos (Samanta y col., 2002). Si bien no
todas éstas propiedades han sido estudiadas en los microorganismos degradadores aislados,
se ha comprobado que todos los aislados presentaron quimiotaxis positiva hacia fenantreno y
fluoreno (Figura IV.8), propiedad que podria favorecer la biodisponibilidad del contaminante
debido a la capacidad de los microrganismos de detectar gradientes quimicos y responder a
ellos, ubicandose en el mismo de manera de favorecer la degradacion del contaminante.
Uyttebroek y col. (2007) estudiaron la estructura y dinamica de comunidades bacterianas en
suelos contaminados con PAH, sosteniendo como hipétesis que Mycobacterium y
Sphingomonas ocupan nichos diferentes y que éstos dependen del grado de contaminacion,
biodisponibilidad, composicién y concentracion de PAH. Para corroborar el postulado disefiaron
dos microcosmos de suelo con condiciones opuestas a las iniciales de acuerdo al perfil y

biodisponibilidad de PAH. El suelo que presentaba alta proporcién de Mycobacterium y PAH
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poco biodisponible fue contaminado artificialmente con fenantreno y pireno, y el suelo con un
gran numero de Sphingomonas degradadoras de PAH, un bajo numero de Mycobacterium y
una gran proporcion de fenantreno biodisponible fue modificado artificialmente a un suelo con
menor biodisponibilidad del contaminante, mediante una extraccion que removio la fraccion de
contaminacién biodisponible. En ambos microcosmos, la dinamica de las comunidades de
Sphingomonas y Mycobacterium no siguid lo esperado; evidenciando que la ecologia y
comportamiento de éstos microorganismos en el suelo es mas compleja que la propuesta
inicialmente por estos autores.

Estas observaciones estarian explicando en parte los resultados encontrados en este trabajo
de tesis doctoral, donde a partir de suelos de la Patagonia semiarida cronicamente
contaminados con PAH, tanto a través de cultivos de enriquecimientos tradicionales como
mediante aislamientos directos (Tabla IV.1), todos los aislados degradadores seleccionados
pertenecieron al género Sphingomonas (Tabla IV.3).

El arbol filogenético obtenido a partir de la comparacion de las secuencias del gen 16S rRNA de
los aislados seleccionados con secuencias conocidas del mismo gen pertenecientes al género
Sphingomonas (Figura IV.5) mostré que las cepas patagdnicas 1A, 22A y 36 se encuentran
filogenéticamente relacionadas, agrupandose en un cluster junto con las cepas degradadoras de
fenantreno Sphingomonas paucimobilis Sg5 (Vacca y col., 2005), Sphingomonas paucimobilis
12H6 (Vacca y col, 2005), Sphingobium fuliginis TKP (Prakash y Lal, 2006), Sphingobium PNB
(Roy y col., 2012) y Sphingomonas paucimobilis 20006FA (Coppotelli y col., 2008); la cepa
degradadora de fluoranteno y fenantreno Sphingomonas sp. PF-I (Hamann y col., 1999); las
cepas degradadoras de 4-ter-butilfenol Sphingobium fuliginis TIK-1, TIK-2 y TIK-3 (Toyama y col.,
2010); Sphingobium YBL1 degradadora del herbicida 3-(4-isopropilfenil)-1,1-dimetilurea (Sun y
col., 2008) y Sphingomonas paucimobilis M41-VN10-2W degradadora de los acidos 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y 2,4,5-triclorofenoxiacético (Huong y col., 2007), utilizados como
herbicidas.

Sin embargo, los aislados 1A, 22A y 36 mostraron diferencias fisiologicas de resistencia a
factores ambientales. Las cepas 1A y 22A fueron aisladas mediante aislamiento directo, y
presentaron resistencias considerables a algun o algunos de los factores ambientales estudiados
(Tabla IV.10, Figura V.10, Figura IV.11, Figura 1V.12). La cepa 22A fue mas resistente al déficit de
carbono (Figura IV. 11) y a las condiciones de desecacion (Tabla IV.10), y menos eficiente en la
degradacion de fluoreno (Tabla 1V.7), que las demas cepas relacionadas (1A 'y 36). La cepa 36,
aislada utilizando cultivos de enriquecimiento tradicionales (Tabla IV.7), fue la mas sensible a las
condiciones de desecacion (Tabla 1V.10) y compartié con la cepa 1A la menor resistencia a las
condiciones de hambreado de fuente de carbono, dos de los factores abidticos principales que

limitan la biodegradacion de las comunidades microbianas en el suelo patagoénico. Estos
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resultados comprueban lo sugerido por Thompson y col. (2005), que las técnicas de cultivo
tradicionales no tienen en cuenta factores ambientales esenciales para que el inoculante sea
efectivo en el ambiente blanco.

La cepa degradadora de PAH 22B, aislada mediante aislamiento directo, presentd una posicidon
filogenética diferente que las cepas 1A, 22A y 36 (Figura 1V.5), agrupandose en un cluster junto
con la cepa Sphingomonas wittichii RW1, degradadora de dibenzofurano (Halden y col., 2005),
dibenzo-p-dioxina (Wittich y col., 1992) y diaril éter clorados (Wittich y col., 1992; Hong y col.,
2002), y con la cepa Sphingobium japonicum UT26, degradadora del insecticida recalcitrante y-
hexaclorociclohexano (Nagata y col.,, 2006). Se comprob6é que 22B fue la cepa con mayor
resistencia a la desecacion ambiental (Tabla 1V.10), y que junto con 22A tuvieron una
culturabilidad de aproximadamente el 100% al finalizar el ensayo de déficit carbono, indicando
una gran resistencia a la ausencia total de fuente de carbono (Figura 1V.11). La redundancia de
microorganismos degradadores de PAH en el suelo estaria siendo demostrada debido al
aislamiento de microorganismos filogenéticamente relacionados con distintas capacidades
fisiologicas; la competicion por un mismo recurso entre microorganismos estrechamente
relacionados se encuentra afectada por las condiciones ambientales del suelo, por lo tanto los
competidores con caracteristicas fisioldgicas variadas usualmente pueden coexistir, apoyando la
homeostasis del habitat bajo las condiciones ambientales fluctuantes (Atlas y Bartha 1987).

El grupo bacteriano Sphingomonas ha sido caracterizado y aislado de regiones extremas del
planeta en las cuales existen condiciones ambientales poco favorables para el desarrollo
microbiano (osmético, hambreado de nutrientes, oxidativo, etc.) (Lester y col., 2007, Baraniecki
y col., 2002 Eguchi y col., 1996). Por lo tanto estos microorganismos deben haber sido
seleccionados naturalmente a lo largo de la evolucion por presentar estrategias para sobrevivir
en estos ambientes extremos. A pesar de estas observaciones, pocos autores han estudiado
las propiedades metabdlicas o fisiologicas que hacen que algunas cepas de la familia de las
Sphingomonas sean resistentes a factores ambientales.

Los microorganismos pertenecientes al género Sphingomonas han sido caracterizados como
microorganismos oligotréficos debido a que muchos poseen la capacidad de crecer y sobrevivir
en ambientes con bajo contenido de nutrientes (Eguchi y col., 1996; Eguchi y col., 2001; Lauro
y col., 2009; Fegatella y Cavichiolli 2000; Cavichiolli y col., 2003; Vancanneyt y col., 2001;
Baraniecki y col., 2002). Se comprobé que tanto los aislados patagénicos degradadores de
PAH, y S. paucimobilis 20006FA, aislada de suelo de la provincia de Buenos Aires, tuvieron la
capacidad de sobrevivir durante 70 dias en medios de cultivo con ausencia total de nitrégeno y
exceso de fuente de carbono. En concordancia con la resistencia al déficit de nitrogeno

encontrada en las cepas degradadoras, Baraniecki y col. (2002) han evidenciado que

96



Capitulo IV Aislamiento y Caracterizacion de
bacterias degradadoras de PAH autéctonas de suelos de la Patagonia semiarida

Sphingomonas Ant 17 puede crecer y degradar hidrocarburos en suelos de la Antartida,
deficientes en fuente de nitrégeno.

Se observé que durante los 85 dias de hambreado de fuente de carbono, los cultivos
degradadores tuvieron una culturabilidad variable de entre aproximadamente un 20 y 100%,
siendo los cultivos 22A y 22B mas resistentes al hambreado y Sphingomonas paucimobilis
20006FA, la cepa mas sensible, obteniendo la menor culturabilidad (3,5%). En analogia,
Sphingomonas sp. RB2256 ha sido utilizada como modelo de microorganismo oligotrofico, y es
sabido que esta muy bien adaptado a crecer con bajas concentraciones de nutrientes y resistir
grandes periodos de hambreado (Lauro y col., 2009; Eguchi y col., 1996; Cavichiolli y col.,
2003).

Mediante los ensayos experimentales realizados en el Capitulo 1V, pudimos comprobar que
algunos de los aislados degradadores de la Patagonia semiarida pertenecientes al género
Sphingomonas (22A y 22B) mostraron resistencia a la desecacion (Tabla 1V.10). Los cultivos
aislados 1A vy 36, al igual que Sphingomonas paucimobilis 20006FA, resultaron ser sensibles a
esta condicién de estrés. Si bien no se ha analizado la resistencia a la desecacidon en cepas de
Sphingomonas estudiadas por otros autores, se han aislado e identificado Sphingomonas en
muestras de suelo del desierto de Atacama (Lester y col.,, 2007) y de arena del desierto
Xinjiang, en China (An y col., 2011). Sin embargo Baraniecki y col., 2002 han comprobado que
Sphingomonas Ant 17 luego de una hora de exposicion a la desecacién resultdé ser mas
sensible que E.coli, cepa utilizada como cepa sensible a ésta condicion de estrés. Por lo tanto
podemos sugerir que la resistencia a la desecacion podria ser una propiedad variable, no
siendo una caracteristica del género, sino mas bien una propiedad beneficiosa adquirida
mediante seleccién natural.

Por otro lado, se ha encontrado que las cepas degradadoras aisladas tuvieron la capacidad de
crecer en un rango de pH de 4-10, y dar indicios de degradacion del contaminante entre pH 6-9.
Mediante busqueda bibliografica pudimos corroborar que existen Sphingomonas que poseen la
capacidad de crecer tanto a pH acidos (Qu y col., 2006; Tala y col., 2012), acidos y alcalinos
(Huo y col., 2011; Kim y col., 2003; Baraniecki y col., 2002; Zhang, 2010) o a pH alcalinos
(Chung y col., 2011).

La resistencia a la salinidad generada por el agregado de diferentes concentraciones de NaCl
en el medio R2 se ha evaluado en las cepas degradadoras de PAH aisladas, donde se observo
cierta sensibilidad al NaCl debido a una disminucién de la velocidad de crecimiento en los
medios suplementados con mas de 1,5% de NaCl, sin observar crecimiento alguno con 5% de
NaCl. En concordancia Sphingomonas Ant 17 resulté ser sensible al NaCl suplementado en
caldo R2 (Baraniecki y col.,, 2002). Por otra parte 7 cepas pertenecientes al género

Sphingomonas se han aislado de los mares de Alaska y se ha visto que pueden crecer con
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concentraciones de hasta 3% de NaCl (Vancanneyt y col., 2001). Recientemente Fida y col.
(2012) realizaron un estudio del transcriptoma de la bacteria degradadora de fenantreno
Sphingomonas sp. LH128 en biofilms sometidos a estrés osmaético mediante una solucion de
450 mM de NaCl, durante 4 h y 3 dias de exposicion. Encontraron diferencias en la expresion
de genes entre las células recientemente estresadas con respecto a las cronicamente
estresadas, sugiriendo que LH128 atraviesa por cambios en la expresién de los genes mientras
se adapta al estrés por NaCl.

En resumen, los resultados encontrados hasta el momento nos dan indicios que mientras los
microorganismos del género Sphingomonas podrian ser descriptos como genéricamente
oligotroficos, presentan capacidades variadas de resistencia a otros factores ambientales y
abidticos como la desecacion, la salinidad y el pH. Las capacidades de resistencia en su
mayoria deben haber sido adquiridas y conservadas en estos microorganismos por las ventajas
que les confieren para sobrevivir y desarrollarse en el sitio de donde fueron aisladas.

Hemos visto a lo largo de la discusion que bacterias pertenecientes a Sphingomonas han sido
aisladas de ambientes extremadamente diversos, y algunos de éstos contaminados con
compuestos xenobidticos. Se comprobé que la propiedad de degradar compuestos
recalcitrantes se mantiene en un gran niumero de especies de Sphingomonas y que comparten
la misma ruta de degradacién de PAH (Stolz, 2009). Los genes degradadores de
Sphingomonas ademas, estan muy poco relacionados con los genes ortélogos pertenecientes
a otras bacterias degradadoras como Pseudomonas, Burkholderia, o Rhodococcus (Pinyakong
y col., 2003).

Los mecanismos por los cuales las bacterias de la familia de las Sphingomonas mantienen la
propiedad degradadora y la misma ruta de degradaciéon de PAH, podrian explicarse en parte
por la organizacion de la informacion genética. Muchas cepas pertenecientes al género
Sphingomonas poseen grupos de genes para la degradacion de PAH muy similares en cuanto
a homologia de secuencia y organizacién genética. Los genes degradadores en Sphingomonas
suelen estar dispersos y dispuestos en forma compleja a través de varios grupos de genes,
poco regulados y poco coordinados (Pinyakong y col., 2003, Habe y Omori 2003; Pieper 2005)
Se han identificado elementos genéticos de insercidon y transposones (1IS6700, 1S3, 1S4, 1S21,
IS66) (Dogra y col., 2004; Stolz 2009) en Sphingomonas degradadoras de xenobidticos los
cuales podrian estar involucrados en re-arreglos genéticos observados por Basta y col. (2004)
en plasmidos de Sphingomonas sp. HH69 y Sphingomonas sp. SS3, y en las diferencias de
ubicacién observadas en genes conservados de Sphingomonas. Se ha corroborado que
IS67100 esta presente en multiples copias en S. paucimobilis degradadoras de
hexaclorociclohexano y ausente en S. paucimobilis ATCC 29837r no degradadora, y que es

importante en la expresion, organizacion y estabilidad de los genes vinculados con la
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degradacion del contaminante (/in) (Dogra y col., 2004). Los genes degradadores pueden estar
ubicados ademas en el cromosoma y/o en plasmidos (Basta y col., 2005, Nagata y col., 2010),
siendo algunos plasmidos degradativos, conjugativos y especificos para este género bacteriano
(Romine y col., 1999; Nagata y col., 2006).

La observacion de que los plasmidos degradativos encontrados en cepas de Sphingomonas
son transferidos por conjugacion especificamente a otras Sphingomonas disminuiria la
transferencia horizontal de genes de Sphingomonas a otras bacterias. Esta es una de las
razones mas importantes de la acumulacion de cepas degradadoras de PAH pertenecientes a
Sphingomonas con gran semejanza entre los genes degradativos y la pobre similitud entre los
genes degradativos de otras proteobacterias. Una posible explicacion de las restricciones en la
transferencia de plasmidos desde Sphingomonas a otras proteobacterias podria ser la
composicion de la membrana externa de Sphingomonas (Basta y col., 2004). Por lo tanto, se
podria sugerir que la propiedad de degradacion de PAH en microorganismos del género
Sphingomonas seria trasmitida, frente o no a una presidon de seleccion dada por el
contaminante, mediante conjugacion desde Sphingomonas degradadoras de PAH (donora)
hacia Sphingomonas con caracteristicas diversas de resistencia a factores ambientales
(aceptora), dando como resultado una gran diversidad de Sphingomonas resistentes a factores
ambientales, degradadoras de PAH. Si bien no hemos determinado que el o los plasmidos
presentes en las cepas patagdnicas (Figura 1V.14) tengan genes relacionados con la
degradacién de PAH ni tampoco que sean plasmidos conjugativos, se observaron tres bandas
con igual movilidad electroforética en todas las cepas patagénicas degradadoras. Debido a que
los plasmidos circulares poseen diferentes grados de superenrollamiento, no se pudo
determinar si las bandas corresponden a un plasmido con tres grados diferentes de
superenrollamiento o tres plasmidos diferentes. Lo que si se observo fue que las movilidad/es
electroforética/s del o los plasmido/s fueron las mismas en todas las cepas patagdnicas

degradadoras, que mostraron resistencia variables a distintos factores ambientales.
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V. Aplicacion de Estrategias ABA: ensayos de inoculacion en biometers y

microcosmos

El bioaumento es una de las estrategias utilizadas en los procesos de biorremediacion de
suelos contaminados para acelerar la velocidad y el grado de biodegradacién de los
contaminantes; particularmente la estrategia de bioaumento ABA utiliza microorganismos
degradadores autéctonos (Hosowaca y col.,, 2009). La estrategia incluye el aislamiento de
microorganismos degradadores del contaminante a partir de la misma muestra de suelo a
decontaminar, la obtencion de biomasa activa de los microorganismos seleccionados mediante
crecimiento en medios de cultivo especificos, y finalmente Ila inoculacién en altas
concentraciones, una o varias veces, en el suelo a sanear. El objetivo de éste proceso es el de
acelerar la eliminacion del contaminante evitando las desventajas competitivas con las que se
enfrentan los microorganismos exdgenos cuando son inoculados en suelos foraneos.

A pesar de que los microorganismos degradadores seleccionados por una estrategia ABA
pueden ser prometedores para ser utilizados como inoculantes, el éxito del proceso de
biorremediacién dependera de muchos factores, siendo los ambientales unos de los
determinantes de la actividad biolégica de los microorganismos inoculados. Los factores
ambientales se pueden diferenciar en dos categorias generales, los que reducen la actividad
microbiana y los que restringen la transferencia de masa de los compuestos hacia los
microorganismos (Vogel, 1996). En suelos de la Patagonia semiarida dos de los principales
factores ambientales que reducen la actividad microbiana son: la baja actividad acuosa, que
ademas de disminuir la biodisponibilidad del agua genera una alta presion osmaética en los
suelos; y el bajo contenido de nutrientes. Las condiciones de desecacion tipicas de los suelos
patagonicos limitarian ademas la transferencia de masa de los nutrientes hacia los
microorganismos.

El objetivo de este Capitulo fue determinar la efectividad de estrategias ABA bajo diferentes
condiciones ambientales utilizando los microorganismos aislados en el Capitulo IV, los cuales
mostraron propiedades fisiologicas, degradacion de PAH y resistencia al hambreado de
nutrientes y desecacion, que permitirian considerarlos como potenciales inoculantes para ser
utilizados en suelos de la Patagonia semiarida contaminados con PAH. Los estudios
preliminares fueron realizados en sistemas biometers con suelo patagoénico, contaminado
artificialmente con fenantreno e inoculado con las cepas 1A, 22A y 22B. Los resultados de los
ensayos preliminares fueron utilizados en la seleccién del inoculante mas apto para ser
desafiado en microcosmos de suelos patagénicos contaminados con fenantreno y mantenidos

bajo condiciones semiaridas.
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V.1 Sistemas biometers: efecto de estrategias ABA sobre la mineralizacion y

eliminacion del fenantreno

Se estudid el efecto de la inoculacién con las cepas patagdnicas 1A, 22A y 22B, sobre la
eliminacion del fenantreno y la mineralizacion inducida por el agregado del mismo, utilizando
sistemas biometers con la muestra de suelo PT2372 artificialmente contaminada con 2000 ppm
de fenantreno, bajo tres condiciones ambientales:

- Suelo Natural (SN), con una relaciéon C:N:P de 100:2,2:0,26 y 10% (p/p) de agua.

- Suelo Fertilizado (SF), con una relacion C:N:P de 100:5:2 y 10% (p/p) de agua.

- Suelo Regado (SR), con una relacion C:N:P de 100:2,2:0,26 y 15% (p/p) de agua.
Los sistemas biometers fueron mantenidos por 30 dias a 24°C.
En los sistemas donde se corrigieron las condiciones ambientales, las mismas fueron
mantenidas en condiciones sub-Optimas. En el caso de la fertilizacion los sistemas todavia
mostraron un déficit de nitrégeno con respecto a la relacion C:N 100:10, considerada 6ptima
(Cleveland y col., 2007). En cuanto a los porcentajes de humedad utilizados en estos ensayos,
10 y 15%, los mismos correspondieron respectivamente al 20 y 25% de la capacidad de
retencién de agua del suelo (WHC). Estos valores se encuentran bastante alejados de los
porcentajes de WHC considerados 6ptimos para procesos de biorremediacion de suelos
contaminados con hidrocarburos (40 al 70%) (Holman y Tsang, 1995; Vifias y col., 2005).
La inoculacién con la cepa 36 no se realizé debido a que, segun los ensayos descriptos en el
Capitulo 1V, resultdé ser sensible a las condiciones ambientales tipicas de la Patagonia
semiarida.
Los resultados fueron comparados con un ensayo de inoculacién realizado bajo las mismas
condiciones con el microorganismo exégeno Sphingomonas paucimobilis 20006FA (Sp)
(Coppotelli y col., 2008).
Como controles se utilizaron sistemas biometers con la muestra de suelo PT2372
contaminada y sin inocular, en las mismas condiciones ensayadas.
La Tabla V.1 muestra la nomenclatura utilizada para nombrar a cada sistema biometer y detalla

las caracteristicas experimentales de los mismos.
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Tabla V.1: Detalle de las caracteristicas experimentales de los sistemas biometer

Sistema Humedad relativa
T Cepa inoculada porcentual Fertilizante
SN-1A 1A [0 I —
SN-22A 22A [0 T I —
SN-22B 22B [0 T I —
SN-Sp Sp [0 J I —
SN-C | e 0 |
SF-1A 1A 10 SI
SF-22A 22A 10 SI
SF-22B 22B 10 Sl
SF-Sp Sp 10 Sl
SF-C | 10 SI
SR-1A 1A 15 | e
SR-22A 22A (F< T I —
SR-22B 22B (F< T I —
SR-Sp Sp (F- T I —
SR€C | @ - 5 | -
SN-C, SF-C y SR-C se utilizaron como biometers control. ----- : no agregado

Los resultados del efecto de la inoculacion con las cepas patagénicas degradadoras de PAH
1A, 22A 'y 22B y la cepa exdgena Sp, sobre la mineralizacion inducida por fenantreno bajo las
tres condiciones ambiente SN, SF y SR se muestra en la Figura V.1.

La Tabla V.2 agrupa los valores de porcentaje de eliminacién de fenantreno y produccion total

de CO, (umoles CO./g suelo seco) obtenidos en los biometers luego de 30 dias de incubacion.
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Figura V.1: Efecto de la inoculaciéon con las cepas patagénicas degradadoras de PAH 1A,
22A 'y 22B y la cepa Sp en la mineralizacién inducida por fenantreno bajo las tres
condiciones ambiente SN, SF y SR. (A): Condicién SN. (B): Condicién SF. (C): Condicion
SR. Los resultados del sistema no inoculado (C) se utilizaron como control del proceso. Los
valores asi obtenidos provienen del promedio de tres ensayos independientes. Las barras
sobre los puntos representan las desviaciones estandar.
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Tabla V.2: Porcentaje de eliminacién de fenantreno y produccion total de CO, (umoles CO,/g
suelo seco) luego de 30 dias de incubacion de las cepas 1A, 22A, 22B y Sp en sistemas

biometers, sometidos a las diferentes condiciones ambiente SN, SF y SR.

Sistermna Biometer Porcentaje de eliminacion de pmoles CO,/g suelo
fenantreno seco
SN-C 17,59 + 1,45° 2,24 +1,57°
SN-1A 21,18 + 3,65 ° 417 +2,43°
SN-22A 12,14 £ 0,79° 1,74 £1,23°
SN-22B 13,8 +5,17° 23,01 £4,05°
SN-Sp 17,15+ 3,52 3,62+0,85°
SF-C ND 16,41+ 4,02 °
SF-1A ND 26,49 £3,41°
SF-22A ND 27,23+2,99°
SF-22B ND 25,47 +3,39°
SF-Sp ND 15,95+ 2,80 °
SR-C 32,48 +7,22° 48,35+531°
SR-1A 56,85 + 10,71 > ¢ 62,79 + 4,17 ¢
SR-22A 36,59 + 5,19° 43,24 +1,58 ©
SR-22B 72,98 + 11,13° 63,15 + 2,46 ¢
SR-Sp 51,29 + 13,00° 95,46 + 5,99

ND: No determinado. Los valores son promedio de tres ensayos independientes (desviacion
estandar). El analisis estadistico fue realizado entre los biometers pertenecientes a la misma
condicién ambiente y entre los biometers inoculados con la misma cepa bajo las diferentes
condiciones ambiente. Los valores seguidos con la misma letra no son significativamente
diferentes, P>0,05.
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En el sistema SN-C, tipicamente bajo condiciones de desecacion y déficit de N y P, la
eliminacion de fenantreno fue menor al 20% (Tabla V.2). En concordancia se observé una baja
produccion de CO,, luego de 30 dias de tratamiento (Figura V.1 (A); Tabla V.2). La inoculacion
de las cepas 1A, 22A y Sp, bajo estas mismas condiciones ambientales, no produjo cambios
significativos en la produccion de CO, (Tabla V.2). Si se observd un efecto estimulatorio
significativo (P<0,05) en la mineralizacion inducida por la incorporacion del fenantreno en el
sistema SN-22B (Tabla V.2), aunque éste efecto no se vio acompafiado con un aumento en el
porcentaje de eliminacion de fenantreno, el cual no presentd diferencias significativas (P>0,05)
con el control ni con los sistemas SN-1A, SN-22A y SN-Sp. (Tabla V.2).

Los resultados de los sistemas FPS mostraron que la incorporacion de N y P al suelo patagonico
causé un efecto estimulatorio significativo (P<0,05) en la mineralizacién inducida por el
fenantreno en los sistemas biometer SF-1A, SF-22A y SF-C, al compararlos con los respectivos
sistemas en condiciones naturales (SN). La fertilizacién no modificé significativamente (P>0,05)
los valores del CO, total producido en SF-22B con respecto a SN-22B. En estas condiciones (SF)
todos los sistemas inoculados con las cepas patagdnicas llegaron a obtener valores de CO, total
producido significativamente mayores al biometer SF-C.

La cuantificacion del porcentaje de eliminacién de fenantreno no pudo determinarse en los
sistemas biometer SF debido a inconvenientes experimentales. Se considerd innecesario realizar
nuevamente el ensayo debido a que los pmoles CO./g suelo seco formados en los sistemas SF
fueron similares a los obtenidos con el biometer SN-22B, el cual obtuvo un porcentaje de
eliminacion de fenantreno muy bajo y similar a su respectivo control (Tabla V.2).

Un importante efecto estimulatorio se observo en la mineralizacion inducida por el contaminante
para todos los sistemas, incluyendo el sistema control SR-C, cuando el contenido de agua fue
incrementado al 15% (p/p). En éstas condiciones la produccion de CO, total y el porcentaje de
eliminacion de fenantreno, luego de 30 dias de incubacion, fueron significativamente mayores
(P<0,05) a los valores obtenidos para los correspondientes sistemas SN y SF.

Cuando el estrés hidrico fue parcialmente corregido, la produccion de CO, de los sistemas SR-
Sp, SR-1A 'y SR-22B fue significativamente mayor (P<0,05) que la obtenida en los sistemas SR-
C y SR-22A. En concordancia, los sistemas SR-1A, SR-22B y SR-Sp mostraron un porcentaje de
eliminacién de fenantreno significativamente mayor (P< 0,05) que los sistemas SR-C y SR-22A
(Tabla V.2).

A pesar que el sistema biometer SR inoculado con la cepa degradadora Sphingomonas
paucimobilis 20006FA (SR-Sp) mostré una mayor produccion de CO, que el sistema SR
inoculado con la cepa patagénica 22B (SR-22B), el porcentaje de eliminacién de fenantreno fue

significativamente mayor en el sistema biometer SR-22B.
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A partir de los resultados mostrados en la Tabla V.2, la ecuacién estequiométrica de
mineralizacién del fenantreno (Ecuacion V.1) y considerando que la mineralizacién del 60% de la
molécula de fenantreno por parte un microorganismo degradador se aproximaria al consumo
total de la misma (Garcia-Junco y col., 2003) (el 40% del carbono restante se destina para la
formacion de biomasa); se calculd para los sistemas biometers la cantidad de CO, tedrico en
funcion de la degradacion de fenantreno determinada y se lo comparé con la cantidad de CO,
obtenida experimentalmente (Tabla V.3).
CisHio + 16,5 O, w14 CO, + 5H,0 (Ecuacion V.1)

Los resultados de la Tabla V.3 muestran que a excepcion del sistema SR-22B, en todos los
biometers en donde el estrés hidrico fue parcialmente corregido, los valores de CO, obtenidos
experimentalmente fueron mayores que los valores tedricos esperados. En la Tabla IV.1 se
observa que la muestra de suelo PT2372 utilizada para la preparacion de los sistemas biometers
tenia una contaminacién crénica basal de 7456 mg/kg de hidrocarburos, por lo que podriamos
inferir que tanto en el sistema control, como en los sistemas inoculados con las cepas 1A, 22Ay
Sp, la incorporacion de agua estimulé el consumo de otras fuentes de carbono presentes en el
suelo, ademas del fenantreno agregado artificialmente, tanto por la comunidad microbiana
indigena como por los inoculantes.

El sistema SR-22B mostr6 un comportamiento diferente, ya que el valor CO, obtenido
experimentalmente fue menor al calculado tedéricamente. Los 139 mg de CO, obtenidos
experimentalmente en este sistema corresponderian estequiométricamente a la mineralizacién
del 55% del fenantreno consumido. Si bien se necesitan futuros estudios para aclarar estos
aspectos, los resultados podrian sugerir que en el sistema inoculado con la cepa 22B, el CO,
obtenido provendria exclusivamente de la degradaciéon de fenantreno, y por lo tanto la
inoculacién con la cepa 22B produciria un cambio en la comunidad microbiana del suelo hacia

una comunidad altamente especializada en la degradacion de fenantreno.
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Tabla V.3: Miligramos de CO, por biometer obtenidos experimentalmente y calculados tedricamente segun

la estequeometria de la ecuacion 2 y considerando un 60% de mineralizacion de la molécula de

fenantreno.
Sistema biometer mg CO, teérico mg de CO, experimental
SR-1A 117,6 138,1
SR-22A 76,2 95,1
SR-22B 151,6 139
SR-Sp 106,5 210
SR-C 67,2 110

V.2 Determinacién del espectro de degradacién de hidrocarburos e incursién en
el estudio de la via de degradaciéon de fenantreno presente de la cepa

Sphingobium sp. 22B

V.2.1 Degradacién de hidrocarburos lineales y mezclas complejas

La cepa 22B fue inoculada en medios de cultivo liquidos suplementados con hexadecano,
(tomado como modelo de hidrocarburo lineal), gasoil y petréleo (mezclas complejas de
hidrocarburos), como unica fuente de carbono y energia. Los cultivos se mantuvieron por 21
dias en agitacion a 28°C.

Los cultivos con hexadecano e inoculados con la cepa 22B no mostraron ningun indicio de
crecimiento (turbidez) luego de 21 dias de incubacion.

Se observo la aparicion de color anaranjado-pardo en los medios de cultivo suplementados con
gasoil y petroleo. En los medios con gasoil ademas se aprecio la aparicién de turbidez propia
del crecimiento microbiano. Es sabido que tanto el petréleo como muchos de sus derivados
como el gasoil, contienen mezclas de hidrocarburos policiclicos aromaticos, siendo su
proporcion variable de acuerdo al origen del yacimiento, por lo tanto podriamos suponer que el
color observado en los medios de cultivos provendria de los productos de degradacion de los
PAH.

Con los resultados observados se consideré que la cepa 22B fue capaz de crecer en mezclas
complejas de hidrocarburos como gasoil y petroleo utilizando probablemente los PAH

contenidos en los mismos, pero no de desarrollar crecimiento en medios de cultivos

108



Capitulo V Aplicacion de estrategia ABA:
ensayos de inoculacion en biometers y microcosmos

suplementados con el hidrocarburo lineal hexadecano como unica fuente de carbono vy

energia.

V.2.2 Ensayo de determinacién de compuestos intermediarios de la via de degradacién
del fenantreno

Con el objetivo de incursionar en la via de degradacion del fenantreno presente en la cepa
Sphingobium sp.22B ésta fue inoculada en MML con 100 mg/l de fenantreno como Unica fuente
de carbono y energia. Luego de 24 h de incubacién a 30°C se realizé una extraccion neutra
utilizando acetato de etilo para extraer el fenantreno y los posibles productos de degradacion, y
luego el mismo cultivo se llevé a pH 2,5 y se realizé una segunda extraccion con acetato de
etilo con el fin de extraer productos de degradacion acidos. Se cuantific6 mediante HPLC el
contenido de fenantreno, acido salicilico y acido 1-hidroxi-2-naftdico en los extractos. EI mismo
ensayo fue realizado para los cultivos control (100 mg/l de fenantreno en MML).

Se realizé un cultivo en MML utilizando salicilato de sodio como Unica fuente de carbono para
evidenciar la presencia de una ruta de mineralizacion completa del fenantreno en la cepa 22B.
Los resultados mostraron en el extracto neutro la presencia de 35,1 £ 10,0 mg/l de fenantreno
(35% del fenantreno adicionado), a diferencia del sistema control que contenia 96,8 + 2,8 mg/I
de fenantreno (96,8% de la concentracion inicial).

La suma de acido 1-hidroxi-2-naftdico extraido en el extracto neutro y acido dio un total de 14,1
+ 2,4 mg/l. El analisis del extracto acido mostr6 la presencia de 2,3 + 0,4 mg/l de acido
salicilico, producto de degradacién derivado de la ruta de metaclivaje que presente en la
mayoria de las bacterias Gram negativo (Seo y col., 2006).

Por otro lado, se comprobé el crecimiento de la cepa 22B en cultivos con salicilato como unica
fuente de carbono y energia mediante la aparicion de turbidez.

Los resultados obtenidos demuestran que Sphingobium sp. 22B, al igual que la mayoria de las
cepas de Sphingomonas degradadoras de PAH estudiadas hasta el momento (Martinez, 2010)
degradan el fenantreno via acido 1-hidroxi-2-naftéico, siguiendo la degradacion de este
compuesto a través de la ruta del metaclivaje y llegando hasta acido salicilico. La capacidad de
la cepa de crecer con salicilato como UFC sugiere que la cepa es capaz de mineralizar el

fenantreno.
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V.3 Ensayos de inoculacién con la cepa Sphingobium sp. 22B en microcosmos
de suelo Patagoénico artificialmente contaminado con fenantreno

Los resultados de la resistencia a la desecacién ambiente, al déficit de carbono y nitrégeno
(Seccion 1V.3.B.B, IV.3.C, IV.3.D), y el incremento significativo en la mineralizacion inducida por
el fenantreno en los biometers NS-22B (Seccion V.1.A), demostrarian que la cepa patagonica
22B posee ventajas adaptativas frente a las condiciones ambientales de la Patagonia
semiarida. Estas observaciones junto la presencia de una via de degradacién completa de
fenantreno, sugirieron que Sphingobium sp. 22B podria ser un buen inoculante para ser
utilizado en suelos de la Patagonia semiarida contaminados con PAH.

La falta de eliminacion del fenantreno observada en los biometers inoculados con la cepa 22B
bajo condiciones naturales (SN-22B) (Seccion V.1.A), podria deberse a la limitada aireacién
que poseen éstos sistemas, lo que suele generar valores subestimados en la eliminacion del
contaminante. Por lo tanto, y para independizarnos del posible error creado por el disefio
experimental en los biometers, se estudié la capacidad de eliminar el contaminante por parte

de la cepa 22B en microcosmos de suelo patagonico contaminado con fenantreno.

V.3.1 Condicion suelo natural (SN)

Se utilizé la muestra de suelo PT2372, la cual fue contaminada con 2000 ppm de fenantreno,
con una relacion C:N:P de 100:2,2:0,26 y 10% (p/p) de agua e inoculada con la cepa
Sphingobium sp. 22B (1,4x10° ufc/g de suelo seco) (F+22B). El ensayo se realizé por triplicado
utilizando como control microcosmos contaminados no inoculados (F), incubados bajo idénticas
condiciones ambientales. Los microcosmos fueron monitoreados mediante recuentos de
bacterias heterétrofas cultivables y degradadoras de PAH, extraccion y cuantificacion de la
concentracion de fenantreno remanente y actividad deshidrogenasa. Se estudié ademas, el
efecto del fenantreno, la inoculacién y la condicion ambiental sobre la dinamica de las
comunidades bacterianas del suelo de los microcosmos F y F+22B mediante perfiles de PCR-
DGGE.

Los resultados de los recuentos de bacterias heterétrofas cultivables y degradadoras de PAH
en los microcosmos F y F+22B durante el tiempo del ensayo se muestran en la Figura V.2. Se
observé que ni la adicion de fenantreno ni la inoculacion con la cepa 22B provocaron aumentos
significativos en los recuentos de heterotrofas cultivables en los microcosmos F y F+22B, bajo
la condicion SN. Los recuentos de bacterias degradadoras de PAH (Figura V.2) mostraron un
importante e inmediato incremento (cerca de tres érdenes de magnitud), en el microcosmo

inoculado (F+22B); seguido de una rapida disminucion a los 9 dias de incubacion. En el dia 9
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del ensayo el numero de degradadoras de PAH en el microcosmos F+22B llegé a un valor de
entre 10%-10* NMP ml™ el cual se mantuvo constante durante el tiempo del ensayo.

Se observo que en el caso del microcosmo sin inocular F, hubo un incremento en el nimero de
bacterias degradadoras de PAH a los 8 dias de agregado del fenantreno. Luego de los 8 dias
de incubacion las poblaciones degradadoras de PAH en el microcosmo F disminuyeron a
valores significativamente menores que el microcosmo F+22B.

La Figura V.3 muestra los resultados de la concentracion de fenantreno en los microcosmos F
y F+22B. Se observa que luego de 60 dias de incubacion bajo la condicion SN no hubo

eliminacion de fenantreno, ni en el microcosmo control, ni en el inoculado.
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Figura V.2: Recuentos de bacterias degradadoras de PAH (NMP/g) y de
heterétrofas cultivables (ufc/g) en los microcosmos F y F+22B, bajo las
condicion ambiente SN. El valor obtenido es el promedio de tres
determinaciones independientes. Las barras representan las desviaciones

estandar.
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Figura V.3: Concentracion de fenantreno en los microcosmos F y F+22B
bajo la condicion SN. La concentracion fue determinada por HPLC. El valor
obtenido es el promedio de tres determinaciones independientes. Las barras

representan las desviaciones estandar.
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Figura V.4: Actividad deshidrogenasa (ug de TPF por g suelo seco)
determinada por el analisis de la reduccién del TTC a TPF de los
microcosmos F y F+22B bajo las condicién SN. El valor obtenido es el
promedio de tres determinaciones independientes. Las barras representan

las desviaciones estandar.

112



Capitulo V Aplicacion de estrategia ABA:
ensayos de inoculacion en biometers y microcosmos

La Figura V.4 muestra la actividad deshidrogenasa en los microcosmos F y F+22B sometidos a
la condicion SN. Ambos microcosmos mostraron que la incorporacion de fenantreno no causo
un efecto estimulatorio en la actividad deshidrogenasa, contrariamente se observé un
decrecimiento constante en la actividad deshidrogenasa durante los 85 dias de incubacién,
tanto en el sistema inoculado como en el no inoculado.

El analisis de la dinamica de las comunidades bacterianas en los microcosmos F y F+22B a los
0, 11 y 62 dias de incubacion se muestran en los perfiles PCR-DGGE de la Figura V.5. Los
patrones de DGGE obtenidos fueron utilizados para estimar los indices de diversidad de
Shannon (H’) agrupados en Tabla V.4.

La inspeccion visual de los perfiles de DGGE del microcosmos F muestra que la incorporacion
de fenantreno no produjo cambios detectables en la diversidad genética de las comunidades
bacterianas del suelo bajo la condicion SN (Figura V.5), en concordancia los indices de
diversidad de Shannon (H’) para los distintos tiempos del ensayo fueron muy similares entre si
y con respecto al perfil del suelo patagoénico (Tabla V.4).

La inoculacién con la cepa 22B generé pocos cambios en el perfil de DGGE del microcosmos
F+22B, con respecto al microcosmos no inoculado (F), en la imagen del gel se puede observar
que el perfil y el numero de bandas que contiene el sistema inoculado (SN 22B) es muy similar
al perfil y el nUmero de bandas correspondientes al sistema SN sin inocular. La modificacion
mas importante observada fue la aparicién de una banda intensa que mostré la misma posicion
en el gel de DGGE que la cepa 22B (Figura V.5). Esto caus6 una disminucion aparente del
indice de diversidad de Shannon (Tabla V.4), debido a que éste indice considera tanto el
numero de unidades taxondmicas (OTUs) (en este caso bandas) presentes en una comunidad,
como el numero de individuos de cada OTU (intensidad de la banda). La banda intensa que
aparecio en el microcomos inoculado fue cortada, reamplificada y clonada, y su secuencia
parcial del gen 16S rRNA revelé un 99% de similitud filogenética con la secuencia de la cepa
Sphingomonas sp. 22B.

Bajo condiciones aridas ni la contaminacién con fenantreno ni la inoculacién, produjeron
cambios drasticos en la estructura de las comunidades del suelo en los microcosmos F y
F+22B (Figura V.5), a diferencia de los resultados encontrados en otros ensayos de
bioaumento que utilizaron estrategias de inoculacion similares (Coppotelli y col., 2008;

Ibarrolaza y col., 2009), bajo condiciones éptimas de humedad relativa.
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gzNB 92:218 s Figura V.5: Perfles PCR-DGGE de Ilas comunidades
0 62 bacterianas de los microcosmos F y F+22B bajo la condicion
g ambiental SN a los 0, 11 y 62 dias de ensayo. 22B: Cepa 22B.
La flecha blanca indica la banda perteneciente al in6culo y las
flechas rojas indican las bandas que corrieron a la misma altura
que la del inéculo, la cual fue cortada del gel, reamplificada y
clonada. La secuencia parcial del gen 16S rRNA revelé que
posee 99% de similitud filogenética con la secuencia de

Sphingomonas sp. cepa 22B.

Tabla V.4: Diversidad genética (H") de las comunidades bacterianas del suelo a los 0, 11, 62, bajo

la condicién ambiental SN

Indice de diversidad de Shannon (H')
Sistema Tiempo de incubacion (dias)
F F+22B
0 5,20 -
SN 1 5,29 4,60
62 5,16 4,46
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V.3.2 Condicién suelo fertilizado (SF)

Fue necesario disefar una nueva estrategia modificando algunas de las condiciones
ambientales del ensayo, debido a la ausencia de eliminacién del fenantreno observada en los
microcosmos F y F+22B sometidos a la condicién SN.

Una de las estrategias ampliamente conocida y utilizada como estrategia de biorremediacion
es la bioestimulacion (Miller, 2010; Tyagi y col., 2011). Debido a que el suelo patagonico
utilizado en los ensayos de microcosmos era deficiente en fosforo y nitrégeno, y basandonos
en reportes de autores donde demuestran que la bioestimulacién con nutrientes deficientes en
el suelo puede acelerar la eliminacién del PAH por parte de las poblaciones autdctonas
(Scullion 2006, Atagana 2006; Fernandez-Luqueio y col., 2008), y en nuestro caso, por parte
del inoculante autdctono 22B, se modificod el contenido de fésforo y nitrdgeno en los
microcosmos F y F+22B agregando un fertilizante comercial (Nitrofosca®), el cual llevd la
relacion C:N:P a un valor sub-6ptimo de 100:5:2. El contenido de agua de los microcosmos se
mantuvo en un 10% (p/p) y se realizé una nueva inoculacién de la cepa 22B (1,4x10° ufc/g de
suelo seco) para estimular y acelerar la degradacion del contaminante. La adicion del
fertilizante y la re-inoculaciéon se realizaron sobre los mismos microcosmos F y F+22B bajo la
condicion de suelo natural (SN), por lo tanto las graficas de los resultados obtenidos para la
nueva condicion FS (lineas negra y turquesa) incluyen los valores obtenidos con la condicion
SN (lineas grises).

Los microcosmos bajo la nueva condicion SF fueron monitoreados mediante recuentos de
bacterias heterotrofas cultivables y degradadoras de PAH, concentracion de fenantreno
remanente, actividad deshidrogenasa y perfiles de PCR-DGGE, durante aproximadamente 60
dias (entre los 86 y 149 dias de incubacion de los microcosmos).

Los resultados de los recuentos de bacterias heterétrofas cultivables en los microcosmos F y
F+22B se muestran en la Figura V.6. Alli se observa que la adicion del fertilizante y la re-
inoculacién con la cepa 22B en el suelo no provocaron un aumento en los recuentos de
heteroétrofas cultivables en los microcosmos bajo la condicién FS.

Se observé que la fertilizacion produjo una disminucién inicial en el nimero de bacterias
cultivables degradadoras de PAH en el microcosmos F. El numero de degradadoras de PAH en
el microcosmos F+22B permanecié en los mismos valores que en la condicion SN (10°-10*

NMP ml™"), a pesar de la re-inoculacién realizada y del agregado de fertilizante (Fig. V.6).
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Figura V.6: Recuentos de bacterias degradadoras de PAH (NMP/g suelo seco) y de heterétrofas
cultivables (ufc/g suelo seco) en los microcosmos F y F+22B, bajo las condiciones SN y SF durante 149
dias de tratamiento. Las lineas en gris muestran los valores en la condicion SN vy las lineas turquesa y
negra en la condicion SF. El valor obtenido es el promedio de tres determinaciones independientes. Las

barras representan las desviaciones estandar.

La Figura V.7 muestra los resultados de la concentracion de fenantreno en los microcosmos F
y F+22B bajo las condicién SF. Al igual que en los microcosmos sometidos a la condicion SN,
entre los 86 y 149 dias de tratamiento con el fertilizante, no se observé eliminacién de
fenantreno ni en el microcosmo control, ni en el inoculado.

En la Figura V.8 se observan los resultados de la actividad deshidrogenasa en los
microcosmos F y F+22B sometidos a la condicién SF. La correccién parcial de la relacion
C:N:P (de 100:2,2:0,26 a 100:5:2) caus6 un incremento en la actividad deshidrogenasa de los

microcosmos F y F+22B.
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Figura V.7: Concentracién de fenantreno en los microcosmos F y F+22B bajo las condiciones SN y SF

durante 149 dias de tratamiento. Las lineas en gris muestran los valores en la condicién SN y las lineas
turquesa y negra en la condicién SF. La concentracion fue determinada por HPLC. El valor obtenido es

el promedio de tres determinaciones independientes. Las barras representan las desviaciones estandar.
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Figura V.8: Actividad deshidrogenasa determinada por el analisis de la reduccién del TTC a TPF (ug de

TPF/g suelo seco) de los microcosmos F y F+22B bajo las condiciones SN y SF durante 149 dias de
tratamiento. Condicion SN (lineas grises) y condicion SF (lineas turquesas). El valor obtenido es el

promedio de tres determinaciones independientes. Las barras representan las desviaciones estandar.
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El efecto del fertilizante, junto con la contaminacion con fenantreno y la re-inoculacion de la
cepa 22B sobre la estructura y dinamica de las comunidades bacterianas del suelo en los
microcosmos F y F+22B fue analizada mediante perfiles de PCR-DGGE. La Figura V.9 muestra
los perfiles obtenidos a los 90 y 120 dias del ensayo en ambos microcosmos, y los valores de
diversidad genética calculados mediante el indice de Shannon (H") se agrupan en la Tabla V.5.
La tabla V.5 y la inspeccién visual de la imagen del gel (Figura V.9) muestran la notable
disminucion en el indice H y en el numero de bandas en el microcosmos F y en mayor medida
en el F+22B, al comparar los valores y la imagen obtenida con el suelo natural (SN)
contaminado al tiempo 0 (Tabla V.4, Figura V.5). Por otro lado, en el microcosmos inoculado
(SF+22B) (Figura V.9) se observo la aparicién de una banda intensa con la misma movilidad
electroforética que la cepa inoculada, siendo los perfiles del microcosmos fertilizado e
inoculado menos diversos que el microcosmos fertilizado (Tabla V.5 y Figura V.9).

La bioestimulaciéon utilizando nitrégeno y fosforo (SF) y la re-inoculacién produjeron cambios
notables en la composicion bacteriana de las comunidades del suelo en los microcosmos F y
F+22B, estos cambios no fueron acompanados por una estimulacion de la actividad

degradadora de fenantreno (Figura V.6).

Tabla V.5: Diversidad genética (H') de las comunidades bacterianas del suelo a los 90 y 120 dias de

ensayo, bajo la condicion ambiental SF

Indice de diversidad de Shannon (H')
Sistema Tiempo de incubacién (dias)
F F+22B
90 3,97 3,42
SF
120 4,07 3,15
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Figura V.9: Perfles PCR-DGGE de Ilas
comunidades bacterianas de los microcosmos F y
F+22B bajo la condicion ambiental SF a los 90 y
120 dias de ensayo. 22B: Cepa 22B. SN O:

V.3.3 Condicion suelo regado (SR)

El mismo inconveniente que nos llevé a utilizar la bioestimulacion como alternativa para
eliminar el contaminante fue encontrado nuevamente en los microcosmos fertilizados.

Los resultados encontrados por Holman y Tsang (1995) y Vifias y col., (2005) determinaron que
la velocidad de eliminacion de los PAH es dependiente del contenido de agua presente en el
suelo. Por otra parte, es sabido que la baja actividad acuosa presente en los suelos, como
naturalmente contienen los suelos de la Patagonia semiarida, determina la actividad microbiana
de los microorganismos.

Por lo tanto fue necesario disenar otra nueva estrategia modificando esta vez el contenido de
agua. Junto con el incremento en el contenido de agua (15% p/p) se realizd una nueva

inoculacion de la cepa 22B (1,4x108 ufc/g de suelo seco) en el microcosmo F+22B. Las graficas
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de ésta seccion muestran las tres condiciones ambientales juntas (SN, SF y SR), en forma
consecutiva, con lineas grises las condiciones SN y SF, y con linea turquesa (F+22B) y negra
(F) la condicién SR. El tiempo cero fue tomado, al igual que para la condicién SF, al inicio del
experimento (Condicion SN).

El ensayo se realizd por triplicado utilizando como control microcosmos contaminados y
fertilizados no inoculados (F) con 15% (p/p) del agua. Los microcosmos fueron monitoreados
mediante recuentos de bacterias heterotrofas cultivables y degradadoras de PAH,
concentracion de fenantreno remanente, actividad deshidrogenasa y PCR-DGGE, durante los
siguientes 149 a 250 dias de tratamiento.

Los resultados de los recuentos de bacterias heterétrofas cultivables en los microcosmos F y
F+22B bajo las condiciones ambiente SN, SF y SR durante el tiempo total del ensayo se
muestran en la Figura V.10. Se observa que el agregado de agua a los 149 dias del tratamiento
produjo un importante incremento (aproximadamente dos 6rdenes de magnitud) en el nimero
de bacterias heterétrofas cultivables en ambos microcosmos. A pesar de que el microcosmo
F+22B fue inoculado tres veces, y una de ellas al mismo tiempo que la adicion de agua, el
incremento del numero de bacterias cultivables no fue significativamente diferente al
microcosmo F (P>0.05).

El agregado de fertilizante y el incremento en el contenido de agua (Fig. V.10) no modifico el
numero de bacterias degradadoras de PAH en el microcosmos F+22B, el cual permanecio
entre 10°-10* NMP ml”" hasta el final del experimento. Cuando el contenido de agua fue
aumentado a 15%, las curvas se invirtieron y el numero de bacterias degradadoras de PAH en
el microcosmo F supero los valores obtenidos en el microcosmos F+22B (Figura V.10).

La Figura V.11 muestra los resultados de la concentracion de fenantreno en los microcosmos F
y F+22B durante el tiempo total del ensayo. Se observé una rapida eliminaciéon del fenantreno
en ambos microcosmos al incrementar el contenido de agua a los 149 dias. Luego de 11 dias
de corregido parcialmente el contenido de agua (161 dias de tratamiento), la concentracion de
fenantreno en el microcosmos F+22B alcanzo valores significativamente menores (P<0,05) que
en el microcosmos F. Luego de 200 dias de tratamiento, tanto el microcosmo inoculado como el
no inoculado llegaron a obtener valores de concentracion de fenantreno por debajo de los

permitidos por la Ley Nacional Argentina 24051.
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Figura V.10: Recuentos de bacterias degradadoras de PAH (NMP/g suelo seco) y de heterétrofas
cultivables (ufc/g suelo seco) en los microcosmos F y F+22B, bajo las condiciones SN, SF y SR. Las
lineas en gris muestran los valores en la condicion SN y SF y las lineas turquesa y negra en la condicién
SR. El valor obtenido es el promedio de tres determinaciones independientes. Las barras representan las

desviaciones estandar.

En la Figura V.12 se observa los resultados de la actividad deshidrogenasa durante el tiempo
total del ensayo. El microcosmo F+22B mostr6 un significativo aumento en la actividad
deshidrogenasa luego de que la humedad del suelo fue corregida parcialmente a 15% vy la
tercer inoculacion fue realizada, el cual no fue observado en el microcosmo F bajo las mismas
condiciones de humedad; sin embargo ambos microcosmos mostraron una rapida
biodegradacion del fenantreno bajo la condicién SR (Figura V. 10). Estos resultados estan en
concordancia con otros autores que observaron que el nivel de actividad deshidrogenasa no es
un indicador confiable del potencial degradador de la comunidad microbiana del suelo (Grosser
y col., 1991).
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Figura V.11: Concentracion de fenantreno en los microcosmos F y F+22B bajo las condiciones SN, SF y

SR. La concentracion fue determinada por HPLC. Las lineas en gris muestran los valores en la condicion
SN y SF y las lineas turquesa y negra en la condicion SR. El valor obtenido es el promedio de tres
determinaciones independientes. Las barras representan las desviaciones estandar.
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Figura V.12: Actividad deshidrogenasa (ug de TPF por g suelo seco) determinada por el analisis de la

reduccion del TTC a TPF de los microcosmos F y F+22B bajo las condiciones SN, SF y SR durante 250
dias de tratamiento. Las lineas en gris muestran los valores en la condicion SN y SF y las lineas
turquesa y negra en la condicion SR. El valor obtenido es el promedio de tres determinaciones

independientes. Las barras representan las desviaciones estandar.
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Las imagenes de los perfiles de PCR-DGGE obtenidos para la condicion SR a los 157, 173 y
199 de tratamiento, se muestran en la Figura V.13. La Tabla V.6 muestra los valores de indices
de diversidad de Shannon obtenidos a partir del analisis de los perfiles.

Las diferencias en los perfiles de DGGE de los microcosmos F y F+22B en la condicion SR son
claramente observables en la imagen del gel (Figura V.13). Se observé un incremento en el
indice de diversidad de Shannon H' de los microcosmos F y F+22B con la adiciéon de agua, en
comparacion con los microcosmos sometidos a la condiciéon SF (Tabla V.5 y Tabla V.6), y la
persistencia de una banda intensa con igual movilidad electroforética que la cepa inoculada en
los perfiles de los microcosmos F+22B. Se observd que la inoculacion con la cepa 22B
produjo la disminucion de la diversidad observada por otros autores (Coppotelli y col., 2008;

Ibarrolaza y col., 2011, Gomes y col., 2005).

Tabla V.6: Diversidad genética (H") de las comunidades bacterianas del suelo a los 157, 173 y 199 dias

de ensayo, bajo la condicién ambiental SR

Indice de diversidad de Shannon (H')
Sistema Tiempo de incubacion (dias)
F F+22B
157 5,14 4,12
SR 173 5,18 4,52
199 5,04 4,42
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SR SR SN SR SR SR Figura V.13: Perfiles PCR-DGGE de las comunidades
35233 fg? 0 228 199 173 157 bacterianas de los microcosmos F y F+22B bajo la

. B n condiciénambiental SR, a los 157, 173 y 199 dias Del
ensayo. Cepa 22B. SN 0: Microcosmos F sometido a

la condiciéon SN en el tiempo cero.

En la Figura V.14 se muestra un dendrograma realizado a partir de los patrones de DGGE
obtenidos a partir de los microcosmos sometidos a las diferentes condiciones ambiente a los 0,
11, 62, 90, 120, 157, 163 y 199 dias. Los calculos se realizaron utilizando la correlacion Dice y
UPGMA.

Se observa en la Figura V.14 que los microcosmos con mayores diferencias entre si y con
respecto a los microcosmos sometidos a las condiciones SN y SR, fueron los microcosmos
fertilizados (SF y SF 22B). Los perfiles del microcosmos F+22B fertilizado (SF 22B) se
agruparon en un cluster separado con apenas un 35,4% de similitud con las otras condiciones
ambientales; el microcosmos F fertilizado (SF) concentrd los perfiles a los 90 y 120 dias del

ensayo en otro cluster con un 42,6% de similitud con respecto a las condiciones SF y SR.
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Los perfiles DGGE de los microcosmos F y F+22B bajo las condiciones SR y SN se agruparon
formando un gran cluster que compartié mas del 58% de similitud. Dentro de éste gran cluster
se observo un subcluster que agrupé con un 68,3% de similitud exclusivamente a los tiempos
del microcosmos inoculado bajo la condicién SR (SR 22B). Con un 67,4% de similitud se
agruparon separadamente los microcosmos F y F+22B sometidos a la condicion SN (SN y SN
22B) (cluster de 71,7% de similitud) junto con los tiempos del microcosmos F bajo la condicion
SR (cluster de 83,7% de similitud). El analisis conjunto de los perfiles DGGE permitio
determinar que la fertilizacion y el agregado del inoculante en el microcosmo regado fueron los
factores que produjeron cambios importantes en la estructura de la comunidad microbiana del

suelo.
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Figura V.14: Dendrograma de los clusters basados en los patrones de DGGE obtenidos a partir de los
microcosmos sometidos a las diferentes condiciones SN, SF y SR a los a los 0, 11, 62, 90, 120, 157, 163
y 199 dias. Los calculos se realizaron utilizando la correlacion Dice y UPGMA. Las diferencias entre los

perfiles obtenidos mediante PCR-DGGE se indican en el dendrograma como porcentaje de similitud.

125



Capitulo V Aplicacion de estrategia ABA:
ensayos de inoculacion en biometers y microcosmos

V.4 Discusion

Los estudios realizados en las cepas degradadoras de PAH autéctonas de la Patagonia
semiarida sobre el espectro de degradacion de PAH (Tabla V.7, Figura IV.6, Figura IV.8),
resistencia a hambreado de nutrientes (Figura 1V.11 y Figura 1V.12) y desecacion (Tabla 1V.10)
evidenciaron la potencialidad que presentan para ser utilizadas en ensayos de bioaumento
sobre suelos de la Patagonia semiarida contaminados con PAH. El estudio de la capacidad de
eliminacion del contaminante bajo condiciones ambientales similares al sitio blanco es uno de
los factores fundamentales a estudiar para que el proceso de bioaumento sea exitoso.

En esta seccion se realizaron ensayos de bioaumento con la estrategia ABA utilizando cepas
degradadoras del género Sphingomonas, autdctonas de la Patagonia semiarida, que fueron
seleccionadas en el capitulo IV (1A, 22A, 22B y 36). El género bacteriano Sphingomonas ha
sido utilizado ampliamente como inoculante para sanear suelos contaminados con PAH, debido
a la gran versatilidad catabdlica, seleccion y repetidos aislamientos a partir de muestras
vinculadas con contaminacién de hidrocarburos. Se han reportado ensayos donde la remocién
del contaminante en suelos ha sido exitosa debido a la inoculacion con cepas de
Sphingomonas. En estudios de bioaumento sobre suelos pristinos (Coppotelli y col., 2008) y
sedimentos marinos (Shi y col., 2001) artificialmente contaminados con fenantreno, y suelos co-
contaminados con metales y mezclas de PAH (Colombo y col., 2011; Ibarrolaza y col., 2011), la
inoculacién con cepas pertenecientes a éste género ha aumentado la velocidad de
mineralizacion del contaminante. Sin embargo, existen trabajos publicados en los que la
inoculacion con Sphingomonas sp. no ha sido de gran utilidad. Van Herwijnen y col., (2006)
realizando estudios de bioaumento con cepas conocidas degradadoras de PAH pertenecientes
al género Sphingomonas (Sphingomonas sp. strain LB126, Sphingomonas sp. strain LH128)
(Bastiaens y col., 2000) y a Mycobacterium sp. (D.Springael, unpublished results) en
quimiostatos limitados en fuente de carbono contaminados con PAH y/o carbono faciimente
asimilables (EUC), han encontrado que la degradacién del contaminante no se vio
incrementada en comparacién con los quimiostastos no bioaumentados.

Los ensayos utilizando la estrategia ABA fueron realizados de forma preliminar en sistemas
biometers con suelo patagénico contaminado cronicamente con hidrocarburos y artificialmente
contaminado con fenantreno. Estos ensayos tuvieron como objetivo evidenciar, mediante la
mineralizacion inducida por el fenantreno, la cepa o las cepas mas aptas para ser utilizadas
como inoculantes sobre suelos de la Patagonia semiarida contaminados con PAH.

Los biometers fueron sometidos a tres condiciones ambientales diferentes: la condicion de
suelo natural (SN) se considerd la menos favorable para el desarrollo microbiano y proxima a

las condiciones ambientales naturales de la Patagonia semiarida. En la condicion de suelo
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fertilizado (SF) se intentd suavizar el hambreado de nitrégeno y fésforo, incorporando al suelo
un fertilizante comercial; y en la condicién de suelo regado (SR) se increment6 el contenido de
agua de manera de disminuir el estrés hidrico. Aun asi los biometers fertilizados y regados no
llegaron a los valores considerados Optimos para un proceso de biorremediacion (Cleveland y
col., 2007; Holman y Tsang, 1995; Vifas y col., 2005).

Los ensayos en biometers demostraron que valores cercanos al 20% WHC (10% p/p de agua)
inhibieron drasticamente la degradacion de fenantreno, independientemente de la adicion o no
de un inoculante; mientras que solo cuando el contenido de agua fue aumentado al 25% WHC
(15% de p/p de agua) la actividad degradadora de la comunidad microbiana del suelo fue
recuperada (Tabla V.2). Claramente es el estrés hidrico, y no la limitacion de N y P, el factor
ambiental que controla tanto la actividad microbiana de los microorganismos inoculados como
la de la comunidad microbiana del suelo patagénico. En el mismo sentido Ronen y col. (2000)
encontraron que la degradacién del tribromofenol (TBP) se vio limitada en suelos con 10% de
contenido de humedad y que la humedad del suelo determina la sobrevida de un inoculante
bacteriano degradador de TPB. Por otro lado, Mashreghi y Prosser (2006) demostraron que el
contenido de agua en el suelo afectd la supervivencia y la actividad degradadora de una cepa
de Pseudomonas stutzeri inoculada en un suelo contaminado con fenantreno. Resultados
similares fueron observados con la cepa S. paucimobilis 20006FA, en un trabajo previo se
demostré que esta cepa fue capaz de establecerse en un suelo contaminado con fenantreno
con un 20% p/p de agua, causando un incremento significativo en la velocidad de produccion
de CO, por la microflora del suelo (Coppotelli y col., 2008). Sin embargo, la inoculacién con S.
paucimobilis 20006FA no produjo un efecto estimulatorio significativo en la mineralizacién
inducida por el fenantreno (Figura V.1 A) ni en la degradacion del fenantreno (Tabla V.2) en
suelos con 10% p/p de agua.

Por otro lado pudimos determinar que el efecto de la inoculacién sobre la produccién de CO,,
utilizado como indicador de la actividad microbiana, no tuvo relacién con la eliminacion de
fenantreno. La inoculacién con la cepa autéctona 22B produjo un incremento significativo en la
mineralizacion inducida por el fenantreno cuando fue inoculada en los sistemas SN (Figura V.1
A); sin embargo no se observé el correspondiente aumento en la eliminacion del fenantreno
(Tabla V.2). La desecacion de los suelos genera efectos fisiolégicos adversos asociados con la
deshidratacién celular, pero también produce una limitacién en la difusién de los sustratos
suplementados; en condiciones de potenciales hidricos bajos la difusion del sustrato seria el
factor limitante primario para las poblaciones degradadoras de contaminantes (Stark y
Firestone, 1995).

Por otro lado, cuando el estrés hidrico fue parcialmente corregido, los sistemas SR inoculados

con la cepa S. paucimobilis 20006FA produjeron el mayor efecto estimulatorio sobre la
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mineralizacion inducida por el fenantreno (Figura V.1 C), sin embargo mostraron una eliminacién
de fenantreno significativamente menor a la observada en los biometers inoculados con la cepa
22B (Tabla V.2). En consecuencia los valores de CO, determinados en los biometers SR-Sp
fueron mayores que los calculados estequiométricamente de acuerdo a la ecuacion de
mineralizacién del fenantreno (Ecuacién V.1). Este mismo resultados fue observado en os
biometers SR inoculados con las cepas patagénicas 1A, 22A y 36. La no correlacion entre la
produccion de CO, y la eliminacion de fenantreno sugiri6 el consumo de otras fuentes de
carbono provenientes del suelo. La preferencia del indculo por otras fuentes de carbono en vez
del contaminante ha sido descripta por algunos autores como uno de los problemas observados
en los procesos de bioaumento en suelos contaminados (Tyagi y col., 2011). Por lo tanto las
cepas patagonicas 1A, 22A 'y 36 y la cepa Shingomonas paucimobilis 20006FA podrian no ser
tan selectivas en la degradacion del contaminante blanco.

Los biometers SR inoculados con la cepa 22B mostraron un comportamiento diferente, debido a
que la produccion de CO, correspondié estequiométricamente con el fenantreno consumido,
sugiriendo que el CO, proviene exclusivamente del fenantreno adicionado y no de otras fuentes
de carbono presentes en el suelo. En concordancia, los ensayos de crecimiento de la cepa 22B
utilizando como unica fuente de carbono y energia diferentes hidrocarburos (Seccion V.2.A)
mostraron que la cepa no fue capaz de crecer a expensas de hidrocarburos lineales como
hexadecano, pero si en mezclas complejas de hidrocarburos como petréleo y gasoil, utilizando
probablemente los PAH contenidos alli. Se comprobé ademas que 22B posee la ruta de
completa de mineralizacion del fenantreno (Seccion V.2.B).

Estos resultados sugieren que Sphingobium sp. 22B posee la capacidad de mineralizar
especificamente el fenantreno en condiciones subdptimas y por lo tanto fue la cepa indicada
para ser desafiada en ensayos de inoculacién en microcosmos de suelo patagénico
contaminados bajo condiciones semiaridas.

Los ensayos de bioaumento con la cepa 22B en microcosmos de suelo patagonico
cronicamente contaminado y artificialmente contaminado con fenantreno fueron los ensayos a
seguir para comprobar si efectivamente Sphingobium sp. 22B era capaz de mineralizar el
contaminante en condiciones ambientales suboptimas. Por otro lado los ensayos en
microcosmos tuvieron como objetivo estudiar el efecto de la inoculacion de la cepa
Sphingobium sp. 22B sobre la estructura y dinamica de la comunidad microbiana del suelo.
Durante los 85 dias de tratamiento en que los microcosmos F y F+22B fueron mantenidos bajo
la denominada condicién natural (20% WHC) y aun después de que fueran fertilizados (entre
los 86 y 149 dias de tratamiento), no se observé eliminacién de fenantreno (Figura V.7). Esto
confirma los resultados encontrados en los biometers, demostrando claramente que las

condiciones aridas de los suelos patagonicos es el principal factor que limita la biodegradacion
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de fenantreno, y que la inoculacién con una cepa autdctona, caracterizada por su resistencia a
la desecacion, no logra superar el efecto inhibitorio. Vifias y col. (2005) también determinaron
que bajo las mismas condiciones establecidas en éste estudio (20% WHC) se inhibio
fuertemente la biodegradacion de los PAH en un suelo contaminado con creosota. Estos
resultados nos permiten establecer que es condicion necesaria mantener los valores de
humedad por arriba de este limite para que los procesos de biodegradacion ocurran.

El estudio de la estructura y dinamica de la comunidad bacteriana del suelo, a través de los
perfiles de DGGE, nos permitié determinar que bajo las condiciones SN ni la incorporacion del
fenantreno ni la inoculacién con la cepa 22B produjeron cambios drasticos en la diversidad
genética de la comunidad microbiana del suelo (Figura V.5 y Tabla V.4), agrupandose los perfiles
de DGGE de los microcosmos F y F+22B en un mismo subcluster (71,7% de similitud) (Figura
V.14). En concordancia, ademas de la falta de degradacion (Figura V.3), ambos microcosmos
mostraron comportamientos similares en cuanto a la ausencia de respuesta en la actividad
deshidrogenasa (Figura V.4) y en los recuentos bacterianos (Figura V.2). Sin embargo los
perfiles de DGGE sugieren que la cepa 22B fue capaz de establecerse y mantenerse durante por
lo menos 62 dias bajo condiciones de estrés hidrico (Figura V.5). Estos resultados sugieren que
bajo potenciales hidricos bajos, la limitacion en la difusion del fenantreno y el aislamiento
espacial de las poblaciones microbianas, producido por la falta de conectividad acuosa entre las
particulas del suelo (Treves, 2003), podria evitar que el fenantreno y la inoculacion actuen como
presién de seleccién sobre la estructura de la comunidad bacteriana, asi como también estaria
inhibiendo la actividad del microorganismo inoculado y su competencia con la flora autéctona del
suelo.

La bioestimulacion con N y P (SF) produjo cambios drasticos en la composicion de la
comunidad bacteriana del suelo en los microcosmos F y F+22B (Figura V.9), a pesar de no
observarse cambios en la eliminacion del fenantreno (Figura V.7), como tampoco en los
recuentos de las poblaciones cultivables (Figura V.6). Nuevamente se pudo observar en los
perfiles DGGE la permanencia de la banda correspondiente a la cepa inoculada (Figura V.9).
En ambos microcosmos la fertilizacion produjo la disminucién en el indice de diversidad H”
(Tabla V.5) y un leve incremento en la actividad deshidrogenasa (Figura V.8). El impacto sobre
las comunidades bacterianas producido por la bioestimulacion podria ser atribuido al
incremento de la salinidad causado por la adicién de los nutrientes (Braddock y col., 1997;
Rhykerd y col., 1995). En circunstancias de bajo potencial hidrico o baja actividad acuosa en la
matriz del suelo, la incorporacién de sales podria tener una marcada influencia en el potencial
osmotico. La composicién de las comunidades microbianas podrian estar afectadas por la
salinidad debido a que los genotipos microbianos difieren de acuerdo a su tolerancia al estrés

osmotico (Wichern y col.,, 2006). Mas aun, se ha establecido que los mecanismos de
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adaptacion al estrés osmético son energéticamente demandantes, lo que podria explicar el
aumento en la actividad deshidrogenasa, afectando la eficiencia en la utilizacion del carbono
por los microorganismos del suelo (Setia y col., 2011). Por lo tanto, bajo estas condiciones,
serian los cambios en el potencial osmaético, y no la contaminacion con fenantreno ni la
inoculacion, la principal fuerza motriz de los cambios observados en la comunidad microbiana.
Luego de que el contenido de humedad relativa de los microcosmos fue incrementado, a los
150 dias de tratamiento, se observd una rapida eliminacion del fenantreno en ambos
microcosmos (Figura V.11). A los 158 dias de tratamiento la concentracion de fenantreno en el
sistema F+22B fue significativamente menor a la encontrada en el microcosmo sin inocular,
demostrando la efectividad del inoculante bajo condiciones de humedad que todavia resultan
suboptimas (25% WHC). Luego de 200 dias de tratamiento, tanto el microcosmo inoculado
como el no inoculado llegaron a obtener valores de concentracion de fenantreno por debajo de
los permitidos por la Ley Nacional Argentina 24051.

Una observacion importante es que, a pesar de la larga permanencia del fenantreno en los
microcosmos del suelo (149 dias) la biodisponibilidad del mismo no fue afectada, de un modo
irreversible, permitiendo una rapida y total eliminacion del fenantreno (98%) luego de que el
contenido de agua fue incrementado. En el suelo, solamente una pequena fraccién de los
contaminantes organicos se encuentran biodisponibles, mientras que una gran fraccion es
secuestrada, siendo no biodisponible y por lo tanto no degradable, debido a la fuerte interaccion
con la materia organica del suelo o debido a la difusion a escala de nanoporos en los cuales los
microorganismos no tiene acceso (Barriuso y col., 2008). Ma y col. (2012) mostraron que la
proporcion de fenantreno capaz de ser desorbido disminuia de 82% a 65% luego de 150 dias
producida la contaminacién. Sin embargo, el secuestro de PAH esta fuertemente afectado por el
contenido de materia organica, siendo los suelos patagonicos tipicamente pobres en contenido
de materia organica.

El incremento en el potencial de la matriz por la adiciéon de agua, causé un nuevo proceso de
sucesiones en las comunidades del suelo de ambos microcosmos (Figura V.5). En
consecuencia los perfiles de DGGE de los microcosmos F y F+22B bajo la condiciéon SR se
agruparon en un cluster que compartié mas del 58% de similitud con los perfiles de la condicion
SN, siendo marcadamente diferentes a los microcosmos bajo la condicion SF (Figura V.14). La
adicién de agua produjo el aumento en el indice de diversidad H' en ambos microcosmos, con
respecto a los mismos sometidos bajo la condicion SF (Tabla V.5 y V.6). Estos resultados
estarian sugiriendo que los cambios en los perfiles de DGGE causados por la adiciéon de agua
podrian ser parcialmente atribuidos a la reduccion de estrés osmotico generado por la adicién
de nutrientes.

Analizando el cluster superior del dendrograma es posible observar que independientemente
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del tiempo de incubacion, los perfiles de DGGE de los microcosmos F y F+22B bajo la
condicion SR formaron subclusters separados entre si y separados de los respectivos
microcosmos bajo las condiciones SN (Figura V.14). Las diferencias en los perfiles de DGGE
de los microcosmos F y F+22B bajo la condicion SR con respecto a la condicion SN son
claramente visibles en la imagen del gel (Figuras V.5 y V.13). Estos resultados estarian
demostrando que el incremento en el potencial de la matriz aumentd la biodisponibilidad del
fenantreno, evidenciado por su rapida eliminacion (Figura V.11), la cual fue acompafada por el
incremento en el niumero de bacterias heterotrofas cultivables (Figura V.10); permitiendo al
mismo tiempo que el fenantreno (en el microcosmos F y F+22B) y la inoculacién (en el
microcosmos F+22B) generen cambios selectivos en la estructura de la comunidad bacteriana
del suelo. En consecuencia, los microcosmos F y F+22B mostraron comunidades microbianas
notablemente diferentes a nivel de estructura genética (Figura V.13) y actividad deshidrogenasa
(Figura V.12).

Un resultado importante es que, a pesar de las limitaciones observadas en la extraccion de
DNA y la amplificacion por PCR en muestras ambientales (de Araujo y Schneider, 2008) y de
las correspondientes a la electroforesis DGGE (como la co-migracion de secuencias diferentes
de DNA), hemos demostrado que el estudio de comunidades microbianas a través de los
perfiles de DGGE resulta una herramienta valida para evaluar el efecto del inoculante sobre la
dinamica bacteriana del suelo. Se ha demostrado que a pesar de que la alta abundancia del
inoculante puede ser considerado como una posible causa de disturbio en los perfiles de
DGGE (Gomes y col., 2005; Coppotelli y col., 2008), éste método nos ha permitido mostrar
claras diferencias entre los perfiles de las comunidades bacterianas del suelo donde el
inoculante se ha establecido bajo condiciones no competitivas (microcosmos F+22B bajo la
condicion NS) y aquellos en que la inoculacion ha producido cambios selectivos en la
estructura de la comunidad microbiana del suelo (microcosmos F+22B bajo la condicion SR).
Los resultados de ésta parte del trabajo de tesis mostraron que las condiciones tipicas de
desecacion de los suelos de la Patagonia semiarida (por debajo del 20% de WHC), limitan
drasticamente el proceso de biodegradacion de PAH, y que ni la bioestimulacién ni la estrategia
ABA utilizando una cepa degradadora de PAH seleccionada por su resistencia al estrés hidrico,
superan las limitaciones del suelo de la Patagonia semiarida. Cuando el contenido de agua del
suelo se incrementa (25% WHC) la estrategia ABA genera un efecto estimulatorio inicial en la

biodegradacion del fenantreno.
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VI. Estudio de las respuestas fisiolégicas y moleculares de Sphingobium
sp. 22B frente a diferentes estreses ambientales

Este capitulo del trabajo se enfoca principalmente en el estudio de los mecanismos que posee
la cepa 22B para resistir las condiciones ambientales caracteristicas de zonas semidesérticas
como la Patagonia Central. La alta resistencia a la desecacion, al déficit de carbono y
nitrégeno, encontradas en la cepa patagénica 22B (Secciones IV.3.B.B, 1V.3.C, IV.3.D) genero
la inquietud de conocer los factores o propiedades que le permiten a éste microorganismo
sobrevivir y mantenerse activo en regiones semiaridas y con suelos pobres en contenidos de
nutrientes.

Debido a los resultados que se obtuvieron en los ensayos de resistencia al déficit de carbono y
nitrégeno, junto con la busqueda bibliografica, se podria suponer que 22B es capaz de
acumular compuestos de reserva tales como polihidroxibutirato (PHB) y glucégeno, y que en
situaciones de estrés ambiental, esta capacidad podria darle ventajas para resistir en el
ambiente.

Para poder comprobar las hipétesis planteadas se realizaron una serie de estudios fisiolégicos,
estructurales y moleculares en la cepa 22B, bajo diferentes condiciones de estrés.

Se analizé la respuesta de las células al cultivo en medios con un alto indice de
Carbono/Nitrogeno con el fin de analizar la capacidad de la cepa 22B de acumular compuestos
de reserva. En el afo 1958, Macrae y Wilkinson reportaron que el contenido de PHB
acumulado en Bacillus megaterium se incrementaba a indices crecientes de Carbono/Nitrégeno
(Macrae y Wilkinson, 1958). Similares resultados se han reportado para otros microorganismos,
los cuales sintetizan y acumulan PHB o glucégeno en presencia de un exceso de la fuente
carbono y un déficit de la fuente de nitrégeno, mientras que el crecimiento y la replicacion
celular se ven disminuidos (Sudesh y col., 2000). La degradacion del PHB o glucégeno
acumulados le permitirian a las células mantener su metabolismo activo bajo condiciones
desbalanceadas de crecimiento y la obtencién de energia enddégena para su adaptacion y
supervivencia bajo las condiciones fluctuantes del ambiente.

Ademas, se realizo el estudio del proteoma de 22B durante su incubacién bajo condiciones de
desecacion, por ser este uno de los factores criticos en los ambientes semiaridos de la
Patagonia, con el fin de identificar la expresion diferencial de proteinas relacionadas con la
respuesta de las células a este estrés ambiental. Este estudio fue complementado con ensayos
de recuentos de bacterias viables, microscopia electrénica y Optica y analisis del contenido de

PHB y glucégeno.
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V1.1 Analisis de la presencia de genes involucrados en la acumulacién de
sustancias de reserva en bacterias de la familia Sphingomonadaceae

En primer lugar se realizd un analisis bioinformatico preliminar con una base de datos
internacional (http://www.ncbi.nim.nih.gov/), con el fin de detectar genes relacionados con la
biosintesis y acumulacion de compuestos intracelulares de reserva como triacilglicéridos (TAG),
ceras, glucégeno, polifosfatos y polihidroxialcanoatos (PHA) en diferentes proyectos gendmicos
de la familia de las Sphingomonas (Sphingomonas wittichii, Sphingopyxis alaskensis y
Sphingomonas SKA58, Sphingobium japonicum UT26), géneros filogenéticamente
relacionados con la cepa 22B.

No se encontraron genes relacionados con la acumulaciéon de TAG y ceras (genes cera
sintasa/diacilglicerol aciltransferasa, WS/DGAT) en ninguno de los genomas analizados,
aunque si genes putativos potencialmente involucrados en la biosintesis y acumulacién de
polifosfatos, glucogeno y PHA. El analisis bioinformatico preliminar fue util para enfocar
posteriormente los ensayos experimentales de acumulacion de PHA y glucogeno, potenciales

sustancias de reserva de carbono y energia enddgena en las células de la cepa 22B.

V1.2 Estudio sobre la capacidad de la cepa 22B para acumular compuestos de
reserva
Medida de DO y Recuentos en placa

| |
| |
0h 72h

22B en 22B en MML con 0,1g/l N y 1% Glucosa
caldo R3 1
24 h
Microscopia optica Microscopia éptica Microscopia 6ptica
Contenido de PHB Contenido de PHB Contenido de PHB
Contenido de Glucégeno Contenido de Gluctgeno Contenido de Glucogeno

Figura VI.1: Esquema del ensayo de cultivo de la cepa 22B utilizando el medio MML con déficit de

nitrégeno y 1% de Glucosa.

Se estudid la cinética de crecimiento de 22B en un medio con alto indice Carbono/Nitrégeno
(100/1) mediante mediciones de DO a 600nm y recuentos en placa durante 72 h. La Figura VI.1
muestra el esquema de trabajo utilizado. Los resultados de la curva de crecimiento de 22B se

muestran en la Figura VI.2.
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Al analizar los resultados de la curva de crecimiento de 22B se observd un incremento
relativamente constante en el log DO a 600nm durante casi todo el tiempo del ensayo (Figura
VI.2 B). La curva del recuento de viables, a diferencia de la obtenida por medicion de DO a
600nm, registré un aumento en el numero de ufc hasta las primeras 24 h (fase exponencial),
seguido de una meseta de la curva que indica el ingreso del cultivo a la fase estacionaria de
crecimiento (Figura VI. 2 A). Estos resultados sugieren que el incremento en la DO a 600nm
luego de las 24 h de cultivo no se deberia al crecimiento del nimero de células, sino al

aumento del volumen celular debido a la posible acumulacién de algin compuesto de reserva.
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Figura VI.2: Cinética de crecimiento de 22B en MML con 0,1g/l de (SO4).NH,4 y 1% de Glucosa durante
60 horas. A: Recuentos por ufc/ml. B: Medida de la DO a 600nm.

Con el objetivo de analizar la capacidad de 22B de acumular PHB y/o glucégeno en presencia
de un exceso de la fuente de carbono y un déficit de la fuente de nitrégeno, se tomaron
muestras de células a diferentes tiempos de incubacion (0, 24 y 72 h) y se realizaron estudios
morfoloégicos y analiticos. En primer lugar, se realizaron tinciones de las células con Sudan
Black B para observar por microscopia 6ptica con el fin de detectar inclusiones intracelulares
de caracteristicas lipidicas.

Las imagenes obtenidas de la tincion con Sudan Black B mediante microscopia optica se
muestran en la Figura VI.3, donde se observaron células tefiidas de rosa al inicio del
experimento (safranina), mientras que a partir de las 24 h las células aparecieron tefidas de

color violeta-negro indicando la presencia de granulos hidrofébicos (Burdon, 1946).
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Figura VI. 3: Tinciones con Sudan Black B de la cepa 22B crecidas en MML con 1g/l de (SO4).NH; y 1%
de Glucosa al inicio del experimento (A), alas 24 h (B) yalos 72 h (C).

Posteriormente, se identificd la presencia de PHB en las células de 22B a través de analisis de
cromatografia gaseosa utilizando estandares del compuesto. Este analisis demostré que
Sphingobium sp. 22B fue capaz de acumular cantidades significativas de PHB durante su
cultivo en condiciones de déficit de fuente de nitrégeno y en presencia de un exceso de fuente
de carbono (Tabla VI.1). El contenido maximo de PHB en este ensayo se alcanzé al inicio de la
fase estacionaria de crecimiento (44,9% de PHB por peso seco celular), lo cual se correlaciona
con el incremento en la DO a 600nm observado en el cultivo celular (Tabla VI.1 y Figura VI.1).
En etapas tardias del cultivo se observd una cierta movilizacion de los lipidos acumulados por

las células previamente (Tabla VI.1).

Tabla VI. 1: Contenido de PHB en la cepa 22B a las 0, 24 y 72 horas creciendo en 0,1 g/l de SO4(NH,), y

1% de Glucosa.

Tiempo de incubacion (h) Contenido de PHB (%, PSC)
0 1,7
24 44,9
72 26,1

Por otro lado, se analizd la capacidad de la cepa 22B de sintetizar glucogeno a partir de
glucosa como unica fuente de carbono. Los resultados obtenidos mediante el analisis en
cromatografia en papel demostraron que Sphingobium sp. 22B fue capaz de producir
glucoégeno a partir de glucosa en las condiciones de cultivo utilizadas (Figura VI.4). Segun la
cromatografia semicuantitativa en papel realizada, la muestra tomada a las 24 h presenté el

mayor contenido de glucégeno en las células (Figura VI.4). La cuantificacion del contenido de
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glucogeno de la muestra de 24 h mediante un método enzimatico (Seccién 111.18) fue de
4,7611,41 %, PSC.

Los resultados demostraron que Sphingobium sp. 22B posee la capacidad de sintetizar al
menos dos tipos de compuestos de reserva de carbono y energia endégena, como son el PHB

y el glucogeno.

Figura VI1.4: Cromatografia en papel del glucdégeno extraido a partir de
pellets liofilizados de la cepa 22B crecida en MML con 0,1g/l de
(SO4)NH; y 1% de glucosa a las 0, 24 y 72 h. S: estandar de

glucégeno 1mg/ml.

\
|

V1.3 Estudio sobre la capacidad de la cepa 22B de movilizar el PHB y glucégeno
acumulados

Medida de DO y Recuentos en placa Medida de DO y Recuentos en placa
I ! [ !
= 5 & &
» ————— D ——t _——
22B en MML con 0,1g/l (SOs):NHs  Cambio del 22B en MML con 1% de (SO4)2NHa y sin fuente de carbono
y 1% Glucosa medio de cultivo l l l
48 h 72h 150 h

Microscopia dptica Microscopia dptica Microscopia dptica

Contenido de PHB Contenido de PHB Contenido de PHB
Contenido de Glucégeno Contenido de Glucdgeno Contenido de Glucégeno

Figura VI1.5: Esquema general del ensayo de movilizacién de sustancias de reserva de 22B en ausencia

de la fuente de carbono.

137



Capitulo VI

Estudio de las respuestas fisiolégicas y
moleculares de Sphingobium sp. 22B a diferentes estreses ambientales de Patagonia semiarida

Con el objetivo de determinar si Sphingobium sp. 22B era capaz de degradar PHB y/o
glucoégeno en condiciones de déficit de carbono, como frecuentemente ocurre en el ambiente,
se realiz6 el ensayo mostrado en la Figura VI.5. Se incluyd en el mismo el pre-cultivo de 22B
durante 48 h en condiciones de acumulacion de compuestos de reserva. EI comportamiento de
la cepa durante el ensayo se determind mediante la tincion especifica de compuestos
hidrofébicos con el colorante Sudan Black B, recuentos de viables (ufc/ml), medidas de DO a
600nm y variacion en el contenido de PHB y glucdgeno a las 48, 72 y 150 h de iniciado el

experimento (Figura VI.5).

Los resultados de la variacion en el numero de ufc/ml y en la DO a 600nm del cultivo a lo largo
del ensayo se observan en la Figura VI.6.
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Figura VI.6: Cinética de crecimiento de 22B en MML 0,1g/l de nitrégeno y 1% de Glucosa hasta las 48 h

(pre-cultivo) seguida de la resuspension de 22B en MML con 1% de nitrdgeno y ausencia de fuente de

carbono por 150 h.
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En general, el recuento de viables y la DO a 600nm se incrementaron durante el pre-cultivo de
las células en medio mineral con un exceso de la fuente de carbono y déficit de la fuente de
nitrdgeno, mientras que ambos parametros se mantuvieron o disminuyeron luego de la
resuspension de las células en ausencia de la fuente de carbono (Figura VI.6).

En la Figura V1.7 se muestran las tinciones con Sudan Black B realizadas a las 48, 72 y 150 h
de iniciado el experimento. Las imagenes obtenidas muestran la disminucion en el tamafo y
cantidad de células tefiidas de violeta a medida que aumenta el tiempo de incubacién en

ausencia de fuente de carbono.

Figura VL.7: Imagenes de microscopio optico de células tefiidas con Sudan Black B durante su

incubacion en ausencia de la fuente de carbono. (A): 48 h, (B): 72 hy (C):150 h

La Figura VI.8 muestra el analisis semicuantitativo del contenido de glucégeno extraido
mediante hidrdlisis alcalina. Se observa una clara disminucion del contenido de glucdégeno
comparando la muestra obtenida a las 150 h de incubacién con la obtenida a las 48 h, lo cual
sugiere una movilizacién del glucégeno celular durante la incubacion del microorganismo en
ausencia de la fuente de carbono. Por otro lado, también se observé la degradacién de PHB en
las células bajo estas condiciones, llegando casi al 90% de degradacion luego de 150 h de
cultivo (Tabla VI.2).

Los resultados expuestos demuestran la capacidad de la cepa 22B de movilizar el PHB vy
glucogeno durante el cultivo de las células en ausencia de la fuente de carbono, lo cual sugiere
que estos compuestos podrian servir de fuente endégena de carbono y energia en ausencia de

nutrientes externos.
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Tabla VI.2: Contenido de PHB en la cepa 22B a las 48, 72 y 150 h de exposicion en un medio con

ausencia total de la fuente de carbono.

Tiempo de incubacién (h)

Contenido de PHB (% de PSC)

48 16,7
72 13,5
150 1,5
Figura VI.8: Cromatografia en papel del glucégeno extraido a partir
to t1 t5 s g g pap g g p

de células incubadas en ausencia de la fuente de carbono. to: 48 h,

t1: 72 h, t5: 150 h. S: estandar de glucégeno 1mg/ml.
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V1.4 Respuestas fisiolégicas y moleculares (Proteoma) de la cepa 22B a la
desecacion ambiente

Cinética de crecimiento de 228 en 0,19/ de N y 1% de Glucosa
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*
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20 ml por filtro —— Loc g a
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22Ben R3 22B en MML
y 1% Glucosa l

Filtros de 0,45 pym con células en su superficie

E B E

l | l l

Células en Células en Células en Control: Células crecidas
100%HR 4 dias desecacion 4 dias desecacion 10 h en MML con 0,1 g/l
de Ny 1% de C*

QE @= a= E

Proteoma 1D y 2D pH4-7 Proteoma 1D y 2D pH 4-7 Proteoma 1D y 2D pH 4-7 Proteoma 1D y 2D pH 4-7
Agua perdida Agua perdida Agua perdida Agua perdida
Supervivencia Supervivencia Supervivencia Supervivencia
Microscopia optica Microscopia optica Microscopia optica Microscopia optica
Microscopia electrénica Microscopia electrénica Microscopia electronica Microscopia electrénica
Contenido de PHB Contenido de PHB Contenido de PHB Contenido de PHB
Contenido de Glucégeno Contenido de Glucégeno Contenido de Glucdgeno Contenido de Glucégeno

* La condicién Control corresponde a células crecidas en MML con 0,1g/l N y 1% Glucosa por 48 h, filtradas y resuspendidas inmediatemente en SF

Figura V1.9: Esquema general del ensayo de la respuesta de 22B a las condiciones de desecacion.
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Este ensayo tuvo como objetivo analizar de manera integral la respuesta de 22B frente a las
condiciones de desecacién, por ser este uno de los factores criticos en los suelos de la
Patagonia semiarida. La cepa 22B se pre-cultivd en condiciones de acumulacion de los
compuestos de reserva y luego de 48 h las células se colocaron por filtracion sobre un filtro de
nitrato de celulosa (Figura VI.9). Los filtros con las células fueron sometidos a las siguientes
condiciones de estrés:

e Condicion desecacion 10 h: Los filtros se incubaron en un desecador con 18% HR por
10 h.

¢ Condicion desecacion 4 dias: Los filtros se incubaron en un desecador con 18% HR por
4 dias.

e Condicion humeda: Los filtros se incubaron en un recipiente con 100% HR durante 4
dias. Debido a que las células colocadas sobre los filtros durante 10 h y 4 dias sufren
estrés por falta de nutrientes, se incluyé en los ensayos la condicion humeda con el
objetivo de diferenciar la respuesta propia del estrés hidrico con aquella relacionada al
déficit de nutrientes.

Con el fin de determinar el porcentaje de agua eliminada por evaporacion y el porcentaje de
supervivencia de las células en cada condicion, se realizaron ensayos gravimétricos y de
recuentos en placa. Se tomaron muestras de las células sometidas a las condiciones de
desecacion por 4 dias y condicion humeda para analizar sus cambios morfolégicos mediante
microscopio electronico de transmision y microscopia optica luego de tincién con Sudan Black
B. Se estudié ademas la variacion en el contenido de PHB y de glucégeno intracelular para las
mismas condiciones antes nombradas. Los resultados fueron comparados con los obtenidos a
partir de células colocadas en filtros y resuspendidas inmediatamente sin someterlas a ninguna
condicion de estrés (Control).

La Tabla VI.3 muestra los porcentajes de agua eliminada por evaporacion y supervivencia de
22B en las condiciones de desecacion y en la condicion humeda (100% HR). Si bien la pérdida
de agua fue significativa luego de 10 h y 4 dias de incubacién bajo desecacion (94-96% con
respecto al inicio del experimento), las células mostraron una gran capacidad de supervivencia
bajo estas condiciones extremas (entre 80 a 96% con respecto al inicio del experimento). Este
resultado estuvo en concordancia con los obtenidos en el ensayo de resistencia al estrés
hidrico comentado en el capitulo IV de Resultados (Seccion 1V.3.B), donde 22B fue la cepa mas
resistente a la desecacién (82,2%+2,3) de todos los microorganismos testeados. Se observo
una pérdida de agua significativa (58,8% % 5,1) en el ensayo de la condicion humeda, por lo
que se considerd que los mecanismos de respuesta a la desecacion en la cepa 22B podrian

estar también activados bajo ésta condicion.
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Tabla VI.3: Porcentaje de agua perdida y porcentaje de supervivencia de 22B bajo las condiciones de
desecacion por 10 h y 4 dias, y la condicién humeda (100% HR)

Condiciones Porcentaje de agua perdida Porcentaje de supervivencia
Desecacion 10 h 96,0+1,6 96,8+1,8
Desecacion 4 dias 93,810,1 80,6+2,6
Humeda 58,815, 1 99,2+0,45

Se tomo6 como 100% aquel valor obtenido en el control.

La Figura VI.10 muestra las imagenes obtenidas a partir de los preparados teiidos con Sudan
Black B observados al microscopio éptico. Se observoé en todos los casos la presencia de

compuestos hidrofébicos, evidenciados por la coloracion violeta de las células.

Figura V1.10: Imagenes obtenidas al microscopio éptico a partir de la tincion con Sudan Black B de la

cepa 22B sometida a (B): Condicion de Desecacion por 4 dias. (C): Condiciéon Himeda. (A): Control:
células crecidas en MML con 0,1g/l de nitrégeno y 1% de glucosa por 48 h, filtradas y resuspendidas

inmediatamente sin someterlas a ninguna condicién de estrés.

Por otro lado, se analizaron las células mediante microscopia electronica de transmision (MET)
(corte ultra-delgado) a fin de detectar cambios morfolégicos generados por el tratamiento de
desecacion. En estos estudios se encontraron algunas evidencias de la presencia de un EPS
como respuesta a los cambios de humedad en el ambiente por parte de las células de la cepa
22B. En la Figura VI.11 se observo la presencia de una mayor proporcién de un material
extracelular con diferente electrodensidad en las células sometidas a 4 dias de desecacion en
comparacion con el control. Algunos autores han reportado que los EPS poseen éstas
caracteristicas cuando son observados al MET (Clark y col., 2007). No se observo la presencia

de éste material de diferente electrodensidad en las células de la condicion humeda. En la
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Figura VI.12 de observacion directa al MET se muestra la presencia de un material externo a
las células principalmente bajo condiciones de desecacion (flechas amarillas) y en menor
medida en la condicién humeda (flechas verdes), a diferencia de las células crecidas en el
ensayo control y en un medio rico como el caldo R3 (Figura VI.13).

Otro de los cambios morfologicos evidentes en las muestras fue la presencia diferencial de
granulos intracitoplasmaticos en la condicién control y luego de 4 dias bajo desecacion, en
comparacion con las células de la condicién humeda. En los estudios microscépicos se observd
ademas que las células de las condiciones desecacién y control (Figura VI.11) contenian
granulos de mayor tamafo (posiblemente granulos de PHB) que las células sometidas a la
condicion humeda.

Con el fin de correlacionar lo observado con los analisis de microscopia optica y electrénica, se
realizaron analisis cuantitativos del contenido de PHB y glucogeno bajo las condiciones
estudiadas. Los resultados obtenidos en la cuantificacion de glucdgeno intracelular y PHB para
las condiciones de desecacion por 4 dias y condicion humeda se muestran en la Tabla VI.4.
Durante la incubacion de la cepa 22B bajo la condicion humeda, las células degradaron
aproximadamente un 50% del PHB y del glucogeno acumulados previamente (Tabla VI.4). Sin
embargo, cuando las células se incubaron bajo condiciones de desecacion durante 4 dias, solo
el glucégeno fue movilizado en proporciones significativas (aproximadamente 77% con
respecto al contenido inicial), mientras que no se observaron variaciones en el contenido de
PHB (Tabla VI.4).
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Figura VI.11: Imagenes de MET de cortes ultrafinos de la cepa 22B sometida a las condicion humeda y
desecacion durante 4 dias. Control: células crecidas en MML con 0,1g/l de nitrégeno y 1% de glucosa

por 48 h, filtradas y resuspendidas inmediatamente sin someterlas a ninguna condicion de estrés.
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Figura VI.12: Imagenes de MET directas de la cepa 22B sometida a las condiciones humeda y
desecacion durante 4 dias. Control: células crecidas en MML con 0,1g/l de nitrégeno y 1% de glucosa
por 48 h, filtradas y resuspendidas inmediatamente sin someterlas a ninguna condicién de estrés.
Flechas verdes y amarillas: indican la presencia de una sustancia externa a las células (probablemente

EPS). Las células no fueron contrastadas con metal pesado debido a su alta electrodensidad.
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Figura VI.13: Imagenes de MET de la cepa 22B creciendo en caldo R3. Las células no fueron

contrastadas con metal pesado debido a su alta electrodensidad.

Tabla VI.4: Contenido porcentual de glucégeno y PHB en 22B sometida a las condiciones de desecacion

por 4 dias y humeda

Condiciones Porcentaje de PHB Porcentaje de Glucégeno
Control (*) 44,9+6,4 4,31+1,26
Condicién Himeda 22,1£15,9 2,096+0,47
Condicion Desecacion 4 dias 45,7+28,4 0,9910,40

(*) Control: Muestra el contenido de PHB y de glucdgeno al inicio del ensayo, previo al tratamiento de

desecacion y de la condiciéon himeda

El estudio sobre las respuestas de la cepa 22B a la desecacién se complementé con un
analisis del proteoma para evaluar la expresion diferencial de la fraccion de proteinas solubles
en las diferentes condiciones mencionadas (desecacion por 10 h y 4 dias, y condicion
himeda). Se realizé la extraccion de las proteinas solubles para todas las condiciones y los
extractos proteicos obtenidos fueron analizados mediante electroforesis en geles SDS-PAGE vy
electroforesis bidimensionales (isoelectro-enfoque a pH 4-7). Los patrones de expresion de las
proteinas en cada condicidon fueron comparados con el obtenido a partir de células que no
fueron sometidas a ninguna condicion de estrés (control). En la Figura VI.14 se muestra el perfil
obtenido con SDS-PAGE para las condiciones de desecacion 10 h y 4 dias, humeda y control.
Sorprendentemente no se observaron diferencias notorias en el perfil de proteinas obtenidos

para las cuatro condiciones investigadas.
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Control

Desecacion 4 dias

C. Himeda

Desecacion 10 h

Figura VI.14: SDS-PAGE 12% Acril-bisacrilamida obtenido a partir de los extractos de proteinas solubles

de la condicién de desecacion 10 h y 4 dias, la condiciéon humeda y el control.

Los resultados de los geles bidimensionales obtenidos a partir de las proteinas solubles para
cada condicion se muestran en las Figura VI.15. Este analisis de la expresién de proteinas
solubles en Sphingobium sp. 22B permitié evidenciar algunas diferencias entre las condiciones
de incubacion de las células utilizadas, aunque no se observd en general un gran niumero de
cambios.

En el estudio se detectaron cuatro proteinas con expresiones diferenciadas al comparar las
distintas condiciones: las proteinas identificadas con la letra A, B y D se sobreexpresaron en
todas las condiciones ensayadas (desecacion por 10 h, 4 dias y humeda) comparadas con la
muestra control. En el caso de las proteinas B y D, la mayor expresion se observd en la
condicion de desecacion por 10 h (Figura VI.15). La proteina denominada C se encontro
expresada principalmente en la muestra de desecacion por 4 dias.

Las proteinas A, B, C y D fueron extraidas del gel de desecacion por 4 dias y secuenciadas
mediante espectrometria de masa. Se secuenciaron ademas las proteinas B y D
correspondientes al gel de la muestra control con el fin de establecer que la identidad de los
mismas coincidiera con las obtenidas a partir del gel de desecacién por 4 dias.

El analisis de espectrometria de masas reveld las identidades de las proteinas seleccionadas
en las diferentes condiciones del ensayo. La proteina A sobreexpresada en todas las
condiciones ensayadas al comparar con el gel control, correspondié a una proteina de peso
molecular 40.391 Da y present6 una identidad del 30% con una acetil-CoA C-acetil transferasa
(AftoB) del microorganismo Sphingobium japonicum UT26S. Esta enzima podria estar
involucrada en el metabolismo del polihidroxibutirato (PHB).

El spot B sobreexpresado en las condiciones de desecacién y humeda, aunque en mayor
medida en la condicién de desecacién por 10 h, correspondié a una proteina de peso molecular
36.651 Da y pl 5,98, la cual presentd 41% de identidad con la proteina hipotética SJA_C1-
23830 de Sphingobium japonicum UT26S. Realizando alineamientos de la secuencia de
SJA C1-23830 en bases de datos del NCBI se encontré que la misma posee un 60% de

identidad con una proteina inducible sensora de la osmolaridad en una bacteria marina

148



Capitulo VI Estudio de las respuestas fisiologicas y
moleculares de Sphingobium sp. 22B a diferentes estreses ambientales de Patagonia semiarida

(Oceanicola granulosus HTCC2516 NCBI Reference Sequence: ZP_01157004.1) (Cho y
Giovannoni, 2004) y un 30% de identidad con una proteina rica en glicina de Ramlibacter
tataouinensis TTB310 (NCBI Reference Sequence: YP_004618397.1), la cual estaria
involucrada en la respuesta al estrés en este microorganismo (Heulin y col., 2003).

El analisis bioinformatico de la proteina C sobreexpresada en el gel de desecacién por 4 dias,
mostrd identidad con una enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de Sphingobium
Jjaponicum UT26S, de PM 35.768 Da y pl de 6,08, involucrada probablemente en el
metabolismo de los carbohidratos. Esta enzima podria estar participando en la biosintesis de un
soluto compatible o una sustancia polimérica extracelular (EPS) en condiciones de desecacion.
La proteina D, expresada mayoritariamente en la condicion de desecacion por 10 h, y en menor
medida en los geles de desecacion por 4 dias y de condicion humeda, formaria parte de la
familia de la “OOP-family proteins”. Se postula que este tipo de proteinas forman canales en la
membrana externa de las bacterias Gram negativo para el transporte de solutos de bajo peso
molecular y su expresion se encontraria relacionada con la respuesta al estrés en ciertas
bacterias (Wang 2002). En la Tabla VI.5 se resume las principales caracteristicas de las

proteinas analizadas.

Tabla VI.5: Caracteristicas de las Proteinas A, B, C y D expresadas diferencialmente durante los

ensayos de desecacion e identificadas mediante espectrometria de masa.

PM
Spot|Alinea con |Organismo Nombre PI P 1 %
(Da)
A 0i[294011684 | Sphingobium 40.391 |acetyl-CoA C-acetyltransferase |--- 131 |30
Japonicum UT26S
i Sphingobium ) hypothetical protein SJA_C1-
B gi|294012369 | Sphing 36.651 |hyp p _ 598 [110 |41
Japonicum UT26S 23830. DUF2171 superfamily
11294011296 | Sphingobium 35.768 |glyceraldehyde-3-phosphate
c |9 phing 9 yaers-phosp 6,08 [100 |37
Japonicum UT26S dehydrogenase
[ Sphingobium -fami i
D gi|294011226 | Sphing 37.557 | OOP-family protein 458 |92 |26
Japonicum UT26S

PI: punto isoeléctrico. PM: Masa Nominal. P: Puntaje. 1%: Identidad porcentual
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pm  Condicion de desecacion por 10hs pm Condicion de desecacion por 4 dias

Control Condicion Himeda

Figura V1.15: Geles bidimensionales de poliacrilamida al 12% (isoelectroenfoque en un gradiente pH 4-7
y SDS-PAGE) obtenidos a partir del extracto de proteinas soluble de células de 22B sometidas a las
condiciones de desecacion por 10 h y 4 dias, y partir de la condicién humeda. Los geles de las
condiciones fueron comparados con el obtenido a partir del extracto de proteinas solubles de la cepa 22B
sin someterla a condicién de estrés (Control). Los circulos de colores y las letras indican las proteinas
que fueron extraidas de los geles y analizadas por espectrometria de masas. PM: patron de peso

molecular.
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V1.5 Discusién

La cepa autdctona Sphingobium sp. 22B es un microrganismo Gram negativo, movil y no
esporulado, que fue aislado de una muestra de suelo de la Patagonia semiarida. En los
ensayos experimentales realizados en el Capitulo V se demostré que esta cepa fue capaz de
persistir largos periodos de tiempo en el suelo luego de su inoculacién durante los procesos de
bioaumento. Adicionalmente, en ensayos experimentales de los Capitulos IV y VI demostrd
poseer una gran tolerancia a la desecacion, el cual es uno de los principales factores
ambientales de la region patagénica donde fue aislada. Todo lo expuesto, sugiere que la cepa
22B posee mecanismos celulares que le permiten sobrevivir y mantener su actividad bajo las
condiciones ambientales fluctuantes tipicas de la Patagonia semiarida. La capacidad de
adaptarse exitosamente a las condiciones del ambiente que se quiere biorremediar es uno de
los requerimientos que debe cumplir una cepa bacteriana que se utilice como in6culo de
biodegradacion, ademas de su habilidad para degradar los hidrocarburos contaminantes. Uno
de los objetivos del presente trabajo fue investigar la presencia de algunos mecanismos o
procesos que permitan explicar, al menos en parte, la tolerancia de la cepa 22B a los
principales factores ambientales de la Patagonia semiarida. En este contexto, uno de los
aspectos investigados fue la respuesta de las células a la presencia de un déficit de la fuente
de nitrégeno y un exceso de la fuente de carbono. Una situacion similar se podria generar
luego de un derrame de hidrocarburos sobre los suelos pobres en nitrogeno de la region
patagonica. Los ensayos realizados demostraron que la cepa Sphingobium sp. 22B fue capaz
de mantenerse activa bajo estas condiciones (Figura IV.12, 1V.13), y de acumular compuestos
de reserva, tales como los polihidroxibutirato (PHB) y glucégeno (Tabla VI.1, Figura VI.4). La
sintesis y acumulacion de polihidroxialcanoatos (PHA) en condiciones desbalanceadas de
nutrientes es una propiedad ampliamente distribuida en procariotas, habiéndose reportado en
numerosos géneros de bacterias Gram negativo como Azotobacter (Page y col., 1993),
Comamonas (Lee y col., 2004), Pseudomonas (Bertrand y col., 1990), Ralstonia (Nurbas y col.,
2004), Vibrio (Chien y col., 2007), y Sphingopyxis (Godoy y col., 2003), entre otros. En un
trabajo previo se reportd la capacidad de acumular PHA en porcentajes que variaron entre un
2,9 a 70,2% (p/p) en bacterias relacionadas con el género Sphingomonas, como Sphingopyxis
chilensis sp. S37T, Sphingomonas adhaesiva, Sphingopyxis macrogoltabida y Sphingomonas
alaskensis, durante el cultivo de las células en medio mineral MML conteniendo 0,05% de (p/v)
de NH,Cly 0,1 M (1,8%) de glucosa (Godoy y col., 2003).

Por otro lado, este seria el primer trabajo donde se demuestra la produccion de glucégeno en
una bacteria del género Sphingobium, ya que segun nuestro conocimiento no existen reportes

previos sobre la produccién de glucéogeno en bacterias relacionadas con el género
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Sphingomonas. En estudios anteriores se habia sugerido que este tipo de microorganismos
podrian tener la capacidad de producir glucégeno. En estos trabajos, se observé que ciertos
tratamientos de aguas residuales no habian sido exitosos en la remocién biolégica de fésforo
(EBPR) debido a la proliferacion no deseada de organismos acumuladores de glucdgeno
(GAOs) (Crocetti y col., 2002; Burow y col., 2007). En este contexto, Beer y colaboradores
(2004) reportaron que los miembros del género Sphingomonas estaban presentes en gran
numero dentro de comunidades de las a-Proteobacteria con escasa capacidad de eliminacién
de fésforo y que la biomasa de microorganismos GAOs obtenida tenia un alto contenido de
glucégeno (17%, p/p).

En el presente trabajo se demostro que la cepa autoctona 22B fue capaz de movilizar el PHB y
el glucogeno acumulados cuando las células fueron cultivadas en medios con déficit de la
fuente de carbono (Tabla VI.2; Figura VI.8). Estos compuestos son probablemente utilizados
como una fuente de energia enddogena durante periodos de escasez de carbono externo, pero
también como una fuente de carbono interno para la produccion de precursores metabolicos
necesarios para la adaptacion al ambiente. Esta propiedad podria representar una ventaja
selectiva para el microorganismo en el ambiente, ya que le permitiria independizarse por
periodos de tiempo variables del medio externo cuando las condiciones no son propicias para
su desarrollo y mantener su actividad metabdlica bajo condiciones nutricionales fluctuantes. En
este sentido, Liang y col. (2011) reportaron que la cepa Sphingobium scionense sp. WPO1T,
aislada de suelo contaminado con petréleo, fue capaz de sintetizar PHB a partir de bifenilo y
naftaleno bajo condiciones limitantes de nitrégeno y sugirieron que en un proceso de
bioaumento el precultivo del indculo en condiciones de acumulacion de PHA podria incrementar
la sobrevida y eficiencia en la degradacién del petréleo durante el proceso. Otros autores
también han relacionado la acumulacion de PHA en diferentes microorganismos como
Pseudomonas (Ayub y col., 2004), Spirillum (Matin, 1979), Bacillus y Alcaligenes (Lépez y col.,
1995) con la capacidad de sobrevivir y tolerar condiciones ambientales desfavorables. Ayub y
col. (2004) han estudiado la tolerancia a estreses ambientales en el microorganismo
Pseudomonas sp. 14-3, el cual fue aislado de la Antartida y posee la capacidad de acumular
PHB a partir de octanoato. Se analizé la tolerancia al estrés en células de Pseudomonas sp.
14-3 con y sin acumulacién de PHB, encontrando mayor resistencia en las cepas que
presentaban en su interior el compuesto de reserva. Tribelli y col., (2011) también reportaron
que la acumulacion de PHB en Pseudomonas extremaustralis incremento la motilidad y la
supervivencia de las células plancténicas en los biofilms producidos bajo condiciones de bajas
temperaturas. Por lo expuesto, se sugiere que la capacidad de acumular y movilizar PHB y
glucogeno por parte de la cepa patagonica 22B, podria ser uno de los factores que le permite a

las células sobrevivir y persistir en un ambiente extremo como el de la Patagonia semiarida.
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La desecacion es uno de los factores criticos que determinan la viabilidad y la actividad
microbiana en los ambientes de suelo de la Patagonia semiarida. La fluctuacién en el contenido
de agua del suelo puede limitar la actividad y persistencia de un inéculo bacteriano durante un
proceso de bioaumento de suelos contaminados. Se ha demostrado que Sphingobium sp. 22B
es capaz de persistir largos periodos de tiempo bajo condiciones sub-6ptimas luego de su
inoculaciéon en microcosmos de suelo patagénico, por lo que se decidid realizar un ensayo
experimental con el fin de analizar las respuestas moleculares de las células a nivel del
proteoma frente a condiciones de escasez de agua. Es sabido que los microorganismos
poseen diferentes estrategias que les permiten sobrevivir a las variaciones del contenido de
agua en el ambiente. Algunas de las estrategias reportadas son la produccién de solutos
compatibles (Welsh, 2000; Alvarez y col., 2004), la modificacién en la composicién de los
acidos grasos de membrana (Halverson y Firestone, 2000), la sintesis de exopolisacaridos
(EPS) (Roberson y Firestone, 1992; Ophir y Gutnick, 1993; Alvarez y col., 2004), la formacion
de esporas (Setlow, 1995) y la presencia de multiples copias del genoma (Billi y col., 2000,
Mattimore y Battista, 1996), entre otros. Los estudios que llevaron a conocer los mecanismos
de resistencia a la desecacion han sido realizados en su mayoria con los géneros bacterianos
Rhodococcus (Alvarez y col., 2004; Le Blanc y col., 2008), Cyanobacteria (Welsh 2000; Shirkey
y col., 2000; Billi y Potts; 2002) y Pseudomonas (Roberson y Firestone, 1992). A pesar de que
existen reportes de la fisiologia y la respuesta a factores ambientales en bacterias del género
Sphingomonas (Fegatella y Cavichiolli, 2000; Eguchi y col., 1996; Johnson y col., 2011), poco
se sabe de las estrategias adaptativas que presentan estos microorganismos para responder a
cambios fluctuantes en la disponibilidad de agua.

En el presente trabajo se realizé un experimento tipico de desecacion, colocando las células
provenientes de un pre-cultivo en condiciones que favorecen la acumulacion de compuestos de
reserva, sobre un soporte sélido inerte (filtro de nitrato de celulosa) y mediante exposicion de
las mismas a atmdsferas con diferente humedad relativa (HR altas y bajas). Se investigé las
respuestas de las células frente a la pérdida de humedad de los respectivos sistemas
experimentales utilizados. A nivel fisiologico, se observé una respuesta diferencial entre el
sistema de desecacién y el de la condicion humeda, con respecto a la utilizacién de los
compuestos de reserva producidos durante el pre-cultivo de las células. En el ensayo de la
condiciéon humeda, se observo una movilizacion parcial del PHB y del glucégeno por parte de
las células, mientras que bajo la condicién de desecacion solo se detectd la degradacion del
glucogeno pero no del PHB acumulado previamente. Estos resultados se correlacionaron bien
con la observacion de las células por microscopia electronica de transmision, donde las
mismas bajo desecacion presentaron abundantes inclusiones intracelulares de PHB al igual

que las células del ensayo control y a diferencia de las células de la condicion humeda donde
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se observo la disminucion en el contenido de inclusiones celulares. Otro de los cambios
observados a nivel morfologico fue la aparicion de un EPS asociado a las células en los
sistemas experimentales sometidos a pérdida de agua. Es un hecho conocido que la sintesis
de EPS esta vinculada con la capacidad que poseen algunos microorganismos de resistir
factores ambientales. Estas estructuras extracelulares de alta complejidad presentan
propiedades que permiten mantener la homeostasis bacteriana: pueden generar un ambiente
himedo alrededor de la célula debido a la capacidad de absorber una gran cantidad de agua
(Roberson y Firestone, 1992; Ophir y Gutnick, 1994), pueden actuar evitando la pérdida de
agua intracelular protegiendo al microorganismo en contra de cambios externos en el potencial
acuoso (Roberson y Firestone, 1992; Ophir y Gutnick, 1994; Garmiri y col., 2008), permiten que
el microorganismo posea tiempo adicional para adaptar su fisiologia a la desecacion (Roberson
y Firestone, 1992), y su presencia promueve la formacién de biofilms y consecuentemente el
aumento de la resistencia a factores ambientales (Wai y col., 1998; Tribelli y col., 2011).
Recientemente Johnson y col., 2011 han estudiado el transcriptoma de Sphingomonas wittichii
RW1 sometida a estrés osmdético (solutos permeables) y a la disminucion en la disponibilidad
de agua (soluto no permeables), encontrando en ambos casos la sobreexpresion de genes
vinculados con la sintesis, exportacion y ensamblaje de exopolisacaridos (EPS) y con la
sintesis del soluto compatible trehalosa.

La movilizacion del glucégeno y/o del PHB por la cepa 22B, sumado a la produccion del EPS
sugiere que las células mantienen cierta actividad metabdlica durante su incubacién en
condiciones de déficit de agua. Similares resultados se reportaron con la bacteria Rhodococcus
opacus PD630, que fue capaz de movilizar los triglicéridos intracelulares durante la desecacion
y de producir un EPS (Alvarez y col., 2004). En el caso de la cepa 22B, es probable que la
degradacion del glucégeno esté relacionada con el aporte de azucares para la produccion del
EPS y que el PHB sea utilizado preferentemente para la generacion de energia endégena.
Ashtaputre y Shah (1995) demostraron que el EPS producido por una cepa de Sphingomonas
estaba compuesto mayoritariamente por derivados de azucares, conteniendo un 70% de
glucosa, 11% de acido glucuroénico, 7% de acido galacturdnico y 12% de acetato. El aporte de
intermediarios metabdlicos para la sintesis del EPS podria resultar mas directo y econémico
desde el punto de vista energético, si proviene del glucégeno que si lo hace del PHB. De todos
modos, este aspecto deberia ser aclarado experimentalmente en futuros estudios.
Alternativamente, la degradacion del glucogeno por la cepa 22B bajo condiciones de
desecacion podria estar relacionada con la produccion de trehalosa. En un analisis
bioinformatico realizado en este trabajo, se identificaron genes relacionados con la sintesis de
trehalosa a partir de glucéogeno (genes treYZ) en Sphingomonas sp. S17 (TreY: malto-

oligosiltrehalosa sintasa ,Gl:332014668 y TreZ: malto-oligosiltrehalosa trehalohidrolasa,
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Gl:332014839). La via TreY-Z fue reportada por Wolf y col. (2003) como la via de preferencia
utilizada por el microorganismo Corynebacterium glutamicum ATCC13032 sometido a estrés
osmotico, sugiriendo que ésta via de sintesis seria la mas razonable para ser utilizada en una
situacion de estrés debido a que el glucégeno, como otras maltodextrinas, representan
sustratos accesibles que no requieren de mecanismos de captacién. La trehalosa (disacarido
no reductor) es el soluto compatible mejor caracterizado y mas ampliamente distribuido en
bacterias (Carpenter y col., 1993; Prestrelski, 1993; Alvarez, 2004; Kurz y col., 2010; Zhang y
col., 2012). La propiedad que hace que la trehalosa pueda actuar como soluto compatible en un
proceso de desecacion, es la capacidad que posee de formar puentes de hidrogeno con las
macromoléculas, las proteinas y las cabezas polares de los fosfolipidos en las membranas
bacterianas (Gaber y col., 1986; Crowe, 1987). Sin embargo, la sintesis de trehalosa a partir de
glucégeno como soluto compatible por la cepa 22B bajo desecacion debera ser investigada en
el futuro.

Por otro lado, es probable que la movilizacion de PHB en Sphingobium sp. 22B tenga
dependencia con la actividad metabdlica de las células. Es posible que la actividad metabdlica
de las células de la cepa 22B, al igual que ocurre con otras bacterias (Alvarez y col., 2004), sea
baja durante la desecacion, lo que determina que el PHB sea movilizado en forma muy lenta
bajo estas condiciones (Tabla VI.4). La incubacion de las células en la condicién humeda
(100% de HR) (Tabla VI.4) podria determinar una mayor actividad metabdlica, generando una
condicion similar a las observadas en el experimento de déficit de la fuente de carbono, donde
las células movilizan activamente el PHB (Tabla VI.2). Esta situacion podria explicar la mayor
movilizacién del PHB bajo la condicién humeda y la mayor supervivencia de las células bajo
esta condicion en comparacion con el sistema de desecacion (18% de HR) (Tabla VI1.3).
Cuando se realiz6 el analisis del proteoma de las células sometidas a las diferentes
condiciones de humedad, no fue posible observar grandes diferencias en el perfil de expresion
de las proteinas solubles (Figura VI.15).

Se observé una mayor expresion en dos proteinas que participarian en la adaptacion del
metabolismo de la cepa 22B al déficit de agua. Una de las proteinas (Proteina A) mostré 30%
de similitud con una enzima acetil-CoA-C-acetil transferasa (AtoB) del microorganismo
Sphingobium japonicum UT26S, la cual cataliza la conversién reversible de acetyl-CoA a
acetoacetyl-CoA. Esta enzima podria estar involucrada en el metabolismo del PHB en la cepa
22B, el que podria aportar energia endégena mediante su lenta degradacion bajo condiciones
de desecacion, o durante la salida de las células del estrés de desecacion. Alternativamente
esta enzima podria participar de la sintesis de algun componente del EPS en las células.

La otra proteina expresada durante el déficit de agua en la cepa 22B fue la proteina C (Figura

VI.15) que mostré 37% de similitud con la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de
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Sphingobium japonicum UT26S. Esta enzima cataliza la conversion reversible de
gliceraldehido-3-fosfato a 1,3-bifosfoglicerato y es sabido que esta involucrada en el
metabolismo de los carbohidratos de muchos microorganismos (Gunsalus, Horecker y Wood,
1958). En un estudio realizado por Oliveira y col., (2012) en cepas de Rhizobium tropici
productoras de EPS, se encontré la expresion de esta enzima en el tiempo de mayor
produccion del EPS. Por otro lado, Lu y col., (2009) demostraron que la enzima gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa es requerida en la produccién de EPS y para la patogenicidad de
Xanthomonas campestris pv. campestris. Estos resultados junto con los observados en las
imagenes del MET (Figura VI.12), sugieren que la sobre-expresion de esta enzima podria estar
vinculada con la produccién del EPS en la cepa 22B en condiciones de desecacion.

Uno de los requisitos que deben cumplir las células bacterianas para sobrevivir bajo
condiciones de desecacion es la de poseer mecanismos de control de su estado osmatico. La
sobre-expresién de las proteinas B y D bajo estrés hidrico en comparacion con la muestra
control, formarian parte de las respuestas del microorganismo frente al estrés osmoético
generado por la pérdida de agua del sistema. La proteina D, sobreexpresada mayoritariamente
en la condicién de desecacién por 10 h, y en menor medida en los geles de desecacion por 4
dias y condicion humeda (Figura VI.15), mostré 26% de similitud con la familia de porinas-OOP
ubicadas en la membrana externa de bacterias Gram negativo. Esta familia incluye las
proteinas denominadas OmpA a OmpF (Saier, 2000), distribuidas en un gran numero de
géneros bacterianos (Beher, 1980), siendo OmpA la proteina mejor estudiada. En E.coli K-12
fue la proteina mas numerosa (Chai and Foulds, 1977), con alrededor de 100.000 copias por
célula (Smith y col., 2007). Su estructura tridimensional ha sido estudiada, encontrando que
forma un B-barril altamente conservado (Arora y col., 2000) y 4 loops cortos que sobresalen de
la célula (Smith et al., 2007). Por el interior del B-barril pueden pasar pequenas moléculas hacia
el espacio periplasmico (Arora y col., 2002), sin embargo la funcién basica de ésta proteina en
E. coli es de mantener la membrana externa y el peptidoglicano juntos (Wang y col., 2002). En
E.coli OmpA actua como receptor de los fagos K3, Ox2 y M1 (25 de Wang, 2002), promueve la
formacion de biofilm sobre superficies de poliestireno (Gonzalez Barrios y col., 2006) y se
produce en gran cantidad durante la formacion de biofilm en cepas de origen clinico y de
laboratorio (Orme y col., 2006). La expresién de OmpA se encuentra relacionada con la
respuesta al estrés en ciertas bacterias (Wang y col., 2002). Johnson y col. (2011) observaron
la expresion diferencial de genes putativos a tiempos cortos de estrés por NaCl en
Sphingomonas wittichii RW1, vinculados con la biosintesis y funcionamiento de la membrana
externa, entre los que se encuentran los que codifican para la proteina OmpA. En
Mycobacterium tuberculosis también se ha relacionado ésta proteina con la respuesta al estrés,

debido a que Niederwies y col., (2003) encontraron al menos dos porinas OmpATDb, las cuales
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serian esenciales para la adaptacion de M. tuberculosis a pH bajos generados en los
fagosomas de los macrofagos.

Por todo lo expuesto, podriamos sugerir que la sobreexpresion de la proteina OmpA en la cepa
22B en etapas tempranas del estrés por desecacion podria estar relacionada con la formacion
del EPS y/o con el pasaje de solutos de bajo peso molecular a través de la membrana externa
con el fin de regular la osmolaridad celular durante el proceso de desecacion.

Por otro lado, la proteina B presentd un 41% de similitud con una proteina hipotética SJA_C1-
23830 de Sphingobium japonicum UT26S. Realizando alineamientos de la secuencia de
SJA_C1-23830 en bases de datos del NCBI se encontré que esta proteina hipotética posee un
60% de identidad con una probable proteina inducible sensora de la osmolaridad, de funciéon
desconocida, de la bacteria marina Oceanicola granulosus HTCC2516 (NCBI Reference
Sequence: ZP_01157004.1) (Cho y Giovannoni, 2004) y un 30% de similitud con una proteina
rica en glicina del microorganismo aislado del desierto de Tunez Ramlibacter tataouinensis
TTB310 (NCBI Reference Sequence: YP_004618397.1). Oceanicola granulosus HTCC2516 es
un bacilo corto no movil, Gram negativo, perteneciente al grupo Roseobacter dentro de a-
Proteobacterias. Si bien no se conoce con exactitud la funcion de ésta proteina en Oceanicola
Granulosus, en E. coli la proteina sensora de la osmolaridad EnvZ es una kinasa que se
autofosforila y subsecuentemente fosforila a la proteina reguladora OmpR. Luego, OmpR
fosforilada (OmpR-P) regula la expresion de genes de la familia de las porinas OOP (OmpF y
OmpC) (Leonardo y Forst, 1996). Ramlibacter tataouinensis TTB310 ha sido recientemente
caracterizado debido a su inusual mecanismo de resistencia a la desecacion, en el cual
conviven dos morfologias bacterianas, expresando fenotipicamente una o la otra dependiendo
de las condiciones ambientales (De Luca y col., 2011). La morfologia resistente a la desecacion
(esférica) es no movil, esta embebida en una matriz extracelular (EPS), presenta granulos
intracelulares de PHA (Heulin y col., 2003), contiene trehalosa como soluto compatible y carece
de la ruta de sintesis de glucdgeno (De Luca y col., 2011). Proteinas con motivos ricos en
glicina, similares a la que presentd afinidad con la proteina B de Sphingobium sp. 22B, poseen
una considerable afinidad por ARN (GRP2) y han sido descriptas en muchas plantas (Gémez y
col., 1988; Moriguchi y col., 1999). Algunos autores las han vinculado con la respuesta a
estreses ambientales (Sachetto-Martins y col., 2000; Kim, 2007). Si bien Sugita y col. (1993)
han reportado por primera vez la existencia de éste tipo de proteinas en la cianobacteria
Synechococcus 6301, no se han encontrado reportes que detallen la funciéon de éste tipo de
proteinas. Por lo expuesto se sugiere que la sobreexpresion de la proteina B podria formar
parte de un mecanismo especifico pero aun desconocido de respuesta a la desecacion (estrés

hidrico) en Sphingobium sp. 22B.

157



Capitulo VI Estudio de las respuestas fisiologicas y
moleculares de Sphingobium sp. 22B a diferentes estreses ambientales de Patagonia semiarida

A modo de resumen y analizando los resultados de esta seccion en su conjunto, podriamos
sugerir que la cepa autéctona Sphingobium sp. 22B posee una serie de mecanismos de
resistencia y adaptacion a los principales factores ambientales del suelo de la Patagonia
semiarida, como son la escasez de nutrientes (fuentes de nitrégeno y carbono) y la desecacion.
Entre estos mecanismos se encuentran la capacidad de las células de producir dos tipos
diferentes de compuestos de reserva, como son el PHB vy el glucdégeno. El PHB seria la fuente
de energia y carbono enddgena de eleccion en la cepa 22B; considerando que se produce en
una proporcion 10 veces mayor que el glucdégeno, cuando las células son cultivadas en
condiciones limitantes de nitrdgeno. De esta manera, el PHB seria consumido preferentemente
en una condicion de déficit de la fuente de carbono. Por otro lado, el glucégeno podria servir
como “amortiguador metabdlico” durante periodos de exceso de carbohidratos en el
metabolismo central, mas que como reserva de carbono y energia, y como reserva de azucares
para la sintesis de derivados de carbohidratos utiles bajo condiciones de estrés, como la
trehalosa o los componentes mayoritarios del EPS. La cepa 22B demostré mantener la
viabilidad de las células y cierta actividad metabdlica bajo diferentes grados de desecacion, a
través de la movilizacion de PHB y glucdgeno, de la produccion de un EPS y de la expresion de
proteinas que participarian de la respuesta celular frente a los diferentes estreses que
componen la desecacion, tales como el estrés nutricional, el estrés osmatico y el estrés hidrico.
Dentro de este ultimo estrés, Sphingobium sp. 22B podria poseer mecanismos especificamente
involucrados en la respuesta de las células a la falta de agua (como la proteina B), de manera
similar a otras bacterias consideradas especialistas para sobrevivir en ambientes desérticos. Si
bien, este trabajo constituye el inicio del estudio sobre los mecanismos de adaptacion de la
cepa 22B a las condiciones ambientales de la Patagonia, los resultados sugieren que esta
bacteria posee una fisiologia robusta para ser considerada un buen candidato para tareas de

biorremediacion de ambientes contaminados en la region patagoénica.
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VIl. Conclusiones

El aislamiento y seleccion exclusivamente de cepas pertenecientes al género Sphingomonas, a
partir de muestras de suelo patagodnicas cronicamente contaminadas con PAH, a pesar de
haber aplicado diferentes estrategias de aislamiento, evidencian que éste género bacteriano
posee ventajas fisioldgicas y metabolicas para sobrevivir y degradar el contaminante en suelos
de la Patagonia semiarida; demostrando que los microorganismos del género Sphingomonas
no puede ser estrictamente clasificado como microorganismo oportunista, y de importancia

ecoldgica solo en situaciones de contaminacion aguda.

La seleccion del inoculante es un factor critico que determinaria las posibilidades de éxito del
bioaumento. La cepa de Sphingomonas aislada utilizando cultivos de enriquecimiento
tradicionales resulté sensible a los factores ambientales tipicos de la Patagonia semiarida. Los
procedimientos de enriquecimiento no tienen influencia sobre caracteristicas esenciales para

que los inoculantes sean competitivos y efectivos en el ambiente blanco.

El aislamiento de microorganismos degradadores, filogenéticamente relacionados y con
distintas capacidades fisiolégicas demuestra la redundancia de microorganismos degradadores
de PAH en los suelos crénicamente contaminados de la Patagonia semiarida, lo que resulta
potencialmente util para seleccionar inoculantes autdéctonos adaptados a algun o algunas de las

condiciones ambientales que limitan la biodegradacién de los PAH en suelos.

Las cepas degradadoras 1A, 22A y 22B, resistentes a algun/os de los factores ambientales
propios de la region presentaron caracteristicas potenciales para ser utilizados en ensayos de

bioaumento en suelos cronicamente contaminados de la Patagonia

La caracterizacion fisioldgicas realizada en el Capitulo IV nos permiti6 comprobar que la cepa
Sphingobium sp. 22B es particularmente resistente a las condiciones de desecacién. De
nuestro conocimiento no existen reportes que hayan demostrado la presencia de mecanismos

de resistencia a la desecacion en cepas de Sphingomonas.

Los ensayos de biodegradacion realizados en el Capitulo V permitieron demostrar que las
condiciones aridas de los suelos patagonicos es el principal factor que limita la biodegradacion
de fenantreno; permitiéndonos establecer que es condicién necesaria mantener los valores de

humedad por arriba del 20% WHC para que los procesos de biodegradacion ocurran.
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Los ensayos de inoculacion con la cepa autéctona Sphingobium sp. 22B demostraron que la
misma resultd efectiva Unicamente cuando se corrigid parcialmente el stress hidrico,
acelerando la degradacién inicial del fenantreno. Cabe destacar que aunque el efecto
estimulatorio sobre la degradacion de fenantreno producido por la inoculacién de la cepa es de
corto plazo y pensando en tratamiento in situ, la estrategia ABA permitiria acortar los tiempos
de tratamiento lo que se traducirian en un ahorro en la utilizaciéon de agua, un recurso preciado

y costoso.

Se ha encontraron evidencias de que la cepa degradadora autéctona Sphingobium sp. 22B es
capaz de establecerse y permanecer en suelos naturalmente semiaridos (sin el agregado de

agua) y contaminados con PAH, a pesar de la ausencia de eliminacion del contaminante.

Se ha demostrado que el estudio de comunidades microbianas a través de los perfiles de
DGGE resulta una herramienta valida para evaluar el efecto del inoculante sobre la dinamica
bacteriana del suelo. Este método nos ha permitido mostrar claras diferencias entre los perfiles
de las comunidades bacterianas del suelo donde el inoculante se ha establecido bajo
condiciones no competitivas, y aquellos en que la inoculacion ha producido cambios selectivos

en la estructura de la comunidad microbiana del suelo..

Sphingobium sp. 22B es capaz de acumular compuestos intracelulares de reserva como PHB y
glucogeno en situaciones de exceso de la fuente de carbono. La capacidad de producir,
acumular y utilizar PHB y glucégeno como fuente de carbono y energia enddgena en
situaciones de privacion de nutrientes podria darle ventajas selectivas para sobrevivir en
ambientes extremos y fluctuantes como los de la Patagonia Central. Este trabajo de tesis
doctoral resulta el primer reporte donde se demuestra la produccion de glucégeno en una

bacteria del género Sphingobium.

La cepa 22B seria capaz de mantener la viabilidad y cierta actividad metabdlica bajo diferentes
grados de desecacion, debido a la movilizacion de PHB y glucégeno, a la produccion de un
EPS y a la expresion de proteinas que participarian de la respuesta celular frente a los
diferentes estreses que componen la desecacion, tales como el estrés nutricional, el estrés
osmoético y el estrés hidrico. Por otro lado encontramos evidencias de que los compuestos de
reserva acumulados tendrian diferentes funciones metabdlicas. EI PHB seria la fuente de
energia y carbono enddgena de eleccion en la cepa 22B, mientras que el glucégeno podria

servir como “amortiguador metabolico” y como reserva de azucares para la sintesis de
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derivados de carbohidratos utiles bajo condiciones de estrés, como la trehalosa o los

componentes mayoritarios del EPS.

Sphingobium sp. 22B posee una fisiologia robusta para ser considerada un buen candidato en

procesos de biorremediacion de ambientes contaminados en la regidon patagonica.
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