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Capitulo 1

INTRODUCCION

1.1. Hidrocarburos en el ambiente marino

Los hidrocarburos se encuentran entre los compuestos més abundantes del Planeta, pudiendo ser
encontrados en los seres vivos como producto de las reacciones de biosintesis, o en la gedsfera, como
producto de las transformaciones abidticas de materia organica en sistemas sedimentarios [Wilkes
et al., 2010]. La explotacién de hidrocarburos fésiles, fue iniciada con el objetivo de reemplazar fuentes
de energia como la edlica, solar e hidraulica durante la revoluciéon industrial. Esto provocé un gran
desarrollo social y econémico a partir del siglo XIX, tanto que su uso como combustible aumenté 800
veces entre los anos 1750 y 2003 [Hall et al., 2003]. Sin embargo, la extraccién de hidrocarburos no
solo fue clave para el progreso del Hombre, sino que ademads tuvo un impacto desfavorable en el medio

ambiente.

El ambiente marino ha recibido especial atencion como consecuencia del aumento de fugas y
derrames durante la extraccion, el transporte maritimo, refinado, almacenamiento y uso del petréleo
[Adams et al., 2012]. De las toneladas de petréleo que ingresan cada ano al medio ambiente marino,
se calcula que aproximadamente un 50 % proviene de fuentes antropogénicas y el resto de filtraciones
de origen natural [McKenna et al., 2014]. Estas filtraciones emanan naturalmente desde los estratos
geologicos y dificilmente pueden ser controladas por el hombre, representando una base de contamina-
cién a lo largo de la columna de agua. Sin embargo, dado que estas filtraciones datan de miles de anos,
han favorecido la adaptacion del ecosistema a estas condiciones. Mas aun, algunos organismos han
desarrollado mecanismos para utilizar los hidrocarburos y otros compuestos liberados como fuente de
carbono y energia [Farrington, 2014b|. En contraste, los derrames de grandes voliimenes de petréleo o
hidrocarburos refinados en un tiempo relativamente corto afectan de mayor manera a aquellos sitios
donde no es frecuente la exposicion a estos compuestos, dado que carecen de organismos adaptados
a estos compuestos y por lo tanto carecen de mecanismos naturales que favorezcan su degradacion

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

1.1.1. Contaminacién por hidrocarburos en la costa Patagonica

La costa Patagonica, ubicada entre los paralelos 40°y 54°de latitud sur, posee una extension
aproximada de 3000 km. La explotacion de petréleo constituye una de las actividades econdémicas méas
importantes en esta regién. Sin embargo, representa ademas la principal fuente de contaminacién en el
mar Patagonico, y por lo tanto un riesgo para otras actividades de interés econémico como son la pesca
y el turismo [Commendatore y Esteves, 2007]. La costa Patagénica posee zonas con infraestructura para
la carga de petrodleo crudo, el cual es transportado en buques tanque hacia las refinerias localizadas en
la provincia de Buenos Aires [Commendatore y Esteves, 2007]. Una vez refinado, parte del producto
obtenido retorna por via maritima. Estas operaciones de carga, descarga y transporte de petréleo
crudo y de productos refinados, también representan un riesgo de contaminacién 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 distribuicién 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 ultimas décadas, en dos ocasiones se produjeron importantes derrames de petrdleo fuera de zonas
portuarias que llegaron a afectar zonas costeras. El primero de ellos, producido en agosto de 1974,
liber6 al mar 53.500 toneladas de petréleo crudo a causa del accidente ocurrido en el Estrecho de
Magallanes con el buque petrolero Metula, afectando unos 2.560 km? de superficie [Schwarz, 1978].
Casi veinte anos después, se produjo un derrame de petréleo de volimen desconocido en la provincia
de Chubut, provocando la muerte de 17.000 pingiliinos de Magallanes a lo largo de 750 km de costa
[Boersma, 1997]. Afortunadamente, desde hace varios anos ha aumentado el reconocimiento sobre la
importancia de la biodiversidad marina y la productividad del ambiente costero Patagoénico. Es por ello
que, a través de diferentes leyes nacionales, Argentina ha ratificado varios convenios internacionales
tendientes a la proteccién del ambiente y a la eliminacién y control de la contaminacién del mar
por hidrocarburos [Nievas y Esteves, 2007]. En 1998, Prefectura Naval Argentina definié nuevas rutas
maritimas mas 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
petroleo en las costas de Caleta Cérdova [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 contaminacién en areas impactadas por actividades antropogénicas cercanas a centros
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poblacionales y de alta sensibilidad ambiental, como asi también desarrollar protocolos de respuesta
a eventos de contaminacién. Esto resulta de particular interés, dadas las tareas de exploracién de

petrdleo que se estan llevando a cabo en el Golfo San Jorge.

ﬁ Carga de petrbleo refinado

Golfo San e— Descarga de petrdleo refinado

]orge ﬁ Carga de petroleo crudo
< (43%) &— Descarga de petréleo crudo

Figura 1.1: Sitios de carga y descarga de petrdleo crudo y sus derivados refinados a lo largo de la costa Atlantica.
Las zonas en celeste indican las cuencas petroliferas productivas de Argentina. Los porcentajes corresponden
a la cantidad de petdleo producido en cada cuenca. Mapa modificado en base a la informacion obtenida del
Centro de Estudios de la Actividad Regulatoria Energética [CEARE, www.ceare.org].

1.1.2. Composicion del petréleo crudo y sus productos derivados

El petrdleo crudo es una mezcla extremadamente compleja de compuestos organicos, cuya com-
posicién varia de acuerdo a la formacién geolégica donde se originé [U.S. Department of Energy, 2008].
Avances recientes en espectrometria de masa de alta resolucién han permitido la identificacién de mas
de 17.000 compuestos quimicos diferentes, por lo que el término petroleémica ha comenzado a utili-
zarse para referirse a la completa descripcién quimica del petréleo [Marshall y Rodgers, 2004]. Los
compuestos que lo conforman pueden ser clasificados en cuatro grupos definidos: (1) los hidrocarburos
saturados (o alcanos), (2) los hidrocarburos aromaticos, (3) las resinas y (4) los asfaltenos [Harayama
y Kishira, 1999]. Los hidrocarburos saturados representan entre un 15 y 60 % de la mezcla y pueden

estar presentes en forma de cadenas lineales de méas de cinco carbonos (parafinas), ramificadas o for-
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mando esctructuras ciclicas (naftenos). Los compuestos que siguen en abundancia (3 - 30 %) son los
hidrocarburos aromaéticos, los cuales estan formados por uno o mas anillos bencénicos, pudiendo poseer
sustituyentes alquilicos. En cuanto a las resinas y los asfaltenos, éstos representan una fraccién minori-
taria del petréleo crudo. Dichos compuestos, a diferencia de los hidrocarburos saturados y aromaéticos,
son moléculas polares que demas de contener dtomos de carbono e hidrégeno en su estructura, poseen

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

El petréleo crudo es procesado en refinerias para obtener productos derivados del petréleo, 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 produccién de gasolina y
diesel). La tabla 1.1 muestra la proporcién de los distintos compuestos presentes en estos productos

[Fingas et al., 2011]

Tabla 1.1: Composicién tipica de algunos combustibles derivados del petréleo.

% de producto

Compuestos Gasolina Diesel FOI'! Bunker C?

Saturados 50-60 65-95  25-35 20-30
Aromaticos 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 contaminacién y del tiempo de exposicién. Las altas concentraciones de
hidrocarburos generan efectos agudos sobre los organismos afectados. Ejemplo de ello son los grandes
derrames de petréleo, los cuales pueden provocar una pérdida masiva en la riqueza de poliquetos,
moluscos, crustdceos e insectos cuando estos compuestos arriban a zonas costeras [De la Huz et al.,
2005]. Ademas, el petréleo es capaz de adherise a las plumas de las aves y al pelaje de mamiferos
marinos, pudiendo generar la muerte de estos organismos por hipotermia (como consecuencia de la

disminucién de su hidrofobicidad), o por ingestién accidental de dosis letales.
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Por otro lado, la exposiciéon a bajas concentraciones de hidrocarburos generan efectos crénicos
que pueden evidenciarse luego de largos periodos de tiempo. Varios estudios han demostrado cambios
en la fisiologia y en el comportamiento de los organismos impactados [Farrington, 2014a], asi como
también retraso en el desarrollo, malformaciones y pérdida de la capacidad reproductiva de ciertos in-
dividuos [Carls et al., 1999, Heintz, 2007]. Més atin, organismos marinos, tales como almejas, mejillones
y salmones, acumulan una fraccion de los hidrocarburos del ambiente, dificultando asi su eliminacién

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

1.1.4. Intemperizacién los hidrocarburos introducidos en el mar

Una vez que los hidrocarburos son introducidos en el ambiente marino, varios procesos fisicos,
quimicos y bioldégicos actian en diferentes escalas. Durante las primeras horas luego de un derrame,
los principales procesos de intemperizacién son la propagacién, la evaporacion, la dispersion, la
emulsificacién y la disolucién [International Tanker Owners Pollution Federation, 2014]. La pro-
pagacién de hidrocarburos ocurre por la accién 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 composicién). Las altas temperaturas disminuyen la
viscosidad de estos compuestos, y por lo tanto fluyen con mayor rapidez. El proceso de propagacién
favorece la evaporacion de la fraccién volatil presente en la mezcla, como por ejemplo los hidrocar-
buros monoaromaticos y los alcanos de bajo peso molecular. La evaporaciéon 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 formaciéon de gotas de diferentes
tamanos, generando la dispersién de hidrocarburos. Estas gotas de hidrocarburos poseen una alta
relacién superficie/volimen, permitiendo la accién de otros procesos naturales como la sedimenta-
cion, la biodegradacién y, en menor proporcién, la disolucion de la fraccion 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 emulsificacién [Farrington,

2014a).

La fotooxidacién, la adsorcion y la biodegradacién son procesos de intemperizacién que
comienzan luego de unos dias de producido un derrame. Estos procesos se extienden durante un largo
periodo de tiempo, incluso afios [International Tanker Owners Pollution Federation, 2014]. La ac-
cién del oxigeno y la luz solar (fotooxidacién) puede generar la ruptura quimica de los compuestos
derramados, haciéndolos més solubles. Asimismo, este proceso puede dar lugar a la formacién de pro-
ductos atin mas persistentes por causa de la oxidacién 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 particulas, de acuerdo al tamafo y
la composicién quimica de las mismas [Farrington, 2014a]. La sedimentacién de estas particulas, si
bien elimina parte de los hidrocarburos presentes en el ambiente peldgico, permite la acumulacion
de estos compuestos en los sedimentos subyacentes. Estos sedimentos constituyen un reservorio de
hidrocarburos y, por lo tanto, una fuente secundaria de contaminacién [Commendatore et al., 2012].
La biodegradacion, por otra parte, es mediada por microorganismos que poseen la capacidad de uti-
lizar determinados hidrocarburos como tunica fuente de carbono y energia. Existen microorganismos
marinos que se encuentran especializados en la degradacién de diferentes compuestos del petroleo,
como por ejemplo los hidrocarburos arométicos policiclicos (HAPs) [Lyu et al., 2014, Yakimov et al.,
2007]. La eficiencia de la biodegradacién puede verse afectada por diversos factores, como por ejemplo

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

1.2. La biodegradacién de HAPs

Si bien los HAPs introducidos en el medio ambiente marino son sometidos a diferentes procesos
de intemperizacién, el principal proceso que permite remover estos compuestos del ambiente es la
biodegradacion. Entre los diferentes microorganismos capaces de degradar hidrocarburos se encuen-
tran las levaduras, hongos, algas y bacterias, siendo éstas ultimas los principales responsables de la
biodegradacién en el ambiente marino [Das y Chandran, 2011, Haritash y Kaushik, 2009]. La biode-
gradacion de estos compuestos se produce mayormente en condiciones aerébicas, sin embargo también
puede ocurrir en condiciones anerdbicas, aunque més lentamente [McGenity et al., 2012, Shin et al.,
2000]. En el presente trabajo de Tesis Doctoral se han estudiado procesos aerébicos de biodegradacién
de HAPs, dado que los mismos predominan en los sedimentos intermareales superficiales con una gra-
nulomentria dominada por arena y grava, como es el caso de los ambientes costeros de Bahia Ushuaia.
No obstante, no es posible descartar que puedan ocurrir procesos anaerédbicos de biodegradacién de

HAPs en microambientes con baja tension de oxigeno dentro de la matriz ambiental estudiada.

1.2.1. Por qué es importante la degradacion de HAPs?

Los HAPs son compuestos formados por dos o mas anillos bencénicos, los cuales se encuentran
fusionados en diferentes configuraciones estructurales (Figura 1.2), pudiendo contener sustituyentes
alquilicos. Estos compuestos se clasifican en HAPs de bajo peso molecular (de dos a tres anillos
aromaticos) o de alto peso molecular (cuatro o més anillos). Los incrementos en el tamafio y en la
angularidad de estas moléculas generalmente resultan en un aumento en su estabilidad, viscosidad

e hidrofobocidad, propiedades fisicoquimicas que influyen sobre su persistencia en el medio ambiente
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[Wilkes et al., 2010]. El aumento en la hidrofobicidad favorece la afinidad de los HAPs hacia entornos no
polares, como los lipidos de un organismo o la materia organica que rodea una particula de sedimento.
Esto, sumado a la estabilidad de los HAPs a medida que aumenta su peso molecular, hace que dichos
compuestos sean menos sensibles a la degradacién [Wilkes et al., 2010]. De hecho, la vida media del
fenantreno en suelos y sedimentos puede variar de 16 dias a 4 meses, mientras que la vida media de
benzo[a]pireno posee un rango de 7 a 47 meses [Shuttleworth y Cerniglia, 1995]. Por otro lado, algunos
HAPs pueden ser perjudiciales para la salud humana, puesto que poseen efectos téxicos, mutagénicos,
teratogénicos y/o carcinogénicos [Zasadowski et al., 2001]. Debido a estas propiedades, la Agencia
de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (EPA) y la Agencia Europea de Medio Ambiente

consideran a 16 HAPs como contaminantes prioritarios para su remediacién [Renner, 1999].

o oo o &

Naftaleno Antraceno Fenantreno Pireno
Acenafteno Acenaftileno Fluoreno Fluoranteno
Criseno Benzo[alpireno Benzo[alantraceno

oo

Benzol[klfluoranteno Indenol[1,2,3-cd]pireno Benzo[blfluoranteno

507 Gy

dibenzo[a,hlantraceno Benzolg.h,ilperileno

Figura 1.2: Estructura quimica de los 16 HAPs considerados prioritarios para su remediacién (EPA). Figura
adaptada de Habe y colaboradores [Habe et al., 2003].

1.2.2. Biodegradacion de HAPs en condiciones aerébicas

En respuesta a la complejidad natural que presentan los distintos HAPs, diversos microorganis-

mos han desarrollado diferentes estrategias para degradar estos compuestos y utilizarlos como fuentes
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de carbono y energia. Las rutas metabdlicas involucradas en estos procesos generalmente presentan
dos etapas clave: la activacion del anillo bencénico termodindmicamente estable y su posterior ruptura
[Pérez-Pantoja et al., 2010b]. Esto resulta en la formacién de compuestos intermediarios (como catecol
o acido protocatéquico), los cuales luego son metabolizados hasta compuestos que pueden ingresar al
ciclo de los acidos tricarboxilicos. Las diferentes etapas de degradacion y las enzimas que intervienen

en cada reaccién se detallan a continuacion.

1.2.3. Rutas metabdlicas involucradas en la degradacién de HAPs de bajo peso

molecular

La degradacion bacteriana de hidrocarburos aromaticos de bajo peso molecular y sus derivados
ha sido ampliamente estudiada y puede llevarse a cabo mediante diferentes rutas metabdlicas [Mallick
et al., 2011]. Las enzimas involucradas en las mismas pueden direnciarse en enzimas de la via alta de

degradacién y enzimas de la via baja (Figura 1.3).

1.2.3.1. Via alta de degradacion

La via alta de degradacién de HAPs comprende la oxidacién de estos compuestos y su posterior
metabolismo para dar lugar a la formacién de acido salicilico y acido ftélico (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 dtomos de oxigeno a uno de los anillos arométicos de la molécula (RHD1,
MO, Figura 1.3). Estas oxigenasas iniciales pueden pertenecer a la superfamilia de las oxigenasas
de anillos aromadticos 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 deshidrogenacién
de los HAP-dihidrodioles formados previamente. Los dioles asi generados (HAP-dioles, intermediarios
catecdlicos de la via alta de degradacion), luego pueden ser utilizados como sustratos de otra clase de
oxigenasas involucradas en la diversificacion de estas rutas catabdlicas, las oxigenasas de ruptura del
anillo aromético (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
aromaticos; o intradiol dioxigenasas (INDO), las cuales producen la ruptura mediante ortoclivaje. A
partir de los productos de reacciéon obtenidos, la accién consecutiva de enzimas hidratasas, aldolasas

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

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

xilacién e hidroxilacién de los mismos mediante enzimas oxigenasas/hidroxilasas (DO1) para formar
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intermediarios de tipo salicilato. A su vez, el anillo aromaético de estos ultimos intermediarios puede ser
sometido a meta u orto-clivaje mediante enzimas EXDO2 e INDO2, respectivamente, generando otros
derivados de salicilatos y ftalatos. Alternativamente, la hidroxilacién/descarboxilacién de los salicilatos
mediante enzimas hidroxilasas, también pertenecientes a la superfamilia de oxigenasas con sitio Rieske
(S1H, Figura 1.3), permite generar intermediarios catecélicos (HAP-dioles). Otra via por la cual se
forman HAP-dioles es mediante la descarboxilacién de los intermediarios derivados del ftalato (DC1).
Esta reaccién da lugar a benzoatos, los cuales por accién de enzimas benzoato dioxigenasas (RHD2)
y posterior descarboxilacion 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

parrafo anterior, o ingresar a la via baja de degradacién [Mallick et al., 2011].

1.2.3.2. Via baja de degradacién

La via baja de degradacién de HAPs de bajo peso molecular se inicia con el metabolismo del
acido salicilico y del acido ftalico generados en la via alta para dar lugar finalmente a compuestos
intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos, como por ejemplo piruvato, fumarato y acetil-
CoA [Habe et al., 2003]. El &cido ftalico puede ser degradado a través de dos vias diferentes. En
una de ellas intervienen enzimas DC1 y RHD2 para generar catecol [Zeinali et al., 2008]. La otra
via consiste en la hidroxilacién del acido ftdlico mediante enzimas dioxigenasas de anillos arométicos
(RHD3, Figura 1.3) y posterior descarboxilacién a través de enzimas dihidroxiftalato descarboxilasas
(DC2) para generar acido protocatéquico. El producto de reaccién obtenido por orto- o meta-clivaje
del 4cido protocatéquico mediante enzimas EXDO3 e INDO3, es posteriormente metabolizado para

dar lugar a compuestos intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos.

El acido salicilico puede ser degradado hasta piruvato y acetil-CoA o hasta piruvato y fuma-
rato dependiendo de la via degradativa utilizada. Por un lado, la actividad de enzimas salicilato 1-
hidroxilasas (SH1) sobre el 4cido salicilico permite la formacién de catecol, cuyo anillo aromatico 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 acido salicilico, las bacterias
también pueden producir gentisato, reaccién catalizada por enzimas salicilato 5-hidroxilasas (S5H).
La accién de enzimas gentisato 1,2-dioxigenasas (EXDO5) permite la ruptura del anillo aromético
del gentisato para formar productos de reaccién que finalmente son metabolizados por actividad de
enzimas isomerasas e hidrolasas, dando lugar a la formacién de piruvato y fumarato [Habe et al., 2003,

Mallick et al., 2011].
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Figura 1.3: Esquema de las diversas rutas metabdlicas bacterianas involucradas en la degradacion de HAPs
de bajo peso molecular en bacterias. En color se muestran las enzimas responsables de la diversificacion de
dichas rutas: verde, dioxigenasas de anillos aromaticos (RHD); en violeta, monooxigenasas (MO); rojo, extradiol
dioxigenasas (EXDO); azul, intradiol dioxigenasas (INDQO); naranja, salicilato hidroxilasas (S1H y S5H). Otras
enzimas involucradas en la degradacion, tales como deshidrogenasas (D), hidratasa-aldolasas (H-A), aldehido
deshidrogenasas (AD), descarboxilasas (DO, DC) e hidroxilasas (HA) se muestran en negro. Figura modificada
de Mallick y colaboradores [Mallick et al., 2011]

1.2.4. Biodegradacion de HAPs de alto peso molecular

Durante los ultimos diez anos, las investigaciones realizadas en diferentes géneros bacterianos
capaces de degradar pireno y fluoranteno han avanzado notoriamente. Entre ellos, Mycobacterium
vabaalenii PYR-1 se ha convertido en el microorganismo modelo debido a los diversos estudios reali-
zados sobre su capacidad degradativa [Kanaly y Harayama, 2010]. En M. vabaalenii PYR-1, la via de
degradacion de pireno comienza con la monooxidacion o dioxigenacion de dicho compuesto. La ruta
degradativa predominante ocurre via oxigenacion en los carbonos 4 y 5 del pireno, reacciéon que es
catalizada por enzimas oxigenasas con sitio Rieske, produciendo el respectivo cis-dihidrodiol (cis-4,5-

dihidroxy-4,5-dihidropireno). Las reacciones siguientes que permiten el metabolismo del cis-dihidrodiol
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hasta intermediarios del salicilato son similares a las reacciones de la via alta de degradacién de HAPs
de bajo peso molecular, dado que también son catalizadas por enzimas deshidrogenasas, enzimas
dioxigenasas involucradas en la ruptura del anillo aromatico, hidratasas, aldolasas y aldehido deshi-
drogenasas. Posteriormente, catalizado por enzimas intradiol dioxigenasas, se produce el clivaje del
1-hidroxi-2-naftoato generado en este ultimo paso para dar lugar a o-ftalato (Figura 1.4), el cual es

metabolizado por enzimas de la via baja de degradacién [Kim et al., 2007].

Hasta el momento, sélo el acido ftalico ha sido identificado como intermediario en la via baja
de degradacién de HAPs de alto peso molecular. A diferencia de la via baja de la degradacién de
HAPs de bajo peso molecular, este compuesto parece ser sustrato de enzimas ftalato 3,4-dioxigenasas
unicamente [Kanaly y Harayama, 2010, Kim et al., 2007, Kweon et al., 2007]. El producto de reaccién
obtenido, luego puede ser metabolizado por enzimas deshidrogenasas y descarboxilasas para generar
acido protocatéquico, el cual es degradado en la via de dcido S cetoadipico. Finalmente, se generan
succinil-CoA y acetil-CoA, los cuales pueden ingresar en el ciclo de los dcidos tricarboxilicos (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 degradacion
completa de estos compuestos [Kanaly y Harayama, 2010]. Es posible que la degradacién de pireno
en microorganismos diferentes al género Mycobacterium sea llevada a cabo mediante otras vias de-
gradativas [Wang et al., 2008]. Wang y colaboradores proponen que la degradacién de pireno en
Cycloclasticus sp. P1 comienza con la oxidacién 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, entraria posteriormente en la ruta de degradacion del fenantreno via
3,4-dihidroxifenantreno. Los siguientes pasos de la via degradativa involucrarfan la ruptura de catecol

mediante metaclivaje.
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Figura 1.4: Degradacion de pireno por M. vanbaalenii PYR-1. En color se muestran las enzimas responsables de
la diversificacion de dichas rutas: verde, dioxigenasas de anillos aromaticos (RHD); rojo, extradiol dioxigenasas
(EXDO); azul, intradiol dioxigenasas (INDQO). Otras enzimas involucradas en la degradacién, tales como deshi-
drogenasas (D), hidratasa-aldolasas (H-A), aldehido deshidrogenasas (AD), descarboxilasas (DC) e hidroxilasas
(HA), isomerasas (I), hidrolasa (H), Succinil-CoA transferasa (Ir) y -cetoadipil-CoA tiolasa (Ti) se muestran
en negro. Figura modificada de Kim y colaboradores [Kim et al., 2007]

1.2.5. Enzimas RHOs

Las oxigenasas bacterianas que participan en las rutas degradativas de HAPs pertenecen a
una gran familia de enzimas con capacidad de hidroxilar anillos aromaticos. Estas enzimas, que en
conjunto se denominan enzimas hidroxilantes de compuestos aromaticos (o RHO, del inglés ring-
hydroxylating oxigenases) poseen un rol importante en la mineralizacion de estos compuestos, debido
a que dirigen las principales rutas degradativas [Chakraborty et al., 2012]. Las enzimas RHO son
complejos multicomponentes constituidos por una oxigenasa terminal y un sistema transportador de
electrones compuesto por una reductasa y una ferredoxina, aunque esta ultima puede no estar presente
(Figura 1.5). Estas dos tltimas proteinas transfieren electrones desde NAD(P)H hacia el dominio
catalitico de la oxigenasa terminal. Las oxigenasas terminales son heteromultimeros formados por dos
subunidades: una subunidad mayor (alfa) y una menor (beta), aunque ciertas dioxigenasas, como la
enzima ftalato 4,5-dioxigenasa, contienen sélo subunidades alfa en forma homomultimérica. A su vez, la
subunidad alfa posee dos dominios: un dominio Rieske ubicado en el extremo N-terminal de la proteina
y un dominio catalitico C-terminal que contiene el sitio activo [Capyk y Eltis, 2012]. El dominio Rieske

estd formado por un centro redox [2Fe-2S| coordinado por dos cisteinas y dos histidinas. Asimsimo, a
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partir del centro 2Fe-2S, este dominio recibe electrones del sistema transportador de electrones para
transferirlos luego al sitio activo [Haddock, 2010]. El dominio catalitico C-terminal, posee un sitio de
unién al sustrato y un sitio conservado de unién a Fet? mononuclear, el cual se cree que es el sitio de

activacién del oxigeno [Chakraborty et al., 2012].

La evolucién de las enzimas RHO ha expandido ampliamente su rango de sustratos, entre los
cuales se encuentran bifenilos policlorados, HAPs, benzoatos y ftalatos. A continuacién se describen los
diferentes sistemas utilizados para la clasificacion de estas enzimas. Los sistemas mas recientes intentan
reflejar las relaciones que existen entre las mismas, teniendo en cuenta su estructura, secuencia, funcién

y evolucién [Chakraborty et al., 2012].

NAD(P)H + H* NAD(P)*

HO

Reductasa

Ferredoxina OXIGENASA (a3B;)

Figura 1.5: Sistema enzimatico multicomponente de enzimas RHO.

1.2.5.1. Clasificacién de las enzimas RHO

En el ano 1991, Batie y colaboradores fueron los primeros en proponer una clasificaciéon de
esta familia de oxigenasas [Batie et al., 1991]. En ella, las enzimas se agrupaban de acuerdo a las
propiedades de las proteinas transportadoras de electrones [Jiang y Parales, 1996]. Posteriormente,
Werlen y colaboradores identificaron cuatro familias de oxigenasas (naftaleno, tolueno/benceno, bifenil
y benzoato/toluato dioxigenasas). Las mismas se definieron en base a la especificidad de sustrato,
a la organizacion génica de sus componentes y a la similitud de secuencias de aminoacidos de las

subunidades alfa de las oxigenasas [Werlen et al., 1996].

La identificacion y la caracterizacidén de enzimas RHO que no pertenecian a ningin grupo segin
las clasificaciones previas hizo necesario el desarrollo de nuevos sistemas de clasificacién. Por ejemplo,
en la clasificacién propuesta por Nam y colaboradores [Nam et al., 2001], dichas enzimas se agrupaban

en cuatro grupos (I a IV) con un criterio similar al propuesto por Werlen y colaboradores pero esta-



Capitulo 1. 26

bleciendo grupos de enzimas més inclusivos que reflejaban mejor las relaciones filogenéticas [Werlen
et al., 1996]. Por otro lado, en la clasificacién propuesta por Kweon y colaboradores [Kweon et al.,
2008] se consider6 cada componente de estas oxigenasas (oxigenasa terminal y proteinas transportado-
ras de electrones), teniendo en cuenta clasificaciones anteriores [Batie et al., 1991, Nam et al., 2001].
La misma permitié identificar cinco tipos de dioxigenasas diferentes, y su principal ventaja es que
posibilita la clasificacién de oxigenasas aun sin contar con la informacion completa de los distintos

componentes de las mismas.

La clasificacidon mas reciente, la cual fue utilizada para el analisis de las secuencias de oxigenasas
identificadas en este trabajo, es aquella propuesta por Chakraborty y colaboradores. En este sistema de
clasificacién, se proponen cuatro clases diferentes de oxigenasas (A a D) en base a aspectos evolutivos
y funcionales relacionados con la configuracién estructural del sustrato y sus sitios de oxigenacién. Por
otra parte, las RHOs, se clasifican en diferenes tipos de enzimas, de acuerdo a la combinacién de los
componentes de la cadena transportadora de electrones asociada a la oxigenasa. De esta manera, se
amplia la clasificacién previa de Kweon y colaboradores. Por otro lado, el descubrimiento de enzimas
RHO pertenecientes a microorganismos no cultivables podria dar lugar a la identificacion de otros tipos
de enzimas atin no descriptos, dado que en la clasificaciéon propuesta por Chakraborty y colaboradores

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

1.2.6. Enzimas involucradas en la ruptura del anillo aromatico

Como se vi6 en la seccién 1.2.3, las rutas involucradas en la degradacién de HAPs descriptas
hasta el momento generalmente convergen en la formacién de intermediarios centrales derivados del
catecol. Las enzimas intradiol y extradiol dioxigenasas catalizan la ruptura del anillo aromatico de estos
intermediarios y, al igual que las enzimas RHO, cumplen un rol clave en el metabolismo de HAPs.
Estas enzimas evitan la acumulacién de compuestos catecélicos, 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 més versatiles y permiten degradar una amplia variedad
de sustratos. El andlisis de las secuencias y de la estructura de las enzimas INDO indican que las
mismas pertenecen a un unico 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. Clasificacién de enzimas EXDO

La clasificacién de EXDO definida por Eltis y colaboradores se basé tanto en anélisis filogenéticos
como estructurales, lo cual permitié distinguir dos tipos principales de enzimas: tipo Iy 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 1.1 se incluyeron enzimas de dominio Unico, mientras que las familias [.2 y 1.3 se encontraron
enzimas con dos dominios y con preferencia por sustratos monociclicos (I1.2) y biciclos (I.3). Las familias
restantes, sélo tenian un representante, por lo que se consideron provisorias. Por otro lado, aquellas
secuencias que no pudieron ser alineadas con las secuencias de aminodcidos 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 clasificacién formal que incluya a la
totalidad de las enzimas EXDO descubiertas hasta el momento (H. Pieper, comunicacién personal).
Estas enzimas poseen en comin un sitio activo que presenta dos histidinas y un glutamato, asi como
también al hierro como ligando. Las enzimas EXDO I pertenecen a la superfamilia de proteinas que-
lantes de oxigenos 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 tinico dominio presentan
una conformacién homodimérica, mientras que las enzimas que presentan dos dominios, forman homo-
multimeros. Uno de sus sitios conservados se encuentra la regién comprendida entre los aminoacidos
239 a 260 correspondientes a la proteina BphC de Pseudomonas cepacia LB400: [GNTIV]x(1)-H-x(5,7)-
[LIVMF]-Yx(2)-[DENTAJ-P-x-[GP]x(3,4)E, caracteristica de esta superfamilia, donde x(n) indica el
nimero de residuos de aminoacidos de cualquier tipo y entre corchetes los aminodcidos encontrados
en una posicién definida [Eltis y Bolin, 1996, Pérez-Pantoja et al., 2010b, Vaillancourt et al., 2006].
Por otro lado, el andlisis filogenético de dichas enzimas mostré 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 degradacién de salicilato, fenilalanina y triptofano respectivamente. Las proteinas de
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esta superfamilia poseen s6lo una subunidad en forma de tetrameros o hexdmeros [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
via alta involucradas en la degradacion de naftaleno, fenantreno o antraceno hasta acido salicilico. En
cambio, el otro operdn posee genes codificantes para las enzimas de la via baja, las cuales permiten me-
tabolizar el acido salicilico hasta intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos. 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
nucledtidos [Peng et al., 2008]. Debido a esto se los denomina frecuentemente genes ”arquetipicos”de
Pseudomonas [Habe et al., 2003]. El primer gen presente en el operén de la via baja de degradacién 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 catalitico de la dioxigenasa
inicial, RHD1 de la figura 1.3), nahAd (subunidad beta del componente catalitico de la dioxigenasa
inicial), nahB (dihidrodiol deshidrogenasa, D en la figura 1.3), nahF' (salicilaldehido deshidrogenasa,
AD), nahC (dihidroxi-HAP-dioxigenasa, EXDOL1), nah(@ (gen desconocido), nahE (hidratasa-aldolasa,
H-A en la figura 1.3) y nahD (carboxilato isomerasa) [Habe et al., 2003]. Por otro lado, la via baja de
degradacién consiste en once genes con la siguiente organizacion: nahGTHINLOMKJY. Estos genes
codifican para las enzimas salicilato hidroxilasa, ferredoxina, catecol 2,3 dioxigenasa, hidroximucénico
semialdehido deshidrogenasa, hidroximucénico semialdehido hidrolasa, 2-oxo-pent-4-enoato hidrata-
sa, acetaldehido 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 proteina de membrana involucrada en la quimiotaxis durante

la degradacién naftaleno [Grimm y Harwood, 1999].

Si bien cepas pertenecientes a otros géneros bacterianos poseen fenotipos similares respecto de
la degradaciéon de HAPs, la organizacién 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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pldsmido 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 via alta de la degradacion de HAPs (bphB-F'y nahD-F'). Sin embargo, en el
plasmido pNL1, la totalidad de los genes involucrados en la ruta baja de degradacién por metaclivaje, se
encuentran agrupados en un tnico operén (zylFEGJQKIHT). Estos genes, junto con los genes de la via
alta, otorgan la capacidad de degradar naftaleno, fenantreno, antraceno y bifenilos hasta compuestos
intermediarios del ciclo de los dcidos tricarboxilicos [Habe et al., 2003, Pinyakong et al., 2003]. Los
genes phn pertenecientes a la cepa Cycloclasticus sp. A5, también presentan una organizacién similar
a la encontrada en Nowvosphingobium aromaticivorans DSM 12444 y otras bacterias pertenecientes
al orden Sphingomonas [Yakimov et al., 2007]. Dichos genes fueron identificados en un fragmento
gendémico de 10,5 kb y se encuentran en diferentes unidades transcripcionales. En una de ellas, los
genes phnAl, 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 phnAS3, phnA/ 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
(especificamente pireno) se estudiaron en detalle s6lo 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 excepcién de los genes
codificantes para las enzimas dihidrodiol deshidrogenasas, descarboxilasas y carboxibenzaldehido des-
hidrogenasa, posee los genes necesarios para metabolizar pireno hasta acido ftalico. El resto de los
genes que permiten la degradacién completa de dicho compuesto se encuentran dispersos en las otras

tres regiones.
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Figura 1.6: Organizacion de los genes involucrados en la degradaciéon HAPs. Se muestran las regiones gendmicas
de diferentes cepas bacterianas capaces de degradar estos compuestos. Las flechas representan los genes y el
sentido de su transcripcién. Arriba de las flechas y en itdlica se indica el nombre de los genes correspondientes.
Las lineas paralelas indican que los genes se encuentran alejados, [Kim et al., 2007, Peng et al., 2008, Pinyakong
et al., 2003, Yakimov et al., 2007]

1.2.8. La biodegradaciéon de hidrocarburos en el ambiente marino

Diversos géneros bacterianos aislados a partir del medio ambiente marino poseen la capacidad
de degradar hidrocarburos. Entre ellos se encuentra un grupo de bacterias altamente especializadas
en la utilizacién de estos compuestos, denominado bacterias marinas hidrocarbonocldsticas obligadas
[McGenity et al., 2012, Yakimov et al., 2007]. Bacterias aisladas de sedimentos marinos como por
ejemplo Cycloclasticus sp. P1 y Novosphingobium pentaromativorans US6-1 poseen la capacidad de
utilizar HAPs como tnica fuente de carbono y energia [Lai et al., 2012, Luo et al., 2012]. En cambio,
Alcanivoraz borkumensis, Thalassolituus oleivorans, Oleiphilus messinensis, Oleispira antarctica y al-
gunas especies del género Marinobacter inicamente emplean alcanos como fuente de carbono y energia
[Cappello et al., 2010, Duran, 2010, Yakimov et al., 2010, 1998]. A pesar de que no es sencillo mante-
ner la actividad metabdlica de estos microorganismos durante largo tiempo en cultivos puros, algunos
estudios demostraron que poseen mecanismos de adaptacién especificos. Tanto en Cycloclasticus como
en Alcanivorar se encontraron diferentes sistemas de transporte para la captura de nutrientes y oligo-
elementos, componentes que en el ambiente marino se encuentran en baja proporcién [Yakimov et al.,
2007]. Ademas, poseen miiltiples copias de genes codificantes para enzimas oxigenasas involucradas en
el primer paso de la degradacién de hidrocarburos poliaromaticos y alifiticos, respectivamente. Esta
caracteristica podria estar relacionada con su capacidad de degradar un amplio rango de sustratos

[McGenity et al., 2012, Yakimov et al., 2007].

Si bien las bacterias hidrocarbonoclasticas obligadas normalmente se encuentran en bajas abun-

dancias en el ambiente marino, algunos géneros bacterianos especificos aumentan en abundancia ante
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la presencia de hidrocarburos, como es el caso de Alcanivoraz [Kostka et al., 2011, Vila et al., 2010]
y Clycloclasticus [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 composicion de hidrocarburos, las
condiciones ambientales, la temperatura y la concentracion de nutrientes. Mas atn, en ambientes frios
se vi6 que la bacteria psicréfila O. antarctica es dominante en la comunidad degradadora en lugar
de Alcanivoraxr [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 biodegradacién de hidrocarburos. Estas tltimas no sélo poseen la capacidad de
utilizar hidrocarburos, sino también otras fuentes de carbono y energia. 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 degradacién de hidrocarburos, pueden
favorecer dicho proceso proporcionando el oxigeno necesario (Cyanobacterias) o incrementando la bio-
disponibilidad de estos compuestos mediante la produccién de biosurfactantes [Berthe-Corti et al.,

2010, Maneerat y Phetrong, 2007].

1.3. Estudio de comunidades microbianas: Métodos independientes

del cultivo

La observacién de discrepancias entre el niimero de microorganismos determinado mediante el
recuento en placa y por microscopia 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 acuaticos puede ser entre cuatro y seis 6rdenes de magnitud, mientras que en suelo sélo
es posible recuperar entre un 0,1 a 1 % de los microorganismos de la comunidad en un medio de cultivo
estdndar [Torsvik y Ovreas, 2002]. Esto se debe, en parte, a que las condiciones de cultivo difieren de
las caracteristicas de su entorno natural. Sin embargo, en la actualidad no se considera que existan
microorganismos incultivables, sino ain no cultivables. Avances en las estrategias de cultivo han per-
mitido recuperar una mayor proporcién de la diversidad microbiana natural. Tal es el caso de cepas
pertenecientes al género Pelagibacter, el cual representa més de un tercio de las células procariotas
presentes en los ambientes peldgicos superficiales de los océanos [Handelsman, 2004]. Inicialmente,
este género habia sido identificado a partir del estudio del gen que codifica para el ARN ribosomal
16S (ARNr 16S). Sin embargo, no fue hasta el ano 2004 que se lograron obtener cultivos puros de

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

Durante los iltimos treinta anos, 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 amplificacién y anédlisis 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 metagenémica [Edwards et al., 2006, Muangchinda et al., 2014, Pilloni et al.,
2012, Suenaga et al., 2009]. Ambas estrategias permiten estimar la funcién, el potencial metabdlico
y la diversidad de los microorganismos a partir del ADN purificado de una muestra ambiental. Sin
embargo, se diferencian con respecto a la informacién que pueden aportar: las primeras sélo proveen
informacién de aquellos genes que pueden ser amplificados, mientras que las segundas son mas abarca-
tivas [Riesenfeld et al., 2004]. En los estudios basados en la amplificacién de fragmentos de genes puede
distinguirse el analisis 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 informacién sobre su identidad. Ejemplo
de ello son los genes codificantes para ARNr 16S, siendo el marcador filogenético mas utilizado [Abed,
2009]. Los genes marcadores funcionales corresponden a genes codificantes para proteinas, y por lo
tanto aportan informacién sobre las capacidades metabdlicas y funcionales de la comunidad micro-
biana. Asimismo, pueden ser utilizados para estudiar la presencia o diversidad de enzimas claves para
los procesos metabdlicos de interés, estimar su abundancia o evaluar su expresién [Junca et al., 2010,
Kazy et al., 2010]. A continuacién 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 microbiolégicos clasicos. Sino todo lo contrario, ambas estrategias se

complementan entre si [Abed, 2009].

1.3.1. Bibliotecas de productos de amplificacion

La construccién de este tipo de bibliotecas comienza con la extraccién de ADN a partir de una
muestra ambiental y posterior amplificacién 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 obtenciéon de amplicones correspondientes a diferentes variantes
de un mismo gen. Para poder estudiarlos individualmente, cada producto de amplificacion se liga a
un vector de clonado, que luego es introducido en una célula hospedadora. Luego, cada amplicon se
analiza individualmente, por ejemplo por medio de su secuenciacién y comparacién de las secuencias
obtenidas con las bases de datos. Las bibliotecas de amplificacién 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]. Ademds, la obtencién de secuencias individuales posibilita el disenio de
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sondas o cebadores para la posterior deteccién de genes especificos [Abed, 2009, van Elsas y Boersma,

2011].

Se ha reportado que esta metodologia puede sufrir una serie de desvios y artefactos [Sipos et al.,
2010]. Durante la etapa de amplificacién, estos problemas metodoldgicos 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 asi su abundancia relativa original [Reysenbach y Giver, 1992].
Por otra parte, los amplicones generados a partir de los genes méas abundantes poseen mayor proba-
bilidad de rehibridarse entre si, quedando inhabilitados para hibridar en la reacciéon 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 desvios cuando algunos amplicones son ligados con ma-
yor preferencia que otros. Ademés, una vez clonados, determinados insertos podrian ser letales para
la cepa transformada [Palatinszky et al., 2011]. Los desvios y artefactos que pueden afectar a esta
metodologia limitan la informacién que puede obtenerse a partir de las bibliotecas de productos de
amplificacién. Otra limitacion de esta metodologia esta relacionada con la baja cobertura de analisis
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 mas modernos como es la secuenciacion 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, ain 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 desvios anteriormente mencionados.
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Figura 1.7: Construccién de bibliotecas de productos de amplificacién a partir de ADN ambiental. Modificado
a partir de Crump y colaboradores [Crump et al., 2005].

1.3.2. PCR cuantitativa

La PCR cuantitativa (qQPCR) es una metodologia basada en la amplificacién de genes, en la
cual cada ciclo de amplificacion es monitoreado en tiempo real utilizando tecnologias de deteccién por
fluorescencia [Valasek et al., 2005]. Las senales de fluorescencia pueden provenir de colorantes capa-
ces de unirse a la doble hebra de ADN o de sondas fluorescentes con secuencias especificas. [Valasek
et al., 2005, Wilhelm et al., 2003]. Durante la amplificacién, los datos de fluorescencia son graficados
en funcién del nimero de ciclo, dando lugar a una curva tipica de amplificacién como la observada
en la figura 1.8. Este proceso presenta cuatro fases: la fluorescencia de base, la fase exponencial, la
amplificacion lineal v la fase de meseta o plateau. En la etapa exponencial, la cantidad de amplicén del
gen de interés es proporcional a su concentracion inicial, por lo que esta informacion es utilizada para
cuantificar el mimero de genes presentes en la muestra. Para ello, se fija arbitrariamente un umbral de
fluorescencia significativamente mayor a la fluorescencia de base que permita comparar las muestras.
Luego, se determinan los valores de Ct para cada muestra, los cuales representan la cantidad de ciclos
de amplificaciéon que fueron necesarios para superar dicho umbral. Los valores de Ct se encuentran
relacionados con la cantidad inicial de templado (a mayor concentracién, se necesitardn menos ciclos

para alcanzar el Ct) y por lo tanto pueden ser utilizados para la cuantificacién de los genes de interés
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a partir de curvas de calibracién generadas con un gen estandar [Bustin, 2004, Smith y Osborn, 2009].

Fluorescencia

.I i’
. T ~‘— ——‘— ———————— Valor umbral

Ciclo de amplificacién

Figura 1.8: Curva de fluorescencia en funcién de los ciclos de amplificacion observada en dos reacciones de gPCR.
conteniendo distintas concentraciones de templado.

Entre los colorantes mas utilizados se encuentra SYBR Green 1. Este colorante se intercala entre
los pares de bases adyacentes del ADN doble cadena emitiendo una senal de fluorescencia, por lo que
al aumentar la cantidad de fragmentos de ADN doble cadena a lo largo de los ciclos de amplificacién
también se incrementa esta senal. Dado que dicho colorante es capaz de unirse a cualquier hebra de
ADN doble cadena, todo producto inespecifico producido durante la amplificacién, asi como también
la formacién de dimeros de cebadores sobreestimard la abundancia de los genes blanco [Smith y Os-
born, 2009, Wilhelm et al., 2003]. Este método de deteccién de fluorescencia permite la construccién
de curvas de desnaturalizacion para analizar la especificidad de los productos de reaccién. Luego de
finalizada la reaccién de amplificacion se generan aumentos graduales de temperatura, dando lugar
a la disociacién del ADN doble cadena y por lo tanto de las moléculas de colorante. Esto resulta
en una disminucion de la fluorescencia, la cual puede ser representada en funcién de la temperatura
para generar las curvas de desnaturalizacién correspondientes (Figura 1.9b). La temperatura en la
que se observa una caida pronunciada de la sefial de fluorescencia se denomina temperatura de des-
naturalizacién (Tm). Dado que la Tm depende del tamano y composicién de los fragmentos de ADN,
permite identificar tanto la presencia de productos inespecificos como de dimeros de cebadores [Smith
y Osborn, 2009, Wilhelm et al., 2003]. Asimismo, es frecuente representar la derivada negativa de la
fluorescencia (-dI/dT) respecto de la temperatura (Figura 1.9a), a fin de detectar mas facilmente estos

productos.
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Figura 1.9: Curvas de melting. a) -dI/dT en funcion de la fluorescencia. b) Intensidad de la fluorescencia en
funcién de la temperatura.

La PCR cuantitativa se ha convertido en una metodologia ampliamente utilizada en investigacién
y en diagnéstico tanto médico como ambiental [Cébron et al., 2008, Fierer y Jackson, 2005, Mestdagh
et al., 2008, Wilhelm et al., 2003]. Una de sus principales ventajas es que posibilita la estimacién de
la abundancia del gen de interés en un amplio rango dindmico (més de ocho 6rdenes de magnitud).
Esto, sumado a su gran sensibilidad, permite la deteccién de menos de cinco copias de la secuencia
blanco por reaccién. Finalmente, la qPCR no requiere manipulaciones posteriores y por lo tanto
se minimizan las posibilidades de contaminacién en el laboratorio con productos de amplificacién
[Valasek et al., 2005, Wilhelm et al., 2003]. Sin embargo, esta técnica también posee ciertas limitaciones
[Valasek et al., 2005]. La principal de ellas, al igual que en las reacciones de PCR tradicional, es su
susceptibilidad a la inhibicién por determinados compuestos que pueden presentes en la muestra, como
por ejemplo inhibidores fendlicos [Wilson, 1997]. Ademads, al igual que la PCR, depende fuertemente

de la informacidn disponible en las bases de datos para el diseno de los cebadores.
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1.3.3. Metagenémica

El conjunto de herramientas y el campo de estudio destinados a la caracterizacién y andlisis de la
totalidad de los genomas microbianos presentes en una muestra ambiental se denomina ” Metagenémi-
ca”[Riesenfeld et al., 2004]. Si bien las estrategias metagenémicas presentan desvios y limitaciones,
este abordaje permite acceder al potencial genético contenido en una comunidad microbiana de forma
mucho més completa [Ferrer et al., 2009, Simon y Daniel, 2009]. La alta diversidad que presentan los
microorganismos en las comunidades microbianas representa el mayor desafio de este nuevo campo de
estudio. Sin embargo, esta diversidad presenta también un gran valor, y la metagendmica representa
una disciplina clave para acceder a dicho potencial. La metagenémica esta 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 evolucién, y a revelar sus posibles utilidades biotecnoldgicas [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 amplificacién. Ambas se describen brevemente a continuacién.

1.3.3.1. Bibliotecas metagenémicas

De forma similar a las bibilioteas gendémicas, la construccién de una biblioteca metagendémica
consiste en el clonado de ADN metagendmico en vectores adecuados, y la posterior transformacion
de la célula hospedadora. De acuerdo al vector utilizado, es posible generar dos tipos de bibliotecas
metagendémicas, aquellas que contienen insertos menores a 10 kb, los cuales son clonados en vectores
plasmidicos, y las que poseen insertos de hasta 40 kb o mayores (clonados en césmidos, fésmidos
o BACs). La construccién de uno u otro tipo de biblioteca dependera del tamano de los fragmentos
obtenidos durante la extraccién de ADN metagendmico, de la estrategia de biisqueda seleccionada para
identificar los clones de interés, del hospedador y del nimero clones requerido para que la biblioteca
sea representativa del metagenoma, entre otros factores [Daniel, 2005]. Generalmente, las bibliotecas
metagendémicas en plasmidos son empleadas para la identificacion de nuevas biomoléculas codificadas
por un sélo gen u operén pequeiio. Sin embargo, para poder identificar rutas metabdlicas codificadas
por varios genes, o fragmentos de ADN destinados a la caracterizacién genémica de microorganismos
no cutivables, es conveniente la construccién de una biblioteca en césmidos, fésmidos o BACs [Simon
y Daniel, 2011]. Aunque la construccién de una biblioteca metagenémica es conceptualmente simple,
se requiere de un gran numero de clones a fin de lograr una adecuada cobertura del andlisis de la

comunidad en estudio.

La identificacién de los clones conteniendo genes de interés involucra estrategias de busqueda

basadas en las secuencias de nucleétidos de los genes en estudio o en la determinacién una actividad
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enzimética [Simon y Daniel, 2011]. Los anélisis basados en secuencias nucleotidicas incluyen el uso
de técnicas moleculares como PCR o hibridacién. Debido a que estas técnicas utilizan cebadores o
sondas disenados a partir de regiones conservadas de genes conocidos, su aplicacién queda limitada a
la identificacién de nuevos miembros de familias de genes previamente caracterizadas. Por otro lado,
dichas estrategias no permiten asegurar la deteccién de genes completos y/o funcionales [Daniel, 2005,
Simon y Daniel, 2009]. Ain asi 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 metodologias también pueden ser utilizadas en la deteccién de genes biomarcadores filo-
genéticos. Por otra parte, la bisqueda de clones basada en la deteccién de una actividad enzimética
de interés no depende del conocimiento previo de las secuencias de los genes que las codifican. En con-
secuencia, los ensayos funcionales representan la Unica 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-
tificacién de genes completos y funcionales. Sin embargo, la deteccién 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 heterdlogos [Riesenfeld et al., 2004, Simon y Daniel, 2011]. Debido a
que las estrategias moleculares y funcionales son complementarias, el uso de ambos tipos de andlisis

permite obtener mayor informacién sobre los genes en estudio.

La construccion y el andlisis de bibliotecas metagenémicas es considerada una tarea laboriosa,
dado que a menudo es necesario analizar decenas de miles de clones para poder estudiar el potencial
metabdlico de una comunidad. A pesar de ello, las bibliotecas metagendmicas representan un reservorio
importante de informacién genética. A partir de ellas es posible llevar a cabo numerosos estudios, como
por ejemplo analizar el contexto genémico de los genes identificados, evaluar la presencia de eventos de
transferencia horizontal de genes y realizar ensayos posteriores de expresién hetréloga y caracterizacion

bioquimica [Ferrer et al., 2009].

1.3.3.2. Secuenciacion al azar del metagenoma

Esta estrategia metagenomica consiste en la secuenciacion directa del ADN purificado a partir
de una comunidad microbiana mediante plataformas de secuenciacién en gran escala [Shendure y Ji,
2008]. Dado que estas plataformas generan un gran numero de secuencias, la cobertura de analisis
es significativamente mayor respecto de las metodologias descriptas anteriormente [Di Bella et al.,

2013]. Esto posibilita realizar estudios sobre la diversidad y potencial metabdlico de una comunidad
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microbiana de una manera global y con una mayor resolucién [Krause et al., 2008]. Esta metodologia
es aplicada frecuentemente para estudiar las diferencias existentes entre muestras ambientales a partir
del andlisis 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 asi los tiempos de andlisis.
Sin embargo, las secuencias obtenidas por estas tecnologias de secuenciacion 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 disenados 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 desafio que presenta esta
estrategia, es que requiere de gran capacidad computacional para el andlisis y procesamiento de la

informacién generada.

1.3.4. Tecnologias de secuenciacion de segunda generacién

Se denomina asi a las plataformas de secuenciaciéon que producen, mediante la sitesis de ADN,
secuencias de una longitud entre 25 y 1000 pb en forma masiva y paralela [Shendure y Ji, 2008]. El
desarrollo de esta tecnologia ha reducido los costos de la generacién de secuencias e incrementado
su rendimiento en varios 6rdenes de magnitud respecto de las secuenciacién tradicional desarrollada
por Sanger [Sanger y Coulson, 1975]. Por sus caracteristicas, la secuenciacién de alto rendimiento
no so6lo es utilizada en el estudio de metagenomas, sino también en la secuenciaciéon de productos
de amplificacién, fésmidos, genomas de microorganismos aislados y metatranscriptémica, 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 bioquimica y en cémo se disponen los distintos fragmentos de
ADN a secuenciar, todas ellas realizan la secuenciacién en etapas conceptualmente similares. Dichas
etapas consisten en la fragmentacién al azar del ADN, la ligacién de adaptadores comunes, separacién
de los fragmentos obtenidos, generacién de amplicones a partir de dichos fragmentos y finalmente
la secuenciacién compartamentalizada de cada grupo de amplicones mediante ciclos alternados de
incorporacién de nucleétidos y adquisicién de datos (éstos ultimos basados en las senales generadas

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

Entre las plataformas de secuenciacién maés utilizadas durante los tltimos afios, se encuentran
[umina [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 tamano de secuencias. Por lo tanto, resulta de utilidad en el anélisis de regiones palindrémicas
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o repetitivas y en los casos en que se requiere reconstruir fragmentos de ADN metagenémico (las
secuencias largas son mds faciles 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 secuenciaciéon mas modernas. Ademds 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 informacién por corrida a un menor costo y con una mayor precisién que
la plataforma 454 Roche. Su principal limitacién es que genera secuencias mas 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 tecnologias 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 analisis de las secuencias obtenidas
(ensamblado, prediccién de genes, anotacién funcional, asignacién taxonémica, andlisis comparativos,
etc.) se muestran en la tabla 1.2. Estos andlisis generalmente son aplicados tanto a los datos obte-

nidos a partir de bibliotecas metagenémicas como a partir de la secuenciacién al azar de metagenomas.
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1.4. Bahia Ushuaia, el sitio de estudio

Bahia 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 Pacifico y Atldntico en el extremo sur de Sudamérica (Figura
1.10). En sus orillas se encuentra Ushuaia, la ciudad més austral del mundo. La economia local depende
principalmente del turismo, el comercio, la pesca y el desarrollo industrial, actividades que involucran
un intenso trafico de buques en esta bahia. 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 Orién (localizada en la ciudad de Ushuaia), a partir de un pequeno 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 Bahia Ushuaia
no es un zona de explotacion 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
bahia [Commendatore et al., 2012, Esteves et al., 2006]. Un trabajo reciente ha identificado tres
zonas en la bahia con distintos niveles de contaminacién por hidrocarburos: este, sudoeste y centro
[Commendatore et al., 2012]. En la zona central, sedimentos intermareales y submareales presentaron
una alta concentracién de hidrocarburos de origen petrogénico y pirogénico [Commendatore et al.,
2012, Marcos et al., 2012], probablemente como consecuencia de derrames ocasionados en la cercania
de los muelles presentes en esta zona [Commendatore et al., 2012, Esteves et al., 2006]. Por otra parte,
en sedimentos intermareales cercanos a Planta Orion, objeto de estudio de este trabajo, se detectaron
signos de degradacion de hidrocarburos alifaticos propios de sedimentos crénicamente contaminados
[Commendatore et al., 2012]. Asimismo, y como consecuencia de la circulacién de agua en sentido
antihorario predominante dentro de la bahia, los hidrocarburos de esta zona podrian ser transportados
hacia zonas menos afectadas, como es el caso del drea ubicada al sudoeste de la bahia [Commendatore

et al., 2012].
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Figura 1.10: Ubicacion del sitio de muestreo. La foto muestra una vista del muelle y de los tanques de almace-
namiento de combustible de la Planta Orion.

1.4.1. Factores ambientales y el impacto de los hidrocarburos sobre Bahia Ushuaia

La persistencia y el impacto de los hidrocarburos en Bahia Ushuaia se ven favorecidas por las
condiciones ambientales existentes en esta regién subantartica. En primer lugar, el clima oceanico
subpolar, con una temperatura superficial del agua que varia desde un promedio de 4,5°C en julio y
9,7°C en enero [Dionisi et al., 2011], disminuye la solubilidad de los hidrocarburos respecto de otras

regiones mas calidas, y por ende su biodisponibilidad. Ademas, a pesar de que existen microorganis-
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mos adaptados a ambientes frios 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-
gradacién, al afectar la actividad microbiana [Coulon et al., 2007]. En segundo lugar, y a diferencia
de la costa Atldantica de la provincia de Tierra del Fuego, Bahia Ushuaia se encuentra en una region
protegida de fuertes vientos, con lo cual no hay olas que faciliten la oxigenacién y por ende los procesos
de biodegradacién aerdbica 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 radiacién ultravioleta-B (UV-B, 280-315 nm) como consecuencia de la
disminucién de la capa de ozono ubicada sobre la Antértida [Diaz et al., 2006, Frederick et al., 1994].
La radiacién UV-B, en ciertas condiciones, puede incrementar el efecto téxico de los HAPs, fenémeno
denominado toxicidad fotoinducida [Arfsten et al., 1996, McDonald y Chapman, 2002]. Si bien la rele-
vancia ecoldgica de la toxicidad fotoinducida atin se desconoce [McDonald y Chapman, 2002], diversos
organismos presentes en los ambientes costeros antarticos y subantarticos de Argentina podrian verse
afectados. Sargian y colaboradores realizaron ensayos experimentales a fin de observar el efecto de la
radiacion UV y de la fraccién soluble del petrdleo crudo en microplancton de agua de mar de Bahia
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 Bahia Ushuaia con

capacidad de degradar HAPs

Desde el afio 2004 hasta la fecha, estudios realizados en el Laboratorio de Microbiologia Am-
biental del Centro Nacional Patagénico (CENPAT-CONICET) han permitido identificar diferentes
poblaciones bacterianas capaces de degradar HAPs en sedimentos intermareales de Bahia Ushuaia.
Estos estudios se basaron en la amplificaciéon de genes biomarcadores funcionales, especificamente de
aquellos que codifican para el componente catalitico 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 analisis 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 aminodcidos) 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 presenté altos porcentajes

de identidad con el gen phnAc, caracteristicos de bacterias marinas hidrocarbonoclasticas 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, resulté 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 aminodcidos) 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 Patagénica, incluyendo Bahia Ushuaia [Marcos et al., 2012]. Estos
andlisis mostaron que en sedimentos cercanos al muelle de la Planta Orién en una serie temporal de
seis anos, la abundancia de las variantes B, C y D en la mayoria de los casos fue superior respecto
de la abundancia de genes arquetipicos 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 podrian tener
un rol clave en la biodegradacién de HAPs [Marcos et al., 2012]. Respecto de las variantes novedosas
restantes (F a S), se observé que la mayoria 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 HIPOTESIS DE TRABAJO

La caracterizaciéon de los microorganismos que presentan la capacidad para degradar HAPs
resulta de interés para el desarrollo econdémico sustentable de zonas costeras afectadas por la conta-
minacion con hidrocarburos. Estudios realizados en la regién costera Patagoénica, particularmente en
Bahia Ushuaia, sugieren la existencia de multiples poblaciones microbianas que presentan la capacidad
de degradar estos compuestos. Sin embargo, las metodologias empleadas en estos estudios fueron inca-
paces de revelar los mecanismos degradativos que utilizan dichas poblaciones. Asimismo, por causa de
las limitaciones metodoldgicas, probablemente se haya subestimado la diversidad de microorganismos
degradadores de HAPs autoctonos de estos ambientes. Es por esto que el objetivo general de este

trabajo fue:

Incrementar nuestro conocimiento sobre la diversidad y relevancia ecoldgica de los microorganis-
mos con capacidad para degradar HAPs autdctonos de ambientes costeros subantdrticos cronicamente

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

Para ello, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

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

diante analisis cualitativos y cuantitativos de genes biomarcadores funcionales.

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

dacién de HAPs.

III. Estudiar a nivel genémico las rutas degradativas utilizadas por los microorganismos presentes
en estos sedimentos, asi como también otros mecanismos desarrollados para su adaptaciéon a este

ambiente.

En la presente Tesis Doctoral se formulé la siguiente hipétesis de trabajo:

La comunidad microbiana de los sedimentos subantdrticos cronicamente contaminados con hi-
drocarburos contiene una gran diversidad de genes aun no descriptos relacionados con las rutas de-

gradativas de HAPs.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Composicion 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 ajusté a pH 7,0 con NaOH y se agregé la
cantidad necesaria de agua destilada para obtener un litro de medio de cultivo. Para el caso de medio

LB sélido, se agregaron 15 g de agar por litro. Se esterilizé6 mediante autoclavado.

LB/Km: A un litro de medio LB esterilizado se agregé kanamicina hasta una concentracién de

50 mg/1.

LB/Cm: A un litro de LB esterilizado se agreg6 cloranfenicol hasta una concentracién de 12,5

pig/ml.

S.0.C: 2% (p/v) de triptona, 0,5% (p/v) de extracto de levadura, 10 mM de NaCl, 2,5 mM
de KCI, 10 mM de MgCly, 10 mM MgSOy, 20 mM de glucosa.

2.1.2. Soluciones

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

La solucién, preparada en agua destilada, se esterilizé por autoclave y se almacend a 4°C.

Solucién de lisis II: Se prepar6 en el momento de ser utilizada, diluyendo 0,2 N de NaOH y

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

Solucién de lisis III: 60 ml de acetato de potasio 5 M se mezclaron con 11,5 ml de acido

acético glacial, llevando a un volimen final de 100 ml con agua destilada. La solucién se almacené a
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4°C.

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

en agua destilada se esterilizé por autoclave y se almacené a 4°C.

Tris-HC1 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 HCI concentrado. Se llevé a un

volumen 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

HCI concentrado.

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

almacend a temperatura ambiente.
TAE 50X: 2M de Tris, 1M de acido acético glacial, 100 mM de EDTA.
Buffer PDB: 10 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 100 mM de NaCl y 10 mM de MgCl,.

Solucién stock de EDTA 0,5 M (pH 8): Se agregaron 187,1 g de NagEDTA.2H20 a 800 ml
de agua destilada. Se mezclé mediante agitacién magnética y se ajusté el pH con NaOH 10 mM. Se
agrego la cantidad suficiente de agua destilada hasta obtener un litro de solucién y se esterilizé mediante

autoclave. Se almacend a temperatura ambiente.

2.2. Cepas bacterianas utilizadas

Genotipos:

DH5a: F~80lacZAM15A (lacZYA-argF )U169 recAl endAl hsdR17(xr; , m) phoA supEd4 thi-
1 gyrA96 relAl tonA.

EPI300-T1®: F~ mcra A(mrr-hsdRMS-merBC) (Strf) 80dlacZAM15 AlacX74 recAl endAl
araD139 A(ara, lew)7697 galU galK X\ ~ rpsL nupG trfA tonA dhfr.

2.3. Obtencion de muestras de sedimentos intermareales

Se obtuvieron muestras superficiales (0 - 3 cm) de sedimentos intermareales con tubos de acrilico
de 4,4 cm de didmetro interno y 25 c¢m de largo, a fin de mantener la estratificacion 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 linea 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 alicuoté y almacené a -80°C
hasta el momento de realizar los andlisis 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 tltimos digitos del afilo de muestreo.

2.4. Extracciones de ADN

2.4.1. Extracciéon de ADN metagenomico

2.4.1.1. Extraccién de ADN mediante kit comercial

Las extracciones de ADN metagenémico se realizaron por duplicado a partir de 0,7 a 1 g de
sedimento himedo utilizando el kit de extracciéon FastDNA para suelos (FastDNA SPIN kit for soil,
MP Biomedicals, Solon, Estados Unidos). Se siguieron las instrucciones del fabricante con algunas
modificaciones: la homogeneizacién de las muestras se realizé tres veces durante 50 segundos a veloci-
dad méaxima utilizando un mini beadbeater Biospec (Bartlesville, Estados Unidos) con intervalos de
1 minuto en hielo entre pulsos de homogenizacién, y el ADN se eluy6 en 150 ul de Tris-HCI 10 mM

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

2.4.1.2. Extraccion manual de ADN metagenémico

El protocolo manual para la extraccién de ADN utilizado en la construccién de la biblioteca
metagendmica se basé en aquel desarrollado por Zhou y colaboradores [Zhou et al., 1996]: 5 g de
muestra fueron mezcladas con 13,5 ml de buffer de extraccién [100 mM Tris-HCI (pH 8); 100 mM
NapEDTA (pH 8); 100 mM de buffer fosfato de sodio (pH 8); 1,5 M NaCl; 1% (p/v) CTAB] y se
adicionaron 50 ul de proteinasa K (20 mg/ml). La mezcla se incubé a 225 rpm por 30 min a 37°C.
Luego de la incubacidn, se agregaron 1,5 ml de SDS al 20% (p/v) y se incubé a 65°C durante 2 h en
agitacion suave (50 rpm), mezclando suavemente por inversién cada 15 o 20 min. La solucién obtenida
se centrifugd a 6000 x g (Sorvall RC5C, rotor SA-600) durante 10 min a temperatura ambiente. El
sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo de centrifuga, y se realizaron otras dos extracciones a partir
del pellet obtenido adicionando 4,5 ml del buffer de extraccién y 500 ul de SDS 20 % (p/v), agitando con
vortex durante 10 s. Se incub6 la mezcla a 65°C durante 10 min y se centrifugd 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 isoamilico (24:1). Se recuperd la fase acuosa por centrifugacion

(5 min a 10.000 x g), se colocé en tubos corex y se precipité con 0,6 vol de isopropanol a temperatura
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ambiente durante 12 hs. Se centrifugé a 16.000 x g durante 20 min a temperatura ambiente y se
lavé el pellet de ADN con 5 ml de etanol al 70 % (v/v). Posteriormente, se centrifugé durante 10 min
a 16000 x g y el precipitado fue resuspendido en 100 pl de 10 mM Tris-HCI (pH 8) preparado con agua
de calidad biologia molecular (Gibco, Invitrogen). E1 ADN se almacend a -80°C hasta su posterior

andalisis.

2.4.2. Extraccién de ADN plasmidico y fosmidico

2.4.2.1. Extraccion de plasmidos mediante el método de lisis alcalina

Previo a la extracciéon de ADN plasmidico utilizando el método descripto por Sambrook y Rusell
[Sambrook y Russell, 2001], se inoculé una colonia aislada de Escherichia coli DH5« conteniendo el
pldsmido de interés, en 3 ml de medio LB/Km y se incubé a 37°C durante 12-16 hs en agitacién
vigorosa (250 rpm). Luego de la incubacién, el cultivo obtenido se centrifugé a maxima velocidad por
30 seg mediante microcentrifuga, se resuspendio el precipitado celular en 500 ul de STE a 4°C y se
centrifugd nuevamente. El precipitado obtenido se resuspendié en 100 pl de solucién de lisis alcalina
I a 4°C y se mezclé vigorosamente con agitador. Posteriormente, se adicionaron 200 pl de solucién
de lisis II, se mezclé por inversién cinco veces y se incubd en hielo por 1 min. A continuacién, se
agregaron 150 ul de solucion de lisis I a 4°C, se mezcld por inversion cinco veces y se incubé 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 volimenes de etanol absoluto en cada muestra, se
mezclo vigorosamente y se dejé precipitando a -20°C durante 3 h. Luego, se centrifugd a 14,000 x g
durante 5 min, y se lavé el precipitado con etanol 70 % (v/v). Una vez evaporado el etanol, el ADN

fue disuelto en 50 pl de Tris-HC1 10 mM (pH 8) y se almacené a -20°C.

2.4.2.2. Extraccion de plasmidos y fé6smidos mediante un kit comercial

Tanto para la extraccion de plasmidos como para la extraccién de fésmidos se utilizé el kit
QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN Inc., Valencia, CA, Estados Unidos). Para la purificacién de
plasmidos, previamente se inoculé una colonia aislada de E. coli DHb5a conteniendo el plasmido de
interés, en 3 ml de medio LB/Km, incubando a 37°C durante 12-16 hs en agitacién vigorosa (250
rpm). Luego de la incubacidn, el cultivo se centrifugd a maxima velocidad por 30 seg. A partir del
precipitado obtenido se realizé la extraccion del plasmido siguiendo las instrucciones del fabricante del
kit.

A diferencia de la purificacién de pldsmidos, la extracciéon y purificacion de fésmidos se realizd a

partir de 10 ml de cultivos en medio liquido LB/Cm y 1 X de solucién autoinductora (Epicentre
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Biotechnologies, Madison, WI, Estados Unidos) teniendo en cuenta las siguientes recomendaciones del
fabricante del kit: se duplicaron los volimenes de las soluciones P1, P2 y N3 y se realizé un paso de

lavado con buffer PB. Ademas, el ADN fue eluido utilizando el buffer EB a 70°C.

2.4.3. Cuantificacion de ADN

El ADN de plasmidos, fésmidos y metagendmico fue cuantificado por fluorometria utilizando un
fluorémetro QuantiFluorTM—ST Handheld (Promega Corporation, Madison WI, Estados Unidos) en
el canal de deteccién de fluorescencia A (canal UV 365nm,, y 440-470nme,, ), y el colorante Hoechst
33258 (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, Estados Unidos), siguiendo el protocolo sugerido en
el manual del equipo. La calibracién del fluorémetro se realizé con un estdndar de ADN de timo
de ternero (Calf Thymus, Amersham Biosciences). Se utilizaron cubetas de metacrilato en todas las

mediciones.

2.5. Construccion de bibliotecas de productos de amplificacion

2.5.1. Amplificacién de genes de dioxigenasas

Las reacciones de amplificacién fueron realizadas en un voliimen final de 25 ul conteniendo 1X
de buffer de la enzima Taq polimerasa, 1,5 mM de MgCls, 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/reaccién. Dichas reacciones se llevaron a cabo en un termociclador PTC-100
(MJ Research, Waltham, MA, Estados Unidos), utilizando el siguiente programa de amplificacién: 5
min a 94°C, 40 ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg a la temperatura de hibridacion de los cebadores indi-
cados en la tabla 2.1 y 30 seg a 72°C y un ciclo final de extensién de 15 min a 72°C. En cada ensayo
se incluy6 un control negativo conteniendo agua destilada autoclavada en lugar del templado. Para
el control positivo, se utilizaron plasmidos conteniendo insertos obtenidos a partir de la amplificién
de genes de dioxigenasas. La presencia de fragmentos de amplificacién se verificé mediante corridas
electroforéticas a 70V en geles de agarosa al 1,5 % (p/v) utilizando buffer TBE 0,5 X. Los geles fueron
tenidos con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio en buffer TBE 0,5 X durante 30 minutos y destenidos
con agua destilada durante 20 min. E1 ADN fue visualizado utilizando un documentador de geles

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

CEBADOR SECUENCIA' T? CONC? REFERENCIAS
Acl14f 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., 2000]

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 minuscula corresponden al c6digo IUPAC para bases degeneradas.
2: Temperatura de hibridacién en grados centigrados.

3: Concentracién de los cebadores (M)

2.5.2. Clonado de productos de amplificacién

Para el clonado de los productos amplificados, se utilizaron entre 2 y 4 reacciones de amplifi-
cacion, las cuales fueron combinadas con el fin de incrementar la representatividad de este analisis y
disminuir los desvios asociados a esta metodologia [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) v la banda del tamano 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 amplificaciéon 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 MgCls y 1,5 U de enzima T-PLUS. Poste-
riormente, los fragmentos fueron ligados al vector pCR 4.0-TOPO® de acuerdo a las instrucciones
del fabricante del kit TA cloning kit for sequencing (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos). El
plasmido resultante fue utilizado para transformar células F. coli DH5« competentes quimicamente
[Sambrook y Russell, 2001]. Para ello, se utilizaron 200 pl de células DH5« a las cuales se agregaron
3 pl de reaccion de clonado, se mezclé suavemente y se incubd en hielo entre 40 y 60 min. Luego, se
realizé un shock térmico incubando a 42°C durante 90 segundos, transfiriendo inmediatamente a hielo
durante 1 o 2 minutos. Finalmente, se agregaron 800 ul de medio S.0O.C., se incub6 durante 90 min a

37°C en agitacién suave (50 rpm) y se centrifugé durante 3 min a 10.000 rpm. Posteriormente, se eli-
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minaron aproximadamente 600 ul del sobrenadante y se resuspendieron las células en el medio S.O.C.
restante. Las células transformadas fueron sembradas en medio sélido LB/Km, incubando durante 12
hs a 37°C. Como control positivo, la transformacién de las células se realizd a partir del agregado de
un pladsmido de concentracién conocida que contenia un producto de amplificacién como inserto. En
los controles negativos, se reemplazé la mezcla de ligacion por el agua provista por el fabricante del

kit.

2.5.3. Restriccion de los fragmentos clonados

A partir de amplicones provenientes de los insertos clonados, se realizaron reacciones de res-
triccién utilizando 20 pl de productos de amplificacién, a los cuales se adicionaron 0,5 ul de enzima
Haelll (Promega, Madison, WI, Estados Unidos) segin las instrucciones del proveedor. La mezcla de
reaccion se incub6 a 37°C durante 12 hs. Posteriormente, los fragmentos de restriccion obtenidos se

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

2.6. Cuantificacion de genes correspondientes a la variante T de

enzimas dioxigenasas

2.6.1. Diseno de cebadores para los ensayos de qPCR

Las secuencias nucleotidicas 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
parametros 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 disenar el par de cebadores utilizados en la cuantificacién 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 hibridacién.

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

debe diferir en mas de 2°C.
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3. Los cebadores no deben formar dimeros entre si o estructuras secundarias, ya que pueden com-

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

4. Tener uno o mas residuos de G o C en el extremo 3’. Esto aumenta la eficiencia de unién de
los cebadores al ADN blanco, sin embargo se deben evitar repeticiones de méas de tres o cuatro

residuos de GC en los ultimos 5 nucledtidos de este extremo.

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

cuanto mas corto es el amplicén, mejor es la eficiencia de amplificacién.

Tanto la probabilidad de formacién de dimeros de cebadores como la probabilidad de generar es-
tructuras secundarias se calculé 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 comparacién de sus secuencias con la base de datos del National Center for

Biotechnology Information (NCBI) utilizando la herramienta blastn.

2.6.2. Preparaciéon del estandar para la cuantificacién de la variante génica T

Se selecciond el clon Nahfor596R-OR14 para ser utilizado como estdndar en el ensayo de qPCR
disenado. Dicho clon contiene un fagmento del gen correspondiente a la variante T clonado a partir
de sedimentos del sitio de muestreo Planta Orién. Para ello, se purificé el plasmido utilizando el kit
QIAprep Spin Miniprep, y se linealiz6 mediante la enzima de restriccién NotI (Promega, Madison, W1,
Estados Unidos), la cual digiere al vector pCR 4.0-TOPO® en un sélo sitio. Para verificar que dicha
enzima no posea un sitio de corte en el inserto, se analizd 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 restriccién y el buffer utilizados durante la digestén. La concentracién del
estandar se determiné por fluorometria tal como se indicé en la seccién 2.4.3. Dicha concentracién
ademds fue confirmada por electroforesis en gel de agarosa 0,8 % (p/v) utilizando el marcador de
peso molecular High DNA Mass™ Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos). El niimero de
copias/pul de estandar fue calculado teniendo en cuenta el tamafio molecular del mismo (4.253 pb) y

asumiendo un peso molecular de 660 Da por cada par de bases, de acuerdo a la siguiente férmula:

Concentraciéon de ADN del esténdar (g/ul) x 6,022,10%3
Tamano molecular (pb) x 660 Da

Num. de copias/ul =

Se realizé una dilucién del estdndar hasta obtener una concentracién de 109 copias de esténdar/pul.

A partir de esta solucién se llevaron a cabo diluciones seriadas cubriendo un rango de 107 copias por
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reaccion hasta 5 copias, con el objetivo de realizar las curvas de calibracion utilizadas para estimar la

abundancia de los genes blanco del ensayo de forma relativa al estandar.

2.6.3. Optimizacién de los ensayos de qPCR

Las amplificaciones realizadas tanto para la optimizacion de las reacciones de gPCR como para la
estimacién 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 reaccién de 20 pl. El programa de
amplificacién consistié en un paso inicial de desnaturalizacién de 5 min a 95°C y 45 ciclos de: 30
seg a 95°C, 30 seg a la temperatura de hibridacién de los cebadores y 30 seg a 72°C, realizando una
lectura de fluorescencia en cada ciclo. Se utiliz6 la mezcla de reaccién comercial Per feCT a® Green

Supermix (Quanta BioSciences, Inc., Gaitherburg, MD, Estados Unidos).

2.6.3.1. Optimizaciéon de la temperatura de hibridacion

Para determinar la temperatura 6ptima de hibridacién de los cebadores, se realizé una reaccion
de qPCR en la cual se programé un gradiente de temperatura que varié entre 50 y 60°C en el paso
de hibridacién de los cebadores. Para ello se utilizé una mezcla de reaccién conteniendo 1X de mezcla
comercial PerfeCTa, 600 nM de cada cebador (ARHD-T-f/ARHD-T-r), 1l de agua de calidad biologia
molecular (Gibco, Invitrogen) y 5 ul de templado por tubo de reaccién en dos concentraciones diferentes
de ADN metagendémico de la muestra OR07 (2,5 y 5 ng de ADN/tubo de reaccién). Se evalué ademsés,
la amplificacién del estdndar en una tinica concentracién (108 copias por tubo de reaccién) para cada
temperatura testeada. Con respecto al control negativo de la reaccién de amplificaciéon, se reemplazé el
templado por agua de calidad biologia molecular (Gibco). En este caso, sélo se evalué su amplificacién

en la condicién de menor temperatura de hibridacion.

2.6.3.2. Optimizaciéon de la concentracion de los cebadores

La concentracion éptima de los cebadores para la cuantificaciéon de genes correspondientes a la
variante T se determiné 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 amplificacion se llevaron a cabo con el programa mencionado en la seccién 2.6.3 utilizando en cada
ciclo de amplificacién una temperatura de hibridacion de 50°C. En el control positivo de reaccion se
utilizaron 10° copias de estdndar como templado. Para el control negativo, se utilizé agua de calidad
biologia molecular en lugar del templado. En ambos controles solo se evaluaron dos combinaciones de

cebadores (600 nM ARDH-T-£/600 nM de ARHD-T-r y 900 nM ARHD-T-£/900 nM ARHD-T-r).
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2.6.3.3. Concentracion optima de templado

La concentracién de templado fue optimizada utilizando tres concentraciones de ADN meta-
gendmico de cada muestra (2,5, 5 y 7,5 ng), las condiciones descriptas en la seccién 2.6.3 y una
temperatura de hibridacién de los cebadores de 56°C. A fin de evaluar el posible efecto inhibitorio
del templado sobre las reacciones de amplificacién, se compararon los valores de abundancia relativa
de los genes blanco por microgramo de ADN para las tres concentraciones de templado evaluadas.
Para la estimacion de la abundancia de los genes blanco en las muestras ambientales se seleccioné la

concentracién de templado que presentd la menor inhibicidn.

2.6.4. Especificidad de los fragmentos de genes amplificados

Con el fin de verificar la especificidad de los productos de reacciéon generados durante la cuanti-
ficacién del gen blanco, se analizaron las curvas de desnaturalizacion y se realizaron corridas electro-

foréticas en geles de agarosa.

2.6.4.1. Curvas de desnaturalizacién

La temperatura de desnaturalizacién (Tm) para cada muestra se analizé en un gréfico en el que
se representd ;—dTI (donde dI es la derivada primera de la intensidad de la fluorescencia y dT es el
cambio de la temperatura) en funcién de la temperatura. Se compararon las Tm obtenidas a partir de

las reacciones de qPCR de los estandares con las Tm observadas en las muestras ambientales.

2.6.4.2. Electroforesis en geles de agarosa

Los productos de amplificacion de las muestras ambientales y de los estandares 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 tincién del gel con solucién 0,5 pg/ml
de bromuro de etidio. El tamano molecular de los productos de qPCR de las muestras se comparé con

el tamano observado en los estandares.

2.6.5. Estimacion de la abundancia de genes correspondientes a la variante T

En la amplificacién de genes de la variante T de dioxigenasas se utilizaron las concentraciones
optimas 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 amplificacién que consistié en
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un paso inicial de desnaturalizacién 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 deteccién de fluorescencia. Luego de finalizado el programa de
amplificaciéon, se realizaron curvas de desnaturalizacién cubriendo un rango de temperaturas de 70 a
95°C con lecturas realizadas a intervalos de 0,2°C. La amplificacién y cuantificacién de cada muestra
ambiental fue realizada por cuadruplicado. Junto con dichas muestras, también se amplifico el estandar
en un rango de 10® a 5 copias iniciales por reaccién. Ademads, se incluyé un blanco de reaccién. Los
registros de fluorescencia obtenidos fueron representados como el logaritmo de la fluorescencia en
funcién del ciclo de amplificacién. Se determiné de manera manual la linea de base o threshold, y se
calcul6 el niimero de copias por reaccién del gen a partir de la curva de calibracién. Luego, a partir
de las copias del gen blanco/tubo de reaccién se calcularon las copias del gen blanco/ug de ADN.
Las réplicas de cada muestra fueron utilizadas para el calcular la media y el desvio estandar en cada

determinacion.

Ademids de las réplicas, y con el objetivo de evaluar el efecto inhibitorio del templado sobre las
reacciones de amplificacién, se realizé una reaccion de qPCR adicional por cada muestra utilizando
como templado 2,5 ng de ADN y 108 copias de estdndar por tubo. En base al niimero de copias iniciales
del estandar presente en dicha reaccion, se calculé el porcentaje de inhibiciéon observado en presencia

de la muestra ambiental, de acuerdo a la siguiente ecuacién:

Copias del gen/tubo de reaccién

% Inhib = 100 — x 100

108copias de estandar/tubo

Tanto la eficiencia de las reacciones de amplificacién como el limite de deteccién y la linealidad del

ensayo se determiné a partir de las curvas de calibracién, como se indica en la seccién 3.2.3.

2.7. Construccion de la biblioteca metagenomica

La construccién de la biblioteca metagenémica se realizé utilizando el kit CopyControl ™MHTP
Fosmid Library Production Kit (Epicentre Biotechnologies, Madison, WI, Estados Unidos). Previo al
clonado del ADN, se llevaron a cabo los controles de ligacién 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. Preparaciéon del ADN metagenomico

El ADN metagenémico extraido utilizando el método manual (seccién 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 fusién (Genbio-
tech) al 0,85 % (p/v) en buffer TAE 1X durante 19 horas a 43 V, los fragmentos reparados del tamano
adecuado (aproximadamente 40 kb) fueron extraidos del gel. Para ello, el sector correspondiente a
la banda de interés no fue tenido ni expuesto a la radiacién UV. La posicién de los fragmentos del
tamano deseado fue estimada en base a la tincién de otra seccién del mismo gel conteniendo parte de la
muestra, el marcador de peso molecular y el fésmido control de 42 kb. El ADN seleccionado fue purifi-
cado a partir del fragmento del gel mediante una reaccién enzimética con gelasa (GELaseTMEpicentre
Biotechnologies, Madison, WI, Estados Unidos), recuperando el ADN por precipitacién de acuerdo a
las instrucciones del fabricante del kit de construccién de la biblioteca metagendémica con la siguiente
modificacion: el ADN fue precipitado durante 8 hs a -20°C, en lugar de 10 min a temperatura am-
biente. La concentracion del ADN recurperado fue determinada por fluorometria, y el tamano de los

fragmentos purificados se corroboré mediante electroforesis.

2.7.2. Reacciones de ligacion y empaquetado, infeccion de células EPI300-T1® y

titulacién de los clones generados

El ADN reparado y purificado fue ligado al vector de clonado pCC2FOS™. Los fésmidos gene-
rados fueron incubados con el extracto de empaquetado del fago lambda de acuerdo a las instrucciones
del fabricante del kit, con la siguiente modificacién: al finalizar la segunda incubacién con el extracto
de empaquetado, se agregaron 100 pl de buffer PDB y 5 ul de cloroformo [Taupp et al., 2009]. Se
mezclaron 125 pl de los fagos empaquetados y 5 ml de células EPI1300-T1® incubando a 37°C durante
1 hora. Seguidamente, se realizé la titulacién de los clones obtenidos en medio sélido LB/Cm, sem-
brando 50 y 10 ul (por duplicado) de células infectadas e incubando a 37°C hasta observar formacién
de colonias. El resto de las células se centrifugd durante 10 min a 3.500 x g, se descarto el sobrenadante
y las células se resuspendieron en 1 ml de medio LB conteniendo 20 % (v/v) de glicerol. Alicuotas de
100 pl de células resuspendidas se colocaron en tubos crioviales de 2 ml y se almacenaron a -80°C

hasta generar la biblioteca amplificada (seccién siguiente).

2.7.3. Conservacion de la biblioteca metagenémica

En base al titulo de la biblioteca metagendémica, se plaquearon volimenes 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 resuspensién, re-
presentando grupos de 100 clones replicados, se colocé en tubos de 2 ml para ser almacenados a -80°C.

Esta manera de almacenar la biblioteca metagenémica permite evitar pérdidas de los clones obtenidos.
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2.8. Identificacion de los clones de interés a partir de la biblioteca

metagenémica

2.8.1. Ensayos moleculares
2.8.1.1. Controles

Dado que se decidié realizar amplificaciones a partir de suspensiones celulares de los clones de
la biblioteca metagendémica, como control positivo se evalué la amplificacion a partir de células de E.
coli DH5a conteniendo el pldsmido pCR 4.0-TOPO® con el inserto AcORO06-6, el cual corresponde
a un fragmento de un gen de dioxigenasa. Para ello, se prepararon cultivos liquidos de este clon en
medio LB/Km. Luego de la incubacién durante 12 h a 37°C, se realizé la titulacién de la suspensién
celular obtenida. Teniendo en cuenta que el nimero de copias del pldsmido pCR 4.0-ToPO® puede
variar entre 500 y 700 copias por célula, se realizaron las diluciones correspondientes hasta obtener
una suspensién celular conteniendo aproximadamente 10* plasmidos/ul. Dichas diluciones se llevaron
a cabo con células generadas en el control de ligacién del kit CopyControlTM 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 seria equivalente a un clon de la biblioteca me-
tagenomica conteniendo el gen de interés en una mezcla de 100 clones amplificados. 5 pl de células
control lavadas con agua destilada estéril (conteneniendo aprox. 10° copias de plasmidos) se utilizaron
como templado en una mezcla de reaccién de 25 ul compuesta por 1X de buffer de enzima polimerasa,
1,5mM de MgCls, 0,2 mM de cada ANTP, 2 uM y 0,5 uM de cebadores Nah-for y Ac596r, respecti-
vamente (o 0,6 M de cada cebador ARHD-D-f/ARHD-D-r) y 1 U de ADN polimerasa T-PLUS. El
programa de amplificacién consistié 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;
0 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 agregd un paso final de incubacion a 72°C durante 15 min.

De igual manera, se evaluaron mezclas de reacciéon conteniendo 5 ul de células lavadas represen-
tando 104, 103, 10? y 10 copias de plasmidos por tubo de amplificacién a fin de determinar el limite de
deteccién de la técnica. Los productos de amplificacién obtenidos con los cebadores Nah-for /Ac596r se
analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1,5% (p/v) y se visualizaron mediante tincién 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 pl de cada grupo de 100 clones amplificados (seccién 2.7.3), se centrifugaron
durante 10 min a velocidad maxima en microcentrifuga y el precipitado celular obtenido fue resuspen-
dido en 25 ul de agua destilada estéril. 5 ul de cada suspensiéon celular fue utilizado en las reacciones
de amplificacion que incluyeron el set de cebadores correspondiente. Las mezclas de reaccion, asi como
los programas de amplificacion, fueron los descriptos en la seccién anterior. A partir de cada grupo
de clones en los que se observé la amplificacion de fragmentos del tamano esperado, se generaron
subgrupos de 30 clones por placa en medio sélido LB/Cm, los cuales fueron resuspendidos en 1 ml
de solucién fisiol6gica 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 resuspensién 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 amplificacién del tamano esperado en el subgrupo
correspondiente. Los clones individuales que dieron lugar a amplicones del tamano 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 (seccién
2.7.3) se realizaron diluciones en solucién fisiolégica estéril de manera tal de obtener aproximadamente
300 clones por placa de petri conteniendo medio LB/Cm sélido suplementado con arabinosa al 0,01 %
(p/v). Se cultivaron seis placas por cada grupo de clones, tres para ser utilizadas en la deteccién de

actividad naftaleno dioxigenasa y el resto para el andlisis de actividad extradiol dioxigenasa (EXDO):

2.8.2.1. Actividad naftaleno dioxigenasa

Los clones de la biblioteca metagenémica fueron incubados 24 hs en medio sélido a 37°C y, luego
de la incubacién se agregaron cristales de indol en la tapa de las placas. Las placas fueron incubadas
durante 15 dias 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 pertenecian y se plaquearon
100 pl de la dil. 107° en medio LB/Cm sélido, incubando a 37°C durante 24 hs (placas madre). Los
clones crecidos fueron replicados en medio LB/Cm sélido suplementado con arabinosa y se agregaron
cristales de indol luego de la incubacién a 37°C durante 24 hs, incubando nuevamente al resguardo
de la luz durante 15 dias a temperatura ambiente. Se analizaron tantos clones como fuera necesario

hasta encontrar el clon de interés. Aquellos que mostraron actividad enzimaética 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 agitacién (250 rpm). Una alicuota de dichos cultivos se almacené en

glicerol al 20 % (v/v) a -80°C para anélisis posteriores.

2.8.2.2. Actividad extradiol dioxigenasa

Los clones de la biblioteca metagendmica fueron sembrados en sélido (LB/Cm con arabinosa) e
incubadas durante 36 hs a 37°C. Luego de la incubacion, las colonias fueron rociadas bajo campana de
extraccién con solucién de catecol al 1% (p/v) esterilizada por filtracién mediante filtros con tamafo
de poro de 0,2 um, dejando actuar durante unos minutos. Los clones que mostraron coloracién amarilla
fueron aislados directamente en medio sélido LB/Cm y posteriormente cultivados en medio LB/Cm

liquido para su almacenamiento, tal como se describié en las secciones anteriores.

2.9. Analisis de los fragmentos de ADN

2.9.1. Control de calidad de los fosmidos

Para la digestion de los fésmidos, se utilizéo 1 ug de ADN fosmidico al cual se adicionaron 0,5
pl de enzima EcoRI o Notl (Promega, Madison, WI, Estados Unidos), de acuerdo a las instrucciones
del proveedor. En ambos ensayos se incubd a 37°C durante 4 horas, y los fragmentos de restriccion
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 fosmidico, se
ralizaron reacciones de qPCR teniendo como blanco a genes ARNr 16S bacterianos, utilizando los
cebadores 165-1055f y 16S-1392r indicados en la tabla 2.1. El programa de amplificacion consistié en
la incubacién 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 utilizé la mezcla
de reacciéon comercial Per feCTa® Green Supermix (Quanta BioSciences, Inc., Gaitherburg, MD,

Estados Unidos).

2.9.2. Secuenciacion de los fésmidos

Los fésmidos seleccionados fueron secuenciados de forma individual mediante la plataforma de
secuenciacién 454-Roche en el Instituto de Agrobiotecnologia Rosario (INDEAR, Rosario, Argentina).

Las lecturas generadas fueron ensambladas utilizando diferentes programas: WGS v7.0 y Newler v2.6.
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Se selecciond el mejor ensamblado en base a la comparacién estadistica de los resultados obtenidos
con cada uno de estos programas. A partir del ADN ensamblado se eliminé manualmente la secuencia

del vector.

2.9.3. Prediccion de marcos abiertos de lectura y anotacién funcional de las se-

cuencias identificadas

Los fragmentos ensamblados fueron analizados con dos sistemas integrales de prediccién y ano-
tacién automdtica: 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 automaticos de prediccion. La longitud de cada
uno de los genes identificados se comparé con sus genes ortdlogos utilizando la herramienta tblastx
del NCBI [www.ncbi.nlm.nih.gov/]. En los casos en que se observé superposicion de marcos abiertos
de lectura de mas de 60 nucledtidos y gran diferencia en la longitud de los genes predichos respecto
de los genes ortélogos, se realizd una correcciéon manual de los mismos teniendo en cuenta los criterios
mencionados por Palleja y colaboradores [Palleja et al., 2008] para evitar errores de anotacién. Las
secuencias de aminoacidos 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 funcién de las secuencias detectadas, las secuencias deducidas de aminodcidos se compara-
ron con las bases de datos del sistema para anélisis y clasificacion de secuencias de proteinas, 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. Analisis filogenéticos

El alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las enzimas oxigenasas identificadas se
realizé mediante el programa ClustalW, utilizando la matriz BLOSUM y aplicando valores prede-
terminados en los parametros restantes. En estos alineamientos también se incluyeron secuencias de
referencia pertenecientes a la subunidad alfa de enzimas RHO, o pertenecientes a enzimas extradiol
dioxigenasas, segin el andlisis correspondiente. En el caso del alineamiento de las secuencias deducidas
de aminoacidos identificadas a partir de la biblioteca de productos de amplificacién, se incluyeron la se-
cuencias correspondientes a la subunidad alfa de enzimas RHO de compuestos aromaticos 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 metagendmica, se incluyeron secuencias de

referencia que habian 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 més del 99 % de identidad, sélo se seleccioné una secuencia para los andlisis filogenéticos.
La construccion de los arboles filogenéticos se realizé 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. Estimacion del origen de los fragmentos clonados

La asignacion taxondémica de cada una de las secuencias codificantes fue realizada utilizano el
programa MEGAN (MEtaGenome ANalyzer, [Huson et al., 2007]) utilizando los siguientes pardmetros:
min-score=100, min-support=3, top-percent=10, win-score=0, min-complexity=0.44. Este programa
permite, mediante una busqueda por similitud, asignar el origen filogenético de un fragmento de ADN
en base al algoritmo LCA (del inglés Lowest Common Ancestor). Adicionalmente, se comparé la
secuencia completa de los insertos fosmidicos utilizando la base de datos de genomas bacterianos
de GenBank [www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank| y la herramienta blastn para encontrar secuencias de

nucledtidos similares en genomas caracterizados.






Capitulo 3

CARACTERIZACION DE GENES BIOMARCADORES RELACIONADOS
CON LA DEGRADACION DE HAPs EN SEDIMENTOS SUBANTARTICOS

3.1. Introduccion

La identificacién de genes involucrados en la degradacién de hidrocarburos aromaéticos en una
biblioteca metagendémica dependera en gran medida de la presencia y abundancia de microorganismos
conteniendo dichos genes en la muestra utilizada para su construccién. Es decir, del potencial degrada-
tivo de la comunidad microbiana. Es por esto que, en la elecciéon de la muestra, no sélo 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 andlisis 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-
cién 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 especificos en general permiten
la amplificacién 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 disenado
por Lozada y colaboradores [Lozada et al., 2008], a partir de los cuales sélo se generaron amplicones
con alto porcentaje de identidad (98,6-100% a nivel de aminodcidos) respecto de los genes phnAi,

correspondientes a la subunidad a de enzimas RHO identificadas en cepas pertenecientes al género
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Cycloclasticus. Por otro lado, la utilizacién de cebadores de amplia cobertura, es decir aquellos capaces
de amplificar diferentes alelos del gen blanco, generalmente posibilitan la identificacién 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 anélisis
de poblaciones degradadoras presentes en sedimentos intermareales de Bahia Ushuaia (cercanos a la
planta de almacenamiento de combustibles Planta Orién), permitié detectar, ademds de genes nahAc
arquetipicos 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 disenio
de estos cebadores (genes nahAc), s6lo representan una parte de la diversidad de genes de dioxigenasas
presentes en este ambiente. Por otro lado, se observé que la proporcion de genes novedosos detectados
en muestras obtenidas entre los afios 2004 a 2006 no era uniforme, sino que incrementaba [Lozada
et al., 2008]. Estos resultados permitieron hipotetizar que dicha tendencia podria continuar si se
extendia la serie temporal. En el presente capitulo se analizaron muestras de sedimentos del mismo
sitio obtenidas en anos posteriores, a fin de testear dicha hipdtesis. Para ello, se utilizé la misma
metodologia empleada en el trabajo de Lozada y colaboradores, la cual consistié en la amplificacion
y clonado de fragmentos de los genes de interés utilizando los mismos cebadores (Acl14f/Ac596r).
Ademsds, se evalué la presencia de otras variantes de genes RHO modificando uno de los cebadores
utilizados para la construccién de las bibliotecas de amplificacion. Asimismo, se diseié un ensayo de
qPCR con el objetivo de confirmar la abundancia relativa en sedimentos intermareales de uno de los

gene identificados.

La informacién obtenida resulta de gran importancia para realizar una estimacion sobre las
variantes de enzimas RHO presentes en sedimentos intermareales de Bahia Ushuaia (Planta Orién),
y para seleccionar la muestra mas adecuada para la construccién de la biblioteca metagendmica.
Ma4s aun, pemitird seleccionar los cebadores que seran utilizados para identificar, mediante ensayos

moleculares basados en reacciones de amplificacion, genes de interés en dicha biblioteca metagenémica.

3.2. Resultados

3.2.1. Identificacion de genes biomarcadores en sedimentos intermareales de Bahia

Ushuaia

Con el objetivo de evaluar el potencial para degradar HAPs que posee la comunidad microbiana
presente en sedimentos de Bahia Ushuaia, se amplificaron fragmentos de genes codificantes para la

subunidad alfa del componente catalitico de enzimas RHO. Para ello se utiliz6 ADN metagenémico y
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diferentes pares de cebadores de amplia cobertura, uno de ellos (Ac114f/Ac596r) habia sido previamen-
te utilizado en la deteccién de genes de dioxigensas a partir de muestras de sedimentos intermareales
de dicho sitio. Se analizaron muestras de sedimentos obtenidas entre los anos 2006 y 2008, tomadas
en cercanias de la planta de combustibles Oriéon (OR06, OR07 y OR08). Los amplicones generados se
utilizaron para la construccion de bibliotecas de productos de amplificacién. El analisis de las mismas

se describe a continuacién.

3.2.1.1. Biblioteca de productos de amplificacién construida mediante el par de ceba-

dores Acl114f/Ac596r

El ADN metagendémico extraido a partir de la muestra OR07 fue utilizado para la contruccién de
una biblioteca de productos de amplificaciéon. Se obtuvieron un total de setenta y seis clones, los cuales
fueron analizados por medio del polimorfismo de la longitud de sus fragmentos de restriccién (RFLP),
detectandose tres variantes génicas diferentes. Los patrones de restriccién 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 Orién [Lozada et al.,
2008]. Clones representativos de cada patrén de restriccion fueron elegidos para la secuenciacién de su
inserto a fin de confirmar su identidad. El anélisis de las secuencias utilizando el algoritmo blastx y la
base de datos de GenBank (coleccién de nucledtidos no redundantes) permitié confirmar que dichos
clones contenian fragmentos de genes codificantes para la subunidad alfa de enzimas RHO. Mas aun,
la secuencias deducidas de aminodcidos 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 aminodcidos). 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 encontré en mayor proporcion.
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W P, putida (52,6%)

B Variante B (7,9%)
Variante C (38,2%)

B Inespecificos (1,3%)

Figura 3.1: Variantes de genes de enzimas RHO identificadas en la muestra OR07 mediante el clonado de
productos de amplificacién obtenidos con los cebadores Acl14f/Ac596r. a): ejemplo de una de las corridas
electroforéticas en gel de agarosa al 2,5 % de patrones de RFLP. En rojo, patrones tipo de las variantes A a D,
nahAc (Pp) y phnAc (Phn); en negro, variantes identificadas en OR07. b): porcentaje de clones de las diferentes
variantes en base al total de clones obtenidos.
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Figura 3.2: Alineamiento de secuencias de aminoacidos deducidas a partir de las secuencias obtenidas. Se muestra
una regién de las secuencias representativas de cada variante identificada en la muestra OR07: AcOR07-21 (C),
AcORO07-14 (B) vy AcORO07-7 (NahAc), seguida de una secuencia representativa de la misma variante previamente
detectada en Planta Orién: AcOR06-180 (C), AcOR05-96 (B) v AcOR06-41 (NahAc). La numeracién en la
parte superior indica la posicién de los residuos de aminoacidos respecto de la secuencia NahAc de P. putida
NCIB9816-4. La secuencia consenso (cons) esta representada por asteriscos, los cuales muestran las posiciones
conservadas; y por puntos, indicando sitios similares. Los circulos rojos sobre las secuencias indican los residuos
conservados de cisteina e histidina del centro de coordinacion Rieske perteneciente a la subunidad alfa de enzimas

RHO

3.2.1.2. Amplificaciéon de genes de enzimas RHO utilizando el par de cebadores Nah-
for /Ac596r

Debido a que el par de cebadores Acl114f/Ac596r genera alta proporcién de productos de ampli-
ficacién relacionados con genes codificantes para la subunidad alfa de dioxigenasas de Pseudomonas y
a que en la muestra ORO7 se identificaron variantes génicas de enzimas RHO ya descriptas, se deci-
di6 evaluar la especificidad y cobertura de otros cebadores de amplia cobertura: DP1 Rieske/Ac596r,
Nah-for/Ac596r y Ac596rc/NAPH-2R. El par Nah-for/Ac596r fue el inico que produjo amplicones
del tamano esperado (aproximadamente 300 pb), observandose ademés una menor proporcién de am-

plificacién inespecifica.

Optimizacién de las condiciones de amplificacién utilizando los cebadores Nah-for/Ac596r.
Para determinar temperatura éptima de hibridacién de los cebadores Nah-for/Ac596r, se realizaron
reacciones de PCR. utilizando un gradiente de temperatura de 40°C a 58°C. También se evaluaron
diferentes cantidades de templado (1 y 10 ng de ADN de OR07 /reaccién), con el objetivo de observar
posibles inhibiciones de la reaccién de PCR producidas por el ADN metagenémico. Como puede verse
en la figura 3.3, se obtuvieron productos de amplificaciéon del tamafno esperado en todas las tempera-
turas evaluadas, usando tanto 1 ng como 10 ng de ADN. En la mayoria de las reacciones también se
observé amplificacién inespecifica de fragmentos de ADN de diferente peso molecular, la cual dismi-
nuy6 con temperaturas de apareamiento mas elevadas. Si bien a 54°C (utilizando 10 ng de ADN como
templado) y a 58°C (1 y 10 ng de ADN) se observ6 una menor cantidad de productos inespecificos,
se decidi6 utilizar 54°C como temperatura de hibridacién. Temperaturas elevadas no sélo impiden la

generacion de productos inespecificos sino también de productos especificos cuando la hibridacion de
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los cebadores ocurre con algunas bases no apareadas. Por lo tanto, es posible que a 54°C se obten-
ga una mayor diversidad de los amplicones de interés. Como control positivo de estas reacciones se
utilizé un plasmido conteniendo un inserto correspondiente a la variante D de dioxigenasas, variante

previamente identificada en sedimentos intermareales cercanos a Planta Oridn.

1 ng ADN ORO7 10 ng ADN ORO7

41 43 49 54 58 41 43 49 54 Mo 58  pb

Figura 3.3: Corrida electroforética en gel de agarosa (1,5%) de productos de amplificacién generados con los
cebadores Nahfor/Ac596r y ADN de proveniente de la muestra OR07. Se evaluaron diferentes temperaturas
de hibridacién en las reacciones de amplificacion (41, 43, 49, 54 y 58°C) en las reacciones de amplificacion,
utilizando dos concentraciones de templado inicial (1 y 10 ng de ADN). M;gp, marcador de peso molecular.

Construccion y analisis de bibliotecas de productos de amplificacién. Una vez determinada
la temperatura de hibridacién de los cebadores Nah-for/Ac596r, se realizaron reacciones de PCR a
partir de ADN metagenémico. Se evalu6 ADN proveniente de sedimentos intermareales cercanos a
Planta Orién (muestras OR06, OR07 y OR08), asi como también de sedimentos correspondientes a un
sitio cercano, ubicado entre el muelle comercial y el muelle perteneciente a la Planta de combustibles
Orién (muestra EMO06, [Lozada et al., 2008]). Todas las muestras generaron amplicones del tamano
esperado. Con el fin de simplificar el analisis, se construyé una biblioteca a partir de una mezcla de
dichos productos de amplificacién, obteniendo un total de 95 clones. Nueve clones fueron elegidos al
azar, v luego de confirmar la presencia del fragmento de interés, se secuenciaron los insertos clonados.
Ocho de los nueve insertos pudieron ser secuenciados. Ademads, se construyé otra biblioteca de produc-
tos de amplificacién utilizando los cebadores Nah-for/Ac596r y templado proveniente de un sistema
experimental en el que a la muestra OR08 se habia adicionado petréleo crudo (muestra OR08-O,
[Guibert et al., 2012]). Se obtuvieron un total de dieciocho clones, de los cuales ocho fueron analizados

a partir de la secuenciacion de los insertos clonados.

El analisis de las secuencias obtenidas permitié identificar dos nuevas variantes de genes codifi-
cantes para la subunidad alfa de enzimas RHO, las cuales se denominaron variante T y U, siguiendo la
nomenclatura utilizada en trabajos anteriores. En total se identificaron nueve secuencias de la variante

T, las cuales presentaron una longitud de 260 pb y un 99% a 100% de identidad entre si a nivel de
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aminodcidos. De la variante U sélo fue posible identificar una secuencia de 245 pb de longitud, la
cual mostré un 16 % de identidad a nivel de aminodcidos 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 aminoécidos en relacién a las variantes encontradas previamente en
sedimentos intermareales de Bahia 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

aminoacidos.

Con el objetivo de evaluar la relacién 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 realizé un
andlisis 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 unica fuente de carbono y energia) y con dioxigenasas pertenecientes
a la variante D, con las cuales comparte un 67 % y un 56 % de identidad a nivel de aminoécidos,
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 aminodcidos) con proteinas que poseen un sitio Rieske y que pertenecen a las
cepas Frankia sp. BMGbH.12, Sphingobium sp. AP49 y Mycobacterium rhodesiae NBB3 (Figura 3.4,
Tabla 3.1).
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Figura 3.4: Analisis filogenético de las secuencias de aminodcidos deducidas a partir de las variante génicas
detectadas con los cebadores Nah-for/Ac596r (en rojo). Las secuencias correspondientes a la subunidad o de
enzimas oxigenasas identificadas previamente en sedimentos intermareales cercanos a Planta Orion se indican
en negrita [Lozada et al., 2008]. Secuencias de referencia obtenidas de cultivos puros y de bacterias no cultivadas
se muestran entre corchetes y precedidas por su nimero de acceso obtenido del GenBank. La construccion del
arbol filogenético se realizé utilizando el método de neighbor-joining. Sélo se muestran los valores de bootstrap
mayores al 50 % (1000 réplicas). La escala representa los cambios de aminoacidos inferidos por posicién.

3.2.2. Estimacion de la abundancia de genes correspondientes a la variante T de

enzimas dioxigenasas

Con el fin de estimar la abundancia de la variante T en sedimentos intermareales del sitio OR,

se disené y optimizé un ensayo de PCR cuantitativa (¢qPCR) en base a la informacién obtenida en las

bibliotecas de productos de amplificacion.
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3.2.2.1. Diseno de cebadores

Cebadores especificos para la amplificacién de genes pertenecientes a la variante T fueron di-
seniados a partir de un alineamiento de secuencias de nucledtidos pertenecientes a dicha variante
(Figura 3.5). En el alineamiento no sélo se incluyeron las secuencias identificadas en sedimentos de
Bahia Ushuaia, sino también otras secuencias pertenecientes a esta misma variante pero que fueron
amplificadas a partir de muestras de sedimentos de Caleta Cérdova (golfo San Jorge, Chubut, Ar-
gentina). La secuencia consenso obtenida a partir de este alineamiento se utilizé luego para el diseno
de los cebadores correspondientes, teniendo en cuenta las consideraciones especificas para ensayos de

qPCR sugeridas por Bustin y colaboradores [Bustin, 2004].

Los cebadores diseniados, denominados ARHD-T-F y ARHD-T-R, permiten la amplificacién de
fragmentos de ADN de 84 pb (Tabla 2.1). El analisis in silico de estos cebadores evidencié una baja
probabilidad de formacién dimeros de cebadores y estructuras secundarias. Con el objetivo de evaluar
las posibles secuencias blanco de los cebadores ARHD-T-F y ARHD-T-R, los respectivos oligonucle6ti-
dos se compararon con la base de datos de GenBank. Los resultados obtenidos no permitieron detectar
coincidencias significativas con secuencias que pudieran interferir en la cuantificacién de estos genes,
indicando la especificidad de los cebadores disenados. No obstante, la determinacion de la especifici-
dad de dichos cebadores a través de andlisis in silico puede ser diferente a la analizada mediante los
productos de reaccién obtenidos de la amplificacion de genes presentes en una muestra ambiental. Esto
se debe a que las muestras ambientales contienen ADN de organismos cuyas secuencias se desconocen.
Por lo que generalmente la especificidad de los amplicones generados a partir de este tipo de muestras

debe ser evaluada en cada caso en particular.

121 ARHD-T-F ARHD-T-R 218
Nahfor596R-0R14 ATGGTTTTTGGTACCTTCGACGCAAGCGCGCCCGACCTGGAGACTTACCTGGGTGATATGCGCTGGTATATGGACTCATTTCTGGATGTGCCGGGCGG
Nahfor596R-0R13 ATGGTTTTTGGTACCTTCGACGCAAGCGCGCCCGACCTGGAGACTTACCTGGGTGATATGCGCTGGTATATGGACTCATTTCTGGATGTGCCGGGCGG
Nahfor596R-0R19 ATGGTTTTTGETACCTTCGACGCAAGCGCGCCCGACCTGGAGACTTACCTGGGTGATATGCGCTGGTATATGGACTCATTTCTGGATGTGCCGGGCGG

Nahfor596R-0R01118 ATGGTTTTTGGTACCTTCGACGCAAGCGCGCCCGACCTGGAGACTTACCTGGGTGATATGCGCTGGTATATGGACTCATTTCTGGATGTGCCGGGCGG
Nahfor596R=0R01109 ATGGTTTTTGGTACCTTCGACGCAAGCGCGCCCGACCTGGAGACTTACCTGGGTGATATGCGCTGGTATATGGACTCATTTCTGGATGTGCCGGGCGG
Nahfor596R=-0R01107 ATGGTTTTTGGTACCTTCGACGCAAGCGCGCCCGACCTGGAGACTTACCTGGGTGATATGCGCTGGTATATGGACTCATTTCTGGATGTGCCGGGCGG
Nahfor596R-0R01102 ATGGTTTTTGGTACCTTCGACGCAAGCGCGCCCGACCTGGAGACTTACCTGGGTGATATGCGCTGGTATATGGACTCATTTCTGGATGTGCCGGGCGG
Nahfor596R-0R01104 ATGGTTTTTGGTACCTTCGACGCAAGCGCGCCCGACCTGGAGACTTACCTGGGTGATATGCGCTGGTATATGGACTCATTTCTGGATGTGCCGGGCGG

Nahfor596R-0R02 ATGGTTTTTGGTACCTTCGACGCAAGCGCGCCCGACCTGGAGACTTACCTGGGTGATATGCGCTGETATATGGACTCATTTCTGGATGTGCCGGGCGE
Nahfor596R-CCO7 ATGGTTTTTGGTACCTTCGACGCAAGCGCGCCCGACCTGGAGACTTACCTGGGTGATATGCGCTGETATATGGACTCATTTCTGGATGTGCCGGGCGE
Nahfor596R-CC11 ATGGTTTTTGGTACCTTCGACGCAAGCGCGCCCGACCTGGAGACTTACCTGGGTGATATGCGCTGETATATGGACTCATTTCTGGATGTGCCGGGCGE
Nahfor596R-CCB2 ATGGTTTTTGGTACCTTCGACGCAAGCGCGCCCGACCTGGAGACTTACCTGGGTGATATGCGCTGETATATGGACTCATTTCTGGATGTGCCGGGCGE

A AR R A A A R A A R R A A R A A R R A AR A A R R A R R A A R A A R R AR A A R R A AR R A R R A AR R AR R AR AR R RN AR AR R RN R R RRRN AR R RN AT RN

Figura 3.5: Alineamiento de secuencias de nucledtidos pertenecientes a la variante T. Los asteriscos indican los

sitios conservados en la secuencia consenso. Sélo se muestra un fragmentos de las secuencias amplificadas con los
cebadores Nah for/Ac596r (121 a 218 pb). En amarillo se indican las regiones de hibridacién de los cebadores
diseniados para la cuantificacion de genes correspondientes a la variante T.

3.2.2.2. Optimizacién del ensayo de qPCR

A continuacién se describen los ensayos realizados con el objetivo de optimizar las condiciones

de reaccién que seran utilizadas en los ensayos de cuantificacion de la variante génica T.
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Temperatura de hibridacion. Se realizaron reacciones de qPCR. con temperaturas de hibridacién
entre 50 y 60°C. Tal como se observa en la figura 3.6, no se detectaron diferencias en los valores de Ct
al utilizar diferentes temperaturas de hibridacién. El estandar utilizado tampoco presentd diferencias

en los valores de Ct con las temperaturas evaluadas.

Log de la fluorescencia

———————— T
15‘ 20 _25” 30 35 40
Ciclo de amplificacién

Figura 3.6: Optimizacion de la temperatura de hibridacion. Se realizaron reacciones de amplificacion utilizando
un gradiente de temperaturas desde 50 a 59,8°C. E: curvas de fluorescencia obtenidas a partir de la amplificacion
del estandar a diferentes temperaturas de hibridacion. M: curvas de amplificacion obtenidas a partir de 2,5 ng de
ADN de la muestra ORO07 utilizando diferentes temperaturas de hibridacion (los diferentes colores representan
las curvas obtenidas con cada temperatura ensayada). B: blanco de reaccidn, sélo se muestra la curva obtenida
al utilizar 50°C como temperatura de hibridacion.

Con el objetivo de observar la posible formacién de dimeros de cebadores u otros ensamblados
oligoméricos, y evaluar la especificidad de los fragmentos amplificados al utilizar diferentes tempe-
raturas de hibridacién, se realizaron curvas de desnaturalizacién luego de finalizar el programa de
amplificacién (Figura 3.7a). No se evidencié la presencia de productos inespecificos en ninguna de las
temperaturas evaluadas. La ausencia de productos inespecificos fue verificada mediante una corrida
electroforética de los productos de amplificacén en un gel de agarosa al 2,5 % (Figura 3.7b), en el que

se observaron productos de amplificaciéon del tamanio esperado en todas las temperaturas evaluadas.

En un principio, la temperatura de hibridacién seleccionada fue la que presenté un menor va-
lor de Ct (50°C). No obstante, a esta temperatura se observaron amplicones inespecificos en otras
muestras de sedimento, principalmente en OR08. En esta muestra se observé que a 56°C se genera-
ron menos productos de amplificaciéon inespecifica, hecho evidenciado por la presencia de picos mas

definidos (Figura 3.8). Por lo que en los ensayos de estimacién de la abundancia de la variante génica
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T, dicha temperatura fue utilizada como temperatura de hibridacién de los cebadores ARHD-T-F y
ARHD-T-R.

2,5 ng de 5ng de
(@ (b) templado templado
T T ]
50 > 59,850 >598E M

— 1000
— 750

— 450
— 350
— 250

— 150
— 100

—50
E

51,7—3) S598B M

Fluorescencia

Temperatura

Figura 3.7: Especificidad de los fragmentos amplificados a partir de la muestra ORO07. (a): curvas de desnatu-
ralizacion representadas por la fluorescencia (-dI/dT) en funcién de las temperatura: la desnaturalizacién de
los productos de reaccién generados con 2,5 ng de ADN de la muestra OR07 (M) a diferentes temperaturas
de hibridacion se muestran en rojo, verde, azul, amarillo y magenta; la desnaturalizacion del producto de am-
plificacién obtenido a partir del estandar (E) se muestra en celeste; el blanco de reaccién (B) se representa
mediante la curva amarilla. (b): corrida electroforética en gel de agarosa al 2,5% (p/v) de los productos de
reaccién obtenidos con 2,5 y 5 ng de templado a diferentes temperaturas de hibridacién (las flechas representan
los aumentos progresivos de temperatura: 50, 51,7, 54,3, 57,4 y 59,8°C). E, amplicones generados a partir del
estandar; M, marcador de peso molecular de 50 pb (Productos Bio-Légicos, Universidad Nacional de Quilmes,
Argentina); B, blanco de reaccion.
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Figura 3.8: Especificidad de los fragmentos amplificados a partir de la muestra OR08. En ambas figuras se
muestra la desnaturalizacién de los productos de reaccion obtenidos a partir de 2,5 ng de ADN de OR0R8. Las
curvas de color rojo, azul, verde y amarillo son réplicas de dicha reaccién. La desnaturalizacion del producto
obtenido a partir del estandar se muestra en la curva color magenta. En la figura de la derecha, los productos
inespecificos se ven disminuidos.

Concentracién de cebadores. Se evaluaron dos concentraciones diferentes de cada cebador (600 y
900 nM) en todas las combinaciones posibles, utilizando como templado 2,5 ng de ADN de OR07 por
tubo de reaccidon. Como puede verse en la figura 3.9, la combinacion de cebadores que presenté menor
valor de Ct correspondidé a 900 nM del cebador directo y 600 nM del cebador inverso y fue elegida
para realizar la estimacién de la abundancia de la variante génica T. A pesar de que en los controles
del blanco de reaccién se observé amplificacion, se obtuvieron valores de Ct mucho mayores respecto
de la muestra ambiental. La diferencia entre dichos valores fue de aproximadamente 16 ciclos, con lo
cual se considera que los blancos de reacciéon no contribuyen a la senal de fluorescencia obtenida a

partir de la amplificacién de los genes presentes en muestras ambientales [Smith et al., 2006].
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Figura 3.9: Optimizacion de la concentracion de cebadores. Al lado de las curvas y en colores se indican las
combinaciones de cebadores (concentracion de cebador directo-concentracién de cebador inverso), los cuales se
corresponden con las curvas del mismo color (M). Las curvas correspondientes al estandar (E) se muestran en
magenta y celeste. Blancos de reaccién (B), en amarillo y marrén. (a): curvas de amplificacion. (b): curvas de
desnaturalizacion de los productos de reaccion correspondientes.

Curva estandar: sensibilidad y eficiencia de las reacciones de qPCR. A fin de determinar
el rango adecuado de concentraciones del estandar para realizar la cuantificacion de la variante génica
T, se utilizaron diferentes concentraciones de estandar plasmidico. Las mismas variaron desde 5 copias
hasta 107 copias /reaccién. En la figura 3.10 se muestra la relacién lineal (r2 = 0.994) entre el logaritmo
del niimero de copias del estandar y el valor de Ct, la cual se mantuvo a lo largo de siete érdenes de
magnitud.

A partir de esta curva de calibracién y teniendo en cuenta la ecuacién:
% de eficiencia = (10™/™ — 1) x 100

en donde m es la pendiente de la curva, la eficiencia de amplificacién estimada de estos ensayos fue

del 98 %.

Concentracién de templado y evaluacion de la inhibicién en las reacciones de amplifica-
cion. Con el fin de encontrar la concentracién éptima de templado y detectar posibles inhibiciones
en la reacciones de amplificacion, se realizé un ensayo de gPCR. utilizando como templado 2,5, 5y 7,5
ng de ADN proveniente de sedimentos intermareales obtenidos en diferentes anos (OR05, OR06, OR07
y ORO08). La inhibicién en la amplificacién del gen de interés puede observarse mediante cambios en
los valores de concentracién relativa (copias/pg de ADN), dado que en ausencia de inhibicién dicho

valor deberia mantenerse constante independientemente de la concentracion de templado utilizada.
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Figura 3.10: Curva estandar. (a): valores de Ct en funcién del logaritmo de las copias iniciales del estandar por
tubo de reaccién. (b): curvas de fluorescencia obtenidas a partir de la amplificacién de diferentes concentraciones
del estandar. A medida que disminuye la concentracién del estandar de 107 a 5 copias por reaccién, aumentan
los valores de Ct. La curva celeste corresponde al blanco de reaccion.

Las copias de la variante génica T/ug de ADN se mantuvo constante en las muestras de sedimento
ORO05 y ORO8, mientras que en las muestras OR06 y ORO7 se evidencié una probable inhibicién en

las reacciones de PCR.

Para determinar el grado de inhibicién, se cuantificé el estandar de la reaccién en presencia de
la muestra ambiental. El porcentaje de inhibicién fue practicamente nulo al utilizar 2,5 ng de ADN
metagendmico por reaccién de qPCR. Es por esto que en las reacciones de cuantificaciéon posteriores

se utilizd esta concentracion de templado.

3.2.2.3. Estimacion de la abundancia de genes correspondientes a la variante T en mues-

tras de sedimento intermareal de Bahia Ushuaia

La estimacién de la abundancia de copias de genes de la variante T en las muestras de sedimento
cronicamente contaminado de Bahia Ushuaia se realizé por comparacion de los resultados de amplifi-
cacién (valores de Ct) con la curva estdandar correspondiente. En muestras obtenidas durante los anos
2005 a 2008, la cantidad de copias de este gen por pug de ADN varié menos de un orden de magnitud
entre muestras: 3,0x10% (T 2,7x10%) a 1,16x10° ( 6,8x10%) (Figura 3.11). A excepcién de la muestra
ORO7, la cual es significativamente diferente (p<0,05), dicha variante parece mantenerse relativamente
constante a lo largo de los anos evaluados. Por otro lado, y con el fin de comparar la abundancia de las

poblaciones conteniendo dicho gen biomarador entre las muestras de la serie temporal, se calculé la
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relacion entre la abundancia de la variante génica T y la abundancia de genes ARNr 16S (éstas 1lti-
mas, previamente cuantificadas por Marcos y colaboradores, [Marcos et al., 2012]). Las abundancias
relativas variaron desde 0,027 % a 0,22 %, siendo ORO07 la muestra que aparentemente contiene mayor

abundancia de poblaciones bacterianas que poseen genes correspondientes a la variante génica T.
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Figura 3.11: Abundancia de genes correspondientes a la variante T mediante gPCR. El asterisco se indica la
muestra en la que se observo amplificacion inespecifica, con lo cual la abundancia podria estar sobreestimada.

3.3. Discusion

En el presente capitulo se caracterizaron genes codificantes para enzimas dioxigenasas de anillos
aroméaticos (RHO) presentes en sedimentos intermareales de Bahia Ushuaia. La deteccién de estos
genes se realizd utilizando la metodologia independiente del cultivo de microorganismos basada en
la construcciéon y analisis de bibliotecas de productos de amplificacion. Entre los pares de cebadores
evaluados en las reacciones de amplificacién, el par Ac114f/Ac596r fue uno de los que permitieron la
identificacion de fragmentos de ADN correspondientes a la subunidad alfa de enzimas RHO. El disenio
de estos cebadores, realizado por Wilson y colaboradores, se basé mayormente en secuencias de genes de
dioxigenasas de diferentes cepas de Pseudomonas aisladas de suelo [Wilson et al., 1999]. Los amplicones
generados con el par Ac114f/Ac596r comprenden una regién que abarca casi la totalidad del dominio
Rieske y aproximadamente 40 aminoacidos del dominio catalitico correspondiente a la subunidad
mayor de la enzima de referencia naftaleno 1,2-dioxigenasa perteneciente a P. putida NCIB9816-4

[Kaupii et al., 1998]. Dado que estos cebadores poseen sitios con degeneraciones [Wilson et al., 1999],
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no solo permitieron la deteccién genes nahAc arquetipicos de Pseudomonas en la muestra ORO07, sino
también de otras variantes génicas (Cy B). Utilizando el mismo par de cebadores, las variantes génicas
C y B habian sido identificadas previamente en sedimentos intermareales de Bahia Ushuaia junto con
las variantes génicas A, D y E [Lozada et al., 2008], las cuales habian sido detectadas por primera vez
en este sitio. Si bien se observé un incremento en la proporcion y la diversidad de dichas variantes en
la serie temporal comprendida entre los anos 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

ORO7 la proporcién de la variante C fue mayor respecto de afos anteriores [Lozada et al., 2008].

Otros pares de cebadores fueron evaluados en el presente trabajo, no solo con el fin de identificar
nuevas variantes génicas que podrian ser de importancia en la degradaciéon de HAPs, sino también
para analizar si los mismos podrian ser utilizados durante la btusqueda de clones de interés en una
biblioteca metagenémica. Si bien a partir de la muestra OR07 los cebadores Acl114f/Ac596r genera-
ron un bajo porcentaje de clones conteniendo amplicones inespecificos, estudios previos demostraron
que hasta un 50 % de los clones analizados podrian presentar insertos generados por la hibridacién
inespecifica de estos cebadores [Lozada et al., 2008]. Asimismo, se detecté alta proporciéon 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 disefio. Dado que el par de cebadores
Acl114f/Ac596r podria dar lugar a la deteccién de una gran proporcién de clones conteniendo tanto in-
sertos inespecificos como genes nahAc (altamente caracterizados), no serian adecuados para el andlisis
de una biblioteca metagenémica a partir de ensayos de PCR (ensayos moleculares). Otros tres pares
de cebadores fueron evaluados, sin embargo sélo el par Nah-for/Ac596r permitié obtener productos
de amplificacién del tamano esperado. El cebador Nah-for fue disenado 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-
bridacién 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 amplificacién de aproximadamente 300 pb, las cuales codifican para una parte de la region corre-
pondiente al sitio Rieske (62 aminoédcidos menos respecto de la regién comprendida por los cebadores
Acll14f y Ac596r) y aproximadamente 40 aminoédcidos del dominio catalitico de la enzima naftaleno
1,2-dioxigenasa de P. putida NCIB9816-4 [Kaupii et al., 1998]. A partir del clonado y posterior secuen-
ciacién de los amplicones generados con el par de cebadores Nah-for/Ac596r, en el presente trabajo
se lograron identificar productos especificos correspondientes a tres variantes génicas diferentes de

enzimas RHO. Mas atn, dos de estas variantes se desconocian 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 desvios
relacionados con el disefio de los cebadores Nah-for/Ac596r, dichos cebadores fueron seleccionados
para el analisis de los clones de la biblioteca metagenémica mediante ensayos moleculares, los cuales

se detallardn en el capitulo siguiente.

Entre las variantes novedosas identificadas en sedimentos intermareales cercanos a Planta Orién,
la variante T fue la que presenté mayores porcentajes de identidad con las variantes descriptas ante-
riormente en sedimentos intermareales de Bahia Ushuaia. Las variantes T y U se encontraron mode-
radamente relacionadas (59 a 67 % de identidad a nivel de aminodcidos) con secuencias de enzimas
oxigenasas identificadas tanto en microorganismos cultivables como no cultivables. La tercer variante
génica encontrada con estos cebadores presenté un 85 % de identidad a nivel de aminodcidos 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 utilizé6 como blanco el gen ARNr 16S de P. algicola se observé que en diferentes ambientes
marinos, entre los cuales se encuentran el mar del Norte, el Océano Pacifico 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 asociacién podria 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
adsorcion 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-
minacién en la columna de agua [Witt, 2002]. La deteccién de la variante génica E en los sedimentos
intermareales de Bahia Ushuaia, podria 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 pirosecuenciacién de amplicones del gen ARNr 16S de
muestras de sedimentos del sitio Planta Orién no evidencié la presencia de dicho microorganismo
[Guibert et al., 2012, Lozada et al., 2014]. Otros estudios son necesarios para determinar cuéles son

los microorganismos que podrian contener en su genoma la variante E identificada en este sitio.

Si bien las bibliotecas de productos de amplificacién permiten identificar parte de las variantes
génicas que se encuentran en una muestra ambiental, no posibilitan una estimacién precisa sobre la
abundancia de dichos genes. Esto se debe a que en las reacciones de PCR tradicional ocurren desvios
asociados a la amplificacién de multiples templados, los cuales estan 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 anos fue estimada mediante ensayos de PCR cuantitativa (qPCR).
Esta herramienta, atin mdés 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 disenados especificamente
para la amplificaciéon de genes correspondientes a la variante génica T. Se utilizaron 12 secuencias
pertenecientes a la variante T para el diseno de los cebadores. Estas secuencias fueron identificadas en
bibliotecas de productos de amplificacién generadas a partir de muestras de sedimentos intermareales
crénicamente contaminados (Bahia Ushuaia y Caleta Cérdova, [Marcos et al., 2012]) y de muestras
provenientes de sistemas experimentales expuestos durante 20 dias a petréleo crudo (OR08-O, [Guibert
et al., 2012]), utilizando el par de cebadores Nah-for/Ac596r. Debido a que sélo se identific6 una
secuencia correspondiente a la variante génica U, no fue posible diseniar cebadores que garanticen la

cobertura apropiada para la estimacién de su abundancia.

La optimizacién de la temperatura de hibridacién y de la concentracion de los cebadores ARHD-
T-F y ARHD-T-R se llev6 a cabo utilizando ADN estandar asi como también ADN metagenémico.
Esto se realizé debido a que, a diferencia del ADN estdndar, el ADN metagenémico posee diferentes
genes que podrian afectar la especificidad de la reaccién y por ende la estimacion de la abundancia del
gen de interés [Powell et al., 2006]. Aunque no se secuenciaron los amplicones generados, el analisis
del tamano de los productos de amplificacién y la obtenciéon de picos bien definidos en las curvas
de desnaturalizacién demostraron que, en condiciones éptimas, dichos cebadores permiten obtener
productos de amplificacion especificos a partir de la mayoria de las muestras provenientes de sedimentos

intermareales cercanos a Planta Orion.

La precision, eficiencia y sensibilidad del ensayo de qPCR, asi como también el rango confiable
de cuantificacion, son datos que deben ser incluidos al reportar resultados provenientes de ensayos de
qPCR para garantizar la correcta interpretacién de los resultados [Bustin et al., 2009]. Parte de esta
informacién puede obtenerse a partir de la curva de calibracién [Kavanagh et al., 2011]. Si bien dicha
curva es realizada a partir de ADN estandar, generalmente se asume que es representativa de otras
bacterias conteniendo el gen de interés. Esta suposicion es necesaria dada la diversidad genética que
se encuentra inevitablemente en muestras ambientales [Beller et al., 2002]. Utilizando las condiciones
oOptimas para el ensayo de cuantificacién de los genes correspondientes a la variante génica T, las
reacciones de amplificacién presentaron un 98 % de eficiencia y un rango de cuantificacién entre 5 y
107 copias por reaccién. 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 encontrd entre 5,5 y 18,8 %.

En trabajos anteriores, donde la cuantificacion de genes se realizd 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 estimacién de la abundancia de genes correspondientes a la variante génica T en sedimentos
del sitio Planta Orién obtenidos durante los anos 2005 a 2008, sugieren que dichos genes estarian
presentes en miembros estables de la comunidad microbiana. Ademds, su abundancia fue comparable
con otras variantes génicas encontradas en este sitio. La abundancia de este gen varié entre 10%
y 10° copias/ug de ADN, valores inferiores respecto de la variante més abundante encontrada en
estos sedimentos (variante D, 10°- 10° copias/ug, [Marcos et al., 2012]). Sin embargo, en el caso de
los sedimentos de OR07 y OROS8, la abundancia de variante T superd en un orden de magnitud a
la variante C. La variante génica T también fue detectada en sedimentos intermareales de Caleta
Cérdova contaminados con hidrocarburos (Lozada, comunicacién personal). Este sitio es una pequena
caleta ubicada en el Golfo San Jorge, sobre el Océano Atlantico (provincia de Chubut), expuesta a
la contaminacién con hidrocarburos como resultado de la extraccién y transporte de petrdleo crudo
[Marcos et al., 2012]. Sistemas experimentales, en los que se adicioné petrdleo crudo, fenantreno o
pireno a sedimentos de Planta Orién y Caleta Cérdova, 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 podrian tener un rol relevante en la degradacién de HAPs
en estos ambientes. Asimismo, estos microorganismos parecerian 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 capitulo, la muestra ORO07 fue seleccionada para la construccion de la
biblioteca metagenémica. Particularmente, Guibert y colaboradores observaron una gran diversidad
de genes alkB relacionados con la degradacién de hidrocarburos alifdticos en dicha muestra [Guibert
et al., 2012]. Las secuencias deducidas de aminodcidos de los genes alkB presentes en mayor propor-
cién en ORO07, se encontraron relacionados con una secuencia identificada en una muestra de suelo
del Artico y con la secuencia AlkB de Nocardioides, actinobacteria asociada a la degradacién 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 clasificacién 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 comin con enzimas

de tipo V [Marcos et al., 2009].

La informacién sobre la abundancia de las diferentes variantes génicas presentes en el sitio Plan-
ta Orién a lo largo de los afios, hubiera sido 1til al momento de la seleccion 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 podrian estar involucrados en la biodegradacion de hidrocarburos alifaticos
y poliaromaticos, demuestra el potencial que poseen los microorganismos del sitio Planta Orién para
degradar dichos compuestos en este ambiente frio créonicamente contaminado. Debido a limitaciones
metodoldgicas, los estudios presentados en el presente capitulo y en trabajos anteriores [Guibert et al.,
2012, Lozada et al., 2008, Marcos et al., 2012, 2009], s6lo han permitido conocer un pequeno fragmento
de estos genes biomarcadores. En los proximos capitulos se describe la construccién de una biblioteca
metagenémica en fésmidos a partir de ADN proveniente de la muestra OR07. Dado que dicha meto-
dologia posibilita el clonado de grandes fragmentos de ADN, podra brindar mayor informacién sobre
los genes degradativos presentes en estos sedimentos, sus regiones lindantes y hasta tal vez aportar
datos importantes sobre la ubicacién taxondémica o la fisiologia del microorganismo del cual provienen

los mismos.
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CONSTRUCCION Y ANALISIS DE UNA BIBLIOTECA METAGENOMICA A
PARTIR DE SEDIMENTOS INTERMAREALES DE BAHIA USHUAIA

4.1. Introduccion

El acceso a las secuencias completas de genes codificantes para la subunidad « de enzimas dioxi-
genasas pertenecientes a bacterias no cultivables degradadoras de hidrocarburos aromaéticos, asi como
también el estudio de su contexto gendémico, es de importancia para poder comprender el potencial ca-
tabdlico de las comunidades microbianas [Rayu et al., 2012]. Las bibliotecas metagenémicas construidas
utilizando fésmidos, cosmidos o BACs constituyen una herramienta alternativa capaz de brindar dicha
informacién, 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 aroméaticos pueden estar agrupados

en un mismo operén [Habe et al., 2003].

Durante la construccién de estas bibliotecas, la extraccién de ADN metagendmico a partir de
muestras ambientales representa un paso critico. Debido a que los vectores fosmidicos permiten el
clonado de fragmentos de ADN de un tamano entre 20 y 40 kb, el método de extraccién seleccionado
debe producir un alto rendimiento de ADN del tamano adecuado. Ademés, 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 construccién de la biblioteca [Singh
et al., 2009]. Sin embargo, este punto es mas critico en el caso de ensayos moleculares dependientes
de reacciones de amplificaciéon a partir de ADN metagendémico, como los descriptos en el capitulo

anterior, en particular la qPCR.

En este capitulo se describen los pasos llevados a cabo para la construcciéon y andlisis de una
biblioteca metagendémica en fésmidos a partir de sedimentos intermareales cercanos a la Planta de

combustible Orién de Bahia Ushuaia. Dicha biblioteca representa un reservorio invaluable de informa-
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cién sobre el potencial metabdlico de los microorganismos presentes en este sitio y, por lo tanto, de las

posibles rutas utilizadas por estos microorganismos para la degradacién de hidrocarburos aromaticos.

4.2. Resultados

4.2.1. Extraccién de ADN metagenémico a partir de sedimentos

En el presente trabajo se evaluaron dos métodos de extraccion directa de ADN a partir de la
muestra de sedimento intermareal OR07. Uno de ellos se baso 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 metagenémico manualmente luego de una ruptura suave de las células mediante
lisis quimica. El otro método evaluado consistié en la extraccién de ADN mediante la utilizacion de
un kit comercial especifico 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 amplificaciéon de fragmentos de genes relacionados
con la biodegradacion de HAPs, tal como se observé en el capitulo 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 extraccién manual se obtuvo un
rendimiento de ADN tres veces mayor respecto al obtenido con el kit comercial. Por otro lado, el
método de extraccion manual generd una alta proporcién de fragmentos de aproximadamente 40 kb,
mientras que al utilizar la extraccién realizada con el kit comercial se obtuvieron fragmentos de ta-

mano menor (Figura 4.1).

Tabla 4.1: Comparacion de los métodos de extraccién de ADN metagenémico

Rendimiento (ugr

Concentracion
Método ADN total (ug) ADN/gr. de

ADN (ng/pul)
sedimento huimedo)

Extraccién manual 46 9,2 1,8

Kit comercial 6,3 1,1 0,6
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Figura 4.1: Corrida electroforética en gel de agarosa 0,7% (p/v). Las calles indicadas como Mm y Kc corres-
ponden a ADN extraido con el método manual desarrollado por Zhou y colaboradores, y con el kit comercial,
respectivamente. M: marcador 1Kb Extension Ladder (Invitrogen), A: ADN del fago lambda digerido con la
enzima HindIIT.

Para la construccién de una biblioteca metagendmica en fésmidos es necesario utilizar fragmentos
de ADN de aproximadamente 35-40 kb, ya que fragmentos de menor tamano pueden resultar en
la producciéon de quimeras, y tamanos mayores a 40kb no permiten el correcto empaquetamiento
del vector con su inserto. Debido a que el protocolo de extraccion manual permitié obtener mayor
rendimiento de ADN y un tamano de fragmentos adecuado para la construccién de la biblioteca

metagenomica, dicho ADN fue utlizado en los pasos de clonado posteriores.

4.2.2. Construccion de la biblioteca metagenémica

A partir del ADN metagendémico, y luego de haber realizado los controles de ligacién y de eficien-
cia de empaquetado para evaluar el correcto funcionamiento de estas etapas criticas de la metodologia,
se llevé a cabo la construccién de la biblioteca metagenémica (Figura 4.2). Para ello, en primer lugar,
fue necesario reparar dicho ADN con el objetivo de generar insertos romos y fosforilados en el extremo
5, adecuados para el clonado. Los insertos reparados luego se separaron por tamano mediante una
corrida electroforética en gel de agarosa de bajo punto de fusién. Aquellos fragmentos que presentaron
un tamano de aproximadamente 35-40 kb fueron seleccionados del gel y extraidos mediante reaccién
enzimatica con gelasa. A partir de esta purificacién, se recuperé un 20% del ADN metagenémico
sembrado inicialmente en el gel. Seguidamente, el ADN purificado a partir del gel fue ligado al vector
de clonado pCC2FOS y el producto de ligacion fue empaquetado y luego utilizado para la infeccién
de células EPI300-T1 (Figura 4.2).
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Una vez obtenidos los clones, y a fin de determinar el tamafio de la biblioteca metagenémica, se
llevo a cabo la titulacion 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 seccién 2.7.3 para mas detalle), lo cual evitaria pérdidas de los mismos durante
su conservacion. De acuerdo a la titulacién de seis de estos grupos, cada clon amplificado estaria

representado 10 veces en 1 pl de células resuspendidas.

4.2.3. Identificacion de clones conteniendo genes de interés

Se utilizaron dos estrategias diferentes para la identificacién de clones conteniendo genes codi-
ficantes para enzimas involucradas en la degradacion de hidrocarburos aromaticos. En primer lugar
se utilizé una estrategia molecular, la cual consistié en la amplificacién de fragmentos de genes que
codifican para la subunidad mayor del componente catalitico de las enzimas RHO involucradas en el
primer paso de la ruta degradativa de HAPs. La segunda estrategia de andlisis (denominada estrategia
funcional), se basé en la deteccién de actividad enzimética de dioxigenasas iniciales asi como también

de extradiol dioxigenasas, las cuales participan de la ruptura del anillo aromatico.

4.2.3.1. Estrategia molecular

Optimizacién y controles. Previo al andlisis molecular de la biblioteca metagendémica se selec-
cionaron los cebadores adecuados para la deteccion de los clones de interés a partir de reacciones de
amplificacién. 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 decidi6 utilizar el par de
cebadores ARHD-D-f/ARHD-D-r, los cuales permiten amplificar especificamente fragmentos de genes
pertenecientes a dicha variante. El par de cebadores Nah-for/Ac596r también fue seleccionado para la
optimizacién de los ensayos moleculares, ya que (como se observé en el capitulo anterior) presentan

una amplia cobertura y por lo tanto posibilitan la identificacién de genes novedosos.

A fin de reducir el ntimero de reacciones de amplificacién y facilitar el analisis de los clones de
la biblioteca, se utilizaron dos estrategias. En primer lugar, el andlisis se realizé a partir de extractos
celulares para evitar la extraccién de los fésmidos. En segundo lugar, se realizé el analisis en etapas,
comenzando por grupos de clones (obtenidos en la seccién 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 metodologia utilizada. Sin embargo, fue necesario evaluar la posible inhibicion

de las reacciones de amplificacién a causa del templado utilizado y la posibilidad de encontrar un
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Figura 4.2: Construccién de la biblioteca metagenémica a partir de sedimento intermareal cercano a Planta Orién (OR0T7). Arriba: preparacién y seleccién de ADN
del tamafio adecuado. En los geles de agarosa M, Z y C corresponden al marcador 1 kb. Extension Ladder, 2 ul de ADN extraido mediante el método manual y 1 pul
de fésmido control respectivamente. Abajo: diferentes pasos en la construccién de la biblioteca metagenémica utilizando el kit CopyControlTM HTP Fosmid Library
Production Kit, (Epicentre).
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clon positivo dentro de un grupo de al menos 100 clones. Debido a que no se contaba con un fésmido
control conteniendo el gen de interés, como control positivo para las reacciones de amplificacién se
selecciond un clon de una biblioteca de productos de amplificacién que contiene un fragmento del
gen perteneciente a la variante D de dioxigenasa (E. coli DH5a/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 serian encontradas al utilizar como templado extractos
celulares pertenecientes a un grupo de clones, en el control positivo se simulé 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 ntimero de copias por célula entre el plasmido control y los
fésmidos de la biblioteca metagenémica y se utilizaron suspensiones celulares de clones Ac-OR06-6 de
titulo conocido. Sabiendo que por microlitro de células resuspendidas se obtuvieron aproximadamente
10* copias de un clon de la biblioteca metagenémica (seccién 4.2.2), se realizaron diluciones correspon-
dientes del clon AcOR06_6 para obtener, aproximadamente, 10* copias del pldsmido por microlitro.
Para determinar el limite de deteccion del ensayo, se realizaron reacciones de amplificacién a partir de
diferentes diluciones de células del clon AcOR06_6, de manera tal de obtener aproximadamente 10°,
104, 103, 102 y 10 copias del pldsmido por reaccién. En dichas reacciones se evaluaron los dos pares de
cebadores seleccionados. Ambos cebadores generaron productos de amplificacion del tamano esperado
en aquellas reacciones en las que el templado control varié de 10° a 103 copias aproximadamente,
sin observarse inhibicién. Estos resultados sugieren que seria esperable identificar los genes de interés

mediante reacciones de amplificacion utilizando grupos de clones.

Analisis de la biblioteca. El analisis molecular de la biblioteca metagenémica se llevé 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 especificos para la amplificacién de
genes de dioxigenasas pertenecientes a la variante D, se observaron productos de amplificacién de forma
consistente y del tamano esperado en s6lo un grupo de clones (nimero 14). Con respecto a la bisqueda
de genes codificantes para enzimas RHO utilizando cebadores de amplia cobertura (Nah-for/Ac596r),

dos grupos de clones (32 y 117) generaron bandas nitidas y del tamano esperado.

A partir de cada uno de los grupos de clones que resultaron en la amplificacién de fragmen-
tos del tamano esperado, se generaron subgrupos de clones, los cuales fueron analizados mediante
la misma metodologia. 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 representé un subgrupo de clones, los cuales fueron replicados
y posteriormente resuspendidos mediante el lavado de las colonias (Figura 4.3). Alicuotas de las sus-

pensiones celulares de los subgrupos fueron analizadas utilizando los cebadores correspondientes. Por
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medio de este procedimiento fue posible eliminar del anilisis aquellos clones que no contenian el gen
identificado, acotando asi la busqueda del clon de interés. En la tabla 4.2 se muestra la cantidad de

subgrupos generados, los subgrupos que generaron producto de amplificacién (Subgrupos +) y el total

de clones analizados por grupo.

Tabla 4.2: Grupos de clones que mostraron amplificacion en los ensayos moleculares.

Grupo Cantidad de subgrupos Cebadores utilizados Subgrupos + Total clones analizados

14 12(Aal) ARHD-D-f/ARHD-D-r A 149
32 22 (AaV) Nah-for /Ac596r M 1340
117 23(AaW) Nah-for/Ac596r T 817

Con el objetivo de identificar los clones conteniendo el gen de interés, cada uno de los clones
pertenecientes a los subgrupos que generaron productos de amplificacién, fueron analizados por PCR.
a partir de sus colonias (Figura 4.3). En cada subgrupo se identificé un clon con capacidad de generar
amplicones. Para verificar la presencia de genes de dioxigenasa en los clones aislados, se purificaron los
fésmidos correspondientes y se secuencio la region comprendida entre los cebadores utilizados para el
analisis molecular. En la tabla 4.3 se muestra el analisis basado en la buisqueda por similitud utilizando

el algoritmo blastx y la base de datos del NCBIL.

PCR a partir de la
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Figura 4.3: Busqueda de clones de interés mediante la estrategia molecular. Como ejemplo se muestra el pro-
cedimiento realizado para aislar el clon 14A-12, a partir de la suspension de un grupo de clones amplificados
(grupo 14) obtenido en la seccién 4.2.2.
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Tabla 4.3: Anilisis de similitud de las secuencias obtenidas

% de
Fésmido Blastx % de id. ' Valor E N° de acceso
cobertura
14A-12 (259 pb) Protefna con dominio Rieske 99 64 1,00730 YP917232
(P. denitrificans PD1222)
32M-3 (283 pb)  Proteina hipotética con dominio Rieske 99 78 9,00e—43 WP0203986501
(K.gwangyangensis)

117T-34 (669 pb) Dioxigenasa de compuestos arométicos 85 65 5,00e 87 YP0068375171

(Cycloclasticus sp. P1)

1: Porcentaje de identidad.

La secuenciacién del fésmido 14A-12, utilizando el cebador ARHD-D-f (Tabla 1.3), mostré que el
fragmento amplificado presentaba un 64 % de identidad a nivel de aminodcidos respecto de la secuencia
mas 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 evidencié homologia con secuencias codificantes para enzimas oxigenasas.
M4s atn, el andlisis de su secuencia mostré un 67 % de identidad a nivel de aminoécidos respecto
de una integrasa de Thalassobium sp. R2A62 (con una cobertura del 50 %, y un valor E de 5,00731).
Posiblemente esto haya ocurrido por causa de un evento de hibridacién inespecifica del cebador ARHD-
D-r durante la secuenciacion. Por lo tanto, el analisis molecular de la biblioteca utilizando cebadores
especificos para genes de dioxigenasas de la variante D no fue capaz de detectar un clon conteniendo

dicho gen.

Respecto del fésmido 117T-34, el fragmento secuenciado mostré un porcentaje de identidad a
nivel de aminodcidos 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 (Capitulo
3) mostré un porcentaje de identidad similar cuando fue comparada con la misma dioxigenasa de
Cycloclasticus sp. P1, la secuencia generada a partir del féosmido M117 también se compard con
secuencias de los fragmentos correspondientes a la variante T. Los altos porcentajes de identidad
encontrados entre ambos fragmentos (98-100 % a nivel de nucleétidos y 100 % a nivel de aminoécidos)

indicaron que dicho clon contiene el gen correspondiente a la enzima RHO de la variante T.

Por ultimo, la secuencia de la base de datos maés relacionada con el fragmento secuenciado del
féosmido 32M-3 presenté un 78 % de identidad a nivel de aminodcidos. La misma corresponde a una
proteina hipotética con dominio Rieske de Kordiimonas gwangyangensis, por lo que probablemente

dicho fésmido también posea un gen codificante para una enzima RHO.
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4.2.3.2. Estrategia funcional

Deteccién de actividad extradiol dioxigenasa (EXDO). El clivaje del catecol mediante enzi-
mas EXDO da lugar a la formacién de semialdehido-2-hidroximucénico, facilmente detectable por su
coloracion amarilla. Es por esto que el ensayo funcional para la identificacién de clones conteniendo
EXDO se baso en la deteccién 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 permitié inducir el aumento del niimero
de copias de los fésmidos, facilitando asi la deteccién de clones con genes EXDO. Se cultivaron tres
placas por cada grupo de clones y luego de la incubacién a 37°C durante 36 hs, las colonias formadas
fueron rociadas con una solucién estéril de catecol. Aquellos clones que generaron coloracién amarilla
en sus colonias fueron aislados directamente a partir de la placa, debido a que tanto el catecol como

su producto de degradacién 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 sélo un clon positivo (293, 334 y 340), mientras que en dos de ellos
(grupo 78 y 165) se observé més de uno. Debido a que es probable que los clones identificados en
un mismo grupo sean idénticos, se realizé un ensayo de restriccién con enzima Notl a partir de sus
fésmidos purificados con el objetivo de eliminar copias de un mismo clon en los andlisis posteriores. En
la figura 4.4 se puede observar que los clones identificados del grupo 78 (78a y 78b) poseen fésmidos
que generan el mismo patrén de restriccion. De manera similar, tanto el fésmido proveniente del clon
165¢ como el del clon 165f presentaron iguales patrones de restriccién entre si, lo que indicaria que
dichos clones son copias idénticas. El resto de los fésmidos aislados mostraron patrones de restriccion

Unicos.

Deteccién de actividad naftaleno dioxigenasa. El ensayo funcional destinado a la bisqueda de
enzimas RHO involucradas en el primer paso de la degradacién de HAPs se basé en la capacidad de
los clones de oxidar indol. En presencia de indol, la expresion de dichas enzimas puede dar lugar a la
formacién de cis-indol-2,3-dihidrodiol el cual luego es transformado a indigo. Este tltimo 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 metagendmica, se realizé 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 incubacion, se agregaron cristales de indol en la tapa de las placas hasta observar coloracion
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azul en las colonias correspondientes. Sélo un clon perteneciente al grupo de clones denominado 342
presenté actividad dioxigenasa. Debido a que la exposicion de las células a vapores de indol inhibe su
crecimiento, se realizaron réplicas en medio sélido LB con cloranfenicol para poder aislar el clon de

interés.

A fin de simplificar la nomenclatura de los fésmidos extraidos, de aqui en adelante se los identi-
ficara con un sélo niimero correspondiente al grupo del cual proviene y con una letra inicial de acuerdo
a la estrategia con la que fue detectado: C, estrategia funcional con catecol; I, estrategia con indol y

M, para la estrategia molecular.
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Figura 4.4: Corrida electroforética en gel de agarosa 0,7% (p/v) de los fragmentos de restriccién generados con
la enzima Notl a partir de los fésmidos aislados durante el ensayo funcional con catecol. M: marcador 1Kb
Extension Ladder (Invitrogen). Se indica también la banda correspondiente al vector (aprox.7,5 kb)

4.2.4. Purificaciéon y secuenciacion completa de los fésmidos identificados

Luego de la identificacién y aislamiento de los clones de interés, se purificaron los fésmidos
correspondientes con el objetivo de secuenciarlos completamente. Para ello, se tuvieron en cuenta los
requerimientos tanto de cantidad (al menos 1,5 ug de ADN) como de calidad (alta pureza y bajo nivel
de contaminaciéon con ADN cromosomal de E. coli), necesarios para la secuenciacién de los fésmidos

utilizando la plataforma de secuenciacién de alto rendimiento Roche 454.
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4.2.4.1. Rendimiento y calidad de de los fésmidos extraidos

El kit comercial utilizado para la extraccién de los fésmidos (QIAprep Miniprep, Qiagen) per-
mitié obtener altos rendimientos de ADN fosmidico (entre 3,1 y 30 ug de ADN) con una relacién de
absorvancia 260/280 promedio de aproximadamente 1,8. Por otra parte, se evalué el grado de con-
taminacién con ADN cromosomal de E. coli, ya que éste podria interferir tanto en la secuenciacién
de los fésmidos como en el ensamblado de las secuencias generadas. En primer lugar, se realizé una
corrida electroforética de 300 ng de los fésmidos purificados, observando bandas delgadas pero bien
definidas que podrian corresponder a la conformacién lineal de los fésmidos (tamano aproximado de
40kb, Figura 4.5). Ademas, se identificaron bandas de mayor peso molecular que podrian pertenecer a
ADN gendémico o a otras conformaciones del fésmido. A fin de estudiar con mayor detalle este punto, se
digiri6 el ADN fosmidico utilizando la enzima de restriccién EcoRI. Debido a que el vector de clonado
sélo posee un sitio de corte para esta enzima, podria generar fésmidos linealizados diferencidndolos del
ADN gendmico, aunque los insertos clonados también pueden contener sitios de restriccién para Eco-
RI. La digestién de cada extracto fosmidico generé bandas bien definidas que en su totalidad sumaron
entre 32 y 48 kb, valores similares a los obtenidos cuando los mismos fésmidos se digirieron con la
enzima NotI (Figura 4.4). Este resultado indica que la mayor parte del ADN purificado corresponde al
fésmido. Sin embargo, también se observaron fragmentos de ADN de diversos tamanos (evidenciados
por una fluorescencia més tenue a lo largo de las calles del gel de agarosa, Figura 4.5), lo cual podria

corresponder al ADN genémico digerido.

Con el objetivo de evaluar la proporciéon aproximada de ADN genémico de E. coli presente en
el ADN fosmidico, se estimé la abundancia relativa de genes que codifican para el gen ARNr 16S
bacteriano utilizando la técnica de qPCR. Para ello se asumié que los insertos clonados no contenian
genes ARNr 16S. Ademsds, dado que existen alrededor de siete copias de este gen por cromosoma de
E. coli [Klappenbach et al., 2000], se consideré que cada siete copias del gen ARNr 16S detectadas se
extrae un cromosoma de la célula hospedadora. En base a este andlisis, se pudo estimar que el ADN
cromosomal representaria menos del 3,8 % del ADN purificado (Tabla 4.4). Este nivel de contamina-
cion fue considerado aceptable, en particular debido a la alta cobertura de secuenciaciéon que posibilita

el uso de la plataforma 454 Roche.
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Figura 4.5: Corrida electroforética en gel de agarosa 0,7% (p/v). Sélo se muestran, de manera representativa,
los resultados obtenidos con los fésmidos C78 y C165. M: marcador 1Kb Extension Ladder (Invitrogen).
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Tabla 4.4: Estimacion de la abundancia de genes ARNr 165 en los extractos de ADN fosmidico.

copias del gen

Fésmido! ARNr 16S por Y% de ADN E. coli

reaccion
C78 3,53.10° 2,5
C165 3,47.10° 2,5
C334 5,36.10° 3,8
C340 3,11.10° 2,2
1342 3,51.10° 2,5
M32 4,89.10° 3,5

1: Durante la extraccién de los fésmidos provenientes de los clones M117 ¥ C293 se obtuvo menor cantidad de ADN respecto

del resto, por lo que no fue suficiente para poder realizar la estimacién de genes ARNr 16S en dichos extractos.
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4.2.4.2. Secuenciacion

La secuenciacién completa de los fésmidos fue realizada mediante pirosecuenciacién utilizando
la plataforma 454 Roche en el Instituto de Agrobiotecnologia Rosario (INDEAR). Las secuencias
obtenidas presentaron un tamamio promedio que varié entre 295 y 330 pb. La calidad de las mismas
fue aceptable ya que en su mayoria mostraron menos de una base incorrecta por cada 100 bases
secuenciadas (Q mayor a 20). Dichos errores, comunes en esta tecnologia de secuenciacién, se vieron

compensados por una alta cobertura de las secuencias generadas, la cual varié entre 39 y 116.

Luego de obtener la secuencia completa de los fésmidos, se eliminé 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 tamafio de inserto promedio de 34,5 kb, estos resultados
permiten deducir que a partir de la biblioteca metagenémica construida en el presente trabajo, ha

sido posible identificar un fésmido conteniendo genes de interés cada 200 Mb analizadas.

Tabla 4.5: Tamano y porcentaje de GC de los insertos clonados

Inserto Tamano (kb) % de GC

M117 36,7 54,1
M32 37,6 61,1
C78 24,8 50,7
C165 32,2 61,4
€293 41,3 57,8
C334 34,3 56
C340 31,7 55,6
1342 37,4 53

4.3. Discusion

Un paso critico en los anélisis metagendmicos es el acceso al material genético contenido en una
muestra ambiental. Al respecto, varios protocolos de extraccion de ADN han sido disenados a fin de
obtener ADN metagenémico 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 extraccién

directa de ADN, en los que la ruptura celular se realizé en presencia de la matriz que compone la
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muestra ambiental (lisis in situ). A diferencia de los métodos de extraccién indirecta, en los que las
células son separadas de la matriz previo a su ruptura, los métodos directos son mas diversos y permi-
ten obtener mayor rendimiento de ADN [Delmont et al., 2011, Gabor et al., 2003]. Rendimientos de
extraccién mayores generalmente se asocian directamente a la obtencién de ADN proveniente de una
fraccién maés representativa de las poblaciones microbianas presentes en la muestra y, por lo tanto,
a mayor diversidad genética [Roose-Amsaleg et al., 2001]. Sin embargo, ain no se ha desarrollado
un método de extraccion de ADN metagenémico que no se vea afectado por desvios ni influenciado
por el tipo de muestra y por el proceso de extraccién [Carrigg et al., 2007, Delmont et al., 2011,
Gabor et al., 2003, Singh et al., 2009]. Esto representa uno de los principales desafios en los andlisis
de comunidades utilizando metodologias independientes del cultivo de microorganismos. Para la cons-
truccion de la biblioteca metagendémica se seleccioné el método manual, dado que permitié obtener
mayor rendimiento y un tamano de ADN adecuado para el clonado en fésmidos. Asimismo, la calidad
del ADN fue adecuada, debido a que se logré obtener aproximadamente 8000 clones por reaccién de
clonado. Generalmente, el kit CopyControl HTP Fosmid Library Production de Epicentre, permite
generar entre 10.000 y 50.000 clones por reacciéon al utilizar ADN purificado de muestras ambientales.
Sin embargo, dependiendo de la calidad y la pureza del ADN metagendémico utilizado, el rendimiento

puede variar entre 3.000 y 80.000 clones por reaccién [Taupp et al., 2009].

Otro aspecto a tener en cuenta, previo a la construccién de una biblioteca metagendmica, es la
cobertura deseada. Idealmente seria 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 generacién de este
tipo de bibliotecas es relativamente simple, el gran nimero de clones necesarios para una cobertura
significativa del metagenoma de comunidades complejas (como aquellos derivadas de muestras de
suelo o sedimentos), hace que la construccién y andlisis de las mismas represente un gran desafio.
Principalmente, esto se debe a que los miembros individuales de una comunidad generalmente se
encuentran en proporciones desiguales y por lo tanto resulta dificil analizar a los miembros menos
abundantes de las comunidades microbianas [Ferrer et al., 2009, Vieites et al., 2010]. Por esta razén,
los intentos de calcular el tamano de una biblioteca para lograr una cobertura adecuada de los genomas
presentes en una muestra ambiental son poco frecuentes. La mayoria de las bibliotecas metagendmicas
cuyos clones poseen insertos de alto peso molecular contienen menos de 100.000 clones, niimero que es
varios érdenes 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, atin bibliotecas de menos de 50.000
clones obtenidos a partir de muestras de ambientes complejos son capaces de proveer un reservorio
invaluable de informacién genética, imposible de acceder por métodos convencionales [Steele et al.,
2009]. El tamano de la biblioteca metagenémica 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
6rdenes de magnitud menor respecto de los genes ARNr 16S (Capitulo 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 necesitarfan clonar aproximadamente 0,13 Gb para encontrar una copia
del gen de interés. Para ello se asumi6é ademas, que el tamanio 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 metagenémica construida, se clonaron
aproximadamente 1,6 Gb de informacién genética de la comunidad. Por lo tanto, en esta biblioteca
estarfa representada la informacién equivalente a aproximadamente 800 genomas de los organismos

mas abundantes de la comunidad microbiana presente en la muestra ORO07.

La identificacién de clones conteniendo genes de interés dentro de la biblioteca metagenémica se
realiz6 utilizando dos estrategias diferentes, aunque complementarias entre si [Riesenfeld et al., 2004,
Suenaga, 2012]. Una de ellas, la estrategia molecular, se basé en la identificacién de genes codificantes
para la subunidad mayor de enzimas RHO involucradas en el primer paso de la degradacién de HAPs
a partir de reacciones de PCR, utilizando tanto cebadores especificos 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 capitulo 3. Esta variante fue abundante en sedimentos de Planta
Oridn, lo cual sugiere que los microorganismos conteniendo dicha variante alélica podrian ser miembros
relevantes de la comunidad microbiana. Por lo tanto, la secuenciacion del fésmido M117 se consideré de
particular interés. El andlisis de su secuencia permitiria conocer la secuencia completa de este gen,

asi como también su contexto gendémico.

Durante el andlisis molecular se intenté identificar clones conteniendo genes de dioxigenasas co-
rrespondientes a la variante D, otra de las variantes méas 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 amplificacién como consecuencia de su hibridacion inespecifica, el
fésmido 14A-12 no fue seleccionado para ser secuenciado completamente. No obstante, podria 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 andlisis podria ser de interés en el
estudio de genes involucrados en la degradacién de compuestos monoaromaticos sustituidos. El hecho
de no haber identificado clones conteniendo genes de la variante D de enzimas RHO en la biblioteca
metagendémica podria deberse a que durante la construccién de la misma se utilizé un método de
extraccién de ADN diferente al empleado en la determinacién de la abundancia de genes D. Luna y

colaboradores observaron que, al utilizar el protocolo de extraccién 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 extraccién y viceversa [Luna et al., 2006]. Otra razén, por la que estos genes no lograron ser iden-
tificados en la biblioteca metagenémica, podria deberse a que los mismos se encuentren codificados en
pldsmidos. Dado que el ADN plasmidico generalmente posee un tamano menor al requerido para su
clonado en fésmidos, es posible que sus secuencias no se vean representadas en la biblioteca construida

en el presente trabajo.

La identificacién 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 busqueda mediante ensayos funcionales superan esta limitacion, 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 combinacién de estrategias de andlisis posibilita el acceso a una mayor diversidad de los
genes de interés a partir de una biblioteca metagenémica [Riesenfeld et al., 2004]. Por esta razén,
se utilizaron tanto estrategias moleculares y funcionales para la identificacién de clones conteniendo
genes involucrados en la degradacién de hidrocarburos aromaticos. Uno de los ensayos funcionales se-
leccionados consistié en la deteccion de enzimas RHO involucradas en el primer paso de la degradacion
de HAPs, utilizando indol como sustrato de las mismas. Si bien en el sitio de estudio se encontré una
gran abundancia de genes codificantes para dichas enzimas (Capitulo 3, [Marcos et al., 2012]), sélo el
clon 1342 present6 un color azul tenue producto de la oxidacién 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 arométicos [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 deteccién de clones de interés se basé 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 via baja de la degradacién de HAPs, con preferencia por
sustratos monociclicos como 1,2-dihidroxibenceno (o catecol) [Junca et al., 2004, Suenaga et al., 2007].
Con esta metodologia fue posible aislar cinco clones con capacidad de expresar estas enzimas. El clivaje
del catecol no es una reaccion especifica de enzimas catecol 2,3 dioxigenasas. Suenaga y colaboradores
reportaron que subfamilias de EXDO no sélo presentan la capacidad de romper el anillo de catecol,
sino que también poseen especificidad por otros sustratos arométicos 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 mostré la misma reactividad frente catecol y 2,3-dihidroxibifenilo, siendo su homdéloga
més cercana una 2,3 dihidroxibifenil-1,2-dioxigenasa [Suenaga et al., 2007], enzima involucrada en la
via alta de degradacién de HAPs. Por lo que aquellos clones capaces de degradar catecol podrian
contener tanto genes EXDO de la via baja de degradacién de HAPs, como EXDO que participen de
la ruptura de anillos aromaticos en la via alta. Esta hipétesis serda examinada en el siguiente capitulo,

por medio del andlisis de las secuencias de dichos clones.

A pesar de que se observé ADN de E. coli en el extracto fosmidico utilizado para la secuenciacion,
fue posible ensamblar con alta cobertura la secuencia completa de cada uno de insertos clonados. El ta-
maifio promedio de los mismos fue de 34,5 kb, por lo que probablemente contengan operones completos
involucrados en la degradaciéon de hidrocarburos aromaéticos y en particular de HAPs. La organiza-
cién génica de estos fragmentos, asi como el andlisis de las posibles rutas degradativas utilizadas por
los microorganismos autoctonos de sedimentos intermareales de Bahia Ushuaia, se presentara en el
Capitulo 5. Sélo en pocos trabajos se han utilizado bibliotecas metagenémicas para el estudio de la
degradacién de compuestos arométicos [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 metagenémica de ORO0T7 representa un recurso con gran potencial

para el descubrimiento de genes, enzimas y rutas metabdlicas novedosas.






Capitulo 5

ANALISIS DE LOS FRAGMENTOS IDENTIFICADOS EN LA BIBLIOTECA
METAGENOMICA: ASIGNACION TAXONOMICA Y ANOTACION
FUNCIONAL

5.1. Introduccion

Numerosas cepas bacterianas aisladas a partir de habitats marinos poseen la capacidad de utilizar
HAPs como tnica fuente de carbono y energia. Los estudios realizados sobre la capacidad degrada-
tiva de estas bacterias generalmente se centran en las caracteristicas fisioldgicas y ecolégicas de las
mismas, asi como también en el andlisis de genes especificos 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 secuenciacién reciente de los genomas de cepas marinas del
género Cycloclasticus y Novosphingobium ha permitido tener acceso a los genes que podrian estar
involucrados en las vias 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 Nowvosphingobium (US6-1 y PP1Y), capaces de utilizar diferentes compuestos aromaticos
[D’Argenio et al., 2011, Luo et al., 2012], también presentan multiples 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 degradacién de HAPs [Aylward

et al., 2013].

A pesar de ello, poco se conoce sobre la presencia de otros genes degradativos y su participa-
cién en las rutas catabdlicas empleadas durante la biodegradacién de estos compuestos en el ambiente
marino. De los genomas secuenciados, sélo se estudiaron en detalle los genes degradativos de Nowvosp-
hingobium US6-1. Los mismos se encontraron distribuidos en el cromosoma y en el pldsmido pLA1,

de 188 kpb [Stolz, 2014, Yun et al., 2014]. A su vez, Yun y colaboradores demostraron que el pldsmido



pLA1 posee genes codificantes para las enzimas de la via degradativa de HAPs de bajo peso molecular
mediada por la enzima catecol 2,3-dioxigenasa. Mientras que los genes correspondientes a la via 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 tultimos pueden pueden ser més abundantes que los
microorganismos cultivados, tal como se ha demostrado en ambientes Subantarticos [Marcos et al.,
2012]. En este capitulo se describe el andlisis de los fragmentos genémicos provenientes de microor-
ganismos de sedimentos de Bahia Ushuaia, los cuales fueron seleccionados a partir de la biblioteca
metagendémica descripta en el capitulo anterior en base a la presencia de genes que podrian codificar
para enzimas de las vias degradativas de hidrocarburos aromaticos. En primer lugar, se realizé la
anotaciéon funcional de los genes identificados en los insertos secuenciados. Asimismo, se llevd a cabo
la asignacion taxondémica de los fragmentos clonados con el fin de determinar la posible afiliacion
filogenética de los microorganismos que contienen dichos fragmentos en su genoma. Por tdltimo, se
estudiaron en detalle los genes involucrados en la degradacion de hidrocarburos aromaticos, su en-
torno gendémico y las diferentes reacciones que podrian catalizar las enzimas codificadas por estos
genes. Esta informacién contribuye a la comprensién de los mecanismos degradativos utilizados por

los microorganismos atun no cultivados de este ambiente.

5.2. Resultados

5.2.1. Informacién general sobre los fragmentos clonados

5.2.1.1. Predicciéon de genes y anotacién funcional

La prediccién de los genes presentes en los fragmentos clonados y su asignacién funcional (ano-
tacion) se realizé utilizando dos sistemas integrales de prediccién y anotacién automética: Integrative
Services for Genomic Analysis (ISGA) y Rapid Annotation using Subsystem Technology (RAST).
Ambos sistemas utilizan programas de prediccion similares (Glimmer), los cuales realizan la bisqueda
y ubicacién de genes mediante patrones estadisticos basados en la informacion intrinseca del ADN
[Aziz et al., 2008, Hemmerich et al., 2010]. Sin embargo, utilizan bases de datos diferentes durante
la asignacién funcional, lo que permite complementar la informacién 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-
tomaticos, se empled el programa FgeneB, ya que permite realizar predicciones de genes de manera

més exacta [Angelova et al., 2010, Solovyev y Salamov, 2011].



Las incongruencias en la predicciones fueron examinadas y corregidas manualmente median-
te el andlisis por homologia 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 participacién en diferentes rutas metabdlicas (mediante la
base de datos KEEG [Kanchisa et al., 2014]). Se identificaron entre 34 y 50 secuencias codificantes
de proteinas (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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Capitulo 5. 120

5.2.1.2. Caracteristicas de las secuencias codificantes identificadas en los fragmentos

clonados

La informacién 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
detectd un alto porcentaje de secuencias que no lograron ser asignadas a una funcién en particular (13
a 46 %), el resto de las secuencias fueron clasificadas en 18 categorias funcionales diferentes (Figura
5.1). De las secuencias clasificadas, aquellas relacionadas con la biosintesis de metabolitos secundarios
y catabolismo (categoria Q) generalmente se encontraron en alta proporcion en los insertos clonados (a
excepcién de los insertos M32 e 1342). Gran parte de las secuencias identificadas pertenecientes a esta
categoria corresponden a proteinas que podrian estar involucradas en la degradacién de hidrocarburos,
sugiriendo que las funciones catabdlicas de los fragmentos clonados se encuentran relacionadas con la
oxidacién de estos compuestos. Secuencias asociadas al transporte de iones y al metabolismo (categoria
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 categoria

funcional.

Del total de las CDSs identificadas, el 38 % corresponde a enzimas que podrian estar involu-
cradas en las vias degradativas de hidrocarburos arométicos. El ntimero de genes relacionados con la
biodegradacién de estos compuestos asi como también su organizacion génica, fue diferente en cada in-
serto (Figura 5.2, Tabla 5.2). El fragmento C334 presenté una mayor proporcién de CDSs relacionadas

con la biodegradacién de hidrocarburos aromaticos.

En los fragmentos clonados también se detectaron funciones relacionadas al transporte de
aminoacidos y al metabolismo, a la produccién y conversion de energia, a la regulacién de la transcrip-
cién, al metabolismo de lipidos y a la replicacién, recombinacién y reparacion del ADN, entre otras.
Particularmente, en el fragmento C78 se observé una alta proporcion de secuencias vinculadas a la
recombinacion 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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Figura 5.1: Categorias funcionales (basada en COGs) identificadas en los fragmentos clonados

Tabla 5.2: Caracteristicas generales de las CDSs presentes en los fragmentos clonados

Inserto M117 M32 C78 C165 C293 C334 C340 1342

Nuimero de CDSs 38 39 34 41 42

Nuimero de CDSs relacionados 13 6 18 20 24
con vias degradativas

Nuimero de CDSs codifican- 6 1 3 - 1
do oxigenasas de hidrocarburos

aromaticos

Nuimero de CDSs relacionados - - 9 - 3

a la transferencia horizontal

38 34 50

28 + 6

5.2.1.3. Asignacion taxondomica de los fragmentos identificados

Con el objetivo de estimar el origen filogenético de los fragmentos clonados, se realizé la asig-

nacién taxonémica de cada CDS utilizando el programa Megan [Huson et al., 2007]. Este programa

explora el contenido taxondémico de un conjunto de secuencias en base a los resultados obtenidos por

comparacién de las mismas contra secuencias conocidas utilizando el algoritmo blast (o cualquier otra

herramienta de comparacién de secuencias). Posteriormente, un algoritmo sencillo (denominado LCA,

de las siglas en inglés “Lowest Common Ancestor”) analiza la taxonomia de las secuencias mas simila-

res a la secuencia de interés, de manera tal de asignarle a esta itima un taxén comin a las secuencias
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cercanas ya conocidas. Por otro lado, para identificar los microorganismos més relacionados con la
secuencia completa los fragmentos clonados, se utilizé 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 asignacién de las secuencias a niveles taxonémicos 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 ningun nivel
taxonomico. En los fragmentos C78, C293 e 1342 se observé mayor proporcion de CDSs asignadas a
la clase Alfaproteobacteria (Tabla 5.3). La secuencia nucleotidica completa de los fragmentos C293 e
1342 también mostré una similitud significativa con regiones del genoma de alfaproteobacterias (Fi-
gura 5.3, tabla 5.4). Las regiones homologas pertenecientes a los tres genomas més 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 1342 podrian pertenecer a microorganismos de la clase Alfaproteobacteria.

Tabla 5.3: Porcentajes de CDSs asignadas utilizando el programa Megan

% de CDSs asignadas

Tax6n M117 M32 C78 C165 C293 C334 C340 1342
NA! 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 69,4 441 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
Asignacién taxonémica? Prot Bact Prot I3 Q Prot  Prot Prot

1: Secuencias no asignadas
2: Asignacién taxondémica, considerando mas del 50 % de las secuencias asignadas a un mismo taxén. Prot: Proteobacteria;

Bact: Bacteria; a: Alfaproteobacteria; 3: 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 homologia significativa y alto porcentaje
de cobertura respecto de la secuencia completa de dicho inserto (Figura 5.3). Sélo la regién corres-
pondiente a las secuencias C78-14 y C78-28-29 (codificantes para transposasas) mostré homologia con

regiones de fragmentos genémicos pertenecientes a alfaproteobacterias (fragmentos a, b, ¢, d y e en



la Figura 5.3). Dado que la mayoria de las secuencias asignadas a este grupo taxonémico (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 podria ser parte del genoma de una proteobacteria (Tabla 5.3), aunque los resultados

obtenidos no permitieron estimar la clase a la cual perteneceria 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 andlisis de este fragmento utilizando el algoritmo blastn, ya que los fragmentos gendmicos que
mostraron mayor homologia (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 podria 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 sélo
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 taxonémico de clase. En el fragmento
M117, la zona comprendida entre las secuencias M117-01 y M117-13 mostré homologia 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 presenté 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 homologia
con fragmentos gendémicos de diferentes clases de proteobacterias, si bien los fragmentos gendémicos

mas 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 observé un alto porcentaje de secuencias que no pudieron
ser asignadas (44 %). Respecto de los genomas mds 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 andlisis del inserto M32 mediante LCA, como
la busqueda de fragmentos gendémicos similares, arrojaron resultados poco concluyentes acerca de la

taxonomia del microorganismo del cual proviene este fragmento.
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Figura 5.3: Asignacién taxonémica utilizando el programa Megan y comparacién de las secuencias nucleotidicas de los fragmentos clonados con genomas de la base de datos del NCBL La asignacién
taxonémica de cada secuencia codificante, a partir del algoritmo LCA, se indica mediante rectdngulos de diferentes colores ubicados debajo de la identificacién de cada secuencia. En tonos violeta,
secuencias asignadas a la clase Alfaproteobacteria; en amarillo, a Betaproteobacteria; en azul, a Gamaproteobacteria. Dentro de las secuencias pertenecientes a cada clase de proteobacterias, aquellas
clasificadas hasta el nivel taxonémico de orden, o niveles inferiores, se presentan en tonos més oscuros del color correspondiente. En gris oscuro, se muestran las secuencias asignadas hasta el filum
Proteobacteria; en negro, secuencias asignadas al dominio Bacteria y en gris claro, secuencias que no lograron ser asignadas. Debajo de la clasificacién de cada secuencia, se indican fragmentos de
genomas de la base de datos del NCBI que poseen mayor homologia con los insertos clonados. Las regiones coloreadas en los fragmentos gendémicos representan el grado de alineamiento con los

insertos clonados de acuerdo al cédigo de colores de la herramienta BLASTn del NCBI: en rojo, regiones que alinearon significativamente (puntaje igual o mayor a 200); en fucsia alineamientos con
un puntaje entre 80-200; en verde, alineamientos con un puntaje entre 50-80.
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Tabla 5.4: Andlisis de los fragmentos clonados utilizando el algoritmo blastn

Inserto

Mejor alineamiento

% cob!

% id?

Filogenia

M117

M32

C78

C165

C293

C334

C340

1342

Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1

Sphingobium chlorophenolicum 1-1

Sphingobium sp. SYK-6

Verminephrobacter eiseniae EF01-2

Novosphingobium sp. PP1Y

Novosphingobium sp. PP1Y

Methylomonas methanica MC09

Sphingomonas wittichit RW1

12

8

67

48

31

45

68

70

78

85

80

73

72

72

Bacteria; Proteobacteria; Gamma-
proteobacteria; Chromatiales; Ec-

tothiorhodospiraceae

Bacteria; Proteobacteria; Alphapro-
teobacteria; Sphingomonadales; Sp-

hingomonadaceae

Bacteria; Proteobacteria; Alphapro-
teobacteria; Sphingomonadales; Sp-

hingomonadaceae

Bacteria; Proteobacteria; Betapro-
teobacteria; Burkholderiales; Coma-

monadaceae

Bacteria; Proteobacteria; Alphapro-
teobacteria; Sphingomonadales; Sp-

hingomonadaceae

Bacteria; Proteobacteria; Alphapro-
teobacteria; Sphingomonadales; Sp-

hingomonadaceae

Bacteria; Proteobacteria; Gamma-
proteobacteria; Methylococcales;

Methylococcaceae

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 vias degradativas de hidrocarburos aromati-

COS

5.2.2.1. Oxigenasas hidroxilantes de compuestos arométicos (RHO)

Las oxigenasas bacterianas involucradas en la degradacién de HAPs son muy diversas y poseen
gran importancia por ser responsables de guiar diversas rutas catabdlicas durante la asimilacién de
estos compuestos. En particular, las enzimas RHO pertenecen a una de las familias de oxigenasas, y
cumplen un rol clave en la activacion de las rutas degradativas que utilizan las bacterias en condiciones
aerébicas. Un total de 20 secuencias homélogas a la subunidad alfa de enzimas oxigenasas con sitio
Rieske capaces de hidroxilar anillos arométicos (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 excepcién de la secuencia M117-38, todas las secuencias de estas enzimas se encontraron
completas, presentando un promedio de 425 aminoédcidos (Tabla 5.5). Las enzimas homoélogas més
relacionadas, analizadas mediante el algoritmo blastp utilizando la base de datos de proteinas no re-
dundante del NCBI, correspondieron a la subunidad alfa de enzimas RHO y a proteinas hipotéticas
conteniendo un sitio Rieske [2Fe-2S| conservado. Mayoritariamente, dichos homélogos fueron identifi-
cados en cepas bacterianas degradadoras de HAPs, varias de ellas aisladas a partir de habitats 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 homologos maés cercanos, dado que 17 de las 20 secuencias identificadas mostraron entre
un 41 y 70 % de identidad a nivel de aminoédcidos. Por otro lado, algunas de estas secuencias mostraron
altos porcentajes de identidad respecto de fragmentos de genes amplificados a partir de sedimentos
intermareales de Bahia Ushuaia. Particularmente, la secuencia M117-33 presenté un 97,7 a 98,8% a
nivel de aminoacidos respecto de la subunidad alfa perteneciente a la variante T identificada en el

Capitulo 3 del presente trabajo.

Clasificacion de la subunidad alfa de enzimas RHO encontradas en la biblioteca meta-
genémica. La clasificacién de las enzimas RHOs en diferentes clases funcionales (A a D) puede
llevarse a cabo a partir del andlisis filogenético de las secuencias de interés pertenecientes a la subuni-
dad alfa, utilizando como referencia secuencias de enzimas previamente clasificadas. De acuerdo a esta
clasificaciéon, en los fragmentos clonados se identificaron enzimas RHO pertenecientes a las clases A,

By C (Figura 5.4, Tabla 5.5).

Se detectaron diez secuencias codificantes para RHOs de clase A en la biblioteca metagenémi-
ca, de las cuales cuatro pertenecen al fésmido C334 (C334-10, 20, 29 y 33), tres al fésmido M117
(M117-33, 36 y 38) y el resto a los fésmidos M32 (M32-12), C78 (C78-03)y C340 (C340-30). Las mis-
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Tabla 5.5: Subunidad « de enzimas RHOs identificadas en la biblioteca metagenémica

Secuencia Longitud (aa) Subunidad 3! Clase?

M32-12 433 si A
M117-16 422 no C
M117-22 449 st B
M117-23 419 si B
M117-33 444 si A
M117-36 443 st A
M117-383 334 st A

C78-03 443 si A

C78-10 420 st C

C78-20 414 s C
C293-03 426 st C
C334-06 418 s C
C334-10 429 si A
C334-20 446 si A
C334-25 394 st C
C334-29 410 st A
C334-33 487 si A
C334-35 432 si B
(C340-30 441 s A
C340-32 405 no C

1: Gen codificante para la subunidad 8 contiguo al gen codificante para la subunidad @ de RHO.

2: Afiliacién funcional basada en la clasificacién 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 dtomos de oxigeno en las posiciones
alfa/beta de anillos fusionados o anillos aromaticos 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 8 de enzimas oxigenasas, lo cual sugiere

que estas oxigenasas poseen una estructura cuaternaria hetero-multimérica (ay,3,,). Por otro lado, el

andlisis filogenético de la subunidad alfa de estas secuencias mostré 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
ITT (A-IlIa3). Las proteinas 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] tipico de proteinas Fe-S (ISP) presente en plantas [Chakraborty et al., 2012]. Las
secuencias M32-08, C78-17 y C334-05 codificarian para ferredoxinas de este tipo, mientras que las
secuencias C78-19, C165-15 y C334-34, codificarfan para ferredoxina-NAD™ reductasas. Por lo tanto,
los fragmentos C334 y C78 tendrian 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 sélo un 40 % de identidad a nivel de aminodcidos

con la secuencia més 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 comun con dioxigenasas clasificadas como B-lIaf y B-IIaf, son divergentes res-
pecto de los tipos de enzimas definidos hasta el momento. Sin embargo, es posible que el bajo nimero

de secuencias pertenecientes a esta clase de enzimas RHOs afecte la robustez de este analisis.

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 estd 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 formacién de catecol a partir de antranilato. Ac-
tualmente, la clase C se encuentra formada solamente por enzimas con estructuras cuaternarias oy, 3,
clasificadas en dos tipos diferentes (C-IIIaf y C-IVaf). Seis de las secuencias de clase C identificadas
en el presente trabajo se agruparon con secuencias correspondientes a RHOs con clasificacién C-IVaf
(Figura 5.4, Tabla 5.5). Sorprendentemente, sélo cuatro de los genes codificantes para este tipo de

RHOs presentaron un gen adyacente que podria codificar para la subunidad 8 de estas enzimas.
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Fig‘ura 5.4: Anilisis filogenéticos de las secuencias deducidas de aminodcidos correspondientes a la subunidad o de enzimas RHO
detectadas en la biblioteca metagendémica. Los darboles filogenéticos fueron realizados con el método Neighbour Joining y utilizando
tanto secuencias de referencia previamente clasificadas [Chakraborty et al., 2012] como secuencias de los homdlogos més cercanos a
las secuencias metagendmicas (identificadas mediante circulos negros). Estas secuencias se identifican mediante su nimero de acceso
¥ el nombre del microorganismo del cual provienen (en corchetes). La clasificacién de las enzimas RHO de acuerdo al esquema
propuesto por Chakraborty y colaboradores se indica a la derecha de cada &drbol filogenético. Los valores de bootstrasp fueron
calculados en base a 1000 réplicas, mostrando valores mayores al 50 %. La escala representa la cantidad de aminodcidos sustituidos
por posicién. En cada drbol se muestra una secuencia representativa del grupo externo o outgroup, correspondiente a la secuencia
de la enzima carbazol 1,9-dioxigenasa de Nocardioides aromaticivorans sp.
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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 andlisis filogenético de las mismas permitio clasificarlas en dos grandes
grupos o familias de acuerdo a la clasificacién 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 1.2, cuyas enzimas poseen preferencia por sustratos monociclicos.
Particularmente, la secuencia C293-07 formé parte de un clado que contiene secuencias codificantes
para catecol 2,3-dioxigenasas de alfa proteobacterias relacionadas con el gen zylFE de Novosphingobium
aromaticivorans F199. Su secuencia homdéloga més cercana (95 % de identidad a nivel de aminoéci-
dos) correspondié a una proteina de resistencia a bleomicina de Novosphingobium sp. PP1Y, bacteria
marina degradadora de HAPs. Si bien las proteinas de resistencia a bleomicina no se encuentran re-
lacionadas con la degradacion de HAPs, es posible que durante la anotacién de dicha secuencia se
haya empleado sélo la base de datos Pfam, en la cual las enzimas EXDO I son reconocidas como
parte de la superfamilia de proteinas Glioxilasas/proteinas de resistencia a bleomicina/Dioxigenasas.
Dado que en el presente trabajo ademads se utilizaron diferentes bases de datos, en la secuencia de
aminodacidos 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, presenté un 91 % de identidad a nivel de aminodcidos respecto de
la enzima catecol 2,3-dioxigenasa de Leptothriz cholodnii SP-6. Asimismo, se agrupé dentro de un
clado cuyas secuencias fueron identificadas en cepas pertenecientes a las clases Betaproteobacteria y

Gamaproteobacteria.
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Fig‘ura 5.5: Anilisis filogenético de las secuencias deducidas de aminodcidos correspondientes a EXDOs identificadas en la biblio-
teca metagendmica. El drbol filogenético fue realizado con el método Neighbour Joining, utilizando tanto secuencias de referencia
[Vilchez-Vargas et al., 2013] como secuencias de los homélogos més cercanos a las secuencias metagendmicas (identificadas mediante
circulos negros). Dichas secuencias se identifican mediante su niimero de acceso y el nombre del microorganismo del cual provienen
(en corchetes). En negrita se muestran las cepas aisladas a partir ambientes marinos. La clasificacion de las enzimas EXDO, de
acuerdo al esquema propuesto por Eltis y colaboradores [Eltis y Bolin, 1996], se indica a la derecha. Los valores de bootstrasp fueron
calculados en base a 1000 réplicas, indicando valores mayores al 50 %. La escala representa la cantidad de aminodcidos sustituidos

por posicién.
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El resto de las EXDO identificadas formaron parte de la familia EXDO 1.3, la cual contiene en-
zimas que poseen preferencia por el clivaje de sustratos biciclicos. Al igual que las EXDO codificadas
por las secuencias C293-07 y C165-12, las EXDO 1.3 identificadas en la biblioteca metagenémica se
agruparon en diferentes clados, lo cual es indicativo de la alta diversidad de enzimas EXDO presen-
te en sedimentos intermareales de Bahia Ushuaia. Las secuencias de aminoacidos 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 mostré ser divergente respecto de su homologo mas cercano.
Asimismo, ambas secuencias presentaron similitud con un clado que posee dihidroxinaftaleno dioxi-
genasas relacionadas con la enzima NahC de P. stutzeri AN10, asi como también con un clado que
contiene la proteina BphC de Sphingomonas paucimobilis EPA 505, entre otras. Por otra parte, las
secuencias 1342-17, M32-09, C340-33 presentaron menor porcentaje de identidad (50-56 %) respecto de
sus secuencias homélogas maés cercanas, las cuales pertenecieron a Novosphingobium lindaniclasticum
sp., Sphingobium chlorophenolicum L-1 'y Kyrpidia tusciae DSM 2912, respectivamente. A su vez, la
proteina codificada por la secuencia 1342-17 se encuentra vinculada a enzimas dihidroxibifenil dioxige-
nasas relacionadas con la enzima BphC1 de R. erythropolis, mientras que las proteias correspondientes
a las secuencias M32-09 y C340-33 poseen relacién con un clado formado por dihidroxibifenil dioxige-
nasas asociadas a la enzima BphC de R. globerulus P6 y con trihidroxibifenil dioxigenasas vinculadas

a la proteina BphC de Terrabacter, respectivamente.

5.2.3. Reconstrucciéon de las rutas degradativas de HAPs a partir de la anotacion

funcional de los fragmentos clonados

Una vez que se produce la activacién de los hidrocarburos aromaticos catalizada por RHOs,
otras enzimas de las rutas catabdlicas catalizan la conversion de diversos sustratos en intermediarios
centrales de las vias degradativas. A continuacion se describen las secuencias identificadas en los
fragmentos metagendmicos correspondientes a las diferentes enzimas que podrian estar involucradas

en las rutas degradativas de hidrocarburos aromaticos.

5.2.3.1. Secuencias involucradas en la via alta de degradacion de HAPs

Ademads de los genes de dioxigenasas iniciales (clase A) analizados en la seccién 5.2.2.1, la anota-
cién funcional permitié detectar, en la mayoria de los fragmentos clonados, genes que podrian codificar
para otras enzimas de la via alta de degradacién de hidrocarburos aromaticos (Figura 5.6). En cuatro
de los fragmentos identificados se predijeron secuencias que podrian codificar para enzimas dihidrodiol

deshidrogenasas (M32-14, C78-05, C293-17 y C334-09). Estas enzimas catalizan la deshidrogenacién
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del dihidrodiol formado por accién de las oxigenasas iniciales para dar lugar a intermediarios orto o
meta dihidroxilados. Las secuencias detectadas codificantes para dichas enzimas presentaron un 42
a 55% de identidad entre si a nivel de aminoécidos, y un 60 a 89% de identidad con deshidroge-
nasas de microorganismos involucrados en la degradacién de hidrocarburos aromaticos (Tabla 5.1).
La reaccién siguiente de la via baja de degradacion de estos compuestos consiste en la ruptura del
anillo aroméatico de los intermediarios dihidroxilados a través de enzimas extradiol o intradiol dioxi-
genasas. Las secuencias analizadas en la seccién 5.2.2.2, codificantes para extradiol dioxigenasas con
preferencia por sustratos biciclicos (M32-09, C78-22, C334-31, C340-33 y 1342-17), podrian estar in-
volucradas en la via alta de degradacion de HAPs. En las etapas siguientes, el producto de reaccién
obtenido por actividad de las EXDO, puede ser transformado a acido salicilico o compuestos deriva-
dos mediante una serie de reacciones en las que intervienen enzimas isomerasas, hidratasa-aldolasas
v aldehido deshidrogenasas. Sélo en el fragmento C78 se encontraron secuencias codificantes para las
tres enzimas anteriores (C78-02, C78A-01 y C78-18), las cuales mostraron un 58 a 80 % de identidad
con los respectivos homélogos de Hidrocarboniphaga effusa (Tabla 5.1). En otros fragmentos clonados
también se detectaron genes codificantes para 2-hidroxichromen-2-carboxilato isomerasas (C165-27 y
C334-23), una trans-O-hidroxibencildenpiruvato hidratasa-aldolasa (C334-16) y una aldehido deshi-
drogenasa (C293-16).

M117-33 n m
M117-36
I mMi117-38 HO H
M32-12
€78-03 OH
on COOH
€334-10 M32-14
C334.20 M32-09 Cc78-02 C78-01 CHO C78-18 COOH
C78-05 c78-22 C165-27 C334-16 €293-16
gg:zg: €293-17 €340-33 c334-23
€340-30 €334-09 f:::f?l
Al A2 A3 A4 A5 A6

Figura 5.6: Posibles reacciones de la via alta de degradacion de hidrocarburos aromaticos en las que estarian
involucradas las secuencias detectadas. Al a A6: enzimas implicadas en las diferentes etapas de reaccion. Al,
dioxigenasas iniciales (s6lo se indican las CDSs correspondientes a la subunidad alfa de enzimas RHO); A2,
deshidrogenasas; A3, extradiol dioxigenasas; A4, isomerasas; A5, hidratasa-aldolasas; A6, aldehido deshidro-
genasas. Las secuencias codificantes para las correspondientes enzimas se muestran en diferentes colores de
acuerdo al inserto del cual provienen. I a VII, sustratos y/o productos de reaccion: I, HAPs; I1, cis-dihidrodiol;
IT1, dihidroxi-HAP; IV, derivados del acido 2-hidroxi-2H cromen-2-carboxilico; V, derivados del acido trans-o-
hidroxibencilden piruvico; VI, salicilaldehido (o derivados); VII, acido salicilico (o derivados).

5.2.3.2. Secuencias involucradas en la via baja de degradacion de HAPs

El acido salicilico generado en la via alta de degradacion de HAPs puede ser metabolizado por
accién de diferentes salicilato hidroxilasas. Las enzimas salicilato-1-hidroxilasas catalizan la hidroxi-
lacién y descarboxilacion del acido salicilico para dar lugar a la formacién de catecol. En cambio,

las salicilato-5-hidroxilasas utilizan acido salicilico para generar gentisato como producto de reaccion.
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Tal como se observé en la seccién correspondiente a la clasificacion 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 detecté 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 podria utilizar el dcido salicilico para formar tanto gentisato como compuestos derivados

del catecol.

Dependiendo de la enzima salicilato hidroxilasa utilizada en la via baja de degradacién de hidro-
carburos aromaéticos, el producto de reaccién generado luego puede ser degradado via catecol, mediante
meta u orto-clivaje, o via gentisato hasta formar intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos.
Los genes codificantes para la totalidad de las enzimas necesarias para la degradacion de catecol ha-
cia intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos fueron identificados en dos de los fragmentos
clonados (C165 y C293), mientras que los genes involucrados en la ruta de degradacién por gentisato

solo se encontraron en el fragmento C78.

Secuencias involucradas en la degradacién de catecol presentes en el fragmento C165. En
este fragmento se predijeron, dentro de un mismo operdn, secuencias codificantes para las enzimas ca-
tecol 2,3-dioxigenasa (C165-12), 2-hidroximucoénico semialdehido hidrolasa (C165-09), hidroximucdni-
co semialdehido 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 acetaldehido 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 aminoécidos con las secuencias méas cerca-
nas, las cuales pertenecieron mayormente a betaproteobacterias (Tabla 5.1). Més atin, la organizacién
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 presenté el mayor
porcentaje de identidad a nivel de aminodcidos respecto de su secuencia homédloga, la cual corresponde
a una secuencia codificante para una enzima acetaldehido deshidrogenasa de un microorganismo no

cultivable (Tabla 5.1).

Inmediatamente corriente arriba de este operén se identificé una secuencia (C165-14) que podria
codificar para un regulador de la transcripcion, debido a que su secuencia proteica comparte un 79 %
de identidad con un regulador transcripcional de la familia LysR presente en Acidovoraz sp. JS42. Por

otro lado, precediendo al gen de catecol-2,3-dioxigenasa (C165-12), se detecté una secuencia codificante
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para una ferredoxina (C165-13), la cual presenté un 74 % de identidad a nivel de aminoécidos respecto
de una ferredoxina de Acidovorax sp.JS42. A su vez, tanto la secuencia C165-13 como la secuencia de la
ferredoxina de Acidovoraz sp.JS42, mostraron homologia 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 podria estar contribuyendo a

la degradacién de diferentes compuestos derivados del catecol.

Secuencias involucradas en la degradacién de catecol presentes en el fragmento C293.
En este fragmento también se predijeron, dentro de un mismo operén aunque con una organizacion
diferente a la observada en el fragmento C165, genes codificantes para la totalidad de las enzimas
necesarias para la degradacién 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
aminoacidos con secuencias pertenecientes a bacterias de la familia Sphigomonadaceae. En su mayoria
se encuentran relacionados con enzimas de Novosphingobium sp. PP1Y, bacteria marina capaz de cre-
cer en un amplio rango de compuestos aromaticos. Asimismo, estos genes presentan una organizacion

génica similar a la de sus homdlogos en Novosphingobium sp. PP1Y (Figura 5.7 b).

Secuencias que podrian estar implicadas en la regulacién de la transcripcién 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 observé la
presencia de una secuencia codificante para una proteina hipotética de funcién desconocida (C293-
08), la cual comparte un 76 % de identidad con una proteina hipotética de Nowvosphingobium sp.
PP1Y. Si bien en el fragmento C165 dicha secuencia presenté un 80 % de identidad respecto de una
proteina hipotética perteneciente a un microorganismo atin no cultivado (C165-11, Tabla 5.1), también
mostré alto porcentaje de identidad a nivel de aminoédcidos (77 %) con la secuencia homdéloga presente
en la bacteria Verminephrobacter eiseniae EF01-2. Tanto en los fragmentos C165 y €293, como en los
fragmentos de los genomas de Novosphingobium sp. PP1Y y Verminephrobacter eiseniae EF01-2, la
secuencia codificante para la proteina hipotética fue detectada dentro un operén conteniendo genes que
podrian estar involucrados en la degradacién de catecol por metaclivaje (Figura 5.7b). Estos resultados
sugieren que dichos genes podrian estar involucrados en funciones similares, probablemente asociadas

a la degradacién de hidrocarburos aromaticos.
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Figura 5.7: Genes codificantes para enzimas de la via baja de degradacion de hidrocarburos aromaticos por me-
taclivaje del catecol identificados en los insertos C165 y C293. (a): reacciones en las que podrian estar involucra-
das las enzimas codificadas por dichos genes. B1 a B8, enzimas implicadas en las diferentes etapas de reaccion:
B1, catecol 2,3 dioxigenasa; B2, hidroximucénico semialdehido hidrolasa; B3, hidroximuconato semialdehido
deshidrogenasa; B4, oxalocrotonato tautomerasa; B5, oxalocrotonato descarboxilasa; B6, 2-ceto-4-pentenoato
hidratasa; B7, 4-hidroxi-2-oxovalerato aldolasa; B8, acetaldehido deshidrogenasa. Los genes codificantes para
cada una de estas enzimas se identifican en colores de acuerdo al fragmento del cual provienen. M-I a M-
VIII, sustratos y/o productos de reaccién: M-I, catecol; M-II, 2-hidroximuconico-semialdehido; M-III, acido
2-hidroximucénico; M-IV, 4-oxalocrotonato; M-V, acido 2-oxo-4-pentendico; M-VI, acido 4-hidroxi-2-oxovaléri-
co; M-VII, acido piruvico; M-VIII, acetaldehido; M-IX, acetil-CoA. (b): organizacién de los genes de la via
baja de degradacion por metaclivaje identificados en los insertos C165 y C293 y su comparacion con la orga-
nizacion de genes homodlogos presentes en Verminephrobacter eiseniae EF01-2 y Novosphingobium sp. PP1Y,
respectivamente. Los genes se indican mediante flechas y en diferentes colores de acuerdo a su posible funcion:
verde, genes involucrados en la degradacion de hidrocarburos aromaticos; azul, reguladores de la transcripcion;
naranja, transferencia horizontal de ADN; gris oscuro, otros genes; gris claro, genes codificantes de proteinas
hipotéticas. Dentro de cada flecha, se indica el producto génico correspondiente: Bl a B8, enzimas de la via
baja de degradacion de hidrocarburos aromaticos por metaclivaje de catecol; fx, ferredoxina; R, regulador de la
transcripcion dependiente del factor o; LysR, regulador de la transcripcion; GntR, represor de la transcripcion;
P, O, N, M, L, K, diferentes subunidades de la enzima fenol hidroxilasa; SH, subunidad a y 8 de la enzima
salicilato hidroxilasa; A2, dihidrodiol deshidrogenasa; A6, aldehido deshidrogenasa.

Genes involucrados en la degradacion de hidrocarburos aromaticos via gentisato. Los ge-

nes de la via baja involucrados en la degradacién de gentisato del fragmento C78 se encontraron dentro
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de un mismo operén. Ademas del gen correspondiente a la enzima salicilato-5-hidroxilasa mencionada
anteriormente, dicho operén presentd genes codificantes para las enzimas gentisato 1,2-dioxigenasa
(CT78-08), maleilpiruvato isomerasa (C78-12) y fumarilpiruvato hidrolasa (C78-09). Estas enzimas ca-
talizan la degradacion del gentisato hasta metabolitos centrales del ciclo de Krebs, como piruvato y

fumarato (Figura 5.8 a).
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Figura 5.8: Genes codificantes para enzimas de la via baja de degradacion de hidrocarburos aromaticos mediante
gentisato identificados en el inserto C78. (a): reacciones en las que podrian estar involucradas las enzimas
codificadas por dichos genes. C1 a C4, enzimas implicadas en las diferentes etapas de reaccion: Cl-a y C1-8,
subunidad mayor y menor, respectivamente, de la enzima salicilato-5-hidroxilasa; C2, gentisato-1,2-dioxigenasa;
C3, maleilpiruvato isomerasa y C4, fumarilpiruvato hidrolasa. Los genes codificantes para cada una de estas
enzimas, se identifican en colores de acuerdo al fragmento del cual provienen. G-I a G-VI, sustratos y/o productos
de reaccion: G-I, acido salicilico; G-II, gentisato; G-III, acido maleilpiravico; G-IV, acido fumarilpirivico; G-
V, piruvato; G-VI, acido fumarico. (b): organizaciéon de los genes de la via baja de degradacién mediante
gentisato identificados en el inserto C78, y su comparacion con la organizacion de genes homodlogos presentes en
Hydrocarboniphaga effusa. También se muestra la organizacion de otros genes identificados en el inserto C78,
respecto de los genes presentes en un fragmento gendmico de 16,4 kb de Sphingomonas sp. A4. Los genes se
indican mediante flechas y en diferentes colores de acuerdo a su posible funcién: verde, genes involucrados en la
degradacion de hidrocarburos aromaticos; azul, reguladores de la transcripcion; naranja, transferencia horizontal
de ADN; gris claro, genes codificantes de proteinas hipotéticas. Dentro de cada flecha, se indica el producto génico
correspondiente: C1 a C4, enzimas de la via baja de degradacién de hidrocarburos aromaticos mediante gentisato;
fx, ferredoxina; LysR, regulador de la transcripcion; SH, subunidad « y 8 de la enzima salicilato hidroxilasa; Al-
a y Al-f, subunidad mayor y menor, respectivamente, de oxigenasas iniciales; A2, dihidrodiol deshidrogenasas;

A3, dihidroxi-HAP dioxigenasa; A4, isomerasas; A5, hidratasa-aldolasa; A6, aldehido deshidrogenasas.

En el fragmento C78 los genes de esta via degradativa se encuentran organizados de manera

similar a los genes homélogos identificados en un fragmento del genoma de Hydrocarboniphaga effusa,
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Gamaproteobacteria capaz de degradar hidrocarburos arométicos y alcanos. La totalidad de los genes
que permiten la degradacién de salicilato via gentisato también se encuentran dentro de un mismo
operén en este microorganismo. Sin embargo, a diferencia del fragmento C78, este operén posee un
gen codificante para una proteina hipotética entre los genes correspondientes a la subunidad beta de
salicilato 5-hidroxilasa y maleilpiruvato isomerasa. El resto de los genes de esta via se encontraron en

el mismo orden (Figura 5.8 b).

5.3. Discusion

Los avances metodolégicos de la tltima década han permitido acceder a la informacién genética
contenida en las comunidades microbianas de una forma mas directa y sin las restricciones impuestas
por la imposibilidad de cultivar en el laboratorio la gran mayoria de los microorganismos ambientales.
En particular, las estrategias metagendmicas son capaces de brindar informacién sin precedentes sobre
el potencial metabdlico de una comunidad microbiana [Rayu et al., 2012]. En esta Tesis Doctoral, la
construccién de una biblioteca metagendémica ha permitido develar los mecanismos que podrian utili-
zar distintas proteobacterias autéctonas de los sedimentos de Bahia Ushuaia para la biodegradacion
de hidrocarburos aromaéticos, en particular HAPs. Una de las limitaciones de esta estrategia meta-
gendmica es la dificultad de conocer con precision de qué microorganismo proviene cada fragmento
de ADN clonado. Esta informacién es de gran interés, ya que permite relacionar genes y sus posibles
funciones con la filogenia de un microorganismo no caracterizado [Sierra-Garcia et al., 2014]. Distintas
herramientas permiten la asignacion taxondémica de fragmentos de ADN metagenomico, aunque las
mismas se encuentran limitadas por la falta de informacién 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 anélisis realizados sobre la asignaciéon ta-
xondémica utilizando esta herramienta sugieren que la mayoria de los fragmentos identificados en la
biblioteca metagenémica se encuentran afiliados con el phylum Proteobacteria, grupo taxondémico al
cual pertenece la mayor parte de las bacterias degradadoras de hidrocarburos formalmente descriptas
[Prince et al., 2010]. Particularmente, més 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 aerdbicas, hidrocarburos aromaticos, incluyendo HAPs, com-
puestos cloroarométicos, nitroaromdticos y aminoarométicos [Parales, 2010]. La mayoria 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 aromaticos también fue-
ron identificadas en acuiferos contaminados [Alfreider y Vogt, 2007, Fahy et al., 2008]. Dada la escasa

informacién existente sobre microorganismos de ambientes marinos de la clase Betaproteobacteria con
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capacidad de degradar HAPs, este trabajo representa una importante contribucién al conocimiento

de dichos microorganismos.

Utilizando el programa Megan, la mitad de los clones identificados en la biblioteca metagendémica
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 clasificacién fue corroborada
(H. Dionisi, comunicacién personal) utilizando otro método de clasificacién taxonémica basado en
las propiedades intrinsecas de las secuencias, llamado PhyloPythiaS [Patil et al., 2012]. A partir de
hébitats marinos se han aislado numerosas cepas pertenecientes a esta clase de proteobacterias, sin
embargo sélo unas pocas especies poseen la capacidad de degradar HAPs [Kim y Kwon, 2010]. Entre
ellas se encuentran miembros pertenecientes a los 6rdenes Sphingomonadales y Rhodobacterales, ca-
paces de degradar tanto hidrocarburos alifdticos como un amplio rango de hidrocarburos aromaéticos
[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 Bahia Ushuaia también evi-
denciaron una alta abundancia de alfaproteobacterias en este sitio [Guibert et al., 2012]. Més atin, la
proporcién de bacterias pertenecientes a esta clase se vié incrementada en sistemas experimentales en
los que se adicioné petréleo crudo, lo cual indicaria que sus miembros podrian tener un rol importante
en la degradacién de hidrocarburos [Guibert et al., 2012]. Por otro lado, una baja proporcién 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, comunicacién
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 tltimo, ninguna de las
secuencias del fragmento C334 pudieron ser clasificadas al nivel taxonémico de clase al utilizar el
programa Megan. Si bien todos los fragmentos metagenémicos 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 taxonémicos inferiores. Estos
resultados, como asi 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 anélisis de los genes presentes en los fragmentos clonados permitié identificar (en seis de
ellos) secuencias codificantes para las subunidades a y  de enzimas RHO, las cuales representaron un
12 % del total de los genes identificados. La mayoria de las secuencias identificadas codificantes para la
subunidad catalitica de RHOs, mostraron homologia 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 Bahia Ushuaia. Ademés de un gen
completo casi idéntico a fragmentos de ADN pertenecientes a la variante génica T (Capitulo 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 aminoédcidos respecto de las variantes génicas J
y B identificadas en sedimentos del sitio Planta Orién [Lozada et al., 2008, Marcos et al., 2009]. En
ambos estudios, la deteccién de dichas variantes fue realizada mediante reacciones de amplificacion
utilizando cebadores diseniados a partir de secuencias de bacterias Gram positivas (variante J) y Gram
negativas (variante B) degradadoras de hidrocarburos aromaticos. Por tanto, la presencia de genes
relacionados con estas variantes génicas y su proximidad dentro de un mismo fragmento genémico fue
inesperada. Las secuencias completas mas 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 metagenémica compartieron un 36 a 66 % de
identidad con secuencias identificadas en otros estudios independientes del cultivo de microorganismos,
la mayoria 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 si de acuerdo a su preferencia por sitios de oxi-
genacion 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
andlisis filogenético de las secuencias conocidas hasta el momento de las enzimas RHO de microor-
ganismos aislados, y la clasificacién de las mismas en cuatro clases funcionales (A a D) y una clase
adicional (D*) que incluye enzimas atin 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 catalitico de las enzimas RHO puede ademas adoptar una forma hete-
romultimérica (o, /3,) u homo-multimérica (a,), el sistema de clasificacién 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
clasificaciéon se expanda para incorporar otros tipos de enzimas. A partir del andlisis filogenético de las
20 secuencias de aminoacidos de enzimas RHO detectadas en los fragmentos clonados se identificaron
secuencias pertenecientes a tres clases diferentes de estas enzimas (A, B y C), aunque sé6lo 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 (3, [Chakra-

borty et al., 2012]. No obstante, en dos de las secuencias asignadas a la clase C y tipo IV (M117-16 y



Capitulo 5. 144

(C340-32) no se identificaron secuencias codificantes para sus respectivas subunidades . 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 regiéon del genoma. El gen codificante para la subunidad 8 de RHOs, generalmente se
localiza junto al gen codificante para la subunidad alfa y el andlisis filogenético de ambas proteinas
sugiere una co-evolucién de las mismas [Chakraborty et al., 2012]. Sin embargo, en algunas bacterias
especializadas en la degradacién de HAPs se han detectado genes correspondientes a la subunidad
alejados de genes que codifican para la subunidad « [Zhang et. al., 2012]. El resto de las secuencias
que codifican para la subunidad « de enzimas RHO identificadas en la biblioteca metagenémica (dos
de clase A y tres de clase B) no lograron ser clasificadas dentro de ninguno de los tipos previamente
definidos. Dado que la clasificacién puede sufrir modificaciones a medida que aumente la informacién
sobre estas enzimas (particularmente de bacterias no cultivables, [Capyk y Eltis, 2012, Chakraborty
et al., 2012]), dichas secuencias podrian formar parte de diferentes tipos de enzimas RHO atin no

definidos.

Luego de los andlisis realizados en el presente trabajo, se desarrollaron una serie de herramientas
de andlisis para secuencias de enzimas RHO, las cuales se encuentran en el servidor localizado en el
sitio RHObase (http://bicresources.jcbose.ac.in/ssahad/Rhobase/), [Chakraborty et al., 2014]. Estas
herramientas de andlisis permiten predecir la clase funcional a la que pertenecen las secuencias de
interés, asi como también sus posibles sustratos. El analisis posterior de las secuencias correspondientes
al componente catalitico de las RHOs identificadas en la biblioteca metagenémica utilizando el servidor
RHODbase, proporcioné iguales resultados a los obtenidos a partir del anélisis filogenético de las mismas
(resultados no mostrados). Sin embargo, resulté de interés el andlisis 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
heteropoliciclicos y /o tetralina. Dado que las 10 secuencias clasificadas dentro de esta clase (dos de ellas
relacionadas con genes previamente descriptos en Bahia Ushuaia) podrian iniciar la degradacién de un
amplio rango de hidrocarburos aromaticos, representan potenciales biomarcadores de contaminacién en
sedimentos subantarticos. Las tres benzoato dioxigenasas correspondientes a la clase B podrian emplear
sustratos carboxilados tales como benzoato y/o toluato. Compuestos como el benzoato pueden ser
generados por la descarboxilaciéon del ftalato, producto formado por el ortoclivaje de anillos arométicos
durante la degradacién de HAPs de bajo peso molecular [Mallick et al., 2011]. Las enzimas benzoato
dioxigenasas permiten la formacién de catecol a partir de benzoato [Das y Chandran, 2011, Mallick
et al., 2011], lo cual sugiere la participacién de estas enzimas en la activacién de la via baja de
degradacién de hidrocarburos aromaticos. Entre los sustratos que podrian utilizar las oxigenasas de

clase C detectadas en los insertos clonados, se encuentran compuestos aromaticos carboxilados como



Capitulo 5. 145

el salicilato y antranilato, intermediarios de la via baja de degradacién de HAPs [Habe et al., 2003,
Mallick et al., 2011]. Dichas enzimas permitirian la conversién de salicilato a catecol o gentisato
(dependiendo si se trata de una RHO C-IVaf o de una RHO C-I11af3, respectivamente, [Chakraborty
et al., 2012]). Sélo en el fragmento C78 se detectaron ambos tipos de enzimas RHO pertenecientes a
la clase funcional C. En consecuencia, los microorganismos conteniendo dicho inserto podrian tener la

capacidad de utilizar dos mecanismos diferentes durante la via baja de degradacién de HAPs.

Si bien las rutas catabdlicas involucradas en la degradacion aerdbica de compuestos arométicos
son diversas, comunmente producen intermediarios de reaccién derivados del catecol [Kasuga et al.,
2007]. Las enzimas EXDO permiten el clivaje de estos intermediarios, reaccién clave en la degrada-
cién de hidrocarburos arométicos [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 oxigenos vecinales y s6lo poseen una sola subunidad [Pérez-Pantoja et al., 2010b, Suenaga
et al., 2014]. Sus secuencias de aminoécidos presentaron porcentajes de identidad altos a moderados
(95 a 46 %) respecto de otras EXDO pertenecientes, en su mayoria, 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 hdbitats 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 monociclicos
como el catecol (subfamilia 1.2, CDSs C165-12 y C293-07). La otra subfamilia contiene EXDO capa-
ces de actuar sobre compuestos arométicos biciclicos (subfamilia 1.3, 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 anélisis de asignacion taxonémica de los fragmentos C165 y C293, las secuencias
C165-12 y €293-07 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 1.3, demostrando que los
microorganismos presentes en sedimentos intermareales de Bahia Ushuaia poseen diversas EXDO 1
novedosas. Por otro lado, el hecho de haber detectado EXDO pertenecientes a la subfamilia 1.3 durante
el analisis funcional de la biblioteca metagendmica utilizando catecol como sustrato, aporta evidencia
de que estas enzimas, ademaés de tener preferencia por compuestos biciclicos, poseen la capacidad de

clivar compuestos monoaromaticos. No obstante, es probable que estas enzimas posean menor especifi-
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cidad para utilizar sustratos monaromaticos, 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 podrian codificar para enzimas EXDO de clase IT y III . Las
secuencias C78-08 y C334-17 compartieron un 52 a 68 % de identidad a nivel de aminoédcidos con una
gentisato 1,2-dioxigenasa (EXDO III) y con la subunidad beta de una protocatecuato 4,5-dioxigenasa
(EXDO 1II), respectivamente. Al igual que varias EXDO II [Kasai et al., 2009, Mampel et al., 2005]
la enzima codificada por la secuencia C334-17 podria presentar una estructura multimérica, debido a
que la secuencia C334-18 estaria codificando para la subunidad LigA de dioxigenasas LigAB capaces
de clivar anillos aromdticos [Pérez-Pantoja et al., 2010b, Sugimoto et al., 1999]. Las enzimas proto-
catecuato 4,5-dioxigenasa intervienen en la ruptura del anillo aromatico del protocatecuato, producto
de la hidroxilaciéon y descarboxilacion del ftalato durante la degradaciéon de compuestos aromaticos
[Kanaly y Harayama, 2010, Mallick et al., 2011]. Sin embargo, la posibilidad de estimar las funciones
enziméaticas tanto de las EXDO II como de las EXDO IIT mediante un andlisis por homologia de
secuencias se ve limitada, debido a que no ain no existe informacién disponible sobre la estructura y

propiedades bioquimicas de las mismas [Fetzner, 2012].

Varias proteobacterias involucradas en la biodegradacion de hidrocarburos arométicos poseen
genes codificantes para enzimas EXDO [.3 préximos a genes de enzimas RHO involucradas en el
primer paso de la degradacién 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 podrian codificar para ambas enzimas (M32, C78, C334, C340). Esto explicaria haber
identificado en el fragmento M32, aislado a partir de la estrategia molecular de andlisis, una secuencia
perteneciente a una enzima EXDO, asi como también la identificacién 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 1.3
se encontraron inmediatamente corriente abajo respecto de las secuencias codificantes para enzimas
RHO. Tanto las enzimas RHO como las EXDO 1.3 pueden intervenir en la via alta de degradacion
de HAPs junto con enzimas deshidrogenasas, hidratasa-aldolasas y aldehido deshidrogenasas para dar
lugar a la formacién de acido salicilico o derivados de este compuesto [Kanaly y Harayama, 2010,
Mallick et al., 2011]. Sé6lo en el inserto C78 se encontraron secuencias que podrian 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 arométicos policilicos
hasta compuestos derivados del dcido salicilico. Asimismo, la transcripcién de los genes involucrados
en esta via degradativa podria estar altamente regulada, dado que en el inserto C78 se identificé 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 regién
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inmediatamente corriente arriba del operén blanco [Kouzuma et al., 2006, Schell, 1993]. A su vez,
esta secuencia presenté un entorno genémico muy similar a un fragmento de ADN de 16 kb presente
en Sphingomonas sp. A4. En este microorganismo, el regulador de la familia LysR podria activar la
transcripcion de los genes correspondientes a la via alta de degradacién de hidrocarburos en presencia
de acenafteno [Kouzuma et al., 2006]. Kouzuma y colaboradores sugirieron que, en presencia de este
compuesto, el regulador LysR se uniria a una regién cercana al promotor ubicado en la regién corriente
arriba respecto del gen codificante para una ferredoxina (AhrA3), activando asi la transcripcién de
los genes presentes en este operdn. 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 1.2 identificados en los fragmentos C165 y €293
formaron parte de operones cuyos genes podrian estar involucrados en la via baja de degradacién de
HAPs iniciada a partir del metaclivaje de catecol. En ambos fragmentos se detectaron la totalidad
de los genes necesarios para la degradacién de catecol hasta intermediarios del ciclo de los acidos
tricarboxilicos. Dichos genes mostraron altos porcentajes de identidad a nivel de aminoacidos y una
organizacion similar respecto de genes homologos 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 confirmarian la asignacién
taxonomica de estos fragmentos. Particularmente, en los fragmentos C165 y C293 se identificaron
genes de funcién desconocida inmediatamente corriente abajo de la secuencia codificante para la enzi-
ma catecol-2,3-dioxigenasa. Secuencias codificantes de funcién 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 podrian tener
estas proteinas aun no ha sido determinado, posiblemente estén involucradas en las etapas siguientes
de la degradacién de hidroximucénico semialdehido (HMS, producto del metaclivaje del catecol), ya
que la mutacién de este gen en la cepa Comamonas testosteroni TA441 provoca poco crecimiento en
fenol y acumulacién de HMS [Arai et al., 2000]. En los fragmentos C165 y €293 se detectaron ademés
secuencias que podrian estar involucradas en la regulacién transcripcional de los genes degradativos.
Si bien en el fragmento C165 se identificé una secuencia con alto porcentaje de identidad a nivel de
aminodacidos respecto de un regulador transcripcional LysR de Acidovorax sp. JS42, la misma también
presenté homologia con la proteina AphT de Comamona testosteroni TA441, la cual regula y activa
la degradaciéon de HMS cuando es inducido por dicho compuesto [Arai et al., 2000]. Por lo tanto, es
posible que la transcripcion de la via baja de degradacién se encuentre regulada por un mecanismo
similar, aunque es necesario realizar otros ensayos para comprobar esta hipétesis. Respecto de las
secuencias reguladoras identificadas en el fragmento C293, se localizaron entre secuencias relacionadas

con la transferencia horizontal de genes, sugiriendo que podrian regular unidades transcripcionales
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diferentes a las involucradas en la via baja de degradacién de hidrocarburos aromaéticos. Asimismo,
dado que la secuencia codificante para el regulador de la familia LysR (C293-29) se encuentra dentro
de un operdén cuyos genes podrian estar vinculados a la degradacion de alcanos, posiblemente regule
positivamente la transcripcién de los genes alk presentes en este inserto, tal como ocurre con regula-
dores de la misma familia que se encuentran préximos a los genes involucrados en la degradacién 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 localizé dentro de un operén junto con una secuencia
codificante para la enzima salicilato 5-hidroxilasa (C78-10, clasificada como RHO C-IIIaf) y con el
resto de las secuencias que podrian estar involucradas en el metabolismo del acido salicilico hasta
intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos via gentisato. Dado que en este fragmento se
identificaron la totalidad de los genes que podrian estar involucrados tanto en la via alta como en la
via baja de degradacién hidrocarburos aromaticos 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 vias degradativas completas, se identificaron algunos de los genes que podrian intervenir
en las mismas. Esto sugiere que dichos genes constituyen sélo una fraccién de las vias catabdlicas que
podria actuar en conjunto con otros genes del mismo genoma pero localizados en un locus distante.
La degradacion de compuestos aromaticos presentes en el ambiente, a partir de vias degradativas
fragmentadas, ha sido observada previamente en cepas aisladas [Kunze et al., 2009, Pinyakong et al.,
2003], asi como también en otros fragmentos metagenémicos [Sierra-Garcia et al., 2014, Suenaga et al.,

2009).

Ciertos genes identificados en los fragmentos clonados que podrian estar involucrados en la bio-
degradacién de hidrocarburos se encontraron flanqueados por secuencias relacionadas con enzimas
transposasas e integrasas. Esto sugiere que dichos genes podrian haber sido adquiridos a partir de
eventos de transferencia horizontal de ADN, lo cual también fue evidenciado durante la asignacion ta-
xonémica de los fragmentos. Especificamente, la regién comprendida entre las secuencias involucradas
en la transferencia génica en el fragmento C78 podria pertenecer a una proteobacteria de clase alfa.
El resto de las secuencias de este inserto parecerian tener un origen diferente, dado que sélo lograron
ser clasificadas hasta el nivel taxonémico de phylum. Més ain, este fragmento podria pertenecer a una
proteobacteria muy divergente de los microorganismos secuenciados hasta el momento, ya que dicha
regién no presenté homologia con fragmentos de genomas conocidos. Ocho secuencias relacionadas con
la transferencia de ADN fueron encontradas en la regién 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 repeticion 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 recombinaciéon homoéloga de genes codificantes para transposasas, deleciones de
los mismos, o ambos fendmenos 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 aromaticos como
alifiticos 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 regién se observé mayor
proporcién de secuencias que sélo 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 degradacién de
hidrocarburos, sino secuencias o fragmentos de secuencias codificantes sin funcién conocida, las cuales

fueron anotadas como proteinas hipotéticas.

Si bien fue posible detectar posibles eventos de transferencia horizontal de genes en los fragmen-
tos clonados, no se detectaron diferencias en la composicién de nucleétidos indicativas de tal fenémeno
(resultados no mostrados). El programa SeqWord Genomic Island Sniffer (www.bi.up.ac.za/SeqWord),
utilizado para el analisis de la composicién de nucletidos, permite identificar regiones de ADN trans-
feridas de un organismo a otro en base a pardmetros estadisticos relacionados con el uso de oligonu-
cleétidos [Ganesan et al., 2008, Reva y Tiimmler, 2005]. Sin embargo, los métodos composicionales
fallan cuando la composicién nucleotidica de los genes transferidos es similar a la del huésped. Es-
te hecho sucede frecuentemente cuando se produce un ”perfeccionamiento” de los nucleétidos de la
secuencia insertada durante los procesos de replicacién y reparacién del huésped [Tamames y Moya,
2008], o cuando se transfiere ADN entre organismos muy relacionados. Ademads, a pesar de que el
programa SeqWord Genomic Island Sniffer permite ajustar los pardmetros necesarios a fin de ana-
lizar diferentes tamanos de secuencias, esta clase de programas estdn disefiados para encontrar islas
gendémicas en genomas completos o casi completos. Por lo tanto, muchas veces no resultan adecuados

para el anélisis de fragmentos de menor longitud (Oleg Reva, comunicacién personal).

Los resultados obtenidos en este capitulo no sélo demuestran el alto potencial que poseen los
microorganismos presentes en sedimentos intermareales de Bahia Ushuaia para biodegradar diferentes
sustratos aromaticos, sino también la posibilidad de llevar a cabo estos procesos mediante diversas
vias catabdlicas 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 podria indicar

que dichos microorganismos han desarrollado mecanismos de adaptacién a este ambiente a través de
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procesos evolutivos moldeados por intercambios y rearreglos de ADN. El sitio de estudio, ademds
de verse afectado por la contaminacion con hidrocarburos, presenta altos niveles de radiacién 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 podrian contar con otros mecanismos adaptativos,
dado que son dos proteinas involucradas en la transduccién de senales en respuesta a la exposicion
de rayos UV y al estrés oxidativo [Monds et al., 2010, Sabirova et al., 2008, Taylor y Zhulin, 1999].
A su vez, las proteinas con dominio PAS pueden tener la capacidad de unir HAPs para desencade-

nar la transcripcién de enzimas involucradas en el metabolismo de estos compuestos [Hankinson, 1995].
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DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

Los aspectos genéticos y bioquimicos relacionados con la degradacién aerébica de HAPs han sido
estudiados principalmente a partir del aislamiento y caracterizacién 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 Bahia Ushuaia, complementando de esta manera
la informacion existente hasta el momento. A partir del anélisis de fragmentos de amplificacién prove-
nientes de genes codificantes para la subunidad alfa de enzimas dioxigenasas, se detectaron variantes
génicas descriptas previamente en este sito, asi como también dos variantes génicas novedosas. Asi-
mismo, el disefio y optimizacién de un ensayo de qPCR que tiene como blanco una de estas variantes
génicas novedosas permitié evaluar la abundancia relativa del mismo en sedimentos intermareales de
Bahia Ushuaia. Ambas metodologias permitieron incrementar nuestro conocimiento sobre la presen-
cia y abundancia de microorganismos con capacidad para degradar HAPs en dichos sedimentos. Sin
embargo, el andlisis de los genes codificantes para enzimas dioxigenasas, y de otros genes que tam-
bién podrian participar en los procesos biodegradativos, pudo ser realizado Unicamente a partir de
la construccion de una biblioteca metagenémica en fésmidos. Mediante esta herramienta se lograron
identificar 20 genes codificantes para la subunidad « y 18 genes codificantes para la subunidad 8 de
enzimas RHO. Ademads, se detectaron genes que podrian codificar para proteinas del sistema trans-
portador de electrones de algunas de estas RHO. No obstante, cada una de las metodologias utilizadas
en la presente Tesis Doctoral brindaron informacién complementaria, dado que otras variantes géni-
cas identificadas en sedimentos intermareales de Bahia Ushuaia mediante el anélisis de productos de

amplificacién (este trabajo, [Lozada et al., 2008]), como por ejemplo las variantes E y U, no fueron
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detectadas en la biblioteca metagendémica. Posiblemente, dichos genes se encuentren en baja abun-
dancia. Esto, sumado a que probablemente la biblioteca metagenémica represente una fraccién de los
microorganismos que podrian encontrarse en ORO07, explicaria el hecho de no haber identificado las

variantes E y U en la biblioteca metagenémica.

De los genes codificantes para la subunidad « de enzimas RHO identificados en este trabajo,
aquel correspondiente a la variante génica T fue el Unico que logré ser detectado y caracterizado me-
diante las tres metodologias utilizadas. Si bien cada una de ellas brindé informacién parcial sobre los
microorganismos que contienen esta variante génica, en conjunto permitieron estimar su dindmica po-
blacional, conocer un fragmento del genoma de dicho microorganismo y realizar estudios mas detallados
sobre su potencial capacidad degradativa, asi como también de su taxonomia. La enzima codificada
por la variante génica T pertenece a la clase funcional A de enzimas RHO, cuyos potenciales sustratos
incluyen varios hidrocarburos aromaticos, como por ejemplo HAPs y alquilbencenos. Estudios poste-
riores a esta Tesis, sobre la prediccion de su estructura proteica a partir de modelos tridimensionales,
sugieren que el sitio activo de esta enzima presenta la forma y tamano suficiente como para contener
HAPs de bajo peso molecular como por ejemplo fenantreno (M. Musumeci, comunicacién personal).
En el fragmento metagendémico que contiene a la variante génica T (M117), posiblemente proveniente
de una gamaproteobacteria, también se identificaron otros cinco genes codificantes para la subunidad
«a 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 mostré que el sitio
activo tendria una dimensién adecuada para catalizar la oxidacién de pireno, ademas de fenantreno.
Por otro lado, la abundancia de la variante génica T en sedimentos intermareales cercanos a Planta
Orién se mantuvo practicamente constante a lo largo de un periodo de cuatro anos, sugiriendo que las
poblaciones bacterianas que contienen esta variante podrian ser miembros estables de la comunidad
microbiana. La variante génica T también fue detectada en sedimentos crénicamente contaminados
de Caleta Cérdova (M. Lozada, comunicacién personal), lo cual indicaria que estas poblaciones se
encuentran distribuidas a lo largo de la costa Patagoénica. Mas atun, la abundancia de este gen se
vi6 incrementada cuando a sedimentos de Planta Orién y Caleta Cérdova se adicioné petroéleo crudo,
fenantreno o pireno en sistemas experimentales (M. Lozada, comunicacién personal), por lo que la po-
blaciones conteniendo la variante génica T podrian tener un rol relevante en la degradacién de HAPs

tanto en ambientes templados como subantarticos de la costa Patagoénica.

Otro fragmento de la biblioteca metagenémica que revelé un alto potencial degradativo en miem-
bros de la comunidad microbiana del sitio Planta Orion fue el fragmento C334. Sorprendentemente,
este fragmento identificado por su capacidad de degradar catecol mediante actividad de la enzima
EXDO, present6 siete pares de genes correspondientes a las subunidades o y 8 de enzimas RHOs.

Estas enzimas fueron clasificadas como pertenecientes a tres distintas clases funcionales, lo cual mues-
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tra la diversidad de sustratos aromaéticos que podrian 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 Bahfa 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
metagenémica no sélo permitié conocer la secuencia completa de las variantes génicas J y B, sino
también que las mismas podrian formar parte de un mismo genoma. Estudios previos estimaron la
abundancia de la variante génica B en sedimentos de la costa Patagénica [Marcos et al., 2012]. Las
poblaciones bacterianas que contienen dicha variante parecen ser miembros estables de la comunidad
presente en sedimentos subantéticos, sin embargo en sedimentos de ambientes templados la variante
génica B presenté menor abundancia [Marcos et al., 2012]. Para evaluar si la estimacién de la abun-
dancia de la variante B se incluyé al gen C334-20, se analiz6 su nivel de conservacion respecto de las
secuencias de los cebadores utilizados en el ensayo de qPCR (resultados no mostrados). Sélo 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 podrian 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 tltimos 5 nucleétidos del extremo 3’ de este cebador. Por lo tanto,
los microorganismos que contienen el fragmento C334, los cuales pertenecerian al phylum Proteobac-
teria, también podrian ser miembros relevantes de la comunidad degradora HAPs, autéctona de estos
sedimentos. Asimismo, la informacion obtenida hasta el momento sugiere que los microorganismos que
contienen el fragmento C334 en su genoma estarian restringidos a ambientes costeros frios, al contrario

de lo que sucederia con las bacterias que poseen el fragmento M117.

Varios estudios han sugerido diferentes ventajas que otorgarian 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, podrian
ser expresados en diferentes condiciones ambientales, conservando asi las funciones catabdlicas ante
cambios de temperatura, fuentes de carbono, salinidad o presién de oxigeno [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 podrian presentar algunas de estas caracteristicas. No obstante,
sélo se cuenta con un fragmento de los genomas de estos microorganismos, y por lo tanto se desconoce
el nimero 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 pldsmidos [Lai et al., 2012,
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Stolz, 2014]. Ademés, resulta necesario realizar ensayos de expresién de estas enzimas para evaluar su
rango de sustratos y su respuesta ante diferentes factores ambientales. En el fragmento C334, ademas
de identificar secuencias codificantes para la subunidad « y § de RHO, se detectaron secuencias codifi-
cantes para una ferredoxina y una reductasa, por lo cual la expresién de estas enzimas podria realizarse
utilizando un sistema transportador de electrones propio del microorganismo del cual proviene este
fragmento. Por otra parte, la identificacién de varios genes codificantes para la subunidad « del com-
ponente catalitico de RHOs de clase A (los cuales constituyen potenciales genes biomarcadores) que
se encuentran en un mismo fragmento de ADN, y que poseen funcién similar, es de importancia para
el disenio de ensayos que permitan estimar la abundancia de las poblaciones bacterianas degradoras
de HAPs. El anédlisis de diferentes genes biomarcadores que pertenecen a un tnico microorganismo

podria sobreestimar las poblaciones bacterianas con capacidad de degradar estos compuestos.

Ademsds de genes codificantes para enzimas RHO de clase A, el andlisis de la biblioteca me-
tagenomica permitié identificar diversas secuencias correspondientes a enzimas RHO de clase B y C
en la mayoria de los fragmentos clonados. La rapida evolucién que has sufrido las enzimas RHO ha
permitido definir cuatro clases de estas enzimas en base a andlisis filogenéticos que reflejan diferencias
en el sitio de oxidacién 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 accién de las enzimas RHO de clase B y C-IVaf identificadas en los microorganismos que
habitan los sedimentos intermareales de Bahia Ushuaia podrian dar lugar a intermediarios derivados
del catecol (sustratos de enzimas EXDO o INDO), por lo que posiblemente sean de importancia du-
rante la degradacién de HAPs en este sitio. El fragmento C78 fue el tinico que presenté dos secuencias
codificantes para enzimas RHO de clase C de diferentes tipos (C-IIlaf y C-IVa/3). Las RHO C-111af
también poseen como sustrato al salicilato, pero generan gentisato como producto de reaccién, el cual
puede ser degradado por otra via diferente a la utilizada en la degradacién de compuestos derivados
de catecol [Mallick et al., 2011]. Si bien la funcién de estas dos enzimas RHO de clase C atin no
fue comprobada, representan un claro ejemplo del potencial que tendrian estas enzimas para guiar
diferentes rutas degradativas en los microorganismos que contienen el fragmento C78 en su genoma.
La deteccion de secuencias codificantes para enzimas RHO pertenecientes a una misma clase, tanto en
un fragmento en particular como en diferentes fragmentos, evidencié una alta redundancia funcional
en los individuos que componen la comunidad microbiana, asi como también en la comunidad en su
conjunto. Dado que ademads se observé redundancia en las tres clases de RHO identificadas (A, B
y C), los microorganismos de los sedimentos intermareales de Planta Orién podrian estar altamente

especializados en la degradacién de HAPs. No obstante, es necesario realizar otros estudios a fin de
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validar esta hipdtesis.

Los genes codificantes para enzimas capaces de clivar el anillo aromatico durante la degrada-
cién de HAPs también son utilizados frecuentemente como biomarcadores funcionales para detectar
poblaciones capaces de degradar estos compuestos [Hendrickx et al., 2006, Sipild et al., 2008]. En la
biblioteca metagenémica se identificaron siete secuencias codificantes para enzimas EXDO en siete
fragmentos de ADN metagenomico diferentes, las cuales podrian ser evaluadas en un futuro como
posibles biomarcadores funcionales de las poblaciones presentes en sedimentos intermareales de Bahia
Ushuaia. Dichas secuencias mostraron baja similitud entre si y se clasificaron en EXDO 1.3 (capaces de
participar en la via alta de degradaciéon de HAPs) y EXDO 1.2 (involucradas en la via baja de degrada-
cién de estos compuestos). En general, las secuencias pertenecientes a EXDO 1.3 fueron detectadas en
fragmentos metagendmicos 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]. M&s ain, en el
fragmento C78 no sélo se identificaron ambas secuencias, sino también el resto de las secuencias codi-
ficantes para la totalidad de las enzimas involucradas en la via alta de degradacién de HAPs (Figura
6.1). En este fragmento, se observé ademds, dentro de un mismo operén, una secuencia que podria
codificar para una enzima gentisato 1,2-dioxigenasa (C78-08, posible EXDO III) junto con secuencias
codificantes que estarian involucradas en la degradacién de gentisato hasta compuestos intermediarios
del ciclo de los acidos tricarboxilicos. Por lo tanto, la expresién de estos genes en el microorganismo
que contiene el fragmento C78, podria brindarle la capacidad de degradar HAPs completamente a
través de la via degradativa que involucra al gentisato como intermediario de reaccién (Figura 6.1).
Por otro lado, las dos EXDO 1.2 fueron identificadas en fragmentos del metagenoma que podrian pro-
venir de microorganismos pertenecientes a las clases Alfaproteobacteria y Betaproteobacteria. Cada
una de ellas formé parte de un operén conteniendo la totalidad de los genes codificantes para una via
baja de degradacién diferente a a la observada en el fragmento C78. En lugar de gentisato, la via de-
gradativa en la que estarian involucradas las EXDO 1.2, utiliza catecol como intermediario de reaccién
para dar lugar a compuestos que pueden ingresar al ciclo de los &cidos tricarboxilicos. La presencia de
rutas degradativas alternativas para el catabolismo de compuestos aromaticos ha sido documentada
en varios organismos aislados [Pérez-Pantoja et al., 2010a]. Sin embargo, hasta nuestro conocimiento,
este es el primer trabajo que permiti6 identificar (a nivel metagenémico) las vias degradativas que
podrian utilizar las poblaciones bacterianas autoctonas de sedimentos intermareales de ambientes frios

cronicamente 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 adaptacién de las poblaciones degradadoras
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mediada, al menos en parte, por eventos de transferencia horizontal. Los hidrocarburos pueden ejercer
cierta presién de seleccién en los microorganismos ambientales [Chakraborty et al., 2012, Mallick
et al., 2011], si bien la evolucién del material genético requiere de un largo periodo 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 adaptacién de los
microorganismos a los ambientes contaminados en un corto periodo de tiempo en términos evolutivos
[Chakraborty et al., 2012], brindando nuevas capacidades metabdlicas a los microorganismos que

adquieren estos genes e incrementando asi 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 podrian utilizar las poblaciones bacterianas de ambien-
tes costeros subantédrticos con capacidad para degradar HAPs. Se identificaron numerosos genes que
podrian codificar enzimas involucradas en el catabolismo de estos compuestos. No obstante, dado que
solo se analizaron menos de 300 kb del metagenoma de la comunidad microbiana de la muestra OR07,
aun queda mucho por conocer acerca de otros genes y rutas catabdlicas empleadas por las poblaciones
degradadoras de este sitio. Actualmente, se estd llevando a cabo la secuenciacién de la totalidad de los
clones de la biblioteca metagenomica construida en el presente trabajo. Desde el punto de vista meto-
doldgico, esta estrategia es superior a la secuenciacién al azar del metagenoma. Si bien la cobertura de
andlisis 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 ecoldgico, la informacién obtenida
permitird el estudio de las rutas degradativas en general, incluyendo aquellas involucradas tanto en
el catabolismo de hidrocarburos aromaticos como alifaticos. Mdas atin, no sélo sera de importancia
en la deteccion de potenciales genes biomarcadores, sino también de genes codificantes para enzimas
de relevancia biotecnolégica (como por ejemplo alcano monooxigenasas, alginato liasas, fucoidanasas,
etc.). Por otro lado, se estdn comenzando a expresar de forma heteréloga parte de las enzimas RHO
identificadas en la presente Tesis. Esto permitird estudiar en detalle las propiedades bioquimicas de

dichas enzimas, asi como también los sustratos que podrian oxidar.
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Figura 6.1: Potencial degradativo de la comunidad microbiana presente en sedimentos intermareales de Bahfa Ushuaia. a) Genes
(o fragmentos de genes) codificantes para la subunidad o de enzimas oxigenasas con sitio Rieske identificadas en sedimentos cercanos
a Planta Orién y concentracién de hidrocarburos en la muestra OR07 [Marcos et al., 2012]. En rojo, variantes génicas detectadas
mediante reacciones de amplificacién; verde, genes de RHOs de clase A identificados en la biblioteca metagenémica. La interseccién
indica las variantes génicas detectadas con ambos métodos (los genes de la biblioteca que presentaron alto porcentaje de identidad
con las variantes génicas correspondientes, se muestran entre paréntesis). b) Relacién entre las diferentes vias degradativas de HAPs.
Flechas en verde, reacciones en las que podrian estar involucrados los genes identificados en la biblioteca metagenémica. Las flechas

negras indican reacciones en las que no se identificé el gen o los genes (flechas negras punteadas) correspondientes.
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6.1.

L.

IT.

III.

IV.

VI

Conclusiones

Las diferentes metodologias independientes del cultivo de microorganismos utilizadas en este
trabajo fueron complementarias. A partir de las mismas fue posible realizar andlisis desde un
punto de vista tanto ecolégico como molecular sobre la capacidad para degradar HAPs que

poseen los microorganismos autoctonos de los sedimentos intermareales de Bahia Ushuaia.

Los fragmentos de ADN identificados en la biblioteca metagendémica pertenecerian a diferentes
microorganismos del phylum Proteobacteria. Dos de estos fragmentos presentaron genes bio-
marcadores que también fueron identificados mediante reacciones de amplificacién. El andlisis
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.

En los dos fragmentos metagenémicos que presentaron los genes correspondientes a las variantes
T y B, respectivamente, también se observé un alto nimero de secuencias codificantes para las
subunidades o y 5 de enzimas RHO. Por lo tanto, miembros estables de la comunidad microbiana

podrian estar altamente especializados en la degradacion de compuestos aromaticos.

El andlisis de la diversidad de genes claves de las rutas degradativas evidencié una alta redundan-
cia funcional en la comunidad degradadora de HAPs. Alternativamente, dicha diversidad podria
estar reflejando que los diferentes miembros de la comunidad microbiana poseen la capacidad de

degradar diversos HAPs.

La presencia de genes codificantes para enzimas de la via alta de degradacién de HAPs y para
enzimas de las vias de degradacién por gentisato y catecol como intermediarios de reaccion,
no solo sugiere que las poblaciones degradadoras de los sedimentos intermareales de Bahia Us-
huaia presentan una alta capacidad para degradar HAPs, sino que también utilizan diferentes

mecanismos para el metabolismo de estos compuestos.

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 dindmica de poblaciones bacterianas con capacidad de degradar

HAPs.
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