


UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA

Tesis de Doctorado
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2.6.2. Preparación del estándar para la cuantificación de la variante génica T . . . . . 55

2.6.3. Optimización de los ensayos de qPCR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56

2.6.3.1. Optimización de la temperatura de hibridación . . . . . . . . . . . . . 56

2.6.3.2. Optimización de la concentración de los cebadores . . . . . . . . . . . 56
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4.2.4.1. Rendimiento y calidad de de los fósmidos extráıdos . . . . . . . . . . 98
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5.2.2.2. Extradiol Dioxigenasas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 133

5.2.3. Reconstrucción de las rutas degradativas de HAPs a partir de la anotación fun-

cional de los fragmentos clonados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 135

5.2.3.1. Secuencias involucradas en la v́ıa alta de degradación de HAPs . . . . 135

5.2.3.2. Secuencias involucradas en la v́ıa baja de degradación de HAPs . . . 136

5.3. Discusión . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 141
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Caṕıtulo 1

INTRODUCCIÓN

1.1. Hidrocarburos en el ambiente marino

Los hidrocarburos se encuentran entre los compuestos más abundantes del Planeta, pudiendo ser

encontrados en los seres vivos como producto de las reacciones de biośıntesis, o en la geósfera, como

producto de las transformaciones abióticas de materia orgánica en sistemas sedimentarios [Wilkes

et al., 2010]. La explotación de hidrocarburos fósiles, fue iniciada con el objetivo de reemplazar fuentes

de enerǵıa como la eólica, solar e hidráulica durante la revolución industrial. Esto provocó un gran

desarrollo social y económico a partir del siglo XIX, tanto que su uso como combustible aumentó 800

veces entre los años 1750 y 2003 [Hall et al., 2003]. Sin embargo, la extracción de hidrocarburos no

sólo fue clave para el progreso del Hombre, sino que además tuvo un impacto desfavorable en el medio

ambiente.

El ambiente marino ha recibido especial atención como consecuencia del aumento de fugas y

derrames durante la extracción, el transporte maŕıtimo, refinado, almacenamiento y uso del petróleo

[Adams et al., 2012]. De las toneladas de petróleo que ingresan cada año al medio ambiente marino,

se calcula que aproximadamente un 50 % proviene de fuentes antropogénicas y el resto de filtraciones

de oŕıgen natural [McKenna et al., 2014]. Estas filtraciones emanan naturalmente desde los estratos

geológicos y dif́ıcilmente pueden ser controladas por el hombre, representando una base de contamina-

ción a lo largo de la columna de agua. Sin embargo, dado que estas filtraciones datan de miles de años,

han favorecido la adaptación del ecosistema a estas condiciones. Más aún, algunos organismos han

desarrollado mecanismos para utilizar los hidrocarburos y otros compuestos liberados como fuente de

carbono y enerǵıa [Farrington, 2014b]. En contraste, los derrames de grandes volúmenes de petróleo o

hidrocarburos refinados en un tiempo relativamente corto afectan de mayor manera a aquellos sitios

donde no es frecuente la exposición a estos compuestos, dado que carecen de organismos adaptados

a estos compuestos y por lo tanto carecen de mecanismos naturales que favorezcan su degradación

[Farrington, 2014a]. En consecuencia, la contaminación con hidrocarburos resultante de la actividad
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humana debeŕıa ser minimizada para evitar graves consecuencias en el ecosistema marino.

1.1.1. Contaminación por hidrocarburos en la costa Patagónica

La costa Patagónica, ubicada entre los paralelos 40◦y 54◦de latitud sur, posee una extensión

aproximada de 3000 km. La explotación de petróleo constituye una de las actividades económicas más

importantes en esta región. Sin embargo, representa además la principal fuente de contaminación en el

mar Patagónico, y por lo tanto un riesgo para otras actividades de interés económico como son la pesca

y el turismo [Commendatore y Esteves, 2007]. La costa Patagónica posee zonas con infraestructura para

la carga de petróleo crudo, el cual es transportado en buques tanque hacia las refineŕıas localizadas en

la provincia de Buenos Aires [Commendatore y Esteves, 2007]. Una vez refinado, parte del producto

obtenido retorna por v́ıa maŕıtima. Estas operaciones de carga, descarga y transporte de petróleo

crudo y de productos refinados, también representan un riesgo de contaminación con hidrocarburos en

esta zona ya que pueden producirse derrames accidentales o fallas durante maniobras operacionales

[Nievas y Esteves, 2007]. A su vez, las corrientes marinas y el efecto de los vientos predominantes

pueden favorecer la distribuición de estos contaminantes hacia sectores costeros distantes con mayor

sensibilidad ambiental [Commendatore et al., 2012].

Si bien los derrames accidentales de hidrocarburos han sido poco frecuentes en Argentina durante

las últimas décadas, en dos ocasiones se produjeron importantes derrames de petróleo fuera de zonas

portuarias que llegaron a afectar zonas costeras. El primero de ellos, producido en agosto de 1974,

liberó al mar 53.500 toneladas de petróleo crudo a causa del accidente ocurrido en el Estrecho de

Magallanes con el buque petrolero Metula, afectando unos 2.560 km2 de superficie [Schwarz, 1978].

Casi veinte años después, se produjo un derrame de petróleo de volúmen desconocido en la provincia

de Chubut, provocando la muerte de 17.000 pingüinos de Magallanes a lo largo de 750 km de costa

[Boersma, 1997]. Afortunadamente, desde hace varios años ha aumentado el reconocimiento sobre la

importancia de la biodiversidad marina y la productividad del ambiente costero Patagónico. Es por ello

que, a través de diferentes leyes nacionales, Argentina ha ratificado varios convenios internacionales

tendientes a la protección del ambiente y a la eliminación y control de la contaminación del mar

por hidrocarburos [Nievas y Esteves, 2007]. En 1998, Prefectura Naval Argentina definió nuevas rutas

maŕıtimas más alejadas de la costa para los buques tanque. Sin embargo, no siempre se aplican las

reglamentaciones referidas al manejo de las terminales petroleras y a la actividad en los puertos. En

dos oportunidades diferentes y por causa de fallas opertativas, se encontraron zonas afectadas con

petróleo en las costas de Caleta Córdova [Commendatore y Esteves, 2007, Commendatore et al., 2012,

Lozada et al., 2008, Marcos et al., 2012]. Es por esto que resulta necesario desarrollar programas de

monitoreo de la contaminación en áreas impactadas por actividades antropogénicas cercanas a centros
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poblacionalesydealtasensibilidadambiental,comoaśıtambíendesarrollarprotocolosderespuesta

aeventosdecontaminacíon.Estoresultadeparticularinteŕes,dadaslastareasdeexploracíonde

petŕoleoqueseest́anllevandoacaboenelGolfoSanJorge.

Figura1.1:SitiosdecargaydescargadepetŕoleocrudoysusderivadosrefinadosalolargodelacostaAtĺantica.
LaszonasencelesteindicanlascuencaspetroĺıferasproductivasdeArgentina.Losporcentajescorresponden
alacantidaddepet́oleoproducidoencadacuenca. Mapamodificadoenbasealainformacíonobtenidadel
CentrodeEstudiosdelaActividadRegulatoriaEnerǵetica[CEARE,www.ceare.org].

1.1.2. Composicíondelpetŕoleocrudoysusproductosderivados

Elpetŕoleocrudoesunamezclaextremadamentecomplejadecompuestosorǵanicos,cuyacom-

posicíonvaŕıadeacuerdoalaformacíongeoĺogicadondeseorigińo[U.S.DepartmentofEnergy,2008].

Avancesrecientesenespectrometŕıademasadealtaresolucíonhanpermitidolaidentificacíondeḿas

de17.000compuestosqúımicosdiferentes,porloqueelt́erminopetroléomicahacomenzadoautili-

zarseparareferirsealacompletadescripcíonqúımicadelpetŕoleo[MarshallyRodgers,2004].Los

compuestosqueloconformanpuedenserclasificadosencuatrogruposdefinidos:(1)loshidrocarburos

saturados(oalcanos),(2)loshidrocarburosaroḿaticos,(3)lasresinasy(4)losasfaltenos[Harayama

yKishira,1999].Loshidrocarburossaturadosrepresentanentreun15y60%delamezclaypueden

estarpresentesenformadecadenaslinealesdeḿasdecincocarbonos(parafinas),ramificadasofor-
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mando esctructuras ćıclicas (naftenos). Los compuestos que siguen en abundancia (3 - 30 %) son los

hidrocarburos aromáticos, los cuales están formados por uno o más anillos bencénicos, pudiendo poseer

sustituyentes alqúılicos. En cuanto a las resinas y los asfaltenos, éstos representan una fracción minori-

taria del petróleo crudo. Dichos compuestos, a diferencia de los hidrocarburos saturados y aromáticos,

son moléculas polares que demás de contener átomos de carbono e hidrógeno en su estructura, poseen

nitrógeno, ox́ıgeno y/o azufre [Harayama y Kishira, 1999, U.S. Department of Energy, 2008].

El petróleo crudo es procesado en refineŕıas para obtener productos derivados del petróleo, co-

mo por ejemplo gasolina, diesel, FOI (mezcla de fuel oil pesado y diesel, utilizado como combustible

para buques) o Bunker C (combustible pesado residual generado luego de la producción de gasolina y

diesel). La tabla 1.1 muestra la proporción de los distintos compuestos presentes en estos productos

[Fingas et al., 2011]

Tabla 1.1: Composición t́ıpica de algunos combustibles derivados del petróleo.

% de producto

Compuestos Gasolina Diesel FOI1 Bunker C2

Saturados 50-60 65-95 25-35 20-30

Aromáticos 25-40 5-25 40-60 30-50

Resinas - 0-2 10-15 10-20

Asfaltenos - - 5-10 5-20

Oleifinas 5-10 0-10 - -

1: Fuel oil intermedio, mezcla de fuel oil pesado con un bajo porcentaje de gasoil.

2: Tipo de fuel oil muy viscoso utilizado como combustible en buques.

1.1.3. Efecto de los hidrocarburos en el ecosistema marino

Los efectos de los hidrocarburos en el ambiente marino dependen principalmente de la naturaleza

de los mismos, del grado de contaminación y del tiempo de exposición. Las altas concentraciones de

hidrocarburos generan efectos agudos sobre los organismos afectados. Ejemplo de ello son los grandes

derrames de petróleo, los cuales pueden provocar una pérdida masiva en la riqueza de poliquetos,

moluscos, crustáceos e insectos cuando estos compuestos arriban a zonas costeras [De la Huz et al.,

2005]. Además, el petróleo es capaz de adherise a las plumas de las aves y al pelaje de mamı́feros

marinos, pudiendo generar la muerte de estos organismos por hipotermia (como consecuencia de la

disminución de su hidrofobicidad), o por ingestión accidental de dosis letales.
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Por otro lado, la exposición a bajas concentraciones de hidrocarburos generan efectos crónicos

que pueden evidenciarse luego de largos peŕıodos de tiempo. Varios estudios han demostrado cambios

en la fisioloǵıa y en el comportamiento de los organismos impactados [Farrington, 2014a], aśı como

también retraso en el desarrollo, malformaciones y pérdida de la capacidad reproductiva de ciertos in-

dividuos [Carls et al., 1999, Heintz, 2007]. Más aún, organismos marinos, tales como almejas, mejillones

y salmones, acumulan una fracción de los hidrocarburos del ambiente, dificultando aśı su eliminación

[Levengood y Schaeffer, 2011, Liu et al., 2014, Sundt et al., 2011].

1.1.4. Intemperización los hidrocarburos introducidos en el mar

Una vez que los hidrocarburos son introducidos en el ambiente marino, varios procesos f́ısicos,

qúımicos y biológicos actúan en diferentes escalas. Durante las primeras horas luego de un derrame,

los principales procesos de intemperización son la propagación, la evaporación, la dispersión, la

emulsificación y la disolución [International Tanker Owners Pollution Federation, 2014]. La pro-

pagación de hidrocarburos ocurre por la acción del viento, las olas y las corrientes marinas. La

velocidad con la que se propagan estos compuestos depende principalmente de la temperatura y de la

viscosidad de mezcla (que a su vez depende de su composición). Las altas temperaturas disminuyen la

viscosidad de estos compuestos, y por lo tanto fluyen con mayor rapidez. El proceso de propagación

favorece la evaporación de la fracción volátil presente en la mezcla, como por ejemplo los hidrocar-

buros monoaromáticos y los alcanos de bajo peso molecular. La evaporación de estos compuestos se

ve incrementada a mayores temperaturas [International Tanker Owners Pollution Federation, 2014].

Por otra parte, turbulencias en la superficie del mar dan lugar a la formación de gotas de diferentes

tamaños, generando la dispersión de hidrocarburos. Estas gotas de hidrocarburos poseen una alta

relación superficie/volúmen, permitiendo la acción de otros procesos naturales como la sedimenta-

ción, la biodegradación y, en menor proporción, la disolución de la fracción soluble de la mezcla de

hidrocarburos [Liu et al., 2012]. Otro proceso que también es causado por turbulencias en el mar y en

el que gotas de agua de mar son suspendidas en los hidrocarburos, es la emulsificación [Farrington,

2014a].

La fotooxidación, la adsorción y la biodegradación son procesos de intemperización que

comienzan luego de unos d́ıas de producido un derrame. Estos procesos se extienden durante un largo

peŕıodo de tiempo, incluso años [International Tanker Owners Pollution Federation, 2014]. La ac-

ción del ox́ıgeno y la luz solar (fotooxidación) puede generar la ruptura qúımica de los compuestos

derramados, haciéndolos más solubles. Asimismo, este proceso puede dar lugar a la formación de pro-

ductos aún más persistentes por causa de la oxidación de los hidrocarburos que poseen alta viscosidad

[International Tanker Owners Pollution Federation, 2014]. Por otro lado, aquellos hidrocarburos que
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presentan baja polaridad pueden ser adsorbidos en diferentes part́ıculas, de acuerdo al tamaño y

la composición qúımica de las mismas [Farrington, 2014a]. La sedimentación de estas part́ıculas, si

bien elimina parte de los hidrocarburos presentes en el ambiente pelágico, permite la acumulación

de estos compuestos en los sedimentos subyacentes. Estos sedimentos constituyen un reservorio de

hidrocarburos y, por lo tanto, una fuente secundaria de contaminación [Commendatore et al., 2012].

La biodegradación, por otra parte, es mediada por microorganismos que poseen la capacidad de uti-

lizar determinados hidrocarburos como única fuente de carbono y enerǵıa. Existen microorganismos

marinos que se encuentran especializados en la degradación de diferentes compuestos del petróleo,

como por ejemplo los hidrocarburos aromáticos polićıclicos (HAPs) [Lyu et al., 2014, Yakimov et al.,

2007]. La eficiencia de la biodegradación puede verse afectada por diversos factores, como por ejemplo

la temperatura del ambiente, los niveles de nutrientes y el ox́ıgeno disuelto [Kostka et al., 2014].

1.2. La biodegradación de HAPs

Si bien los HAPs introducidos en el medio ambiente marino son sometidos a diferentes procesos

de intemperización, el principal proceso que permite remover estos compuestos del ambiente es la

biodegradación. Entre los diferentes microorganismos capaces de degradar hidrocarburos se encuen-

tran las levaduras, hongos, algas y bacterias, siendo éstas últimas los principales responsables de la

biodegradación en el ambiente marino [Das y Chandran, 2011, Haritash y Kaushik, 2009]. La biode-

gradación de estos compuestos se produce mayormente en condiciones aeróbicas, sin embargo también

puede ocurrir en condiciones aneróbicas, aunque más lentamente [McGenity et al., 2012, Shin et al.,

2000]. En el presente trabajo de Tesis Doctoral se han estudiado procesos aeróbicos de biodegradación

de HAPs, dado que los mismos predominan en los sedimentos intermareales superficiales con una gra-

nulomentŕıa dominada por arena y grava, como es el caso de los ambientes costeros de Bah́ıa Ushuaia.

No obstante, no es posible descartar que puedan ocurrir procesos anaeróbicos de biodegradación de

HAPs en microambientes con baja tensión de ox́ıgeno dentro de la matriz ambiental estudiada.

1.2.1. Por qué es importante la degradación de HAPs?

Los HAPs son compuestos formados por dos o más anillos bencénicos, los cuales se encuentran

fusionados en diferentes configuraciones estructurales (Figura 1.2), pudiendo contener sustituyentes

alqúılicos. Estos compuestos se clasifican en HAPs de bajo peso molecular (de dos a tres anillos

aromáticos) o de alto peso molecular (cuatro o más anillos). Los incrementos en el tamaño y en la

angularidad de estas moléculas generalmente resultan en un aumento en su estabilidad, viscosidad

e hidrofobocidad, propiedades fisicoqúımicas que influyen sobre su persistencia en el medio ambiente
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[Wilkesetal.,2010].ElaumentoenlahidrofobicidadfavorecelaafinidaddelosHAPshaciaentornosno

polares,comolosĺıpidosdeunorganismoolamateriaorǵanicaquerodeaunapart́ıculadesedimento.

Esto,sumadoalaestabilidaddelosHAPsamedidaqueaumentasupesomolecular,hacequedichos

compuestosseanmenossensiblesaladegradacíon[Wilkesetal.,2010].Dehecho,lavidamediadel

fenantrenoensuelosysedimentospuedevariarde16d́ıasa4meses,mientrasquelavidamediade

benzo[a]pirenoposeeunrangode7a47meses[ShuttleworthyCerniglia,1995].Porotrolado,algunos

HAPspuedenserperjudicialesparalasaludhumana,puestoqueposeenefectost́oxicos,mutaǵenicos,

teratoǵenicosy/ocarcinoǵenicos[Zasadowskietal.,2001].Debidoaestaspropiedades,laAgencia

deProteccíonAmbientaldelosEstadosUnidos(EPA)ylaAgenciaEuropeade MedioAmbiente

considerana16HAPscomocontaminantesprioritariosparasuremediacíon[Renner,1999].

Figura1.2:Estructuraqúımicadelos16HAPsconsideradosprioritariosparasuremediacíon(EPA).Figura
adaptadadeHabeycolaboradores[Habeetal.,2003].

1.2.2. BiodegradacíondeHAPsencondicionesaeŕobicas

EnrespuestaalacomplejidadnaturalquepresentanlosdistintosHAPs,diversosmicroorganis-

moshandesarrolladodiferentesestrategiasparadegradarestoscompuestosyutilizarloscomofuentes
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de carbono y enerǵıa. Las rutas metabólicas involucradas en estos procesos generalmente presentan

dos etapas clave: la activación del anillo bencénico termodinámicamente estable y su posterior ruptura

[Pérez-Pantoja et al., 2010b]. Esto resulta en la formación de compuestos intermediarios (como catecol

o ácido protocatéquico), los cuales luego son metabolizados hasta compuestos que pueden ingresar al

ciclo de los ácidos tricarbox́ılicos. Las diferentes etapas de degradación y las enzimas que intervienen

en cada reacción se detallan a continuación.

1.2.3. Rutas metabólicas involucradas en la degradación de HAPs de bajo peso

molecular

La degradación bacteriana de hidrocarburos aromáticos de bajo peso molecular y sus derivados

ha sido ampliamente estudiada y puede llevarse a cabo mediante diferentes rutas metabólicas [Mallick

et al., 2011]. Las enzimas involucradas en las mismas pueden direnciarse en enzimas de la v́ıa alta de

degradación y enzimas de la v́ıa baja (Figura 1.3).

1.2.3.1. Vı́a alta de degradación

La v́ıa alta de degradación de HAPs comprende la oxidación de estos compuestos y su posterior

metabolismo para dar lugar a la formación de ácido salićılico y ácido ftálico (Figura 1.3). El primer

paso de la ruta degradativa de HAPs es catalizado por enzimas oxigenasas, las cuales son capaces

de incorporar uno o dos átomos de ox́ıgeno a uno de los anillos aromáticos de la molécula (RHD1,

MO, Figura 1.3). Estas oxigenasas iniciales pueden pertenecer a la superfamilia de las oxigenasas

de anillos aromáticos que poseen sitio Rieske [Gibson y Parales, 2000], o a la superfamilia de las

monooxigenasas dependientes de flavina [Mallick et al., 2011, van Berkel et al., 2006]. El segundo paso

es mediado por enzimas dihidrodiol deshidrogenasas (D1), las cuales catalizan la deshidrogenación

de los HAP-dihidrodioles formados previamente. Los dioles aśı generados (HAP-dioles, intermediarios

catecólicos de la v́ıa alta de degradación), luego pueden ser utilizados como sustratos de otra clase de

oxigenasas involucradas en la diversificación de estas rutas catabólicas, las oxigenasas de ruptura del

anillo aromático (EXDO1 e INDO1). Dependiendo del tipo de clivaje que realizan, estas oxigenasas

pueden ser de dos tipos: extradiol dioxigenasas (EXDO), las cuales catalizan el metaclivaje de los anillos

aromáticos; o intradiol dioxigenasas (INDO), las cuales producen la ruptura mediante ortoclivaje. A

partir de los productos de reacción obtenidos, la acción consecutiva de enzimas hidratasas, aldolasas

y deshidrogenasas permite la formación de intermediarios derivados del salicilato o de ftalato.

Durante el metabolismo de los derivados del ftalato, es posible que se produzca la descarbo-

xilación e hidroxilación de los mismos mediante enzimas oxigenasas/hidroxilasas (DO1) para formar



Caṕıtulo 1. 21

intermediarios de tipo salicilato. A su vez, el anillo aromático de estos últimos intermediarios puede ser

sometido a meta u orto-clivaje mediante enzimas EXDO2 e INDO2, respectivamente, generando otros

derivados de salicilatos y ftalatos. Alternativamente, la hidroxilación/descarboxilación de los salicilatos

mediante enzimas hidroxilasas, también pertenecientes a la superfamilia de oxigenasas con sitio Rieske

(S1H, Figura 1.3), permite generar intermediarios catecólicos (HAP-dioles). Otra v́ıa por la cual se

forman HAP-dioles es mediante la descarboxilación de los intermediarios derivados del ftalato (DC1).

Esta reacción da lugar a benzoatos, los cuales por acción de enzimas benzoato dioxigenasas (RHD2)

y posterior descarboxilación generan HAP-dioles. Posteriormente, los HAP-dioles pueden ser metabo-

lizados hasta otros compuestos del tipo salicilato, mediante enzimas similares a las mencionadas en el

párrafo anterior, o ingresar a la v́ıa baja de degradación [Mallick et al., 2011].

1.2.3.2. Vı́a baja de degradación

La v́ıa baja de degradación de HAPs de bajo peso molecular se inicia con el metabolismo del

ácido salićılico y del ácido ftálico generados en la v́ıa alta para dar lugar finalmente a compuestos

intermediarios del ciclo de los ácidos tricarbox́ılicos, como por ejemplo piruvato, fumarato y acetil-

CoA [Habe et al., 2003]. El ácido ftálico puede ser degradado a través de dos v́ıas diferentes. En

una de ellas intervienen enzimas DC1 y RHD2 para generar catecol [Zeinali et al., 2008]. La otra

v́ıa consiste en la hidroxilación del ácido ftálico mediante enzimas dioxigenasas de anillos aromáticos

(RHD3, Figura 1.3) y posterior descarboxilación a través de enzimas dihidroxiftalato descarboxilasas

(DC2) para generar ácido protocatéquico. El producto de reacción obtenido por orto- o meta-clivaje

del ácido protocatéquico mediante enzimas EXDO3 e INDO3, es posteriormente metabolizado para

dar lugar a compuestos intermediarios del ciclo de los ácidos tricarbox́ılicos.

El ácido salićılico puede ser degradado hasta piruvato y acetil-CoA o hasta piruvato y fuma-

rato dependiendo de la v́ıa degradativa utilizada. Por un lado, la actividad de enzimas salicilato 1-

hidroxilasas (SH1) sobre el ácido salićılico permite la formación de catecol, cuyo anillo aromático puede

ser clivado posteriormente por enzimas catecol 2,3-dioxigenasas (EXDO4) y catecol 1,2-dioxigenasas

(INDO4, Figura 1.3). Los compuestos generados de esta manera son luego transformados hasta piruva-

to y acetil-CoA mediante diferentes reacciones. Por otro lado, a partir del ácido salićılico, las bacterias

también pueden producir gentisato, reacción catalizada por enzimas salicilato 5-hidroxilasas (S5H).

La acción de enzimas gentisato 1,2-dioxigenasas (EXDO5) permite la ruptura del anillo aromático

del gentisato para formar productos de reacción que finalmente son metabolizados por actividad de

enzimas isomerasas e hidrolasas, dando lugar a la formación de piruvato y fumarato [Habe et al., 2003,

Mallick et al., 2011].
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Figura1.3:Esquemadelasdiversasrutasmetab́olicasbacterianasinvolucradasenladegradacíondeHAPs
debajopesomolecularenbacterias.Encolorsemuestranlasenzimasresponsablesdeladiversificacíonde
dichasrutas:verde,dioxigenasasdeanillosaroḿaticos(RHD);envioleta,monooxigenasas(MO);rojo,extradiol
dioxigenasas(EXDO);azul,intradioldioxigenasas(INDO);naranja,salicilatohidroxilasas(S1HyS5H).Otras
enzimasinvolucradasenladegradacíon,talescomodeshidrogenasas(D),hidratasa-aldolasas(H-A),aldeh́ıdo
deshidrogenasas(AD),descarboxilasas(DO,DC)ehidroxilasas(HA)semuestranennegro.Figuramodificada
deMallickycolaboradores[Mallicketal.,2011]

1.2.4. BiodegradacíondeHAPsdealtopeso molecular

Durantelosúltimosdiezãnos,lasinvestigacionesrealizadasendiferentesǵenerosbacterianos

capacesdedegradarpirenoyfluorantenohanavanzadonotoriamente.Entreellos,Mycobacterium

vabaaleniiPYR-1sehaconvertidoenelmicroorganismomodelodebidoalosdiversosestudiosreali-

zadossobresucapacidaddegradativa[KanalyyHarayama,2010].EnM.vabaalenii PYR-1,lav́ıade

degradacíondepirenocomienzaconlamonooxidacíonodioxigenacíondedichocompuesto.Laruta

degradativapredominanteocurrev́ıaoxigenacíonenloscarbonos4y5delpireno,reaccíonquees

catalizadaporenzimasoxigenasasconsitioRieske,produciendoelrespectivocis-dihidrodiol(cis-4,5-

dihidroxy-4,5-dihidropireno).Lasreaccionessiguientesquepermitenelmetabolismodelcis-dihidrodiol
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hasta intermediarios del salicilato son similares a las reacciones de la v́ıa alta de degradación de HAPs

de bajo peso molecular, dado que también son catalizadas por enzimas deshidrogenasas, enzimas

dioxigenasas involucradas en la ruptura del anillo aromático, hidratasas, aldolasas y aldeh́ıdo deshi-

drogenasas. Posteriormente, catalizado por enzimas intradiol dioxigenasas, se produce el clivaje del

1-hidroxi-2-naftoato generado en este último paso para dar lugar a o-ftalato (Figura 1.4), el cual es

metabolizado por enzimas de la v́ıa baja de degradación [Kim et al., 2007].

Hasta el momento, sólo el ácido ftálico ha sido identificado como intermediario en la v́ıa baja

de degradación de HAPs de alto peso molecular. A diferencia de la v́ıa baja de la degradación de

HAPs de bajo peso molecular, este compuesto parece ser sustrato de enzimas ftalato 3,4-dioxigenasas

únicamente [Kanaly y Harayama, 2010, Kim et al., 2007, Kweon et al., 2007]. El producto de reacción

obtenido, luego puede ser metabolizado por enzimas deshidrogenasas y descarboxilasas para generar

ácido protocatéquico, el cual es degradado en la v́ıa de ácido β cetoad́ıpico. Finalmente, se generan

succinil-CoA y acetil-CoA, los cuales pueden ingresar en el ciclo de los ácidos tricarbox́ılicos (Figura

1.4).

Microorganismos de diversos géneros bacterianos tales como Pseudomonas, Sphingomonas, Cy-

cloclasticus, Burkholderia, Bacillus y Strenotrophomonas son capaces de degradar HAPs de alto peso

molecular. Sin embargo, poco se conoce sobre las rutas degradativas que permiten la degradación

completa de estos compuestos [Kanaly y Harayama, 2010]. Es posible que la degradación de pireno

en microorganismos diferentes al género Mycobacterium sea llevada a cabo mediante otras v́ıas de-

gradativas [Wang et al., 2008]. Wang y colaboradores proponen que la degradación de pireno en

Cycloclasticus sp. P1 comienza con la oxidación de este compuesto para dar pireno-4,5-dihidrodiol

mediante una enzima oxigenasa con sitio Rieske, al igual que ocurre en Mycobacterium. No obstante,

los autores estimaron que el dihidrodiol es luego transformado a ciclopenta(d, e, f)fenantrenona, a

través de un mecanismo desconocido, para luego formar una lactona cuya ruptura de anillo da lugar

a 4-fenantrenol. Este compuesto, entraŕıa posteriormente en la ruta de degradación del fenantreno v́ıa

3,4-dihidroxifenantreno. Los siguientes pasos de la v́ıa degradativa involucraŕıan la ruptura de catecol

mediante metaclivaje.
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Figura1.4:DegradacíondepirenoporM.vanbaaleniiPYR-1.Encolorsemuestranlasenzimasresponsablesde
ladiversificacíondedichasrutas:verde,dioxigenasasdeanillosaroḿaticos(RHD);rojo,extradioldioxigenasas
(EXDO);azul,intradioldioxigenasas(INDO).Otrasenzimasinvolucradasenladegradacíon,talescomodeshi-
drogenasas(D),hidratasa-aldolasas(H-A),aldeh́ıdodeshidrogenasas(AD),descarboxilasas(DC)ehidroxilasas
(HA),isomerasas(I),hidrolasa(H),Succinil-CoAtransferasa(Tr)y-cetoadipil-CoAtiolasa(Ti)semuestran
ennegro.FiguramodificadadeKimycolaboradores[Kimetal.,2007]

.

1.2.5. EnzimasRHOs

LasoxigenasasbacterianasqueparticipanenlasrutasdegradativasdeHAPspertenecena

unagranfamiliadeenzimasconcapacidaddehidroxilaranillosaroḿaticos.Estasenzimas,queen

conjuntosedenominanenzimashidroxilantesdecompuestosaroḿaticos(oRHO,delingĺesring-

hydroxylatingoxigenases)poseenunrolimportanteenlamineralizacíondeestoscompuestos,debido

aquedirigenlasprincipalesrutasdegradativas[Chakrabortyetal.,2012].LasenzimasRHOson

complejosmulticomponentesconstituidosporunaoxigenasaterminalyunsistematransportadorde

electronescompuestoporunareductasayunaferredoxina,aunqueestáultimapuedenoestarpresente

(Figura1.5).EstasdosúltimasprotéınastransfierenelectronesdesdeNAD(P)Hhaciaeldominio

cataĺıticodelaoxigenasaterminal.Lasoxigenasasterminalessonheteromult́ımerosformadospordos

subunidades:unasubunidadmayor(alfa)yunamenor(beta),aunqueciertasdioxigenasas,comola

enzimaftalato4,5-dioxigenasa,contienenśolosubunidadesalfaenformahomomultiḿerica.Asuvez,la

subunidadalfaposeedosdominios:undominioRieskeubicadoenelextremoN-terminaldelaprotéına

yundominiocataĺıticoC-terminalquecontieneelsitioactivo[CapykyEltis,2012].EldominioRieske

est́aformadoporuncentroredox[2Fe-2S]coordinadopordoscistéınasydoshistidinas.Asimsimo,a
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partirdelcentro2Fe-2S,estedominiorecibeelectronesdelsistematransportadordeelectronespara

transferirlosluegoalsitioactivo[Haddock,2010].EldominiocataĺıticoC-terminal,poseeunsitiode

uníonalsustratoyunsitioconservadodeuníonaFe+2mononuclear,elcualsecreequeeselsitiode

activacíondelox́ıgeno[Chakrabortyetal.,2012].

LaevolucíondelasenzimasRHOhaexpandidoampliamentesurangodesustratos,entrelos

cualesseencuentranbifenilospoliclorados,HAPs,benzoatosyftalatos.Acontinuacíonsedescribenlos

diferentessistemasutilizadosparalaclasificacíondeestasenzimas.Lossistemasḿasrecientesintentan

reflejarlasrelacionesqueexistenentrelasmismas,teniendoencuentasuestructura,secuencia,funcíon

yevolucíon[Chakrabortyetal.,2012].

Figura1.5:SistemaenziḿaticomulticomponentedeenzimasRHO.

1.2.5.1. ClasificacíondelasenzimasRHO

Enelãno1991,Batieycolaboradoresfueronlosprimerosenproponerunaclasificacíonde

estafamiliadeoxigenasas[Batieetal.,1991].Enella,lasenzimasseagrupabandeacuerdoalas

propiedadesdelasprotéınastransportadorasdeelectrones[JiangyParales,1996].Posteriormente,

Werlenycolaboradoresidentificaroncuatrofamiliasdeoxigenasas(naftaleno,tolueno/benceno,bifenil

ybenzoato/toluatodioxigenasas).Lasmismassedefinieronenbasealaespecificidaddesustrato,

alaorganizacíonǵenicadesuscomponentesyalasimilituddesecuenciasdeaminóacidosdelas

subunidadesalfadelasoxigenasas[Werlenetal.,1996].

LaidentificacíonylacaracterizacíondeenzimasRHOquenopertenećıananinǵungruposeǵun

lasclasificacionespreviashizonecesarioeldesarrollodenuevossistemasdeclasificacíon.Porejemplo,

enlaclasificacíonpropuestaporNamycolaboradores[Nametal.,2001],dichasenzimasseagrupaban

encuatrogrupos(IaIV)conuncriteriosimilaralpropuestopor Werlenycolaboradoresperoesta-
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bleciendo grupos de enzimas más inclusivos que reflejaban mejor las relaciones filogenéticas [Werlen

et al., 1996]. Por otro lado, en la clasificación propuesta por Kweon y colaboradores [Kweon et al.,

2008] se consideró cada componente de estas oxigenasas (oxigenasa terminal y protéınas transportado-

ras de electrones), teniendo en cuenta clasificaciones anteriores [Batie et al., 1991, Nam et al., 2001].

La misma permitió identificar cinco tipos de dioxigenasas diferentes, y su principal ventaja es que

posibilita la clasificación de oxigenasas aún sin contar con la información completa de los distintos

componentes de las mismas.

La clasificación más reciente, la cual fue utilizada para el análisis de las secuencias de oxigenasas

identificadas en este trabajo, es aquella propuesta por Chakraborty y colaboradores. En este sistema de

clasificación, se proponen cuatro clases diferentes de oxigenasas (A a D) en base a aspectos evolutivos

y funcionales relacionados con la configuración estructural del sustrato y sus sitios de oxigenación. Por

otra parte, las RHOs, se clasifican en diferenes tipos de enzimas, de acuerdo a la combinación de los

componentes de la cadena transportadora de electrones asociada a la oxigenasa. De esta manera, se

ampĺıa la clasificación previa de Kweon y colaboradores. Por otro lado, el descubrimiento de enzimas

RHO pertenecientes a microorganismos no cultivables podŕıa dar lugar a la identificación de otros tipos

de enzimas aún no descriptos, dado que en la clasificación propuesta por Chakraborty y colaboradores

sólo se emplearon secuencias de enzimas oxigenasas de bacterias aisladas [Chakraborty et al., 2012].

1.2.6. Enzimas involucradas en la ruptura del anillo aromático

Como se vió en la sección 1.2.3, las rutas involucradas en la degradación de HAPs descriptas

hasta el momento generalmente convergen en la formación de intermediarios centrales derivados del

catecol. Las enzimas intradiol y extradiol dioxigenasas catalizan la ruptura del anillo aromático de estos

intermediarios y, al igual que las enzimas RHO, cumplen un rol clave en el metabolismo de HAPs.

Estas enzimas evitan la acumulación de compuestos catecólicos, los cuales poseen un efecto letal en

bacterias [Pérez-Pantoja et al., 2003]. A diferencia de las enzimas intradiol dioxigenasas (INDO), las

enzimas extradiol dioxigenasas (EXDO) son más versátiles y permiten degradar una amplia variedad

de sustratos. El análisis de las secuencias y de la estructura de las enzimas INDO indican que las

mismas pertenecen a un único linaje evolutivo. En contraste, las enzimas EXDO han evolucionado

de manera tal que es posible clasificarlas en diferentes familias o tipos [Pérez-Pantoja et al., 2010b,

Vaillancourt et al., 2006].
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1.2.6.1. Clasificación de enzimas EXDO

La clasificación de EXDO definida por Eltis y colaboradores se basó tanto en análisis filogenéticos

como estructurales, lo cual permitió distinguir dos tipos principales de enzimas: tipo I y tipo II [Eltis y

Bolin, 1996]. Las EXDO de tipo I constituyen una superfamilia muy diversa, con secuencias altamente

divergentes entre las cuales se definieron diferentes familias (I.1 a I.5) y subfamilias. Por ejemplo, en la

familia I.1 se incluyeron enzimas de dominio único, mientras que las familias I.2 y I.3 se encontraron

enzimas con dos dominios y con preferencia por sustratos monoćıclicos (I.2) y bićıclos (I.3). Las familias

restantes, sólo teńıan un representante, por lo que se consideron provisorias. Por otro lado, aquellas

secuencias que no pudieron ser alineadas con las secuencias de aminoácidos de las enzimas EXDO

de tipo I se denominaron EXDO tipo II. Entre ellas se encontraban las enzimas protocatéquico 4,5

dioxigenasa y catecol 2,3 dioxigenasa I de Alcaligenes eutrophus JMP222 [Eltis y Bolin, 1996].

En la actualidad, se reconocen tres familias de enzimas EXDO, de tipo I, II y III [Pérez-Pantoja

et al., 2010b, Vaillancourt et al., 2006], si bien no existe una clasificación formal que incluya a la

totalidad de las enzimas EXDO descubiertas hasta el momento (H. Pieper, comunicación personal).

Estas enzimas poseen en común un sitio activo que presenta dos histidinas y un glutamato, aśı como

también al hierro como ligando. Las enzimas EXDO I pertenecen a la superfamilia de protéınas que-

lantes de ox́ıgenos vecinales [Gerlt y Babbitt, 2001] e incluyen a las EXDO de tipo I definidas por Eltis

y colaboradores [Eltis y Bolin, 1996]. Las enzimas de este tipo que poseen un único dominio presentan

una conformación homodimérica, mientras que las enzimas que presentan dos dominios, forman homo-

mult́ımeros. Uno de sus sitios conservados se encuentra la región comprendida entre los aminoácidos

239 a 260 correspondientes a la protéına BphC de Pseudomonas cepacia LB400: [GNTIV]x(1)-H-x(5,7)-

[LIVMF]-Yx(2)-[DENTA]-P-x-[GP]x(3,4)E, caracteŕıstica de esta superfamilia, donde x(n) indica el

número de residuos de aminoácidos de cualquier tipo y entre corchetes los aminoácidos encontrados

en una posición definida [Eltis y Bolin, 1996, Pérez-Pantoja et al., 2010b, Vaillancourt et al., 2006].

Por otro lado, el análisis filogenético de dichas enzimas mostró que las mismas se agrupan de acuerdo

a la especificidad de sustrato [Pérez-Pantoja et al., 2010b]. Ejemplo de las EXDO I son las enzimas

catecol 2,3 dioxigenasas, aunque algunas de ellas pueden pertenecer también a la familia EXDO II

[Pérez-Pantoja et al., 2010b, Vaillancourt et al., 2006].

Las enzimas EXDO II, forman parte de la superfamilia Lig B, la cual incluye enzimas con una

o dos subunidades [Pérez-Pantoja et al., 2010b, Sugimoto et al., 1999, Vaillancourt et al., 2006]. En-

tre ellas también se encuentran las enzimas protocatéquico 4,5-dioxigenasas. Finalmente, las EXDO

III pertenecen a la superfamilia de las cupinas [Dunwell et al., 2004], e incluyen enzimas tales como

gentisato 1,2-dioxigenasa, homogentisato 1,2-dioxigenasa y 3-hidroxiantranilato 3,4-dioxigenasa, invo-

lucradas en la degradación de salicilato, fenilalanina y triptofano respectivamente. Las protéınas de
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esta superfamilia poseen sólo una subunidad en forma de tetrámeros o hexámeros [Vaillancourt et al.,

2006].

1.2.7. Genes involucrados en el catabolismo de HAPs

Los genes codificantes para las enzimas mencionadas en las secciones 1.2.3 y 1.2.4 han sido iden-

tificados en un amplio rango de bacterias gram negativas y en algunas bacterias gram positivas. En

bacterias del género Pseudomonas, estos genes han sido muy estudiados y se encuentran distribuidos

en dos operones (Figura 1.6). En uno de ellos se localizan los genes que codifican para las enzimas de la

v́ıa alta involucradas en la degradación de naftaleno, fenantreno o antraceno hasta ácido salićılico. En

cambio, el otro operón posee genes codificantes para las enzimas de la v́ıa baja, las cuales permiten me-

tabolizar el ácido salićılico hasta intermediarios del ciclo de los ácidos tricarbox́ılicos. Generalmente, en

distintas cepas pertenecientes al género Pseudomonas que presentan la capacidad de degradar HAPs,

estos genes se encuentran organizados de manera similar y comparten un 90 % de identidad a nivel de

nucleótidos [Peng et al., 2008]. Debido a esto se los denomina frecuentemente genes ”arquet́ıpicos”de

Pseudomonas [Habe et al., 2003]. El primer gen presente en el operón de la v́ıa baja de degradación es

aquel codificante para una ferredoxina reductasa (nahAa). Al mismo le siguen en orden los genes nahAb

(codificante para una ferredoxina), nahAc (subunidad alfa del componente cataĺıtico de la dioxigenasa

inicial, RHD1 de la figura 1.3), nahAd (subunidad beta del componente cataĺıtico de la dioxigenasa

inicial), nahB (dihidrodiol deshidrogenasa, D en la figura 1.3), nahF (salicilaldeh́ıdo deshidrogenasa,

AD), nahC (dihidroxi-HAP-dioxigenasa, EXDO1), nahQ (gen desconocido), nahE (hidratasa-aldolasa,

H-A en la figura 1.3) y nahD (carboxilato isomerasa) [Habe et al., 2003]. Por otro lado, la v́ıa baja de

degradación consiste en once genes con la siguiente organización: nahGTHINLOMKJY. Estos genes

codifican para las enzimas salicilato hidroxilasa, ferredoxina, catecol 2,3 dioxigenasa, hidroximucónico

semialdeh́ıdo deshidrogenasa, hidroximucónico semialdeh́ıdo hidrolasa, 2-oxo-pent-4-enoato hidrata-

sa, acetaldeh́ıdo deshidrogenasa, 4-hidroxi-2-oxovalerato aldolasa, 4-oxalocrotonato descarboxilasa y

4-oxalocrotonato tauromerasa, respectivamente [Grimm y Harwood, 1999, Peng et al., 2008]. Particu-

larmente, el gen nahY codifica para una protéına de membrana involucrada en la quimiotaxis durante

la degradación naftaleno [Grimm y Harwood, 1999].

Si bien cepas pertenecientes a otros géneros bacterianos poseen fenotipos similares respecto de

la degradación de HAPs, la organización de sus genes puede ser muy diferente a la de los genes nah

de Pseudomonas. Estas cepas pertenecen a los géneros Sphingomonas, Cycloclasticus, Mycobacterium,

Burkholderia y Comamonas, entre otros. Particularmente, en varias cepas pertenecientes al orden

Sphingomonadales, estos genes se encuentran altamente conservados y distribuidos a lo largo del

genoma en operones diferentes [Pinyakong et al., 2003]. Ejemplo de ello son los genes contenidos en el
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plásmido pNL1 de Novosphingobium aromaticivorans DSM 12444 [Romine y Stillwell, 1999], en el cual

los genes codificantes para seis enzimas dioxigenasas (bphA1 [a-f] y bphA2 [a-f]) se encuentran dispersos

a lo largo de sus 184 kb (Figura 1.6). Lo mismo ocurre con los genes codificantes para el resto de las

enzimas involucradas en la v́ıa alta de la degradación de HAPs (bphB-F y nahD-F ). Sin embargo, en el

plásmido pNL1, la totalidad de los genes involucrados en la ruta baja de degradación por metaclivaje, se

encuentran agrupados en un único operón (xylFEGJQKIHT ). Estos genes, junto con los genes de la v́ıa

alta, otorgan la capacidad de degradar naftaleno, fenantreno, antraceno y bifenilos hasta compuestos

intermediarios del ciclo de los ácidos tricarbox́ılicos [Habe et al., 2003, Pinyakong et al., 2003]. Los

genes phn pertenecientes a la cepa Cycloclasticus sp. A5, también presentan una organización similar

a la encontrada en Novosphingobium aromaticivorans DSM 12444 y otras bacterias pertenecientes

al orden Sphingomonas [Yakimov et al., 2007]. Dichos genes fueron identificados en un fragmento

genómico de 10,5 kb y se encuentran en diferentes unidades transcripcionales. En una de ellas, los

genes phnA1, phnA2 y phnC codifican para las dos subunidades correspondientes de la dioxigenasa

inicial y para una enzima extradiol dioxigenasa, respectivamente. Mientras que, separados por 2,8 kb,

se identificaron los genes phnA3, phnA4 y phnD codificantes para una ferredoxina, una ferredoxin

reductasa y una hidroxicromeno-2-carboxilato isomerasa, respectivamente [Kasai y Shindo, 2003].

Hasta el momento, los genes involucrados en el catabolismo de HAPs de alto peso molecular

(espećıficamente pireno) se estudiaron en detalle sólo en M. vanbaalenii PYR-1 [Kim et al., 2008,

2007]. Los 27 genes codificantes para la totalidad de las enzimas degradadoras de pireno se encuentran

distribuidos en cuatro regiones del genoma de esta bacteria. Una de ellas, a excepción de los genes

codificantes para las enzimas dihidrodiol deshidrogenasas, descarboxilasas y carboxibenzaldeh́ıdo des-

hidrogenasa, posee los genes necesarios para metabolizar pireno hasta ácido ftálico. El resto de los

genes que permiten la degradación completa de dicho compuesto se encuentran dispersos en las otras

tres regiones.
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Figura1.6:OrganizacíondelosgenesinvolucradosenladegradacíonHAPs.Semuestranlasregionesgeńomicas
dediferentescepasbacterianascapacesdedegradarestoscompuestos.Lasflechasrepresentanlosgenesyel
sentidodesutranscripcíon.Arribadelasflechasyenit́alicaseindicaelnombredelosgenescorrespondientes.
Lasĺıneasparalelasindicanquelosgenesseencuentranalejados,[Kimetal.,2007,Pengetal.,2008,Pinyakong
etal.,2003,Yakimovetal.,2007]

.

1.2.8. Labiodegradacíondehidrocarburosenelambiente marino

Diversosǵenerosbacterianosaisladosapartirdelmedioambientemarinoposeenlacapacidad

dedegradarhidrocarburos.Entreellosseencuentraungrupodebacteriasaltamenteespecializadas

enlautilizacíondeestoscompuestos,denominadobacteriasmarinashidrocarbonocĺasticasobligadas

[McGenityetal.,2012,Yakimovetal.,2007].Bacteriasaisladasdesedimentosmarinoscomopor

ejemploCycloclasticussp.P1yNovosphingobiumpentaromativoransUS6-1poseenlacapacidadde

utilizarHAPscomoúnicafuentedecarbonoyenerǵıa[Laietal.,2012,Luoetal.,2012].Encambio,

Alcanivoraxborkumensis,Thalassolituusoleivorans,Oleiphilusmessinensis,Oleispiraantarcticayal-

gunasespeciesdelǵeneroMarinobacter únicamenteempleanalcanoscomofuentedecarbonoyenerǵıa

[Cappelloetal.,2010,Duran,2010,Yakimovetal.,2010,1998].Apesardequenoessencillomante-

nerlaactividadmetab́olicadeestosmicroorganismosdurantelargotiempoencultivospuros,algunos

estudiosdemostraronqueposeenmecanismosdeadaptacíonespećıficos.TantoenCycloclasticuscomo

enAlcanivoraxseencontrarondiferentessistemasdetransporteparalacapturadenutrientesyoligo-

elementos,componentesqueenelambientemarinoseencuentranenbajaproporcíon[Yakimovetal.,

2007].Adeḿas,poseenḿultiplescopiasdegenescodificantesparaenzimasoxigenasasinvolucradasen

elprimerpasodeladegradacíondehidrocarburospoliaroḿaticosyalif́aticos,respectivamente.Esta

caracteŕısticapodŕıaestarrelacionadaconsucapacidaddedegradarunampliorangodesustratos

[McGenityetal.,2012,Yakimovetal.,2007].

Sibienlasbacteriashidrocarbonocĺasticasobligadasnormalmenteseencuentranenbajasabun-

danciasenelambientemarino,algunosǵenerosbacterianosespećıficosaumentanenabundanciaante
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la presencia de hidrocarburos, como es el caso de Alcanivorax [Kostka et al., 2011, Vila et al., 2010]

y Cycloclasticus [Niepceron et al., 2010, Teira et al., 2007]. Sin embargo, la respuesta microbiana

no es uniforme, sino que depende de varios factores tales como la composición de hidrocarburos, las

condiciones ambientales, la temperatura y la concentración de nutrientes. Más aún, en ambientes fŕıos

se vió que la bacteria psicrófila O. antarctica es dominante en la comunidad degradadora en lugar

de Alcanivorax [Coulon et al., 2007]. Algo similar ocurre con el género Thalassolituus en ambientes

templados [McKew et al., 2007]. Por otro lado, las bacterias generalistas también pueden tener un rol

importante durante la biodegradación de hidrocarburos. Estas últimas no sólo poseen la capacidad de

utilizar hidrocarburos, sino también otras fuentes de carbono y enerǵıa. Entre las mismas se encuen-

tran algunas cepas bacterianas pertenecientes a los géneros Acinetobacter, Pseudomonas, Roseobacter,

Marinobacter, Neptunomonas, Spingomonas y Mycobacterium. Si bien otros microorganismos presen-

tes en el ambiente marino no participan directamente de la degradación de hidrocarburos, pueden

favorecer dicho proceso proporcionando el ox́ıgeno necesario (Cyanobacterias) o incrementando la bio-

disponibilidad de estos compuestos mediante la producción de biosurfactantes [Berthe-Corti et al.,

2010, Maneerat y Phetrong, 2007].

1.3. Estudio de comunidades microbianas: Métodos independientes

del cultivo

La observación de discrepancias entre el número de microorganismos determinado mediante el

recuento en placa y por microscoṕıa fue indicador de que los microorganismos cultivables no represen-

tan la totalidad de la diversidad microbiana [Staley y Konopka, 1985]. Particularmente, la diferencia

en ambientes acuáticos puede ser entre cuatro y seis órdenes de magnitud, mientras que en suelo sólo

es posible recuperar entre un 0,1 a 1 % de los microorganismos de la comunidad en un medio de cultivo

estándar [Torsvik y Øvre̊as, 2002]. Esto se debe, en parte, a que las condiciones de cultivo difieren de

las caracteŕısticas de su entorno natural. Sin embargo, en la actualidad no se considera que existan

microorganismos incultivables, sino aún no cultivables. Avances en las estrategias de cultivo han per-

mitido recuperar una mayor proporción de la diversidad microbiana natural. Tal es el caso de cepas

pertenecientes al género Pelagibacter, el cual representa más de un tercio de las células procariotas

presentes en los ambientes pelágicos superficiales de los océanos [Handelsman, 2004]. Inicialmente,

este género hab́ıa sido identificado a partir del estudio del gen que codifica para el ARN ribosomal

16S (ARNr 16S). Sin embargo, no fue hasta el año 2004 que se lograron obtener cultivos puros de

diferentes miembros de este género [Cho y Giovannoni, 2004].

Durante los últimos treinta años, el desarrollo de herramientas moleculares independientes del
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cultivo de microorganismos ha permitido incrementar nuestro conocimiento sobre la diversidad mi-

crobiana presente en nuestro Planeta. Dentro de estas herramientas pueden distinguirse dos tipos de

estrategias, la amplificación y análisis de un gen o familia de genes (los cuales son llamados genes

biomarcadores), y el estudio de la totalidad de los genes presentes en una comunidad microbiana,

estrategia denominada metagenómica [Edwards et al., 2006, Muangchinda et al., 2014, Pilloni et al.,

2012, Suenaga et al., 2009]. Ambas estrategias permiten estimar la función, el potencial metabólico

y la diversidad de los microorganismos a partir del ADN purificado de una muestra ambiental. Sin

embargo, se diferencian con respecto a la información que pueden aportar: las primeras sólo proveen

información de aquellos genes que pueden ser amplificados, mientras que las segundas son más abarca-

tivas [Riesenfeld et al., 2004]. En los estudios basados en la amplificación de fragmentos de genes puede

distinguirse el análisis de genes biomarcadores filogenéticos y funcionales. Los marcadores filogenéticos

son empleados frecuentemente para estudiar la estructura y diversidad de los microorganismos pre-

sentes en una muestra ambiental, dado que permiten obtener información sobre su identidad. Ejemplo

de ello son los genes codificantes para ARNr 16S, siendo el marcador filogenético más utilizado [Abed,

2009]. Los genes marcadores funcionales corresponden a genes codificantes para protéınas, y por lo

tanto aportan información sobre las capacidades metabólicas y funcionales de la comunidad micro-

biana. Asimismo, pueden ser utilizados para estudiar la presencia o diversidad de enzimas claves para

los procesos metabólicos de interés, estimar su abundancia o evaluar su expresión [Junca et al., 2010,

Kazy et al., 2010]. A continuación se describen algunas de las técnicas independientes del cultivo

utilizadas en la presente tesis doctoral por su potencial, aunque es importante destacar que las mis-

mas no reemplazan los métodos microbiológicos clásicos. Sino todo lo contrario, ambas estrategias se

complementan entre śı [Abed, 2009].

1.3.1. Bibliotecas de productos de amplificación

La construcción de este tipo de bibliotecas comienza con la extracción de ADN a partir de una

muestra ambiental y posterior amplificación de fragmentos de genes biomarcadores (filogenéticos o

funcionales) presentes en la comunidad bacteriana mediante reacciones de PCR (Figura 1.7). Debido

a que estos genes son amplificados a partir del ADN de diversos microorganismos se trata de reacciones

multitemplado, las cuales posibilitan la obtención de amplicones correspondientes a diferentes variantes

de un mismo gen. Para poder estudiarlos individualmente, cada producto de amplificación se liga a

un vector de clonado, que luego es introducido en una célula hospedadora. Luego, cada amplicón se

analiza individualmente, por ejemplo por medio de su secuenciación y comparación de las secuencias

obtenidas con las bases de datos. Las bibliotecas de amplificación son utilizadas frecuentemente para

estudiar la diversidad de los genes de interés presentes en una comunidad microbiana [Lozada et al.,

2008, Marcos et al., 2009]. Además, la obtención de secuencias individuales posibilita el diseño de
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sondas o cebadores para la posterior detección de genes espećıficos [Abed, 2009, van Elsas y Boersma,

2011].

Se ha reportado que esta metodoloǵıa puede sufrir una serie de desv́ıos y artefactos [Sipos et al.,

2010]. Durante la etapa de amplificación, estos problemas metodológicos pueden provocar cambios en

las abundancias relativas de las distintas variantes del gen biomarcador con respecto a la comunidad

estudiada. Por ejemplo, es posible que aquellos templados con mayor contenido GC se desnaturalicen

menos eficientemente, disminuyendo aśı su abundancia relativa original [Reysenbach y Giver, 1992].

Por otra parte, los amplicones generados a partir de los genes más abundantes poseen mayor proba-

bilidad de rehibridarse entre śı, quedando inhabilitados para hibridar en la reacción de PCR, lo cual

también modifica la abundancia relativa original de los genes blanco [Suzuki et al., 1996]. Lo mismo

ocurre cuando se forman estructuras secundarias en los amplicones [Kanagawa, 2003]. Por otro lado,

en la etapa de clonado, pueden generarse desv́ıos cuando algunos amplicones son ligados con ma-

yor preferencia que otros. Además, una vez clonados, determinados insertos podŕıan ser letales para

la cepa transformada [Palatinszky et al., 2011]. Los desv́ıos y artefactos que pueden afectar a esta

metodoloǵıa limitan la información que puede obtenerse a partir de las bibliotecas de productos de

amplificación. Otra limitación de esta metodoloǵıa está relacionada con la baja cobertura de análisis

que ofrece cuando la diversidad de variantes del gen biomarcador es muy alta, como por ejemplo en el

estudio de la estructura de las comunidades microbianas complejas. Debido a ello, ha sido reemplazada

por métodos más modernos como es la secuenciación en gran escala de los fragementos amplificados,

lo cual evita el paso de clonado y permite el estudio de decenas de miles de fragmentos amplificados

a partir de una muestra. Sin embargo, aún es muy utilizada para el estudio de genes biomarcadores

funcionales, los cuales son habitualmente menos diversos. Asimismo, es importante tener en cuenta

que los resultados obtenidos pueden ser afectados por los desv́ıos anteriormente mencionados.
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Figura1.7:ConstruccíondebibliotecasdeproductosdeamplificacíonapartirdeADNambiental.Modificado
apartirdeCrumpycolaboradores[Crumpetal.,2005].

1.3.2. PCRcuantitativa

LaPCRcuantitativa(qPCR)esunametodoloǵıabasadaenlaamplificacíondegenes,enla

cualcadaciclodeamplificacíonesmonitoreadoentiemporealutilizandotecnoloǵıasdedeteccíonpor

fluorescencia[Valaseketal.,2005].Lassẽnalesdefluorescenciapuedenprovenirdecolorantescapa-

cesdeunirsealadoblehebradeADNodesondasfluorescentesconsecuenciasespećıficas.[Valasek

etal.,2005, Wilhelmetal.,2003].Durantelaamplificacíon,losdatosdefluorescenciasongraficados

enfuncíondelńumerodeciclo,dandolugaraunacurvat́ıpicadeamplificacíoncomolaobservada

enlafigura1.8.Esteprocesopresentacuatrofases:lafluorescenciadebase,lafaseexponencial,la

amplificacíonlinealylafasedemesetaoplateau.Enlaetapaexponencial,lacantidaddeamplićondel

gendeinteŕesesproporcionalasuconcentracíoninicial,porloqueestainformacíonesutilizadapara

cuantificarelńumerodegenespresentesenlamuestra.Paraello,sefijaarbitrariamenteunumbralde

fluorescenciasignificativamentemayoralafluorescenciadebasequepermitacompararlasmuestras.

Luego,sedeterminanlosvaloresdeCtparacadamuestra,loscualesrepresentanlacantidaddeciclos

deamplificacíonquefueronnecesariosparasuperardichoumbral.LosvaloresdeCtseencuentran

relacionadosconlacantidadinicialdetemplado(amayorconcentracíon,senecesitaŕanmenosciclos

paraalcanzarelCt)yporlotantopuedenserutilizadosparalacuantificacíondelosgenesdeinteŕes
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apartirdecurvasdecalibracíongeneradasconungenest́andar[Bustin,2004,SmithyOsborn,2009].

Figura1.8:CurvadefluorescenciaenfuncíondelosciclosdeamplificacíonobservadaendosreaccionesdeqPCR
conteniendodistintasconcentracionesdetemplado.

EntreloscolorantesḿasutilizadosseencuentraSYBRGreenI.Estecoloranteseintercalaentre

losparesdebasesadyacentesdelADNdoblecadenaemitiendounasẽnaldefluorescencia,porloque

alaumentarlacantidaddefragmentosdeADNdoblecadenaalolargodelosciclosdeamplificacíon

tambíenseincrementaestasẽnal.Dadoquedichocoloranteescapazdeunirseacualquierhebrade

ADNdoblecadena,todoproductoinespećıficoproducidodurantelaamplificacíon,aśıcomotambíen

laformacíonded́ımerosdecebadoressobreestimaŕalaabundanciadelosgenesblanco[SmithyOs-

born,2009, Wilhelmetal.,2003].Esteḿetododedeteccíondefluorescenciapermitelaconstruccíon

decurvasdedesnaturalizacíonparaanalizarlaespecificidaddelosproductosdereaccíon.Luegode

finalizadalareaccíondeamplificacíonsegeneranaumentosgradualesdetemperatura,dandolugar

aladisociacíondelADNdoblecadenayporlotantodelasmoĺeculasdecolorante.Estoresulta

enunadisminucíondelafluorescencia,lacualpuedeserrepresentadaenfuncíondelatemperatura

paragenerarlascurvasdedesnaturalizacíoncorrespondientes(Figura1.9b).Latemperaturaenla

queseobservaunacáıdapronunciadadelasẽnaldefluorescenciasedenominatemperaturadedes-

naturalizacíon(Tm).DadoquelaTmdependedeltamãnoycomposicíondelosfragmentosdeADN,

permiteidentificartantolapresenciadeproductosinespećıficoscomoded́ımerosdecebadores[Smith

yOsborn,2009, Wilhelmetal.,2003].Asimismo,esfrecuenterepresentarladerivadanegativadela

fluorescencia(-dI/dT)respectodelatemperatura(Figura1.9a),afindedetectarḿasf́acilmenteestos

productos.
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Figura1.9:Curvasdemelting.a)-dI/dTenfuncíondelafluorescencia.b)Intensidaddelafluorescenciaen
funcíondelatemperatura.

LaPCRcuantitativasehaconvertidoenunametodoloǵıaampliamenteutilizadaeninvestigacíon

yendiagńosticotantoḿedicocomoambiental[Ćebronetal.,2008,FiereryJackson,2005,Mestdagh

etal.,2008, Wilhelmetal.,2003].Unadesusprincipalesventajasesqueposibilitalaestimacíonde

laabundanciadelgendeinteŕesenunampliorangodińamico(ḿasdeochoórdenesdemagnitud).

Esto,sumadoasugransensibilidad,permiteladeteccíondemenosdecincocopiasdelasecuencia

blancoporreaccíon.Finalmente,laqPCRnorequiere manipulacionesposterioresyporlotanto

se minimizanlasposibilidadesdecontaminacíonenellaboratorioconproductosdeamplificacíon

[Valaseketal.,2005,Wilhelmetal.,2003].Sinembargo,estat́ecnicatambíenposeeciertaslimitaciones

[Valaseketal.,2005].Laprincipaldeellas,aligualqueenlasreaccionesdePCRtradicional,essu

susceptibilidadalainhibicíonpordeterminadoscompuestosquepuedenpresentesenlamuestra,como

porejemploinhibidoresfeńolicos[Wilson,1997].Adeḿas,aligualquelaPCR,dependefuertemente

delainformacíondisponibleenlasbasesdedatosparaeldisẽnodeloscebadores.
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1.3.3. Metagenómica

El conjunto de herramientas y el campo de estudio destinados a la caracterización y análisis de la

totalidad de los genomas microbianos presentes en una muestra ambiental se denomina ”Metagenómi-

ca”[Riesenfeld et al., 2004]. Si bien las estrategias metagenómicas presentan desv́ıos y limitaciones,

este abordaje permite acceder al potencial genético contenido en una comunidad microbiana de forma

mucho más completa [Ferrer et al., 2009, Simon y Daniel, 2009]. La alta diversidad que presentan los

microorganismos en las comunidades microbianas representa el mayor desaf́ıo de este nuevo campo de

estudio. Sin embargo, esta diversidad presenta también un gran valor, y la metagenómica representa

una disciplina clave para acceder a dicho potencial. La metagenómica está contribuyendo a incremen-

tar nuestro conocimiento sobre el rol que presentan los microorganismos para el funcionamiento de

los ecosistemas de nuestro planeta, a conocer las distintas especializaciones que han adquirido a lo

largo de su evolución, y a revelar sus posibles utilidades biotecnológicas [Brown y Tiedje, 2011]. Por

medio de dos estrategias diferentes, estas herramientas permiten analizar el ADN de la comunidad sin

utilizar un paso previo de amplificación. Ambas se describen brevemente a continuación.

1.3.3.1. Bibliotecas metagenómicas

De forma similar a las bibilioteas genómicas, la construcción de una biblioteca metagenómica

consiste en el clonado de ADN metagenómico en vectores adecuados, y la posterior transformación

de la célula hospedadora. De acuerdo al vector utilizado, es posible generar dos tipos de bibliotecas

metagenómicas, aquellas que contienen insertos menores a 10 kb, los cuales son clonados en vectores

plasmı́dicos, y las que poseen insertos de hasta 40 kb o mayores (clonados en cósmidos, fósmidos

o BACs). La construcción de uno u otro tipo de biblioteca dependerá del tamaño de los fragmentos

obtenidos durante la extracción de ADN metagenómico, de la estrategia de búsqueda seleccionada para

identificar los clones de interés, del hospedador y del número clones requerido para que la biblioteca

sea representativa del metagenoma, entre otros factores [Daniel, 2005]. Generalmente, las bibliotecas

metagenómicas en plásmidos son empleadas para la identificación de nuevas biomoléculas codificadas

por un sólo gen u operón pequeño. Sin embargo, para poder identificar rutas metabólicas codificadas

por varios genes, o fragmentos de ADN destinados a la caracterización genómica de microorganismos

no cutivables, es conveniente la construcción de una biblioteca en cósmidos, fósmidos o BACs [Simon

y Daniel, 2011]. Aunque la construcción de una biblioteca metagenómica es conceptualmente simple,

se requiere de un gran número de clones a fin de lograr una adecuada cobertura del análisis de la

comunidad en estudio.

La identificación de los clones conteniendo genes de interés involucra estrategias de búsqueda

basadas en las secuencias de nucleótidos de los genes en estudio o en la determinación una actividad
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enzimática [Simon y Daniel, 2011]. Los análisis basados en secuencias nucleot́ıdicas incluyen el uso

de técnicas moleculares como PCR o hibridación. Debido a que estas técnicas utilizan cebadores o

sondas diseñados a partir de regiones conservadas de genes conocidos, su aplicación queda limitada a

la identificación de nuevos miembros de familias de genes previamente caracterizadas. Por otro lado,

dichas estrategias no permiten asegurar la detección de genes completos y/o funcionales [Daniel, 2005,

Simon y Daniel, 2009]. Aún aśı se han identificado varios genes codificantes para enzimas novedosas,

tales como deshidrogenasas, isomerasas y oxidasas [Neufeld et al., 2008, Parachin y Gorwa-Grauslund,

2011]. Estas metodoloǵıas también pueden ser utilizadas en la detección de genes biomarcadores filo-

genéticos. Por otra parte, la búsqueda de clones basada en la detección de una actividad enzimática

de interés no depende del conocimiento previo de las secuencias de los genes que las codifican. En con-

secuencia, los ensayos funcionales representan la única estrategia con potencial para el descubrimiento

de productos génicos novedosos [Ferrer et al., 2005, Heath et al., 2009, Steele et al., 2009]. Ejemplo

de ello es la esterasa O.16 identificada y caracterizada por Ferrer y colaboradores, la cual posee una

complejidad estructural y funcional mayor que el resto de las esterasas reportadas hasta ese momento

[Ferrer et al., 2005]. Otra de las ventajas que posee esta estrategia funcional es que posibilita la iden-

tificación de genes completos y funcionales. Sin embargo, la detección de los clones de interés puede

verse condicionada, dado que la funcionalidad del gen clonado depende de la capacidad que posee el

hospedador de expresar genes heterólogos [Riesenfeld et al., 2004, Simon y Daniel, 2011]. Debido a

que las estrategias moleculares y funcionales son complementarias, el uso de ambos tipos de análisis

permite obtener mayor información sobre los genes en estudio.

La construcción y el análisis de bibliotecas metagenómicas es considerada una tarea laboriosa,

dado que a menudo es necesario analizar decenas de miles de clones para poder estudiar el potencial

metabólico de una comunidad. A pesar de ello, las bibliotecas metagenómicas representan un reservorio

importante de información genética. A partir de ellas es posible llevar a cabo numerosos estudios, como

por ejemplo analizar el contexto genómico de los genes identificados, evaluar la presencia de eventos de

transferencia horizontal de genes y realizar ensayos posteriores de expresión hetróloga y caracterización

bioqúımica [Ferrer et al., 2009].

1.3.3.2. Secuenciación al azar del metagenoma

Esta estrategia metagenómica consiste en la secuenciación directa del ADN purificado a partir

de una comunidad microbiana mediante plataformas de secuenciación en gran escala [Shendure y Ji,

2008]. Dado que estas plataformas generan un gran número de secuencias, la cobertura de análisis

es significativamente mayor respecto de las metodoloǵıas descriptas anteriormente [Di Bella et al.,

2013]. Esto posibilita realizar estudios sobre la diversidad y potencial metabólico de una comunidad
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microbiana de una manera global y con una mayor resolución [Krause et al., 2008]. Esta metodoloǵıa

es aplicada frecuentemente para estudiar las diferencias existentes entre muestras ambientales a partir

del análisis comparativo de sus metagenomas [Dinsdale et al., 2008]. Otra ventaja de esta estrategia es

que no requiere del clonado previo de los fragmentos de ADN, reduciendo aśı los tiempos de análisis.

Sin embargo, las secuencias obtenidas por estas tecnoloǵıas de secuenciación pueden presentar entre

25 y 1000 pares de bases de longitud, dificultando el estudio de genes completos, sus funciones y

sus regiones lindantes. Programas especialmente diseñados para ensamblar este tipo de secuencias

permiten generar fragmentos de ADN de mayor longitud (Tabla 1.2). No obstante, en aquellos casos

donde las secuencias provienen de ADN de comunidades que poseen una alta diversidad, el ensamblado

de las mismas generalmente se ve limitado [Di Bella et al., 2013]. Otro desaf́ıo que presenta esta

estrategia, es que requiere de gran capacidad computacional para el análisis y procesamiento de la

información generada.

1.3.4. Tecnoloǵıas de secuenciación de segunda generación

Se denomina aśı a las plataformas de secuenciación que producen, mediante la śıtesis de ADN,

secuencias de una longitud entre 25 y 1000 pb en forma masiva y paralela [Shendure y Ji, 2008]. El

desarrollo de esta tecnoloǵıa ha reducido los costos de la generación de secuencias e incrementado

su rendimiento en varios órdenes de magnitud respecto de las secuenciación tradicional desarrollada

por Sanger [Sanger y Coulson, 1975]. Por sus caracteŕısticas, la secuenciación de alto rendimiento

no sólo es utilizada en el estudio de metagenomas, sino también en la secuenciación de productos

de amplificación, fósmidos, genomas de microorganismos aislados y metatranscriptómica, entre otras

aplicaciones [Bohorquez et al., 2012, Lai et al., 2012, Suenaga et al., 2009]. Si bien en el mercado existen

diferentes plataformas que difieren en su bioqúımica y en cómo se disponen los distintos fragmentos de

ADN a secuenciar, todas ellas realizan la secuenciación en etapas conceptualmente similares. Dichas

etapas consisten en la fragmentación al azar del ADN, la ligación de adaptadores comunes, separación

de los fragmentos obtenidos, generación de amplicones a partir de dichos fragmentos y finalmente

la secuenciación compartamentalizada de cada grupo de amplicones mediante ciclos alternados de

incorporación de nucleótidos y adquisición de datos (éstos últimos basados en las señales generadas

durante cada incorporación [Margulies et al., 2005, Shendure et al., 2005, Turcatti et al., 2008].

Entre las plataformas de secuenciación más utilizadas durante los últimos años, se encuentran

Illumina [www.illumina.com] y Roche 454 [www.454.com], cada una con sus ventajas y limitaciones.

La plataforma 454 Roche (GS FLX Titanium) puede generar secuencias de hasta 1000 pb en poco

tiempo y con un rendimiento de 700 Mb por corrida. De las plataformas existentes, es la que brinda

mayor tamaño de secuencias. Por lo tanto, resulta de utilidad en el análisis de regiones palindrómicas
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o repetitivas y en los casos en que se requiere reconstruir fragmentos de ADN metagenómico (las

secuencias largas son más fáciles de ensamblar que secuencias cortas). Sin embargo posee las desven-

tajas de presentar un alto costo y generar baja cantidad de secuencias, cuando es comparada con

plataformas de secuenciación más modernas. Además puede introducir errores en regiones homopo-

liméricas [Di Bella et al., 2013, Kunin et al., 2010]. La plataforma Illumina, por otro lado, permite

producir hasta 1000 Gb de información por corrida a un menor costo y con una mayor precisión que

la plataforma 454 Roche. Su principal limitación es que genera secuencias más cortas (hasta 150 pb)

y requiere de mayor tiempo de corrida [Di Bella et al., 2013]. Una de las aplicaciones en las que es-

tas tecnoloǵıas poseen un mayor impacto es en el estudio de los metagenomas [Wooley et al., 2010].

Algunos de los programas y sistemas integrales utilizados en el análisis de las secuencias obtenidas

(ensamblado, predicción de genes, anotación funcional, asignación taxonómica, análisis comparativos,

etc.) se muestran en la tabla 1.2. Estos análisis generalmente son aplicados tanto a los datos obte-

nidos a partir de bibliotecas metagenómicas como a partir de la secuenciación al azar de metagenomas.
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ió
n

en
tr

e
d

if
er

en
te

s
fr

ag
m

en
to

s
d

e
A

D
N

p
ar

a
ge

n
er

ar
se

cu
en

ci
as

d
e

m
ay

or
lo

n
gi

tu
d

y
fa

ci
li

ta
r

la
d

et
ec

ci
ón

d
e

ge
n

es
co

m
p

le
to

s.
S

e
n

ec
es

it
a

m
u

ch
o

ti
em

p
o

co
m

p
u

ta
ci

on
al

y
se

ve
d

ifi
cu

lt
ad

o
p

or
b

a
ja

s
co

b
er

tu
ra

s
d

e
an

ál
is

is
.

[M
a
rg

u
li

es
et

a
l.

,
2
0
0
5
,

M
ye

rs
et

a
l.

,
2
0
0
0
,

N
a
m

ik
i

et
a
l.

,
2
0
1
2
]

P
re

d
ic

c
ió
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1.4. Bah́ıa Ushuaia, el sitio de estudio

Bah́ıa Ushuaia se ubica en la costa sur de la Isla Grande de Tierra del Fuego, dentro del Canal

de Beagle, el cual conecta los Océanos Paćıfico y Atlántico en el extremo sur de Sudamérica (Figura

1.10). En sus orillas se encuentra Ushuaia, la ciudad más austral del mundo. La economı́a local depende

principalmente del turismo, el comercio, la pesca y el desarrollo industrial, actividades que involucran

un intenso tráfico de buques en esta bah́ıa. El suministro de combustibles en la Isla Grande de Tierra

del Fuego se realiza exclusivamente por medio de buques tanque, siendo descargado en la planta

de combustibles Orión (localizada en la ciudad de Ushuaia), a partir de un pequeño muelle ubicado

junto a la misma (Figura 1.10). Este muelle en general opera con hidrocarburos persistentes (derivados

pesados, gas-oil, fuel-oil, etc.) y no persistentes (nafta). Algunos buques que arriban a la ciudad también

pueden efectuar cargas de combustible en dicho muelle [www.nuestromar.org]. Si bien Bah́ıa Ushuaia

no es un zona de explotación de hidrocarburos, como si ocurre al norte de la isla, las actividades

portuarias junto con el crecimiento poblacional, han favorecido el ingreso de hidrocarburos en la

bah́ıa [Commendatore et al., 2012, Esteves et al., 2006]. Un trabajo reciente ha identificado tres

zonas en la bah́ıa con distintos niveles de contaminación por hidrocarburos: este, sudoeste y centro

[Commendatore et al., 2012]. En la zona central, sedimentos intermareales y submareales presentaron

una alta concentración de hidrocarburos de oŕıgen petrogénico y pirogénico [Commendatore et al.,

2012, Marcos et al., 2012], probablemente como consecuencia de derrames ocasionados en la cercańıa

de los muelles presentes en esta zona [Commendatore et al., 2012, Esteves et al., 2006]. Por otra parte,

en sedimentos intermareales cercanos a Planta Orión, objeto de estudio de este trabajo, se detectaron

signos de degradación de hidrocarburos alifáticos propios de sedimentos crónicamente contaminados

[Commendatore et al., 2012]. Asimismo, y como consecuencia de la circulación de agua en sentido

antihorario predominante dentro de la bah́ıa, los hidrocarburos de esta zona podŕıan ser transportados

hacia zonas menos afectadas, como es el caso del área ubicada al sudoeste de la bah́ıa [Commendatore

et al., 2012].
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Figura1.10:Ubicacíondelsitiodemuestreo.Lafotomuestraunavistadelmuelleydelostanquesdealmace-
namientodecombustibledelaPlantaOríon.

1.4.1. FactoresambientalesyelimpactodeloshidrocarburossobreBah́ıaUshuaia

LapersistenciayelimpactodeloshidrocarburosenBah́ıaUshuaiasevenfavorecidasporlas

condicionesambientalesexistentesenestaregíonsubant́artica.Enprimerlugar,elclimaocéanico

subpolar,conunatemperaturasuperficialdelaguaquevaŕıadesdeunpromediode4,5◦Cenjulioy

9,7◦Cenenero[Dionisietal.,2011],disminuyelasolubilidaddeloshidrocarburosrespectodeotras

regionesḿasćalidas,yporendesubiodisponibilidad.Adeḿas,apesardequeexistenmicroorganis-
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mos adaptados a ambientes fŕıos capaces de degradar hidrocarburos, como por ejemplo O. antarctica

[Berthe-Corti et al., 2010, Pini et al., 2007], las bajas temperaturas limitan la velocidad de biode-

gradación, al afectar la actividad microbiana [Coulon et al., 2007]. En segundo lugar, y a diferencia

de la costa Atlántica de la provincia de Tierra del Fuego, Bah́ıa Ushuaia se encuentra en una región

protegida de fuertes vientos, con lo cual no hay olas que faciliten la oxigenación y por ende los procesos

de biodegradación aeróbica de lo hidrocarburos. Es por esto que los hidrocarburos que arriban a esta

zona tienden a acumularse [Esteves et al., 2006]. Finalmente, cada primavera en el sur de Argentina

se registran altos niveles de radiación ultravioleta-B (UV-B, 280-315 nm) como consecuencia de la

disminución de la capa de ozono ubicada sobre la Antártida [Diaz et al., 2006, Frederick et al., 1994].

La radiación UV-B, en ciertas condiciones, puede incrementar el efecto tóxico de los HAPs, fenómeno

denominado toxicidad fotoinducida [Arfsten et al., 1996, McDonald y Chapman, 2002]. Si bien la rele-

vancia ecológica de la toxicidad fotoinducida aún se desconoce [McDonald y Chapman, 2002], diversos

organismos presentes en los ambientes costeros antárticos y subantárticos de Argentina podŕıan verse

afectados. Sargian y colaboradores realizaron ensayos experimentales a fin de observar el efecto de la

radiación UV y de la fracción soluble del petróleo crudo en microplancton de agua de mar de Bah́ıa

Ushuaia [Sargian et al., 2007]. Estos estudios evidenciaron la susceptibilidad del microplancton frente

a estos factores, y un efecto sinérgico entre la luz UV y las bajas concentraciones de hidrocarburos

solubles [Sargian et al., 2007].

1.4.2. Poblaciones bacterianas de sedimentos intermareales de Bah́ıa Ushuaia con

capacidad de degradar HAPs

Desde el año 2004 hasta la fecha, estudios realizados en el Laboratorio de Microbioloǵıa Am-

biental del Centro Nacional Patagónico (CENPAT-CONICET) han permitido identificar diferentes

poblaciones bacterianas capaces de degradar HAPs en sedimentos intermareales de Bah́ıa Ushuaia.

Estos estudios se basaron en la amplificación de genes biomarcadores funcionales, espećıficamente de

aquellos que codifican para el componente cataĺıtico correspondiente a la subunidad mayor de la dio-

xigenasa inicial de la ruta degradativa de HAPs. A partir del clonado de los amplicones generados

y posterior análisis de sus secuencias, se identificaron 22 variantes de genes de enzimas dioxigenasas

[Dionisi et al., 2011, Lozada et al., 2008, Marcos et al., 2009]. Tres de las 22 variantes identificadas

presentaron altos porcentajes de similitud con secuencias de dioxigenasas previamente caracterizadas.

Dos de ellas se encontraron muy relacionadas con los genes de nahAc identificadas en cepas del género

Pseudomonas (98 % de identidad a nivel de aminoácidos) y con los genes de la variante phnAc, inicial-

mente identificada en el microorganismo degradador de fenantreno Alcaligenes faecalis AFK2, y luego

en otras betaproteobacterias (94,5 - 99,3 %). La tercera variante identificada presentó altos porcentajes

de identidad con el gen phnAc, caracteŕısticos de bacterias marinas hidrocarbonoclásticas obligadas
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del género Cycloclasticus [Lozada et al., 2008]. Si bien se han llevado a cabo pocos estudios similares en

otros ambientes marinos del mundo, resultó sorprendente que de la totalidad de las variantes génicas

encontradas, 19 presentaran secuencias con porcentajes de identidad bajos a intermedios (33-70 % a

nivel de aminoácidos) respecto de otras dioxigenasas previamente descriptas. Estudios posteriores han

evaluado la abundancia relativa de las variantes identificadas frecuentemente en sedimentos interma-

reales de tres ambientes de la costa Patagónica, incluyendo Bah́ıa Ushuaia [Marcos et al., 2012]. Estos

análisis mostaron que en sedimentos cercanos al muelle de la Planta Orión en una serie temporal de

seis años, la abundancia de las variantes B, C y D en la mayoŕıa de los casos fue superior respecto

de la abundancia de genes arquet́ıpicos de dioxigenasas. Particularmente, la abundancia de los genes

de la variante nahAc fue muy baja en todas las muestras analizadas, a pesar de que numerosas cepas

degradadoras de HAPs pertenecientes a este género han sido aisladas a partir del medio ambiente

marino [Lalucat et al., 2006]. Estos resultados sugieren que las poblaciones microbianas que contienen

genes de las variante B, C y D son miembros estables dentro de la comunidad y que podŕıan tener

un rol clave en la biodegradación de HAPs [Marcos et al., 2012]. Respecto de las variantes novedosas

restantes (F a S), se observó que la mayoŕıa se relacionaba con genes identificados en bacterias Gram-

positivas del género Rhodococcus, Mycobacterium, Nocardioides, Terrabacter y Bacillus [Marcos et al.,

2009].

1.5. OBJETIVOS E HIPÓTESIS DE TRABAJO

La caracterización de los microorganismos que presentan la capacidad para degradar HAPs

resulta de interés para el desarrollo económico sustentable de zonas costeras afectadas por la conta-

minación con hidrocarburos. Estudios realizados en la región costera Patagónica, particularmente en

Bah́ıa Ushuaia, sugieren la existencia de múltiples poblaciones microbianas que presentan la capacidad

de degradar estos compuestos. Sin embargo, las metodoloǵıas empleadas en estos estudios fueron inca-

paces de revelar los mecanismos degradativos que utilizan dichas poblaciones. Asimismo, por causa de

las limitaciones metodológicas, probablemente se haya subestimado la diversidad de microorganismos

degradadores de HAPs autóctonos de estos ambientes. Es por esto que el objetivo general de este

trabajo fue:

Incrementar nuestro conocimiento sobre la diversidad y relevancia ecológica de los microorganis-

mos con capacidad para degradar HAPs autóctonos de ambientes costeros subantárticos crónicamente

contaminados, como aśı también revelar los mecanismos que utilizan para degradar estos compuestos.

Para ello, se plantearon los siguientes objetivos espećıficos:

I. Identificar y estimar la abundancia de microorganismos que presentan la capacidad para biode-
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gradar HAPs en sedimentos intermareales crónicamente contaminados de Bah́ıa Ushuaia, me-

diante análisis cualitativos y cuantitativos de genes biomarcadores funcionales.

II. Analizar la diversidad de los genes codificantes para las enzimas claves involucradas en la degra-

dación de HAPs.

III. Estudiar a nivel genómico las rutas degradativas utilizadas por los microorganismos presentes

en estos sedimentos, aśı como también otros mecanismos desarrollados para su adaptación a este

ambiente.

En la presente Tesis Doctoral se formuló la siguiente hipótesis de trabajo:

La comunidad microbiana de los sedimentos subantárticos crónicamente contaminados con hi-

drocarburos contiene una gran diversidad de genes aún no descriptos relacionados con las rutas de-

gradativas de HAPs.
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MATERIALES Y MÉTODOS

2.1. Composición de medios de cultivo y soluciones

2.1.1. Medios de cultivo

LB (Luria-Bertani): Para un litro de medio LB se disolvieron 10 g de triptona, 5 g de extracto

de levadura y 10 g de NaCl en 950 ml de agua destilada. Se ajustó a pH 7,0 con NaOH y se agregó la

cantidad necesaria de agua destilada para obtener un litro de medio de cultivo. Para el caso de medio

LB sólido, se agregaron 15 g de agar por litro. Se esterilizó mediante autoclavado.

LB/Km: A un litro de medio LB esterilizado se agregó kanamicina hasta una concentración de

50 mg/l.

LB/Cm: A un litro de LB esterilizado se agregó cloranfenicol hasta una concentración de 12,5

µg/ml.

S.O.C: 2 % (p/v) de triptona, 0,5 % (p/v) de extracto de levadura, 10 mM de NaCl, 2,5 mM

de KCl, 10 mM de MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM de glucosa.

2.1.2. Soluciones

Solución de lisis I: 50 mM de glucosa, 25 mM de Tris-HCl (pH 8) y 10 mM de EDTA (pH 8).

La solución, preparada en agua destilada, se esterilizó por autoclave y se almacenó a 4◦C.

Solución de lisis II: Se preparó en el momento de ser utilizada, diluyendo 0,2 N de NaOH y

1 % (p/v) de SDS en agua destilada estéril.

Solución de lisis III: 60 ml de acetato de potasio 5 M se mezclaron con 11,5 ml de ácido

acético glacial, llevando a un volúmen final de 100 ml con agua destilada. La solución se almacenó a
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4◦C.

STE: 10 mM de Tris-HCl (pH 8), 0,1 M de NaCl y 1 mM de EDTA (pH 8). La solución preparada

en agua destilada se esterilizó por autoclave y se almacenó a 4◦C.

Tris-HCl 1M (pH 8): 12,1 gr de 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol (Tris) se disolvieron

en 80 ml de agua destilada ajustando el pH al valor deseado con HCl concentrado. Se llevó a un

volúmen total de 100 ml.

TNE 10X: 100 mM de Tris, 10 mM de EDTA y 2 M de NaCl. El pH fue ajustado a 7,4 con

HCl concentrado.

TBE 5X: 445 mM de Tris, 445 mM de ácido bórico y 10 mM EDTA en agua destilada. Se

almacenó a temperatura ambiente.

TAE 50X: 2M de Tris, 1M de ácido acético glacial, 100 mM de EDTA.

Buffer PDB: 10 mM de Tris-HCl (pH 8,3), 100 mM de NaCl y 10 mM de MgCl2.

Solución stock de EDTA 0,5 M (pH 8): Se agregaron 187,1 g de Na2EDTA.2H2O a 800 ml

de agua destilada. Se mezcló mediante agitación magnética y se ajustó el pH con NaOH 10 mM. Se

agregó la cantidad suficiente de agua destilada hasta obtener un litro de solución y se esterilizó mediante

autoclave. Se almacenó a temperatura ambiente.

2.2. Cepas bacterianas utilizadas

Genotipos:

DH5α: F−80lacZ∆M15∆(lacZYA-argF )U169 recA1 endA1 hsdR17(r−k , m+
k ) phoA supE44 thi -

1 gyrA96 relA1 tonA.

EPI300-T1 R©: F− mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) (StrR) 80dlacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 endA1

araD139 ∆(ara, leu)7697 galU galK λ − rpsL nupG trf A tonA dhfr.

2.3. Obtención de muestras de sedimentos intermareales

Se obtuvieron muestras superficiales (0 - 3 cm) de sedimentos intermareales con tubos de acŕılico

de 4,4 cm de diámetro interno y 25 cm de largo, a fin de mantener la estratificación del sedimento.

Cada muestra se obtuvo durante la marea baja a partir de 7 a 10 puntos elegidos al azar a lo largo de

la ĺınea de marea y separados por 1 m de distancia, aproximadamente. Los sedimentos se colocaron
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en frascos de vidrio estériles y se mantuvieron a 4◦C durante su traslado al laboratorio, donde fueron

homogeneizados para obtener una muestra compuesta. Dicha muestra se alicuotó y almacenó a -80◦C

hasta el momento de realizar los análisis moleculares [Lozada et al., 2008].

Los nombres de las muestras se identificaron con dos letras, las cuales simbolizan el nombre abreviado

del sitio, y los dos últimos d́ıgitos del año de muestreo.

2.4. Extracciones de ADN

2.4.1. Extracción de ADN metagenómico

2.4.1.1. Extracción de ADN mediante kit comercial

Las extracciones de ADN metagenómico se realizaron por duplicado a partir de 0,7 a 1 g de

sedimento húmedo utilizando el kit de extracción FastDNA para suelos (FastDNA SPIN kit for soil,

MP Biomedicals, Solon, Estados Unidos). Se siguieron las instrucciones del fabricante con algunas

modificaciones: la homogeneización de las muestras se realizó tres veces durante 50 segundos a veloci-

dad máxima utilizando un mini beadbeater Biospec (Bartlesville, Estados Unidos) con intervalos de

1 minuto en hielo entre pulsos de homogenización, y el ADN se eluyó en 150 µl de Tris-HCl 10 mM

pH 8. Las dos extracciones se combinaron y se almacenaron a -80◦C hasta su análisis.

2.4.1.2. Extracción manual de ADN metagenómico

El protocolo manual para la extracción de ADN utilizado en la construcción de la biblioteca

metagenómica se basó en aquel desarrollado por Zhou y colaboradores [Zhou et al., 1996]: 5 g de

muestra fueron mezcladas con 13,5 ml de buffer de extracción [100 mM Tris-HCl (pH 8); 100 mM

Na2EDTA (pH 8); 100 mM de buffer fosfato de sodio (pH 8); 1,5 M NaCl; 1 % (p/v) CTAB] y se

adicionaron 50 µl de proteinasa K (20 mg/ml). La mezcla se incubó a 225 rpm por 30 min a 37◦C.

Luego de la incubación, se agregaron 1,5 ml de SDS al 20 % (p/v) y se incubó a 65◦C durante 2 h en

agitación suave (50 rpm), mezclando suavemente por inversión cada 15 o 20 min. La solución obtenida

se centrifugó a 6000 x g (Sorvall RC5C, rotor SA-600) durante 10 min a temperatura ambiente. El

sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo de centŕıfuga, y se realizaron otras dos extracciones a partir

del pellet obtenido adicionando 4,5 ml del buffer de extracción y 500 µl de SDS 20 % (p/v), agitando con

vortex durante 10 s. Se incubó la mezcla a 65◦C durante 10 min y se centrifugó durante 10 min a 6000

x g a temperatura ambiente. Se combinaron los tres sobrenadantes obtenidos y se mezclaron con un

mismo volumen de cloroformo/alcohol isoamı́lico (24:1). Se recuperó la fase acuosa por centrifugación

(5 min a 10.000 x g), se colocó en tubos corex y se precipitó con 0,6 vol de isopropanol a temperatura
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ambiente durante 12 hs. Se centrifugó a 16.000 x g durante 20 min a temperatura ambiente y se

lavó el pellet de ADN con 5 ml de etanol al 70 % (v/v). Posteriormente, se centrifugó durante 10 min

a 16000 x g y el precipitado fue resuspendido en 100 µl de 10 mM Tris-HCl (pH 8) preparado con agua

de calidad bioloǵıa molecular (Gibco, Invitrogen). El ADN se almacenó a -80◦C hasta su posterior

análisis.

2.4.2. Extracción de ADN plasmı́dico y fosmı́dico

2.4.2.1. Extracción de plásmidos mediante el método de lisis alcalina

Previo a la extracción de ADN plasmı́dico utilizando el método descripto por Sambrook y Rusell

[Sambrook y Russell, 2001], se inoculó una colonia aislada de Escherichia coli DH5α conteniendo el

plásmido de interés, en 3 ml de medio LB/Km y se incubó a 37◦C durante 12-16 hs en agitación

vigorosa (250 rpm). Luego de la incubación, el cultivo obtenido se centrifugó a máxima velocidad por

30 seg mediante microcentŕıfuga, se resuspendió el precipitado celular en 500 µl de STE a 4◦C y se

centrifugó nuevamente. El precipitado obtenido se resuspendió en 100 µl de solución de lisis alcalina

I a 4◦C y se mezcló vigorosamente con agitador. Posteriormente, se adicionaron 200 µl de solución

de lisis II, se mezcló por inversión cinco veces y se incubó en hielo por 1 min. A continuación, se

agregaron 150 µl de solución de lisis III a 4◦C, se mezcló por inversión cinco veces y se incubó en hielo

durante 5 min. El lisado celular fue centrifugado a 14.000 x g durante 5 min, y el sobrenadante fue

transferido a un nuevo tubo. Se adicionaron dos volúmenes de etanol absoluto en cada muestra, se

mezcló vigorosamente y se dejó precipitando a -20◦C durante 3 h. Luego, se centrifugó a 14,000 x g

durante 5 min, y se lavó el precipitado con etanol 70 % (v/v). Una vez evaporado el etanol, el ADN

fue disuelto en 50 µl de Tris-HCl 10 mM (pH 8) y se almacenó a -20◦C.

2.4.2.2. Extracción de plásmidos y fósmidos mediante un kit comercial

Tanto para la extracción de plásmidos como para la extracción de fósmidos se utilizó el kit

QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN Inc., Valencia, CA, Estados Unidos). Para la purificación de

plásmidos, previamente se inoculó una colonia aislada de E. coli DH5α conteniendo el plásmido de

interés, en 3 ml de medio LB/Km, incubando a 37◦C durante 12-16 hs en agitación vigorosa (250

rpm). Luego de la incubación, el cultivo se centrifugó a máxima velocidad por 30 seg. A partir del

precipitado obtenido se realizó la extracción del plásmido siguiendo las instrucciones del fabricante del

kit.

A diferencia de la purificación de plásmidos, la extracción y purificación de fósmidos se realizó a

partir de 10 ml de cultivos en medio ĺıquido LB/Cm y 1 X de solución autoinductora (Epicentre
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Biotechnologies, Madison, WI, Estados Unidos) teniendo en cuenta las siguientes recomendaciones del

fabricante del kit: se duplicaron los volúmenes de las soluciones P1, P2 y N3 y se realizó un paso de

lavado con buffer PB. Además, el ADN fue eluido utilizando el buffer EB a 70◦C.

2.4.3. Cuantificación de ADN

El ADN de plásmidos, fósmidos y metagenómico fue cuantificado por fluorometŕıa utilizando un

fluorómetro QuantiFluor
TM

-ST Handheld (Promega Corporation, Madison WI, Estados Unidos) en

el canal de detección de fluorescencia A (canal UV 365nmex y 440-470nmem), y el colorante Hoechst

33258 (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, Estados Unidos), siguiendo el protocolo sugerido en

el manual del equipo. La calibración del fluorómetro se realizó con un estándar de ADN de timo

de ternero (Calf Thymus, Amersham Biosciences). Se utilizaron cubetas de metacrilato en todas las

mediciones.

2.5. Construcción de bibliotecas de productos de amplificación

2.5.1. Amplificación de genes de dioxigenasas

Las reacciones de amplificación fueron realizadas en un volúmen final de 25 µl conteniendo 1X

de buffer de la enzima Taq polimerasa, 1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM dNTPs, cebadores en las concentra-

ciones indicadas en la tabla 2.1, 1U de Taq polimerasa T-PLUS (Inbio-Highway, Tandil, Argentina) y

entre 1 y 10 ng de ADN/reacción. Dichas reacciones se llevaron a cabo en un termociclador PTC-100

(MJ Research, Waltham, MA, Estados Unidos), utilizando el siguiente programa de amplificación: 5

min a 94◦C, 40 ciclos de 30 seg a 94◦C, 30 seg a la temperatura de hibridación de los cebadores indi-

cados en la tabla 2.1 y 30 seg a 72◦C y un ciclo final de extensión de 15 min a 72◦C. En cada ensayo

se incluyó un control negativo conteniendo agua destilada autoclavada en lugar del templado. Para

el control positivo, se utilizaron plásmidos conteniendo insertos obtenidos a partir de la amplifición

de genes de dioxigenasas. La presencia de fragmentos de amplificación se verificó mediante corridas

electroforéticas a 70V en geles de agarosa al 1,5 % (p/v) utilizando buffer TBE 0,5 X. Los geles fueron

teñidos con 0,5 µg/ml de bromuro de etidio en buffer TBE 0,5 X durante 30 minutos y desteñidos

con agua destilada durante 20 min. El ADN fue visualizado utilizando un documentador de geles

Bio-Vision (Vilber Lourmat, Francia).
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Tabla 2.1: Cebadores utilizados

CEBADOR SECUENCIA1 T2 CONC3 REFERENCIAS

Ac114f 5’ CTGGCwwTTyCTCACyCAT 3’ 43 0,5 [Wilson et al., 1999]

Ac596r 5’ CrGGTGyCTTCCAGTTG 3’ 43 0,5 [Wilson et al., 1999]

Nahfor 5’ TGCmvnTAyCAyGGyTGG 3’ 56 2 [Zhou et al., 2006]

ARHD-D-F 5’ AACCCTCACCTGCTCCTAC 3’ 59 0,6 [Marcos et al., 2012]

ARHD-D-R 5’ TAAAGTAGGCGCTyTGCTCC 3’ 59 0,6 [McGenity et al., 2012]

ARHD-T-F 5’ TGGTACCTTCGACGCAAGC 3’ 56 0,9 Este trabajo

ARHD-T-R 5’GGCACATCCAGAAATGAGTCC 3’ 56 0,6 Este trabajo

16S-1055f 5’ ATGGCTGTCGTCAGCT 3’ 50 0,5 [Lane, 1991]

16S-1392r 5’ ACGGGCGGTGTGTAC 3’ 50 0,5 [Ferris et al., 1996]

1: Letras en minúscula corresponden al código IUPAC para bases degeneradas.

2: Temperatura de hibridación en grados cent́ıgrados.

3: Concentración de los cebadores (µM)

2.5.2. Clonado de productos de amplificación

Para el clonado de los productos amplificados, se utilizaron entre 2 y 4 reacciones de amplifi-

cación, las cuales fueron combinadas con el fin de incrementar la representatividad de este análisis y

disminuir los desv́ıos asociados a esta metodoloǵıa [Sipos et al., 2010]. Los fragmentos amplificados,

en primer lugar, fueron separados mediante una corrida electroforética en geles de agarosa al 1,5 %

(p/v) y la banda del tamaño esperado fue escindida y purificada utilizando el kit Wizard SV gel and

PCR clean-up system (Promega, Madison, WI, Estados Unidos). Inmediatamente previo al clonado,

los productos de amplificación purificados fueron incubados durante 30 min a 72◦C en buffer 1 X de

la enzima Taq polimerasa, 0,2 mM de dNTPs, 1,5 mM MgCl2 y 1,5 U de enzima T-PLUS. Poste-

riormente, los fragmentos fueron ligados al vector pCR 4.0-TOPO R© de acuerdo a las instrucciones

del fabricante del kit TA cloning kit for sequencing (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos). El

plásmido resultante fue utilizado para transformar células E. coli DH5α competentes qúımicamente

[Sambrook y Russell, 2001]. Para ello, se utilizaron 200 µl de células DH5α a las cuales se agregaron

3 µl de reacción de clonado, se mezcló suavemente y se incubó en hielo entre 40 y 60 min. Luego, se

realizó un shock térmico incubando a 42◦C durante 90 segundos, transfiriendo inmediatamente a hielo

durante 1 o 2 minutos. Finalmente, se agregaron 800 µl de medio S.O.C., se incubó durante 90 min a

37◦C en agitación suave (50 rpm) y se centrifugó durante 3 min a 10.000 rpm. Posteriormente, se eli-
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minaron aproximadamente 600 µl del sobrenadante y se resuspendieron las células en el medio S.O.C.

restante. Las células transformadas fueron sembradas en medio sólido LB/Km, incubando durante 12

hs a 37◦C. Como control positivo, la transformación de las células se realizó a partir del agregado de

un plásmido de concentración conocida que conteńıa un producto de amplificación como inserto. En

los controles negativos, se reemplazó la mezcla de ligación por el agua provista por el fabricante del

kit.

2.5.3. Restricción de los fragmentos clonados

A partir de amplicones provenientes de los insertos clonados, se realizaron reacciones de res-

tricción utilizando 20 µl de productos de amplificación, a los cuales se adicionaron 0,5 µl de enzima

HaeIII (Promega, Madison, WI, Estados Unidos) según las instrucciones del proveedor. La mezcla de

reacción se incubó a 37◦C durante 12 hs. Posteriormente, los fragmentos de restricción obtenidos se

analizaron en geles de agarosa al 2,5 % (p/v) durante 3 hs a 90V.

2.6. Cuantificación de genes correspondientes a la variante T de

enzimas dioxigenasas

2.6.1. Diseño de cebadores para los ensayos de qPCR

Las secuencias nucleot́ıdicas de los fragmentos de ADN clonados correspondientes a la variante

T de dioxigenasas fueron alineadas con el programa ClustalX [Chenna et al., 2003] utilizando los

parámetros por defecto. A partir de este alineamiento, se obtuvo la secuencia consenso utilizando el

programa GeneFischer2 [http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/genefisher2/references.html], la cual

fue analizada con el programa Primer3 [www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/]

para diseñar el par de cebadores utilizados en la cuantificación de genes correspondientes a la variante

T. El par de cebadores fue seleccionado entre las opciones provistas por el programa Primer3, de

acuerdo a las consideraciones de Bustin y colaboradores [Bustin, 2004]:

1. Deben tener una longitud de entre 15 y 25 pb para maximizar la especificidad, y un porcentaje

de GC entre 50 % y 60 %, o asemejarse al porcentaje del fragmento amplificado, lo que asegura

una mayor estabilidad de hibridación.

2. La temperatura de desnaturalización de los mismos debe estar en el rango de los 50-65◦C y no

debe diferir en más de 2◦C.
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3. Los cebadores no deben formar d́ımeros entre śı o estructuras secundarias, ya que pueden com-

petir con la hibridación entre el cebador y el ADN blanco.

4. Tener uno o más residuos de G o C en el extremo 3’. Esto aumenta la eficiencia de unión de

los cebadores al ADN blanco, sin embargo se deben evitar repeticiones de más de tres o cuatro

residuos de GC en los últimos 5 nucleótidos de este extremo.

5. Los productos de amplificación generados no deben superar una longitud de 150 pb, ya que

cuanto más corto es el amplicón, mejor es la eficiencia de amplificación.

Tanto la probabilidad de formación de d́ımeros de cebadores como la probabilidad de generar es-

tructuras secundarias se calculó a través del sitio de internet Oligonucletide Properties calculator

(www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html). La especificidad de los cebadores elegidos, fue

evaluada mediante la comparación de sus secuencias con la base de datos del National Center for

Biotechnology Information (NCBI) utilizando la herramienta blastn.

2.6.2. Preparación del estándar para la cuantificación de la variante génica T

Se seleccionó el clon Nahfor596R-OR14 para ser utilizado como estándar en el ensayo de qPCR

diseñado. Dicho clon contiene un fagmento del gen correspondiente a la variante T clonado a partir

de sedimentos del sitio de muestreo Planta Orión. Para ello, se purificó el plásmido utilizando el kit

QIAprep Spin Miniprep, y se linealizó mediante la enzima de restricción NotI (Promega, Madison, WI,

Estados Unidos), la cual digiere al vector pCR 4.0-TOPO R© en un sólo sitio. Para verificar que dicha

enzima no posea un sitio de corte en el inserto, se analizó la secuencia del mismo con el programa

NEBcutter V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2). Los plasmidos linealizados se purificaron con el

kit Wizard SV gel and PCR clean-up system (Promega, Madison, WI, Estados Unidos), con el fin

de eliminar la enzima de restricción y el buffer utilizados durante la digestón. La concentración del

estándar se determinó por fluorometŕıa tal como se indicó en la sección 2.4.3. Dicha concentración

además fue confirmada por electroforesis en gel de agarosa 0,8 % (p/v) utilizando el marcador de

peso molecular High DNA MassTMLadder (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos). El número de

copias/µl de estándar fue calculado teniendo en cuenta el tamaño molecular del mismo (4.253 pb) y

asumiendo un peso molecular de 660 Da por cada par de bases, de acuerdo a la siguiente fórmula:

Núm. de copias/µl =
Concentración de ADN del estándar (g/µl) × 6, 022,1023

Tamaño molecular (pb) x 660 Da

Se realizó una dilución del estándar hasta obtener una concentración de 109 copias de estándar/µl.

A partir de esta solución se llevaron a cabo diluciones seriadas cubriendo un rango de 107 copias por
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reacción hasta 5 copias, con el objetivo de realizar las curvas de calibración utilizadas para estimar la

abundancia de los genes blanco del ensayo de forma relativa al estándar.

2.6.3. Optimización de los ensayos de qPCR

Las amplificaciones realizadas tanto para la optimización de las reacciones de qPCR como para la

estimación de la abundancia de genes de la variante T se llevaron a cabo en un termociclador Chromo4

(BioRad, Hercules, CA, Estados Unidos) en un volumen final de reacción de 20 µl. El programa de

amplificación consistió en un paso inicial de desnaturalización de 5 min a 95◦C y 45 ciclos de: 30

seg a 95◦C, 30 seg a la temperatura de hibridación de los cebadores y 30 seg a 72◦C, realizando una

lectura de fluorescencia en cada ciclo. Se utilizó la mezcla de reacción comercial PerfeCTa R© Green

Supermix (Quanta BioSciences, Inc., Gaitherburg, MD, Estados Unidos).

2.6.3.1. Optimización de la temperatura de hibridación

Para determinar la temperatura óptima de hibridación de los cebadores, se realizó una reacción

de qPCR en la cual se programó un gradiente de temperatura que varió entre 50 y 60◦C en el paso

de hibridación de los cebadores. Para ello se utilizó una mezcla de reacción conteniendo 1X de mezcla

comercial PerfeCTa, 600 nM de cada cebador (ARHD-T-f/ARHD-T-r), 1µl de agua de calidad bioloǵıa

molecular (Gibco, Invitrogen) y 5 µl de templado por tubo de reacción en dos concentraciones diferentes

de ADN metagenómico de la muestra OR07 (2,5 y 5 ng de ADN/tubo de reacción). Se evaluó además,

la amplificación del estándar en una única concentración (106 copias por tubo de reacción) para cada

temperatura testeada. Con respecto al control negativo de la reacción de amplificación, se reemplazó el

templado por agua de calidad bioloǵıa molecular (Gibco). En este caso, sólo se evaluó su amplificación

en la condición de menor temperatura de hibridación.

2.6.3.2. Optimización de la concentración de los cebadores

La concentración óptima de los cebadores para la cuantificación de genes correspondientes a la

variante T se determinó a partir de las distintas combinaciones posibles de concentraciones de cada uno

de los cebadores (600 nM y 900 nM) utilizando 2,5 ng de ADN de OR07 como templado. Las reacciones

de amplificación se llevaron a cabo con el programa mencionado en la sección 2.6.3 utilizando en cada

ciclo de amplificación una temperatura de hibridación de 50◦C. En el control positivo de reacción se

utilizaron 106 copias de estándar como templado. Para el control negativo, se utilizó agua de calidad

bioloǵıa molecular en lugar del templado. En ambos controles sólo se evaluaron dos combinaciones de

cebadores (600 nM ARDH-T-f/600 nM de ARHD-T-r y 900 nM ARHD-T-f/900 nM ARHD-T-r).
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2.6.3.3. Concentración óptima de templado

La concentración de templado fue optimizada utilizando tres concentraciones de ADN meta-

genómico de cada muestra (2,5, 5 y 7,5 ng), las condiciones descriptas en la sección 2.6.3 y una

temperatura de hibridación de los cebadores de 56◦C. A fin de evaluar el posible efecto inhibitorio

del templado sobre las reacciones de amplificación, se compararon los valores de abundancia relativa

de los genes blanco por microgramo de ADN para las tres concentraciones de templado evaluadas.

Para la estimación de la abundancia de los genes blanco en las muestras ambientales se seleccionó la

concentración de templado que presentó la menor inhibición.

2.6.4. Especificidad de los fragmentos de genes amplificados

Con el fin de verificar la especificidad de los productos de reacción generados durante la cuanti-

ficación del gen blanco, se analizaron las curvas de desnaturalización y se realizaron corridas electro-

foréticas en geles de agarosa.

2.6.4.1. Curvas de desnaturalización

La temperatura de desnaturalización (Tm) para cada muestra se analizó en un gráfico en el que

se representó −dI
dT (donde dI es la derivada primera de la intensidad de la fluorescencia y dT es el

cambio de la temperatura) en función de la temperatura. Se compararon las Tm obtenidas a partir de

las reacciones de qPCR de los estándares con las Tm observadas en las muestras ambientales.

2.6.4.2. Electroforesis en geles de agarosa

Los productos de amplificación de las muestras ambientales y de los estándares se sembraron en

geles de agarosa al 2,5 % (p/v) en buffer TBE 0,5X para realizar una corrida electroforética a 70V. Los

amplicones se visualizaron luego de la electroforesis mediante la tinción del gel con solución 0,5 µg/ml

de bromuro de etidio. El tamaño molecular de los productos de qPCR de las muestras se comparó con

el tamaño observado en los estándares.

2.6.5. Estimación de la abundancia de genes correspondientes a la variante T

En la amplificación de genes de la variante T de dioxigenasas se utilizaron las concentraciones

óptimas de templado y cebadores establecidas durante la puesta a punto del ensayo. Las reacciones de

qPCR se realizaron en el termociclador Chromo4 con un programa de amplificación que consistió en
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un paso inicial de desnaturalización de 5 min a 95◦C, seguido por 45 ciclos de 30 seg a 95◦C, 30 seg

a 56◦C, 30 seg a 72◦C y un paso de detección de fluorescencia. Luego de finalizado el programa de

amplificación, se realizaron curvas de desnaturalización cubriendo un rango de temperaturas de 70 a

95◦C con lecturas realizadas a intervalos de 0,2◦C. La amplificación y cuantificación de cada muestra

ambiental fue realizada por cuadruplicado. Junto con dichas muestras, también se amplificó el estándar

en un rango de 108 a 5 copias iniciales por reacción. Además, se incluyó un blanco de reacción. Los

registros de fluorescencia obtenidos fueron representados como el logaritmo de la fluorescencia en

función del ciclo de amplificación. Se determinó de manera manual la ĺınea de base o threshold, y se

calculó el número de copias por reacción del gen a partir de la curva de calibración. Luego, a partir

de las copias del gen blanco/tubo de reacción se calcularon las copias del gen blanco/µg de ADN.

Las réplicas de cada muestra fueron utilizadas para el calcular la media y el desv́ıo estándar en cada

determinación.

Además de las réplicas, y con el objetivo de evaluar el efecto inhibitorio del templado sobre las

reacciones de amplificación, se realizó una reacción de qPCR adicional por cada muestra utilizando

como templado 2,5 ng de ADN y 106 copias de estándar por tubo. En base al número de copias iniciales

del estándar presente en dicha reacción, se calculó el porcentaje de inhibición observado en presencia

de la muestra ambiental, de acuerdo a la siguiente ecuación:

% Inhib = 100 − Copias del gen/tubo de reacción

106copias de estándar/tubo
× 100

Tanto la eficiencia de las reacciones de amplificación como el ĺımite de detección y la linealidad del

ensayo se determinó a partir de las curvas de calibración, como se indica en la sección 3.2.3.

2.7. Construcción de la biblioteca metagenómica

La construcción de la biblioteca metagenómica se realizó utilizando el kit CopyControlTMHTP

Fosmid Library Production Kit (Epicentre Biotechnologies, Madison, WI, Estados Unidos). Previo al

clonado del ADN, se llevaron a cabo los controles de ligación y de eficiencia de empaquetado, tal como

lo sugiere el fabricante del kit para verificar que las células, extracto de empaquetado y reactivos se

encuentren en buenas condiciones.

2.7.1. Preparación del ADN metagenómico

El ADN metagenómico extráıdo utilizando el método manual (sección 2.4.1) fue reparado si-

guiendo el protocolo sugerido por el fabricante, a fin de generar insertos de extremos romos fosforilados
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en el extremo 5’. Luego de una corrida electroforética en gel de agarosa de bajo punto de fusión (Genbio-

tech) al 0,85 % (p/v) en buffer TAE 1X durante 19 horas a 43 V, los fragmentos reparados del tamaño

adecuado (aproximadamente 40 kb) fueron extráıdos del gel. Para ello, el sector correspondiente a

la banda de interés no fue teñido ni expuesto a la radiación UV. La posición de los fragmentos del

tamaño deseado fue estimada en base a la tinción de otra sección del mismo gel conteniendo parte de la

muestra, el marcador de peso molecular y el fósmido control de 42 kb. El ADN seleccionado fue purifi-

cado a partir del fragmento del gel mediante una reacción enzimática con gelasa (GELaseTMEpicentre

Biotechnologies, Madison, WI, Estados Unidos), recuperando el ADN por precipitación de acuerdo a

las instrucciones del fabricante del kit de construcción de la biblioteca metagenómica con la siguiente

modificación: el ADN fue precipitado durante 8 hs a -20◦C, en lugar de 10 min a temperatura am-

biente. La concentración del ADN recurperado fue determinada por fluorometŕıa, y el tamaño de los

fragmentos purificados se corroboró mediante electroforesis.

2.7.2. Reacciones de ligación y empaquetado, infección de células EPI300-T1 R© y

titulación de los clones generados

El ADN reparado y purificado fue ligado al vector de clonado pCC2FOSTM. Los fósmidos gene-

rados fueron incubados con el extracto de empaquetado del fago lambda de acuerdo a las instrucciones

del fabricante del kit, con la siguiente modificación: al finalizar la segunda incubación con el extracto

de empaquetado, se agregaron 100 µl de buffer PDB y 5 µl de cloroformo [Taupp et al., 2009]. Se

mezclaron 125 µl de los fagos empaquetados y 5 ml de células EPI300-T1 R© incubando a 37◦C durante

1 hora. Seguidamente, se realizó la titulación de los clones obtenidos en medio sólido LB/Cm, sem-

brando 50 y 10 µl (por duplicado) de células infectadas e incubando a 37◦C hasta observar formación

de colonias. El resto de las células se centrifugó durante 10 min a 3.500 x g, se descartó el sobrenadante

y las células se resuspendieron en 1 ml de medio LB conteniendo 20 % (v/v) de glicerol. Aĺıcuotas de

100 µl de células resuspendidas se colocaron en tubos crioviales de 2 ml y se almacenaron a -80◦C

hasta generar la biblioteca amplificada (sección siguiente).

2.7.3. Conservación de la biblioteca metagenómica

En base al t́ıtulo de la biblioteca metagenómica, se plaquearon volúmenes de células infectadas en

medio LB/Cm de forma tal de obtener aproximadamente 100 clones por placa. Las colonias crecidas en

cada placa fueron resuspendidas en 1 ml de medio LB + 20 % (v/v) de glicerol. Cada resuspensión, re-

presentando grupos de 100 clones replicados, se colocó en tubos de 2 ml para ser almacenados a -80◦C.

Esta manera de almacenar la biblioteca metagenómica permite evitar pérdidas de los clones obtenidos.
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2.8. Identificación de los clones de interés a partir de la biblioteca

metagenómica

2.8.1. Ensayos moleculares

2.8.1.1. Controles

Dado que se decidió realizar amplificaciones a partir de suspensiones celulares de los clones de

la biblioteca metagenómica, como control positivo se evaluó la amplificación a partir de células de E.

coli DH5α conteniendo el plásmido pCR 4.0-TOPO R© con el inserto AcOR06-6, el cual corresponde

a un fragmento de un gen de dioxigenasa. Para ello, se prepararon cultivos ĺıquidos de este clon en

medio LB/Km. Luego de la incubación durante 12 h a 37◦C, se realizó la titulación de la suspensión

celular obtenida. Teniendo en cuenta que el número de copias del plásmido pCR 4.0-TOPO R© puede

variar entre 500 y 700 copias por célula, se realizaron las diluciones correspondientes hasta obtener

una suspensión celular conteniendo aproximadamente 104 plásmidos/µl. Dichas diluciones se llevaron

a cabo con células generadas en el control de ligación del kit CopyControl
TM

HTP Fosmid Library

Production a fin de evaluar posibles inhibiciones al utilizar suspensiones celulares en las reacciones

de PCR en lugar de ADN purificado. Este control seŕıa equivalente a un clon de la biblioteca me-

tagenómica conteniendo el gen de interés en una mezcla de 100 clones amplificados. 5 µl de células

control lavadas con agua destilada estéril (conteneniendo aprox. 105 copias de plásmidos) se utilizaron

como templado en una mezcla de reacción de 25 µl compuesta por 1X de buffer de enzima polimerasa,

1,5mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 2 µM y 0,5 µM de cebadores Nah-for y Ac596r, respecti-

vamente (o 0,6 µM de cada cebador ARHD-D-f/ARHD-D-r) y 1 U de ADN polimerasa T-PLUS. El

programa de amplificación consistió en un paso inicial de 15 min a 95◦C, seguido de 44 ciclos de 30

seg a 95◦C, 30 seg a 59◦C y 30 seg a 72◦C, en el caso de utilizar cebadores ARHD-D-F/ARHD-D-R;

o 40 ciclos de 30 seg a 94◦C, 30 seg a 54◦C y 30 seg a 72◦C (para los cebadores Nah-for/Ac596R). En

ambos casos se agregó un paso final de incubación a 72◦C durante 15 min.

De igual manera, se evaluaron mezclas de reacción conteniendo 5 µl de células lavadas represen-

tando 104, 103, 102 y 10 copias de plásmidos por tubo de amplificación a fin de determinar el ĺımite de

detección de la técnica. Los productos de amplificación obtenidos con los cebadores Nah-for/Ac596r se

analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1,5 % (p/v) y se visualizaron mediante tinción con

bromuro de etidio. Aquellos amplicones generados a partir de los cebadores ARHD-D-F/ARHD-D-R

se analizaron de forma similar, pero utilizando geles de agarosa al 2,5 %.
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2.8.1.2. Ensayos de PCR

Se tomaron 50 µl de cada grupo de 100 clones amplificados (sección 2.7.3), se centrifugaron

durante 10 min a velocidad máxima en microcentŕıfuga y el precipitado celular obtenido fue resuspen-

dido en 25 µl de agua destilada estéril. 5 µl de cada suspensión celular fue utilizado en las reacciones

de amplificación que incluyeron el set de cebadores correspondiente. Las mezclas de reacción, aśı como

los programas de amplificación, fueron los descriptos en la sección anterior. A partir de cada grupo

de clones en los que se observó la amplificación de fragmentos del tamaño esperado, se generaron

subgrupos de 30 clones por placa en medio sólido LB/Cm, los cuales fueron resuspendidos en 1 ml

de solución fisiológica al 0,85 % (p/v) estéril. Las suspensiones celulares de estos subgrupos fueron

analizadas de igual manera que las suspensiones obtenidas a partir de los grupos de 100 clones am-

plificados. Dado que previamente a la resuspensión de los clones pertenecientes a cada subgrupo se

realizaron réplicas de los mismos, pudieron ser analizados de forma individual (mediante PCR a partir

de una colonia), luego de identificar productos de amplificación del tamaño esperado en el subgrupo

correspondiente. Los clones individuales que dieron lugar a amplicones del tamaño deseado fueron

aislados y almacenados a -80◦C en medio LB/Cm conteniendo glicerol al 20 % (v/v).

2.8.2. Estrategia funcional

A partir de las suspensiones celulares de cada uno de los grupos de clones amplificados (sección

2.7.3) se realizaron diluciones en solución fisiológica estéril de manera tal de obtener aproximadamente

300 clones por placa de petri conteniendo medio LB/Cm sólido suplementado con arabinosa al 0,01 %

(p/v). Se cultivaron seis placas por cada grupo de clones, tres para ser utilizadas en la detección de

actividad naftaleno dioxigenasa y el resto para el análisis de actividad extradiol dioxigenasa (EXDO):

2.8.2.1. Actividad naftaleno dioxigenasa

Los clones de la biblioteca metagenómica fueron incubados 24 hs en medio sólido a 37◦C y, luego

de la incubación se agregaron cristales de indol en la tapa de las placas. Las placas fueron incubadas

durante 15 d́ıas a temperatura ambiente al resguardo de la luz. Para aislar los clones con actividad

dioxigenasa, se realizaron diluciones de los grupos de clones a los que pertenećıan y se plaquearon

100 µl de la dil. 10−5 en medio LB/Cm sólido, incubando a 37◦C durante 24 hs (placas madre). Los

clones crecidos fueron replicados en medio LB/Cm sólido suplementado con arabinosa y se agregaron

cristales de indol luego de la incubación a 37◦C durante 24 hs, incubando nuevamente al resguardo

de la luz durante 15 d́ıas a temperatura ambiente. Se analizaron tantos clones como fuera necesario

hasta encontrar el clon de interés. Aquellos que mostraron actividad enzimática fueron identificados
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en las placas madres y aislados a partir de ellas para luego ser cultivados en 3 ml de medio LB/Cm

a 37◦C durante 12 hs. (ON) con agitación (250 rpm). Una aĺıcuota de dichos cultivos se almacenó en

glicerol al 20 % (v/v) a -80◦C para análisis posteriores.

2.8.2.2. Actividad extradiol dioxigenasa

Los clones de la biblioteca metagenómica fueron sembrados en sólido (LB/Cm con arabinosa) e

incubadas durante 36 hs a 37◦C. Luego de la incubación, las colonias fueron rociadas bajo campana de

extracción con solución de catecol al 1 % (p/v) esterilizada por filtración mediante filtros con tamaño

de poro de 0,2 µm, dejando actuar durante unos minutos. Los clones que mostraron coloración amarilla

fueron aislados directamente en medio sólido LB/Cm y posteriormente cultivados en medio LB/Cm

ĺıquido para su almacenamiento, tal como se describió en las secciones anteriores.

2.9. Análisis de los fragmentos de ADN

2.9.1. Control de calidad de los fósmidos

Para la digestión de los fósmidos, se utilizó 1 µg de ADN fosmı́dico al cual se adicionaron 0,5

µl de enzima EcoRI o NotI (Promega, Madison, WI, Estados Unidos), de acuerdo a las instrucciones

del proveedor. En ambos ensayos se incubó a 37◦C durante 4 horas, y los fragmentos de restricción

obtenidos se analizaron por medio de su electroforesis en geles de agarosa al 0,7 % (p/v) en buffer

TBE 0,5 X durante 14 hs a 44 V.

Para estimar la cantidad de ADN cromosomal de E. coli presente en el extracto fosmı́dico, se

ralizaron reacciones de qPCR teniendo como blanco a genes ARNr 16S bacterianos, utilizando los

cebadores 16S-1055f y 16S-1392r indicados en la tabla 2.1. El programa de amplificación consistió en

la incubación a 95◦C durante 5 min y 44 ciclos de: 30 seg a una temperatura de 95◦C, 30 seg a

50◦C y 30 seg a 72◦C, realizando una lectura de fluorescencia en cada ciclo. Se utilizó la mezcla

de reacción comercial PerfeCTa R© Green Supermix (Quanta BioSciences, Inc., Gaitherburg, MD,

Estados Unidos).

2.9.2. Secuenciación de los fósmidos

Los fósmidos seleccionados fueron secuenciados de forma individual mediante la plataforma de

secuenciación 454-Roche en el Instituto de Agrobiotecnoloǵıa Rosario (INDEAR, Rosario, Argentina).

Las lecturas generadas fueron ensambladas utilizando diferentes programas: WGS v7.0 y Newler v2.6.
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Se seleccionó el mejor ensamblado en base a la comparación estad́ıstica de los resultados obtenidos

con cada uno de estos programas. A partir del ADN ensamblado se eliminó manualmente la secuencia

del vector.

2.9.3. Predicción de marcos abiertos de lectura y anotación funcional de las se-

cuencias identificadas

Los fragmentos ensamblados fueron analizados con dos sistemas integrales de predicción y ano-

tación automática: ISGA (Integrative Services for Genomic Analysis, http://isga.cgb.indiana.edu) y

RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology, http://rast.nmpdr.org). El programa FgeneB

[http://linux1.softberry.com/] fue utilizado posteriormente para corroborar las predicciones de los

marcos abiertos de lectura realizadas por los sistemas automáticos de predicción. La longitud de cada

uno de los genes identificados se comparó con sus genes ortólogos utilizando la herramienta tblastx

del NCBI [www.ncbi.nlm.nih.gov/]. En los casos en que se observó superposición de marcos abiertos

de lectura de más de 60 nucleótidos y gran diferencia en la longitud de los genes predichos respecto

de los genes ortólogos, se realizó una corrección manual de los mismos teniendo en cuenta los criterios

mencionados por Palleja y colaboradores [Pallejà et al., 2008] para evitar errores de anotación. Las

secuencias de aminoácidos correspondientes a los genes identificados se compararon con la base de

datos de GenBank utilizando la herramienta blastp. Para verificar la presencia de sitios conservados y

estimar la función de las secuencias detectadas, las secuencias deducidas de aminoácidos se compara-

ron con las bases de datos del sistema para análisis y clasificación de secuencias de protéınas, InterPro

[www.ebi.ac.uk/interpro/], y con la base de datos KEEG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

database, [www.genome.jp/kegg].

2.9.4. Análisis filogenéticos

El alineamiento de las secuencias de aminoácidos de las enzimas oxigenasas identificadas se

realizó mediante el programa ClustalW, utilizando la matriz BLOSUM y aplicando valores prede-

terminados en los parámetros restantes. En estos alineamientos también se incluyeron secuencias de

referencia pertenecientes a la subunidad alfa de enzimas RHO, o pertenecientes a enzimas extradiol

dioxigenasas, según el análisis correspondiente. En el caso del alineamiento de las secuencias deducidas

de aminoácidos identificadas a partir de la biblioteca de productos de amplificación, se incluyeron la se-

cuencias correspondientes a la subunidad alfa de enzimas RHO de compuestos aromáticos con mayores

porcentajes de identidad obtenidas de la base de datos del GenBank. En cuanto al alineamiento de las

secuencias de enzimas RHO identificadas en la biblioteca metagenómica, se incluyeron secuencias de

referencia que hab́ıan sido previamente clasificadas [Chakraborty et al., 2012]. Para el alineamiento de
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las secuencias de enzimas extradiol dioxigenasas (EXDO) se seleccionaron secuencias representativas

de cada subfamilia de enzimas EXDO [Vilchez-Vargas et al., 2013]. En el caso de las secuencias que

presentaron más del 99 % de identidad, sólo se seleccionó una secuencia para los análisis filogenéticos.

La construcción de los árboles filogenéticos se realizó con el programa MEGA 5.2 [Tamura et al., 2011]

utilizando el método Neighbour Joining (NJ) en base a 1.000 repeticiones.

2.9.5. Estimación del origen de los fragmentos clonados

La asignación taxonómica de cada una de las secuencias codificantes fue realizada utilizano el

programa MEGAN (MEtaGenome ANalyzer, [Huson et al., 2007]) utilizando los siguientes parámetros:

min-score=100, min-support=3, top-percent=10, win-score=0, min-complexity=0.44. Este programa

permite, mediante una búsqueda por similitud, asignar el origen filogenético de un fragmento de ADN

en base al algoritmo LCA (del inglés Lowest Common Ancestor). Adicionalmente, se comparó la

secuencia completa de los insertos fosmı́dicos utilizando la base de datos de genomas bacterianos

de GenBank [www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank] y la herramienta blastn para encontrar secuencias de

nucleótidos similares en genomas caracterizados.
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CARACTERIZACIÓN DE GENES BIOMARCADORES RELACIONADOS

CON LA DEGRADACIÓN DE HAPs EN SEDIMENTOS SUBANTÁRTICOS

3.1. Introducción

La identificación de genes involucrados en la degradación de hidrocarburos aromáticos en una

biblioteca metagenómica dependerá en gran medida de la presencia y abundancia de microorganismos

conteniendo dichos genes en la muestra utilizada para su construcción. Es decir, del potencial degrada-

tivo de la comunidad microbiana. Es por esto que, en la elección de la muestra, no sólo es importante

tener en cuenta el tipo de ambiente a analizar, sino también que la muestra seleccionada a partir de

este ambiente se encuentre enriquecida con los genes de interés.

El potencial de una comunidad microbiana para degradar HAPs, utilizando métodos indepen-

dientes del cultivo, es estimado frecuentemente a partir del análisis de los genes codificantes para

la subunidad alfa de enzimas RHO que participan del primer paso de la ruta degradativa de HAPs

[Cébron et al., 2008, Lozada et al., 2008, Marcos et al., 2009]. Los métodos basados en la amplifica-

ción de fragmentos de dichos genes han sido empleados en varios estudios a fin detectar y cuantificar

estos genes en muestras provenientes de ambientes marinos [Dionisi et al., 2011, Gallego et al., 2014,

Marcos et al., 2012, Wongwongsee et al., 2013]. No obstante, debido a la gran diversidad de genes

codificantes para dichas enzimas [Chakraborty et al., 2012] los resultados obtenidos mediante estos

ensayos dependen principalmente de los cebadores seleccionados de acuerdo al objetivo de estudio [Iwai

et al., 2011, Lozada et al., 2008, Marcos et al., 2009]. Cebadores muy espećıficos en general permiten

la amplificación de fragmentos de genes pertenecientes a una variante particular de este gen [Cébron

et al., 2008, Iwai et al., 2011]. Ejemplo de ello es el par de cebadores Cyc372F/Cyc854R diseñado

por Lozada y colaboradores [Lozada et al., 2008], a partir de los cuales sólo se generaron amplicones

con alto porcentaje de identidad (98,6-100 % a nivel de aminoácidos) respecto de los genes phnA1,

correspondientes a la subunidad α de enzimas RHO identificadas en cepas pertenecientes al género
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Cycloclasticus. Por otro lado, la utilización de cebadores de amplia cobertura, es decir aquellos capaces

de amplificar diferentes alelos del gen blanco, generalmente posibilitan la identificación de una mayor

diversidad de genes de interés [Iwai et al., 2011, Lozada et al., 2008, Marcos et al., 2009].

El empleo de cebadores de amplia cobertura (Ac114f/Ac596r, [Wilson et al., 1999]) en el análisis

de poblaciones degradadoras presentes en sedimentos intermareales de Bah́ıa Ushuaia (cercanos a la

planta de almacenamiento de combustibles Planta Orión), permitió detectar, además de genes nahAc

arquet́ıpicos de Pseudomonas, cinco variantes novedosas de genes de dioxigenasas (denominadas A a

E, [Lozada et al., 2008]). Demostrando que los genes relacionados con aquellos utilizados en el diseño

de estos cebadores (genes nahAc), sólo representan una parte de la diversidad de genes de dioxigenasas

presentes en este ambiente. Por otro lado, se observó que la proporción de genes novedosos detectados

en muestras obtenidas entre los años 2004 a 2006 no era uniforme, sino que incrementaba [Lozada

et al., 2008]. Estos resultados permitieron hipotetizar que dicha tendencia podŕıa continuar si se

extend́ıa la serie temporal. En el presente caṕıtulo se analizaron muestras de sedimentos del mismo

sitio obtenidas en años posteriores, a fin de testear dicha hipótesis. Para ello, se utilizó la misma

metodoloǵıa empleada en el trabajo de Lozada y colaboradores, la cual consistió en la amplificación

y clonado de fragmentos de los genes de interés utilizando los mismos cebadores (Ac114f/Ac596r).

Además, se evaluó la presencia de otras variantes de genes RHO modificando uno de los cebadores

utilizados para la construcción de las bibliotecas de amplificación. Asimismo, se diseñó un ensayo de

qPCR con el objetivo de confirmar la abundancia relativa en sedimentos intermareales de uno de los

gene identificados.

La información obtenida resulta de gran importancia para realizar una estimación sobre las

variantes de enzimas RHO presentes en sedimentos intermareales de Bah́ıa Ushuaia (Planta Orión),

y para seleccionar la muestra más adecuada para la construcción de la biblioteca metagenómica.

Más aún, pemitirá seleccionar los cebadores que serán utilizados para identificar, mediante ensayos

moleculares basados en reacciones de amplificación, genes de interés en dicha biblioteca metagenómica.

3.2. Resultados

3.2.1. Identificación de genes biomarcadores en sedimentos intermareales de Bah́ıa

Ushuaia

Con el objetivo de evaluar el potencial para degradar HAPs que posee la comunidad microbiana

presente en sedimentos de Bah́ıa Ushuaia, se amplificaron fragmentos de genes codificantes para la

subunidad alfa del componente cataĺıtico de enzimas RHO. Para ello se utilizó ADN metagenómico y
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diferentes pares de cebadores de amplia cobertura, uno de ellos (Ac114f/Ac596r) hab́ıa sido previamen-

te utilizado en la detección de genes de dioxigensas a partir de muestras de sedimentos intermareales

de dicho sitio. Se analizaron muestras de sedimentos obtenidas entre los años 2006 y 2008, tomadas

en cercańıas de la planta de combustibles Orión (OR06, OR07 y OR08). Los amplicones generados se

utilizaron para la construcción de bibliotecas de productos de amplificación. El análisis de las mismas

se describe a continuación.

3.2.1.1. Biblioteca de productos de amplificación construida mediante el par de ceba-

dores Ac114f/Ac596r

El ADN metagenómico extráıdo a partir de la muestra OR07 fue utilizado para la contrucción de

una biblioteca de productos de amplificación. Se obtuvieron un total de setenta y seis clones, los cuales

fueron analizados por medio del polimorfismo de la longitud de sus fragmentos de restricción (RFLP),

detectándose tres variantes génicas diferentes. Los patrones de restricción de las mismas coincidieron

con los patrones obtenidos a partir de las variantes de dioxigenasas B, C y nahAc de P. putida (Figura

3.1a) previamente identificadas en sedimentos intermareales cercanos a Planta Orión [Lozada et al.,

2008]. Clones representativos de cada patrón de restricción fueron elegidos para la secuenciación de su

inserto a fin de confirmar su identidad. El análisis de las secuencias utilizando el algoritmo blastx y la

base de datos de GenBank (colección de nucleótidos no redundantes) permitió confirmar que dichos

clones conteńıan fragmentos de genes codificantes para la subunidad alfa de enzimas RHO. Más aún,

la secuencias deducidas de aminoácidos alinearon de manera significativa (Figura 3.2 y Tabla 3.1)

con secuencias correspondientes a las variantes B, C y nahAc descriptas anteriormente, mostrando

un alto porcentaje de identidad (99-100 % a nivel de aminoácidos). En la figura 3.1b se muestran las

abundancias relativas de las tres variantes génicas identificadas en la muestra OR07, siendo la variante

nahAc de P. putida la que se encontró en mayor proporción.
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(a)

(b)

Figura3.1:VariantesdegenesdeenzimasRHOidentificadasenla muestraOR07 medianteelclonadode
productosdeamplificacíonobtenidosconloscebadoresAc114f/Ac596r.a):ejemplodeunadelascorridas
electrofoŕeticasengeldeagarosaal2,5%depatronesdeRFLP.Enrojo,patronestipodelasvariantesAaD,
nahAc(Pp)yphnAc(Phn);ennegro,variantesidentificadasenOR07.b):porcentajedeclonesdelasdiferentes
variantesenbasealtotaldeclonesobtenidos.
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ó
n

V
a
ri

a
n
te

L
o
n

g
it

u
d

d
e

se
-

c
u

e
n

c
ia

(p
b

)
H

o
m

ó
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Figura3.2:Alineamientodesecuenciasdeaminóacidosdeducidasapartirdelassecuenciasobtenidas.Semuestra
unaregíondelassecuenciasrepresentativasdecadavarianteidentificadaenlamuestraOR07:AcOR07-21(C),
AcOR07-14(B)yAcOR07-7(NahAc),seguidadeunasecuenciarepresentativadelamismavariantepreviamente
detectadaenPlantaOríon:AcOR06-180(C),AcOR05-96(B)yAcOR06-41(NahAc).Lanumeracíonenla
partesuperiorindicalaposicíondelosresiduosdeaminóacidosrespectodelasecuenciaNahAcdeP.putida
NCIB9816-4.Lasecuenciaconsenso(cons)est́arepresentadaporasteriscos,loscualesmuestranlasposiciones
conservadas;yporpuntos,indicandositiossimilares.Losćırculosrojossobrelassecuenciasindicanlosresiduos
conservadosdecistéınaehistidinadelcentrodecoordinacíonRieskepertenecientealasubunidadalfadeenzimas
RHO

3.2.1.2. Amplificacíondegenesdeenzimas RHOutilizandoelpardecebadores Nah-

for/Ac596r

DebidoaqueelpardecebadoresAc114f/Ac596rgeneraaltaproporcíondeproductosdeampli-

ficacíonrelacionadoscongenescodificantesparalasubunidadalfadedioxigenasasdePseudomonasy

aqueenlamuestraOR07seidentificaronvariantesǵenicasdeenzimasRHOyadescriptas,sedeci-

díoevaluarlaespecificidadycoberturadeotroscebadoresdeampliacobertura:DP1Rieske/Ac596r,

Nah-for/Ac596ryAc596rc/NAPH-2R.ElparNah-for/Ac596rfueelúnicoqueprodujoamplicones

deltamãnoesperado(aproximadamente300pb),observ́andoseadeḿasunamenorproporcíondeam-

plificacíoninespećıfica.

OptimizacíondelascondicionesdeamplificacíonutilizandoloscebadoresNah-for/Ac596r.

ParadeterminartemperaturaóptimadehibridacíondeloscebadoresNah-for/Ac596r,serealizaron

reaccionesdePCRutilizandoungradientedetemperaturade40◦Ca58◦C.Tambíenseevaluaron

diferentescantidadesdetemplado(1y10ngdeADNdeOR07/reaccíon),conelobjetivodeobservar

posiblesinhibicionesdelareaccíondePCRproducidasporelADNmetageńomico.Comopuedeverse

enlafigura3.3,seobtuvieronproductosdeamplificacíondeltamãnoesperadoentodaslastempera-

turasevaluadas,usandotanto1ngcomo10ngdeADN.Enlamayoŕıadelasreaccionestambíense

observ́oamplificacíoninespećıficadefragmentosdeADNdediferentepesomolecular,lacualdismi-

nuýocontemperaturasdeapareamientoḿaselevadas.Sibiena54◦C(utilizando10ngdeADNcomo

templado)ya58◦C(1y10ngdeADN)seobserv́ounamenorcantidaddeproductosinespećıficos,

sedecidíoutilizar54◦Ccomotemperaturadehibridacíon.Temperaturaselevadasnośoloimpidenla

generacíondeproductosinespećıficossinotambíendeproductosespećıficoscuandolahibridacíonde



Caṕıtulo3. 72

loscebadoresocurreconalgunasbasesnoapareadas.Porlotanto,esposiblequea54◦Cseobten-

gaunamayordiversidaddelosampliconesdeinteŕes.Comocontrolpositivodeestasreaccionesse

utiliźounpĺasmidoconteniendouninsertocorrespondientealavarianteDdedioxigenasas,variante

previamenteidentificadaensedimentosintermarealescercanosaPlantaOríon.

Figura3.3:Corridaelectrofoŕeticaengeldeagarosa(1,5%)deproductosdeamplificacíongeneradosconlos
cebadoresNahfor/Ac596ryADNdeprovenientedelamuestraOR07.Seevaluarondiferentestemperaturas
dehibridacíonenlasreaccionesdeamplificacíon(41,43,49,54y58oC)enlasreaccionesdeamplificacíon,
utilizandodosconcentracionesdetempladoinicial(1y10ngdeADN).M100,marcadordepesomolecular.

Construccíonyańalisisdebibliotecasdeproductosdeamplificacíon. Unavezdeterminada

latemperaturadehibridacíondeloscebadoresNah-for/Ac596r,serealizaronreaccionesdePCRa

partirdeADNmetageńomico.SeevalúoADNprovenientedesedimentosintermarealescercanosa

PlantaOríon(muestrasOR06,OR07yOR08),aśıcomotambíendesedimentoscorrespondientesaun

sitiocercano,ubicadoentreelmuellecomercialyelmuellepertenecientealaPlantadecombustibles

Oríon(muestraEM06,[Lozadaetal.,2008]).Todaslasmuestrasgeneraronampliconesdeltamãno

esperado.Conelfindesimplificarelańalisis,seconstruýounabibliotecaapartirdeunamezclade

dichosproductosdeamplificacíon,obteniendountotalde95clones.Nueveclonesfueronelegidosal

azar,yluegodeconfirmarlapresenciadelfragmentodeinteŕes,sesecuenciaronlosinsertosclonados.

Ochodelosnueveinsertospudieronsersecuenciados.Adeḿas,seconstruýootrabibliotecadeproduc-

tosdeamplificacíonutilizandoloscebadoresNah-for/Ac596rytempladoprovenientedeunsistema

experimentalenelquealamuestraOR08sehab́ıaadicionadopetŕoleocrudo(muestraOR08-O,

[Guibertetal.,2012]).Seobtuvieronuntotaldedieciochoclones,deloscualesochofueronanalizados

apartirdelasecuenciacíondelosinsertosclonados.

Elańalisisdelassecuenciasobtenidaspermitíoidentificardosnuevasvariantesdegenescodifi-

cantesparalasubunidadalfadeenzimasRHO,lascualessedenominaronvarianteTyU,siguiendola

nomenclaturautilizadaentrabajosanteriores.Entotalseidentificaronnuevesecuenciasdelavariante

T,lascualespresentaronunalongitudde260pbyun99%a100%deidentidadentreśıanivelde
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aminoácidos. De la variante U sólo fue posible identificar una secuencia de 245 pb de longitud, la

cual mostró un 16 % de identidad a nivel de aminoácidos respecto de la variante T (Figura 3.4). A

su vez, tanto la variante T como la variante U presentaron, respectivamente, un 45 a 56 % y un 13

a 18 % de identidad a nivel de aminoácidos en relación a las variantes encontradas previamente en

sedimentos intermareales de Bah́ıa Ushuaia. Por otro lado, también fue posible detectar, entre las

secuencias analizadas, seis secuencias idénticas de 257 pb relacionadas con la variante E descripta por

Lozada y colaboradores [Lozada et al., 2008], las cuales compartieron un 85 % de identidad a nivel de

aminoácidos.

Con el objetivo de evaluar la relación de las variantes T y U, con las variantes encontradas pre-

viamente en este sitio y con secuencias de enzimas RHO identificadas en otros estudios, se realizó un

análisis filogenético de las mismas. En la Figura 3.4 puede observarse que la variante T se encuentra

relacionada con una enzima RHO identificada en la bacteria Cycloclasticus sp. P1 (bacteria marina

capaz de utilizar pireno como única fuente de carbono y enerǵıa) y con dioxigenasas pertenecientes

a la variante D, con las cuales comparte un 67 % y un 56 % de identidad a nivel de aminoácidos,

respectivamente (Tabla 3.1). Por otra parte, la variante U forma un clado muy divergente respecto

de enzimas RHO previamente identificadas y se encuentra moderadamente relacionada (51 a 61 % de

identidad a nivel de aminoácidos) con protéınas que poseen un sitio Rieske y que pertenecen a las

cepas Frankia sp. BMG5.12, Sphingobium sp. AP49 y Mycobacterium rhodesiae NBB3 (Figura 3.4,

Tabla 3.1).
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Figura3.4:Ańalisisfilogeńeticodelassecuenciasdeaminóacidosdeducidasapartirdelasvarianteǵenicas
detectadasconloscebadoresNah-for/Ac596r(enrojo).Lassecuenciascorrespondientesalasubunidadαde
enzimasoxigenasasidentificadaspreviamenteensedimentosintermarealescercanosaPlantaOríonseindican
ennegrita[Lozadaetal.,2008].Secuenciasdereferenciaobtenidasdecultivospurosydebacteriasnocultivadas
semuestranentrecorchetesyprecedidasporsuńumerodeaccesoobtenidodelGenBank.Laconstruccíondel
árbolfilogeńeticoserealiźoutilizandoelḿetododeneighbor-joining.Śolosemuestranlosvaloresdebootstrap
mayoresal50%(1000ŕeplicas).Laescalarepresentaloscambiosdeaminóacidosinferidosporposicíon.

3.2.2. EstimacíondelaabundanciadegenescorrespondientesalavarianteTde

enzimasdioxigenasas

ConelfindeestimarlaabundanciadelavarianteTensedimentosintermarealesdelsitioOR,

sedisẽńoyoptimiźounensayodePCRcuantitativa(qPCR)enbasealainformacíonobtenidaenlas

bibliotecasdeproductosdeamplificacíon.
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3.2.2.1. Disẽnodecebadores

CebadoresespećıficosparalaamplificacíondegenespertenecientesalavarianteTfuerondi-

sẽnadosapartirdeunalineamientodesecuenciasdenucléotidospertenecientesadichavariante

(Figura3.5).Enelalineamientonośoloseincluyeronlassecuenciasidentificadasensedimentosde

Bah́ıaUshuaia,sinotambíenotrassecuenciaspertenecientesaestamismavarianteperoquefueron

amplificadasapartirdemuestrasdesedimentosdeCaletaĆordova(golfoSanJorge,Chubut,Ar-

gentina).Lasecuenciaconsensoobtenidaapartirdeestealineamientoseutiliźoluegoparaeldisẽno

deloscebadorescorrespondientes,teniendoencuentalasconsideracionesespećıficasparaensayosde

qPCRsugeridasporBustinycolaboradores[Bustin,2004].

Loscebadoresdisẽnados,denominadosARHD-T-FyARHD-T-R,permitenlaamplificacíonde

fragmentosdeADNde84pb(Tabla2.1).Elańalisisinsilicodeestoscebadoresevidencíounabaja

probabilidaddeformacíond́ımerosdecebadoresyestructurassecundarias.Conelobjetivodeevaluar

lasposiblessecuenciasblancodeloscebadoresARHD-T-FyARHD-T-R,losrespectivosoligonucléoti-

dossecompararonconlabasededatosdeGenBank.Losresultadosobtenidosnopermitierondetectar

coincidenciassignificativasconsecuenciasquepudieraninterferirenlacuantificacíondeestosgenes,

indicandolaespecificidaddeloscebadoresdisẽnados.Noobstante,ladeterminacíondelaespecifici-

daddedichoscebadoresatrav́esdeańalisisinsilicopuedeserdiferentealaanalizadamediantelos

productosdereaccíonobtenidosdelaamplificacíondegenespresentesenunamuestraambiental.Esto

sedebeaquelasmuestrasambientalescontienenADNdeorganismoscuyassecuenciassedesconocen.

Porloquegeneralmentelaespecificidaddelosampliconesgeneradosapartirdeestetipodemuestras

debeserevaluadaencadacasoenparticular.

Figura3.5:AlineamientodesecuenciasdenucléotidospertenecientesalavarianteT.Losasteriscosindicanlos
sitiosconservadosenlasecuenciaconsenso.Śolosemuestraunfragmentosdelassecuenciasamplificadasconlos
cebadoresNahfor/Ac596r(121a218pb).Enamarilloseindicanlasregionesdehibridacíondeloscebadores
disẽnadosparalacuantificacíondegenescorrespondientesalavarianteT.

3.2.2.2. OptimizacíondelensayodeqPCR

Acontinuacíonsedescribenlosensayosrealizadosconelobjetivodeoptimizarlascondiciones

dereaccíonqueseŕanutilizadasenlosensayosdecuantificacíondelavarianteǵenicaT.
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Temperaturadehibridacíon. SerealizaronreaccionesdeqPCRcontemperaturasdehibridacíon

entre50y60◦C.Talcomoseobservaenlafigura3.6,nosedetectarondiferenciasenlosvaloresdeCt

alutilizardiferentestemperaturasdehibridacíon.Elest́andarutilizadotampocopresent́odiferencias

enlosvaloresdeCtconlastemperaturasevaluadas.

Figura3.6:Optimizacíondelatemperaturadehibridacíon.Serealizaronreaccionesdeamplificacíonutilizando
ungradientedetemperaturasdesde50a59,8oC.E:curvasdefluorescenciaobtenidasapartirdelaamplificacíon
delest́andaradiferentestemperaturasdehibridacíon.M:curvasdeamplificacíonobtenidasapartirde2,5ngde
ADNdelamuestraOR07utilizandodiferentestemperaturasdehibridacíon(losdiferentescoloresrepresentan
lascurvasobtenidasconcadatemperaturaensayada).B:blancodereaccíon,śolosemuestralacurvaobtenida
alutilizar50oCcomotemperaturadehibridacíon.

Conelobjetivodeobservarlaposibleformacíonded́ımerosdecebadoresuotrosensamblados

oligoḿericos,yevaluarlaespecificidaddelosfragmentosamplificadosalutilizardiferentestempe-

raturasdehibridacíon,serealizaroncurvasdedesnaturalizacíonluegodefinalizarelprogramade

amplificacíon(Figura3.7a).Noseevidencíolapresenciadeproductosinespećıficosenningunadelas

temperaturasevaluadas.Laausenciadeproductosinespećıficosfueverificadamedianteunacorrida

electrofoŕeticadelosproductosdeamplificaćonenungeldeagarosaal2,5%(Figura3.7b),enelque

seobservaronproductosdeamplificacíondeltamãnoesperadoentodaslastemperaturasevaluadas.

Enunprincipio,latemperaturadehibridacíonseleccionadafuelaquepresent́ounmenorva-

lordeCt(50◦C).Noobstante,aestatemperaturaseobservaronampliconesinespećıficosenotras

muestrasdesedimento,principalmenteenOR08.Enestamuestraseobserv́oquea56◦Csegenera-

ronmenosproductosdeamplificacíoninespećıfica,hechoevidenciadoporlapresenciadepicosḿas

definidos(Figura3.8).Porloqueenlosensayosdeestimacíondelaabundanciadelavarianteǵenica
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T,dichatemperaturafueutilizadacomotemperaturadehibridacíondeloscebadoresARHD-T-Fy

ARHD-T-R.

Figura3.7:EspecificidaddelosfragmentosamplificadosapartirdelamuestraOR07.(a):curvasdedesnatu-
ralizacíonrepresentadasporlafluorescencia(-dI/dT)enfuncíondelastemperatura:ladesnaturalizacíonde
losproductosdereaccíongeneradoscon2,5ngdeADNdelamuestraOR07(M)adiferentestemperaturas
dehibridacíonsemuestranenrojo,verde,azul,amarilloymagenta;ladesnaturalizacíondelproductodeam-
plificacíonobtenidoapartirdelest́andar(E)semuestraenceleste;elblancodereaccíon(B)serepresenta
mediantelacurvaamarilla.(b):corridaelectrofoŕeticaengeldeagarosaal2,5%(p/v)delosproductosde
reaccíonobtenidoscon2,5y5ngdetempladoadiferentestemperaturasdehibridacíon(lasflechasrepresentan
losaumentosprogresivosdetemperatura:50,51,7,54,3,57,4y59,80C).E,ampliconesgeneradosapartirdel
est́andar;M,marcadordepesomolecularde50pb(ProductosBio-Ĺogicos,UniversidadNacionaldeQuilmes,
Argentina);B,blancodereaccíon.
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Figura3.8:EspecificidaddelosfragmentosamplificadosapartirdelamuestraOR08.Enambasfigurasse
muestraladesnaturalizacíondelosproductosdereaccíonobtenidosapartirde2,5ngdeADNdeOR08.Las
curvasdecolorrojo,azul,verdeyamarillosonŕeplicasdedichareaccíon.Ladesnaturalizacíondelproducto
obtenidoapartirdelest́andarsemuestraenlacurvacolormagenta.Enlafiguradeladerecha,losproductos
inespećıficossevendisminuidos.

Concentracíondecebadores. Seevaluarondosconcentracionesdiferentesdecadacebador(600y

900nM)entodaslascombinacionesposibles,utilizandocomotemplado2,5ngdeADNdeOR07por

tubodereaccíon.Comopuedeverseenlafigura3.9,lacombinacíondecebadoresquepresent́omenor

valordeCtcorrespondíoa900nMdelcebadordirectoy600nMdelcebadorinversoyfueelegida

pararealizarlaestimacíondelaabundanciadelavarianteǵenicaT.Apesardequeenloscontroles

delblancodereaccíonseobserv́oamplificacíon,seobtuvieronvaloresdeCtmuchomayoresrespecto

delamuestraambiental.Ladiferenciaentredichosvaloresfuedeaproximadamente16ciclos,conlo

cualseconsideraquelosblancosdereaccíonnocontribuyenalasẽnaldefluorescenciaobtenidaa

partirdelaamplificacíondelosgenespresentesenmuestrasambientales[Smithetal.,2006].
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Figura3.9:Optimizacíondelaconcentracíondecebadores.Alladodelascurvasyencoloresseindicanlas
combinacionesdecebadores(concentracíondecebadordirecto-concentracíondecebadorinverso),loscualesse
correspondenconlascurvasdelmismocolor(M).Lascurvascorrespondientesalest́andar(E)semuestranen
magentayceleste.Blancosdereaccíon(B),enamarilloymarŕon.(a):curvasdeamplificacíon.(b):curvasde
desnaturalizacíondelosproductosdereaccíoncorrespondientes.

Curvaest́andar:sensibilidadyeficienciadelasreaccionesdeqPCR. Afindedeterminar

elrangoadecuadodeconcentracionesdelest́andarpararealizarlacuantificacíondelavarianteǵenica

T,seutilizarondiferentesconcentracionesdeest́andarplasḿıdico.Lasmismasvariarondesde5copias

hasta107copias/reaccíon.Enlafigura3.10semuestralarelacíonlineal(r2=0.994)entreellogaritmo

delńumerodecopiasdelest́andaryelvalordeCt,lacualsemantuvoalolargodesietéordenesde

magnitud.

Apartirdeestacurvadecalibracíonyteniendoencuentalaecuacíon:

%deeficiencia=(10−1/m−1)×100

endondemeslapendientedelacurva,laeficienciadeamplificacíonestimadadeestosensayosfue

del98%.

Concentracíondetempladoyevaluacíondelainhibicíonenlasreaccionesdeamplifica-

cíon. Conelfindeencontrarlaconcentracíonóptimadetempladoydetectarposiblesinhibiciones

enlareaccionesdeamplificacíon,serealiźounensayodeqPCRutilizandocomotemplado2,5,5y7,5

ngdeADNprovenientedesedimentosintermarealesobtenidosendiferentesãnos(OR05,OR06,OR07

yOR08).Lainhibicíonenlaamplificacíondelgendeinteŕespuedeobservarsemediantecambiosen

losvaloresdeconcentracíonrelativa(copias/µgdeADN),dadoqueenausenciadeinhibicíondicho

valordebeŕıamantenerseconstanteindependientementedelaconcentracíondetempladoutilizada.
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Figura3.10:Curvaest́andar.(a):valoresdeCtenfuncíondellogaritmodelascopiasinicialesdelest́andarpor
tubodereaccíon.(b):curvasdefluorescenciaobtenidasapartirdelaamplificacíondediferentesconcentraciones
delest́andar.Amedidaquedisminuyelaconcentracíondelest́andarde107a5copiasporreaccíon,aumentan
losvaloresdeCt.Lacurvacelestecorrespondealblancodereaccíon.

LascopiasdelavarianteǵenicaT/µgdeADNsemantuvoconstanteenlasmuestrasdesedimento

OR05yOR08,mientrasqueenlasmuestrasOR06yOR07seevidencíounaprobableinhibicíonen

lasreaccionesdePCR.

Paradeterminarelgradodeinhibicíon,secuantifićoelest́andardelareaccíonenpresenciade

lamuestraambiental.Elporcentajedeinhibicíonfuepŕacticamentenuloalutilizar2,5ngdeADN

metageńomicoporreaccíondeqPCR.Esporestoqueenlasreaccionesdecuantificacíonposteriores

seutiliźoestaconcentracíondetemplado.

3.2.2.3. EstimacíondelaabundanciadegenescorrespondientesalavarianteTenmues-

trasdesedimentointermarealdeBah́ıaUshuaia

LaestimacíondelaabundanciadecopiasdegenesdelavarianteTenlasmuestrasdesedimento

cŕonicamentecontaminadodeBah́ıaUshuaiaserealiźoporcomparacíondelosresultadosdeamplifi-

cacíon(valoresdeCt)conlacurvaest́andarcorrespondiente.Enmuestrasobtenidasdurantelosãnos

2005a2008,lacantidaddecopiasdeestegenporµgdeADNvaríomenosdeunordendemagnitud

entremuestras:3,0x104(+−2,7x10
3)a1,16x105(+−6,8x10

3)(Figura3.11).Aexcepcíondelamuestra

OR07,lacualessignificativamentediferente(p<0,05),dichavarianteparecemantenerserelativamente

constantealolargodelosãnosevaluados.Porotrolado,yconelfindecompararlaabundanciadelas

poblacionesconteniendodichogenbiomaradorentrelasmuestrasdelaserietemporal,secalcuĺola
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relacíonentrelaabundanciadelavarianteǵenicaTylaabundanciadegenesARNr16S(́estasúlti-

mas,previamentecuantificadasporMarcosycolaboradores,[Marcosetal.,2012]).Lasabundancias

relativasvariarondesde0,027%a0,22%,siendoOR07lamuestraqueaparentementecontienemayor

abundanciadepoblacionesbacterianasqueposeengenescorrespondientesalavarianteǵenicaT.

Figura3.11:AbundanciadegenescorrespondientesalavarianteTmedianteqPCR.Elasteriscoseindicala
muestraenlaqueseobserv́oamplificacíoninespećıfica,conlocuallaabundanciapodŕıaestarsobreestimada.

3.3. Discusíon

Enelpresentecaṕıtulosecaracterizarongenescodificantesparaenzimasdioxigenasasdeanillos

aroḿaticos(RHO)presentesensedimentosintermarealesdeBah́ıaUshuaia.Ladeteccíondeestos

genesserealiźoutilizandolametodoloǵıaindependientedelcultivodemicroorganismosbasadaen

laconstruccíonyańalisisdebibliotecasdeproductosdeamplificacíon.Entrelosparesdecebadores

evaluadosenlasreaccionesdeamplificacíon,elparAc114f/Ac596rfueunodelosquepermitieronla

identificacíondefragmentosdeADNcorrespondientesalasubunidadalfadeenzimasRHO.Eldisẽno

deestoscebadores,realizadoporWilsonycolaboradores,sebaśomayormenteensecuenciasdegenesde

dioxigenasasdediferentescepasdePseudomonasaisladasdesuelo[Wilsonetal.,1999].Losamplicones

generadosconelparAc114f/Ac596rcomprendenunaregíonqueabarcacasilatotalidaddeldominio

Rieskeyaproximadamente40aminóacidosdeldominiocataĺıticocorrespondientealasubunidad

mayordelaenzimadereferencianaftaleno1,2-dioxigenasapertenecienteaP.putidaNCIB9816-4

[Kaupiietal.,1998].Dadoqueestoscebadoresposeensitioscondegeneraciones[Wilsonetal.,1999],
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no sólo permitieron la detección genes nahAc arquet́ıpicos de Pseudomonas en la muestra OR07, sino

también de otras variantes génicas (C y B). Utilizando el mismo par de cebadores, las variantes génicas

C y B hab́ıan sido identificadas previamente en sedimentos intermareales de Bah́ıa Ushuaia junto con

las variantes génicas A, D y E [Lozada et al., 2008], las cuales hab́ıan sido detectadas por primera vez

en este sitio. Si bien se observó un incremento en la proporción y la diversidad de dichas variantes en

la serie temporal comprendida entre los años 2004 y 2006 [Lozada et al., 2008], en la muestra OR07

no se detectaron nuevas variantes de genes codificantes para enzimas dioxigenasas. No obstante, en

OR07 la proporción de la variante C fue mayor respecto de años anteriores [Lozada et al., 2008].

Otros pares de cebadores fueron evaluados en el presente trabajo, no sólo con el fin de identificar

nuevas variantes génicas que podŕıan ser de importancia en la degradación de HAPs, sino también

para analizar si los mismos podŕıan ser utilizados durante la búsqueda de clones de interés en una

biblioteca metagenómica. Si bien a partir de la muestra OR07 los cebadores Ac114f/Ac596r genera-

ron un bajo porcentaje de clones conteniendo amplicones inespećıficos, estudios previos demostraron

que hasta un 50 % de los clones analizados podŕıan presentar insertos generados por la hibridación

inespećıfica de estos cebadores [Lozada et al., 2008]. Asimismo, se detectó alta proporción de genes

nahAc de Pseudomonas utilizando estos cebadores [Lozada et al., 2008], al igual que en este trabajo.

Probablemente esto se deba a las secuencias utilizadas para su diseño. Dado que el par de cebadores

Ac114f/Ac596r podŕıa dar lugar a la detección de una gran proporción de clones conteniendo tanto in-

sertos inespećıficos como genes nahAc (altamente caracterizados), no seŕıan adecuados para el análisis

de una biblioteca metagenómica a partir de ensayos de PCR (ensayos moleculares). Otros tres pares

de cebadores fueron evaluados, sin embargo sólo el par Nah-for/Ac596r permitió obtener productos

de amplificación del tamaño esperado. El cebador Nah-for fue diseñado por Zhou y colaboradores en

base a regiones conservadas de genes codificantes para enzimas dioxigenasas de Pseudomonas putida

G7 (nahAc), Alcaligenes faecalis AFK2 (phnAc), Ralstonia sp. U2 (nagAc), Burkholderia sp. RP007

(phnAc) y Cycloclasticus sp. A5 (phnA1 ) [Zhou et al., 2006]. A su vez, es considerado un cebador

de amplia cobertura, dado que su secuencia posee seis bases con degeneraciones, permitiendo su hi-

bridación con diversos genes de dioxigenasas pertenecientes tanto a bacterias Gram-positivas como

Gram-negativas [Iwai et al., 2011, Zhou et al., 2006]. Junto con el cebador Ac596r generan productos

de amplificación de aproximadamente 300 pb, las cuales codifican para una parte de la región corre-

pondiente al sitio Rieske (62 aminoácidos menos respecto de la región comprendida por los cebadores

Ac114f y Ac596r) y aproximadamente 40 aminoácidos del dominio cataĺıtico de la enzima naftaleno

1,2-dioxigenasa de P. putida NCIB9816-4 [Kaupii et al., 1998]. A partir del clonado y posterior secuen-

ciación de los amplicones generados con el par de cebadores Nah-for/Ac596r, en el presente trabajo

se lograron identificar productos espećıficos correspondientes a tres variantes génicas diferentes de

enzimas RHO. Más aún, dos de estas variantes se desconoćıan hasta el momento, y fueron nombradas
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T y U siguiendo la nomenclatura utilizada en trabajos anteriores [Lozada et al., 2008, Marcos et al.,

2009]. Debido a que se encontraron variantes génicas novedosas y a que no se evidenciaron desv́ıos

relacionados con el diseño de los cebadores Nah-for/Ac596r, dichos cebadores fueron seleccionados

para el análisis de los clones de la biblioteca metagenómica mediante ensayos moleculares, los cuales

se detallarán en el caṕıtulo siguiente.

Entre las variantes novedosas identificadas en sedimentos intermareales cercanos a Planta Orión,

la variante T fue la que presentó mayores porcentajes de identidad con las variantes descriptas ante-

riormente en sedimentos intermareales de Bah́ıa Ushuaia. Las variantes T y U se encontraron mode-

radamente relacionadas (59 a 67 % de identidad a nivel de aminoácidos) con secuencias de enzimas

oxigenasas identificadas tanto en microorganismos cultivables como no cultivables. La tercer variante

génica encontrada con estos cebadores presentó un 85 % de identidad a nivel de aminoácidos respecto

de la variante génica E caracterizada previamente en el trabajo de Lozada y colaboradores [Lozada

et al., 2008]. Un porcentaje de identidad similar se obtuvo respecto de una secuencia correspondiente

a la enzima naftaleno 1,2-dioxigenasa identificada en el genoma recientemente secuenciado de Polycy-

clovorans algicola TG408, gamaprotoebacteria aislada a partir de un cultivo de laboratorio de la

diatomea marina Skeletonema costatum [Gutierrez et al., 2013]. Mediante ensayos de qPCR en los

que se utilizó como blanco el gen ARNr 16S de P. algicola se observó que en diferentes ambientes

marinos, entre los cuales se encuentran el mar del Norte, el Océano Paćıfico y en el mar de Java,

dicho microorganismo forma parte de la microbiota asociada a seis especies diferentes de fitoplancton

[Gutierrez et al., 2013]. Esta asociación podŕıa estar basada en la habilidad que poseen las microalgas

para secuestrar, acumular, y/o sintetizar HAPs [Gutierrez et al., 2013]. Asimismo, se sugiere que la

adsorción de HAPs a las células del fitoplancton cumple un rol importante en el transporte de estos

contaminantes hacia el fondo marino como resutado del flujo vertical, reduciendo los niveles de conta-

minación en la columna de agua [Witt, 2002]. La detección de la variante génica E en los sedimentos

intermareales de Bah́ıa Ushuaia, podŕıa responder a este mecanismo. Aunque secuencias con un alto

porcentaje de identidad respecto del gen codificante para la enzima naftaleno 1,2-dioxigenasa de P.

algicola fueron detectadas en este trabajo, la pirosecuenciación de amplicones del gen ARNr 16S de

muestras de sedimentos del sitio Planta Orión no evidenció la presencia de dicho microorganismo

[Guibert et al., 2012, Lozada et al., 2014]. Otros estudios son necesarios para determinar cuáles son

los microorganismos que podŕıan contener en su genoma la variante E identificada en este sitio.

Si bien las bibliotecas de productos de amplificación permiten identificar parte de las variantes

génicas que se encuentran en una muestra ambiental, no posibilitan una estimación precisa sobre la

abundancia de dichos genes. Esto se debe a que en las reacciones de PCR tradicional ocurren desv́ıos

asociados a la amplificación de múltiples templados, los cuales están presentes en distintas abundancias

relativas. Por lo tanto, la abundancia de los genes pertenecientes a variante génica T en muestras de
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sedimento intermareal de diferentes años fue estimada mediante ensayos de PCR cuantitativa (qPCR).

Esta herramienta, aún más sensible que la PCR tradicional, ha permitido estimar la abundancia

relativa de genes degradativos en muestras ambientales [Beller et al., 2002, Cébron et al., 2008, Marcos

et al., 2012]. A diferencia de los cebadores Ac596r y Nah-for, de amplia cobertura, los cebadores

empleados en los ensayos de qPCR (ARHD-T-F y ARHD-T-R) fueron diseñados espećıficamente

para la amplificación de genes correspondientes a la variante génica T. Se utilizaron 12 secuencias

pertenecientes a la variante T para el diseño de los cebadores. Estas secuencias fueron identificadas en

bibliotecas de productos de amplificación generadas a partir de muestras de sedimentos intermareales

crónicamente contaminados (Bah́ıa Ushuaia y Caleta Córdova, [Marcos et al., 2012]) y de muestras

provenientes de sistemas experimentales expuestos durante 20 d́ıas a petróleo crudo (OR08-O, [Guibert

et al., 2012]), utilizando el par de cebadores Nah-for/Ac596r. Debido a que sólo se identificó una

secuencia correspondiente a la variante génica U, no fue posible diseñar cebadores que garanticen la

cobertura apropiada para la estimación de su abundancia.

La optimización de la temperatura de hibridación y de la concentración de los cebadores ARHD-

T-F y ARHD-T-R se llevó a cabo utilizando ADN estándar aśı como también ADN metagenómico.

Esto se realizó debido a que, a diferencia del ADN estándar, el ADN metagenómico posee diferentes

genes que podŕıan afectar la especificidad de la reacción y por ende la estimación de la abundancia del

gen de interés [Powell et al., 2006]. Aunque no se secuenciaron los amplicones generados, el análisis

del tamaño de los productos de amplificación y la obtención de picos bien definidos en las curvas

de desnaturalización demostraron que, en condiciones óptimas, dichos cebadores permiten obtener

productos de amplificación espećıficos a partir de la mayoŕıa de las muestras provenientes de sedimentos

intermareales cercanos a Planta Orión.

La precisión, eficiencia y sensibilidad del ensayo de qPCR, aśı como también el rango confiable

de cuantificación, son datos que deben ser incluidos al reportar resultados provenientes de ensayos de

qPCR para garantizar la correcta interpretación de los resultados [Bustin et al., 2009]. Parte de esta

información puede obtenerse a partir de la curva de calibración [Kavanagh et al., 2011]. Si bien dicha

curva es realizada a partir de ADN estándar, generalmente se asume que es representativa de otras

bacterias conteniendo el gen de interés. Esta suposición es necesaria dada la diversidad genética que

se encuentra inevitablemente en muestras ambientales [Beller et al., 2002]. Utilizando las condiciones

óptimas para el ensayo de cuantificación de los genes correspondientes a la variante génica T, las

reacciones de amplificación presentaron un 98 % de eficiencia y un rango de cuantificación entre 5 y

107 copias por reacción. Estos valores de eficiencia se encontraron dentro de los valores aceptables

(90-100 % de eficiencia) para lograr resultados reproducibles [Kavanagh et al., 2011]. Por otro lado,

la variabilidad del ensayo determinada a partir de las cuatro réplicas se encontró entre 5,5 y 18,8 %.

En trabajos anteriores, donde la cuantificación de genes se realizó a partir de muestras ambientales,
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porcentajes similares permitieron considerar al ensayo como reproducible [Hristova et al., 2001, Powell

et al., 2006].

La estimación de la abundancia de genes correspondientes a la variante génica T en sedimentos

del sitio Planta Orión obtenidos durante los años 2005 a 2008, sugieren que dichos genes estaŕıan

presentes en miembros estables de la comunidad microbiana. Además, su abundancia fue comparable

con otras variantes génicas encontradas en este sitio. La abundancia de este gen varió entre 104

y 105 copias/µg de ADN, valores inferiores respecto de la variante más abundante encontrada en

estos sedimentos (variante D, 105- 106 copias/µg, [Marcos et al., 2012]). Sin embargo, en el caso de

los sedimentos de OR07 y OR08, la abundancia de variante T superó en un orden de magnitud a

la variante C. La variante génica T también fue detectada en sedimentos intermareales de Caleta

Córdova contaminados con hidrocarburos (Lozada, comunicación personal). Este sitio es una pequeña

caleta ubicada en el Golfo San Jorge, sobre el Océano Atlántico (provincia de Chubut), expuesta a

la contaminación con hidrocarburos como resultado de la extracción y transporte de petróleo crudo

[Marcos et al., 2012]. Sistemas experimentales, en los que se adicionó petróleo crudo, fenantreno o

pireno a sedimentos de Planta Orión y Caleta Córdova, mostraron un aumento en la abundancia

de dicha variante respecto a sistemas experimentales en los que no se adicionaron hidrocarburos.

En algunos casos, la respuesta observada con respecto al gen biomarcador T fue comparable a la

observada para genes phnA1 de Cycloclasticus. En conjunto, estos resultados sugieren que poblaciones

microbianas conteniendo la variante T podŕıan tener un rol relevante en la degradación de HAPs

en estos ambientes. Asimismo, estos microorganismos pareceŕıan estar distribuidos al menos en dos

ecorregiones diferentes: Canales y Fiordos del Sur de Chile y Golfos de la Patagonia Norte, [Marcos

et al., 2012].

En base a estudios previos [Guibert et al., 2012, Lozada et al., 2008, Marcos et al., 2009] y a

los resultados obtenidos en este caṕıtulo, la muestra OR07 fue seleccionada para la construcción de la

biblioteca metagenómica. Particularmente, Guibert y colaboradores observaron una gran diversidad

de genes alkB relacionados con la degradación de hidrocarburos alifáticos en dicha muestra [Guibert

et al., 2012]. Las secuencias deducidas de aminoácidos de los genes alkB presentes en mayor propor-

ción en OR07, se encontraron relacionados con una secuencia identificada en una muestra de suelo

del Ártico y con la secuencia AlkB de Nocardioides, actinobacteria asociada a la degradación de hi-

drocarburos [Guibert et al., 2012]. En la muestra OR07 también se observaron diferentes variantes

de genes codificantes para la subunidad alfa de enzimas RHO relacionadas con aquellas identificadas

en bacterias Gram-positivas (grupos M, N, G, S, I, L, F, [Marcos et al., 2009]). Las secuencias co-

rrespondientes a la variante M se clasificaron como dioxigenasas de tipo V [Marcos et al., 2009], de

acuerdo a la clasificación de Kweon y colaboradores [Kweon et al., 2008]. Este tipo de enzimas son

diversas en cuanto a los sustratos que pueden utilizar, y se caracterizan por poseer ferredoxinas con
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dominio [3Fe-4S]. Entre las enzimas de tipo V se encuentran dioxigenasas de bacterias Gram-positivas

degradadoras de HAPs, tales como la bacteria marina Nocardioides sp. KP7 y bacterias pertenecientes

a los géneros Mycobacterium, Rhodococcus y Terrabacter [Kweon et al., 2008]. La variante F de enzi-

mas RHO detectadas en OR07, formaron parte de las enzimas dioxigenasas de tipo IV [Marcos et al.,

2009]. Este tipo de enzimas incluye principalmente dioxigenasas de bifenilos y bifenilos policlorados

de diversos géneros bacterianos y se caracteriza por la presencia de ferredoxinas de tipo [2Fe-2S] en

los sistemas transportadores de electrones [Kweon et al., 2008]. El resto de los grupos identificados

en el trabajo de Marcos y colaboradores no pudieron ser asignados a un tipo de enzima en particular

[Marcos et al., 2009]. No obstante, las variantes N, G, S e I mostraron un origen común con enzimas

de tipo V [Marcos et al., 2009].

La información sobre la abundancia de las diferentes variantes génicas presentes en el sitio Plan-

ta Orión a lo largo de los años, hubiera sido útil al momento de la selección de la muestra, sin embargo

no se encontraba disponible. El hecho de haber encontrado en la muestra OR07 una gran diversidad

de genes novedosos que podŕıan estar involucrados en la biodegradación de hidrocarburos alifáticos

y poliaromáticos, demuestra el potencial que poseen los microorganismos del sitio Planta Orión para

degradar dichos compuestos en este ambiente fŕıo crónicamente contaminado. Debido a limitaciones

metodológicas, los estudios presentados en el presente caṕıtulo y en trabajos anteriores [Guibert et al.,

2012, Lozada et al., 2008, Marcos et al., 2012, 2009], sólo han permitido conocer un pequeño fragmento

de estos genes biomarcadores. En los próximos caṕıtulos se describe la construcción de una biblioteca

metagenómica en fósmidos a partir de ADN proveniente de la muestra OR07. Dado que dicha meto-

doloǵıa posibilita el clonado de grandes fragmentos de ADN, podrá brindar mayor información sobre

los genes degradativos presentes en estos sedimentos, sus regiones lindantes y hasta tal vez aportar

datos importantes sobre la ubicación taxonómica o la fisioloǵıa del microorganismo del cual provienen

los mismos.
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CONSTRUCCIÓN Y ANÁLISIS DE UNA BIBLIOTECA METAGENÓMICA A

PARTIR DE SEDIMENTOS INTERMAREALES DE BAHÍA USHUAIA

4.1. Introducción

El acceso a las secuencias completas de genes codificantes para la subunidad α de enzimas dioxi-

genasas pertenecientes a bacterias no cultivables degradadoras de hidrocarburos aromáticos, aśı como

también el estudio de su contexto genómico, es de importancia para poder comprender el potencial ca-

tabólico de las comunidades microbianas [Rayu et al., 2012]. Las bibliotecas metagenómicas construidas

utilizando fósmidos, cósmidos o BACs constituyen una herramienta alternativa capaz de brindar dicha

información, ya que permiten recuperar grandes fragmentos de los genomas de los microorganismos

ambientales. Esto es particularmente importante dado que en el genoma de dichos microorganismos

los genes involucrados en las rutas degradativas de hidrocarburos aromáticos pueden estar agrupados

en un mismo operón [Habe et al., 2003].

Durante la construcción de estas bibliotecas, la extracción de ADN metagenómico a partir de

muestras ambientales representa un paso cŕıtico. Debido a que los vectores fosmı́dicos permiten el

clonado de fragmentos de ADN de un tamaño entre 20 y 40 kb, el método de extracción seleccionado

debe producir un alto rendimiento de ADN del tamaño adecuado. Además, es importante que el

ADN obtenido sea representativo de toda la comunidad microbiana y que posea un bajo porcentaje

de sustancias contaminantes que puedan interferir durante la construcción de la biblioteca [Singh

et al., 2009]. Sin embargo, este punto es más cŕıtico en el caso de ensayos moleculares dependientes

de reacciones de amplificación a partir de ADN metagenómico, como los descriptos en el caṕıtulo

anterior, en particular la qPCR.

En este caṕıtulo se describen los pasos llevados a cabo para la construcción y análisis de una

biblioteca metagenómica en fósmidos a partir de sedimentos intermareales cercanos a la Planta de

combustible Orión de Bah́ıa Ushuaia. Dicha biblioteca representa un reservorio invaluable de informa-
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ción sobre el potencial metabólico de los microorganismos presentes en este sitio y, por lo tanto, de las

posibles rutas utilizadas por estos microorganismos para la degradación de hidrocarburos aromáticos.

4.2. Resultados

4.2.1. Extracción de ADN metagenómico a partir de sedimentos

En el presente trabajo se evaluaron dos métodos de extracción directa de ADN a partir de la

muestra de sedimento intermareal OR07. Uno de ellos se basó en el protocolo descripto por Zhou y co-

laboradores [Zhou et al., 1996], el cual, a partir de muestras ambientales tales como suelo o sedimento,

permite extraer ADN metagenómico manualmente luego de una ruptura suave de las células mediante

lisis qúımica. El otro método evaluado consistió en la extracción de ADN mediante la utilización de

un kit comercial espećıfico para muestras ambientales (FastDNA Spin kit for Soil, MP Biomedicals),

el cual ha sido empleado con éxito para extraer ADN de sedimentos. A partir de este kit comercial es

posible extraer ADN de alta pureza, permitiendo la amplificación de fragmentos de genes relacionados

con la biodegradación de HAPs, tal como se observó en el caṕıtulo 3 de esta Tesis y en trabajos

anteriores [Lozada et al., 2008, Marcos et al., 2012].

Tal como puede observarse en la tabla 4.1, utilizando el método de extracción manual se obtuvo un

rendimiento de ADN tres veces mayor respecto al obtenido con el kit comercial. Por otro lado, el

método de extracción manual generó una alta proporción de fragmentos de aproximadamente 40 kb,

mientras que al utilizar la extracción realizada con el kit comercial se obtuvieron fragmentos de ta-

maño menor (Figura 4.1).

Tabla 4.1: Comparación de los métodos de extracción de ADN metagenómico

Método
Concentración

ADN (ng/µl)
ADN total (µg)

Rendimiento (µgr

ADN/gr. de

sedimento húmedo)

Extracción manual 46 9,2 1,8

Kit comercial 6,3 1,1 0,6
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Figura4.1:Corridaelectrofoŕeticaengeldeagarosa0,7%(p/v).LascallesindicadascomoMmyKccorres-
pondenaADNextráıdoconelḿetodomanualdesarrolladoporZhouycolaboradores,yconelkitcomercial,
respectivamente. M:marcador1KbExtensionLadder(Invitrogen),λ:ADNdelfagolambdadigeridoconla
enzimaHindIII.

Paralaconstruccíondeunabibliotecametageńomicaenf́osmidosesnecesarioutilizarfragmentos

deADNdeaproximadamente35-40kb,yaquefragmentosde menortamãnopuedenresultaren

laproduccíondequimeras,ytamãnos mayoresa40kbnopermitenelcorrectoempaquetamiento

delvectorconsuinserto.Debidoaqueelprotocolodeextraccíonmanualpermitíoobtenermayor

rendimientodeADNyuntamãnodefragmentosadecuadoparalaconstruccíondelabiblioteca

metageńomica,dichoADNfueutlizadoenlospasosdeclonadoposteriores.

4.2.2. Construccíondelabiblioteca metageńomica

ApartirdelADNmetageńomico,yluegodehaberrealizadoloscontrolesdeligacíonydeeficien-

ciadeempaquetadoparaevaluarelcorrectofuncionamientodeestasetapascŕıticasdelametodoloǵıa,

sellev́oacabolaconstruccíondelabibliotecametageńomica(Figura4.2).Paraello,enprimerlugar,

fuenecesarioreparardichoADNconelobjetivodegenerarinsertosromosyfosforiladosenelextremo

5’,adecuadosparaelclonado.Losinsertosreparadosluegosesepararonportamãnomedianteuna

corridaelectrofoŕeticaengeldeagarosadebajopuntodefusíon.Aquellosfragmentosquepresentaron

untamãnodeaproximadamente35-40kbfueronseleccionadosdelgelyextráıdosmediantereaccíon

enziḿaticacongelasa.Apartirdeestapurificacíon,serecupeŕoun20%delADNmetageńomico

sembradoinicialmenteenelgel.Seguidamente,elADNpurificadoapartirdelgelfueligadoalvector

declonadopCC2FOSyelproductodeligacíonfueempaquetadoyluegoutilizadoparalainfeccíon

dećelulasEPI300-T1(Figura4.2).
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Una vez obtenidos los clones, y a fin de determinar el tamaño de la biblioteca metagenómica, se

llevó a cabo la titulación de las células transformadas, las cuales fueron seleccionadas por su capacidad

de crecer en presencia de cloranfenicol. Se obtuvieron un total de 45.600 clones, aproximadamente.

Dicha biblioteca fue almacenada en forma de suspensiones celulares conteniendo grupos de 100 clones

amplificados (ver sección 2.7.3 para más detalle), lo cual evitaŕıa pérdidas de los mismos durante

su conservación. De acuerdo a la titulación de seis de estos grupos, cada clon amplificado estaŕıa

representado 104 veces en 1 µl de células resuspendidas.

4.2.3. Identificación de clones conteniendo genes de interés

Se utilizaron dos estrategias diferentes para la identificación de clones conteniendo genes codi-

ficantes para enzimas involucradas en la degradación de hidrocarburos aromáticos. En primer lugar

se utilizó una estrategia molecular, la cual consistió en la amplificación de fragmentos de genes que

codifican para la subunidad mayor del componente cataĺıtico de las enzimas RHO involucradas en el

primer paso de la ruta degradativa de HAPs. La segunda estrategia de análisis (denominada estrategia

funcional), se basó en la detección de actividad enzimática de dioxigenasas iniciales aśı como también

de extradiol dioxigenasas, las cuales participan de la ruptura del anillo aromático.

4.2.3.1. Estrategia molecular

Optimización y controles. Previo al análisis molecular de la biblioteca metagenómica se selec-

cionaron los cebadores adecuados para la detección de los clones de interés a partir de reacciones de

amplificación. Dado que Marcos y colaboradores [Marcos et al., 2012] observaron alta abundancia de

genes correspondientes a la variante D de dioxigenasas en la muestra OR07, se decidió utilizar el par de

cebadores ARHD-D-f/ARHD-D-r, los cuales permiten amplificar espećıficamente fragmentos de genes

pertenecientes a dicha variante. El par de cebadores Nah-for/Ac596r también fue seleccionado para la

optimización de los ensayos moleculares, ya que (como se observó en el caṕıtulo anterior) presentan

una amplia cobertura y por lo tanto posibilitan la identificación de genes novedosos.

A fin de reducir el número de reacciones de amplificación y facilitar el análisis de los clones de

la biblioteca, se utilizaron dos estrategias. En primer lugar, el análisis se realizó a partir de extractos

celulares para evitar la extracción de los fósmidos. En segundo lugar, se realizó el análisis en etapas,

comenzando por grupos de clones (obtenidos en la sección 4.2.2), para luego identificar el clon con-

teniendo el gen de interés dentro del grupo de clones correspondiente. Esto fue posible gracias a la

alta sensibilidad de la metodoloǵıa utilizada. Sin embargo, fue necesario evaluar la posible inhibición

de las reacciones de amplificación a causa del templado utilizado y la posibilidad de encontrar un
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clon positivo dentro de un grupo de al menos 100 clones. Debido a que no se contaba con un fósmido

control conteniendo el gen de interés, como control positivo para las reacciones de amplificación se

seleccionó un clon de una biblioteca de productos de amplificación que contiene un fragmento del

gen perteneciente a la variante D de dioxigenasa (E. coli DH5α/pCR4-TOPO-Ac-OR06-6, [Lozada

et al., 2008]). Ambos pares de cebadores seleccionados son capaces de hibridizar con dicho gen. Con

el objetivo de asemejar las condiciones que seŕıan encontradas al utilizar como templado extractos

celulares pertenecientes a un grupo de clones, en el control positivo se simuló la presencia de un clon

conteniendo el gen de interés dentro de un grupo de aproximadamente 100 clones amplificados. Para

ello tuvieron en cuenta las diferencias en el número de copias por célula entre el plásmido control y los

fósmidos de la biblioteca metagenómica y se utilizaron suspensiones celulares de clones Ac-OR06-6 de

t́ıtulo conocido. Sabiendo que por microlitro de células resuspendidas se obtuvieron aproximadamente

104 copias de un clon de la biblioteca metagenómica (sección 4.2.2), se realizaron diluciones correspon-

dientes del clon AcOR06 6 para obtener, aproximadamente, 104 copias del plásmido por microlitro.

Para determinar el ĺımite de detección del ensayo, se realizaron reacciones de amplificación a partir de

diferentes diluciones de células del clon AcOR06 6, de manera tal de obtener aproximadamente 105,

104, 103, 102 y 10 copias del plásmido por reacción. En dichas reacciones se evaluaron los dos pares de

cebadores seleccionados. Ambos cebadores generaron productos de amplificación del tamaño esperado

en aquellas reacciones en las que el templado control varió de 105 a 103 copias aproximadamente,

sin observarse inhibición. Estos resultados sugieren que seŕıa esperable identificar los genes de interés

mediante reacciones de amplificación utilizando grupos de clones.

Análisis de la biblioteca. El análisis molecular de la biblioteca metagenómica se llevó a cabo a

partir de los extractos celulares correspondientes a cada grupo de clones, y utilizando los cebadores

ARHD-D-f/ARHD-D-r y Nah-for/Ac596r. Al emplear cebadores espećıficos para la amplificación de

genes de dioxigenasas pertenecientes a la variante D, se observaron productos de amplificación de forma

consistente y del tamaño esperado en sólo un grupo de clones (número 14). Con respecto a la búsqueda

de genes codificantes para enzimas RHO utilizando cebadores de amplia cobertura (Nah-for/Ac596r),

dos grupos de clones (32 y 117) generaron bandas ńıtidas y del tamaño esperado.

A partir de cada uno de los grupos de clones que resultaron en la amplificación de fragmen-

tos del tamaño esperado, se generaron subgrupos de clones, los cuales fueron analizados mediante

la misma metodoloǵıa. Para ello, se realizaron cultivos en medio LB agar con cloranfenicol a partir

de las suspensiones celulares de dichos grupos, de manera tal de obtener un promedio de 35 clones

por placa. Cada una de estas placas representó un subgrupo de clones, los cuales fueron replicados

y posteriormente resuspendidos mediante el lavado de las colonias (Figura 4.3). Aĺıcuotas de las sus-

pensiones celulares de los subgrupos fueron analizadas utilizando los cebadores correspondientes. Por



Caṕıtulo4. 94

mediodeesteprocedimientofueposibleeliminardelańalisisaquellosclonesquenoconteńıanelgen

identificado,acotandoaśılab́usquedadelclondeinteŕes.Enlatabla4.2semuestralacantidadde

subgruposgenerados,lossubgruposquegeneraronproductodeamplificacíon(Subgrupos+)yeltotal

declonesanalizadosporgrupo.

Tabla4.2:Gruposdeclonesquemostraronamplificacíonenlosensayosmoleculares.

Grupo Cantidaddesubgrupos Cebadoresutilizados Subgrupos+ Totalclonesanalizados

14 12(AaL) ARHD-D-f/ARHD-D-r A 149

32 22(AaV) Nah-for/Ac596r M 1340

117 23(Aa W) Nah-for/Ac596r T 817

Conelobjetivodeidentificarlosclonesconteniendoelgendeinteŕes,cadaunodelosclones

pertenecientesalossubgruposquegeneraronproductosdeamplificacíon,fueronanalizadosporPCR

apartirdesuscolonias(Figura4.3).Encadasubgruposeidentifićounclonconcapacidaddegenerar

amplicones.Paraverificarlapresenciadegenesdedioxigenasaenlosclonesaislados,sepurificaronlos

f́osmidoscorrespondientesysesecuencíolaregíoncomprendidaentreloscebadoresutilizadosparael

ańalisismolecular.Enlatabla4.3semuestraelańalisisbasadoenlab́usquedaporsimilitudutilizando

elalgoritmoblastxylabasededatosdelNCBI.

Figura4.3:B́usquedadeclonesdeinteŕesmediantelaestrategiamolecular.Comoejemplosemuestraelpro-
cedimientorealizadoparaaislarelclon14A-12,apartirdelasuspensíondeungrupodeclonesamplificados
(grupo14)obtenidoenlaseccíon4.2.2.
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Tabla 4.3: Análisis de similitud de las secuencias obtenidas

Fósmido Blastx
% de

cobertura
% de id. 1 Valor E No de acceso

14A-12 (259 pb) Protéına con dominio Rieske 99 64 1,00−30 YP917232

(P. denitrificans PD1222)

32M-3 (283 pb) Protéına hipotética con dominio Rieske 99 78 9,00e−43 WP0203986501

(K.gwangyangensis)

117T-34 (669 pb) Dioxigenasa de compuestos aromáticos 85 65 5,00e−87 YP0068375171

(Cycloclasticus sp. P1)

1: Porcentaje de identidad.

La secuenciación del fósmido 14A-12, utilizando el cebador ARHD-D-f (Tabla 1.3), mostró que el

fragmento amplificado presentaba un 64 % de identidad a nivel de aminoácidos respecto de la secuencia

más relacionada. Dicha secuencia corresponde al dominio C-terminal de una enzima con sitio Rieske

asociada a fenilpropionato dioxigenasas o 2,4-D oxigenasas. En cuanto a la secuencia obtenida a partir

del cebador ARHD-D-r, no evidenció homoloǵıa con secuencias codificantes para enzimas oxigenasas.

Más aún, el análisis de su secuencia mostró un 67 % de identidad a nivel de aminoácidos respecto

de una integrasa de Thalassobium sp. R2A62 (con una cobertura del 50 %, y un valor E de 5,00−31).

Posiblemente esto haya ocurrido por causa de un evento de hibridación inespećıfica del cebador ARHD-

D-r durante la secuenciación. Por lo tanto, el análisis molecular de la biblioteca utilizando cebadores

espećıficos para genes de dioxigenasas de la variante D no fue capaz de detectar un clon conteniendo

dicho gen.

Respecto del fósmido 117T-34, el fragmento secuenciado mostró un porcentaje de identidad a

nivel de aminoácidos del 65 % respecto de una dioxigenasa de Cycloclasticus sp. P1. Dado que el

gen correspondiente a la variante T identificada previamente en sedimentos de este sitio (Caṕıtulo

3) mostró un porcentaje de identidad similar cuando fue comparada con la misma dioxigenasa de

Cycloclasticus sp. P1, la secuencia generada a partir del fósmido M117 también se comparó con

secuencias de los fragmentos correspondientes a la variante T. Los altos porcentajes de identidad

encontrados entre ambos fragmentos (98-100 % a nivel de nucleótidos y 100 % a nivel de aminoácidos)

indicaron que dicho clon contiene el gen correspondiente a la enzima RHO de la variante T.

Por último, la secuencia de la base de datos más relacionada con el fragmento secuenciado del

fósmido 32M-3 presentó un 78 % de identidad a nivel de aminoácidos. La misma corresponde a una

protéına hipotética con dominio Rieske de Kordiimonas gwangyangensis, por lo que probablemente

dicho fósmido también posea un gen codificante para una enzima RHO.
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4.2.3.2. Estrategia funcional

Detección de actividad extradiol dioxigenasa (EXDO). El clivaje del catecol mediante enzi-

mas EXDO da lugar a la formación de semialdeh́ıdo-2-hidroximucónico, fácilmente detectable por su

coloración amarilla. Es por esto que el ensayo funcional para la identificación de clones conteniendo

EXDO se basó en la detección de colonias amarillas generadas por el producto de la ruptura del ca-

tecol. Se realizaron diluciones a partir de cada uno de los tubos conteniendo grupos de 100 clones,

de manera de obtener aproximadamente 300 clones por placa de medio LB agar con cloranfenicol y

suplementado con arabinosa. La arabinosa agregada al medio permitió inducir el aumento del número

de copias de los fósmidos, facilitando aśı la detección de clones con genes EXDO. Se cultivaron tres

placas por cada grupo de clones y luego de la incubación a 37◦C durante 36 hs, las colonias formadas

fueron rociadas con una solución estéril de catecol. Aquellos clones que generaron coloración amarilla

en sus colonias fueron aislados directamente a partir de la placa, debido a que tanto el catecol como

su producto de degradación no producen pérdida de viabilidad de las células de interés.

En cinco grupos de clones (78, 165, 293, 334 y 340) fue posible detectar actividad EXDO. Tres

de dichos grupos presentaron sólo un clon positivo (293, 334 y 340), mientras que en dos de ellos

(grupo 78 y 165) se observó más de uno. Debido a que es probable que los clones identificados en

un mismo grupo sean idénticos, se realizó un ensayo de restricción con enzima NotI a partir de sus

fósmidos purificados con el objetivo de eliminar copias de un mismo clon en los análisis posteriores. En

la figura 4.4 se puede observar que los clones identificados del grupo 78 (78a y 78b) poseen fósmidos

que generan el mismo patrón de restricción. De manera similar, tanto el fósmido proveniente del clon

165c como el del clon 165f presentaron iguales patrones de restricción entre śı, lo que indicaŕıa que

dichos clones son copias idénticas. El resto de los fósmidos aislados mostraron patrones de restricción

únicos.

Detección de actividad naftaleno dioxigenasa. El ensayo funcional destinado a la búsqueda de

enzimas RHO involucradas en el primer paso de la degradación de HAPs se basó en la capacidad de

los clones de oxidar indol. En presencia de indol, la expresión de dichas enzimas puede dar lugar a la

formación de cis-indol-2,3-dihidrodiol el cual luego es transformado a ı́ndigo. Este último compuesto

es el responsable del color azul en las colonias con actividad dioxigenasa, lo que permite identificar

clones de interés mediante ensayos en placa.

Para detectar actividad dioxigenasa en los clones de la biblioteca metagenómica, se realizó un

ensayo similar al indicado en el punto anterior. A partir de cada grupo de clones se cultivaron tres

placas conteniendo aproximadamente 300 clones, y las mismas fueron incubadas durante 24 hs a 37◦C.

Luego de la incubación, se agregaron cristales de indol en la tapa de las placas hasta observar coloración
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azulenlascoloniascorrespondientes.Śolounclonpertenecientealgrupodeclonesdenominado342

present́oactividaddioxigenasa.Debidoaquelaexposicíondelasćelulasavaporesdeindolinhibesu

crecimiento,serealizaronŕeplicasenmediośolidoLBconcloranfenicolparapoderaislarelclonde

inteŕes.

Afindesimplificarlanomenclaturadelosf́osmidosextráıdos,deaqúıenadelanteselosidenti-

ficaŕaconunśolońumerocorrespondientealgrupodelcualprovieneyconunaletrainicialdeacuerdo

alaestrategiaconlaquefuedetectado:C,estrategiafuncionalconcatecol;I,estrategiaconindoly

M,paralaestrategiamolecular.

Figura4.4:Corridaelectrofoŕeticaengeldeagarosa0,7%(p/v)delosfragmentosderestriccíongeneradoscon
laenzimaNotIapartirdelosf́osmidosaisladosduranteelensayofuncionalconcatecol. M:marcador1Kb
ExtensionLadder(Invitrogen).Seindicatambíenlabandacorrespondientealvector(aprox.7,5kb)

4.2.4. Purificacíonysecuenciacíoncompletadelosf́osmidosidentificados

Luegodelaidentificacíonyaislamientodelosclonesdeinteŕes,sepurificaronlosf́osmidos

correspondientesconelobjetivodesecuenciarloscompletamente.Paraello,setuvieronencuentalos

requerimientostantodecantidad(almenos1,5µgdeADN)comodecalidad(altapurezaybajonivel

decontaminacíonconADNcromosomaldeE.coli),necesariosparalasecuenciacíondelosf́osmidos

utilizandolaplataformadesecuenciacíondealtorendimientoRoche454.
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4.2.4.1. Rendimiento y calidad de de los fósmidos extráıdos

El kit comercial utilizado para la extracción de los fósmidos (QIAprep Miniprep, Qiagen) per-

mitió obtener altos rendimientos de ADN fosmı́dico (entre 3,1 y 30 µg de ADN) con una relación de

absorvancia 260/280 promedio de aproximadamente 1,8. Por otra parte, se evaluó el grado de con-

taminación con ADN cromosomal de E. coli, ya que éste podŕıa interferir tanto en la secuenciación

de los fósmidos como en el ensamblado de las secuencias generadas. En primer lugar, se realizó una

corrida electroforética de 300 ng de los fósmidos purificados, observando bandas delgadas pero bien

definidas que podŕıan corresponder a la conformación lineal de los fósmidos (tamaño aproximado de

40kb, Figura 4.5). Además, se identificaron bandas de mayor peso molecular que podŕıan pertenecer a

ADN genómico o a otras conformaciones del fósmido. A fin de estudiar con mayor detalle este punto, se

digirió el ADN fosmı́dico utilizando la enzima de restricción EcoRI. Debido a que el vector de clonado

sólo posee un sitio de corte para esta enzima, podŕıa generar fósmidos linealizados diferenciándolos del

ADN genómico, aunque los insertos clonados también pueden contener sitios de restricción para Eco-

RI. La digestión de cada extracto fosmı́dico generó bandas bien definidas que en su totalidad sumaron

entre 32 y 48 kb, valores similares a los obtenidos cuando los mismos fósmidos se digirieron con la

enzima NotI (Figura 4.4). Este resultado indica que la mayor parte del ADN purificado corresponde al

fósmido. Sin embargo, también se observaron fragmentos de ADN de diversos tamaños (evidenciados

por una fluorescencia más tenue a lo largo de las calles del gel de agarosa, Figura 4.5), lo cual podŕıa

corresponder al ADN genómico digerido.

Con el objetivo de evaluar la proporción aproximada de ADN genómico de E. coli presente en

el ADN fosmı́dico, se estimó la abundancia relativa de genes que codifican para el gen ARNr 16S

bacteriano utilizando la técnica de qPCR. Para ello se asumió que los insertos clonados no conteńıan

genes ARNr 16S. Además, dado que existen alrededor de siete copias de este gen por cromosoma de

E. coli [Klappenbach et al., 2000], se consideró que cada siete copias del gen ARNr 16S detectadas se

extrae un cromosoma de la célula hospedadora. En base a este análisis, se pudo estimar que el ADN

cromosomal representaŕıa menos del 3,8 % del ADN purificado (Tabla 4.4). Este nivel de contamina-

ción fue considerado aceptable, en particular debido a la alta cobertura de secuenciación que posibilita

el uso de la plataforma 454 Roche.
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Figura4.5:Corridaelectrofoŕeticaengeldeagarosa0,7%(p/v).Śolosemuestran,demanerarepresentativa,
losresultadosobtenidosconlosf́osmidosC78yC165.M:marcador1KbExtensionLadder(Invitrogen).

Tabla4.4:EstimacíondelaabundanciadegenesARNr16SenlosextractosdeADNfosḿıdico.

F́osmido1

copiasdelgen

ARNr16Spor

reaccíon

%deADN E.coli

C78 3,53.105 2,5

C165 3,47.105 2,5

C334 5,36.105 3,8

C340 3,11.105 2,2

I342 3,51.105 2,5

M32 4,89.105 3,5

1:Durantelaextraccíondelosf́osmidosprovenientesdelosclones M117yC293seobtuvomenorcantidaddeADNrespecto

delresto,porloquenofuesuficienteparapoderrealizarlaestimacíondegenesARNr16Sendichosextractos.
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4.2.4.2. Secuenciación

La secuenciación completa de los fósmidos fue realizada mediante pirosecuenciación utilizando

la plataforma 454 Roche en el Instituto de Agrobiotecnoloǵıa Rosario (INDEAR). Las secuencias

obtenidas presentaron un tamaño promedio que varió entre 295 y 330 pb. La calidad de las mismas

fue aceptable ya que en su mayoŕıa mostraron menos de una base incorrecta por cada 100 bases

secuenciadas (Q mayor a 20). Dichos errores, comunes en esta tecnoloǵıa de secuenciación, se vieron

compensados por una alta cobertura de las secuencias generadas, la cual varió entre 39 y 116.

Luego de obtener la secuencia completa de los fósmidos, se eliminó manualmente la secuencia

del vector. Los fragmentos clonados mostraron valores de GC entre 50,7 y 61,4 % y una longitud entre

24,8 y 41,3 kb (Tabla 4.5). Considerando un tamaño de inserto promedio de 34,5 kb, estos resultados

permiten deducir que a partir de la biblioteca metagenómica construida en el presente trabajo, ha

sido posible identificar un fósmido conteniendo genes de interés cada 200 Mb analizadas.

Tabla 4.5: Tamaño y porcentaje de GC de los insertos clonados

Inserto Tamaño (kb) % de GC

M117 36,7 54,1

M32 37,6 61,1

C78 24,8 50,7

C165 32,2 61,4

C293 41,3 57,8

C334 34,3 56

C340 31,7 55,6

I342 37,4 53

4.3. Discusión

Un paso cŕıtico en los análisis metagenómicos es el acceso al material genético contenido en una

muestra ambiental. Al respecto, varios protocolos de extracción de ADN han sido diseñados a fin de

obtener ADN metagenómico a partir de suelo o sedimentos contaminados [Desai y Madamwar, 2007,

Fortin et al., 2004, Zhou et al., 1996]. En el presente estudio se evaluaron dos métodos de extracción

directa de ADN, en los que la ruptura celular se realizó en presencia de la matriz que compone la
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muestra ambiental (lisis in situ). A diferencia de los métodos de extracción indirecta, en los que las

células son separadas de la matriz previo a su ruptura, los métodos directos son más diversos y permi-

ten obtener mayor rendimiento de ADN [Delmont et al., 2011, Gabor et al., 2003]. Rendimientos de

extracción mayores generalmente se asocian directamente a la obtención de ADN proveniente de una

fracción más representativa de las poblaciones microbianas presentes en la muestra y, por lo tanto,

a mayor diversidad genética [Roose-Amsaleg et al., 2001]. Sin embargo, aún no se ha desarrollado

un método de extracción de ADN metagenómico que no se vea afectado por desv́ıos ni influenciado

por el tipo de muestra y por el proceso de extracción [Carrigg et al., 2007, Delmont et al., 2011,

Gabor et al., 2003, Singh et al., 2009]. Esto representa uno de los principales desaf́ıos en los análisis

de comunidades utilizando metodoloǵıas independientes del cultivo de microorganismos. Para la cons-

trucción de la biblioteca metagenómica se seleccionó el método manual, dado que permitió obtener

mayor rendimiento y un tamaño de ADN adecuado para el clonado en fósmidos. Asimismo, la calidad

del ADN fue adecuada, debido a que se logró obtener aproximadamente 8000 clones por reacción de

clonado. Generalmente, el kit CopyControl HTP Fosmid Library Production de Epicentre, permite

generar entre 10.000 y 50.000 clones por reacción al utilizar ADN purificado de muestras ambientales.

Sin embargo, dependiendo de la calidad y la pureza del ADN metagenómico utilizado, el rendimiento

puede variar entre 3.000 y 80.000 clones por reacción [Taupp et al., 2009].

Otro aspecto a tener en cuenta, previo a la construcción de una biblioteca metagenómica, es la

cobertura deseada. Idealmente seŕıa deseable que la totalidad de los genes presentes en una muestra

ambiental se encuentren representados en la biblioteca al menos una vez. Si bien la generación de este

tipo de bibliotecas es relativamente simple, el gran número de clones necesarios para una cobertura

significativa del metagenoma de comunidades complejas (como aquellos derivadas de muestras de

suelo o sedimentos), hace que la construcción y análisis de las mismas represente un gran desaf́ıo.

Principalmente, esto se debe a que los miembros individuales de una comunidad generalmente se

encuentran en proporciones desiguales y por lo tanto resulta dif́ıcil analizar a los miembros menos

abundantes de las comunidades microbianas [Ferrer et al., 2009, Vieites et al., 2010]. Por esta razón,

los intentos de calcular el tamaño de una biblioteca para lograr una cobertura adecuada de los genomas

presentes en una muestra ambiental son poco frecuentes. La mayoŕıa de las bibliotecas metagenómicas

cuyos clones poseen insertos de alto peso molecular contienen menos de 100.000 clones, número que es

varios órdenes de magnitud menor al requerido para capturar la totalidad de la diversidad microbiana

en una comunidad compleja [Riesenfeld et al., 2004]. A pesar de ello, aún bibliotecas de menos de 50.000

clones obtenidos a partir de muestras de ambientes complejos son capaces de proveer un reservorio

invaluable de información genética, imposible de acceder por métodos convencionales [Steele et al.,

2009]. El tamaño de la biblioteca metagenómica realizada en el presente trabajo fue calculada en base a

la abundancia relativa, estimada por qPCR, de genes de dioxigenasas correspondientes a las variantes
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C, D y T en la muestra OR07. Teniendo en cuenta que la abundancia de estos genes fue hasta dos

órdenes de magnitud menor respecto de los genes ARNr 16S (Caṕıtulo 3, [Marcos et al., 2012]) y

que los genomas de bacterias marinas pueden poseer en promedio 1,5 copias del gen ARNr 16S por

genoma [Lee et al., 2009], se necesitaŕıan clonar aproximadamente 0,13 Gb para encontrar una copia

del gen de interés. Para ello se asumió además, que el tamaño promedio del genoma de las bacterias

presentes en el sedimientos es de aproximadamente 2 Mb [Sabehi et al., 2005] y que la abundancia de

genomas provenientes de organismos eucariotas es despreciable. Sin embargo, con el fin de aumentar

las probabilidades de encontrar genes de interés en la biblioteca metagenómica construida, se clonaron

aproximadamente 1,6 Gb de información genética de la comunidad. Por lo tanto, en esta biblioteca

estaŕıa representada la información equivalente a aproximadamente 800 genomas de los organismos

más abundantes de la comunidad microbiana presente en la muestra OR07.

La identificación de clones conteniendo genes de interés dentro de la biblioteca metagenómica se

realizó utilizando dos estrategias diferentes, aunque complementarias entre śı [Riesenfeld et al., 2004,

Suenaga, 2012]. Una de ellas, la estrategia molecular, se basó en la identificación de genes codificantes

para la subunidad mayor de enzimas RHO involucradas en el primer paso de la degradación de HAPs

a partir de reacciones de PCR, utilizando tanto cebadores espećıficos como de amplia cobertura. Con

dicha estrategia se lograron identificar tres clones, uno de los cuales (M117) posee el gen de la variante

T de enzimas RHO descripta en el caṕıtulo 3. Esta variante fue abundante en sedimentos de Planta

Orión, lo cual sugiere que los microorganismos conteniendo dicha variante alélica podŕıan ser miembros

relevantes de la comunidad microbiana. Por lo tanto, la secuenciación del fósmido M117 se consideró de

particular interés. El análisis de su secuencia permitiŕıa conocer la secuencia completa de este gen,

aśı como también su contexto genómico.

Durante el análisis molecular se intentó identificar clones conteniendo genes de dioxigenasas co-

rrespondientes a la variante D, otra de las variantes más abundantes del sitio. Sin embargo, no fue

posible detectar clones conteniendo dicha variante. Debido a que es probable que los cebadores utili-

zados hayan generado productos de amplificación como consecuencia de su hibridación inespećıfica, el

fósmido 14A-12 no fue seleccionado para ser secuenciado completamente. No obstante, podŕıa contener

genes codificante para enzimas fenilpropionato dioxigenasas y 2,4-D oxigenasas. Si bien estas enzimas

poseen un dominio Rieske conservado, no pertenecen al grupo de oxigenasas capaces hidroxilar HAPs

[Pérez-Pantoja et al., 2010b, Pieper et al., 2010]. Sin embargo, su análisis podŕıa ser de interés en el

estudio de genes involucrados en la degradación de compuestos monoaromáticos sustituidos. El hecho

de no haber identificado clones conteniendo genes de la variante D de enzimas RHO en la biblioteca

metagenómica podŕıa deberse a que durante la construcción de la misma se utilizó un método de

extracción de ADN diferente al empleado en la determinación de la abundancia de genes D. Luna y

colaboradores observaron que, al utilizar el protocolo de extracción de ADN desarrollado por Zhou y
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colaboradores [Zhou et al., 1996], se obtienen ribotipos que no logran ser detectados con otros métodos

de extracción y viceversa [Luna et al., 2006]. Otra razón, por la que estos genes no lograron ser iden-

tificados en la biblioteca metagenómica, podŕıa deberse a que los mismos se encuentren codificados en

plásmidos. Dado que el ADN plasmı́dico generalmente posee un tamaño menor al requerido para su

clonado en fósmidos, es posible que sus secuencias no se vean representadas en la biblioteca construida

en el presente trabajo.

La identificación de clones utilizando ensayos moleculares posee el potencial de identificar secuen-

cias que no pueden ser expresadas en el huésped. Sin embargo, debido a que dichos ensayos dependen

del conocimiento previo de secuencias de interés, pocas veces permiten identificar genes con funciones

novedosas. Estrategias de búsqueda mediante ensayos funcionales superan esta limitación, ya que su

principal ventaja es que son capaces de detectar productos de genes funcionales, y por ende genes

completos, sin necesidad de conocer previamente al menos parte de sus secuencias [Simon y Daniel,

2009]. Una combinación de estrategias de análisis posibilita el acceso a una mayor diversidad de los

genes de interés a partir de una biblioteca metagenómica [Riesenfeld et al., 2004]. Por esta razón,

se utilizaron tanto estrategias moleculares y funcionales para la identificación de clones conteniendo

genes involucrados en la degradación de hidrocarburos aromáticos. Uno de los ensayos funcionales se-

leccionados consistió en la detección de enzimas RHO involucradas en el primer paso de la degradación

de HAPs, utilizando indol como sustrato de las mismas. Si bien en el sitio de estudio se encontró una

gran abundancia de genes codificantes para dichas enzimas (Caṕıtulo 3, [Marcos et al., 2012]), sólo el

clon I342 presentó un color azul tenue producto de la oxidación del indol por actividad dioxigenasa

[Ensley et al., 1983]. Es posible que la biblioteca posea mayor cantidad de clones conteniendo genes de

dioxigenasa iniciales, pero probablemente no sean expresados por falta de sus promotores o secuencias

reguladoras en el inserto que las contiene. Por otro lado, posiblemente el indol no haya sido el sus-

trato adecuado para estas enzimas, debido a que muchas de ellas pueden poseer mayor afinidad por

otros sustratos aromáticos [Carredano et al., 2000, Parales et al., 2000]. No obstante, no existen otros

ensayos funcionales disponibles para dichas enzimas.

Otro ensayo funcional utilizado para la detección de clones de interés se basó en el clivaje de

catecol por actividad de enzimas extradiol dioxigenasas. Dentro del grupo de enzimas EXDO, las

catecol 2,3 dioxigenasas intervienen en la v́ıa baja de la degradación de HAPs, con preferencia por

sustratos monoćıclicos como 1,2-dihidroxibenceno (o catecol) [Junca et al., 2004, Suenaga et al., 2007].

Con esta metodoloǵıa fue posible aislar cinco clones con capacidad de expresar estas enzimas. El clivaje

del catecol no es una reacción espećıfica de enzimas catecol 2,3 dioxigenasas. Suenaga y colaboradores

reportaron que subfamilias de EXDO no sólo presentan la capacidad de romper el anillo de catecol,

sino que también poseen especificidad por otros sustratos aromáticos como 2,3-dihidroxibifenilo, 3-

metilcatecol, 4-metilcatecol y 4-clorocatecol [Suenaga et al., 2007]. Particularmente, la subfamilia de
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EXDO 1.2.G mostró la misma reactividad frente catecol y 2,3-dihidroxibifenilo, siendo su homóloga

más cercana una 2,3 dihidroxibifenil-1,2-dioxigenasa [Suenaga et al., 2007], enzima involucrada en la

v́ıa alta de degradación de HAPs. Por lo que aquellos clones capaces de degradar catecol podŕıan

contener tanto genes EXDO de la v́ıa baja de degradación de HAPs, como EXDO que participen de

la ruptura de anillos aromáticos en la v́ıa alta. Esta hipótesis será examinada en el siguiente caṕıtulo,

por medio del análisis de las secuencias de dichos clones.

A pesar de que se observó ADN de E. coli en el extracto fosmı́dico utilizado para la secuenciación,

fue posible ensamblar con alta cobertura la secuencia completa de cada uno de insertos clonados. El ta-

maño promedio de los mismos fue de 34,5 kb, por lo que probablemente contengan operones completos

involucrados en la degradación de hidrocarburos aromáticos y en particular de HAPs. La organiza-

ción génica de estos fragmentos, aśı como el análisis de las posibles rutas degradativas utilizadas por

los microorganismos autóctonos de sedimentos intermareales de Bah́ıa Ushuaia, se presentará en el

Caṕıtulo 5. Sólo en pocos trabajos se han utilizado bibliotecas metagenómicas para el estudio de la

degradación de compuestos aromáticos [Brennerova et al., 2009, Ono et al., 2007, Silva et al., 2013,

Suenaga et al., 2009]. En ninguno de estos trabajos se estudiaron sedimentos de ambientes marinos,

matriz que acumula HAPs debido a la hidrofobicidad de estos compuestos [Commendatore et al.,

2012]. Por lo tanto, la biblioteca metagenómica de OR07 representa un recurso con gran potencial

para el descubrimiento de genes, enzimas y rutas metabólicas novedosas.





Caṕıtulo 5

ANÁLISIS DE LOS FRAGMENTOS IDENTIFICADOS EN LA BIBLIOTECA

METAGENÓMICA: ASIGNACIÓN TAXONÓMICA Y ANOTACIÓN

FUNCIONAL

5.1. Introducción

Numerosas cepas bacterianas aisladas a partir de hábitats marinos poseen la capacidad de utilizar

HAPs como única fuente de carbono y enerǵıa. Los estudios realizados sobre la capacidad degrada-

tiva de estas bacterias generalmente se centran en las caracteŕısticas fisiológicas y ecológicas de las

mismas, aśı como también en el análisis de genes espećıficos como por ejemplo aquellos codificantes

para enzimas que participan de las rutas degradativas de estos compuestos [Hedlund y Costa, 2010,

Pinyakong et al., 2012, Staley, 2010]. La secuenciación reciente de los genomas de cepas marinas del

género Cycloclasticus y Novosphingobium ha permitido tener acceso a los genes que podŕıan estar

involucrados en las v́ıas degradativas de HAPs. Particularmente, en los genomas de Cycloclasticus sp.

P1 y Cycloclasticus sp. PY97M, se detectaron 18 y 12 genes codificantes para la subunidad alfa de

enzimas RHO, respectivamente [Cui et al., 2013, Lai et al., 2012]. En cuanto a las cepas secuenciadas

del género Novosphingobium (US6-1 y PP1Y), capaces de utilizar diferentes compuestos aromáticos

[D’Argenio et al., 2011, Luo et al., 2012], también presentan múltiples copias (7 y 13 copias respec-

tivamente, [Gan et al., 2013]) de genes codificantes para enzimas RHO. Por lo que se considera que

estos microorganismos se encuentran altamente especializados en la degradación de HAPs [Aylward

et al., 2013].

A pesar de ello, poco se conoce sobre la presencia de otros genes degradativos y su participa-

ción en las rutas catabólicas empleadas durante la biodegradación de estos compuestos en el ambiente

marino. De los genomas secuenciados, sólo se estudiaron en detalle los genes degradativos de Novosp-

hingobium US6-1. Los mismos se encontraron distribuidos en el cromosoma y en el plásmido pLA1,

de 188 kpb [Stolz, 2014, Yun et al., 2014]. A su vez, Yun y colaboradores demostraron que el plásmido



pLA1 posee genes codificantes para las enzimas de la v́ıa degradativa de HAPs de bajo peso molecular

mediada por la enzima catecol 2,3-dioxigenasa. Mientras que los genes correspondientes a la v́ıa de-

gradativa de p-hidroxibenzoato (mediada por la enzima protocatéquico 4,5-dioxigenasa) se localizan

en el cromosoma de esta bacteria [Yun et al., 2014].

Por otra parte, mucho menos se conoce sobre las rutas degradativas utilizadas por microorga-

nismos no cultivados de ambientes marinos. Estos últimos pueden pueden ser más abundantes que los

microorganismos cultivados, tal como se ha demostrado en ambientes Subantárticos [Marcos et al.,

2012]. En este caṕıtulo se describe el análisis de los fragmentos genómicos provenientes de microor-

ganismos de sedimentos de Bah́ıa Ushuaia, los cuales fueron seleccionados a partir de la biblioteca

metagenómica descripta en el caṕıtulo anterior en base a la presencia de genes que podŕıan codificar

para enzimas de las v́ıas degradativas de hidrocarburos aromáticos. En primer lugar, se realizó la

anotación funcional de los genes identificados en los insertos secuenciados. Asimismo, se llevó a cabo

la asignación taxonómica de los fragmentos clonados con el fin de determinar la posible afiliación

filogenética de los microorganismos que contienen dichos fragmentos en su genoma. Por último, se

estudiaron en detalle los genes involucrados en la degradación de hidrocarburos aromáticos, su en-

torno genómico y las diferentes reacciones que podŕıan catalizar las enzimas codificadas por estos

genes. Esta información contribuye a la comprensión de los mecanismos degradativos utilizados por

los microorganismos aún no cultivados de este ambiente.

5.2. Resultados

5.2.1. Información general sobre los fragmentos clonados

5.2.1.1. Predicción de genes y anotación funcional

La predicción de los genes presentes en los fragmentos clonados y su asignación funcional (ano-

tación) se realizó utilizando dos sistemas integrales de predicción y anotación automática: Integrative

Services for Genomic Analysis (ISGA) y Rapid Annotation using Subsystem Technology (RAST).

Ambos sistemas utilizan programas de predicción similares (Glimmer), los cuales realizan la búsqueda

y ubicación de genes mediante patrones estad́ısticos basados en la información intŕınseca del ADN

[Aziz et al., 2008, Hemmerich et al., 2010]. Sin embargo, utilizan bases de datos diferentes durante

la asignación funcional, lo que permite complementar la información obtenida a partir de cada uno

de estos sistemas. A su vez, y con el fin de verificar las predicciones obtenidas con los sistemas au-

tomáticos, se empleó el programa FgeneB, ya que permite realizar predicciones de genes de manera

más exacta [Angelova et al., 2010, Solovyev y Salamov, 2011].



Las incongruencias en la predicciones fueron examinadas y corregidas manualmente median-

te el análisis por homoloǵıa de secuencias utilizando la herramienta tblastx [Altschul et al., 1990].

Las potenciales funciones de los genes identificados también fueron analizadas manualmente a fin de

confirmar la presencia de dominios conservados en sus secuencias traducidas (a partir del programa

InterPro [Jones et al., 2014]) y estimar su participación en diferentes rutas metabólicas (mediante la

base de datos KEEG [Kanehisa et al., 2014]). Se identificaron entre 34 y 50 secuencias codificantes

de protéınas (CDS, por la abreviatura de coding sequences en inglés) en cada uno de los fragmentos

clonados, sumando un total de 316 CDSs (Tabla 5.1).
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ó
n

(D
ed

D
)

P
ro

t.
d

e
es

p
o
ru

la
ci

ó
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té

ti
ca

[R
ei

n
ek

ea
bl

a
n

d
en

si
s
]

5
0

W
P

0
0
8
0
4
7
7
6
6
.1

M
1
1
7
-1

1
-

1
0
7
0
1

1
0
1
3
8

F
a
m

il
ia

d
e

p
ro

t.
L

ip
id

o
A

3
-O

-d
es

a
ci

la
sa

P
ro

té
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té

ti
ca

M
3
2
-0

5
-

4
7
3
7

1
9
9
3

A
la

n
in

a
m

in
o
p

ep
ti

d
a
sa

d
e

m
em

b
ra

n
a

A
la

n
in

a
m

in
o
p

ep
ti

d
a
sa

d
e

m
em

b
ra

n
a

M
1

[K
a

n
gi

el
la

ko
re

en
si

s
D

S
M

1
6
0
6
9
]

3
5

Y
P

0
0
3
1
4
7
3
7
7
.1

M
3
2
-0

6
-

5
7
4
1

4
7
3
4

P
ro

té
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té

ti
ca

[K
o

rd
ii

m
o

n
a

s
gw

a
n

gy
a

n
ge

n
si

s
]

6
0

W
P

0
2
0
3
9
8
6
5
1

M
3
2
-1

4
+

1
1
7
1
9

1
2
4
9
8

ci
s-

2
,3

-d
ih

id
ro

b
if

en
il

-2
,3

-d
io

l
d

eh
id

ro
g
en

a
sa

ci
s-

2
,3

-d
ih

id
ro

b
if

en
il
-2

,3
-d

io
l

d
eh

id
ro

g
en

a
sa

[S
p

h
in

go
bi

u
m

ch
lo

ro
p

h
.

L
-1

]
6
0

Y
P

0
0
4
5
5
5
5
3
7
.1

M
3
2
-1

5
+

1
2
5
4
7

1
3
6
4
1

P
re

cu
rs

o
r

p
ro

té
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té

ti
ca

[S
p

h
in

go
bi

u
m

la
ct

o
su

te
n

s
]

4
2

W
P

0
2
1
2
2
4
6
8
8
.1

M
3
2
-3

1
-

3
1
3
9
7

3
1
5
7
3

P
ro

té
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té

ın
a

co
n

d
o
m

in
io

H
T

H
[F

la
vo

ba
ct

er
iu

m
jo

h
n

so
n

ia
e

U
W

1
0
1
]

2
6

Y
P

0
0
1
1
9
3
6
3
8
.1

M
3
2
-3

4
-

3
3
7
5
0

3
3
5
8
6

P
ro

té
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té
ın

a
h

ip
o
té
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té

ti
ca

C
1
6
5
-0

3
-

1
7
3
7

6
8
8

4
-h

id
ro

x
i-

2
-o

x
o
v
a
le

ra
to

a
ld

o
la

sa
4
-h

id
ro

x
i-

2
-o

x
o
v
a
le

ra
to

a
ld

o
la

sa
[T

h
a

u
er

a
sp

.
M

Z
1
T

]
9
1

Y
P

0
0
2
3
5
5
7
1
6
.1

C
1
6
5
-0

4
-

2
6
7
5

1
7
6
4

A
ce

ta
ld

eh́
ıd

o
d

es
h
id

ro
g
en

a
sa

A
ce

ta
ld

eh́
ıd

o
d

es
h

id
ro

g
en

a
sa

[b
a
ct

er
ia

n
o

cu
lt

iv
a
b

le
]

9
3

B
A

M
4
5
3
9
9
.1

C
1
6
5
-0

5
-

3
2
7
4

2
6
7
2

C
a
rb

o
x
im

u
co

n
o
la

ct
o
n

a
d

es
ca

rb
o
x
il
a
sa

C
a
rb

o
x
im

u
co

n
o
la

ct
o
n

a
d

es
ca

rb
o
x
il
a
sa

[M
et

h
y
lo

ve
rs

a
ti

li
s

u
n

iv
er

sa
li

s
]

7
6

W
P

0
0
8
0
6
4
2
6
5
.1

C
1
6
5
-0

6
-

3
5
3
3

3
3
4
2

4
-o

x
a
lo

cr
o
to

n
a
to

ta
u

to
m

er
a
sa

4
-o

x
a
lo

cr
o
to

n
a
to

ta
u

to
m

er
a
sa

[A
zo

a
rc

u
s

to
lu

cl
a

st
ic

u
s
]

8
4

W
P

0
1
8
9
9
3
0
6
7
.1

C
1
6
5
-0

7
-

4
3
5
0

3
5
5
9

4
-o

x
a
lo

cr
o
to

n
a
to

d
es

ca
rb

o
x
il
a
sa

H
id

ra
ta

sa
/
d

es
ca

rb
o
x
il
a
sa

[C
o

m
a

m
o

n
a

s
te

st
o

st
er

o
n

i]
7
8

W
P

0
0
3
0
6
6
6
3
8
.1



S
e
c
u

e
n

c
ia

H
e
b

r
a

In
ic

io
F

in
P

r
e
d

ic
c
ió
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ó
n

S
-t

ra
n

sf
er

a
sa

G
lu

ta
ti

ó
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té
ın

a
h

ip
o
té
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té

ti
ca

C
3
3
4
-0

3
-

3
9
7
4

3
8
4
3

P
ro

té
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śı

n
te

si
s

d
e

a
n
ti

b
ió
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ió

ti
co

s
[A

lc
a

n
iv

o
ra

x
]

3
7

W
P

0
0
8
9
2
9
6
5
2
.1

C
3
4
0
-0

8
+

8
4
7
7

9
3
7
0

P
se

u
d

o
u

ri
d

in
a

si
n
ta

sa
A

P
se

u
d

o
u

ri
d

in
a

si
n
ta

sa
[E

n
te

ro
vi

br
io

n
o

rv
eg

ic
u

s
]

6
8

W
P

0
1
7
0
0
3
3
8
3
.1



S
e
c
u

e
n

c
ia

H
e
b

r
a

In
ic

io
F

in
P

r
e
d

ic
c
ió
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té

ti
ca

co
n

d
o
m

in
io

D
n

a
J

P
ro

té
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té

ti
ca

co
n

d
o
m

in
io

co
n

se
rv

a
d

o
P

ro
té

ın
a

d
e

fu
n

ci
ó
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té
ın

a
n

o
ca

ra
ct

er
iz

a
d

a
P

ro
té
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té

ti
ca

P
ro

té
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té
ın

a
co

n
d

o
m

in
io

a
cy

l-
C

o
A

d
es

h
id

ro
g
en

a
sa

[S
p

h
in

go
m

o
n

a
s

sp
.

M
M

-1
]

6
0

Y
P

0
0
7
6
1
5
2
8
6
.1

I3
4
2
-2

6
+

1
9
9
8
8

2
1
1
3
9

A
ce

ti
l-

C
o
A

a
ce

ty
lt

ra
n

sf
er

a
se

A
ce

ty
l-

C
o
A

C
-a

ce
ti

lt
ra

n
sf

er
a
sa

[N
o

vo
sp

h
in

go
bi

u
m

sp
.

P
P

1
Y

]
8
0

Y
P

0
0
4
5
3
8
2
1
2
.1

I3
4
2
-2

7
+

2
1
1
3
9

2
2
0
4
4

D
es

h
id

ro
g
en

a
sa

d
e

ca
d

en
a

co
rt

a
/
re

d
u

ct
a
sa

D
es

h
id

ro
g
en

a
sa

d
e

ca
d

en
a

co
rt

a
/
re

d
u

ct
a
sa

[N
o

vo
sp

h
in

go
bi

u
m

a
ro

m
a

t.
]

8
3

Y
P

0
0
1
1
6
6
1
4
5
.1

I3
4
2
-2

8
+

2
2
0
4
4

2
3
0
9
9

A
cy

l-
C

o
A

d
eh

y
d

ro
g
en

a
se

,
C

-t
er

m
in

a
l

P
ro

té
ın

a
co

n
d

o
m

in
io

a
cy

l-
C

o
A

d
es

h
id

ro
g
en

a
sa

[N
o

vo
sp

h
in

go
bi

u
m

a
ro

m
a

t.
]

7
0

Y
P

0
0
1
1
6
6
1
4
6
.1

I3
4
2
-2

9
+

2
3
0
9
6

2
4
2
7
4

F
a
d

E
3
0

P
ro

té
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té
ın

a
d

el
si

st
em

a
to

x
in

a
/
a
n
ti

to
x
in

a
P

ro
té
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té
ın

a
h

ip
o
té
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5.2.1.2. Caracteŕısticas de las secuencias codificantes identificadas en los fragmentos

clonados

La información obtenida al comparar los genes identificados con la base de datos COG (siglas

del inglés Cluster of Orthologous Groups, [Tatusov et al., 2003]), utilizando el sistema integral ISGA,

fue analizada con el fin de estimar las funciones predominantes en los fragmentos clonados. Si bien se

detectó un alto porcentaje de secuencias que no lograron ser asignadas a una función en particular (13

a 46 %), el resto de las secuencias fueron clasificadas en 18 categoŕıas funcionales diferentes (Figura

5.1). De las secuencias clasificadas, aquellas relacionadas con la biośıntesis de metabolitos secundarios

y catabolismo (categoŕıa Q) generalmente se encontraron en alta proporción en los insertos clonados (a

excepción de los insertos M32 e I342). Gran parte de las secuencias identificadas pertenecientes a esta

categoŕıa corresponden a protéınas que podŕıan estar involucradas en la degradación de hidrocarburos,

sugiriendo que las funciones catabólicas de los fragmentos clonados se encuentran relacionadas con la

oxidación de estos compuestos. Secuencias asociadas al transporte de iones y al metabolismo (categoŕıa

P) también se encontraron en una alta abundancia, principalmente en los fragmentos M117 y C334

(18,4 % y 23,7 % respectivamente). Al igual que las enzimas oxigenasas con sitio Rieske de la base de

datos COG, todas las oxigenasas detectadas en los fragmentos clonados se clasificaron en esta categoŕıa

funcional.

Del total de las CDSs identificadas, el 38 % corresponde a enzimas que podŕıan estar involu-

cradas en las v́ıas degradativas de hidrocarburos aromáticos. El número de genes relacionados con la

biodegradación de estos compuestos aśı como también su organización génica, fue diferente en cada in-

serto (Figura 5.2, Tabla 5.2). El fragmento C334 presentó una mayor proporción de CDSs relacionadas

con la biodegradación de hidrocarburos aromáticos.

En los fragmentos clonados también se detectaron funciones relacionadas al transporte de

aminoácidos y al metabolismo, a la producción y conversión de enerǵıa, a la regulación de la transcrip-

ción, al metabolismo de ĺıpidos y a la replicación, recombinación y reparación del ADN, entre otras.

Particularmente, en el fragmento C78 se observó una alta proporción de secuencias vinculadas a la

recombinación de ADN. Mayormente, las mismas corresponden a enzimas transposasas e integrasas,

lo cual sugiere la presencia de eventos de transferencia horizontal de genes.
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Figura5.1:Categoŕıasfuncionales(basadaenCOGs)identificadasenlosfragmentosclonados

Tabla5.2:CaracteŕısticasgeneralesdelasCDSspresentesenlosfragmentosclonados

Inserto M117 M32 C78 C165 C293 C334 C340 I342

ŃumerodeCDSs 38 39 34 41 42 38 34 50

ŃumerodeCDSsrelacionados
conv́ıasdegradativas

13 6 18 20 24 28 4 6

Ńumero de CDSs codifican-
dooxigenasasdehidrocarburos
aroḿaticos

6 1 3 - 1 7 2 -

ŃumerodeCDSsrelacionados
alatransferenciahorizontal

- - 9 - 3 - - 2

5.2.1.3. Asignacíontaxońomicadelosfragmentosidentificados

Conelobjetivodeestimarelorigenfilogeńeticodelosfragmentosclonados,serealiźolaasig-

nacíontaxońomicadecadaCDSutilizandoelprogramaMegan[Husonetal.,2007].Esteprograma

exploraelcontenidotaxońomicodeunconjuntodesecuenciasenbasealosresultadosobtenidospor

comparacíondelasmismascontrasecuenciasconocidasutilizandoelalgoritmoblast(ocualquierotra

herramientadecomparacíondesecuencias).Posteriormente,unalgoritmosencillo(denominadoLCA,

delassiglaseningĺes“LowestCommonAncestor”)analizalataxonoḿıadelassecuenciasḿassimila-

resalasecuenciadeinteŕes,demanerataldeasignarleaestáutimauntax́oncoḿunalassecuencias
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cercanas ya conocidas. Por otro lado, para identificar los microorganismos más relacionados con la

secuencia completa los fragmentos clonados, se utilizó el algoritmo blastn y la base datos de genomas

del NCBI

Utilizando el algoritmo LCA, en todos los fragmentos identificados se observaron bajos porcenta-

jes de asignación de las secuencias a niveles taxonómicos inferiores (Tabla 5.3), lo cual sugiere que los

mismos pertenecen a microorganismos divergentes de aquellos estudiados hasta el momento. Inclusive,

entre un 12 y 43,6 % de las secuencias de cada fragmento no pudieron ser asignadas a ningún nivel

taxonómico. En los fragmentos C78, C293 e I342 se observó mayor proporción de CDSs asignadas a

la clase Alfaproteobacteria (Tabla 5.3). La secuencia nucleot́ıdica completa de los fragmentos C293 e

I342 también mostró una similitud significativa con regiones del genoma de alfaproteobacterias (Fi-

gura 5.3, tabla 5.4). Las regiones homólogas pertenecientes a los tres genomas más relacionados con

ambos insertos presentaron porcentajes de cobertura de entre 45 y 48 %, y varias de ellas parecen estar

conservadas a lo largo de los fragmentos de analizados. Estos resultados sugieren que los fragmentos

C293 e I342 podŕıan pertenecer a microorganismos de la clase Alfaproteobacteria.

Tabla 5.3: Porcentajes de CDSs asignadas utilizando el programa Megan

% de CDSs asignadas

Taxón M117 M32 C78 C165 C293 C334 C340 I342

NA1 21 43,6 17,6 14,6 12 16,6 23,6 32

Bacteria 13 7,7 0 0 0 13,8 20,6 6

Proteobacteria 44,7 28,2 35,3 31,7 17 69,4 44,1 18

Alfaproteobacteria 0 20,5 47 0 71 0 0 44

Betaproteobacteria 0 0 0 53,6 0 0 0 0

Gamaproteobacteria 21 0 0 0 0 0 11,7 0

Asignación taxonómica2 Prot Bact Prot β α Prot Prot Prot

1: Secuencias no asignadas

2: Asignación taxonómica, considerando más del 50 % de las secuencias asignadas a un mismo taxón. Prot: Proteobacteria;

Bact: Bacteria; α: Alfaproteobacteria; β: Betaproteobacteria.

Si bien el 47 % de las secuencias identificadas en el fragmento C78 fueron asignadas a la clase Al-

faproteobacteria, no se encontraron genomas que presentaran homoloǵıa significativa y alto porcentaje

de cobertura respecto de la secuencia completa de dicho inserto (Figura 5.3). Sólo la región corres-

pondiente a las secuencias C78-14 y C78-28-29 (codificantes para transposasas) mostró homoloǵıa con

regiones de fragmentos genómicos pertenecientes a alfaproteobacterias (fragmentos a, b, c, d y e en



la Figura 5.3). Dado que la mayoŕıa de las secuencias asignadas a este grupo taxonómico (utilizando

el programa Megan) se encuentran entre las secuencias C78-14 y C78-28, posiblemente provengan de

la transferencia horizontal de genes de una alfaproteobacteria cuyo genoma completo se desconoce.

El inserto C78 podŕıa ser parte del genoma de una proteobacteria (Tabla 5.3), aunque los resultados

obtenidos no permitieron estimar la clase a la cual perteneceŕıa este microorganismo.

En cuanto al fragmento C165, aproximadamente la mitad de las secuencias fueron asignadas

a la clase Betaproteobacteria (Tabla 5.3). Estos resultados coincidieron con los obtenidos a partir

del análisis de este fragmento utilizando el algoritmo blastn, ya que los fragmentos genómicos que

mostraron mayor homoloǵıa (cubriendo un 65-71 % de la secuencia de este inserto) corresponden a

cepas pertenecientes al orden Burkholderiales, de la clase Betaproteobacteria. Esto sugiere que el

inserto C165 podŕıa provenir de microorganismos relacionados con proteobacterias de clase Beta.

Entre un 45 y un 69 % de las secuencias identificadas en los insertos M117, C334 y C340 sólo

pudieron ser asignadas al nivel de phylum (Proteobacteria), y un porcentaje bajo de secuencias (o

nulo en el caso del inserto C334) pudo ser asignado al nivel taxonómico de clase. En el fragmento

M117, la zona comprendida entre las secuencias M117-01 y M117-13 mostró homoloǵıa con regiones

conservadas pertenecientes a los genomas de cepas pertenecientes a la clase Gamaproteobacteria (zona

a en la Figura 5.3), mientras que en el otro extremo del fragmento, la secuencia presentó similitud con

regiones de los genomas de cepas de Novosphingobium (Alfaprotebacteria, zona b 1 a 3) y Cycloclasticus

(Gamaproteobacteria, zona b 4). Los fragmentos C334 y C340 también presentaron cierta homoloǵıa

con fragmentos genómicos de diferentes clases de proteobacterias, si bien los fragmentos genómicos

más relacionados con el inserto C340 mostraron un porcentaje de cobertura relativamente bajo.

Aproximadamente un 50 % de las secuencias del inserto M32 fueron asignadas al phylum Pro-

teobacteria ( % total de secuencias asignadas a proteobacterias y alfaproteobacterias, Tabla 5.3). Sin

embargo, en este fragmento también se observó un alto porcentaje de secuencias que no pudieron

ser asignadas (44 %). Respecto de los genomas más relacionados con la secuencia completa de es-

te fragmento, pertenecieron a diferentes phyla (Actinobacteria y Proteobacteria), cubriendo un bajo

porcentaje de dicha secuencia. Con lo cual tanto el análisis del inserto M32 mediante LCA, como

la búsqueda de fragmentos genómicos similares, arrojaron resultados poco concluyentes acerca de la

taxonomı́a del microorganismo del cual proviene este fragmento.
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Tabla 5.4: Análisis de los fragmentos clonados utilizando el algoritmo blastn

Inserto Mejor alineamiento % cob1 % id2 Filogenia

M117 Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1 12 68 Bacteria; Proteobacteria; Gamma-

proteobacteria; Chromatiales; Ec-

tothiorhodospiraceae

M32 Sphingobium chlorophenolicum L-1 8 70 Bacteria; Proteobacteria; Alphapro-

teobacteria; Sphingomonadales; Sp-

hingomonadaceae

C78 Sphingobium sp. SYK-6 8 78 Bacteria; Proteobacteria; Alphapro-

teobacteria; Sphingomonadales; Sp-

hingomonadaceae

C165 Verminephrobacter eiseniae EF01-2 67 85 Bacteria; Proteobacteria; Betapro-

teobacteria; Burkholderiales; Coma-

monadaceae

C293 Novosphingobium sp. PP1Y 48 80 Bacteria; Proteobacteria; Alphapro-

teobacteria; Sphingomonadales; Sp-

hingomonadaceae

C334 Novosphingobium sp. PP1Y 31 73 Bacteria; Proteobacteria; Alphapro-

teobacteria; Sphingomonadales; Sp-

hingomonadaceae

C340 Methylomonas methanica MC09 9 72 Bacteria; Proteobacteria; Gamma-

proteobacteria; Methylococcales;

Methylococcaceae

I342 Sphingomonas wittichii RW1 45 72 Bacteria; Proteobacteria; Alphapro-

teobacteria; Sphingomonadales; Sp-

hingomonadaceae

1: Porcentaje de cobertura

2: Porcentaje de identidad
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5.2.2. Oxigenasas involucradas en las v́ıas degradativas de hidrocarburos aromáti-

cos

5.2.2.1. Oxigenasas hidroxilantes de compuestos aromáticos (RHO)

Las oxigenasas bacterianas involucradas en la degradación de HAPs son muy diversas y poseen

gran importancia por ser responsables de guiar diversas rutas catabólicas durante la asimilación de

estos compuestos. En particular, las enzimas RHO pertenecen a una de las familias de oxigenasas, y

cumplen un rol clave en la activación de las rutas degradativas que utilizan las bacterias en condiciones

aeróbicas. Un total de 20 secuencias homólogas a la subunidad alfa de enzimas oxigenasas con sitio

Rieske capaces de hidroxilar anillos aromáticos (RHOs), fueron detectadas en seis de los fragmentos

clonados (M117, M32, C78, C293, C334, C340), cada uno de ellos conteniendo entre 1 y 7 genes (Ta-

bla 5.2). A excepción de la secuencia M117-38, todas las secuencias de estas enzimas se encontraron

completas, presentando un promedio de 425 aminoácidos (Tabla 5.5). Las enzimas homólogas más

relacionadas, analizadas mediante el algoritmo blastp utilizando la base de datos de protéınas no re-

dundante del NCBI, correspondieron a la subunidad alfa de enzimas RHO y a protéınas hipotéticas

conteniendo un sitio Rieske [2Fe-2S] conservado. Mayoritariamente, dichos homólogos fueron identifi-

cados en cepas bacterianas degradadoras de HAPs, varias de ellas aisladas a partir de hábitats marinos,

como por ejemplo Kordiimonas gwangyangensis DSM 19435 y varias cepas del género Cycloclasticus

(Tabla 5.1). Sin embargo, la mayor parte de estas secuencias se encontraron moderadamente relacio-

nadas con sus homólogos más cercanos, dado que 17 de las 20 secuencias identificadas mostraron entre

un 41 y 70 % de identidad a nivel de aminoácidos. Por otro lado, algunas de estas secuencias mostraron

altos porcentajes de identidad respecto de fragmentos de genes amplificados a partir de sedimentos

intermareales de Bah́ıa Ushuaia. Particularmente, la secuencia M117-33 presentó un 97,7 a 98,8 % a

nivel de aminoácidos respecto de la subunidad alfa perteneciente a la variante T identificada en el

Caṕıtulo 3 del presente trabajo.

Clasificación de la subunidad alfa de enzimas RHO encontradas en la biblioteca meta-

genómica. La clasificación de las enzimas RHOs en diferentes clases funcionales (A a D) puede

llevarse a cabo a partir del análisis filogenético de las secuencias de interés pertenecientes a la subuni-

dad alfa, utilizando como referencia secuencias de enzimas previamente clasificadas. De acuerdo a esta

clasificación, en los fragmentos clonados se identificaron enzimas RHO pertenecientes a las clases A,

B y C (Figura 5.4, Tabla 5.5).

Se detectaron diez secuencias codificantes para RHOs de clase A en la biblioteca metagenómi-

ca, de las cuales cuatro pertenecen al fósmido C334 (C334-10, 20, 29 y 33), tres al fósmido M117

(M117-33, 36 y 38) y el resto a los fósmidos M32 (M32-12), C78 (C78-03)y C340 (C340-30). Las mis-
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Tabla 5.5: Subunidad α de enzimas RHOs identificadas en la biblioteca metagenómica

Secuencia Longitud (aa) Subunidad β1 Clase2

M32-12 433 śı A

M117-16 422 no C

M117-22 449 śı B

M117-23 419 śı B

M117-33 444 śı A

M117-36 443 śı A

M117-383 334 śı A

C78-03 443 śı A

C78-10 420 śı C

C78-20 414 śı C

C293-03 426 śı C

C334-06 418 śı C

C334-10 429 śı A

C334-20 446 śı A

C334-25 394 śı C

C334-29 410 śı A

C334-33 487 śı A

C334-35 432 śı B

C340-30 441 śı A

C340-32 405 no C

1: Gen codificante para la subunidad β contiguo al gen codificante para la subunidad α de RHO.
2: Afiliación funcional basada en la clasificación propuesta por Chakraborty y colaboradores [Chakraborty et al., 2012].
3: Secuencia parcial (ausencia de extremo amino terminal).

mas corresponden a dioxigenasas iniciales, capaces de incorporar átomos de ox́ıgeno en las posiciones

alfa/beta de anillos fusionados o anillos aromáticos con sustituyentes como cloro, fenilo, alquilo y

carboxilato [Chakraborty et al., 2012]. La totalidad de los genes RHOs de clase A presentaron un gen

adyacente y codireccional correspondiente a la subunidad β de enzimas oxigenasas, lo cual sugiere

que estas oxigenasas poseen una estructura cuaternaria hetero-multimérica (αnβn). Por otro lado, el

análisis filogenético de la subunidad alfa de estas secuencias mostró que ocho de ellas se encuentran
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distribuidas en clados bien definidos entre las enzimas RHOs heteromultiméricas de clase A y tipo

III (A-IIIαβ). Las protéınas transportadoras de electrones que se encuentran en este tipo de RHOs

incluyen ferredoxinas de tipo Rieske [2Fe-2S] y ferredoxina-NAD+ reductasas que poseen un dominio

N-terminal [2Fe-2S] t́ıpico de protéınas Fe-S (ISP) presente en plantas [Chakraborty et al., 2012]. Las

secuencias M32-08, C78-17 y C334-05 codificaŕıan para ferredoxinas de este tipo, mientras que las

secuencias C78-19, C165-15 y C334-34, codificaŕıan para ferredoxina-NAD+ reductasas. Por lo tanto,

los fragmentos C334 y C78 tendŕıan todos los genes que codifican para cuatro enzimas RHOs mul-

timéricas clasificadas como A-III. El resto de las secuencias de clase A identificadas en los insertos

clonados (C334-10 y C340-30) no formaron parte de los clados correspondientes a otros tipos de RHOs

previamente definidos. En particular, la secuencia C340-30 fue altamente divergente respecto de se-

cuencias previamente caracterizada, compartiendo sólo un 40 % de identidad a nivel de aminoácidos

con la secuencia más cercana de la base de datos (Tabla 5.1).

Tres secuencias codificantes para RHOs de clase B (M117-22, M117-23 y C334-35) fueron identi-

ficadas en dos de los fragmentos clonados. Esta clase de enzimas incluye toluato/benzoato dioxigenasas,

las cuales incorporan dos grupos oxidrilo en posiciones cercanas a grupos amino o carboxilato. Tal

como puede observarse en la figura 5.4, dichas secuencias se encuentran en clados diferentes y, si bien

poseen un ancestro común con dioxigenasas clasificadas como B-Iαβ y B-IIαβ, son divergentes res-

pecto de los tipos de enzimas definidos hasta el momento. Sin embargo, es posible que el bajo número

de secuencias pertenecientes a esta clase de enzimas RHOs afecte la robustez de este análisis.

El resto de las oxigenasas detectadas fueron clasificadas como RHOs de clase C (C334-06, C334-

25, M117-16, C340-32, C293-03, 78-10 y C78-20). Dicha clase de enzimas RHOs está compuesta princi-

palmente por salicilato hidroxilasas, enzimas capaces de formar catecol o gentisato a partir de salicilato;

y por antranilato dioxigenasas, las cuales catalizan la formación de catecol a partir de antranilato. Ac-

tualmente, la clase C se encuentra formada solamente por enzimas con estructuras cuaternarias αnβn

clasificadas en dos tipos diferentes (C-IIIαβ y C-IVαβ). Seis de las secuencias de clase C identificadas

en el presente trabajo se agruparon con secuencias correspondientes a RHOs con clasificación C-IVαβ

(Figura 5.4, Tabla 5.5). Sorprendentemente, sólo cuatro de los genes codificantes para este tipo de

RHOs presentaron un gen adyacente que podŕıa codificar para la subunidad β de estas enzimas.
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Figura5.4:AńalisisfilogeńeticosdelassecuenciasdeducidasdeaminóacidoscorrespondientesalasubunidadαdeenzimasRHO
detectadasenlabibliotecametageńomica.LośarbolesfilogeńeticosfueronrealizadosconelḿetodoNeighbourJoiningyutilizando
tantosecuenciasdereferenciapreviamenteclasificadas[Chakrabortyetal.,2012]comosecuenciasdeloshoḿologosḿascercanosa
lassecuenciasmetageńomicas(identificadasmediantećırculosnegros).Estassecuenciasseidentificanmediantesuńumerodeacceso
yelnombredel microorganismodelcualprovienen(encorchetes).LaclasificacíondelasenzimasRHOdeacuerdoalesquema
propuestoporChakrabortyycolaboradoresseindicaaladerechadecadaárbolfilogeńetico.Losvaloresdebootstraspfueron
calculadosenbasea1000ŕeplicas,mostrandovaloresmayoresal50%.Laescalarepresentalacantidaddeaminóacidossustituidos
porposicíon.Encadaárbolsemuestraunasecuenciarepresentativadelgrupoexternoooutgroup,correspondientealasecuencia
delaenzimacarbazol1,9-dioxigenasadeNocardioidesaromaticivoranssp.
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5.2.2.2. Extradiol Dioxigenasas

Se identificaron siete secuencias codificantes para enzimas extradiol dioxigenasas (EXDO) en

los fragmentos clonados. El análisis filogenético de las mismas permitió clasificarlas en dos grandes

grupos o familias de acuerdo a la clasificación propuesta por Eltis y colaboradores [Eltis y Bolin,

1996] (Figura 5.5). Entre ellas, las secuencias deducidas de los genes C293-07 y C165-12 se agrupa-

ron dentro de la familia de EXDO I.2, cuyas enzimas poseen preferencia por sustratos monoćıclicos.

Particularmente, la secuencia C293-07 formó parte de un clado que contiene secuencias codificantes

para catecol 2,3-dioxigenasas de alfa proteobacterias relacionadas con el gen xylE de Novosphingobium

aromaticivorans F199. Su secuencia homóloga más cercana (95 % de identidad a nivel de aminoáci-

dos) correspondió a una protéına de resistencia a bleomicina de Novosphingobium sp. PP1Y, bacteria

marina degradadora de HAPs. Si bien las protéınas de resistencia a bleomicina no se encuentran re-

lacionadas con la degradación de HAPs, es posible que durante la anotación de dicha secuencia se

haya empleado sólo la base de datos Pfam, en la cual las enzimas EXDO I son reconocidas como

parte de la superfamilia de protéınas Glioxilasas/protéınas de resistencia a bleomicina/Dioxigenasas.

Dado que en el presente trabajo además se utilizaron diferentes bases de datos, en la secuencia de

aminoácidos correspondiente a la CDS C293-07 fue posible confirmar la presencia del dominio con-

servado [GNTIV]-x-H-x(5,7)-[LIVMF]-Y-x(2)-[DENTA]-P-x-[GP]-x(2,3)-E, propio de las EXDO I. La

secuencia C165-12, por otro lado, presentó un 91 % de identidad a nivel de aminoácidos respecto de

la enzima catecol 2,3-dioxigenasa de Leptothrix cholodnii SP-6. Asimismo, se agrupó dentro de un

clado cuyas secuencias fueron identificadas en cepas pertenecientes a las clases Betaproteobacteria y

Gamaproteobacteria.
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Figura5.5:AńalisisfilogeńeticodelassecuenciasdeducidasdeaminóacidoscorrespondientesaEXDOsidentificadasenlabiblio-
tecametageńomica.Elárbolfilogeńeticofuerealizadoconel ḿetodoNeighbourJoining,utilizandotantosecuenciasdereferencia
[Vilchez-Vargasetal.,2013]comosecuenciasdeloshoḿologosḿascercanosalassecuenciasmetageńomicas(identificadasmediante
ćırculosnegros).Dichassecuenciasseidentificanmediantesuńumerodeaccesoyelnombredelmicroorganismodelcualprovienen
(encorchetes).Ennegritase muestranlascepasaisladasapartirambientes marinos.LaclasificacíondelasenzimasEXDO,de
acuerdoalesquemapropuestoporEltisycolaboradores[EltisyBolin,1996],seindicaaladerecha.Losvaloresdebootstraspfueron
calculadosenbasea1000ŕeplicas,indicandovaloresmayoresal50%.Laescalarepresentalacantidaddeaminóacidossustituidos
porposicíon.
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El resto de las EXDO identificadas formaron parte de la familia EXDO I.3, la cual contiene en-

zimas que poseen preferencia por el clivaje de sustratos bićıclicos. Al igual que las EXDO codificadas

por las secuencias C293-07 y C165-12, las EXDO I.3 identificadas en la biblioteca metagenómica se

agruparon en diferentes clados, lo cual es indicativo de la alta diversidad de enzimas EXDO presen-

te en sedimentos intermareales de Bah́ıa Ushuaia. Las secuencias de aminoácidos correspondientes a

los genes C334-31 y C78-22 presentaron mayor porcentaje de identidad con enzimas EXDO de No-

vosphingobium pentaromativorans sp. y Sphingomonas sp. A4, respectivamente (73-79 %), aunque la

EXDO codificada por el gen C334-31 mostró ser divergente respecto de su homólogo más cercano.

Asimismo, ambas secuencias presentaron similitud con un clado que posee dihidroxinaftaleno dioxi-

genasas relacionadas con la enzima NahC de P. stutzeri AN10, aśı como también con un clado que

contiene la protéına BphC de Sphingomonas paucimobilis EPA 505, entre otras. Por otra parte, las

secuencias I342-17, M32-09, C340-33 presentaron menor porcentaje de identidad (50-56 %) respecto de

sus secuencias homólogas más cercanas, las cuales pertenecieron a Novosphingobium lindaniclasticum

sp., Sphingobium chlorophenolicum L-1 y Kyrpidia tusciae DSM 2912, respectivamente. A su vez, la

protéına codificada por la secuencia I342-17 se encuentra vinculada a enzimas dihidroxibifenil dioxige-

nasas relacionadas con la enzima BphC1 de R. erythropolis, mientras que las protéıas correspondientes

a las secuencias M32-09 y C340-33 poseen relación con un clado formado por dihidroxibifenil dioxige-

nasas asociadas a la enzima BphC de R. globerulus P6 y con trihidroxibifenil dioxigenasas vinculadas

a la protéına BphC de Terrabacter, respectivamente.

5.2.3. Reconstrucción de las rutas degradativas de HAPs a partir de la anotación

funcional de los fragmentos clonados

Una vez que se produce la activación de los hidrocarburos aromáticos catalizada por RHOs,

otras enzimas de las rutas catabólicas catalizan la conversión de diversos sustratos en intermediarios

centrales de las v́ıas degradativas. A continuación se describen las secuencias identificadas en los

fragmentos metagenómicos correspondientes a las diferentes enzimas que podŕıan estar involucradas

en las rutas degradativas de hidrocarburos aromáticos.

5.2.3.1. Secuencias involucradas en la v́ıa alta de degradación de HAPs

Además de los genes de dioxigenasas iniciales (clase A) analizados en la sección 5.2.2.1, la anota-

ción funcional permitió detectar, en la mayoŕıa de los fragmentos clonados, genes que podŕıan codificar

para otras enzimas de la v́ıa alta de degradación de hidrocarburos aromáticos (Figura 5.6). En cuatro

de los fragmentos identificados se predijeron secuencias que podŕıan codificar para enzimas dihidrodiol

deshidrogenasas (M32-14, C78-05, C293-17 y C334-09). Estas enzimas catalizan la deshidrogenación
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deldihidrodiolformadoporaccíondelasoxigenasasinicialesparadarlugaraintermediariosortoo

metadihidroxilados.Lassecuenciasdetectadascodificantesparadichasenzimaspresentaronun42

a55%deidentidadentreśıaniveldeaminóacidos,yun60a89%deidentidadcondeshidroge-

nasasdemicroorganismosinvolucradosenladegradacíondehidrocarburosaroḿaticos(Tabla5.1).

Lareaccíonsiguientedelav́ıabajadedegradacíondeestoscompuestosconsisteenlarupturadel

anilloaroḿaticodelosintermediariosdihidroxiladosatrav́esdeenzimasextradiolointradioldioxi-

genasas.Lassecuenciasanalizadasenlaseccíon5.2.2.2,codificantesparaextradioldioxigenasascon

preferenciaporsustratosbićıclicos(M32-09,C78-22,C334-31,C340-33yI342-17),podŕıanestarin-

volucradasenlav́ıaaltadedegradacíondeHAPs.Enlasetapassiguientes,elproductodereaccíon

obtenidoporactividaddelasEXDO,puedesertransformadoaácidosalićılicoocompuestosderiva-

dosmedianteunaseriedereaccionesenlasqueintervienenenzimasisomerasas,hidratasa-aldolasas

yaldeh́ıdodeshidrogenasas.ŚoloenelfragmentoC78seencontraronsecuenciascodificantesparalas

tresenzimasanteriores(C78-02,C78A-01yC78-18),lascualesmostraronun58a80%deidentidad

conlosrespectivoshoḿologosdeHidrocarboniphagaeffusa(Tabla5.1).Enotrosfragmentosclonados

tambíensedetectarongenescodificantespara2-hidroxichromen-2-carboxilatoisomerasas(C165-27y

C334-23),unatrans-O-hidroxibencildenpiruvatohidratasa-aldolasa(C334-16)yunaaldeh́ıdodeshi-

drogenasa(C293-16).

Figura5.6:Posiblesreaccionesdelav́ıaaltadedegradacíondehidrocarburosaroḿaticosenlasqueestaŕıan
involucradaslassecuenciasdetectadas.A1aA6:enzimasimplicadasenlasdiferentesetapasdereaccíon.A1,
dioxigenasasiniciales(śoloseindicanlasCDSscorrespondientesalasubunidadalfadeenzimasRHO);A2,
deshidrogenasas;A3,extradioldioxigenasas;A4,isomerasas;A5,hidratasa-aldolasas;A6,aldeh́ıdodeshidro-
genasas.Lassecuenciascodificantesparalascorrespondientesenzimassemuestranendiferentescoloresde
acuerdoalinsertodelcualprovienen.IaVII,sustratosy/oproductosdereaccíon:I,HAPs;II,cis-dihidrodiol;
III,dihidroxi-HAP;IV,derivadosdelácido2-hidroxi-2Hcromen-2-carbox́ılico;V,derivadosdelácidotrans-o-
hidroxibencildenpiŕuvico;VI,salicilaldeh́ıdo(oderivados);VII,́acidosalićılico(oderivados).

5.2.3.2. Secuenciasinvolucradasenlav́ıabajadedegradacíondeHAPs

Eĺacidosalićılicogeneradoenlav́ıaaltadedegradacíondeHAPspuedesermetabolizadopor

accíondediferentessalicilatohidroxilasas.Lasenzimassalicilato-1-hidroxilasascatalizanlahidroxi-

lacíonydescarboxilacíondelácidosalićılicoparadarlugaralaformacíondecatecol.Encambio,

lassalicilato-5-hidroxilasasutilizańacidosalićılicoparagenerargentisatocomoproductodereaccíon.
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Tal como se observó en la sección correspondiente a la clasificación de las enzimas RHO, en cinco

fragmentos clonados se detectaron genes codificantes para dichas enzimas (RHOs pertenecientes a la

clase funcional C). En los fragmentos M117, C293 y C340 se detectó una copia del gen salicilato-1-

hidroxilasa, mientras que en el fragmento C334 se identificaron dos copias de dicho gen. En el fragmento

C78 también se detectaron dos copias de genes codificantes para salicilato hidroxilasas, sin embargo,

uno de ellos corresponde a una salicilato-1-hidroxilasa (C78-20) y el otro a una enzima salicilato-5-

hidroxilasa (C78-10). Estos resultados sugieren que el microorganismo que contiene el fragmento C78

en su genoma podŕıa utilizar el ácido salićılico para formar tanto gentisato como compuestos derivados

del catecol.

Dependiendo de la enzima salicilato hidroxilasa utilizada en la v́ıa baja de degradación de hidro-

carburos aromáticos, el producto de reacción generado luego puede ser degradado v́ıa catecol, mediante

meta u orto-clivaje, o v́ıa gentisato hasta formar intermediarios del ciclo de los ácidos tricarbox́ılicos.

Los genes codificantes para la totalidad de las enzimas necesarias para la degradación de catecol ha-

cia intermediarios del ciclo de los ácidos tricarbox́ılicos fueron identificados en dos de los fragmentos

clonados (C165 y C293), mientras que los genes involucrados en la ruta de degradación por gentisato

sólo se encontraron en el fragmento C78.

Secuencias involucradas en la degradación de catecol presentes en el fragmento C165. En

este fragmento se predijeron, dentro de un mismo operón, secuencias codificantes para las enzimas ca-

tecol 2,3-dioxigenasa (C165-12), 2-hidroximucónico semialdeh́ıdo hidrolasa (C165-09), hidroximucóni-

co semialdeh́ıdo deshidrogenasa (C165-10), oxalocrotonato tautomerasa (C165-06), oxalocrotonato

descarboxilasa (C165-07), 2-ceto-4-pentenoato hidratasa (C165-08), 4-hidroxi-2-oxovalerato aldolasa

(C165-03) y acetaldeh́ıdo deshidrogenasa (C165-04). Estas enzimas permiten el metaclivaje del ca-

tecol para dar como producto final piruvato y acetil-CoA (Figura 5.7a). Los genes correspondientes

compartieron entre un 78 a 93 % de identidad a nivel de aminoácidos con las secuencias más cerca-

nas, las cuales pertenecieron mayormente a betaproteobacterias (Tabla 5.1). Más aún, la organización

génica de los mismos fue similar a la encontrada en la proteobacteria de clase beta Verminephrobacter

eiseniae EF01-2 (Figura 5.7b). Particularmente, la secuencia codificante C165-04 presentó el mayor

porcentaje de identidad a nivel de aminoácidos respecto de su secuencia homóloga, la cual corresponde

a una secuencia codificante para una enzima acetaldeh́ıdo deshidrogenasa de un microorganismo no

cultivable (Tabla 5.1).

Inmediatamente corriente arriba de este operón se identificó una secuencia (C165-14) que podŕıa

codificar para un regulador de la transcripción, debido a que su secuencia proteica comparte un 79 %

de identidad con un regulador transcripcional de la familia LysR presente en Acidovorax sp. JS42. Por

otro lado, precediendo al gen de catecol-2,3-dioxigenasa (C165-12), se detectó una secuencia codificante
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para una ferredoxina (C165-13), la cual presentó un 74 % de identidad a nivel de aminoácidos respecto

de una ferredoxina de Acidovorax sp.JS42. A su vez, tanto la secuencia C165-13 como la secuencia de la

ferredoxina de Acidovorax sp.JS42, mostraron homoloǵıa con ferredoxinas capaces de reactivar enzimas

catecol 2,3-dioxigenasas. La pérdida de actividad de dichas ferredoxinas puede inhibir el crecimiento

de microorganismos que generan compuestos para-sustituidos de metilcatecol, sin embargo permiten

el crecimiento ante catecol o 3-metilcatecol. Por lo tanto el gen C165-13 podŕıa estar contribuyendo a

la degradación de diferentes compuestos derivados del catecol.

Secuencias involucradas en la degradación de catecol presentes en el fragmento C293.

En este fragmento también se predijeron, dentro de un mismo operón aunque con una organización

diferente a la observada en el fragmento C165, genes codificantes para la totalidad de las enzimas

necesarias para la degradación de catecol hasta acetil-CoA mediante metaclivaje (secuencias C293-06

a C293-14. Figura 5.7 a y b). Estas secuencias comparten entre 82 y 97 % de identidad a nivel de

aminoácidos con secuencias pertenecientes a bacterias de la familia Sphigomonadaceae. En su mayoŕıa

se encuentran relacionados con enzimas de Novosphingobium sp. PP1Y, bacteria marina capaz de cre-

cer en un amplio rango de compuestos aromáticos. Asimismo, estos genes presentan una organización

génica similar a la de sus homólogos en Novosphingobium sp. PP1Y (Figura 5.7 b).

Secuencias que podŕıan estar implicadas en la regulación de la transcripción también fueron

encontradas en el fragmento C293 (C293-29 y C293-33). Por otra parte, al igual que en el fragmento

C165, inmediatamente corriente abajo del gen codificante para catecol 2,3-dioxigenasa se observó la

presencia de una secuencia codificante para una protéına hipotética de función desconocida (C293-

08), la cual comparte un 76 % de identidad con una protéına hipotética de Novosphingobium sp.

PP1Y. Si bien en el fragmento C165 dicha secuencia presentó un 80 % de identidad respecto de una

protéına hipotética perteneciente a un microorganismo aún no cultivado (C165-11, Tabla 5.1), también

mostró alto porcentaje de identidad a nivel de aminoácidos (77 %) con la secuencia homóloga presente

en la bacteria Verminephrobacter eiseniae EF01-2. Tanto en los fragmentos C165 y C293, como en los

fragmentos de los genomas de Novosphingobium sp. PP1Y y Verminephrobacter eiseniae EF01-2, la

secuencia codificante para la protéına hipotética fue detectada dentro un operón conteniendo genes que

podŕıan estar involucrados en la degradación de catecol por metaclivaje (Figura 5.7b). Estos resultados

sugieren que dichos genes podŕıan estar involucrados en funciones similares, probablemente asociadas

a la degradación de hidrocarburos aromáticos.
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(a)

(b)

Figura5.7:Genescodificantesparaenzimasdelav́ıabajadedegradacíondehidrocarburosaroḿaticosporme-
taclivajedelcatecolidentificadosenlosinsertosC165yC293.(a):reaccionesenlasquepodŕıanestarinvolucra-
daslasenzimascodificadaspordichosgenes.B1aB8,enzimasimplicadasenlasdiferentesetapasdereaccíon:
B1,catecol2,3dioxigenasa;B2,hidroximućonicosemialdeh́ıdohidrolasa;B3,hidroximuconatosemialdeh́ıdo
deshidrogenasa;B4,oxalocrotonatotautomerasa;B5,oxalocrotonatodescarboxilasa;B6,2-ceto-4-pentenoato
hidratasa;B7,4-hidroxi-2-oxovaleratoaldolasa;B8,acetaldeh́ıdodeshidrogenasa.Losgenescodificantespara
cadaunadeestasenzimasseidentificanencoloresdeacuerdoalfragmentodelcualprovienen. M-Ia M-
VIII,sustratosy/oproductosdereaccíon: M-I,catecol; M-II,2-hidroximuconico-semialdeh́ıdo; M-III,ácido
2-hidroximućonico;M-IV,4-oxalocrotonato;M-V,́acido2-oxo-4-penteńoico;M-VI,́acido4-hidroxi-2-oxovaĺeri-
co; M-VII,ácidopiŕuvico; M-VIII,acetaldeh́ıdo; M-IX,acetil-CoA.(b):organizacíondelosgenesdelav́ıa
bajadedegradacíonpormetaclivajeidentificadosenlosinsertosC165yC293ysucomparacíonconlaorga-
nizacíondegeneshoḿologospresentesenVerminephrobactereiseniaeEF01-2yNovosphingobiumsp.PP1Y,
respectivamente.Losgenesseindicanmedianteflechasyendiferentescoloresdeacuerdoasuposiblefuncíon:
verde,genesinvolucradosenladegradacíondehidrocarburosaroḿaticos;azul,reguladoresdelatranscripcíon;
naranja,transferenciahorizontaldeADN;grisoscuro,otrosgenes;grisclaro,genescodificantesdeprotéınas
hipot́eticas.Dentrodecadaflecha,seindicaelproductoǵenicocorrespondiente:B1aB8,enzimasdelav́ıa
bajadedegradacíondehidrocarburosaroḿaticospormetaclivajedecatecol;fx,ferredoxina;R,reguladordela
transcripcíondependientedelfactorσ;LysR,reguladordelatranscripcíon;GntR,represordelatranscripcíon;
P,O,N, M,L,K,diferentessubunidadesdelaenzimafenolhidroxilasa;SH,subunidadαyβdelaenzima
salicilatohidroxilasa;A2,dihidrodioldeshidrogenasa;A6,aldeh́ıdodeshidrogenasa.

Genesinvolucradosenladegradacíondehidrocarburosaroḿaticosv́ıagentisato. Losge-

nesdelav́ıabajainvolucradosenladegradacíondegentisatodelfragmentoC78seencontrarondentro
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deunmismoopeŕon.Adeḿasdelgencorrespondientealaenzimasalicilato-5-hidroxilasamencionada

anteriormente,dichoopeŕonpresent́ogenescodificantesparalasenzimasgentisato1,2-dioxigenasa

(C78-08),maleilpiruvatoisomerasa(C78-12)yfumarilpiruvatohidrolasa(C78-09).Estasenzimasca-

talizanladegradacíondelgentisatohastametabolitoscentralesdelciclodeKrebs,comopiruvatoy

fumarato(Figura5.8a).

(a)

(b)

Figura5.8:Genescodificantesparaenzimasdelav́ıabajadedegradacíondehidrocarburosaroḿaticosmediante
gentisatoidentificadosenelinsertoC78.(a):reaccionesenlasquepodŕıanestarinvolucradaslasenzimas
codificadaspordichosgenes.C1aC4,enzimasimplicadasenlasdiferentesetapasdereaccíon:C1-αyC1-β,
subunidadmayorymenor,respectivamente,delaenzimasalicilato-5-hidroxilasa;C2,gentisato-1,2-dioxigenasa;
C3,maleilpiruvatoisomerasayC4,fumarilpiruvatohidrolasa.Losgenescodificantesparacadaunadeestas
enzimas,seidentificanencoloresdeacuerdoalfragmentodelcualprovienen.G-IaG-VI,sustratosy/oproductos
dereaccíon:G-I,ácidosalićılico;G-II,gentisato;G-III,ácidomaleilpiŕuvico;G-IV,ácidofumarilpiŕuvico;G-
V,piruvato;G-VI,ácidofuḿarico.(b):organizacíondelosgenesdelav́ıabajadedegradacíon mediante
gentisatoidentificadosenelinsertoC78,ysucomparacíonconlaorganizacíondegeneshoḿologospresentesen
Hydrocarboniphagaeffusa.TambíensemuestralaorganizacíondeotrosgenesidentificadosenelinsertoC78,
respectodelosgenespresentesenunfragmentogeńomicode16,4kbdeSphingomonassp.A4.Losgenesse
indicanmedianteflechasyendiferentescoloresdeacuerdoasuposiblefuncíon:verde,genesinvolucradosenla
degradacíondehidrocarburosaroḿaticos;azul,reguladoresdelatranscripcíon;naranja,transferenciahorizontal
deADN;grisclaro,genescodificantesdeprotéınashipot́eticas.Dentrodecadaflecha,seindicaelproductoǵenico
correspondiente:C1aC4,enzimasdelav́ıabajadedegradacíondehidrocarburosaroḿaticosmediantegentisato;
fx,ferredoxina;LysR,reguladordelatranscripcíon;SH,subunidadαyβdelaenzimasalicilatohidroxilasa;A1-
αyA1-β,subunidadmayorymenor,respectivamente,deoxigenasasiniciales;A2,dihidrodioldeshidrogenasas;
A3,dihidroxi-HAPdioxigenasa;A4,isomerasas;A5,hidratasa-aldolasa;A6,aldeh́ıdodeshidrogenasas.

EnelfragmentoC78losgenesdeestav́ıadegradativaseencuentranorganizadosdemanera

similaralosgeneshoḿologosidentificadosenunfragmentodelgenomadeHydrocarboniphagaeffusa,
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Gamaproteobacteria capaz de degradar hidrocarburos aromáticos y alcanos. La totalidad de los genes

que permiten la degradación de salicilato v́ıa gentisato también se encuentran dentro de un mismo

operón en este microorganismo. Sin embargo, a diferencia del fragmento C78, este operón posee un

gen codificante para una protéına hipotética entre los genes correspondientes a la subunidad beta de

salicilato 5-hidroxilasa y maleilpiruvato isomerasa. El resto de los genes de esta v́ıa se encontraron en

el mismo orden (Figura 5.8 b).

5.3. Discusión

Los avances metodológicos de la última década han permitido acceder a la información genética

contenida en las comunidades microbianas de una forma más directa y sin las restricciones impuestas

por la imposibilidad de cultivar en el laboratorio la gran mayoŕıa de los microorganismos ambientales.

En particular, las estrategias metagenómicas son capaces de brindar información sin precedentes sobre

el potencial metabólico de una comunidad microbiana [Rayu et al., 2012]. En esta Tesis Doctoral, la

construcción de una biblioteca metagenómica ha permitido develar los mecanismos que podŕıan utili-

zar distintas proteobacterias autóctonas de los sedimentos de Bah́ıa Ushuaia para la biodegradación

de hidrocarburos aromáticos, en particular HAPs. Una de las limitaciones de esta estrategia meta-

genómica es la dificultad de conocer con precisión de qué microorganismo proviene cada fragmento

de ADN clonado. Esta información es de gran interés, ya que permite relacionar genes y sus posibles

funciones con la filogenia de un microorganismo no caracterizado [Sierra-Garćıa et al., 2014]. Distintas

herramientas permiten la asignación taxonómica de fragmentos de ADN metagenómico, aunque las

mismas se encuentran limitadas por la falta de información sobre los microorganismos ambientales.

Una de estas herramientas, denominada Megan, se basa la similaridad de las secuencias con aquellas

depositadas en bases de datos [Huson y Mitra, 2012]. Los análisis realizados sobre la asignación ta-

xonómica utilizando esta herramienta sugieren que la mayoŕıa de los fragmentos identificados en la

biblioteca metagenómica se encuentran afiliados con el phylum Proteobacteria, grupo taxonómico al

cual pertenece la mayor parte de las bacterias degradadoras de hidrocarburos formalmente descriptas

[Prince et al., 2010]. Particularmente, más de la mitad de las secuencias codificantes del fragmento

C165 fueron asignadas a la clase Betaproteobacteria. Varios miembros de la clase Betaproteobacteria

son capaces de degradar, en condiciones aeróbicas, hidrocarburos aromáticos, incluyendo HAPs, com-

puestos cloroaromáticos, nitroaromáticos y aminoaromáticos [Parales, 2010]. La mayoŕıa de las cepas

con capacidades degradativas pertenecientes a esta clase de proteobacterias fueron aisladas a partir de

suelo, aunque betaproteobacterias con capacidad de degradar hidrocarburos aromáticos también fue-

ron identificadas en acúıferos contaminados [Alfreider y Vogt, 2007, Fahy et al., 2008]. Dada la escasa

información existente sobre microorganismos de ambientes marinos de la clase Betaproteobacteria con
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capacidad de degradar HAPs, este trabajo representa una importante contribución al conocimiento

de dichos microorganismos.

Utilizando el programa Megan, la mitad de los clones identificados en la biblioteca metagenómica

presentaron secuencias codificantes relacionadas con el phylum Alfaproteobacteria. Si bien el porcenta-

je de secuencias clasificadas en esta clase fue bajo en algunos casos, dicha clasificación fue corroborada

(H. Dionisi, comunicación personal) utilizando otro método de clasificación taxonómica basado en

las propiedades intŕınsecas de las secuencias, llamado PhyloPythiaS [Patil et al., 2012]. A partir de

hábitats marinos se han aislado numerosas cepas pertenecientes a esta clase de proteobacterias, sin

embargo sólo unas pocas especies poseen la capacidad de degradar HAPs [Kim y Kwon, 2010]. Entre

ellas se encuentran miembros pertenecientes a los órdenes Sphingomonadales y Rhodobacterales, ca-

paces de degradar tanto hidrocarburos alifáticos como un amplio rango de hidrocarburos aromáticos

[D’Argenio et al., 2011, Harwati et al., 2007]. Estudios realizados recientemente sobre la estructura

de la comunidad bacteriana en muestras de sedimentos intermareales de Bah́ıa Ushuaia también evi-

denciaron una alta abundancia de alfaproteobacterias en este sitio [Guibert et al., 2012]. Más aún, la

proporción de bacterias pertenecientes a esta clase se vió incrementada en sistemas experimentales en

los que se adicionó petróleo crudo, lo cual indicaŕıa que sus miembros podŕıan tener un rol importante

en la degradación de hidrocarburos [Guibert et al., 2012]. Por otro lado, una baja proporción de las

secuencias identificadas en los fragmentos M117 y C340 fueron asignadas a la clase Gamaproteobacte-

ria, resultados que fueron confirmados al utilizar el programa PhyloPythiaS (H. Dionisi, comunicación

personal). Bacterias marinas del género Cycloclasticus, degradadoras obligadas de HAPs, pertenecen

a esta clase de proteobacterias [Cui et al., 2013, Yakimov et al., 2007]. Por último, ninguna de las

secuencias del fragmento C334 pudieron ser clasificadas al nivel taxonómico de clase al utilizar el

programa Megan. Si bien todos los fragmentos metagenómicos identificados en el presente trabajo

estuvieron asociados al phylum Proteobacteria, y en cierta medida relacionados con tres clases dife-

rentes dentro de dicho phylum, éstos no lograron ser asignados a niveles taxonómicos inferiores. Estos

resultados, como aśı también los porcentajes de identidad moderados de las secuencias identificadas

con respecto a las secuencias de las bases de datos, indican que los fragmentos identificados pertenecen

a microorganismos desconocidos.

El análisis de los genes presentes en los fragmentos clonados permitió identificar (en seis de

ellos) secuencias codificantes para las subunidades α y β de enzimas RHO, las cuales representaron un

12 % del total de los genes identificados. La mayoŕıa de las secuencias identificadas codificantes para la

subunidad cataĺıtica de RHOs, mostraron homoloǵıa con oxigenasas pertenecientes a microorganismos

degradadores de HAPs, como por ejemplo Kordiimonas gwangyangensis DSM 19435, diferentes cepas

del género Cycloclasticus y Novosphingobium sp. PP1Y [Cui et al., 2013, D’Argenio et al., 2011, Lai

et al., 2012]. Asimismo, algunas de ellas presentaron altos porcentajes de identidad con fragmentos
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de genes previamente identificados en sedimentos intermareales de Bah́ıa Ushuaia. Además de un gen

completo casi idéntico a fragmentos de ADN pertenecientes a la variante génica T (Caṕıtulo 3) presente

en el fragmento M117, en el fragmento C334 se identificaron dos secuencias (C334-10 y C-334-20) que

presentaron un 80 y un 85 % de identidad a nivel de aminoácidos respecto de las variantes génicas J

y B identificadas en sedimentos del sitio Planta Orión [Lozada et al., 2008, Marcos et al., 2009]. En

ambos estudios, la detección de dichas variantes fue realizada mediante reacciones de amplificación

utilizando cebadores diseñados a partir de secuencias de bacterias Gram positivas (variante J) y Gram

negativas (variante B) degradadoras de hidrocarburos aromáticos. Por tanto, la presencia de genes

relacionados con estas variantes génicas y su proximidad dentro de un mismo fragmento genómico fue

inesperada. Las secuencias completas más cercanas a las CDSs C334-10 y C334-20 fueron identificadas

en miembros de diferentes fila aunque con porcentajes de identidad moderados (50 % con Geobacillus,

Firmicutes y 64 % con Cycloclasticus, Proteobacteria, respectivamente). El resto de las subunidades

alfa de enzimas RHOs identificadas en la biblioteca metagenómica compartieron un 36 a 66 % de

identidad con secuencias identificadas en otros estudios independientes del cultivo de microorganismos,

la mayoŕıa de ellas provenientes de muestras de ambientes terrestres contaminados con hidrocarburos

[Singleton et al., 2012, Suenaga et al., 2007, Uchiyama y Miyazaki, 2013].

Las enzimas RHO pueden diferenciarse entre śı de acuerdo a su preferencia por sitios de oxi-

genación y estructura de sus sustratos, siendo capaces de oxidar un amplio rango de compuestos

[Chakraborty et al., 2012]. Estas diferencias fueron evidenciadas recientemente en un trabajo publi-

cado por el grupo de Chakrabotry y colaboradores [Chakraborty et al., 2012], en el cual reportan el

análisis filogenético de las secuencias conocidas hasta el momento de las enzimas RHO de microor-

ganismos aislados, y la clasificación de las mismas en cuatro clases funcionales (A a D) y una clase

adicional (D∗) que incluye enzimas aún no caracterizadas. A su vez, las enzimas RHO pueden ser

clasificadas en diferentes tipos (I a VII) en base a su sistema transportador de electrones. Teniendo

en cuenta que el componente cataĺıtico de las enzimas RHO puede además adoptar una forma hete-

romultimérica (αnβn) u homo-multimérica (αn), el sistema de clasificación desarrollado inicialmente

por Kweon y colaboradores [Kweon et al., 2008] y actualizado por Chakraborty y colaboradores [Cha-

kraborty et al., 2012] comprende 11 grupos diferentes de estas enzimas. Sin embargo, dado el escaso

conocimiento que existe hasta el momento sobre la diversidad de estas enzimas, es posible que esta

clasificación se expanda para incorporar otros tipos de enzimas. A partir del análisis filogenético de las

20 secuencias de aminoácidos de enzimas RHO detectadas en los fragmentos clonados se identificaron

secuencias pertenecientes a tres clases diferentes de estas enzimas (A, B y C), aunque sólo 15 de ellas

pudieron ser clasificadas con respecto al posible sistema transportador de electrones. Particularmente,

las RHOs de clase C clasificadas hasta el momento poseen estructuras cuaternarias αnβn [Chakra-

borty et al., 2012]. No obstante, en dos de las secuencias asignadas a la clase C y tipo IV (M117-16 y
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C340-32) no se identificaron secuencias codificantes para sus respectivas subunidades β. Los estudios

realizados en el presente trabajo no permitieron determinar si ambas oxigenasas realmente presentan

una estructura cuaternaria homo-multimérica o si el gen correspondiente no fue detectado por encon-

trase en otra región del genoma. El gen codificante para la subunidad β de RHOs, generalmente se

localiza junto al gen codificante para la subunidad alfa y el análisis filogenético de ambas protéınas

sugiere una co-evolución de las mismas [Chakraborty et al., 2012]. Sin embargo, en algunas bacterias

especializadas en la degradación de HAPs se han detectado genes correspondientes a la subunidad β

alejados de genes que codifican para la subunidad α [Zhang et. al., 2012]. El resto de las secuencias

que codifican para la subunidad α de enzimas RHO identificadas en la biblioteca metagenómica (dos

de clase A y tres de clase B) no lograron ser clasificadas dentro de ninguno de los tipos previamente

definidos. Dado que la clasificación puede sufrir modificaciones a medida que aumente la información

sobre estas enzimas (particularmente de bacterias no cultivables, [Capyk y Eltis, 2012, Chakraborty

et al., 2012]), dichas secuencias podŕıan formar parte de diferentes tipos de enzimas RHO aún no

definidos.

Luego de los análisis realizados en el presente trabajo, se desarrollaron una serie de herramientas

de análisis para secuencias de enzimas RHO, las cuales se encuentran en el servidor localizado en el

sitio RHObase (http://bicresources.jcbose.ac.in/ssaha4/Rhobase/), [Chakraborty et al., 2014]. Estas

herramientas de análisis permiten predecir la clase funcional a la que pertenecen las secuencias de

interés, aśı como también sus posibles sustratos. El análisis posterior de las secuencias correspondientes

al componente cataĺıtico de las RHOs identificadas en la biblioteca metagenómica utilizando el servidor

RHObase, proporcionó iguales resultados a los obtenidos a partir del análisis filogenético de las mismas

(resultados no mostrados). Sin embargo, resultó de interés el análisis de los potenciales sustratos

de las enzimas identificadas. Entre los posibles sustratos utilizados por las RHO identificadas como

clase A se encuentran HAPs de bajo y alto peso molecular, alquilbencenos, bifenilos, hidrocarburos

heteropolićıclicos y/o tetralina. Dado que las 10 secuencias clasificadas dentro de esta clase (dos de ellas

relacionadas con genes previamente descriptos en Bah́ıa Ushuaia) podŕıan iniciar la degradación de un

amplio rango de hidrocarburos aromáticos, representan potenciales biomarcadores de contaminación en

sedimentos subantárticos. Las tres benzoato dioxigenasas correspondientes a la clase B podŕıan emplear

sustratos carboxilados tales como benzoato y/o toluato. Compuestos como el benzoato pueden ser

generados por la descarboxilación del ftalato, producto formado por el ortoclivaje de anillos aromáticos

durante la degradación de HAPs de bajo peso molecular [Mallick et al., 2011]. Las enzimas benzoato

dioxigenasas permiten la formación de catecol a partir de benzoato [Das y Chandran, 2011, Mallick

et al., 2011], lo cual sugiere la participación de estas enzimas en la activación de la v́ıa baja de

degradación de hidrocarburos aromáticos. Entre los sustratos que podŕıan utilizar las oxigenasas de

clase C detectadas en los insertos clonados, se encuentran compuestos aromáticos carboxilados como
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el salicilato y antranilato, intermediarios de la v́ıa baja de degradación de HAPs [Habe et al., 2003,

Mallick et al., 2011]. Dichas enzimas permitiŕıan la conversión de salicilato a catecol o gentisato

(dependiendo si se trata de una RHO C-IVαβ o de una RHO C-IIIαβ, respectivamente, [Chakraborty

et al., 2012]). Sólo en el fragmento C78 se detectaron ambos tipos de enzimas RHO pertenecientes a

la clase funcional C. En consecuencia, los microorganismos conteniendo dicho inserto podŕıan tener la

capacidad de utilizar dos mecanismos diferentes durante la v́ıa baja de degradación de HAPs.

Si bien las rutas catabólicas involucradas en la degradación aeróbica de compuestos aromáticos

son diversas, comúnmente producen intermediarios de reacción derivados del catecol [Kasuga et al.,

2007]. Las enzimas EXDO permiten el clivaje de estos intermediarios, reacción clave en la degrada-

ción de hidrocarburos aromáticos [Suenaga et al., 2014], y al igual que algunas enzimas RHOs, las

secuencias de estas enzimas han sido utilizadas como marcadores funcionales para estimar el potencial

biodegradativo de comunidades bacterianas [Brennerova et al., 2009, Vilchez-Vargas et al., 2013]. En

los fragmentos clonados se identificaron un total de siete secuencias codificantes para enzimas extradiol

dioxigenasas pertenecientes a la familia EXDO I, las cuales corresponden a la superfamilia de enzimas

quelantes de ox́ıgenos vecinales y sólo poseen una sola subunidad [Pérez-Pantoja et al., 2010b, Suenaga

et al., 2014]. Sus secuencias de aminoácidos presentaron porcentajes de identidad altos a moderados

(95 a 46 %) respecto de otras EXDO pertenecientes, en su mayoŕıa, a microorganismos degradadores

de hidrocarburos [Kertesz y Kawasaki, 2010, Pinyakong et al., 2004, 2012]. Aunque no se mostraron

resultados, estas secuencias también compartieron un 41 a 50 % de identidad (84-100 % de cobertura)

con secuencias provenientes de metagenomas de hábitats marinos [Rusch et al., 2007].

Las secuencias de enzimas EXDO I identificadas formaron parte de dos subfamilias diferentes

[Eltis y Bolin, 1996, Suenaga et al., 2014]. Una de ellas posee preferencia por sustratos monoćıclicos

como el catecol (subfamilia I.2, CDSs C165-12 y C293-07). La otra subfamilia contiene EXDO capa-

ces de actuar sobre compuestos aromáticos bićıclicos (subfamilia I.3, CDSs M32-09, C78-22, C334-31,

C340-33, C342-17). Estas secuencias se agruparon en diferentes clados dentro de cada subfamilia. Coin-

cidentemente con el análisis de asignación taxonómica de los fragmentos C165 y C293, las secuencias

C165-12 y C293-07 formaron parte de subclados conteniendo secuencias identificadas en microorga-

nismos pertenecientes a las clases Gamaproteobacteria y Betaproteobacteria, y de microorganimos del

orden Sphingomonadales (Alfaproteobacteria), respectivamente. El resto de las secuencias mostraron

ser divergentes respecto de los diferentes clados identificados en las EXDO I.3, demostrando que los

microorganismos presentes en sedimentos intermareales de Bah́ıa Ushuaia poseen diversas EXDO I

novedosas. Por otro lado, el hecho de haber detectado EXDO pertenecientes a la subfamilia I.3 durante

el análisis funcional de la biblioteca metagenómica utilizando catecol como sustrato, aporta evidencia

de que estas enzimas, además de tener preferencia por compuestos bićıclicos, poseen la capacidad de

clivar compuestos monoaromáticos. No obstante, es probable que estas enzimas posean menor especifi-
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cidad para utilizar sustratos monaromáticos, tal como sucede con otras EXDO de la misma subfamilia

[Brennerova et al., 2009, Kasuga et al., 1997, Suenaga et al., 2009, 2014]. En los fragmentos C78 y

C334 también se predijeron genes que podŕıan codificar para enzimas EXDO de clase II y III . Las

secuencias C78-08 y C334-17 compartieron un 52 a 68 % de identidad a nivel de aminoácidos con una

gentisato 1,2-dioxigenasa (EXDO III) y con la subunidad beta de una protocatecuato 4,5-dioxigenasa

(EXDO II), respectivamente. Al igual que varias EXDO II [Kasai et al., 2009, Mampel et al., 2005]

la enzima codificada por la secuencia C334-17 podŕıa presentar una estructura multimérica, debido a

que la secuencia C334-18 estaŕıa codificando para la subunidad LigA de dioxigenasas LigAB capaces

de clivar anillos aromáticos [Pérez-Pantoja et al., 2010b, Sugimoto et al., 1999]. Las enzimas proto-

catecuato 4,5-dioxigenasa intervienen en la ruptura del anillo aromático del protocatecuato, producto

de la hidroxilación y descarboxilación del ftalato durante la degradación de compuestos aromáticos

[Kanaly y Harayama, 2010, Mallick et al., 2011]. Sin embargo, la posibilidad de estimar las funciones

enzimáticas tanto de las EXDO II como de las EXDO III mediante un análisis por homoloǵıa de

secuencias se ve limitada, debido a que no aún no existe información disponible sobre la estructura y

propiedades bioqúımicas de las mismas [Fetzner, 2012].

Varias proteobacterias involucradas en la biodegradación de hidrocarburos aromáticos poseen

genes codificantes para enzimas EXDO I.3 próximos a genes de enzimas RHO involucradas en el

primer paso de la degradación de estos compuestos [Brennerova et al., 2009, Habe et al., 2003, Kasai y

Shindo, 2003, Lai et al., 2012, Pinyakong et al., 2003]. Cuatro de los fragmentos clonados presentaron

secuencias que podŕıan codificar para ambas enzimas (M32, C78, C334, C340). Esto explicaŕıa haber

identificado en el fragmento M32, aislado a partir de la estrategia molecular de análisis, una secuencia

perteneciente a una enzima EXDO, aśı como también la identificación de secuencias pertenecientes

a enzimas RHO en clones detectados mediante ensayos funcionales utilizando catecol como sustrato.

Excepto por la secuencia M32-09, el resto de los genes correspondientes a las enzimas EXDO I.3

se encontraron inmediatamente corriente abajo respecto de las secuencias codificantes para enzimas

RHO. Tanto las enzimas RHO como las EXDO I.3 pueden intervenir en la v́ıa alta de degradación

de HAPs junto con enzimas deshidrogenasas, hidratasa-aldolasas y aldeh́ıdo deshidrogenasas para dar

lugar a la formación de ácido salićılico o derivados de este compuesto [Kanaly y Harayama, 2010,

Mallick et al., 2011]. Sólo en el inserto C78 se encontraron secuencias que podŕıan codificar para

la totalidad de estas enzimas. Por lo tanto, los microorganismos que contengan dicho fragmento de

ADN en su genoma posiblemente tengan la capacidad de degradar hidrocarburos aromáticos polićılicos

hasta compuestos derivados del ácido salićılico. Asimismo, la transcripción de los genes involucrados

en esta v́ıa degradativa podŕıa estar altamente regulada, dado que en el inserto C78 se identificó una

secuencia codificante para un regulador transcripcional de la familia LysR (C78-15). Generalmente los

reguladores pertenecientes a esta familia, tal como ocurre en el fragmento C78, se ubican en la región
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inmediatamente corriente arriba del operón blanco [Kouzuma et al., 2006, Schell, 1993]. A su vez,

esta secuencia presentó un entorno genómico muy similar a un fragmento de ADN de 16 kb presente

en Sphingomonas sp. A4. En este microorganismo, el regulador de la familia LysR podŕıa activar la

transcripción de los genes correspondientes a la v́ıa alta de degradación de hidrocarburos en presencia

de acenafteno [Kouzuma et al., 2006]. Kouzuma y colaboradores sugirieron que, en presencia de este

compuesto, el regulador LysR se uniŕıa a una región cercana al promotor ubicado en la región corriente

arriba respecto del gen codificante para una ferredoxina (AhrA3), activando aśı la transcripción de

los genes presentes en este operón. Posiblemente los genes del fragmento C78 comprendidos entre las

secuencias C78-15 y C78-24 estén regulados por un mecanismo similar.

Los genes codificantes para enzimas EXDO I.2 identificados en los fragmentos C165 y C293

formaron parte de operones cuyos genes podŕıan estar involucrados en la v́ıa baja de degradación de

HAPs iniciada a partir del metaclivaje de catecol. En ambos fragmentos se detectaron la totalidad

de los genes necesarios para la degradación de catecol hasta intermediarios del ciclo de los ácidos

tricarbox́ılicos. Dichos genes mostraron altos porcentajes de identidad a nivel de aminoácidos y una

organización similar respecto de genes homólogos identificados en microorganismos pertenecientes a las

clases Betaproteobacteria y Alfaproteobacteria, respectivamente [D’Argenio et al., 2011, Perez-Pantoja

et al., 2008, Pinel et al., 2008, Pinyakong et al., 2003]. Estos resultados confirmaŕıan la asignación

taxonómica de estos fragmentos. Particularmente, en los fragmentos C165 y C293 se identificaron

genes de función desconocida inmediatamente corriente abajo de la secuencia codificante para la enzi-

ma catecol-2,3-dioxigenasa. Secuencias codificantes de función desconocida, organizadas de la misma

manera, también fueron encontrados en diferentes microorganismos [Arai et al., 2000, Kunze et al.,

2009, Perez-Pantoja et al., 2008, Pinel et al., 2008, Zhu et al., 2008]. Aunque el rol que podŕıan tener

estas protéınas aún no ha sido determinado, posiblemente estén involucradas en las etapas siguientes

de la degradación de hidroximucónico semialdeh́ıdo (HMS, producto del metaclivaje del catecol), ya

que la mutación de este gen en la cepa Comamonas testosteroni TA441 provoca poco crecimiento en

fenol y acumulación de HMS [Arai et al., 2000]. En los fragmentos C165 y C293 se detectaron además

secuencias que podŕıan estar involucradas en la regulación transcripcional de los genes degradativos.

Si bien en el fragmento C165 se identificó una secuencia con alto porcentaje de identidad a nivel de

aminoácidos respecto de un regulador transcripcional LysR de Acidovorax sp. JS42, la misma también

presentó homoloǵıa con la protéına AphT de Comamona testosteroni TA441, la cual regula y activa

la degradación de HMS cuando es inducido por dicho compuesto [Arai et al., 2000]. Por lo tanto, es

posible que la transcripción de la v́ıa baja de degradación se encuentre regulada por un mecanismo

similar, aunque es necesario realizar otros ensayos para comprobar esta hipótesis. Respecto de las

secuencias reguladoras identificadas en el fragmento C293, se localizaron entre secuencias relacionadas

con la transferencia horizontal de genes, sugiriendo que podŕıan regular unidades transcripcionales
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diferentes a las involucradas en la v́ıa baja de degradación de hidrocarburos aromáticos. Asimismo,

dado que la secuencia codificante para el regulador de la familia LysR (C293-29) se encuentra dentro

de un operón cuyos genes podŕıan estar vinculados a la degradación de alcanos, posiblemente regule

positivamente la transcripción de los genes alk presentes en este inserto, tal como ocurre con regula-

dores de la misma familia que se encuentran próximos a los genes involucrados en la degradación de

alcanos [Rojo, 2009].

En cuanto a la secuencia codificante para la enzima gentisato 1,2-dioxigenasa perteneciente al

fragmento C78 (posible EXDO de clase III), se localizó dentro de un operón junto con una secuencia

codificante para la enzima salicilato 5-hidroxilasa (C78-10, clasificada como RHO C-IIIαβ) y con el

resto de las secuencias que podŕıan estar involucradas en el metabolismo del ácido salićılico hasta

intermediarios del ciclo de los ácidos tricarbox́ılicos v́ıa gentisato. Dado que en este fragmento se

identificaron la totalidad de los genes que podŕıan estar involucrados tanto en la v́ıa alta como en la

v́ıa baja de degradación hidrocarburos aromáticos por gentisato, los microorganismos que contengan

este fragmento de ADN en su genoma posiblemente presenten la capacidad de degradar completamente

estos compuestos. Por otro lado, a pesar de que en los fragmentos M117, M32, C334, C340 y C342 no se

encontraron v́ıas degradativas completas, se identificaron algunos de los genes que podŕıan intervenir

en las mismas. Esto sugiere que dichos genes constituyen sólo una fracción de las v́ıas catabólicas que

podŕıa actuar en conjunto con otros genes del mismo genoma pero localizados en un locus distante.

La degradación de compuestos aromáticos presentes en el ambiente, a partir de v́ıas degradativas

fragmentadas, ha sido observada previamente en cepas aisladas [Kunze et al., 2009, Pinyakong et al.,

2003], aśı como también en otros fragmentos metagenómicos [Sierra-Garćıa et al., 2014, Suenaga et al.,

2009].

Ciertos genes identificados en los fragmentos clonados que podŕıan estar involucrados en la bio-

degradación de hidrocarburos se encontraron flanqueados por secuencias relacionadas con enzimas

transposasas e integrasas. Esto sugiere que dichos genes podŕıan haber sido adquiridos a partir de

eventos de transferencia horizontal de ADN, lo cual también fue evidenciado durante la asignación ta-

xonómica de los fragmentos. Espećıficamente, la región comprendida entre las secuencias involucradas

en la transferencia génica en el fragmento C78 podŕıa pertenecer a una proteobacteria de clase alfa.

El resto de las secuencias de este inserto pareceŕıan tener un oŕıgen diferente, dado que sólo lograron

ser clasificadas hasta el nivel taxonómico de phylum. Más aún, este fragmento podŕıa pertenecer a una

proteobacteria muy divergente de los microorganismos secuenciados hasta el momento, ya que dicha

región no presentó homoloǵıa con fragmentos de genomas conocidos. Ocho secuencias relacionadas con

la transferencia de ADN fueron encontradas en la región corriente abajo respecto de una secuencia

codificante para la enzima salicilato hidroxilasa presente en el fragmento C78. Una de ellas (78A-24)

corresponde a una transposasa truncada, posiblemente inactiva. La repetición de secuencias codifican-
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tes para transposasas, o parte de ellas, también ha sido observada en diferentes cepas de Pseudomonas

y Sphingomonas [Habe et al., 2003, Kouzuma et al., 2006], evidenciando rearreglos de las secuencias

adquiridas mediante recombinación homóloga de genes codificantes para transposasas, deleciones de

los mismos, o ambos fenómenos a la vez, para dar lugar a la estructura de los operones actuales [Habe

et al., 2003]. En el fragmento C293, los genes involucrados en la transferencia horizontal se encontraron

en los extremos de los genes alk. Estos resultados sugieren que el microorganismo del cual proviene

este fragmento probablemente tenga la capacidad de degradar tanto hidrocarburos aromáticos como

alifáticos por causa de la transferencia horizontal de genes alk. A diferencia del resto de las secuen-

cias del inserto (clasificadas mayormente como Alfaproteobacteria), en esta región se observó mayor

proporción de secuencias que sólo pudieron ser clasificadas hasta el phylum Proteobacteria. En cuan-

to al fragmento C342, en uno de sus extremos se encontraron secuencias codificantes para enzimas

relaxasas y resolvasas (otras enzimas que pueden estar involucradas en la tranferencia horizontal de

genes). Sin embargo, entre estas secuencias no se encontraron genes involucrados en la degradación de

hidrocarburos, sino secuencias o fragmentos de secuencias codificantes sin función conocida, las cuales

fueron anotadas como protéınas hipotéticas.

Si bien fue posible detectar posibles eventos de transferencia horizontal de genes en los fragmen-

tos clonados, no se detectaron diferencias en la composición de nucleótidos indicativas de tal fenómeno

(resultados no mostrados). El programa SeqWord Genomic Island Sniffer (www.bi.up.ac.za/SeqWord),

utilizado para el análisis de la composición de nucleótidos, permite identificar regiones de ADN trans-

feridas de un organismo a otro en base a parámetros estad́ısticos relacionados con el uso de oligonu-

cleótidos [Ganesan et al., 2008, Reva y Tümmler, 2005]. Sin embargo, los métodos composicionales

fallan cuando la composición nucleot́ıdica de los genes transferidos es similar a la del huésped. Es-

te hecho sucede frecuentemente cuando se produce un ”perfeccionamiento” de los nucleótidos de la

secuencia insertada durante los procesos de replicación y reparación del huésped [Tamames y Moya,

2008], o cuando se transfiere ADN entre organismos muy relacionados. Además, a pesar de que el

programa SeqWord Genomic Island Sniffer permite ajustar los parámetros necesarios a fin de ana-

lizar diferentes tamaños de secuencias, esta clase de programas están diseñados para encontrar islas

genómicas en genomas completos o casi completos. Por lo tanto, muchas veces no resultan adecuados

para el análisis de fragmentos de menor longitud (Oleg Reva, comunicación personal).

Los resultados obtenidos en este caṕıtulo no sólo demuestran el alto potencial que poseen los

microorganismos presentes en sedimentos intermareales de Bah́ıa Ushuaia para biodegradar diferentes

sustratos aromáticos, sino también la posibilidad de llevar a cabo estos procesos mediante diversas

v́ıas catabólicas guiadas por las enzimas RHO y EXDO detectadas en este trabajo. Asimismo, la pre-

sencia de genes degradativos adquiridos a partir de eventos de transferencia horizontal podŕıa indicar

que dichos microorganismos han desarrollado mecanismos de adaptación a este ambiente a través de
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procesos evolutivos moldeados por intercambios y rearreglos de ADN. El sitio de estudio, además

de verse afectado por la contaminación con hidrocarburos, presenta altos niveles de radiación UV-

B. Las secuencias codificantes para una nucleosil tetrafosfatasa (M117-15) y un sensor proteico con

dominio PAS (C334-01) identificadas en los fragmentos analizados sugieren que estas proteobacte-

rias con capacidad para degradar HAPs también podŕıan contar con otros mecanismos adaptativos,

dado que son dos protéınas involucradas en la transducción de señales en respuesta a la exposición

de rayos UV y al estrés oxidativo [Monds et al., 2010, Sabirova et al., 2008, Taylor y Zhulin, 1999].

A su vez, las protéınas con dominio PAS pueden tener la capacidad de unir HAPs para desencade-

nar la transcripción de enzimas involucradas en el metabolismo de estos compuestos [Hankinson, 1995].





Caṕıtulo 6

DISCUSIÓN GENERAL Y CONCLUSIONES

Los aspectos genéticos y bioqúımicos relacionados con la degradación aeróbica de HAPs han sido

estudiados principalmente a partir del aislamiento y caracterización de microorganismos que presen-

tan la capacidad de crecer a expensas de estos compuestos [Haritash y Kaushik, 2009]. No obstante,

el conocimiento sobre la diversidad y capacidad degradativa de los microorganismos presentes en el

ambiente marino, especialmente de aquellos que se encuentran en las costas de América del Sur, es

limitado dada la dificultad de reproducir en el laboratorio las condiciones para su crecimiento [Lan-

franconi y Alvarez, 2014]. En el presente trabajo se emplearon diferentes estrategias independientes

del cultivo de microorganismos con el fin de estudiar las poblaciones microbianas capaces de degradar

HAPs que habitan los sedimentos intermareales de Bah́ıa Ushuaia, complementando de esta manera

la información existente hasta el momento. A partir del análisis de fragmentos de amplificación prove-

nientes de genes codificantes para la subunidad alfa de enzimas dioxigenasas, se detectaron variantes

génicas descriptas previamente en este sito, aśı como también dos variantes génicas novedosas. Asi-

mismo, el diseño y optimización de un ensayo de qPCR que tiene como blanco una de estas variantes

génicas novedosas permitió evaluar la abundancia relativa del mismo en sedimentos intermareales de

Bah́ıa Ushuaia. Ambas metodoloǵıas permitieron incrementar nuestro conocimiento sobre la presen-

cia y abundancia de microorganismos con capacidad para degradar HAPs en dichos sedimentos. Sin

embargo, el análisis de los genes codificantes para enzimas dioxigenasas, y de otros genes que tam-

bién podŕıan participar en los procesos biodegradativos, pudo ser realizado únicamente a partir de

la construcción de una biblioteca metagenómica en fósmidos. Mediante esta herramienta se lograron

identificar 20 genes codificantes para la subunidad α y 18 genes codificantes para la subunidad β de

enzimas RHO. Además, se detectaron genes que podŕıan codificar para protéınas del sistema trans-

portador de electrones de algunas de estas RHO. No obstante, cada una de las metodoloǵıas utilizadas

en la presente Tesis Doctoral brindaron información complementaria, dado que otras variantes géni-

cas identificadas en sedimentos intermareales de Bah́ıa Ushuaia mediante el análisis de productos de

amplificación (este trabajo, [Lozada et al., 2008]), como por ejemplo las variantes E y U, no fueron
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detectadas en la biblioteca metagenómica. Posiblemente, dichos genes se encuentren en baja abun-

dancia. Esto, sumado a que probablemente la biblioteca metagenómica represente una fracción de los

microorganismos que podŕıan encontrarse en OR07, explicaŕıa el hecho de no haber identificado las

variantes E y U en la biblioteca metagenómica.

De los genes codificantes para la subunidad α de enzimas RHO identificados en este trabajo,

aquel correspondiente a la variante génica T fue el único que logró ser detectado y caracterizado me-

diante las tres metodoloǵıas utilizadas. Si bien cada una de ellas brindó información parcial sobre los

microorganismos que contienen esta variante génica, en conjunto permitieron estimar su dinámica po-

blacional, conocer un fragmento del genoma de dicho microorganismo y realizar estudios más detallados

sobre su potencial capacidad degradativa, aśı como también de su taxonomı́a. La enzima codificada

por la variante génica T pertenece a la clase funcional A de enzimas RHO, cuyos potenciales sustratos

incluyen varios hidrocarburos aromáticos, como por ejemplo HAPs y alquilbencenos. Estudios poste-

riores a esta Tesis, sobre la predicción de su estructura proteica a partir de modelos tridimensionales,

sugieren que el sitio activo de esta enzima presenta la forma y tamaño suficiente como para contener

HAPs de bajo peso molecular como por ejemplo fenantreno (M. Musumeci, comunicación personal).

En el fragmento metagenómico que contiene a la variante génica T (M117), posiblemente proveniente

de una gamaproteobacteria, también se identificaron otros cinco genes codificantes para la subunidad

α de enzimas RHO, dos de ellas clasificadas como de clase A. A diferencia de la enzima RHO co-

rrespondiente a la variante T, el modelado de la estructura de estas dos enzimas mostró que el sitio

activo tendŕıa una dimensión adecuada para catalizar la oxidación de pireno, además de fenantreno.

Por otro lado, la abundancia de la variante génica T en sedimentos intermareales cercanos a Planta

Orión se mantuvo prácticamente constante a lo largo de un peŕıodo de cuatro años, sugiriendo que las

poblaciones bacterianas que contienen esta variante podŕıan ser miembros estables de la comunidad

microbiana. La variante génica T también fue detectada en sedimentos crónicamente contaminados

de Caleta Córdova (M. Lozada, comunicación personal), lo cual indicaŕıa que estas poblaciones se

encuentran distribuidas a lo largo de la costa Patagónica. Más aún, la abundancia de este gen se

vió incrementada cuando a sedimentos de Planta Orión y Caleta Córdova se adicionó petróleo crudo,

fenantreno o pireno en sistemas experimentales (M. Lozada, comunicación personal), por lo que la po-

blaciones conteniendo la variante génica T podŕıan tener un rol relevante en la degradación de HAPs

tanto en ambientes templados como subantárticos de la costa Patagónica.

Otro fragmento de la biblioteca metagenómica que reveló un alto potencial degradativo en miem-

bros de la comunidad microbiana del sitio Planta Orión fue el fragmento C334. Sorprendentemente,

este fragmento identificado por su capacidad de degradar catecol mediante actividad de la enzima

EXDO, presentó siete pares de genes correspondientes a las subunidades α y β de enzimas RHOs.

Estas enzimas fueron clasificadas como pertenecientes a tres distintas clases funcionales, lo cual mues-



Caṕıtulo 6. 154

tra la diversidad de sustratos aromáticos que podŕıan hidroxilar estas enzimas. Cuatro de las RHOs

codificadas en el fragmento C334 correspondieron a enzimas RHOs de clase A. Dos de ellas, C334-10

y C334-20, presentaron altos porcentajes de identidad respecto a dos variantes identificadas previa-

mente en sedimentos intermareales de Bah́ıa Ushuaia, denominadas J y B [Lozada et al., 2008, Marcos

et al., 2009]. Este resultado fue inesperado, dado que dichas variantes se encuentran relacionadas con

oxigenasas de bacterias Gram positivas y Gram negativas, respectivamente. Por lo tanto, la estrategia

metagenómica no sólo permitió conocer la secuencia completa de las variantes génicas J y B, sino

también que las mismas podŕıan formar parte de un mismo genoma. Estudios previos estimaron la

abundancia de la variante génica B en sedimentos de la costa Patagónica [Marcos et al., 2012]. Las

poblaciones bacterianas que contienen dicha variante parecen ser miembros estables de la comunidad

presente en sedimentos subantáticos, sin embargo en sedimentos de ambientes templados la variante

génica B presentó menor abundancia [Marcos et al., 2012]. Para evaluar si la estimación de la abun-

dancia de la variante B se incluyó al gen C334-20, se analizó su nivel de conservación respecto de las

secuencias de los cebadores utilizados en el ensayo de qPCR (resultados no mostrados). Sólo 7 de las

44 bases de los cebadores fueron diferentes a la secuencia C334-20. Esto sugiere que si bien los ensayos

de qPCR que tienen como gen blanco a la variante B podŕıan detectar al gen C334-20, probablemente

este ensayo subestime su abundancia, debido a que dos de las bases que no coincidieron con el cebador

reverso se encontraron dentro de los últimos 5 nucleótidos del extremo 3’ de este cebador. Por lo tanto,

los microorganismos que contienen el fragmento C334, los cuales perteneceŕıan al phylum Proteobac-

teria, también podŕıan ser miembros relevantes de la comunidad degradora HAPs, autóctona de estos

sedimentos. Asimismo, la información obtenida hasta el momento sugiere que los microorganismos que

contienen el fragmento C334 en su genoma estaŕıan restringidos a ambientes costeros fŕıos, al contrario

de lo que sucedeŕıa con las bacterias que poseen el fragmento M117.

Varios estudios han sugerido diferentes ventajas que otorgaŕıan a los microorganismos la pre-

sencia de varios genes degradativos con funciones similares. Por ejemplo, las enzimas codificadas por

estos genes pueden diferir en la especificidad de sustrato, brindando a la bacteria correspondiente la

capacidad de degradar un mayor rango de compuestos [Pérez-Pantoja et al., 2010a]. A su vez, podŕıan

ser expresados en diferentes condiciones ambientales, conservando aśı las funciones catabólicas ante

cambios de temperatura, fuentes de carbono, salinidad o presión de ox́ıgeno [Kim et al., 2009, Pérez-

Pantoja et al., 2003, Sanchez-Perez et al., 2008, Seto et al., 1995]. Los microorganismos conteniendo

los fragmentos M117 y C334 también podŕıan presentar algunas de estas caracteŕısticas. No obstante,

sólo se cuenta con un fragmento de los genomas de estos microorganismos, y por lo tanto se desconoce

el número total de genes de oxigenasas que éstos presentan. Si bien es posible encontrar a estos genes

agrupados dentro del genoma de bacterias con alto potencial degradativo, los mismos pueden también

ubicarse en distintos sitios dentro del cromosoma o incluso codificados en plásmidos [Lai et al., 2012,
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Stolz, 2014]. Además, resulta necesario realizar ensayos de expresión de estas enzimas para evaluar su

rango de sustratos y su respuesta ante diferentes factores ambientales. En el fragmento C334, además

de identificar secuencias codificantes para la subunidad α y β de RHO, se detectaron secuencias codifi-

cantes para una ferredoxina y una reductasa, por lo cual la expresión de estas enzimas podŕıa realizarse

utilizando un sistema transportador de electrones propio del microorganismo del cual proviene este

fragmento. Por otra parte, la identificación de varios genes codificantes para la subunidad α del com-

ponente cataĺıtico de RHOs de clase A (los cuales constituyen potenciales genes biomarcadores) que

se encuentran en un mismo fragmento de ADN, y que poseen función similar, es de importancia para

el diseño de ensayos que permitan estimar la abundancia de las poblaciones bacterianas degradoras

de HAPs. El análisis de diferentes genes biomarcadores que pertenecen a un único microorganismo

podŕıa sobreestimar las poblaciones bacterianas con capacidad de degradar estos compuestos.

Además de genes codificantes para enzimas RHO de clase A, el análisis de la biblioteca me-

tagenómica permitió identificar diversas secuencias correspondientes a enzimas RHO de clase B y C

en la mayoŕıa de los fragmentos clonados. La rápida evolución que has sufrido las enzimas RHO ha

permitido definir cuatro clases de estas enzimas en base a análisis filogenéticos que reflejan diferencias

en el sitio de oxidación y en la estructura de sus sustratos [Chakraborty et al., 2012]. A diferencia

de las RHO de clase A, los potenciales sustratos de las enzimas RHO de clase B y C detectadas en

el presente trabajo incluyeron compuestos como benzoatos (y/o toluatos) y salicilatos (o derivados),

respectivamente. Dado que dichos compuestos pueden ser intermediarios de las rutas degradativas de

HAPs, la acción de las enzimas RHO de clase B y C-IVαβ identificadas en los microorganismos que

habitan los sedimentos intermareales de Bah́ıa Ushuaia podŕıan dar lugar a intermediarios derivados

del catecol (sustratos de enzimas EXDO o INDO), por lo que posiblemente sean de importancia du-

rante la degradación de HAPs en este sitio. El fragmento C78 fue el único que presentó dos secuencias

codificantes para enzimas RHO de clase C de diferentes tipos (C-IIIαβ y C-IVαβ). Las RHO C-IIIαβ

también poseen como sustrato al salicilato, pero generan gentisato como producto de reacción, el cual

puede ser degradado por otra v́ıa diferente a la utilizada en la degradación de compuestos derivados

de catecol [Mallick et al., 2011]. Si bien la función de estas dos enzimas RHO de clase C aún no

fue comprobada, representan un claro ejemplo del potencial que tendŕıan estas enzimas para guiar

diferentes rutas degradativas en los microorganismos que contienen el fragmento C78 en su genoma.

La detección de secuencias codificantes para enzimas RHO pertenecientes a una misma clase, tanto en

un fragmento en particular como en diferentes fragmentos, evidenció una alta redundancia funcional

en los individuos que componen la comunidad microbiana, aśı como también en la comunidad en su

conjunto. Dado que además se observó redundancia en las tres clases de RHO identificadas (A, B

y C), los microorganismos de los sedimentos intermareales de Planta Orión podŕıan estar altamente

especializados en la degradación de HAPs. No obstante, es necesario realizar otros estudios a fin de
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validar esta hipótesis.

Los genes codificantes para enzimas capaces de clivar el anillo aromático durante la degrada-

ción de HAPs también son utilizados frecuentemente como biomarcadores funcionales para detectar

poblaciones capaces de degradar estos compuestos [Hendrickx et al., 2006, Sipilä et al., 2008]. En la

biblioteca metagenómica se identificaron siete secuencias codificantes para enzimas EXDO en siete

fragmentos de ADN metagenómico diferentes, las cuales podŕıan ser evaluadas en un futuro como

posibles biomarcadores funcionales de las poblaciones presentes en sedimentos intermareales de Bah́ıa

Ushuaia. Dichas secuencias mostraron baja similitud entre śı y se clasificaron en EXDO I.3 (capaces de

participar en la v́ıa alta de degradación de HAPs) y EXDO I.2 (involucradas en la v́ıa baja de degrada-

ción de estos compuestos). En general, las secuencias pertenecientes a EXDO I.3 fueron detectadas en

fragmentos metagenómicos que también presentaron secuencias codificantes para RHOs de clase A, en

concordancia con otros estudios en los que se analizaron fragmentos del genoma de microorganismos

capaces de crecer a expensas de HAPs [Kasai y Shindo, 2003, Kouzuma et al., 2006]. Más aún, en el

fragmento C78 no sólo se identificaron ambas secuencias, sino también el resto de las secuencias codi-

ficantes para la totalidad de las enzimas involucradas en la v́ıa alta de degradación de HAPs (Figura

6.1). En este fragmento, se observó además, dentro de un mismo operón, una secuencia que podŕıa

codificar para una enzima gentisato 1,2-dioxigenasa (C78-08, posible EXDO III) junto con secuencias

codificantes que estaŕıan involucradas en la degradación de gentisato hasta compuestos intermediarios

del ciclo de los ácidos tricarbox́ılicos. Por lo tanto, la expresión de estos genes en el microorganismo

que contiene el fragmento C78, podŕıa brindarle la capacidad de degradar HAPs completamente a

través de la v́ıa degradativa que involucra al gentisato como intermediario de reacción (Figura 6.1).

Por otro lado, las dos EXDO I.2 fueron identificadas en fragmentos del metagenoma que podŕıan pro-

venir de microorganismos pertenecientes a las clases Alfaproteobacteria y Betaproteobacteria. Cada

una de ellas formó parte de un operón conteniendo la totalidad de los genes codificantes para una v́ıa

baja de degradación diferente a a la observada en el fragmento C78. En lugar de gentisato, la v́ıa de-

gradativa en la que estaŕıan involucradas las EXDO I.2, utiliza catecol como intermediario de reacción

para dar lugar a compuestos que pueden ingresar al ciclo de los ácidos tricarbox́ılicos. La presencia de

rutas degradativas alternativas para el catabolismo de compuestos aromáticos ha sido documentada

en varios organismos aislados [Pérez-Pantoja et al., 2010a]. Sin embargo, hasta nuestro conocimiento,

este es el primer trabajo que permitió identificar (a nivel metagenómico) las v́ıas degradativas que

podŕıan utilizar las poblaciones bacterianas autóctonas de sedimentos intermareales de ambientes fŕıos

crónicamente contaminados con hidrocarburos.

En fragmentos del genoma de los microorganismos estudiados en la presente Tesis Doctoral, se

observaron genes degradativos flanqueados por secuencias (o fragmentos de secuencias) codificantes

para enzimas transposasas o integrasas, lo cual sugiere una adaptación de las poblaciones degradadoras
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mediada, al menos en parte, por eventos de transferencia horizontal. Los hidrocarburos pueden ejercer

cierta presión de selección en los microorganismos ambientales [Chakraborty et al., 2012, Mallick

et al., 2011], si bien la evolución del material genético requiere de un largo peŕıodo de tiempo para

que los microorganismos adquieran la capacidad de degradar estos compuestos. El intercambio de

material genético entre los miembros de una comunidad microbiana permite la adaptación de los

microorganismos a los ambientes contaminados en un corto peŕıodo de tiempo en términos evolutivos

[Chakraborty et al., 2012], brindando nuevas capacidades metabólicas a los microorganismos que

adquieren estos genes e incrementando aśı el potencial degradativo de la comunidad.

Este trabajo de Tesis Doctoral ha permitido incrementar el conocimiento sobre la identidad y

los diferentes mecanismos degradativos que podŕıan utilizar las poblaciones bacterianas de ambien-

tes costeros subantárticos con capacidad para degradar HAPs. Se identificaron numerosos genes que

podŕıan codificar enzimas involucradas en el catabolismo de estos compuestos. No obstante, dado que

sólo se analizaron menos de 300 kb del metagenoma de la comunidad microbiana de la muestra OR07,

aún queda mucho por conocer acerca de otros genes y rutas catabólicas empleadas por las poblaciones

degradadoras de este sitio. Actualmente, se está llevando a cabo la secuenciación de la totalidad de los

clones de la biblioteca metagenómica construida en el presente trabajo. Desde el punto de vista meto-

dológico, esta estrategia es superior a la secuenciación al azar del metagenoma. Si bien la cobertura de

análisis es menor, permite un mejor ensamblado de las secuencias obtenidas, y por lo tanto contar con

secuencias completas de genes y operones. Desde el punto de vista ecológico, la información obtenida

permitirá el estudio de las rutas degradativas en general, incluyendo aquellas involucradas tanto en

el catabolismo de hidrocarburos aromáticos como alifáticos. Más aún, no sólo será de importancia

en la detección de potenciales genes biomarcadores, sino también de genes codificantes para enzimas

de relevancia biotecnológica (como por ejemplo alcano monooxigenasas, alginato liasas, fucoidanasas,

etc.). Por otro lado, se están comenzando a expresar de forma heteróloga parte de las enzimas RHO

identificadas en la presente Tesis. Esto permitirá estudiar en detalle las propiedades bioqúımicas de

dichas enzimas, aśı como también los sustratos que podŕıan oxidar.
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(a)

(b)

Figura6.1:PotencialdegradativodelacomunidadmicrobianapresenteensedimentosintermarealesdeBah́ıaUshuaia.a)Genes
(ofragmentosdegenes)codificantesparalasubunidadαdeenzimasoxigenasasconsitioRieskeidentificadasensedimentoscercanos
aPlantaOríonyconcentracíondehidrocarburosenlamuestraOR07[Marcosetal.,2012].Enrojo,variantesǵenicasdetectadas
mediantereaccionesdeamplificacíon;verde,genesdeRHOsdeclaseAidentificadosenlabibliotecametageńomica.Lainterseccíon
indicalasvariantesǵenicasdetectadasconambosḿetodos(losgenesdelabibliotecaquepresentaronaltoporcentajedeidentidad
conlasvariantesǵenicascorrespondientes,semuestranentrepaŕentesis).b)Relacíonentrelasdiferentesv́ıasdegradativasdeHAPs.
Flechasenverde,reaccionesenlasquepodŕıanestarinvolucradoslosgenesidentificadosenlabibliotecametageńomica.Lasflechas
negrasindicanreaccionesenlasquenoseidentifićoelgenolosgenes(flechasnegraspunteadas)correspondientes.
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6.1. Conclusiones

I. Las diferentes metodoloǵıas independientes del cultivo de microorganismos utilizadas en este

trabajo fueron complementarias. A partir de las mismas fue posible realizar análisis desde un

punto de vista tanto ecológico como molecular sobre la capacidad para degradar HAPs que

poseen los microorganismos autóctonos de los sedimentos intermareales de Bah́ıa Ushuaia.

II. Los fragmentos de ADN identificados en la biblioteca metagenómica perteneceŕıan a diferentes

microorganismos del phylum Proteobacteria. Dos de estos fragmentos presentaron genes bio-

marcadores que también fueron identificados mediante reacciones de amplificación. El análisis

cuantitativo de dichos genes biomarcadores a lo largo de una serie temporal, sugiere que los

microorganismos que los contienen pertenecen a miembros estables de la comunidad bacteriana.

III. En los dos fragmentos metagenómicos que presentaron los genes correspondientes a las variantes

T y B, respectivamente, también se observó un alto número de secuencias codificantes para las

subunidades α y β de enzimas RHO. Por lo tanto, miembros estables de la comunidad microbiana

podŕıan estar altamente especializados en la degradación de compuestos aromáticos.

IV. El análisis de la diversidad de genes claves de las rutas degradativas evidenció una alta redundan-

cia funcional en la comunidad degradadora de HAPs. Alternativamente, dicha diversidad podŕıa

estar reflejando que los diferentes miembros de la comunidad microbiana poseen la capacidad de

degradar diversos HAPs.

V. La presencia de genes codificantes para enzimas de la v́ıa alta de degradación de HAPs y para

enzimas de las v́ıas de degradación por gentisato y catecol como intermediarios de reacción,

no sólo sugiere que las poblaciones degradadoras de los sedimentos intermareales de Bah́ıa Us-

huaia presentan una alta capacidad para degradar HAPs, sino que también utilizan diferentes

mecanismos para el metabolismo de estos compuestos.

VI. Entre los genes degradativos identificados en el presente trabajo, aquellos codificantes para en-

zimas RHO de clase A y enzimas EXDO representan potenciales marcadores funcionales para

el estudio de la abundancia y dinámica de poblaciones bacterianas con capacidad de degradar

HAPs.
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