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Resumen

Resumen

Los plaguicidas representan un instrumento imprescindible en la agricultura para el con-
trol de plagas. Sin embargo, estos compuestos xenobiéticos poseen un gran potencial contami-
nante. Las s-triazinas (atrazina y simazina) son herbicidas de amplio uso nacional e internacio-
nal en suelos agricolas. La lenta degradacion y los efectos de lixiviacion han llevado a que estos
compuestos sean detectados como contaminantes en aguas subterraneas y superficiales, por lo
que se han convertido en un grave problema ambiental. El metabolismo microbiano es el princi-
pal mecanismo para degradar compuestos organicos xenobiéticos. En Chile no existen estudios
sobre la degradacion de s-triazinas, y descontaminacién de los campos agricolas contaminados
con este herbicida.

Se postula que cepas bacterianas nativas aisladas desde suelos agricolas del valle de
Aconcagua tienen la capacidad de degradar simazina y son eficientes en procesos de biorre-
mediacion de suelos contaminados con este herbicida. Los objetivos de este estudio fueron
caracterizar cepas bacterianas aisladas desde suelos agricolas, ‘capaces de degradar s-
triazinas y establecer condiciones para emplear estos microorganismos en procesos de biorre-
mediacion de suelos contaminados con estos herbicidas.

Se caracterizaron 32 cepas bacterianas aisladas desde suelos agricolas. Basado en la
tincion Gram y descripcién de las caracteristicas fenotipicas de la colonia (tamafio, bordes, olor,
color) las cepas fueron clasificadas en 8 grupos. Se identificaron empleando el sistema de iden-
tificacion Biolog y mediante secuenciacién del gen que codifica el RNA ribosomal 16S. La cepas
bacterianas identificadas correspondieron a Achromobacter xylosidans, Agrobacterium tumefa-
ciens, Alcaligenes faecalis, Arthrobacter chlorophenolicus, Arthrobacter globiformis, Bacillus
pumilus, Brevundimonas vesicularis, Pseudomonas synthaxa, Pseudomonas nitroreducens,
Pseudomonas citronellosis, Rhodococcus sp., Rhodococcus erythropolis, Stenotrophomonas
sp. y Stenotrophomonas maltophilia.

Se determiné la presencia de los genes catabdlicos de s-triazinas mediante PCR. En 9
cepas bacterianas se detectaron todos los genes de la ruta superior (atzA, atzB, atzC) e inferior
(atzD, atzE, atzF) de la degradacion de simazina. En el resto de las cepas sélo se detect6 la

presencia de algunos de los genes de estas rutas.
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Pseudomonas nitroreducens P41 y Pseudomonas citronellosis P21 fueron capaces de
degradar la simazina en forma eficiente. Ambas cepas crecen en simazina y acido cianurico
como unica fuente de nitrégeno. Estas cepas poseen los seis genes afz de la ruta de degrada-
cidon de simazina. Las cepas degradan mas de un 60% de simazina en ensayos con células en
reposo.

Se evalu6 el efecto de algunas fuentes N, presentes en suelos agricolas, sobre la expre-
sion de genes de la ruta de degradacién de simazina empleando Pseudomonas nitroreducens
P41 como modelo de estudio. A diferencia de otras cepas degradadoras de s-triazinas descri-
tas, Pseudomonas nitroreducens P41 se puede modificar genéticamente con facilidad, mediante
conjugacion con plasmidos de distinto grupo de incompatibilidad. La actividad de degradacién
de simazina en esta bacteria esta controlada por la disponibilidad de fuentes de nitrégeno.
Pseudomonas nitroreducens P41 mostré significante actividad metabdlica en presencia de nitra-
to, un compuesto comun en los suelos agricolas. En presencia de amonio, se observé una baja
degradacion de simazina. En condiciones de nitrégeno limitante la utilizacion del herbicida au-
mentd. Mediante experimentos de expresion de genes y ensayos de actividad S-galactosidasa,
se observo que los genes atz de via superior son constitutivamente expresados y que el gen
atzD es regulado por la disponibilidad de nitrégeno, simazina y acido cianurico.

Se evalud la capacidad degradativa de simazina de Pseudomonas nitroreducens P41 y
Pseudomonas citronellosis P21 en microcosmos de suelos agricolas tratados con simazina (20
ppm). La viabilidad de ambas cepas de Pseudomonas en estos suelos, se mantuvo por dos
semanas. La simazina es degradada en menos de 5 dias en los suelos. Ensayos adicionales
con Pseudomonas citronellosis P21, indican que la adicién de succinato como fuente de carbo-
no no incremento la degradacién de simazina.

Pseudomonas nitroreducens P41 y Pseudomonas citronellosis P21 son promisorias

candidatas para ser empleadas en procesos de biorremediacién de suelos contaminados con

simazina.



Abstract

ABSTRACT

Pesticides are essential in agriculture to control organisms that are detrimental for the
massive production on fields. However, these xenobiotic compounds have a great poliution po-
tential. s-Triazines (atrazine, simazine) are herbicides widely used in Chile and other countries.
These herbicides show slow degradation in soil and leaching to ground water. Microbial metabo-
lism is the main mechanism for removal s-triazines from environment. In Chile, studies about s-
triazine degradation have not been reported.

The hypothesis of this thesis is that bacterial strains isolated from native agricultural soils
of Aconcagua valley are able to degrade simazine and could be used efficiently in bioremedia-
tion of herbicide-contaminated soils. The aims of this study were to characterize bacteria iso-
lated from agricultural soils capable to degrade simazine and to establish the conditions to use
these microorganisms in bioremediation processes.

32 bacterial strains isolated from agricultural soils were characterized. Strains were clas-
sified into eight groups based on Gram staining and the phenotypic characteristics of the colo-
nies (size, border and odor). Strains were identified using a Biolog system and the sequencing of
16S RNAr. Strains of Achromobacter xylosidans, Agrobacterium tumefaciens, Alcaligenes fae-
calis, Arthrobacter chlorophenolicus, Arthrobacter globiformis, Bacillus pumilus, Brevundimonas
vesicularis, Pseudomonas synthaxa, Pseudomonas nitroreducens, Pseudomonas citronellosis,
Rhodococcus sp., Rhodococcus erythropolis, Stenotrophomonas sp. y Stenotrophomonas mal-
tophilia were identified.

Detection of catabolic atz genes for the degradation of s-triazines was carried out by
PCR. Nine species contained all afz genes of the upper pathway (afzA, atzB, atzC) and the
lower pathway (afzD, atzE, atzF) of simazine degradation. In other bacterial strains only some
the metabolic afz genes were detected. Pseudomonas nitroreducens P41 and Pseudomonas
citronellosis P21 contained all atz genes and were able to efficiently degrade simazine. Both
strains were capable to grow using simazine and cyanuric acid as sole nitrogen source. Simaz-
ine degradation over 60% in 20 min was observed using resting cells of Pseudomonas nitrore-
ducens P41 and Pseudomonas citronellosis P21.

The effect of different nitrogen sources on simazine degradation by the model bacterium
Pseudomonas nitroreducens P41 was investigated. The simazine degradation in Pseudomonas
nitroreducens depends on the nitrogen sources available. Interestingly, Pseudomonas nitrore-
ducens P41 exhibited significant metabolic activity in the presence of nitrate. After growth using
ammonium as nitrogen source, low degradation was observed. Under nitrogen limitation, the
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degradation of the herbicide increased. In contrast to other s-triazine-degrading bacterial strains,
Pseudomonas nitroreducens P41 can be genetically modified through conjugation with plasmids
from different incompatibility groups. Regulation of atz genes were studied by gene expression
experiments and B-galactosidase activity assays. The atz genes of the upper pathway were
constitutively expressed, while afzD gene was regulated by the nitrogen source, simazine and
cyanuric acid.

Simazine degradation by Pseudomonas nitroreducens P41 y Pseudomonas citronellosis
P21 was evaluated in agricultural soils microcosms treated with simazine (20 ppm). Both strains
were viable for two weeks. The simazine was degraded within five days. Assays using Pseudo-
monas citronellosis P21 indicated that the addition of succinate as carbon source not increased
simazine degradation.

Pseudomonas nitroreducens P41 y Pseudomonas citronellosis P21 are promissory can-

didates to be used in bioremediation processes of simazine-contaminated soils.
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Introduccion

2. Introduccion

1.1 Bacterias y contaminacion ambiental

Las bacterias regulan su metabolismo en respuesta a cambios en el ambiente en fun-
cion de una gran variedad de estimulos en su entorno como lo son la temperatura, osmolari-
dad, pH, presencia de agentes que dafien su ADN. Las bacterias ajustan su metabolismo en
funcion de la disponibilidad de nutrientes, fuentes de energia y aceptores de electrones (Nin-
fa et al., 1995). Un principio fundamental de Ia fisiologia bacteriana, y con ello, de la regula-
cion de genes, es que ellas perciben una gran variedad de compuestos metabolizables que
hay en su entorno y, en funcién de sus preferencias, activan el metabolismo para usar aque-
llos mas favorables dejando inactivo el del resto. Por esta razén, en general, las bacterias
utilizan preferentemente compuestos de facil metabolizacién, que se incorporan en pocos
pasos en el metabolismo central y con un minimo consumo energético. Por la complejidad y
estabilidad de su estructura quimica, los compuestos xenobiéticos suelen ocupar las tltimas
posiciones en la lista de preferencias de las bacterias. No obstante, debido a la enorme ver-
satilidad del metabolismo bacteriano, es probable que no exista nicho ecolégico en la tierra
en el que las bacterias no hayan evolucionado hasta degradar cualquier compuesto disponi-
ble para el desarrollo de la vida.

El interés en la biodegradacion y las tasas de degradacién ambiental de compuestos
recalcitrantes se deben a la distribucion ubicua y a su potencial toxicidad para la salud huma-
na (Kanaly & Harayama, 2000). En Chile, los accidentes, los procesos industriales y una
legislacion permisiva han favorecido la presencia de compuestos xenobiéticos en el ambien-
te.

Los plaguicidas representan un instrumento imprescindible en la agricultura. Sin em-
bargo, el uso excesivo de los pesticidas en la agricultura, derrames accidentales, lavado
inadecuado de tanques contenedores, filtraciones en los depésitos de almacenamiento y
residuos descargados en el suelo (Sanborn et al., 2002) han provocado contaminacién del
medio ambiente constituyendo un grave problema ambiental. Esta contaminacién representa
un riesgo para los sistemas biético y abidtico, amenazando su estabilidad y representando
un peligro para la salud puablica (Ortiz-Hernandez et al., 1997). Los pesticidas son compues-
tos xenobidticos liberados por el hombre al ambiente, que tienen un mayor potencial conta-

minante, por aplicarse de forma regular en los campos de cultivo. Estos son compuestos
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quimicos téxicos que actuan interfiiendo en las reacciones bioquimicas de los organismos
blancos. Sin embargo, la insuficiente especificidad ha provocado que organismos no blancos
también puedan ser afectados (Ortiz-Hernandez et al., 1997).

En Europa, los herbicidas detectados con mayor frecuencia en suelos agricolas son
los del tipo s-triazinas (66%), seguidos de organofosforados (56%) y de los organoclorados
(38%) (Garrido ef al, 1998). La familia de herbicidas s-triazinas, incluye varios miembros que

incluyen atrazina, simazina, dietilatrazina y deisopropilatrazina.

1.2 Herbicidas s-triazinas

1.2.1 Atrazina y Simazina

La familia de herbicidas s-triazinas fue sintetizada en la década de 1950 (Ralebitso et
al., 2002). Estos compuestos basan su estructura quimica en un anillo de s-triazinas, anillo
que contiene tres moléculas de nitrégeno. Las s-triazinas difieren entre si por la sustitucion y
posicion de los radicales alrededor de un anillo triazinico (Seffernick et al., 2000). El anillo de
s-triazina es ademas la base de otros herbicidas, resinas, desinfectantes e incluso fertilizan-
tes de liberacion lenta (Mandelbaum et al., 1995).

La atrazina (2-cloro-4-(N-etilamino)-6-(N-isopropilamino)-1,3,5-s-triazina) (Figura 1)
es un herbicida empleado por mas de cuatro décadas. Se emplea como herbicida en los
campos de cultivo de maiz (Zea mays), sorgo (Sorghum spp.) y cafia de azlcar (Saccharum
officinarum) (Ralebitso, 2002) para eliminar selectivamente malezas de hoja ancha y algu-
nas gramineas dicotiledoneas. Este herbicida actia a nivel de transporte de electrones a
nivel del fotosistema Il durante la fotosintesis, produciendo clorosis foliar, necrosis y muerte
de la planta (Sundby ef al., 1993).

Debido a su bajo costo para el agricultor y a su eficacia como herbicida en la reduccién
de pérdidas por el crecimiento de malezas, la atrazina ha llegado a ser uno de los 10 herbi-
cidas mas utilizados en Estados Unidos (Informe US-EPA, 1991; Seffernick et al., 2000,
Rousseaux et al., 2001). En Estados Unidos entre 1980 y 1990 se aplicaron 363 millones de

kg de atrazina (Yanze-Kontchou & Gschwind, 1994).
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La simazina (2-cloro-4,6-di(N-etilamino)-1,3,5-s-triazina) (Figura 1), otra s-triazina, es
un compuesto ampliamente empleado en Chile en los predios agricolas como herbicida pre-
emergente (Narvaez, 1999). A pesar de su extensivo empleo en la agricultura, en el cultivo
de palto y caqui, no se registran estudios en Chile sobre la degradacién de simazina por mi-

croorganismos en suelos agricolas.

Atrazina Simazina

(|Jl (III

N/\T N/\T
CH,-CH,-HN K,J “NH-CH-(CH;),  CH,-CH,-HN' RJ “NH-CH,-CH,

Figura 1: Estructura quimica de los herbicidas s-triazinas atrazina y simazina. Herbici-
das de la familia s-triazinas empleados en este estudio. La letras indican (N) atomos de N,
(ClI) atomos de cloro, (C) atomos de carbono y atomos de hidrégeno (H).

1.2.2 Efectos toxicos de s-triazinas

Los efectos téxicos de las s-triazinas fueron descubiertos en los afios 1960 (Garrido
et al., 1998). La atrazina afecta los ecosistemas, causando alteraciones hormonales en los
anfibios, y un descenso en las poblaciones acuaticas de peces, invertebrados y macrofitas,
lo que repercute en toda la estructura de la comunidad (EPA, 2003: Hayes et al., 2002;
Hayes, 2005). La EPA (2003) ha clasificado la atrazina un carcinégeno humano tipo C, ba-
sada en estudios de dafios cromosomales en ovarios de hamster (Biradar & Rayburn, 1995)
y a disrupciones hormonales provocadas en el hombre (Hayes, 2005). Asimismo, algunos
metabolitos producidos durante la degradacién de atrazina son potencialmente riesgosos
para la salud humana (Ralebitso et al., 2002).

La Organizacién Mundial de la Salud definié un valor de 2 pg/L de atrazina como con-
centracion maxima permitida en el agua. En Estados Unidos el nivel maximo permitido es de
3 ug/L. La Unién Europea establece un nivel méaximo de 0,1 ug/L para cualquier plaguicida
(EPA, 2003). Aunque en Europa fue prohibido la aplicacion de la s-triazinas, tiempo después
se registré su empleo en algunas zonas especificas (Tappe ef al., 2002).
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La atrazina, posee una vida media que oscila entre las 4 y 57 semanas en el ambiente
(Cohen et al., 1984; Struthers et al., 1998). La lixiviacion de herbicidas en el suelo, asi como
su lenta degradacién en el ambiente han contribuido a la contaminacién de aguas superficia-
les y subterraneas (Mandelbaum et al., 1995; Garrido ef al., 1998), registrandose niveles que
han sobrepasado ampliamente los limites establecidos por la EPA (Struthers ef al., 1998).

1.2.3 Efecto sobre los vegetales

Los herbicidas s-triazinas se absorben en vegetales a través de la raiz y actdan en la
fotosintesis a nivel de transporte de electrones en el fotosistema Il. La absorcién de un fotdn
por el fotosistema P680, produce la reduccién de una molécula de quinona asociada al foto-
sistema (la quinona Qa), que seguidamente transfiere un electrén a una segunda quinona
(Qg), y desde ahi al conjunto de plastoquinonas. Los herbicidas triazinicos bloquean la trans-
ferencia de electrones desde Qu hasta Qg, uniéndose a la proteina D1 del fotosistema Il, lo
que conlleva a una disminucién en la cantidad de NADP™ reducido, necesario para la fijacién
de CO,, y la formacion de radicales libres, que provocan la foto-oxidacién de clorofilas y
otras moléculas del cloroplasto. Se produce clorosis foliar, necrosis y, finalmente, la muerte
de la planta (Sundby et al., 1993).

1.3 Degradacion de s-triazinas

1.3.1 Degradacion biética )

Los herbicidas s-triazinas son persistentes en el ambiente. La atrazina puede ser
transformada por fotélisis y por procesos microbianos (Ralebitso et al., 2002; Seffernick et al.,
2000). Su degradacion quimica depende de muiltiples factores, entre los que destacan la
presencia de arcillas y materia humica, el pH y la exposicién a la luz del sol (Burrows et al.,
2002; Ralebitso et al.,, 2002). Existen tratamientos fisicoquimicos para remover la atrazina
desde suelos contaminados, entre los que se cuenta la ozonizacién (Ma & Graham, 2000), la
degradacion fotoquimica (Konstantinou et al., 2001) y la adsorcién a carbén activo (Yue et
al., 2006). Sin embargo, la biorremediacion se considera el tratamiento de preferencia debido

a su bajo costo y minimo impacto ambiental.
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1.3.2 Degradacion por microorganismos

El metabolismo microbiano es el principal mecanismo para degradar contaminantes
organicos (Margesin & Schinner, 2001; Navia y Seeger, 2006), entre los que se incluye la
atrazina. Los anillos de s-triazina son frecuentes en la naturaleza formando parte de molécu-
las esenciales para la vida como lo son el ADN, el ATP o el NADH (Wackett & Hershberger,
2001).

Los aislamientos de bacterias y hongos que degradan atrazina se han realizado usan-
do el herbicida como unica fuente de nitrégeno (Mandelbaum et al., 1993; Alvey & Crowley,
1995) o fuente de carbono (Yanse-Kontchou & Gschwind, 1994). La influencia de la fuente
de carbono puede ser importante en mejorar el uso de la atrazina y sus metabolitos como
fuentes de nitrégeno. Algunos estudios han empleado como fuente de carbono citrato para
aumentar las propiedades degradativas de los microorganismos aislados (Topp ef al., 2000b;
Rousseaux et al., 2002), mientras que otros estimulan la degradacién con el empleo de glu-
cosa como fuente de carbono (Alvey & Crowley , 1995; De Souza et al., 1998b).

Existen escasos antecedentes sobre la influencia de factores fisicos y biologicos en la
biodegradacion de s-triazinas. Algunos factores abidticos descritos que influyen en la degra-
dacion de s-triazinas por parte de los microorganismos, son el pH y la temperatura. A tempe-
raturas bajo 7°C, existe una muy baja tasa de degradacion. La degradacion mejora significa-
tivamente a 30°C (Mandelbaum ef al., 1993; Ralebitso et al., 2002). Sin embargo, no existen
diferencias significativas de degradacion entre 15 y 30°C. Cambios de pH, entre 5,5y 8,5, no
tienen efectos significativos sobre la degradacion de triazinas, a temperaturas sobre los 25°C
(Mandelbaum et al., 1993).

Se han descrito una gran variedad de géneros bacterianos capaces de degradar atra-
zina: Agrobacterium (Struthers et al., 1998); Rhodococcus (Shao & Behki., 1995); Pseudo-
monas (Mandelbaum et al,, 1995; Martinez et al., 2001), Pseudoaminobacter (Topp et al.,
2000a), Rhizobium (Bouquard et al., 1997), Clavibacter (De Souza ef al., 1998a), Ralstonia
(Radosevich ef al., 1995) y Nocardiodes (Topp et al., 2000b). Sin embargo, sélo unas pocas
cepas son capaces de mineralizar atrazina hasta CO, y agua.
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1.3.3 La ruta de degradacion de atrazina

El inicio de la reaccion para degradar s-triazinas puede ser llevado a cabo por enzimas
especificas presentes en sélo unas pocas cepas bacterianas. En la bacteria Rhodococcus
sp. cepa TE1, la primera reaccién ocurre por N-desalquilacion del anillo aromatico (Shao &
Benhki, 1995). En Rhodococcus corallinus NRRL B-15444R (Mulbry et al., 1994) la enzima
triazina clorohidrolasa, codificada por el gen trzA, puede realizar reacciones de desaminacion
y descloracion de compuestos s-triazinas etilsimazina y disetilatrazina (Shao & Behki, 1995).
Sin embargo, las reacciones de desalquilacién, desaminacion o descloracién no ocurren so-
bre un mismo sustrato. La enzima triazina clorohidrolasa cataliza la desaminacion de diami-
noatrazinas y pirimidinas. Las descloraciones ocurren en triazinas sustituidas con un grupo
alquilo simple en sélo uno de sus nitrégenos sustituyentes como ocurre con melamina y die-
tilsimazina (Nagy et al., 1995; De Souza et al., 1996). Estas enzimas favorecen las reaccio-
nes de desaminacion sobre las descloraciones al emplear compuestos desalquilados, y no
en sustratos de s-triazinas cloradas como la atrazina (Seffernick et al., 2000).

La ruta de degradacion de atrazina por Pseudomonas sp. cepa ADP se ilustra en la
Figura 2. La ruta de degradacion que comprende estos tres pasos enzimaticos iniciales, me-
taboliza la atrazina hasta &cido ciandrico y se ha denominado la via superior de degradacién
de herbicidas s-triazinas. Esta via estaria restringida sélo a unas pocas cepas bacterianas, y
a genes altamente conservados (De Souza et al., 1995; 1998a). La enzima
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Figura 2. Ruta de degradacion de atrazina en Pseudomonas sp. Se indica en cada
paso el gen que codifica la enzima que lo cataliza.

atrazina clorohidrolasa, codificada por el atzA, convierte atrazina en hidroxiatrazina. Reac-
ciones sucesivas catalizadas por la enzima hidroxiatrazina hidrolasa, codificada por el gen
atzB (Boundy-Mills et al., 1997) e isopropilamelida-isopropilaminohidrolasa, codificada por el
gen atzC (Sadowsky et al., 1998), transforman la hidroxiatrazina en 4cido ciantrico. La enzi-
ma AtzC tiene una actividad N-isopropilamelida-isopropilamino-hidrolasa, que acttia sobre el
producto de atzB hidroxiatrazina, genefando N-isopropilamina y acido cianurico (Sadowsky et
al., 1998). La enzima atrazina clorohidrolasa es un polipéptido de 403 aminoacidos que tam-
bién pertenece a la superfamilia amidohidrolasa, y forma homotetrameros con un atomo de
Zn (ll) en el sitio activo. La mayor identidad de secuencia la presenta con la citosina desami-
nasa de Escherichia coli (29%). La actividad de la enzima puede eliminar las cadenas N-etil,
N-terciaributil y N-ciclopropil de los herbicidas simazina, terbutilazina y ciromazina, pero no
muestra reaccién con pirimidinas estructuralmente analogas ni con otros compuestos que no
sean intermediarios de herbicidas (Shapir ef al., 2002). También puede hidrolizar N-etilamida
(De Souza et al., 1998b).
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El acido cianurico es mineralizado mediante las enzimas codificadas por los genes
atzD, atzE y atzF (Cook et al., 1985; Fruchey et al., 2003) y es denominada la via inferior de
degradacion. Esta ruta se encuentra presente en diversas cepas bacterianas.

En Pseudomonas sp. ADP el acido ciantrico se hidroliza por la accién de la enzima
acido ciandrico amidohidrolasa, codificada por el gen atzD, liberando amonio y biuret. La
enzima codificada por el gen atzD es isofuncional con la enzima codificada por el gen trzD de
Pseudomonas sp. NRRL B-12227, y posee un 57% de identidad (Fruchey, 2003).

Las enzimas codificadas por los genes atzE y afzF son miembros de la familia de las
amidasas. AtzE tiene un 37% de homologia con nicotinamidasa/pirazinamidasa de Mycobac-
terium smegmatis y codifica una biuret hidrolasa que genera alofanato (Cheng et al, 2005;
Shapir et al., 2002). En todos los organismos degradadores de &cido ciantrico que se han
analizado, el alofanato es el intermediario de la ruta. AtzF es 44% idéntico al dominio alofa-
nato hidrolasa de la urea amidoliasa de Saccharomyces cerevissiae y tiene una identidad de
secuencia del 68% con TrzF de Enterobacter cloacae 99 (Shapir ef al., 2002). AtzF sélo pue-
de utilizar como sustrato malonato y alofanato, y no es activa con urea y biuret. AtzF cataliza
la reaccion terminal de la ruta, rompiendo simultaneamente tres enlaces C-N y convirtiendo
asi el producto de AtzE en dos moléculas de amonio y otras dos moléculas de diéxido de

carbono.
1.3.4 Genes que codifican enzimas del catabolismo de s-triazinas

Los microorganismos se adaptan a diferentes condiciones de estrés, biético y abiético,
mediante numerosos eventos génicos y bioquimicos como son el reclutamiento, reordena-
miento y transferencia horizontal de genes, los cuales son esenciales para adquirir resisten-
cia a antibidticos, a metales pesados y para degradar compuestos xenobiéticos (Rousseaux
et al., 2002).

Las sintesis quimica de las s-triazinas en los afios 1950, y la similitud de ruta de de-
gradacion del acido ciandrico con las rutas de degradacién de acidos nucleicos en animales,
y la organizacién de los genes afzA, atzB y atzC en diferentes bacterias, sugieren que los
genes afz de la via superior han surgido recientemente y se han distribuido globalmente (De
Souza et al., 1998b). Se han aislado bacterias capaces de degradar atrazina y que contienen
genes homélogos a los genes atzA, atzB y atzC de Pseudomonas sp. cepa ADP en distintas
regiones del mundo. Pseudomonas sp. cepa ADP es uno de los microorganismos mejor ca-
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racterizados y capaces de mineralizar la atrazina. Sus genes catabolicos afz se localizan en
un plasmido conjugativo de 108.845 pb denominado ADP-1 (Figura 3) (De Souza et al.,
1998b; Peel & Wynham, 1999; Newby et al., 2000; Martinez et al., 2001; Siddavattam et al.,
2003), el cual ha sido completamente secuenciado (Martinez et al., 2001).

La movilizacion de genes en células y entre células en ambientes contaminados es un
mecanismo importante para la adaptacion de los microorganismos que degradan compues-
tos contaminantes. El conocimiento de la distribucion de microorganismos que catabolizan
contaminantes, sus genes y enzimas, es de vital importancia en la prediccion del potencial

biodegradable en un sistema (Ralebitso et al., 2002).

atzDEF

Regulador
tipo LysR

pADP-1

~100 Kb

trb

tnpA

1S1071° 181071

tnpA :
atzC

operon

: “npA
11071 "

Figura 3. Representacion del plasmido pADP-1 de Pseudomonas sp. cepa
ADP. Se muestra la localizacion relativa de los seis genes atz (negrita), asi como
de los operones de transferencia (fra y trb), de resistencia a mercurio (mer), las
transposasas (tnpA) y las secuencias de insercion (IS). Adaptado desde Martinez
et al., (2001).
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AtzA posee un grado significativo de similitud con TrzA y catalizan reacciones hidroli-
ticas con sustratos estructuraimente similares. Sin embargo, hay grandes diferencias. AtzA
muestra mayor preferencia por triazinas di-alquiladas mas que triazinas mono-alquiladas
(Mulbry, 1994). La enzima hidroxiatrazina hidrolasa, codificada por el gen afzB, cataliza la
transformacién de la hidroxiatrazina, hasta N-isopropilamelida. La secuencia génica de este
gen, presenta la mayor identidad de secuencia (un 25%) con trzA de R. corallinus NRRL B-
15544R, y no presenta identidad significativa con atzA. Las secuencias hasta mas de 7 kb rio
arriba de afzA y atzB son completamente idénticas hasta el sitio propuesto para la unién del
ribosoma (Martinez et al., 2001). También en Pseudomonas sp. NRRL B-12227 se observan
regiones génicas duplicadas flanqueando los genes de degradacion de s-triazinas. Mientras
que aizA y atzB tienen un contenido en G+C de 58,3% y 64,1% respectivamente, dentro del
rango habitual de las Pseudomonas (del 58% al 70%), atzC tiene un contenido G+C del
39,5%, claramente mas bajo que el normal en este género.

El acido cianurico se emplea como fertilizante de liberacion lenta y como agente de-
sinfectante en piscinas en su forma de acido tricloroisociandrico (Fruchey et al., 2003). Se-
gun estos autores, este acido ciandrico se originaria de forma natural, puesto que existen
antecedentes de su deteccion en suelos en 1917, mucho antes de que se desarrollaran los
primeros herbicidas s-triazinicos. El mecanismo exacto de su sintesis es incierto, pero pare-
ce provenir de la descomposicién natural de purinas y pirimidinas, y de la oxidacién del acido
urico. El 4cido ciandrico es intermediario comun en la degradacion de otras s-triazinas (Cook
et al., 1985). Los genes contenidos en las especies capaces de metabolizar acido ciantrico
contienen genes homélogos a atzD o trzD. La presencia de atzD anticipa siempre la presen-
cia de afzE y atzF, pero éstos ultimos no se han detectado en cepas bacterianas que contie-
nen los genes trzD (Cheng et al., 2005).

En experimentos realizados en suelos, se ha detectado la transferencia del plasmido
PADP-1 a la microflora autéctona con una frecuencia de 10™ por donador (Devers et al.,
2004). Los genes atz de la via superior de s-triazinas, se localizan en plasmidos de distinto
tamario en los diferentes microorganismos (Sajjaphan et al., 2004). En consorcios degrada-
dores de atrazina cada microorganismo individual tiene un juego incompleto de genes atz, lo
que indica que pueden reclutarse y perderse independientemente (De Souza et al., 1998b).
La transferencia del plasmido pADP-1 no es la tnica via de diseminacién de estos genes. En
la actualidad, se emplean partidores generados a partir de la secuencia de los genes atzA,
atzB y atzC de Pseudomonas sp. cepa ADP para predecir el potencial biodegradador de un
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sitio contaminado con atrazina (Shapir et al., 2002). Estos genes codifican enzimas catabéli-
cas para diversas s-triazinas (Seffernick ef al., 2000). Los genes afz estan ampliamente dis-
tribuidos y han sido aislados desde diferentes microorganismos que habitan suelos agricolas
(Boundy-Mills et al., 1997; Sadowsky ef al., 1998). Los analisis de comparacion de secuen-
cias de genes que participan en la degradacion de atrazina, indican que ellos contienen
homologias de hasta un 45% en sus secuencias completas, y 99 % cuando se comparan
fragmentos mas conservados (De Souza et al., 1995; 1996; 1998a; Topp et al., 2000a).

La mayoria de estos genes catabdlicos estéan flanqueados por secuencias de insercién
que permiten la transposicién del gen de una bacteria a otra. Esta condicién, ha permitido
monitorear genes catabdlicos en diferentes sistemas bacterianos (Peel & Wynham, 1999;
Rousseaux et al., 2002). Generalmente, la tasa de mineralizacién y la proliferacién de orga-
nismos degradadores se correlaciona con la presencia y nimero de copias de genes catabé-
licos de atrazina (Ralebitso ef al., 2002).

1.4 Regulacion génica en bacterias

La expresién de un determinado gen se integra en capas sucesivas de regulacién que
garantizan la mayor eficacia de la bacteria en un ambiente cambiante, procesando varias
sefales fisico-quimicas y metabdlicas para dar una respuesta unificada. Sélo de esta forma
pueden sobrevivir en nichos extremadamente competitivos. Por eso, los promotores deben
ser capaces de integrar sefiales especificas con otras sefiales mas generales, y la evolucién
selecciona la mejor integracién de las nuevas sefales en las redes de regulacién preexisten-
tes (Cases & De Lorenzo, 2005).

El éxito de un proceso catabélico depende de la capacidad de las enzimas para me-
tabolizar un compuesto particular y los intermediarios subsecuentes, pero también depende
de un eficiente sistema regulador. Proteinas reguladoras y los promotores regulados son los
elementos dominantes que controlan la expresién de operones catabdlicos para asegurar
que las enzimas sean producidas solamente bajo condiciones ambientales apropiadas.
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1.4.1 Operones catabélicos

En ambientes oligotréficos, y en otras condiciones de estrés, las comunidades de
bacterias del suelo han desarrollado la capacidad de crecer utilizando una amplia gama de
sustratos poco habituales, entre los que se encuentran numerosos compuestos organicos
contaminantes. Sin embargo, la biodegradacion bacteriana suele estar limitada por la pre-
sencia de una fuerte regulacion de los genes de degradacion, que hace que las rutas estén
inactivas en la mayor parte de las condiciones ambientales (Martinez-Pérez et al, 2004). La
expresion de la mayoria de los operones catabdlicos es regulada por sistemas de induccién
especificos de control, que permiten activar o inactivar la sintesis de las enzimas necesarias,
solamente cuando el substrato, o el intermediario metabdlico, estan disponibles. Bajo condi-
ciones de exceso nutricional, la expresion de operones catabdlicos, frecuentemente, esta
sujeta a una sobreimposicion de controles regulatorios globales, los cuales evitan la trans-
cripcién de genes catabédlicos, permitiendo de esta forma, optimizar la expresién de genes
mediante una conexion de éstos al estado metabélico y energético celular (Cases & De Lo-
renzo, 1998). Para ello, cada especie en particular, posee promotores y factores propios de

acuerdo a su metabolismo.
1.4.2 Regulacion de genes atz en la degradacion de atrazina

Estudios acerca de la regulacién de genes atz han sido descritos sélo recientemente.
Dada la disponibilidad de la secuencia completa del plasmido ADP-1 de Pseudomonas sp.
ADP, Garcia-Gonzalez et al. (2005) emp-learon fusiones lac para describir un modelo de
regulacion ensayado en forma heteréloga en Pseudomonas putida. En Pseudomonas sp.
cepa ADP, la ruta de degradacion de atrazina esté regulada a nivel del operén atzDEF. La
expresion de este operdn es inducida por acido ciandrico, y por una sefial fisiolégica global
de limitacién por nitrégeno. El modelo propuesto para Pseudomonas sp. ADP involucra la
expresion de dos proteinas regulatorias atzR y ntrC, y factores alternativos sigma. El produc-
to del gen atzR activa la expresién divergente del operén atzDEF en respuesta a la limitacion
por nitrégeno y al metabolito intermediario &cido cianurico. La expresion del gen regulador
atzR estaria modulada por un complejo circuito regulatorio en el que participan los genes
ntrC, una proteina reguladora que participa en los sistemas generales de control global de
regulacion del nitrégeno de muchas bacterias Gram negativas. La secuencia del producto del
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gen afzR es homdloga a una familia de proteinas regulatorias tipo Lys R (LTTRs) cuya carac-
teristica principal es la inducir la expresién de genes adyacentes y la de reprimir su propia
sintesis."Ademas los autores identificaron la secuencia de reconocimiento consenso T-N;4-A
en la regién intergénica afzD-afzR que corresponde al elemento de reconocimiento afzR.
Esta secuencia sugiere la intervencién de factores ¢* para su transcripcién. NtrC no es ne-
cesario para la activacion de la expresién de afzR en condiciones de limitacién de nitrégeno,
pero si puede activar directamente la expresion del operén atzDEF; en respuesta a la caren-
cia de nitrégeno. De este modo la degradacion de simazina en Pseudomonas sp. ADP esta
sujeta a una regulacion dual por un metabolito de la ruta (acido ciantrico) y por la limitacién

de nitrégeno.

1.5 Procesos de biorremediacién de s-triazinas

En los estudios de biorremediacion, los datos con que se dispone son incompletos y
muchas veces contradictorios (Radosevich et al., 1995; Alvey & Crowley, 1995; Ralebitso et
al., 2002). La adicion de nitrato al suelo (2,5 mg N/g, equivalente a una fertilizacién) inhibe el
metabolismo de atrazina por la microflora aut6ctona (Alvey & Crowley, 1995). La adicién de
amonio (0,1 mg/g) a suelos no tuvo efecto sobre la tasa de mineralizacién de atrazina (Alvey
& Crowley, 1995). En otro estudio, se observé que la adicién de nitrato o amonio a los micro-
cosmos sin inoculacién de bacterias degradadoras tuvo efecto inhibitorio sobre la mineraliza-
cion de atrazina (Rhine et al., 2003). Este efecto no se observé cuando el suelo se inoculd
con un cultivo de Pseudomonas sp. ADP crecido en atrazina (Bichat et al, 1999). Por otro
lado, la rizésfera no afecté la mineraliza;cién de la atrazina (Kruger et al., 1997).

Las técnicas que emplean microorganismos para degradar contaminantes en el suelo
incluyen la bioestimulacion y la bioaugmentacién (Liu & Suflita, 1993; Parales et al., 2002).
La bioestimulacién involucra suplementar suelos contaminados con aditivos, como nitrégeno,
fésforo, potasio o fertilizantes oleofilicos para permitir la biodegradacion (Atlas & Barth,
1892). La bioaugmentacion consiste en la adicién al suelo de microorganismos capaces de
metabolizar el contaminante (Brodkorb & Legge, 1992). La bioaugmentacién es una técnica
eficiente, econémica y versatil (Norris, 1994) y ha dado buenos resultados en descontaminar
hidrocarburos (Margesin & Schinner, 2001). Sin embargo, el éxito de la aplicacién dependera
de las condiciones del suelo y del microorganismo incorporado al suelo, puesto que algunas
bacterias no son capaces de sobrevivir (Kanaly & Harayama, 2000). Ademas existen eviden-
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cias de que los microorganismos estan sometidos a estrés en su interaccién con contaminan-
tes dado a que se generan compuestos intermediarios toxicos (Camara et al., 2004; Agullé et
al., 2007).

Numerosos estudios han aislado bacterias nativas capaces de mineralizar (Yanse-
Konchou & Gschwind, 1994) o degradar parcialmente atrazina (Alvey & Crowley, 1995; Bo-
quart ef al., 1997, De Souza et al., 1995; 1998; Struthers et al., 1998). Sin embargo, existen
pocos estudios de aplicacion de bacterias en el campo. El rol de los aislados bacterianos en
el ambiente ha sido descrito sélo en pocos articulos (Sorensen et al., 2002). No todas las
cepas que degradan s-triazinas, metabolizan completamente el herbicida. Algunos estudios
de campo han aplicado grupos bacterianos para biorremediar el suelo. Un metabolismo in-
completo de una cepa genera un producto que es transformado por otras cepas bacterianas,
permitiendo asi, la asimilacién de nitrégeno y carbono por diferentes miembros del consorcio
(De Souza et al., 1998a) y favoreciendo la mineralizacion del herbicida (Mandelbaum et al.,
1993).

Mediante la técnica de electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion
(DGGE), Bending et al. (2003) relacionaron la degradacion del herbicida isoproturon en el
suelo con la presencia de Sphingomonas sp. Se observé que microcosmos de suelos estéri-
les eran mas lentos en biotransformar el herbicida isoproturon, que microcosmos no esterili-
zados. Estos autores propusieron que la flora acompariante seria beneficiosa aportando nu-
trientes para microorganismos degradadores (bioestimulacién natural) (Parales et al., 2002;
Bending ef al., 2003).

Mandelbaum et al. (1995) y Radosevich ef al. (1995), observaron una baja transforma-
cién de C™ atrazina por bacterias nativas del suelo contaminado. Para detectar el potencial
degradativo de atrazina por bioaugmentacién, Newcombe & Crowley (1999) realizaron ensa-
yos en mesocosmos, empleando un sistema de riego unido a un fermentador de campo y
compararon inoculaciones aisladas, con inoculaciones consecutivas de Pseudomonas sp.
ADP, y con inoculaciones de un sistema compuesto de 3 géneros bacterianos: Clavibacter
micchiganensis ATZ1 (De Souza et al., 1998a); Pseudomonas sp. CN1 (Alvey & Crowley,
1995) y Cytophaga sp. (De Souza et al., 1998a). In6culos bacterianos aplicados cada 3 dias,
pudieron degradar un 50% mas atrazina que aplicaciones de un solo inéculo inicial. Sin em-
bargo, la degradacién con el sistema bacteriano compuesto fue de un 36% menor que las
degradaciones obtenidas con aplicaciones con la cepa modelo Pseudomonas sp. ADP.
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Rhizobium cepa PATR (Boquart et al., 1997), Agrobacterium radiobacter J14a (Strut-
hers et al., 1998) y Ralstonia picketti (Seffernick et al., 2000) se han empleado en estudios
de biorremediacién. Ninguna de estas bacterias superé la mitad de la actividad de Pseudo-
monas sp. cepa ADP (Seffernick et al., 2000). Mezclas de microorganismos, con sus respec-
tivas enzimas, parecen ser una alternativa promisoria para la biorremediacién (Sorensen et
al., 2002).

Los plaguicidas representan un instrumento imprescindible en las actividades agrico-
las. Se requieren estudios que ayuden a detener, aminorar o remediar la grave contamina-
cion producida por estos compuestos. Este estudio propone caracterizar cepas bacterianas
previamente aisladas desde suelos contaminados, capaces de degradar rapidamente com-
puestos s-triazinas y desarrollar una estrategia para la biorremediaciéon de suelos tratados

con estos compuestos.
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HIPOTESIS

Cepas bacterianas nativas aisladas desde suelos agricolas del valle de Aconcagua
tienen la capacidad de degradar simazina y son eficientes en procesos de biorremediacion

de suelos contaminados con este herbicida.

Objetivo general

Caracterizar cepas bacterianas nativas aisladas desde suelos agricolas del valle de
Aconcagua y capaces de degradar s-triazinas, y establecer el potencial de degradacién de
cepas seleccionadas para procesos de biorremediacién de estos herbicidas.

Objetivos Especificos

1. Caracterizar cepas bacterianas aisladas desde suelos agricolas tratados con s-
triazinas.

2. Estudiar el catabolismo de s-triazinas en cepas bacterianas aisladas y determinar sus
genes catabodlicos.

3. Disefiar un mecanismo de seleccion de las cepas mas promisorias en la degradacion
de herbicidas s-triazinas para estudios de biorremediacion.

4. Determinar la influencia de fuentes de nitrégeno sobre la degradacién de s-triazinas
en cepas seleccionadas. ”

5. Evaluar el potencial de cepas bacterianas para la biorremediacién de compuestos s-

triazinas en microcosmos.
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Material y métodos
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2. Material y métodos

2.1 Estructura general del estudio de bacterias degradadores de simazina

El plan estratégico para la caracterizacion de las cepas bacterianas degradadoras
de simazina se resume en el diagrama de la Figura 4. Las cepas bacterianas aisladas
desde suelos agricolas se caracterizaron por tincién Gram, morfologia de la colonia y en-
sayos bioquimicos. La identificacién se realizé mediante el sistema Biolog y por secuen-
ciacion del gen que codifica para el RNAr 16S. Las cepas de cultivo, se sometieron a es-
tudios moleculares y fisiolégicos, conducentes a determinar las capacidades de degrada-
cion de simazina. Las cepas mas eficientes se emplearon en ensayos de biorremediacion.

Aislados bacterianos

I Caracterizacion micro- | | « Morfoldgica. Andlisis de la estructura colonial
biolégica de los aislados * Bioquimico. Perfiles metabélicos por BIOLOG

* Molecular. Por amplificacion y secuenciacion del gen
que codifica para el RNAr 16S.

I Caracterizacion del ¢ Deteccion de los genes catabdlicos atzA, atzB, atzC,
cgta_bolismo de s atzD, atzE y atzF por PCR.
triazinas de los aislados. | | o Egtydios de degradacion de simazina

* Regulacién de genes catabdlicos
*Analisis de la expresion RT-PCR
* Expresion en genes reporteros
* Analisis de secuencias reguladoras

* Estabilidad de genes catabdlicos

III Biorremediaciéon Ensayos de degradacién en microcosmos de suelo

Figura 4. Diagrama del plan estratégico para la caracterizacion de cepas bacteria-
nas degradadoras de s-triazinas aisladas de suelos agricolas. Los cuadros de la iz-
quierda muestran las etapas, y las actividades se indican en los cuadros de la derecha.
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2.2 Técnicas y Materiales

2.2.1 Herbicidas s-triazinas

Los herbicidas atrazina (99% pureza) y simazina (99%) fueron obtenidos comer-
cialmente desde Movi-Agro S.A. (Biesterfield, NY, EEUU). Los compuestos estandares
atrazina y simazina (>99% pureza) se compraron en Accu standard (New Haven, EEUU).
El acido cianurico fue obtenido desde Sigma-Aldrich (Inc, St. Louis, EEUU).

2.2.2 Bacterias y condiciones de cultivo

Para el crecimiento bacteriano se utilizé el medio basal AM modificado (Topp et al.,
2000a; 2000b; Rousseaux et al., 2002). Se prepararon soluciones madres de los compo-
nentes que a continuacion se describen. Tampén fosfato 10x (g/l): Na;HPO, - 2H,0, 7,0;
KH,PO,, 2,8; NaCl, 0,5. Vitaminas 100 x (mg/l): tiamina-HCI, 0,1; acido félico, 0,04; nico-
tinamida, 0,2; piridoxina-HCI, 0,2. Sales minerales 500x (g/l) MgSO,4' 7H,0, 0,1; FeCl;
7TH,0, 0,01; MnSO, . H;0, 0,005; ZnCl, - H,O, 0,0064; CaCl, - 2H,0, 0,00066; CuSO,
5H,0, 0,00036; CoCl, - 6H,0, 0,0003; H;BO,, 0,0065; EDTA, 0,01 y 0,146 ml de HCI al
37% g/l. Como fuentes de carbono se empleé glucosa (1 g/l) y succinato 25 mM. Para 100
ml se combinaron 10 ml de tampoén fosfato 10 x, 2,5 ml de succinato sddico 1 M, 1 ml de
solucién de vitaminas y 200 pul de soluciéon de minerales. El medio sdlido fue preparado
complementando este medio con 2% de agar microbioldgico, agregado estéril a los com-
ponentes filtrados (0,22 um). En la preparacién de los medios se empleé amonio, nitrato y
serina como fuentes de nitrégeno (10 mg/l), los que fueron reemplazados por simazina o
acido cianurico (100 mM) en los ensayos con células en reposo. Las sales descritas fue-
ron adquiridas desde Merck (Merck & Co. Inc NJ, EEUU). El sistema Biolog fue adquirido
desde Biolog (Hayward, Calif, EEUU).

Los aislamientos de bacterias degradadoras simazina fueron realizados por Her-
nandez (2004). La denominacién con la letra P, C o K de las 32 cepas bacterianas corres-
ponde a su procedencia segun el suelo de origen: Palto, Caqui o suelos controles, respec-
tivamente. El aislamiento se realizé por enriquecimientos en medio minimo empleando
simazina como unica fuente de nitrégeno. Las muestras correspondieron a suelos de pre-
dios agricolas ubicados en el Valle de Aconcagua.

Pseudomonas sp. ADP silvestre (Mandelbaum et al., 1995) se empled en estudios

de deteccién de genes catabdlicos. La cepa de Escherichia coli DH5a. (Hanahan, 1983) se
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empleo para obtener vectores recombinantes.

Para los cultivos bacterianos se emplearon tres medios de crecimiento: Luria-Bertani
(LB, Sambrook & Russel, 2001), tripticasa de soya (BD, Detroit, EEUU) y el medio minimo
AM, al cual se le agreg6 diferencialmente una fuente de nitrégeno. Las bacterias ambien-
tales se cultivaron a 30°C y E. coli a 37°C. Para mantener las cepas bacterianas por lar-
gos periodos de tiempo, éstas fueron sembradas asépticamente en criotubos (Nunc, NY,
EEUU) conteniendo caldo AM suplementado glicerol al 15% y se conservaron a -40°C. La
mantencion por periodos cortos de tiempo se realizé en los mismos medios de crecimien-
to sdlido. Para la seleccion bacteriana, se emplearon diferentes antibiéticos en los medios
de cultivo y en las concentraciones que se indican (mg/l): ampicilina (Amp) 100, carbenici-
lina (Cb) 500, rifampicina (Rf) 20, gentamicina (Gm) 20 y Kanamicina (Km) 20. Se emplea-
ron diferentes plasmidos detallados en la Tabla 1.

2.2.3 Descripcion e identificacion de los aislados bacterianos

Las cepas bacterianas aisladas fueron agrupadas de acuerdo a la tincién Gram
(Kruczak-Filipov & Shively, 1992) y a caracteristicas fenotipicas de la colonia. Las cepas
bacterianas fueron crecidas en medio solido TSA y se evalué el diametro de la colonia,
color, olor, tamario y tipo de bordes. La caracterizacion de las cepas bacterianas fue reali-
zada en colaboracion con M. Hernandez.

Para la identificacion por el sistema Biolog, las cepas bacterianas fueron cultivadas
por 24 h a 30°C en caldo tripticasa de soya, para luego ser cosechadas, lavadas y sus-
pendidas en tampon fosfato. Un volumen de 125 pl con una turbidez a 600 nm de 0,2 fue-
ron transferidas con pipeta multicanal a cada uno de los pocillos de una microplaca Biolog
GN2 (sistema para bacterias Gram negativas). Los resultados fueron evaluados después
de 24 h de incubacién a 30°C y se compararon con la base de datos en el programa pro-
visto por el fabricante. Las cepas bacterianas evaluadas por Biolog fueron algunas cepas
de crecimiento rapido: Pseudomonas nitroreducens P41 y Stenotrophomonas maltophilia
P43, K46, P51, C53 y C54.

Complementario al sistema Biolog, se realizé la identificacion de las cepas por
secuenciacion del gen que codifica para el RNA ribosomal 16S (Giovanonni et al., 1988)
empleando oligonucleétidos universales 27f y 1492r (Lane et al., 1985). La secuenciacion
e identificacion fue realizada en colaboracién con el Dr. Edward Moore, CCGU, Géteborgs

University, Suecia.
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Tabla 1: Plasmidos y cepas bacterianas utilizados en este trabajo.

Materiales y Métodos

Nombre

Descripcion

Origen / Referencia

pBluescript KS lI(+)

Vector de clonacién. ColE1, lacZ Ap'.

Stratagene

pJB3Km1

Vector de expresion de amplio rango de hospedador.
Suministra el promotor inducible Pm y su regulador.
Mob®. IncP. Tc". Empleado en las conjugaciones con
Pseudomonas nitroreducens P41.

Blatny, 1997

pLAFR3

Coésmido de amplio rango de hospedador. IncP1. Bajo
nimero de copia Tc'.

Staskawicz et al., 1987

pKT210

Plasmido de amplio rango de hospedador. IncQ. Bajo
nimero de copia Cm’, Sm". Empleado en las conjuga-
ciones con Pseudomonas nitroreducens P41.

Bagdasarian et al., 1981

pKT230

Plasmido de amplio rango de hospedador. IncQ. Bajo
nimero de copia Sm" Km'. Empleado en las conjuga-
ciones con Pseudomonas nitroreducens P41.

Bagdasarian et al, 1981

pBBR1MCS-2

Vector de amplio espectro. Tra Mob™. Km'/Cb".
Criptico. Empleado en las conjugaciones con Pseu-
domonas nitroreducens P41.

Kovach et al., 1994

pMPO104

Fusion traduccional de afzR y lacZ. Contiene la region
comprendida entre las dianas BamHl, aproximada-
mente 150 pb antes del inicio de la traduccién de atzR
y Pvull, unas 140 pb después de dicho comienzo. Se
cloné en pMPO200 cortado con Smal. Amp'

Garcia-Gonzalez et al. 2005

pMP0O202

Fusion traduccional de atzD y lacZ con atzR truncado.
Fragmento de 630 pb procedente de pMPO103 clo-
nado en pMPO200. Ap'.

Garcia-Gonzalez et al., 2005

pMPQO204

Fusién traduccional de atzD a lacZ con atzR comple-
to. Amp". .

Garcia-Gonzalez et al., 2005

pHRP309

Vector de amplio espectro usado para la creacion del
vector pHRP309P41D-R. Esta descrito preferencial-
mente para hacer ensayos de actividad B-
galactosidasa en Pseudomonas. Posee 3 codones de
términos luego de la zona poli uniones. Gm'".

Este trabajo

pHRP309P41D-R

Fusién transcripcional conteniendo un inserto atzR-
afzD potencial proveniente de Pseudomonas nitrore-
ducens P41 y clonado en el vector pHRP-309. Perte-

nece al grupo de incompatibilidad IncQ. Gm'.

Este trabajo
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2.2.4 Crecimiento bacteriano en ensayos de degradacion

En algunos ensayos de degradacion, la simazina fue agregada en concentraciones
de 10 mg/l. La concentracién de simazina en el medio se cuantific6 por HPLC. Como
fuentes de carbono se emplearon inicialmente glucosa, citrato y succinato en concentra-
ciones de 1 g/l (Ralebitso et al., 2002) para los crecimientos de los diversos géneros bac-
terianos. Posteriormente se empled citrato para el crecimiento de las bacterias de género
Pseudomonas. Todas estas bacterias se crecieron a 30°C, con agitacion de 180 rpm para
mantener la aireacién en los cultivos liquidos.

Para los ensayos con células en reposo, se tomaron desde placas de agar con me-
dio minimo colonias que mostraron halos de degradacién. Las cepas bacterianas se cre-
cieron en medio minimo liquido (MM) hasta fase estacionaria en volimenes de 3 ml a
30°C empleando amonio como Unica fuente de nitrégeno. Las células se cosecharon por
centrifugacion a 9800xg, 1 min a 4°C, y lavadas tres veces con una soluciéon de tampén
salino fosfato (60 mM fosfato de sodio pH 7,0; 0,5 g/l de NaCl) para descartar restos de
amonio.

Un in6culo fue agregado a matraces conteniendo medio minimo con diferentes
fuentes de nitrégeno a una concentracién final de 4 mM final, exceptuando la simazina, la
cual se dispuso desde la tapa de un tubo Eppendorf. Se prepararon soluciones de simazi-
na (10 mg/l) o atrazina (20 mg/l) en metanol y fueron depositados en un dispositivo sella-
do, preparado con la cabeza de un tubo Eppendorff previamente cortado de manera de
dejar el cuello del tubo enganchando un trozo de membrana de didlisis como sello (Sig-
ma-Aldrich Chemie, Steinheim, Alemania) (Figura 5). El dispositivo fue puesto dentro de
matraces conteniendo medio minimo sin fuente de nitrégeno. El método permite un sumi-
nistro continuo de s-triazinas y evita los problemas de cuantificacién del crecimiento bac-
teriano por turbidez en el espectrofotémetro, derivados de la opacidad que se produce por
la baja solubilidad de estos compuestos en agua. Las condiciones y fuentes de nitrégeno
empleadas fueron amonio, amonio/simazina, nitrato, nitrato/simazina, acido cianurico y

simazina.
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Figura 5: Dispensador de simazina en medio
minimo. Una cabeza de tubo Eppendorf se se-
lI6 con una membrana de dialisis.

Los cultivos fueron incubados con rotacién a 30°C por 16 a 20 horas hasta su fase
exponencial (turbidez a 600 nm:~0.3). Las células se cosecharon por centrifugacion, se
lavaron tres veces en tampén U (10 mM fosfato de sodio pH 7,0; MgSQ,4 0,1 mM), y se
resuspendieron en el mismo tampén hasta obtener una turbidez a 600 nm de 0,25 (Gar-
cia-Gonzalez et al., 2003). Para el ensayo, se tomaron alicuotas de 5 ml en tubos de vi-
drio, las que fueron incubadas 2 min en un bario termorregulado mantenido a 30°C. A ca-
da tubo se agregaron 50 ul de simazina 6 mM diluida en metanol y se homogenizé. Se
tomaron muestras de 0,5 ml en intervalos de 10 min, se centrifugaron inmediatamente por
3 min a 18000xg. Se midi la concentracién de simazina en el sobrenadante en un espec-
trofotometro a una absorbancia de 225 nm (Garcia-Gonzéles et al., 2003). Se realizé una

curva de calibracion de simazina.

2.2.5 Formacion de halos de degradacion

Se evalud la formacién de halos de degradacién de simazina por las diferentes ce-
pas crecidas en medio basal AM con un 2% de agar microbioldgico, o en TSA preparado
a un 25% y empleando simazina 500 mg/l o atrazina (1g/l) como Unica fuente de nitrége-
no. Las placas se incubaron por 2 a 8 dias. Se evalué el crecimiento y la formacién de
zonas claras alrededor de las estrias de siembra. De preferencia se empleé atrazina, da-
do que posee menor solubilidad en soluciones acuosas que la simazina, lo que permite la
obtencion de una solucion de aspecto lechoso que facilita la visualizacién de halos. Las
solubilidades en agua de la atrazina y la simazina son 0,04 y 0,06, respectivamente.
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2.2.6 Ensayos en Microcosmos

Se emplearon suelos provenientes desde terrenos agricolas sin historial de aplica-
cion de simazina. Estos suelos se tamizaron y caracterizaron (humedad, pH, temperatura,
contenido de carbono y de nitrégeno en sus formas de nitrato y amonio) siguiendo meto-
dologias descritas (Cereceda-Balic et al., 2006). El herbicida en su versién comercial Ge-
satop, fue preparado con agua, de acuerdo a especificaciones comerciales, y adicionado
a una concentracion final de 13 ppm y 20 ppm, como de aplica en las practicas agricolas
rutinarias. La tasa de remocién de simazina fue calculada por extraccién con solventes
desde 1 g de suelo.

Los in6culos de Pseudomonas empleadas en los microcosmos, se prepararon des-
de una colonia recién crecida con formacion de halo de degradacién en medio sélido con
atrazina. Esta colonia se inoculé en 3 ml de medio minimo y se cultivé hasta su fase
exponencial tardia (Turbidez a 600 nm ~0.84). Luego se crecieron escalando los cultivos a
a 500 ml. Se empled acido cianurico como fuente de nitrégeno (0,4 mM). Las células cre-
cidas se cosecharon por centrifugacién a 2000xg 5 min, y se lavaron tres veces con tam-
pon fosfato 1x. Los cultivos bacterianos se resuspendieron en el mismo tampén y se
agregaron a los microcosmos. Las cepas bacterianas fueron inoculadas para obtener una
concentracién final entre 10° y 107 células por gramo de suelo. En microcosmos bioesti-
mulados se adiciond succinato en una concentracion final de 25 mM. Los microcosmos
consistieron de 20 g de suelo contenidos en tubos de polipropileno de 50 ml (Corning,
Costar, EEUU). Para alcanzar una humedad final entre 15 y 20%, los suelos fueron hume-
decidos con tampén fosfato. Los suelos se mantuvieron en una humedad del 15% con
riego diario.

La viabilidad de las bacterias inoculadas y de las bacterias heterétrofas presentes
en la flora nativa (Narvaez, 1999) se determinaron mediante la técnica de recuento en
placa. Los medios sdlidos contenian atrazina como Unica fuente de nitrégeno. En una
misma placa fue posible diferenciar cepas degradadoras de atrazina y cepas bacterianas
heterotrofas. Las bacterias degradadoras presentan un halo alrededor de la colonia, pro-
ducto de la degradacién del compuesto en la placa de cultivo. Para confirmar la viabilidad
de Pseudomonas citronellosis P21, se realizaron experimentos en microcosmos adiciona-
les, empleando una mutante espontanea a rifampicina (rif ) Los recuentos fueron realiza-
dos en placas con el antibidtico a una concentracién final de 50 pg/ml. Todos los estudios

en microcosmos fueron realizados por triplicado y se calculo la desviacién estandar.
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2.3 Métodos analiticos

2.3.1 Deteccion de simazina

El analisis de simazina se realizé mediante HPLC en un equipo Beckman modelo
Gold System (Beckman Couler Inc. NJ EEUU con arreglo de diodo. La deteccién se reali-
z6 a una longitud de onda UV de 215 a 230 nm, luego de la separacion de fases por cro-
matografia reversa empleando una columna C,3 (NovaPak). Se tomaron 10 g de suelo, y
se mezclaron con 30 ml de una solucién de extraccion metanol:H,O:H;PO, (pH 2) en las
proporciones 80:19:1, respectivamente. Luego de 2 horas de extraccién con el solvente y
ayudado por rotacién a 90xg, la mezcla se dejé en reposo para la separacién de fases. 2
mi del sobrenadante se centrifugaron a 18000xg por 5 min a 4°C. El sobrenadante fue
analizado empleando una fase mévil consistente en 67% acetonitrilo, 0,5% KH,PO, y
32,5% H,0 Milli-Q (Boundy-Mills ef al., 1997) con un flujo de 0,5 mi/min. El tiempo de cur-
so de la elucion para simazina fue de 4,5 min. aproximadamente.

La concentracion de simazina en los ensayos con células en reposo se determind
por espectrofotometria a una longitud de 215 nm. En la determinacién se empled el so-

brenadante de los cultivos bacterianos centrifugados.

2.3.2 Transformacion de células bacterianas

Para preparar células competentes de E. coli DH5a. de siguié el método descrito
por Inoue (Sambrook & Russel, 2001)."

Para la transformacién de células bacterianas con los vectores se mezclaron 100
pl de células competentes con cada mezcla de ligacién y se incubé 30 min en hielo. Pos-
teriormente se aplic un choque térmico de 42°C durante 45 segundos y la mezcla se dejé
en reposo por 1 min a temperatura ambiente. Se afiadié 1 ml de SOC (medio SOB suple-
mentado con 7,2 ml de glucosa al 50% por cada litro) a cada muestra y se incubd durante
1 hora a 37°C. Finalmente se sembraron en placas de LB con los antibiéticos adecuados.
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2.3.3 Transferencia de plasmidos a Pseudomonas

Se llevé a cabo mediante conjugacion triparental empleando como bacteria ayu-
dante (helper) la cepa de E. coli conteniendo el vector pRK2013 y siguiendo el protocolo
descrito por Espinosa-Urgel (2000) con ciertas modificaciones. Se partié de cultivos creci-
dos de la cepa donadora, la receptora y la ayudante y se lavaron en tampén fosfato. Se
preparo la mezcla de conjugacion en un tubo Eppendorf con 200 pl de donador, 100 ul de
bacteria ayudante y 700 pl de receptor. Las células se recolectaron mediante centrifuga-
cion a 9800xg durante 1 min. Se eliminé la mayor parte del sobrenadante y se resuspen-
dieron en el volumen residual, el que fue sembrado en una placa de LB e incubado duran-
te 8 horas a 30°C. Finalmente las células se resuspendieron en 1 ml de LB, y se sembra-
ron diluciones de 107 hasta 10 en placas de LB sélido conteniendo los antibi6ticos ade-

cuados.

2.3.4 Ensayo de actividad B-galactosidasa

Para ensayos de regulacion, se utilizé serina (1g/l), como fuente de nitrégeno limi-
tante (bajo aporte de nitrégeno) (Garcia-Gonzalez et al, 2005) o amonio (1g/l) como fuen-
te de nitrogeno preferencial. La temperatura de cultivo fue de 30°C para bacterias ambien-
tales y 37°C para E. coli.

La expresién de vectores en Pseudomonas nitroreducens P41 se cuantificé median-
te ensayos de actividad B-galactosidasa de acuerdo al protocolo descrito por Miller (1992),
con modificaciones. Pseudomonas nitroreducens P41 fue crecida en medio minimo con
amonio como unica fuente de nitrégeno. Cuando el cultivo estuvo crecido hasta fase esta-
cionaria, las células fueron lavadas en tampén fosfato dos veces, resuspendidas en el
mismo y diluidas en los medios correspondientes a una turbidez a 600 nm de 0,001 uni-
dades. Estas diluciones fueron incubadas entre 8 y 12 horas a 30°C con agitacién hasta
obtener una turbidez a 600 nm de 0,2-0,3 unidades. 100 uL de cada cultivo fueron mez-
clados en un tubo Eppendorf con 650 pl de tamp6n Z + B (Na,HPO, 8,54 g/l, NaH,PO, x
H,0 5,5 g/l, KCI 0,75 g/l, MgSO, x 7H,0 0,25 g/l y B-mercaptoetanol 0,27 % v/v), 20 ul de
SDS 0,1% y 30 pl de cloroformo. La mezcla homogenizada se incubé a 30°C por 30 min.
Se afadi6 a cada tubo 200 pl de o-nitrofenil galactopirandsido 4 mg/l en tampén Z
(ONPG) y se incubaron a 30°C, hasta el desarrollo de una coloracién amarilla. La reaccién
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fue detenida afiadiendo a cada tubo 500 pl de NaCO; 1 M en hielo. Las muestras se
homogenizaron y se centrifugaron a 18000xg durante 15 min y el sobrenadante se empleé
para medir la absorbancia a 420 nm. La actividad B-galactosidasa fue calculada en unida-

des Miller a partir de la siguiente expresion:

.. . . . A
Actividad B-galactosidasa (en unidades Miller) = 1000-¢t
600

Ao = Absorbancia a 420 nm

\' = Volumen del cultivo afiadido a la mezcla de reaccion (ml)
DOsno = Turbidez del cultivo a 600 nm.

T = Tiempo de la reaccién en min.

24 Técnicas de Biologia Molecular

2.4.1 Secuenciacion del gen que codifica para el RNAr 16S

Las secuenciacion de los genes y la identificacion de las cepas bacterianas fueron
realizadas en colaboracién con el Dr. Edward Moore (Departamento de Bacteriologia
Clinica, Géteborg University, Suecia). Para el aislamiento y purificacion del DNA
gendmico bacteriano se utilizé el sistema de extraccion de DNA QlAamp (Qiamp EEUU).
Los partidores para la amplificacién de RNAr 16S, correspondieron a oligonucleétidos
universales (27f 5-agagttttgatcmtggctcag-3' y 1492r 5'-tacggtacctigttacgactt-3)
complementarios a secuencias conservadas para eubacterias (Lane et al, 1985). La
mezcla de reaccion de PCR contuvo los siguientes reactivos: 2.5 pl de tampén Taq
polimerasa 10x (Invitrogen), 2,5 ul de dNTPs, 1,0 pl MgCl2, 25 pl de cada
oligonucleétido, 0,2 ul de Tag DNA polimerasa (Invitrogen), 2,0 ul DNA templado. La
mezcla de reaccion fue ajustada a un volumen total de 25 pl con agua milli-Q estéril e
irradiada (UV 254 nm). La PCR se realizd en un termociclador (Mastercycler personal,
Eppendorf, Alemania) con los siguientes pasos: Un ciclo de denaturacion inicial de 3 min
a 95°C. Luego varios ciclos de denaturacién y amplificacion iniciales no restrictivos de
56°C por 6 min, 72°C por 90 seg, 95°C por 90 seg, 58°C por 3 min, 72°C por 90 seg.
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Posteriormente 27 ciclos mas restrictivos de 95°C por 90 seg, 58°C por 90 seg y 72°C por
90 seg. Finalmente 95°C por 90 seg, 58°C por 90 seg, y una extension final a 72°C por 10
min. Los productos de PCR fueron corridos en geles de agarosa, y analizados en un
equipo DiGidoc-l System (UVP Co. EEUU). Los productos fueron purificados mediante
columnas de purificacién (Invitrogen, EEUU). Las secuencias de los amplificados fueron
sometidas a comparaciones empleando el programa BLASTn, disponible en linea desde
el Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI). Se realizaron alineamientos de
secuencias muiltiples contra el banco de datos de la NCBI utilizando para ello CLUSTALW
(Thompson et al., 1994). ]

]

2.4.2 Preparacion de DNA

La extraccion de DNA plasmidial se realizé siguiendo el protocolo de lisis alcalina
(Sambrook & Russel, 2001). En la preparacién de DNA plasmidico de mayor pureza se
empled el kit NucleoSpin Plasmid de Mahery-Nagel (Diren, Alemenia), o bien el kit de
purificacién de DNA de Invitrogen.

La preparacién del DNA genémico se realiz6 por extraccién enzimatica y fenol clo-
roformo de acuerdo a protocolos estandares (Sambrook & Russel, 2001). El DNA extraido
se cuantifico en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 260 nm.

Para la digestion del DNA se emplearon enzimas de restriccion con su tampodn
siguiendo las instrucciones del fabricante. Cuando fue necesario se modificaron los ex-
tremos asimétricos mediante reaccién con la ADN polimerasa Klenow, si se precisaba
regenerar los extremos 5. Se empleé ADN polimerasa de T4, si se requeria eliminar los
extremos 5’ cohesivos. La reaccion sé realizé diluyendo el templado en tampén Klenow
(Promega) a concentracién final 1x (Sambrook & Russel, 2001).

Para ligar fragmentos de DNA, se afiadieron las cantidades de vector e inserto en
relacion 1:6 (Sambrook & Russel, 2001), en tampén kinasa a una concentracién final de
ATP de 1 mM, para extremos cohesivos, 6 0,1 mM, cuando al menos uno de los extremos
era romo, con 1 unidad de enzima ligasa por reaccién. La mezcla se incubé toda la noche
a 16°C.
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2.4.3 Electroforesis en gel de agarosa

Los geles se prepararon en agarosa 0,8 al 1,5 % en tampén TAE 1x (Tris- &cido
acético 40 mM, 10 mM EDTA, pH 7,7). Las muestras se cargaron en geles de agarosa
con 1/6 del volumen final de tampén de carga (Tris 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM; glicerol al
30 % y azul de bromofenol, 2,5 g/l) y se corrieron con una diferencia de potencial de 120
Volt. Como patrén de peso molecular se emplearon los marcadores comerciales GeneRu-
ler Mix de Fermentas y X de Roche. Para visualizar el DNA los geles se sometieron a tin-
cion en una solucién de bromuro de etidio 5 mg/l durante 15 min. Los geles tefiidos se
analizaron en un transiluminador de radiacién ultravioleta y se fotograﬁaron con un siste-

ma de documentacion GelDoc system |l (Biorad).

2.4.4 Purificacion de fragmentos de DNA desde geles de agarosa

Los fragmentos de ADN necesarios para realizar clonaciones se purificaron desde
geles de agarosa. Los cortes se recuperaron por difusién en un tampén de elucién
empleando el kit de Invitrogen y siguiendo las instrucciones del fabricante. La difusién de
las bandas se realizé a 37°C por 20 min, con agitacién. Los tubos se centrifugaron a
9800xg durante 5 min para separar la agarosa de la solucién. El DNA fue recuperado por
elusion con tampén TE (Tris HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) desde una columna
cargada provista por el fabricante. Los fragmentos aislados a partir de geles de agarosa
fueron purificados utilizando un kit comercial (GFX, Amersham o CleanAmp de Invitro-

gen).

2.4.5 Deteccion de los genes catabdlicos atz

En los ensayos de deteccion de genes se emplearon cebadores especificos de los
genes alz (alzA, afzB, atzC, atzD, atzE y atzF) descritos para Pseudomonas sp. cepa
ADP (De Souza et al., 1995; 1996; 1998b). La deteccion de genes en las cepas bacteria-
nas fue realizada en colaboracién con M. Hernandez.
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La amplificacion de las secuencias de interés se realizaron mediante reaccion in vi-
fro con la enzima Tap Platinum DNA polimerasa (Promega, EEUU) siguiendo procedi-
mientos estandares (Sambrook & Russel, 2001). La mezcla de reaccién de la PCR se
preparé con el volumen de DNA molde equivalente a 50 ng en una reaccién conteniendo
los cebadores a una concentracion final de 1 uM, nucleétidos a una concentracion final de
50 uM y 0,5 a 1 pl de enzima con el volumen adecuado de tampon.

Las reacciones de PCR se realizaron con 50 ng de concentracion del DNA total. El
DNA empleado como templado correspondié a DNA extraido y puro y también a DNA no
purificado proveniente de la ebullicion de colonias bacterianas. Para esto, se resuspendio
cada colonia en 100 pl de agua bidestilada estéril, se afiadieron 10 pl de lisozima (Prome-
ga, Madison, Wi, EEUU) y se incubaron en un bafio a 37°C durante 20 min. A continua-
cion, se hirvieron las muestras durante 10 min en un bafio a 100°C, se centrifugaron a
18000xg durante 5 min. Se recuperaron 70 pl desde el sobrenadante desde los cuales se

tomaron alicuotas para la PCR.

Tabla 2: Secuencias de oligonucleétidos empleados para la busqueda de genes atz.

[ Gen Secuencia Oligonucledtido Referencia Tamario

atzA 5’-atgtgaaccagatcct-3’ De souza et al., 1998 527 pb
5'-gaagcgtccacattacc-3’

atzB 5’-tcaccggggatgtcgecggge-3’ De Souza et al., 1998 523 pb
5'-ctctccegeatggeateggg-3’

atzC 5'-gctcacatgcaggtactcca-3’ De Souza et al., 1998 632 pb
5'-gtaccatatcaccgtttgcca-3’

atzD 5'-catcgacgttttccgaatc-3’ Martinez et al., 2001 572 pb
5'-gaatagcccatcgattcat-3’

atze 5'-cttcgagcctctgtcegta-3' Martinez et al 2001 245 pb
5-accggctgagtgagaagt-3’

atz F 5'-aaaagctttcgtggagcac-3’ Martinez et al., 2001 302 pb
5'-cttacaaacgcaccgaacc-3’

atzD1 | 5'-gagcagggtgagacaggcggtgc-3’ Garcia-Gonzalez et al., 1500 pb

atzD2 | 5'-cgatggatccccagggctgtgge-3’ 2005

Las condiciones en que se realiz6 la PCR para cada par de oligonuclettidos co-

rrespondieron a aquellas indicadas en la Tabla 4.
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Tabla 3: Ciclos empleados en la PCR para la amplificacién de genes
catabdlicos atz

Gen | Desnaturalizacion | Hibridizacién Amplificacion

atzA | 45sega94°C 45seg. a58°C |30sega72°C
atzB | 45sega 94-95°C | 45seg. a 58°C | 30 seg a 72°C
atzC |45sega94-95°C | 45seg. a58°C |30sega72°C
atzD |45sega95°C 45seg.a55°C | 30sega72°C
atzE | 45sega94-95°C | 30seg. a55°C | 30sega72°C
atzF | 45sega94-95°C | 30seg. a55°C |30sega72°C
atzDR | 45 seg a 94-95°C (45seg. a582°C | 1mina72°C

2.4.6 Ensayos de retrotranscripcion

Se crecieron preinéculos hasta fase estacionaria en volimenes de 3 ml a 30°C en
medio minimo con amonio como Unica fuente de nitrégeno. Se traspasaron indculos a
tubos con medio AM fresco conteniendo diferentes fuentes nitrégeno: amonio, amo-
nio/simazina, nitrato, nitrato/simazina, cido ciandrico y simazina. Los cultivos se incuba-
ron a 30°C por aproximadamente 16 a 20 h hasta fase exponencial temprana (Turbidez a
600 nm~0.3). Las células se cosecharon por centrifugacién a 18000xg x 1 min a 4°C. EI
sobrenadante se deseché y las células se sumergieron inmediatamente en nitrégeno li-
quido. Las células se almacenaron a -80°C, o se procesaron para la extraccion de RNA.

En la extraccién de ARN se emple6 agua pretratada con DEPC (Sigma) y guantes
durante el procedimiento. Se utilizé solucién Tri-Reagent (Promega) de acuerdo a las ins-
trucciones del fabricante. Las proporciones de volimenes usados fueron 3:1 para Tri-
Reagent/ muestra, respectivamente. La mezcla se homogenizé cuidadosamente por rota-
cion y se dejé decantar el lisado por 5 min a temperatura ambiente, para permitir la com-
pleta disociacién de los complejos nucleoproteicos. Se adicioné cloroformo en un 20% del
volumen total. Las muestras fueron homogenizados vigorosamente por 15-20 seg. Des-
pués de dejar reposar la muestra a temperatura ambiente por 15 min, éstas fueron centri-
fugadas a 18000xg por 15 min a 4°C. Se recuperd la fase acuosa superior que contiene el
RNA.
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En la precipitacion del RNA se emple6é medio volumen de isopropanol (Merck). Las
muestras se incubaron por 10 min a temperatura ambiente y se centrifugaron a 18000xg
por 10 min a 4°C. Se elimin6 el sobrenadante y el precipitado se lavé con 1 ml de etanol al
75%. El ARN fue disuelto cuidadosamente en agua tratada con DEPC (Sigma).

Para eliminar el DNA contaminante, las muestras se alicuotaron en voliumenes de
50 pl y se trataron con 0,1 volumen de tampén DNasa | y 1 pl (2U) de la enzima DNasa |.
Se mezclaron suavemente y se incubaron a 37°C por 30 min a 1 h. La reaccién fue dete-
nida agregando 0,1 volumen de reactivo de inactivacion provisto por el fabricante (Invitro-
gen). La mezcla fue centrifugada brevemente a 18000xg por 1,5 min a 4°C y el sobrena-
dante fue transferido a un tubo. El RNA resultante fue purificado mediante columnas de
retencién por carga (Promega). Los RNA resultantes se cuantificaron y emplearon para la
reaccion de retrotranscripcion. Se evalué la contaminacién de DNA por PCR con partido-
res dirigidos contra el RNA ribosomal que codifica para la subunidad 16S y contra los
genes aiz.

Para la amplificacion del cDNA se siguieron las condiciones recomendadas por el
fabricante (Invitrogen). Se empleé transcriptasa reversa Superscript en una reaccion lle-
vada a cabo a 42°C por 90 min. La purificacion del cDNA del RNA restante, se realizé
mediante hidrélisis con NaOH (Sambrook, & Russel, 2001). El DNA fue resuspendido en
20 pl de dH,O DEPC. Las reacciones de PCR se realizaron empleando como templado 4
ul de muestras de cDNA directas, y de diluciones seriadas. La reaccién de PCR en cada
tubo fue la siguiente: 95°C 5 min, 94°C 30 seg, 58°C 30 seg, 72°C 30 seg. Se realiz6 una
extension final de 72°C por 4 min. Se emplearon 20 ciclos para obtener una PCR no satu-
rada y observar una amplificaciéon diferencial dependiente de las concentraciones de ge-
nes expresados. Como controles internos de amplificacion se usaron partidores universa-

les dirigidos contra el RNA ribosomal 16S.
2.4.7 Ensayos transcripcionales en Pseudomonas nitroreducens P41

Se realizaron ensayos de actividad B-galactosidasa con vectores conteniendo la regién
reguladora de Pseudomonas nitroreducens P41. Se empled como DNA templado el frag-
mento aizR de Pseudomonas sp. cepa ADP (Garcia-Gonzalez et al., 2005). En la reac-
cion se emplearon los oligonucleotidos atzD1 y afzD2, los cuales incluyeron el sitio BamHI
para su unién al vector Bluescript || KS+. Como Pseudomonas nitroreducens P41 no esta
secuenciada, se realizé una PCR en gradiente empleando un termociclador ad hoc (Per-
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kin Elmer). El producto con la sefial mas intensa en el gel fue reamplificado con la reac-
cién y su banda luego fue extraida y purificada mediante procedimientos estandares. El
producto de 1,5 kb amplificado, fue digerido con las enzimas Pvull y BamHI y clonado
dentro del sitio EcoRV en el vector Bluescript Il KS+. La direccion y secuencia correcta de
la insercion amplificada por PCR fue verificada por secuenciacién de los productos obte-
nidos.

Para la seleccion del fragmento a clonar en el vector Bluescript || KS+, el producto
de 1,5 kb se digirié con enzimas de restriccion BamH| y Pvull para obtener la regién co-
rrespondiente a los primeros 48 pb del gen afzD, la region intergénica atzD-atzR y 310 pb
del gen regulador atzR. Este fragmento fue subclonado en el sitio Sall y BamHI del vector
pHRP309 generando el vector pHRP309P41D-R en marco de una fusion transcripcional.
Este vector incorporado a células de Escherichia coli DH5a. y posteriormente transferido a
Pseudomonas nitroreducens P41 para la evaluacion de la expresion de los genes clona-

dos por ensayos de actividad f-galactosidasa.
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3.1 Caracterizacion de cepas bacterianas que degradan simazina

3.1.1 Efecto de la simazina sobre las cepas bacterianas heterétrofas cultivables

La atrazina actua inhibiendo la fotosintesis, a nivel de transporte de electrones en
el fotosistema Il de los vegetales de hoja ancha y crecimiento rapido. Debido a que las
bacterias provienen de suelos contaminados con el herbicida, se evalud si la presencia de
simazina en el suelo tiene efectos sobre los microorganismos heterétrofos cultivables.
Para ello, se aplicé simazina (13 ppm) en un sector de campo agricola sin registros de
aplicacion del herbicida. La Figura 6 muestra los resultados de los recuentos de la
recuperacién de heterétrofos. El numero de bacterias heterétrofos cultivables en el suelo
control fue de 7,5x10° UFC/g, mientras que los microorganismos recuperados desde
suelos tratados con simazina fueron de 6,8x10° y 7,0x10° UFC/g de suelo, una y dos
semanas posterior a la aplicacion del herbicida, respectivamente. El herbicida simazina no
afectd significativamente el nimero de bacterias heterétrofas cultivables (p>0,05;
ANOVA).

Figura 6. Efecto de la simazina sobre las

10?] cepas bacterianas heterotrofas cultiva-

10 1 rr— I & bles. Las muestras se obtuvieron desde

% 108 1 _ suelos agricolas antes de la aplicacion de
§ 105 1 simazina (control), una semana (PS-1s) vy
?,, ‘[04 . dos semanas (PS-2s) después de la aplica-
8 103 - cion de simazina (13 ppm). Los valores re-
5 10° - presentan los promedios de resultados de
101 7 tres experimentos independientes Las ba-
rras de error representan la desviacion es-

kControI | PS-1s | PS-2s tandar de los promedios.
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3.1.2 Caracterizacion e identificacion de cepas bacterianas degradadoras de s-
triazinas

Las cepas bacterianas degradadores de s-triazinas se aislaron desde suelos trata-
dos y no tratados con el herbicida simazina (Hernandez, 2004; Hernandez et al., 2008). El
estudio incluyé 13 cepas bacterianas provenientes de suelos utilizados para el cultivo de
Caqui, 14 desde suelos para Palto y 5 desde suelos controles. Las cepas se caracteriza-
ron por tincion Gram y descripcion de las caracteristicas fenotipicas de la colonia (tamafio,
bordes, olor, color) que se resumen en la Tabla 4. Esto permitié clasificarlas en 8 grupos.
El grupo 1 estuvo conformado por 14 de las 32 cepas caracterizadas, las cuales corres-
ponden a cepas Gram negativas que forman colonias de 3 mm diametro, bordes regula-
res, crecimiento aéreo convexo, y de color blanco. Los grupos 2, 3 y 4 fueron conforma-
dos por 3 a 4 aislados de diferente tamafio y tipo de borde de la colonia. Los grupos 1 al
4 fueron conformados por bacterias Gram negativas. Desde el grupo 5 al 8 se agruparon
las cepas Gram positivas y de acuerdo al tamaiio y borde de la colonia se dispusieron en
grupos diferentes constituidos por 1 o 2 cepas. La cepa K55 del grupo 7, mostré colonias
de bordes irregulares o con ornamentaciones aéreas. Las cepas del grupo 8 mostraron
colonias de 2 mm de diametro, pero en diversas ocasiones, estas cepas mostraron colo-
nias con crecimiento expandido por toda la placa de agar dificultando su manipulacién. Un
22 % de las cepas fueron Gram positivo y 78% fueron Gram negativo. En 10 de las cepas
fue posible reconocer olor, lo que permitié en ocasiones discriminar entre colonias simila-
res para su diferenciacion como sucedié con las cepas P16, P21, P41, C31. 28 de las
cepas forman colonias color blanco, 2 cepas forman colonias de color crema, y 2 cepas
forman colonias de color amarillo palido. Los tamafios de las colonias bacterianas oscila-
ron entre 2 y 4 mm de diametro en agar TSA. La mayoria de las cepas forman colonias
circulares, a excepcion de las cepas C32, C34, C45, P52 y K55. La cepa P52 formé la
colonia de mayor tamafio, apariencia rugosa formando estrias internas en la colonia y
bordes irregulares. Colonias de la cepa C34 mostraron una viscosidad diluida al tacto con
el asa y de crecimiento expansivo. La cepa C45 mostré una colonia pequefia de 2 mm de
diametro, de color blanco, bordes regulares y de consistencia pegajosa. K55 mostré una
colonia de bordes irregulares, apariencia rugosa y de consistencia rigida al tacto con el
asa de cultivo. Estas cepas fueron de dificil manejo para obtener colonias discretas y cre-
cimientos regulares, por lo que no se emplearon en ensayos de degradacién. Después de
esta clasificacion inicial, se procedi6 a la identificacién bacteriana, y posteriormente a de-

terminar las caracteristicas degradativas para seleccionar las cepas bacterianas.
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Tabla 4: Caracterizacion fenotipica e identificacion de las cepas bacterianas provenientes

de suelos agricolas del Valle de Aconcagua.

Caracteristicas feno-
tipicas de las colonias
en agar TSA °
. Identificacion %
c . o
2 |88 || E|E (5|28 =
o (X7] g Q8 |m |00 |06
C14 Caqui - 3 R - B 1 Stenotrophomonas sp. 943
Cc15 - 2 R - B 2 | Stenotrophomonas maltophilia | 96,3
C16 - 2 R + B 3 | Pseudomonas synthaxa 98,4
C24 - 3 R - B 1 | Stenotrophomonas maltophilia | 99
C25 - 3 R - B 1 Stenotrophomonas maftophilia | 99,4
C26 - 3 R - B 1 | Stenotrophomonas sp. 95
C34 + 2 R - B 8 | Bacillus pumilus 99
C35 - 3 R - B 1 Stenotrophomonas maltophilia | 99
C36 - 3 | + A 4 | Stenotrophomonas maltophilia | 94,8
C44 + 3 R - B 6 | Arthrobacter globiformis 96,9
C45 + 2 R + B 5 | Rhodococcus sp. 98,3
C53 - 3 R - B 1 | Stenotrophomonas maltophilia | 99,4
C54 - 3 R - B 1 | Stenotrophomonas malfophilia | 99
P11 Palto - 2 R - B 2 | Achromobacter xylosidans 98 4
P12 - 3 R - B 1 | Stenotrophomonas maltophilia | 99
P13 - 3 R - B 1 Stenotrophomonas maltophilia | 97,6
P21 - 3 R + C 3 | Pseudomonas citronellosis 99
P22 - 3 R - B 1 Stenotrophomonas malfophilia | 99
P23 * 2 R + B 5 | Rhodococcus erythropolis 98,9
P31 - 3 I + B 4 | Alcaligenes faecalis 98,6
P32 + 2 R - B 8 | Bacillus pumilus 99
P33 - 3 R - B 1 Stenotrophomonas maltophilia | 99,4
P41 - 3 R + C 3 | Pseudomonas nitroreducens 98,6
P42 - 2 R - B 2 | NI* -
P43 - 3 R | _- B 1 Stenotrophomonas maltophilia | 98,4
P51 - 3 R - B 1 Stenotrophomonas maltophilia | 98,4
P52 + 4 | - B 6 | Arthrobacter chlorophenolicus 97,8
K17 Control - 3 | + B 4 | Brevundimonas vesiculans -y
K27 - 2 R - B 2 | Agrobactenium tumefaciens 98
K37 - 3 R - B 1 | Stenotrophomonas maltophilia | 94,2
K46 - 3 | + A 4 | Stenotrophomonas maltophifia | 99,3
K55 + 3 | + B 7 | NI* -

R: Regulares; I: Irregulares; B: Blanco; A: Amarillo; C: Crema. +: Expele olor; -: No expele olor.

*: NI. No identificada.

**: Identificacién preliminar mediante sistema Biolog.
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La identificacion inicial de algunas cepas bacterianas se realizé mediante el siste-
ma Biolog (version 3.01A) empleando la placa GN2. La utilizacion de 95 fuentes de car-
bono que se evaluaron se detalla en la Tabla 5. La cepa P41 mostr6 alta similitud con
Pseudomonas nitroreducens/ Pseudomonas azelaica (Prob=99%; SIM=0,914). 42 fuentes
de carbono fueron metabolizados por esta cepa bacteriana, 7 fueron metabolizados par-
cialmente y 46 no fueron metabolizados. Para las cepas P43, K46, P51, C53 y C54 se
obtuvieron similitudes variables con la especie Stenotrophomonas maltophilia, que oscilan
entre 0,85 hasta 0,978: P43 (Prob=99%; SIM= 0,908), K46 (Prob=99%; SIM=0,894), P51
(Prob=98%; SIM=0,85), C53 (Prob=100%; SIM=0,98) y C54 (Prob=100%; SIM=0,956).
Los aislados de Stenotrophomonas mostraron similar patrén de utilizaciéon de los sustra-
tos. Se observaron 5 diferencias en la cepa P51 en relacion a las cepas P43, K46, C53 y
C54. A su vez, la cepa P53 metabolizé acido a-ceto valérico, mono-metil succinato, acido
urocanico y no metabolizé acido a-hidroxibutirico. Como grupo, este género no utilizé oxi-
dativamente 43 fuentes de carbono, aunque en algunas de ellas se observé un metabo-
lismo parcial de estas fuentes (glicerol, acido p-hidroxi fenilacetico). El 48% de sustratos
fue metabolizado por las cuatro cepas identificadas como Stenotrophomonas.

La identificacion de todas las cepas bacterianas se llevé a cabo mediante secuen-
ciacion del gen que codifica para el RNAr 16S utilizando oligonucleétidos f27 y r1406. 17
de las 32 cepas bacterianas se identificaron como Stenotrophomonas maltophilia. Las
otras cepas bacterianas identificadas correspondieron a: Pseudomonas synthaxa, Bacillus
pumilus, Arthrobacter globiformis, Rhodococcus sp., Achromobacter xylosidans, Pseudo-
monas citronellosis, Rhodococcus erythropolis, Alcaligenes faecalis, Bacillus pumilus,
Pseudomonas nitroreducens, Arthrobacter chlorophenolicus, Brevundimonas vesicularis,
Agrobacterium tumefaciens. La cepa K17 se identific6 como Brevundimonas vesicularis,
empleando el sistema Biolog. Las cepas P42 y K55, no fueron identificadas. Ambas cepas
bacterianas mostraron pobres crecimientos en medio TSA y en medio minimo empleando
simazina como fuente de nitrégeno, lo que no permitié un manejo adecuado para su iden-
tificacion. Estas dificultades para cultivar las cepas bacterianas fueron consideradas en la
seleccién posterior de cepas para los estudios de biorremediacion.
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Tabla 5. Perfil de pruebas bioquimicas para la identificacion bacteriana empleando el sis-

tema Biolog.
. Cepa bacteriana = Cepa bacteriana |
P41|Pa3| kas|ps1|csafcsae Pa1|Pa3|kas|ps1| cs3|cs4|
A1 [Agua 2 't &\ B E 3 |'E1 Acido p-Hidroxi Fenilacético [- -  +- +- +- -
A2 |o-Ciclodextrina - = = e e . E2 |Acido ltacénico T
A3 |Dextrina H- + + + + o+ E3 |Acido a-Ceto Butirico + + + + +  #H-
A4 |Glicogeno + 4 4 -+ o+ E4 |Acido a-Ceto Glutarico S T T
A5 |Tween 40 + 4 #- +- +- +- | |E5 |Acido a-Ceto Valérico B s o e o
A6 |Tween 80 + #- +- +- +- +/- | |E6 [|Acido D,L-Lactico + & O+ = * ¥
A7  [N-Acetil-D-galactosamina (ot S I JRE . ; E7 |Acido Malénico - = s o= .
A8 |N-Acetil-D-glucosamina + + + + + ¥ EB |Acido Propidnico + + + + - *
A9 [Adonitol 2 2 B =5 & B E9 |Acido Quinico + - - - -
A10 |L-Arabinosa e E10 |Acido D-Sacarico L a e ow
A11 [D-Arabitol - - - - - - | |E11 |Acido sebacico > 3 F 3 B
A12 |D-Celobiosa -+ o+ o+ o+ o+ E12 |Acido Succinico + + + + + ¥
B1 |i-Eritritol - = = H H - F1 |Acido Bromo Succinico #: K & W
B2 |D-Fructosa +- + + + + + |[|F2 JAcido Succindmico - - e - -
B3 |L-Fucosa i T B F3 |Glucuronamida S
B4 |D-Galactosa o +H- - - +- 4/ F4 |L-Alaninamida + + + + + o+
B5 |Gentiobiosa - + + + + + ||F5 |D-Alanina PRI S T TS
B6 |a-D-Glucosa + + 4+ + 4 + |[F6 |l-Alanina + o+ o+ o+ o+ 4
B7 |m-Inositol - - - - - - F7 |L-Alanil glicina + O+ o+ o+ o+ o+
B8 Ta-D—Lactosa - + + + + +-||F8 |L-Asparagina + H- H- o+ -+
B9 [Lactulosa - # * ¥ ¥ # F9 |Acido L-Aspartico + o+ + o+ o+ o+
HB"oﬂMaKosa -+ o+ o+ o+ o+ F10 |Acido L-Glutamico + o+ M- W=+
B11 D-Manitol - - - - = - ||F11 |Acido Glicil-L-Aspértico e+ o+ o+ 4+
B12 [D-Manosa -+ + + + + |IF12 [Acido Glici-LGlutamico -+ + o+ + 4+
C1 |D-Melibiosa -+ + + + + |l61 |LHistidina T
C2 |q-Metil-D-Glucésido - + + + + + |62 |Hidrox-L Prolina e B e = R
C3 |D-Psicosa O G3 |L-Leucina + H- H- o+ o+ 4
C4 |D-Rafinosa -+ + 4 4- +-||G4 |L-Omitina - - e e -
C5 |L-Ramnosa BR B & &8 B G5 |L-Fenilalanina = = W = & e
C6 |D-Sorbitol o R B G6 |L-Prolina + H- -+ o+ 4
C7 |Sacarosa - + + + + + ||G7 |L-Acido Piroglutamico - - - - - -
C8 |D-Trehalosa -+ o+ o+ o+ # G8 |D-Serina s o w W ow =
C9 |Turanosa T N G9 |L-Serina § 4 & F E 8
C10 |Xyiitol S G10 |L-Treonina + o+ o+ o+ H- o+
C11 |Acido Pirtivico metil éster + + + + + + |le11|p, L-Camitina B o e w e
C12 [Ac.Succinico mono metil éster [+ - - + - - G12 | Acido a-Amino Butirico # = = - = -
D1 |Acido Acético + o+ 4+ 4+ 4 H1 |Acido Urocanico H o= e # e ow
|D2 |Acido cis Aconitico + + + + + + ||H2 linosina -+ o+ o+ o+t
D3 |Acido Citrico + o+ o+ o+ o+ o+ H3 |Uridina . & 4 @
D4 |Acido Férmico I H4 |Timidina S
[D5 |Acido D-Galacténico Lactona |- - - - - - H5 |Fenil etil amina S = & o @
D6 |Acido D-Galacturdnico R H6 |Putrescina S
D7 |Acido D-Glucénico - - - - - H7 |2-Aminoetanol B om 2 & & E
D8 |Acido D-Glucosaminico - - - - - - H8 |2 3-Butanodiol -
D8 |D- Acido Glucurénico - - - - - - H9 |Glicerol - B m = o~ #He
D10 [Acido a-Hydroxi Butirico * v+ - 4+ | H0D |g-Glicerol Fosfato ROE B o4 § B
D11 |Acido B-Hydroxi Butirico + + + + + + ||H11|Glucosa-1-Fosfato S A
D12 |Acido y-Hydroxi Butirico - - - - - - H12 |Glucosa-6-Fsfato e = @ om &

+: Si emplea el sustrato; -: no emplea el sustrato; +/-: emplea el sustrato en forma parcial.
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3.2 Estudio del catabolismo de s-triazinas por las cepas bacterianas

3.2.1 Genes catabdélicos atz

El estudio del catabolismo de simazina por las cepas bacterianas aisladas fue
abordado por dos estrategias. Se estudi6 el crecimiento de las cepas empleando los com-
puestos s-triazinas simazina y acido cianurico como fuentes de nitrégeno y la degradacion
de simazina cuando se crecen las bacterias con diferentes fuentes de nitrégeno. Asimis-
mo, se investigd en las cepas bacterianas la presencia de los genes catabdlicos involu-
crados en la ruta de degradacion de simazina. El proceso de seleccion de cepas con po-
tencial para ser empleadas en procesos de biorremediacion se basé en la facilidad de
crecimiento en condiciones de laboratorio, la formacion de halos de degradacién de s-
triazinas en placas de agar, la degradacion de simazina y la deteccién de genes catabdli-

cos.

Para la detecci6n de los genes catabélicos, involucrados en la ruta de degradacion
de simazina, se emplearon los oligonucleétidos especificos para genes catabdlicos atz.

En la Figura 7 se observan los productos de los genes atz amplificados por PCR en
Pseudomonas nitroreducens P41. En la figura se observan también los productos amplifi-
cados de los genes afz de Pseudomonas sp. ADP. Pseudomonas nitroreducens P41 con-
tiene los seis genes atz descritos para la degradacion de atrazina y simazina. El recono-
cimiento de las regiones conservadas identificadas por los partidores sugiere que las en-
zimas en ambas cepas bacterianas serian similares.

La Tabla 6 resume los resultados de las amplificaciones para la deteccién de genes
atz en todas las cepas bacterianas aisladas desde los suelos agricolas. En los 32 aislados
se detectaron al menos uno de los genes atz de la ruta de degradacion de s-triazinas. En
9 de las 32 cepas se detectaron todos los genes afz para degradar s-triazinas. Estas ce-
pas corresponden a Arthrobacter globiformis C44, Stenotrophomonas maltophilia P13,
Stenotrophomonas maltophilia P33, Stenotrophomonas maltophilia P43, Stenotrophomo-
nas maltophilia C53, Stenotrophomonas maltophilia C54, Pseudomonas citronellosis P21,
Pseudomonas nitroreducens P41 y la cepa K55.
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Figura 7. Deteccion de genes catabdlicos atz para la degradacion de simazina en
Pseudomonas nitroreducens P41. (A) Pseudomonas sp. ADP (De Souza et al., 1995).
(B) Pseudomonas nitroreducens P41. Las amplificaciones se realizaron desde fracciones
de DNA plasmidial. (M) Marcador de peso molecular X (Roche), (C) control negativo.

En la cepa Bacillus pumillus C34 se detectaron 5 de los 6 genes atz de las rutas de
degradacion de simazina, no detectandose el gen atzD de la ruta inferior de degradacion.
En la cepa Rhodococcus erythropolis P23 se detectaron los tres genes de la via superior
atzA, atzB, atzC y el gen atzD sugiriendo que esta especie es capaz de transformar sima-
zina en acido cianurico, pero no es capaz de mineralizar el compuesto. En Alcaligenes
faecalis P31 y Brevundimonas vesicularis K17 se detectaron los genes atzD, atzE y atzF
de la ruta inferior de degradacion, y solo el gen atzA de la ruta superior. En la cepa bacte-
riana P42 se detectaron solo 2 de los genes catabdlicos. En K55 se detectaron todos los
genes de ruta superior e inferior.

Algunas cepas bacterianas no formaron halos y no crecieron empleando simazina
como unica fuente de nitrégeno. En algunas de estas cepas se observaron leves creci-
mientos iniciales, pero éstos no se mantuvieron en el tiempo (datos no mostrados). Esta
incapacidad de crecer en simazina, como fuente de nitrogeno, fue un criterio basico para

descartar cepas para ensayos de degradacion de simazina en suelo.
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Tabla 6: Deteccion de genes catabdlicos atz en las cepas bacterianas.
Cepa | Identificacion Genes Catabdlicos atz
A |B |C |D |E |[F
C14 | Stenotrophomonas sp. o |4 o [« |= [=
C15 | Stenotrophomonas maitophilia - |+ |- |- |+ |-
C16 | Pseudomonas synthaxa + [+ |+ |- |+ |+
C24 | Stenotrophomonas maltophilia = |+ |= |s |« |s=
C25 | Stenotrophomonas maltophilia - |+ |- |- |+ |+
C26 | Stenotrophomonas sp. -+ - |+ |+ [+
C34 | Bacillus pumilus + |- |- |+ |- |-
C35 | Stenotrophomonas maltophilia - |+ - 1- |- |-
C36 | Stenotrophomonas maltophilia - |+ |- |- |+ [+
C44 | Arthrobacter globiformis + |+ [+ [+ |+ [+
C45 | Rhodococcus sp. - I+ [+ |- - |-
C53 | Stenotrophomonas maltophilia + |+ [+ |+ |+ [+
C54 | Stenotrophomonas maltophifia + [+ [+ [+ |+ [+
P11 | Achromobacter xylosidans - |+ |- [+ |- |+
P12 | Stenotrophomonas maltophilia - | |- |- |- |-
P13 | Stenotrophomonas maltophilia + [+ |+ [+ |+ [+
P21 | Pseudomonas citronellosis + [+ |+ |+ [+ [+
P22 Stenotrophomonas maltophilia - + |+ |- + |+
P23 Rhodococcus erythropolis + |+ [+ |+ |- P
P31 | Alcaligenes faecalis + |- |- |+ |+ |+
P32 | Bacillus pumilus + [+ [+ [- |+ |+
P33 | Stenotrophomonas maltophilia + [+ [+ [+ |+ |+
P41 | Pseudomonas nitroreducens + [+ [+ |+ |+ |+
P42 | NI = (% [~ % |- [~
P43 | Stenotrophomonas maltophilia + |+ |+ |+ [+ |+
P51 | Stenotrophomonas maltophilia + |+ |- |+ |- |+
P52 | Arthrobacter chiorophenolicus R I
K17 | Brevundimonas vesicularis + |- |- [+ |+ |+
K27 | Agrobacterium tumefaciens + |- |+ |+ |- |+
K37 | Stenotrophomonas maltophilia - |- [+ |+ [+ |-
K46 | Stenotrophomonas maltophilia - + |- |- |- |+
K55 | NI* + |+ |+ [+ |+ |+

* NI. No identificada.

Resultados
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3.2.2 Formacion de halos de degradacion y seleccién de cepas

La formacion de halos de degradacion en placa permite visualizar la actividad ca-
tabdlica de s-triazinas del microorganismo. Los halos de degradacién se observaron en
placas de agar con atrazina, debido a que con simazina la formacion de halos de degra-
dacién fue debil y de dificil visualizacion. La menor solubilidad de atrazina que simazina
(0,04 y 0,06 mg/ml respectivamente) a temperaturas de 50°C la hace precipitar al estar en
contacto con el agar formando una solucién de aspecto lechoso, que facilita la visualiza-
cion de halos cuando el microorganismo que crece esta degradando el compuesto (E.
Santero, comunicacién personal). Sélo en 5 de las cepas bacterianas que poseen todos
los genes atz se observé presencia de un halo de degradacion alrededor de las colonias
en crecimiento: Pseudomonas nitroreducens P41, Pseudomonas citronellosis P21 y en las
cepas de Stenotrophomonas maltophilia P13, C53, C54 (Figura 8). Pseudomonas nitrore-
ducens P41 mostré un halo difuso en agar con simazina (figura 8A) y un halo de degrada-
cion de 3 a 5 mm al crecerla sobre atrazina (figura 8B). En las figuras 8C y 8D, se obser-
van halos producidos por las cepas Stenotrophomonas maltophilia C53 y Pseudomonas
citronellosis P21, respectivamente. Los halos producidos por Stenotrophomonas maltop-
hilia no fueron notorios, siendo su formacién lenta (8 dias). Esto se correlaciona con la
lentitud de crecimiento observada en estas cepas en medios liquidos. El pobre crecimien-
tos de las cepas de Stenotrophomonas (turbidez de 0,17 a 600 nm) fueron un criterio para
no seleccionar estos microorganismos en estudios de biorremediacién. Ademas Steno-
trophomonas maltophilia es considerado una patégeno oportunista con capacidad de multi
resistencia a antibiéticos. Esto descarta la aplicacién de estas cepas en potenciales pro-
cesos de descontaminacion de suelos.

Pseudomonas citronellosis P21 mostré halos luego de 24 horas. Los halos se
hicieron mas notorios a las 72 horas de incubacién. Es interesante notar de ambas colo-
nias de Pseudomonas que con frecuencia se observaban colonias con la misma morfolo-
gia pero sin la capacidad de formar estos halos. Este fendmeno fue evaluado en conjunto

con la deteccién de genes catabélicos.
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Figura 8. Formacion de halos de degradaciéon por las cepas bacterianas.
Pseudomonas nitroreducens P41 crecida en medio minimo empleando simazina (A)
y atrazina (B) como unica fuente de nitrégeno. (C) Stenotrophomonas maltophilia
C53, y (D) Pseudomonas citronellosis P21.

Las cepas de Arthrobacter globiformis C34, Stenotrophomonas maltophilia P33, Ste-
notrophomonas maltophilia P43 y cepa K55 no desarrollaron halo de degradacion, a pesar
de que en ellas fueron detectados los seis genes catabdlicos para la degradacién de simazi-
na. Pseudomonas nitroreducens P41 y Pseudomonas citronellosis P21 mostraron una efi-
ciente capacidad para formar y degradar s-triazinas en medios liquidos y sélidos. Ambas
cepas mostraron presencia de genes catabdlicos, formacion de halos de degradacién y faci-
lidad de cultivo con obtencién de alta biomasa. Estos antecedentes y su rol en diversos ni-
chos ecoldgicos, permitieron seleccionar cepas de Pseudomonas para ensayos de remedia-

cion de suelos contaminados con simazina.
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3.2.3 Estabilidad de genes catabdlicos atz en las cepas de Pseudomonas

La inestabilidad de genes de resistencia a antibiéticos y genes catabdlicos de bacte-
rias en condiciones selectivas es conocida. En condiciones no selectivas, las bacterias
pueden perder genes que no son necesarios para el metabolismo bacteriano. La propia
naturaleza génica de los plasmidos, de estar flanqueados por secuencias génicas repetiti-
vas, permite que estos genes se mantengan y se transfieran en condiciones restrictivas,
pero en condiciones permisivas promueven su pérdida (Cases & De Lorenzo, 2005).

Durante los diferentes recuentos bacterianos realizados en los ensayos de micro-
cosmos, fue posible observar y familiarizarse con la morfologia colonial tipica de las
Pseudomonas en estudio. Esta observacion facilitd lbs recuentos bacterianos en placas
diferenciados por la formacién de halos de degradacion alrededor de las colonias. Sin
embargo, durante los recuentos de cepas bacterianas viables en los microcosmos, se
observaron colonias bacterianas de tamafio y caracteristicas fenotipicas similares, pero
que no formaron halos de degradacion. Para estudiar este fenémeno se prepararon culti-
vos de Pseudomonas y se sembraron en placas de agar nutritivo conteniendo atrazina.
Cada cultivo fue originado a partir de una colonia que habia desarrollado halo. Luego de 4
dias de incubacion se observo el crecimiento de algunas colonias bacterianas carentes de
halo. La morfologia se observé mejor cuando las colonias se mantuvieron en incubacion
por 5 a 6 dias (colonias de 3-4 mm de diametro). En analisis de 12 colonias sin halo, para
la deteccion de los genes catabdlicos de degradacién de simazina por PCR, indicé que
Pseudomonas nitroreducens P41 pierde el gen atzA (Figura 9). Los resultados sugieren
que existe una relacién directa entre la pérdida del halo de degradacién y la pérdida del
gen inicial de ruta de degradacion de simazina y demuestran la inestabilidad de este gen
en Pseudomonas nitroreducens P41 y Pseudomonas citronellosis P21. Los genes atzB,
atzC y atzD permanecieron estables. Los recuentos de colonias de bacterias sin forma-
cién de halo y colonias de bacterias con halo, y la deteccién de genes catabdlicos atz en
estas cepas indicé una frecuencia de pérdida del gen atzA de 9,8x10° UFC/ml para Pseu-
domonas nitroreducens P41 y de 7,6x10> UFC/ml para Pseudomonas citronellosis P21.
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Figura 9: Formacién de halo de degradacion por colonias y presencia de genes atz.
A: colonias de Pseudomonas nitroreducens P41 en medio minimo con atrazina, prove-
nientes de medio TSA. , muestra una colonia formando halo de degradacién. § muestra
una colonia que perdié la capacidad de formar halo. Los geles muestran los productos de
PCR de los genes atzA, atzB atzC atzD atzE y atzF amplificados desde la colonia de
Pseudomonas nitroreducens P41 formando halo (B) y sin halo de degradacién (C). Las
flechas en los geles indican el producto del gen afzA esperado. M: Marcador de peso mo-
lecular, C: control.

3.2.4 Curvas de crecimiento de las cepas de Pseudomonas seleccionadas

Para determinar las capacidades de estas bacterias para emplear simazina como
fuente de carbono y/o nitrégeno, se realizaron diferentes ensayos de crecimiento en me-
dio minimo con Pseudomonas nitroreducens P41 y Pseudomonas citronellosis P21. Se
evalué el empleo de simazina, acido cianurico y amonio como fuentes de nitrégeno. Suc-
cinato se empled como fuente de carbono. Amonio fue utilizado como fuente de nitrogeno
preferencial. Se selecciond simazina como herbicida y acido cianurico porque es un me-
tabolito intermediario de la ruta de degradacion de s-triazinas. En los ensayos de creci-
miento en acido cianurico o simazina como fuentes de nitrégeno, Pseudomonas nitrore-

ducens P41 y Pseudomonas citronellosis P21 fueron capaces de crecer eficientemente
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maximo de turbidez de 0,76 (600 nm) a las 30 horas. El crecimiento maximo alcanzado en
simazina fue de un 37% respecto de aquella observada en amonio y un 67% respecto de
la observada en acido cianurico. Empleando simazina, se observé que el comienzo de la
fase estacionaria ocurrié a las 24 horas. Al emplear acido ciantrico como Unica fuente de
nitrégeno, Pseudomonas nitroreducens P41 mostré un comportamiento similar al obser-
vado en simazina, pero los valores de crecimiento fueron de un 36% mayor en fase esta-
cionaria. Con &cido cianurico se registré una turbidez maxima de 1,23 (Figura 10). Cuan-
do se ensayé amonio como Unica fuente de nitrégeno, Pseudomonas nitroreducens P41

alcanzé una turbidez maxima de 2,69 (600 nm) a las 18 horas de incubacion.

3
} ----@---- Simazina
2,5 -’ —a— 4cido ciandrico /

—0O— amonio
N /

1,5 1

1 4

Turbidez 600 nm

Tiempo (h)

Figura 10: Crecimiento de Pseudomonas nitroreducens P41 con
diferentes fuentes de nitrégeno. Se empled simazina, acido ciantirico y
amonio como fuentes de nitrégeno y succinato como fuente de carbono. Los
valores representan el promedio de ensayos en triplicado. Las barras de
error representan la desviacion estandar de los promedios.

Se estudié la degradacion de simazina durante el crecimiento de Pseudomo-
nas nitroreducens P41 en medio minimo con simazina como (nica fuente de nitrégeno
(Figura 12). A las 48 horas, la simazina fue removida en un 80% desde el medio de culti-
vo. Al tercer dia de ensayo desaparecié completamente. En esta condicion el crecimiento
de la cepa alcanzé una turbidez de 0,54 (600 nm) al final de la fase exponencial.
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Figura 11: Degradaciéon de simazina durante el crecimiento de
Pseudomonas nitroreducens P41 en medio minimo. Los valores
representan el promedio de ensayos en triplicado. Las barras de error
representan la desviacion estandar de los promedios.

Pseudomonas citronellosis P21 mostrd curvas de crecimiento similares. En sima-
zina como unica fuente de nitrogeno Pseudomonas citronellosis P21 muestra un creci-
miento que alcanza una turbidez maxima de 0,79 a las 24 horas (600 nm). La turbidez
alcanzada, creciendo en simazina, fue de un 40% menor a aquel alcanzado en los cultivos
con amonio y un 28% de los crecimientos observados con acido cianurico. Cuando se
empleé acido ciandrico como Unica fuente de nitrégeno, Pseudomonas citronellosis P21
alcanzé una turbidez cercana a los 1,34 (600 nm). Este valor corresponde a la mitad del
crecimiento alcanzado empleando amonio como fuente de nitrogeno. Al emplear este
compuesto como fuente de nitrégeno, la turbidez maxima alcanzada fue de 1,34 (Figura
12). Ambas cepas de Pseudomonas mostraron una tasa de crecimiento maximo en medio
minimo cuando amonio es provisto como fuente de nitrégeno y succinato como fuente de

carbono.
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Figura 12: Crecimiento de Pseudomonas citronellosis P21 con
diferentes fuentes de nitrégeno. Se empleé simazina, &cido
cianurico y amonio como fuentes de nitrégeno y succinato como fuente
de carbono. Los valores representan el promedio de ensayos en
triplicado. Las barras de error representan la desviaciéon estandar de

los promedios.

Al emplear simazina como fuente de carbono no se observé crecimiento en
Pseudomonas nitroreducens P41 y en Pseudomonas citronellosis P21. Por consiguiente,
ambas cepas no emplean el herbicida como fuente de carbono.

Ambas cepas de Pseudomonas crecieron hasta una mayor turbidez empleando
como fuente de nitrégeno acido ciandrico que simazina. Las cepas bacterianas mostraron
un comportamiento similar en las 36 horas de andlisis en las que alcanzan la transicion
entre la fase exponencial tardia y la fase estacionaria. Pseudomonas nitroreducens P41
muestra al inicio de la fase exponencial una menor velocidad de crecimiento que Pseu-
domonas citronellosis P21. No obstante, la turbidez maxima observada para ambas fue

similar.

54



Resultados

3.3 Estudios de Regulacion

3.3.1 Ensayos de degradacion de simazina con células en reposo

Estudios de regulacion de la degradacion de simazina por fuentes de nitrégeno es
de enorme interés para proyectar su aplicacién en procesos de biorremediacion. Si las
cepas bacterianas ven reprimida su capacidad de degradar simazina por la presencia de
compuestos nitrogenados preferenciales como el amonio, se veria afectada la utilizacion
de estos microorganismos en procesos de biorremediacion que buscan la eliminacion de
los contaminantes.

Los ensayos se realizaron con Pseudomonas nitroreducens P41 y Pseudomonas
citronellosis P21. Resultados preliminares indicaron que Pseudomonas nitroreducens P41
crecida en medio Luria—Bertani hasta fase exponencial temprana y tardia, no fue capaz de
crecer empleando simazina como Unica fuente de nitrégeno.

Se evaluaron 6 condiciones en las que se emplearon 3 fuentes de nitrégeno que
se encuentran disponibles en los suelos agricolas: amonio, amonio y simazina, nitrato,
nitrato y simazina, acido ciandrico y simazina. Los resultados mostraron tres niveles de
respuesta de degradacion de simazina por la cepa Pseudomonas nitroreducens P41, los
que fueron determinados por andlisis de cluster jerarquico con distancia Euclidiana (Figu-
ra 13A). En los cultivos crecidos con simazina y acido ciantrico como fuente de nitrégeno
se registraron las mayores degradaciones del herbicida. Con simazina como fuente de
nitrégeno, las células de la cepa P41 degradaron cerca de un 76% de simazina en 20 min,
y un 40% de ésta fue degradada en 10 minutos. Similar comportamiento fue observado en
acido ciandrico. Pseudomonas nitroreducens P41 crecida en esta condicién, degradé si-
mazina en un 82% en 20 min, y un 50% se registré a los 10 min (Figura 13B). Ambas
condiciones estimulan el metabolismo del herbicida por la cepa bacteriana.

Al emplear nitrato y nitrato/simazina como fuentes de nitrégeno en los crecimientos
de Pseudomonas nitroreducens P41, los valores de degradacién fueron intermedios entre
los obtenidos en los crecimientos con amonio y con simazina y acido ciandrico. La degra-
dacion observada en nitrato fue de un 29% menor que en &cido ciandrico. La degradacion
de los cultivos provenientes de los crecimientos en nitrato fue un 10% menor a los obser-
vados en nitrato/simazina al tiempo 10 y 40 min, sugiriendo que la simazina estimulé la

degradacion del herbicida (Figura 13C).
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Figura 13: Ensayos de degradacion de simazina con células en reposo de Pseudo-
monas nitroreducens P41. (A) Andlisis estadistico multivariante de cluster jerarquico con
distancia Euclidiana y enlace promedio. Negro indica 100% de degradacion de simazina y
blanco indica 0% de degradacion de simazina. El analisis agrupé las cinéticas en tres blo-
ques (A, B y C). Las graficas muestran la degradaciéon de simazina después del creci-
miento de la cepa bacteriana en diferentes fuentes de nitrégeno: (B) acido cianurico y si-
mazina, (C) nitrato, (D) amonio. Los valores representan los promedios de resultados de
tres experimentos independientes. Las barras de error representan la desviacion estandar
de los promedios.

En los ensayos provenientes del crecimiento en amonio y amonio/simazina simulta-
neamente, no se observo degradacion del herbicida por Pseudomonas nitroreducens P41
(Figura 13B).

Para esta bacteria, las fuentes de nitrégenos que le permitieron mas rapido creci-

miento y mejor biomasa (amonio) no favorecieron la degradacién de simazina. Mientras
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que aquellas fuentes de nitrégeno en que la bacteria obtuvo poco crecimiento (simazina y
acido cianurico) la degradacion de simazina se vio favorecida. Juntos estos resultados
estan indicando que los crecimientos de Pseudomonas nitroreducens P41 en medio mi-
nimo conteniendo amonio, nitrato, LB y urea (no mostrado) fueron condiciones inhibitorias
para el metabolismo de Pseudomonas nitroreducens P41, mientras que la simazina y el
metabolito acido cianurico fueron condiciones inductoras de la degradacion de s-triazinas.

Los ensayos de degradacion de simazina, con células en reposo de Pseudomonas
citronellosis P21, crecida bajo los diferentes regimenes de fuentes de nitrogeno, mostra-
ron una respuesta a un soélo nivel (Figura 14A). En este microorganismo se observo de-
gradacién de simazina bajo las diferentes fuentes de nitrégeno.

Los cultivos de Pseudomonas citronellosis P21 crecidos con simazina y acido cianu-
rico muestran una tendencia similar. En ambos casos se observé una degradacion de
simazina cercana al 20% a los 10 min, siendo la degradacion un 12% mas alta de células
crecidas en acido cianurico que en simazina. Al final del ensayo, la degradacion de sima-
zina de células crecidas en acido cianurico fue un 5% mas alta respecto a las células pro-
venientes de los cultivos en simazina. Para ambos compuestos, los resultados mostraron
una degradacion de 42% en acido cianurico y 37% en simazina a los 40 min (Figura 14B).

Empleando nitrato y nitrato/simazina, los valores de degradacién de simazina fue-
ron de alrededor de un 60% en 30 min. La degradacion del compuesto no mejoré al mez-
clar simazina con nitrato y en las curvas se observa un valor de degradacién que se man-
tuvo hasta el final del ensayo (Figura 14C).

En los cultivos de Pseudomonas citronellosis P21, crecidos en amonio y amonio con
simazina, se observa un 6% menor degradacion del herbicida respecto a los otros trata-
mientos. La degradacion registrada en amonio y/o simazina fue de un 54%. En esta cepa
el amonio no inhibié la degradacion de simazina, pero degradé un 10% menos simazina
que Pseudomonas nitroreducens P41.

El andlisis estadistico multivariante de cluster jerarquico para Pseudomonas citro-
neflosis P21 mostro la formacién de sélo un bloque de respuestas en el cluster, indicando
que hubo degradacion de simazina a un solo nivel con las diferentes fuentes de nitrogeno.
Estos resultados indican que en Pseudomonas citronellosis P21 no existen fuentes prefe-
renciales de utilizacion de nitrégeno como ocurrié con Pseudomonas nitroreducens P41.
Dado que el crecimiento en amonio y nitrato no afectan la capacidad de degradacion de
simazina en Pseudomonas citronellosis P21, esta cepa fue considerada un buen candida-

to para su empleo en ensayos de biorremediacion.
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3.3.2. Ensayos de Retrotranscripcion

Para complementar los resultados fisiolégicos de actividad metabdlica
observados en los ensayos con células en reposo, se realizaron ensayos de expresion
de genes en Pseudomonas nitroreducens P41. El microorganismo fue crecido en
diferentes fuentes de nitrégeno: amonio, amonio/simazina; nitrato, nitrato/simazina,
acido cianurico y simazina.

En la Figura 15 se muestra la expresion de los genes atzA, atzB, atzC y atzD
durante el crecimiento en diferentes fuentes de nitrégeno. La expresion de los genes
atzA, atzB, atzC es similar en las diferentes fuentes de nitrégeno. El analisis
comparativo de las sefales de expresion obtenidas con las diferentes fuentes de
nitrégeno indica que los genes de la ruta superior de degradacién de simazina se
expresan constitutivamente (ver histogramas de frecuencia para cada gel. Figuras 15,
A ByC).

A diferencia de los resultados observados para los genes atzA, atzB y atzC, se
observé una expresion diferencial para el gen afzD con los cultivos crecidos en
diferentes fuentes de nitrogeno (Figuras 15D).

La expresion del gen atzD en Pseudomonas nitroreducens P41 crecida en
amonio fue minima. Esta expresion aument6 levemente al cultivar la cepa empleando
amonio junto a simazina como fuentes de nitrégeno. Se observé una mayor expresion
de transcritos al emplear nitrato como fuente de nitrégeno. Al emplear nitrato mas
simazina durante el crecimiento, la expresion fue mayor que al emplear sélo nitrato
como fuente de nitrégeno. Pseudomonas nitroreducens P41 expresé el gen afzD en
mayor cantidad cuando la cepa bacteriana fue crecida en simazina y acido cianurico

como Unicas fuentes de nitrégeno.

Estos resultados indican que en Pseudomonas nitroreducens P41 |a ruta inferior de

degradacion de simazina en Pseudomonas nitroreducens P41 esta regulada a nivel del

gen atzD. Esta expresion es inducida en presencia de los metabolitos acido cianurico y

simazina. Mientras que los genes de la ruta superior de la degradacién de simazina son

expresados en forma constitutiva.
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Figura 15: Expresion de genes atz en Pseudomonas nitroreducens P41 crecida en dife-
rentes fuentes de nitrégeno. La cepa fue crecida en diferentes fuentes de nitrégeno. EI RNA
fue extraido en fase exponencial media. Para un analisis semi cuantitativo se emplearon 20
ciclos de PCR. 50 ng de DNA de Pseudomonas sp. ADP se empleé como control positivo de
la PCR. RNAr 16S: 500 ng empleado como control positivo de la RT-PCR. C-: (agua) control
negativo. 1, 2 y 3: dilucion 1,1/10,1/100. Los histogramas indican la densidad relativa de la
sefal observada en los geles de agarosa. Para simazina se cargd un 25% de RNA respecto a
los otros tratamientos.
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3.3.3. Expresion de genes atz en genes reporteros

Para estudiar |a regulacion por fuente de nitrégeno del gen atzD en Pseudomonas
nitroreducens P41 se llevaron a cabo ensayos con vectores transcripcionales ensayados
en Pseudomonas sp. cepa ADP (Garcia-Gonzalez et al., 2005). El plasmido contiene rio
arriba del gen atzD un marco de lectura abierto (afzR) que codifica un regulador del tipo
LysR, que regula la expresion del gen atzD. Dada la homologia existente entre las rutas
metabdlicas de Pseudomonas sp. ADP y Pseudomonas nitroreducens P41 se estudio si la
cepa P41 presenta el gen regulador atzR.

Para cumplir con este objetivo se evalué si Pseudomonas nitroreducens P41 pue-
de ser empleada en ensayos transcripcionales. Se determiné el perfil de resistencia a an-
tibidticos y se realizaron ensayos de conjugacion. Pseudomonas nitroreducens P41 posee
resistencia a los antibiéticos cloranfenicol y ampicilina, y muestra sensibilidad a los antibi-
oticos rifampicina (Rf), kanamicina (Km), carbenicilina (Cb), tetraciclina (Tc) y estreptomi-
cina (Sm).

Para determinar la frecuencia de conjugacion de Pseudomonas nitroreducens P41,
se utilizaron plasmidos de distintos grupos de incompatibilidad: IncP, IncQ y Cripticos. Los
vectores fueron incorporados en la bacteria mediante conjugacion triparental. La frecuen-
cia de conjugacién se muestra en la Tabla 7. Pseudomonas nitroreducens P41 mostré ser
apta para estudios genéticos. La bacteria aceptd con alta frecuencia plasmidos de las di-
ferentes series de incompatibilidad mostrando preferencia por los del tipo IncQ y por los
del IncP de bajo peso molecular. En este grupo, se observé una frecuencia de conjuga-
cién diferente para vectores de distinto tamafio. Con el vector pJB3Km1 (Blatny et al.,
1997) de bajo peso molecular (6,1 Kb), la frecuencia de conjugacion fue de 8,3 x 107, que
es similar a la frecuencia mas alta registrada con el vector pKT230. Con el vector de ma-
yor peso molecular, pLAFR3 (22 Kb; Staskawics ef al., 1987) la frecuencia de conjugacion
fue de 3,52 x 107", la mas baja frecuencia de conjugacién observada en Pseudomonas
nitroreducens P41. La frecuencia de conjugacion observada con el vector criptico
pBBR1MCS fue intermedia a los otros grupos. Estos resultados indican que esta cepa es
susceptible a la conjugacion con vectores de bajo peso molecular. Por consiguiente, esta
cepa se puede modificar genéticamente y puede ser empleada en estudios genéticos. Las
conjugaciones realizadas, indican también que el empleo de el vector pK2013, “ayudante
de conjugacion” (Bagdasarian ef al., 1981) es apropiado para la transformacion natural de
Pseudomonas nitroreducens P41 mediante la técnica de conjugacion triparental.
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Tabla 7: Frecuencia de conjugacion de Pseudomonas nitroreducens P41 con plasmidos

de diferentes grupos de incompatibilidad.

Donador/ Tamaino | Grupo de Seleccion | Frecuencia de
plasmido (kb) Incompatibilidad Conjugacion
pJB3Km1 6,1 IncP Cb, Amp 8,3x 10"
pLAFR3 22,0 IncP Tc <3,5x 10"
pKT230 11,9 IncQ Sm, Km 51x10"
pKT210 11,8 IncQ Cm, Sm 9,1x10*
pBBR1IMCS-2 | 5,1 Criptico Km 14x10°

3.3.4 Ensayos transcripcionales en Pseudomonas nitroreducens P41 de genes atz

de Pseudomonas sp. ADP

Se realizaron en Pseudomonas nitroreducens P41 ensayos de actividad B-
galactosidasa con fusiones transcripcionales pMPO104, pMP0202 y pMPO204 (Figura
16) (Garcia-Gonzalez et al., 2005). Con estos vectores se investigé separadamente la
actividad del regulador atzR y del gen atzD de la ruta de degradacién de atrazina en
Pseudomonas nitroreducens P41, en repuesta a las fuentes de nitrégeno disponibles.
Dado que estos vectores codifican resistencia para ampicilina, y el género
Pseudomonas es resistente a este antibiético, se empled carbenicilina en su
reemplazo. Las fuentes de nitrégeno empleadas fueron amonio, amonio/simazina,
nitrato, nitrato/simazina, acido cianurico y simazina. Se ensayé también la mezcla
simazina/acido ciantirico.

La frecuencia de conjugacién observada en Pseudomonas nitroreducens P41,
para cada uno de estos vectores, se resume en la Tabla 8. Pseudomonas
nitroreducens P41 mostrd una frecuencia de conjugacién de 10 con los tres vectores.
Estos valores confirman los valores de conjugacion obtenidos con el vector del grupo
criptico. Los vectores pMPO104, pMPO202 y pMPO204 derivan del plasmido
pBBR1MCS-2 (Garcia-Gonzalez, Comunicacién personal).
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Figura 16. Fusiones atz-lac Z conteniendo las secuencias de genes afzR y atzD de
Pseudomonas sp. ADP ensayadas en Pseudomonas nitroreducens P41. pMPO104:
la fuente de N induce el gen afzR (/ac) y el gen atzD esta truncado, pMP0O202: la fuente
de N induce la expresion del gen atzD (lac) y el gen afzR esta truncado, pMP0204: |a
fuente de N induce la expresién del gen atzR, y éste induciria la expresién gen afzD
fusionado al gen lac.

Los crecimientos de la bacteria, conteniendo cada uno de los vectores, en
medios de cultivo minimo alcanzaron la fase estacionaria en 48 horas. Cultivos de la
bacteria sin vector alcanzaron la fase estacionaria en 36 h antes. Los cultivos crecidos
con el antibiético se desarrollaron formando agregados en el caldo de cultivo.

Tabla 8: Valores de conjugacién en Pseudomonas nitroreducens P41
con los vectores afzD-lac Z y atzR-lac Z.

Plasmido Tamarnio Seleccion Frequencia
(Kb) Conjugacion
pMPO104 8,21 Amp 1,33x10°
pMP0202 8,43 Amp 2,03x10°®
pMP0204 9,25 Amp 1,20 x 10°®
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La actividad B-galactosidasa de estos ensayos mostraron una gran variabilidad. No
obstante, la tendencia mostrada por los resultados indica similares observaciones obteni-
das en los ensayos con células en reposo (Figura 10) y de expresién de transcriptos (Fi-
gura 15). Al emplear amonio como fuente de nitrégeno no se estimula la degradacién de
simazina ni se induce la expresion del gen afzD en ninguno de los vectores. Con el vector
pPMPO104 se observo induccién de la actividad B-galactosidasa en condiciones de nitré-
geno limitante (serina) y en nitrato/simazina. Con el vector pMP0O202 la actividad (-
galactosidasa mostré gran variabilidad entre si. La tendencia observada indicé una induc-
cién moderada de la actividad B-galactosidasa al crecer la bacteria con serina o nitrato
como fuentes de nitrégeno. La actividad B-galactosidasa derivada de las células crecidas
en acido cianurico fueron un 60% maés alto que empleando nitrato como fuente de nitré-

geno (datos no mostrados).

3.3.5 Regulacion del gen atzD nativo

En vista de que no fue posible obtener resultados reproducibles con los vectores
PMPO104, pMPO202 y pMPO204, y a la necesidad de despejar variables tanto por la po-
sible interferencia debido al mal crecimiento de la Pseudomonas nitroreducens P41, pro-
vocados posiblemente por incompatibilidad plasmidial de los vectores, o por el empleo de
carbenicilina como presién selectiva, se cred un vector de fusién con una resistencia dife-
rente. El nuevo vector se cred clonando la regién del gen atzD de Pseudomonas nitrore-
ducens P41. Se obtuvo el plasmido pHRP309P41D-R que contiene el gen atzR truncado,
toda la region intergénica y hasta la posicion +152 del gen atzD fusionado al gen reportero
lac. La actividad B-galacotisada seria la resultante de la induccién del gen atzD por la in-
duccién de un atzR nativo de la cepa bacteriana.

La expresion de la fusién con el fragmento silvestre de afzD (pHRP309P41 D-R)
mostré un patron similar al que se observa con los ensayos de células en reposo. Los
resultados pueden ser separados en tres niveles de respuesta: Al crecer la bacteria en
una condicion de fuente rica en nitrégeno se observé una baja induccién de la expresion
(Figura 17). La adicién de simazina al medio de cultivo (condicidn amonio/simazina) no
mejord significativamente la actividad B-galactosidasa. La expresién se estimulé al em-
plear nitrato como fuente de nitrégeno y se observé un segundo nivel de respuestas. La
actividad B-galactosidasa en esta condicién aumenté un 60% respecto a la actividad regis-
trada en amonio. Cuando Pseudomonas nitroreducens P41 fue crecida con acido ciandiri-
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co como unica fuente de nitrogeno, se observé una expresion 300% mayor que nitrato y
750% mayor que en amonio. En condiciones de simulacién de limitacién de nitrégeno (se-
rina) la actividad B-galactosidasa subié 470%. El analisis de las condiciones ensayadas
con las diferentes fuentes de nitrégeno indica que la mayor actividad B-galactosidasa pro-
viene de los cultivos crecidos con serina y acido ciantrico como fuentes de nitrogeno.

La expresion de la fusién transcripcional sin inserto (pPHRP309) fue constitutivo e
inferior a 800 unidades Miller en todas las condiciones (datos no graficados).

Estos resultados confirman que la regulacién del gen atzD ocurre a nivel transcrip-
cional, deducido por los altos niveles de actividad S-galactosidasa cuando los clones de
Pseudomonas nitroreducens P41 fueron crecidos con serina y acido ciantrico. En conclu-
sion, el patron de expresion de genes obtenido en estos ensayos de induccion indican que
el gen atzD, responsable de degradar acido ciandrico, responde a dos sefiales: induccion
por limitacién de nitrégeno aun en ausencia de acido cianurico (como se observa en seri-
na), y una inducciéon por acido cianurico ain en presencia de fuentes preferenciales de
nitrégeno, como se observo al cultivar a Pseudomonas nitroreducens P41 en medio con
amonio y acido cianurico. La expresion del gen atzD es maxima cuando el acido ciantrico

es la Unica fuente de nitrégeno.
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Figura 17: Actividad B-galactosidasa del vector atzD-lac Z en Pseudomonas
nitroreducens P41. La actividad B-galactosidasa fue registrada en Pseudomonas
nitroreducens P41 conteniendo el vector pHRP309P41D-R al ser crecida en medio
minimo con las fuentes de nitrégeno indicadas. Los valores representan los prome-
dios de resultados de tres experimentos independientes. Las barras de error repre-
sentan la desviacion estandar de los promedios. (P<0,01; ANOVA).
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3.3.6 Secuenciacion de la region atzDR de Pseudomonas nitroreducens P41

Los resultados recientemente descritos indican que existe una alta homologia fun-
cional entre la ruta de degradacién de simazina por‘ Pseudomonas nitroreducens P41y la
ruta de degradacién de atrazina por Pseudomonas sp. ADP. Se analizé si esta homologia
es también a nivel de secuencias de genes. Se amplificé la zona intergénica afzD-afzR en
Pseudomonas nitroreducens P41. El fragmento fue obtenido empleando la técnica de
PCR en gradiente con oligonucleétidos atzD1 y atzD2 descritos para Pseudomonas sp.
ADP (Garcia-Gonzalez et al., 2005). Las secuencias fueron analizadas con la base de
datos de National Center Biotechnology Information (NCBI) empleando el programa Blast.
La Figura 18 muestra la secuenciacién de 600 pb desde cada extremo de la regién inter-
génica atzD—atzR de 1,5 Kb.

La secuencia de las regiones atzD y atzR de la cepa P41 mostré una homologia
del 99% y 100% con secuencias de Pseudomonas sp. ADP. La secuencia parcial del gen
atzD mostro, en segunda instancia, una homologia del 96% con el gen afzD de Arthrobac-
ter sp. MCMB-436. Por el tamario de la secuencia en analisis, la diferencia de 4% corres-
ponde a sdlo 2 nucleétidos. En Pseudomonas nitroreducens P41 se identificé una regién
palindrome para el reconocimiento y unién del regulador atzR (Tabla 9).

La Tabla 10 resume los resultados del alineamiento de las secuencias parciales

atzD y afzR con secuencias descritas.

Tabla 9: Alineamientos de secuencias atzD y afzR de Pseudomonas nitroreducens P41
con la base de datos genbank.

Consulta | Acceso Descripcion Valor | Identidad
Genbank E %
Extremo | U66917 plasmido catabdlico pADP-1 de Pseudo-| 0.0 99
atzD monas sp. ADP para la degradacién de
atrazina. Secuencia completa.
AY594331 atzD de Arthrobacter sp. MCMB-436. Gen 96
completo. 2e7®
Extremo | U66917 plasmido catabolico pADP-1 de Pseudo- 0.0 - 100
atzR monas sp. ADP para la degradacion de
atrazina. Secuencia completa.
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atzD

GCTGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATCGATGGATCCCCAGGGCTGTG
GCAAGGGATTCGGAAAACGTCGATGTGATACATGATCTGGCAATTCTCAAAAAGGTTAATAGGACGGATG
GCTGTTCCCTGTACATGCACCGAGCGACGTCACTACACGGCCTGGCGCAACTGCGCCCAGGCAGAACAT
TTCGTTCAAGCTTAACGCCGCCCTGCGCACTTGACTGCCGCCTTTTTCCGACCTAACTGGTGCCGATCCG
GCACCGATCTTGCTTTGACTCGCATGCGGGCACAGCGGCCGTCAGCGATACAGGCCATCTCTATTCCAT
CCTTTTTACTTCGACCACCTATGCAACATTTACGCTTTCTTCATTACATCGATGCCGTGGCTCGCTGCGGC
TCCATTCGGGCGGCCGCAGAACAGCTGCACGTCGCCGCATCAGCGGTAAATCGCCGCGTCCAGGATCT
GGAATACGAGTTAGGTACGCCGATTTTCGAGCGTCTGCCGCGTGGTGTACGCCTGACTGCGGCAGGCGA
ACTGTTCGTTGCCTACGCTCGTCGCCCGCAATGCCGATCTGGAACAAGTCCAGT

En negritas y subrayado se indica la secuencia consenso de unién de factores (N de acuerdo a

Schell, 1993, para promotores de tipo LTTR (familia LysR)

atzR

TGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATGAG
CAGGGTGAGACAGGCGGTGCGGACGGTCGTCTTGGACTTCATGCGGGTTCCTTGGCTTATCGTTATGAA
AGGCACTGCGTTGAGATTGCAGCCGCAAGGCGGGGCGATCGGATGCAATCTTTAAATGCCTTGTTAGCA
AAGAGCGGGCCAGCCTCAACAAAGCCGATAAGCGAAGCAATAGAACCTGTTGACCGAACACATAAAAAAG
GTTTTTTGAATCACACCGGTGCCGAAACGGCACCGGATCTCAAAATGGTGCAGGGAAATGCCACACGCAC
CTTACTGGTGATGTCACGTTGCATTGTGGGTCGTATCAGCGAGCTTGCCGGCGACGAATTCCGCAAATGC
CGCCGATGCCACAGGCAGCACCCTCTCACGCAATGCGACCAGTACGACGCGTCCGGAAGCCAGGCTGC
GCTCGTCGATTGGAATTGCAACCTCACCCTCCGTGGAACCAGCACCGATCTCGATCTGAAAGCTCACCCC
ACCGGTTTCGCGGGCAAAACCGCGCATCATTTCGTAGGAATTCGAGACCAGTTGAGGCCGCGGTCGAGC
TGATGATTTGTCGAATAACTCGTCCAACACGTTGCGCCCGG

Figura 18: Secuencia parcial de la region génica atzD y atzR en Pseudomonas nitro-
reducens P41. Secuencias de 600 pb obtenidas desde cada extremo del fragmento de
1,5 Kb amplificado (A) Desde la regién correspondiente al gen catabdlico atzD. (B) Desde
la regién correspondiente al gen regulador atzR.

34 Ensayos de degradacién en microcosmos

3.4.1 Biorremediacion

En esta parte de este estudio se evalué la capacidad de Pseudomonas nitroredu-
cens P41 y Pseudomonas citronellosis P21 para remover la simazina desde suelos agri-
colas. Para estudiar si estas cepas bacterianas mantienen sus cualidades degradativas en
suelc se realizaron ensayos de degradacion de simazina en microcosmos con suelos
agricolas tratados con el herbicida.

Es importante considerar que las cepas de Pseudomonas estudiadas fueron aisla-
das desde los mismos suelos agricolas de este ensayo y que la presencia del género
Pseudomonas en ambientes naturales es comun, de modo que es posible argumentar

que esta cepa bacteriana es parte de la microbiota nativa.
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El analisis de los resultados previos indica que para aplicar la bacteria en procesos
de biorremediacion de suelos contaminados con el herbicida simazina, se requiere crecer
Pseudomonas nitroreducens P41 y Pseudomonas citronellosis P21 con una fuente de
nitrégeno que induce los genes atz. Las cepas se cultivaron en medio de cultivo minimo
empleando acido cianurico como Unica fuente de nitrégeno. Esta fue la condicién en la
cual se observd la mas rapida degradacion de simazina, y con la que se alcanz6 la mayor
induccion de la expresion de los genes degradadores.

Cuando se realizan ensayos en condiciones ambientales, es adecuado utilizar un
método para detectar la cepa que se desea evaluar. Considerando que se disponia de
suelos agricolas sin historial de aplicacion de simazina, se empleé el halo de degradacion
como diferenciador de cepas degradadoras de cepas no degradadoras. Inicialmente, se
comprobd en las cepas bacterianas heterétrofas sembradas en medio solido, la incapaci-
dad de formar halo de degradacién (Figura 19A). La formacion de halos de degradacién
permitio realizar los recuentos puesto que fue posible diferenciar colonias metabolitamen-
te activas para degradar simazina (Figura 19B), de aquellas no activas, de una manera
simple. Alternativamente, para ambas cepas de Pseudomonas, se seleccionaron mutan-
tes de resistencia espontanea a rifampicina (figura 19C), las que se aplicaron a micro-
cosmos para evaluar la capacidad de las cepas de Pseudomonas para degradar simazi-

na.

Figura 19. Recuento de cepas bacterianas heterétrofas y degradadoras de simazina.
Siembra en placa de una muestra sin historial de aplicacién de simazina proveniente de
los suelos agricolas empleados en los ensayos en microcosmos. Un indculo fue sembrado
en medio minimo con atrazina como Unica fuente de nitrégeno antes (A) y luego de la adi-
cion de Pseudomonas nitroreducens P41 (B). (C) Siembra de Pseudomonas nitroredu-
cens P41 rifampicina resistente (rif").
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Las evaluaciones de los recuentos se realizaron a las 72 horas de incubacién de
las placas. A tiempos mas largos los halos de degradacién se hacen mayores y tienden a
envolver colonias formadas por microorganismos no degradadores. La Figura 20 ilustra
crecimientos de las cepas Pseudomonas nitroreducens P41 y Pseudomonas citronellosis
P21 en diferentes dias. Para cada bacteria, fue posible discriminar claramente su presen-
cia durante todo el ensayo.

En la Figura 21 se observa que el nimero de heterétrofos no cambié significativa-
mente cuando los microcosmos fueron tratados con simazina (p>0,05; t-test para muestras
pareadas). Se observé una leve variacién desde 5,3x10’ UFC/g hasta 2,7x10’ UFC/g du-
rante los 21 dias de experimento.

Al inocular Pseudomonas nitroreducens P41 en el suelo, se observé un decaimien-
to en el recuento de alrededor de dos érdenes de magnitud durante los tres primeros dias.
Luego se observd un incremento paulatino de Pseudomonas nitroreducens P41 en un
orden de magnitud desde el dia 3 hasta el dia 13 (Figura 21A). El dia 21 la viabilidad de
este microorganismo decayo nuevamente en mas de un orden de magnitud.

En los microcosmos realizados con Pseudomonas citronellosis P21, se observa un
decaimiento inicial en el recuento de esta cepas desde 10° UFC/g hasta 6,2x10° UFC/g
aproximadamente (Figura 21B). Desde el dia 4 hasta el dia 7, se observé un aumento
leve, que vari6 desde 1,6x10° UFC/g hasta 2,3x10” UFC/g. En los tiempos finales, se ob-
servo un fuerte decaimiento de la viabilidad bacteriana en suelo hasta el dia 21. Al compa-
rar las viabilidades en ambas cepas bacterianas, no se observaron diferencias significati-
vas entre los recuentos de viabilidad (p>0,05; t-test para muestras pareadas).

La remocion de simazina desde los microcosmos se ilustra en la Figura 22. En
suelos inoculados con las cepas se registré una remocion de simazina de mas de un 60%
después del primer dia. Para Pseudomonas nitroreducens P41 se observé un 95% de
degradacion de simazina en los microcosmos al dia 2 de ensayo (Figura 22A). Con este
microorganismo no se detect6é simazina al cuarto dia (p<0,05; t-test), cuando la viabilidad
tenia un recuento de 2,0x10"UFC/g de suelo.

Para Pseudomonas citronellosis P21 la remocién de simazina desde el suelo al-
canzo6 un 99% al dia 2 y de un 100% al tercer dia de tratamiento (p>0,05; t-test) (Figura
22B). Al comparar la degradacion de los microcosmos de ambas cepas bacterianas se
puede observar que Pseudomonas citronellosis P21 fue mas eficiente en descontaminar
los suelos ensayados. En los suelos controles los valores de simazina permanecieron

cercanos al valor inicial de 20 ppm hasta el final de la evaluacion.
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>

Pseudomonas nifroredicens P4

Psgudomons cironelosis P2~

Figura 20: Recuento de cepas bacterianas degradadoras en ensayos de biorre-
mediacion. Recuentos bacterianos de (A) Pseudomonas nitroreducens P41 y (B)
Pseudomonas citronellosis P21 sembradas en placas de medio minimo con atrazina y
en medio tripticasa de soya. La zona clara alrededor de una colonia corresponde a un
halo de degradacion.
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Figura 21: Recuento de heterétrofos, de Pseudomonas nitroreducens P41 y
Pseudomonas citronellosis P21 en ensayos con microcosmos. El suelo sin histo-
rial de simazina fue inoculado con 20 ppm de simazina y el ensayo fue realizado du-
rante 3 semanas. Se realizaron recuentos de degradadores y de heterétrofos. Los va-
lores representan los promedios de resultados de tres experimentos independientes.
Las bafras de error representan la desviacién estandar de los promedios.
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Figura 22 Remocion de simazina desde microcosmos bioaugmentados con
cepas de Pseudomonas. (A) Pseudomonas nitroreducens P41 y (B) Pseudo-
monas citronellosis P21. Los valores representan los promedios de resultados de

tres experimentos independientes. Las barras de error representan la desviacién
estandar de los promedios.
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Las tendencias observadas en las curvas de sobrevivencia y de degradacion de
simazina en Pseudomonas nitroreducens P41 y Pseudomonas citronellosis P21 fueron
similares. La capacidad de Pseudomonas nitroreducens P41y Pseudomonas citronellosis
P21 para mantenerse viables en los suelos por periodos largos de tiempo responde una
exigencia inicial basica en todo proceso de biorremediacion. Esto indica que Pseudomo-
nas nitroreducens P41 y Pseudomonas citronellosis P21 poseen un metabolismo eficiente
para degradar simazina, mantiene su viabilidad por largos periodos de tiempo. Por lo tan-
to, se sugiere a estas cepas bacterianas para su utilizacién en procesos de remocion de

simazina desde campos agricolas contaminados.
3.4.2 Ensayos de bioestimulacion

En los procesos de biorremediacion, las capacidades degradativas bacterianas se
ven limitadas principalmente por tres factores: (i) por la limitacién de un componente fisio-
légico basico para el crecimiento del microorganismo, (i) por la baja viabilidad bacteriana
en el nuevo ambiente afectada por la no adaptacién a las condiciones in situ y (iii) y por
los efectos de represion de genes debido a la presencia de componentes inhibidores de la
expresion génica (Fernando Rojo, comunicacion personal). La adicién de componentes
que equilibren los balances de fuentes de C, H, O, N, P y otros elementos muchas veces
favorecen la descontaminacién de ambientes, en una dinamica que involucra diversos
procesos de regulacion de genes (Cases & De Lorenzo, 2005)

Los campos agricolas estan siendo continuamente enriquecidos con nitrégeno por la
fertilizacion de los suelos con salitre (nitrato), de modo que el carbono se encontraria en
desbalance en la relacién de equilibrio de C y N, y podria llegar a ser un elemento limitan-
te en la descontaminacion del herbicida. Para favorecer la degradacién de simazina en
microcosmos, se evalud el efecto de adicionar una fuente de carbono al suelo a modo
bioestimulacién. Se realizaron ensayos en microcosmos enriquecidos con succinato e
in6eulos con Pseudomonas citronellosis P21. En Pseudomonas citronellosis P21 la pre-
sencia de fuentes de nitrégeno como amonio y nitrato no afectaron la degradacién de si-
mazina en los ensayos de células en reposo. El microorganismo fue cultivado empleando
acido ciantrico como unica fuente de nitrégeno.

El recuento de heterétrofos se muestra en la Figura 23A. El nimero de heterétrofos
se mantuvo en valores cercanos a los 10’ UFC/g de suelo y sin grandes variaciones en

cada tiempo muestreado. Esto indica que el nimero de heterdtrofos cultivables no son
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afectados por la presencia del herbicida, ni tampoco por la presencia del microorganismo
degradador.

La adicion de acido succinico aumento el recuento de heterétrofos. El nimero de
heterétrofos detectados incrementé casi dos logaritmos de magnitud en suelos tratados
con la fuente de carbono. Para este tratamiento, los recuentos llegaron a niveles de
3,3x10° UFC/g al dia 7.

Los recuentos de Pseudomonas citronellosis P21, luego de la inoculacion, registra-
ron valores de 7,6x10° UFC/g en suelos no bioestimulados. En suelos enriquecidos con
succinato los recuentos fueron de 2,1x10° UFC/g de suelo. Los recuentos de Pseudomo-
nas citronellosis P21 aumentaron en un orden de magnitud a los 3 dias registrandose va-
lores de 2,9x10"° UFC/g y 1,2x10"° UFC/g de suelo para el microcosmo A y B, respectiva-
mente. La adicién del segundo inéculo bacteriano en el dia 4, no aumenté los recuentos al
dia 5. El aumento observado en los recuentos la cepa P21 en todos los tiempos, a favor
de suelos bioestimulados (microcosmo A) por sobre suelos no bioestimulados (microcos-
mo B), se correlaciona con el aumento en los recuentos de microorganismos heterétrofos
(Figura 23B).

En la Figura 24 se muestra los niveles de simazina contenida en el suelo durante los
ensayos de bioestimulacion. Tanto la inoculacion con la cepa Pseudomonas citronellosis
P21 como la inoculacién y la bioestimulaciéon con succinato provocaron la degradacién de
simazina eficientemente. El herbicida fue degradado completamente en 3 dias para sue-
los no bicestimulados y 5 dias para suelos bioestimulados. En el suelo control, la concen-
tracion de simazina se mantuvo alrededor de los 17 ppm. Los valores muestran un leve
retardo en la degradacion de simazina al agregar succinato al suelo. Estos resultados in-
dican que la fuente de carbono agregada no mejoré la degradacion de simazina por
Pseudomonas citronellosis P21, pero aumentd los recuentos de microorganismos heterd-

trofos y de las bacterias degradadoras.
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Figura 23: Ensayos de bioestimulacion. Recuento de heterétrofos no degradadores
(A) y de Pseudomonas citronellosis P21 (B) en microcosmos preparados con suelos
agricolas. Las flechas indican la inoculacién de Pseudomonas en los microcosmos en
concentraciones de 1,3x10° células/g de suelo. Los suelos tratados con 20 ppm de si-
mazina fueron inoculados y bioestimulados con succinato (1 mM). Los valores repre-
sentan los promedios de tres experimentos independientes. Las barras de error repre-
sentan la desviacion estandar de los promedios.
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Figura 24: Degradacion de simazina en suelos bioestimulados y bioaugmen-
tados con Pseudomonas citronellosis P21. Las condiciones de evaluacién co-
rresponden a suelo contaminado sin inoculacién bacteriana, suelo contaminado e
inoculado con la bacteria y suelo contaminado, inoculado con la bacteria y bioesti-
mulados con acido succinico (1 mM). Los valores representan los promedios de re-
sultados de tres experimentos independientes. Las barras de error representan la
desviacion estandar de los promedios.
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4. Discusion

Es probable que en todos los nichos ecolégicos disponibles en nuestro planeta,
las bacterias hayan evolucionado hasta consumir cualquier nutriente disponible para el
desarrollo de la vida. La enorme versatilidad del metabolismo bacteriano hace que
mediante cambios fisiolégicos y génicos, las bacterias ajusten su metabolismo en funcion
de la disponibilidad de nutrientes. De esta manera, las bacterias han sido capaces de
obtener fuentes de energia y aceptores de electrones desde diversos compuestos,
muchos de ellos complejos y de dificil degradacién (Ninfa et al., 1995).

Diversos grupos de investigacion cientifica han dedicado sus esfuerzos para
establecer procesos que reviertan el dafio ambiental causado por el empleo y derrames
de compuestos recalcitrantes en diferentes actividades. Los pesticidas, o plaguicidas son
compuestos xenobiéticos liberados por el hombre al ambiente, de mayor distribucién, por
aplicarse de forma regular en los campos de cultivo (Ortiz-Hernandez et al., 1997). Desde
el descubrimiento de los herbicidas s-triazinas, éstos han sido ampliamente utilizados en
el mundo, en especial en Estados Unidos y Europa. Se ha detectado la concomitante

acumulacién de s-triazinas en el ambiente.

4.1. Caracterizacion de cepas bacterianas aisladas desde suelos agricolas

En este estudio se caracterizaron 32 cepas bacterianas provenientes de suelos
agricolas en que se emplea simazina como herbicida y desde suelos sin historial de
aplicacién de simazina. El objetivo fue obtener cepas bacterianas capaces de degradar el
herbicida simazina en suelos agricolas-tratados con este herbicida. Se considerd desde la
caracterizaciéon de las cepas bacterianas aisladas hasta ensayos de biorremediacién en
microcosmos.

Las cepas en estudio fueron aisladas por enriquecimiento en un medio minimo
conteniendo simazina como Unica fuente de nitrégeno (Hernandez, 2004). El empleo de
medios minimos en el que se incluye un compuesto como nutriente esencial limitante es
una de las técnicas mas utilizadas para seleccionar microorganismos degradadores
(Mandelbaum et al., 1995). De las 32 cepas caracterizadas se seleccionaron 2 para ser
empleadas en estudios de biorremediacion de suelos contaminados. Las cepas
bacterianas fueron clasificadas en 8 grupos de acuerdo a caracteristicas fenotipicas. Un
22% de ellas fueron Gram positivas, y un 78% Gram negativas. Las proporciones de
bacterias Gram positivas/Gram negativas son similares con aislamientos bacterianos en
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otros suelos agricolas (Russeaux ef al., 2000; 2002). Mediante secuenciacién del gen que
codifica para el RNA ribosomal 16S, y en algunos casos mediante el perfil bioquimico
determinado por el sistema de identificacion Biolog, las cepas bacterianas fueron
identificadas a nivel de especie. La cepa P41 fue identificada por Biolog como
Pseudomonas nitroreducens/ Pseudomonas azelaica y por secuenciacion del gen que
codifica para el RNAr 16S fue identificada como Pseudomonas nitroreducens. Las cepas
P43, K46, P51, C53 y P54 fueron identificadas como Stenotrophomonas maltophilia tanto
por el sistema Biolog como por secuenciacién del RNAr 16S.

La mayoria de las cepas clasificadas en el grupo 1, fueron identificadas como
Stenotrophomonas mailtophilia a excepcion de la cepa C26. Las cepas bacterianas cuyas
caracteristicas dificultaron la obtencién de colonias discretas, y por lo tanto su manejo y
cultivo no se seleccionaron para su empleo en ensayos de biorremediacion. Los géneros
bacterianos identificados en este estudio como Pseudomonas, Bacillus, Arthrobacter,
Rhodococcus, Achromobacter, Pseudomonas, Rhodococcus, Alcaligenes, Bacillus,
Arthrobacter y Agrobacterium son cepas que han sido descritas por su capacidad de
degradar compuestos recalcitrantes, en los que se incluyen compuestos del tipo s-
triazinas. Por ejemplo, Arthrobacter D47 es capaz de degradar diuron, iso proturon,
linuron, monolinuron y monuron (Turnbull ef al., 2001) mediante la actividad de hidrolasas
que estan, codificadas por los genes plasmidiales puhA. Arthrobacter sp. SB8 degrada 4-
clorobenzoatos en altas concentraciones (Shimao et al., 1989) y A. chlorophenolicus A6
degrada 4-clorofenoles y otros clorofenoles sustituidos en la posicion para (Nordin et al.,
2005).

En estudios de bacterias degradadoras de atrazina realizados en suelos franceses
(Russeaux et al, 2000) una de 25 bacterias aisladas correspondié a la especie
Stenotrophomonas maltophilia. Esto indica una proporcién mucho menor al 44 %
detectado en este estudio. Stenotrophomonas mailtophilia es una bacteria de gran
versatilidad, posee alta resistencia a diversos antibidticos (Waters et al., 2007) y esta
asociada a patologias humanas (Zhang et al., 2000). La alta frecuencia de aparicién en
muestras provenientes de suelos agricolas del valle de Aconcagua, son de gran interés
cientifico.

En muchas ocasiones las especies tienen que competir entre ellas para ocupar un
lugar en el ecosistema. Las diferentes especies han ido adquiriendo, a lo largo de su
evolucion, una serie de caracteristicas que les facilitan la competencia. La alta proporcién
de Stenotrophomonas maltophilia identificadas podria ser explicada desde un punto de
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vista ambiental, considerando las estrategias k y r. Stenotrophomonas maltophilia utiliza
los nutrientes rapidamente para un crecimiento rapido. En la estrategia r, las especies
suelen mantener un crecimiento exponencial hasta desaparecer bruscamente cuando las
condiciones cambian. En las especies con estrategia k, la poblacién se mantiene con
densidades altamente variables, pero cerca de la densidad maxima que puede soportar el
sistema (Freedan, 1989). Stenofrophomonas maltophilia como especie oportunista, debe
ser considerada que su estrategia ambiental es de tipo r, dado su rapido crecimiento en
medios de cultivo y a su caracter cosmopolita y de patégeno oportunista. La especie
corresponde a un patégeno oportunista, presente en altas concentraciones a los suelos
agricolas. A pesar de la alta frecuencia de Stenotrophomonas, y algunas de ellas
conteniendo todos los genes catabdlicos afz para degradar triazinas, ninguna de estas
cepas bacterianas fueron consideras para ensayos de biorremediacion, por considerarse
que podrian significar un riesgo ambiental el agregar cultivos enriquecidos de esta
especie, potencialmente patégena, a campos agricolas.

La caracterizacion de las cepas presentadas en este estudio permitié la seleccién
de cepas para ser empleadas en la biorremediacion de suelos contaminados con
simazina. La biorremediacion de estos suelos puede ser relevante con fines de recambio
de siembra o para el uso de actividades alternativas al cultivo agricola comercial. Por lo
tanto, en la seleccién de cepas bacterianas se consideraron factores como presencia de
genes de la ruta catabdlica para degradar simazina, crecimiento rapido, antecedentes del
genero bacteriano en suelos, y capacidad de degradacién in situ.

Pseudomonas sp. cepa ADP, la cepa referencial para la degradacién de la
atrazina y simazina, fue aislada desde un suelo que sufri6 un derrame de atrazina en
Minnessota, Estados Unidos en 1995 (De Souza et al., 1995). Desde entonces, se han
descrito diversos aislados bacterianos capaces de degradar s-triazinas y otros
compuestos como hidrocarburos (Kastner et al.,, 1998; Johnsen, et al., 2007), estirenos
(O'Leary et al., 2001), clorobifenilos (Bedard et al., 1986; Bopp, 1986) y dinamita (Spiker
et al., 1992; Suresh et al, 2007). Los antecedentes presentados en este estudio,
demuestran que en los suelos agricolas chilenos, tratados durante mas de 10 afios con
simazina, se encuentran bacterias con capacidad para degradar el herbicida. Este estudio
determind las condiciones para estimular la degradacion de simazina por cepas

bacterianas nativas inoculadas en suelos contaminados.
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4.2 Degradacion de s-triazinas por bacterias de suelo

Se han descrito dos rutas alternativas para la degradacion de herbicidas del tipo
s-triazinas presentes en cepas bacterianas (Estudios de Wackett y colaboradores,
Universidad de Minnesota). La blusqueda de genes catabdlicos se acot6 a los genes atz,
cuya primera enzima de la via, la atrazina clorohidrolasa, es codificada por el gen atzA.

La diferencia mas relevante entre ambas rutas metabdlicas, es la primera enzima
de la ruta responsable de deshalogenar por hidroxilacion las s-triazinas. La enzima
atrazina clorohidrolasa se ha descrito en su mayoria para algunas bacterias Gram
negativas, y esta codificada por el gen atzA. La enzima triazina clorohidrolasa, codificada
por el gen trzA, se ha descrito en bacterias Gram positivas (Shao & Behki, 1995). El
presente estudio considerod la deteccion de los genes atz en las 32 cepas provenientes
desde suelos agricolas. También se evalud el crecimiento en placas con medio minimo
con atrazina para poder observar la formacién de halos de degradacion. Las cepas
Pseudomonas nitroreducens P41 y Pseudomonas citronellosis P21 evidenciaron
rapidamente la formacion de halos de degradacion. En la cepa Stenotrophomonas
maltophilia C53 la formacién de halo no fue nitido. El resto de las cepas no formé halo de
degradacion. Las cepas Pseudomonas nitroreducens P41 y Pseudomonas citronellosis
P21, Stenotrophomonas maltophilia P13, Stenotrophomonas maltophilia P33,
Stenotrophomonas  maltophilia  C53, Stenotrophomonas  maltophilia  C43,
Stenotrophomonas maltophilia C54, y Arthrobacter globiformis C44 y la cepa bacteriana
K55 poseen los 6 genes catabdlicos catabdlicos afz descritos para la degradacién de s-
triazinas. En Bacillus pumillus C34 fueron detectados 5 de los 6 genes atz, faltando el gen
atzD. No se tienen antecedentes que ;Suedan explicar la pérdida del gen afzD, puesto que
la ruta inferior de degradacion del compuesto la componen los genes atzD, atzE y atzF y
estan descritos como operén (Martinez et al., 2001; Garcia-Gonzalez et al., 2005). No
obstante, esta cepa no fue seleccionada dada la complejidad que mostrd para ser
cultivada.

Las 23 cepas bacterianas restantes, sélo presentaron parte del grupo de genes de
la ruta para mineralizar el compuesto. Muchos genes catabdlicos de simazina y de
resistencia estan flanqueados por secuencias repetitivas que les dan movilidad a estos
genes. Las secuencias de insercion /S7071 se han descrito como responsables de la
movilidad de los genes afz en Pseudomonas (Martinez et al., 2001). Aunque este trabajo

no consideré el estudio de secuencias de insercién repetitivas asociadas a los genes
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degradadores, es probable que la heterogeneidad de genes detectados en las cepas
bacterianas se deba a esta condicion. Existen diferentes antecedentes de transferencia
de genes por microorganismos degradadores. Por ejemplo, los operones clc, cba, y fcb
no son homélogos, y se han descrito para la degradacién de clorobenzoatos. Estos
genes han sido encontrados en diferentes loci del cromosoma, plasmidos y transposones
en bacterias (Ogawa & Miyashita. 1995; Di Gioia et al., 1998). Los operones clc y cha se
encuentran flanqueados por secuencias de insercion altamente repetitivos. Mientras que
las secuencias transposonicas Tn5271 flanquean los genes cba, las secuencias 1S1071
han sido detectadas vecinas a los genes clc y fcb, y flanqueando al operén clcABD y los
genes bph para la degradacion de clorobifenilos en una comunidad bacteriana de suelos
en Niagara (Peel & Wyndham, 1999). La presencia de secuencias /S7071 asociado a
muchos genes catabdlicos, sugiere ser el modo de diseminacion primaria de estos genes
en el ambiente.

La presencia de los 6 genes catabolicos atz detectados en 9 aislados bacterianos
descritos en este estudio, sugiere que la degradacién de simazina ocurre mediante las
enzimas clorohidrolasa y alquilo-amidohidrolasa. Las enzimas de ruta superior
transforman simazina hasta acido cianurico, y mediante las enzimas hidrolasas de la ruta
inferior, codificadas por los genes atzDEF, transforman acido ciantrico a biuret y alofanato
y luego hasta diéxido de carbono y amonio (De Souza et al., 1998). La deteccién de
genes afz empleando simazina como fuente de nitrégeno para el aislamiento de
microorganismos pone en evidencia la funcionalidad de estos genes frente a diferentes
triazinas y sugiere que estos genes derivaron de un ancestro comun, y que se han
extendido de manera limitada a algunos géneros bacterianos (De Souza ef al., 1998).

Atrazina y simazina presentan una estructura molecular con cadenas laterales
abundantes en nitrégeno que podrian permitir el crecimiento de algunas cepas
bacterianas incapaces de deshalogenar el compuesto o abrir la cadena heterociclica
(Seffernick et al., 2000). Esto podria explicar el aislamiento en medios conteniendo
simazina como unica fuente de nitrégeno, de cepas bacterianas que no poseen todos los
genes afz. El metabolismo incompleto para degradar simazina, podria ser también
atribuible a procesos de pérdida de genes. En las cepas bacterianas que no fueron
detectados todos los genes atz es probable que posean funciones como degradadores
secundarios, incapaces de iniciar reacciones de inicio, pero que se acoplan en etapas
secundarias del catabolismo. Un ejemplo de ello, es Pseudomonas nitroreducens CN1

(De Souza et al., 1998), la cual no es capaz de realizar la descloracién de atrazina, pues
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carece de hidrolasas funcionales codificadas por los genes afzB y afzC. Los autores
propusieron emplear un consorcio con Clavibacter michiganese ATZ1, el cual es capaz
de realizar las dos reacciones iniciales descritas de dehalogenacién y de obtencién del
dietilo lateral, con la consecuente acumulacién de N-etilammelida. Pseudomonas CN1,
convierte N-etilammelida en &cido ciantrico, que es aprovechado para su crecimiento por
ambas cepas.

Es necesario realizar estudios funcionales para afirmar que estas cepas
caracterizadas en este trabajo poseen capacidades incompletas de degradacién. La
aparicion de bacterias con metabolismo incompleto podria deberse también a reacciones
de desalquilacién que liberan radicales desde la simazina, conteniendo moléculas de
carbono y nitrégeno que son aprovechables por otros géneros bacterianos (Mandelbaum
et al., 1993).

Este estudio ha descrito las caracteristicas degradativas de dos cepas del género
Pseudomonas. Estas cepas fueron seleccionadas por sus capacidades para degradar
simazina, la presencia de todos los genes catabdlicos, la facilidad de manejo en
condiciones de laboratorio, la alta biomasa alcanzada en los cultivos, la formacién de
halos de degradacion y la funcién del género en el medio ambiente. Pseudomonas
nitroreducens P41 y Pseudomonas citronellosis P21 mostraron halos de degradacion al
crecerlas en medios sélidos conteniendo simazina o atrazina. En estas cepas se
detectaron todos los genes catabdlicos de las rutas superior (atzA, atzB, atzC) e inferior
(atzD, atzE, atzF) de degradacion de simazina. Los ensayos con células en reposo
permitieron demostrar las capacidades degradativas de simazina. Los estudios de
biorremediacion demostraron la capacidad de sobrevivencia en el medio natural y la
mantencion de las capacidades degradativas, lo cual permitié proponer a estas bacterias
para su aplicacién en estudios de biorremediacion en suelos.

El género Pseudomonas se caracteriza por ser un grupo de bacterias ubicuas,
capaces de desenvolverse en una amplia variedad de estilos de vida. Son bacterias
Gram negativas, catalasa positivo, reducen nitrato, y no fermentan la glucosa. Crecen en
suelos, pantanos, habitat marino y acuicola y en tejidos animales y vegetales. Son
capaces de crecer hasta 42°C. Utilizan glucosa como fuente de carbono, pero no
fructosa, sacarosa, galactosa, lactosa, ni maltosa (De Souza et al., 1995). La versatilidad
de la especie y la multiplicidad de mecanismos moleculares involucrados en la
adaptacion y colonizacion de variados nichos ecoldgicos, la convierten en un modelo

para el estudio de degradacién de s-triazinas.
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La versatilidad metabdlica del género Pseudomonas para degradar compuestos
persistentes ha sido ampliamente descrita. Pseudomonas aeruginosa ITRC-5 es capaz
de degradar hexaclorociclohexano y sus isémeros (Chaudhary ef al., 2005).
Pseudomonas sp. cepa JS1 posee la capacidad de degradar un amplio rango de
compuestos aromaticos como fenol, etilbenceno, tolueno, benceno, naftaleno, benzoato,
p-hidroxibenzoato, salicilato y clorobeneno (Haigler et al., 1992; Whyte et al., 1997).
Pseudomonas putida CA-3, es capaz de crecer en derivados de alcanos y estireno
(O’leary et al., 2001).

Existen pocos estudios que describen Stenotrophomonas maltophilia participando
en la degradacion de compuestos persistentes. Rouseaux et al.,, (2002) detectaron los
genes atz en la especie. Sin embargo, no evaluaron sus capacidades degradativas. Bink
et al., (1995) describié las capacidades de degradacion del explosivo ciclo-tetrametil-n-
tetranitramina (HMX) por la bacteria S. maltophilia PB1. La bacteria fue capaz de
metabolizar el compuesto hexahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazina (RDX) hasta metileno-N-
(hidroximetil)-hidroxilamina-N9-(hidroximetil) nitroamina, pero no fue capaz de degradar

acido cianurico o melanina como fuente de nitrégeno.

4.3. Regulacion de la degradacion de s-triazinas en Pseudomonas nitroreducens
P41

Dado que el presente estudio esta dirigido a la caracterizacion de bacterias
degradadoras para ser potencialmente empleadas en procesos de biorremediacion, las
fuentes de nitrégeno ensayadas fueron aquellas presentes en suelos agricolas.
Pseudomonas nitroreducens P41 se seleccioné para realizar estudios de regulacion de
genes catabdlicos basado en sus capacidades catabdlicas y en la facilidad de manejo en
cultivos. Se observd que al crecer la bacteria en medio rico LB, ésta no fue capaz de
degradar simazina en ensayos con células en reposo. Tanto por el anélisis de expresion
de transcriptos, después de crecer el microorganismo en medio minimo con diferentes
fuentes de nitrégeno, asi como por la determinaciéon de la actividad B-galactosidasa
obtenida desde una fusién gen afzD-lac creada con genes de Pseudomonas
nitroreducens P41 y ensayados en la misma bacteria, se demostrd que la ruta inferior de
degradaciéon de simazina en Pseudomonas nitroreducens P41 esta regulada por la
disponibilidad de fuentes de nitrégeno. Esta regulacion se observo sélo a nivel de la ruta
inferior de degradacion de simazina y no a nivel de la ruta superior. Al emplear la fuente
de nitrégeno &cido ciandrico o simazina, se observé una eficiente degradacion de
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simazina. Este estudio indicé que la degradacién de simazina disminuyd al cultivar
Pseudomonas nitroreducens P41 en LB y en fuentes de nitrégeno como amonio, nitrato y
urea. Por el contrario, la degradacién del compuesto fue mayor al cultivar la bacteria con
simazina, acido ciandrico y serina (condiciones de baja disponibilidad de nitrégeno) como
unica fuente de nitrégeno. Esto indicaria que la ruta de degradacion del herbicida
simazina estaba sujeta a control por nitrégeno. En presencia de fuentes preferenciales de
nitrégeno la expresion de genes atz se reprimiria y se induciria en respuesta a limitacién
del mismo. Las fuentes de nitrégeno empleadas se encuentran presentes en suelos
agricolas. El amonio es considerado una fuente de nitrbgeno de alta y rapida
disponibilidad para diversas especies (Bichat ef al,, 1999). El amonio es asimilado por el
acido secundario a-cetoglutarato para la sintesis de aminoacidos. EI amonio inhibio
fuertemente la degradacién de simazina por Pseudomonas nitroreducens P41. El nitrato
tuvo un efecto moderado en la degradacion de simazina. En forma natural, el nitrato es
convertido en parte a amonio por la enzima glutamina sintetasa (Merrick & Edward,
1995). En Pseudomonas nitroreducens P41 no se sabe si la acumulacion de o-
cetoglutarato es un indicador para inhibir la ruta de degradacion de simazina o ocurre por
otra via metabdlica que incluye las reacciones realizadas por las enzimas uridilil
uridiliitransferasa y las quinasas NtrC y NtrB en el control global de regulacion por
nitrégeno, descritas en enterobacterias (Merrick & Edward, 1995).

Los andlisis de expresion de genes mostraron que al crecer Pseudomonas
nitroreducens P41 en las diferentes fuentes de nitrégeno los genes atzA, atzB y atzC se
expresan en forma constitutiva. El gen atzD mostré una expresion diferencial en diferentes
condiciones de cultivo, y el comportamiento observado se correlacionan a aquellos
resultados derivados de los ensayos de células en reposo. Cuando los cultivos fueron
crecidos en amonio, en ausencia o presencia de simazina, la expresion del gen atzD se
vié reprimida. Se observé una induccién moderada o intermedia en la expresién del gen
atzD durante los crecimientos en nitrato y en nitrato/simazina. Sin embargo, la expresion
del gen atzD fue mayor en los crecimientos con simazina, serina y acido ciantrico. En
acido cianurico la expresion del gen afzD es 10 veces mayor que en amonio. En acido
cianurico el gen afzD se expres6 un 25% mas que en serina. Estos resultados, sugieren
que la regulacion es mediada por dos mecanismos. Por un lado, la expresion de afzD se
induce en condiciones de nitrégeno limitante. Por otro lado, la presencia del intermediario

metabdlico acido ciandrico o simazina, induce la expresion del gen atzD. No obstante, es
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posible que la induccion observada en simazina pueda ser mediada por acido ciantrico,
producto de una rapida transformacion de simazina a acido ciandrico.

Los experimentos de células en reposo realizados en Pseudomonas citronellosis
P21 indicaron que en esta cepa la degradacién de simazina no es disminuida al crecer la
bacteria con amonio como Unica fuente de nitrégeno. El nitrato no produjo efectos sobre la
degradacion de simazina y los crecimientos con simazina y acido cianurico, favorecen la
degradacion de simazina. El comportamiento observado en Pseudomonas citronellosis
P21 respecto al nitrato, sugiere que esta bacteria posee un metabolismo diferente de
Pseudomonas nitroreducens P41.

Los efectos de las fuentes de nitrégeno sobre la regulacion de genes para
metabolizar simazina en Pseudomonas nitroreducens P41 muestran un comportamiento
similar al descrito para la degradacién de atrazina por Pseudomonas sp. cepa ADP
(Garcia-Gonzélez et al., 2003; 2005). Los estudios de regulacién génica presentados en
este trabajo fueron realizados en la propia bacteria Pseudomonas nitroreducens P41. En
Pseudomonas sp. cepa ADP los ensayos con genes afz clonados se realizaron en
Pseudomonas putida KT-2440. Los ensayos de conjugacion determinaron que
Pseudomonas nitroreducens P41 incorpora plasmidos de diferentes grupos de
incompatibilidad. Esto permitié su transformacion por métodos tradicionales, y el posterior
monitoreo por andlisis de expresién en la propia cepa bacteriana. En Pseudomonas sp.
cepa ADP no describe un mecanismo de induccién o represion intermedia por nitrato
como ocurre en Pseudomonas nitroreducens P41. Por consiguiente se postula que
Pseudomonas nitroreducens P41 es un buen modelo para ser empleada en estudios de
regulacion génica de herbicidas s-triazinas.

En este estudio se logro identificar, clonar y secuenciar la regién intergénica
correspondiente a la zona reguladora que antecede al gen afzD en Pseudomonas
nitroreducens P41. En ella se reconocieron regiones de consenso para la unién de
factores oN, descritos para promotores de tipo LysR (Schell, 1993). El andlisis de
secuencia mostré una alta similitud de la regién intergénica atzD y atzR correspondiente a
las zonas promotoras para la regulaciéon de genes descritos en Pseudomonas sp. cepa
ADP (Garcia-Gonzalez ef al., 2005).

A excepcion de la inhibicion parcial con nitrato en Pseudomononas
nitroreducens P41, el modelo regulatorio en esta bacteria, podria ser similar a aquel
descrito por Garcia-Gonzalez et al. (2005) para Pseudomonas sp. cepa ADP (Figura 25).
La proteina codificada por el gen atzR (Martinez et al., 2001) es un regulador de la
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expresion de los genes catabdlicos afzDEF en Pseudomonas sp. cepa ADP (Garcia-
Gonzélez et al., 2005). La proximidad del gen regulador con el operén, la localizacion
divergente entre region conteniendo los genes del regulador (afzR) y la del gen catabélico
regulado (afzD), y la presencia de las secuencias consenso de unién de los factores o™ y
o a regiones de ensamblaje escritas por Schell (1993), definen a este regulador dentro de
la familia de reguladores tipo LysR o LTTR. Estos genes mantienen roles implicados en
una red de regulacién global frente a estimulos ambientales (Cases & De Lorenzo, 1998),
cuya caracteristica principal es que son autorregulables por su producto. En este modelo,
la activacién de la expresion requiere la presencia de dos proteinas reguladoras: NirC y
AtzR. AfzR, activa la expresion de afzDEF, siendo clave en condiciones de nitrégeno
limitante y en presencia de acido cianurico. La presencia de &cido cianurico, induce la
expresion del regulador afzR, el que a su vez, induce |la expresién del operon atzDEF en
respuesta a este metabolito.

Limitacién por nitrégeno

(

NtrC

OH
N N

w Acido ciantrico
oH

Figura 25: Modelo propuesto para la regulacién del gen atzD en Pseudomonas
nitroreducens P41. El diagrama muestra las regiones regulatorias afzR y atzD y las
sefales regulatorias propuestas para Pseudomonas sp. cepa ADP (Garcia-Gonzélez et al.,
2005). Las estructuras diméricas de afzR y NtrC son tentativas.
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Por otro lado, la limitacién por nitrégeno, es mediada por proteinas de control
global de regulacién de nitrégeno, la cual involucra la participacién de factores sigma. Se
sabe que en condiciones de limitacién de nitrégeno, NtrC regula positivamente la actividad
de afzR a través de la participacion de factores sigma, pero el mecanismo exacto aun no
esta determinado.

Los reguladores de la familia LysR se caracterizan por controlar la expresién del
gen adyacente y divergente a ellos mismos, y funcionan como activadores o como
represores en una gran diversidad de procesos en el metabolismo de xenobidticos. La
secuencia de reconocimiento para los factores es parcialmente palindrome y presenta la
secuencia conservada T-N;4-A. Los resultados recientemente descritos indican que existe
una alta homologia funcional entre de la ruta de degradacion de simazina por
Pseudomonas nitroreducens P41 y la ruta de degradacion de atrazina por Pseudomonas
sp. ADP.

En Pseudomonas sp. cepa ADP la regulacion de genes involucra una
sobreimposiciéon de un mecanismo global de control biolégico. Este modelo de regulacion
esta descrito para la degradaciéon de otros compuestos como alcanos y tetralina
(Martinez-Pérez et al., 2004). Este mecanismo de regulacién también fue descrito para el
metabolismo de compuestos nitrogenados. El control global de utilizacién de nitrégeno en
bacterias esta dispuesto como una red regulatoria que opera para prevenir la utilizacion
de fuentes alternativas de nitrégeno cuando estan presentes otras fuentes de nitrégeno
preferenciales, como amonio y nitrégeno (Merrick & Edward, 1995). Stenotrophomonas
maltophilia PB1 fue incapaz de degradar HMX, cuando fue crecida empleando nitrato de
amonio como unica fuente de nitrégeno. Aunque en esta cepa no se estudiaron los genes
catabdlicos involucrados (Bink ef al, 1995), el esquema parece indicar una
sobreimposicion de un control global de utilizacién del nitrégeno donde el amonio y nitrato
inhiben la degradacion de compuestos de dificil degradacion.

Se han descrito diversos factores sigma involucrados en la expresién de genes de
Sphingomonas (Martinez-Pérez et al., 2005) y Pseudomonas putida OCT, (Dinamarca et
al., 2003). Las rutas catabdlicas poseen mecanismos de regulacién involucrados en el
metabolismo de compuestos aromaticos. En general, la expresion de operones
catabdlicos parece estar frecuentemente sujeta a una sobreimposiciéon de un control
global de genes regulatorios, los cuales previenen la transcripcién de genes catabdlicos
bajo condiciones de exceso nutricional. Asi, se optimiza la expresion de genes mediante

su conexion al estado metabdlico y energético de la célula (Cases & De Lorenzo, 2005).
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4.4 Biorremediacion de simazina en microcosmos

En los procesos de biorremediacién, las potencialidades de degradacion que se
descubren en un microorganismo seran aprovechables en la medida que existan las
condiciones 6ptimas para que el microorganismo incorpore el compuesto contaminante
en su metabolismo, y adicionalmente, y quizas mas importante, que el microorganismo se
mantenga viable en el medio contaminado para llevar a cabo la descontaminacién. En la
naturaleza, las cepas bacterianas degradadoras se someten a la competencia con la
microbiota autéctona y a la influencia de factores fisicos y quimicos que impactan
negativamente en la actividad de degradacion de los contaminantes. Este trabajo logro
determinar que el empleo de de acido cianurico como fuente de nitrégeno permite inducir
metabdlicamente la cepa Pseudomonas nitroreducens P41 para degradar simazina. Se
observé que es importante mantener las cepas bacterianas en condiciones selectivas
para disminuir eventos de pérdida de capacidades degradativas a través de la pérdida de
genes catabdlicos.

Para emplear una bacteria en procesos de biorremediacién de suelos, ademas de
demostrar que la cepa posee los genes metabdlicos, es necesario comprobar que la cepa
posee capacidad de sobrevivencia en el suelo y que los componentes del medio en que
la bacteria sera inoculada, no inhiben las enzimas de la ruta de degradaciéon del
contaminante a degradar (Cases y De Lorenzo, 2005).

Para los ensayos de biorremediacion con Pseudomonas nitroreducens P41, se
emplearon microcosmos de suelos agricolas, los cuales contienen amonio (6,0 ppm) y
nitrato (6,2 ppm). El contenido de nitrato y amonio presentes en suelos agricolas chilenos
no afectd la capacidad de degradaciéon de simazina de Pseudomonas nitroreducens P41
en el suelo. El herbicida fue degradado completamente en los microcosmos dentro de 4
dias. Pseudomonas nitroreducens P41 mantuvo una viabilidad de 60% durante todo el
ensayo. Los ensayos de biorremediacion con Pseudomonas citronellosis P21 mostraron
que este microorganismo fue capaz de degradar la simazina en el suelo en mas de un
80% en 24 horas. En 3 dias esta cepa bacteriana degrado 20 ppm de simazina desde
microcosmos de suelo. Esta cepa de Pseudomonas mantuvo su viabilidad por sobre un
60% en 21 dias de ensayo.

En los ensayos de degradacion de atrazina realizados con Pseudomonas sp. cepa
ADP se evalud el efecto de la presencia de nitrato sobre la degradacién de atrazina
(Garcia-Gonzalez et al., 2005). En condiciones normales de nitrato (0,016 ppm de suelo)
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la bacteria mineralizé un 50% de atrazina (ppm) en 48 horas. La tasa de mineralizacion
disminuyé hasta un 1,5% cuando el suelo se aboné con 2000 ppm de nitrato. Cuando
Pseudomonas sp. cepa ADP fue aclimatada durante seis dias en suelos con alto
contenido de amonio, no se observé inhibicion del amonio sobre la degradaciéon de
atrazina. En este estudio, los microcosmos inoculados con Pseudomonas nitroreducens
P41 y aquellos inoculados con Pseudomonas citroneflosis P21, contenian amonio, pero
ambas cepas mantuvieron sus cualidades degradadoras de simazina. Probablemente en
suelos agricolas, el amonio podria no estar bio-disponible, debido a la acidificacion del
suelo, su alto contenido en humus, o al rapido consumo de éste por la microbiota
autéctona. De esta manera Pseudomonas nitroreducens P41 y Pseudomonas
citronellosis P21 no se encontrarian en exceso de amonio.

Los estudios la bioestimulacién de la degradacién de simazina mostraron que una
fuente de carbono adicional al suelo, &cido succinico retarda levemente la degradacion
de simazina por Pseudomonas citronellosis P21. En los microcosmos conteniendo
succinato, hubo una remocién de 70% de simazina dentro de 24 horas. Mientras que
microcosmos no tratados con succinato, la degradacion fue de un 85%. Sin embargo, en
ambos microcosmos la simazina desaparecié completamente luego de 5 y 7 dias,
respectivamente. Resultados similares fueron observados por Struthers et al., (1998) con
Agrobacterium radiobacter J14a al utilizar glucosa como fuente de carbono en suelos
contaminados con atrazina. Es evidente, que suplementar el medio con fuentes de
carbono alteran las comunidades microbianas (Ralebitso et al.,, 2003). En estudios con
suelos agricolas noruegos, Ralebitso et al. (2003) observaron que la aplicacion de
nitrégeno en forma de NH,NO; (1000 ppm) no afecté la degradacion de atrazina en
suelos sin historial de contaminacién por el herbicida, pero si afectd la degradacién del
compuesto en suelos tratados con el herbicida. La adicion de amonio disminuy6 la
capacidad de degradacién del compuesto desde un 40% hasta un 10% en suelos
contaminados con 5 ppm de atrazina. También observaron que la estructura de las
comunidades microbianas se ven alteradas en suelos con concentraciones de amonio
diferentes. Suelos contaminados con 10 ppm de suelo de atrazina e inoculados con
Pseudomonas cepa ADP resultaron en un 60% de mineralizacién del herbicida en 49 dias
de experimentacién con una vida media del compuesto de 1 dia. Sin embargo, la adicion
de la misma cepa a suelos con un pH bajo y con alto contenido de materia organica, la
degradacion de atrazina fue menor, con una vida media de 19 y 22 dias, respectivamente
(Yanze-Kontchou & Gschwind, 1994).
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En Pseudomonas nitroreducens P41 y en Pseudomonas citronellosis P21, el acido
cianurico fue un buen inductor de la ruta de degradacion de simazina. La adicién de acido
ciandrico en los microcosmos tratados (Ralebitso et al., 2003) produjo una disminucién de
la mineralizaciéon de atrazina desde los suelos. Las condiciones de exceso para un
microorganismo pueden ser las condiciones limitantes para otro (Alvey & Crowley, (1995).

Los resultados ponen claramente de manifiesto las diferencias que pueden existir
entre los ensayos con medios definidos y los ensayos en entornos mas naturales. Se
denota la importancia de los experimentos en microcosmos a la hora de planear
estrategias eficientes de remediacion de suelos contaminados.

En este trabajo se caracterizaron en mayor profundidad, dos cepas bacterianas:
Pseudomonas nitroreducens P41 y Pseudomonas citronellosis P21. Ademas de la
capacidad que demostré Pseudomonas nitroreducens P41 para ser usada como modelo
de estudios genéticos, ambas cepas poseen cualidades fundamentales para ser
empleadas en descontaminacién de suelos: la gran capacidad de degradacion del
herbicida simazina en diferentes condiciones y la viabilidad demostrada en condiciones
de campo. Se ha descrito que bacterias nativas de sitios contaminados, han demostrado
ser mas resistentes a las variaciones de los ambientes naturales (Ralebitso et al., 2003).

Las aplicaciones de inoculos de Pseudomonas nitroreducens P41 y de
Pseudomonas citronellosis P21 en concentraciones de 10° UFC/gr de suelo, fueron
suficientes para mineralizar 20 ppm de simazina en suelos. Si consideramos que las
aplicaciones en Chile son de 3,6 ppm de simazina (Narvaez, 1999), existen grandes
posibilidades de una descontaminacion eficiente en los suelos tratados.

Pseudomonas nitroreducens P41 y Pseudomonas citronellosis P21 no soélo
constituyen modelos para estudios genéticos, sino también interesantes
biocatabolizadores para la descontaminacion de suelos contaminados con herbicidas s-

triazinas.
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En este estudio se caracterizaron 32 cepas bacterianas. El 78% de las cepas
fueron Gram negativo y un 22% Gran positivo. En base a la tincion Gram y al
fenotipo de la colonias, fueron clasificadas en 8 grupos. 15 de estas cepas fueron
identificadas como Stenotrophomonas maltophifia mediante secuenciaciéon del gen
que codifica el RNAr 16S.

Se detectaron los genes atzA, atzB, atzC, atzD, afzE y atzF en 9 cepas bacterianas
para la degradacion de s-triazinas. En 23 de las cepas se detectaron solo algunos

de los genes aiz

Se seleccionaron Pseudomonas nitroreducens P41 y Pseudomonas citronellosis
P21 para ensayos de biorremediacion de simazina en base a los siguientes criterios:
presencia de genes catabdlicos, formacién de halos de degradacién, facilidad de
cultivo, obtencion de alta biomasa durante el crecimiento, antecedentes del rol

ecoldgico del microorganismo y degradacion de simazina.

Los experimentos de degradacién con células en reposo indicaron que
Pseudomonas nitroreducens P41 y Pseudomonas citronellosis P21 poseen
mecanismos de regulacién de las enzimas catabdlicas de s-triazinas. Al crecer
Pseudomonas nitroreducens P41 empleando amonio como fuente nitrégeno, la
degradacion de simazina se inhibié. Al emplear nitrato como fuente de nitrégeno, la
degradacion de simazina se inhibié parcialmente. En Pseudomonas citronellosis P21
la degradacion se mantuvo independiente de la fuente de nitrogeno que se emplea

en el crecimiento.

Los genes aizA, atzB y atzC de Pseudomonas nitroreducens P41 se expresaron
constitutivamente. La regulacién de la ruta de degradacion de simazina ocurrié a

nivel de la ruta inferior en el gen afzD.

La degradacion de s-triazinas en Pseudomonas nitroreducens P41 esta sujeta a
regulacién por fuentes de nitrégeno y por un control global de regulaciéon del
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nitrégeno. Durante el crecimiento en un medio rico como LB y con fuentes de
nitrégeno como amonio y nitrato se observé una menor expresién del gen atzD.
Simazina, acido cianurico y condiciones de nitrégeno limitante inducen la expresién
de atzD.

La secuencia de la region reguladora atzD-afzR en Pseudomonas nitroreducens P41
es similar al descrito para Pseudomonas sp. ADP. Sin embargo, en Pseudomonas
nitroreducens P41 el nitrato reprimié la degradacion de simazina sélo parcialmente.

Pseudomonas sp. P21 y Pseudomonas sp. P41 pierden la capacidad de formar halo
de degradacion al crecerlas en medios ricos. Se observd que esta condicion esta
relacionada con la pérdida del gen afzA de la ruta de degradacién de simazina.

Pseudomonas nitroreducens P41 es un modelo para estudios génicos de

degradacion de s-triazinas.

Pseudomonas nitroreducens P41 y Pseudomonas citronellosis P21 fueron eficientes
en degradar simazina en microcosmos de suelos conteniendo amonio y nitrato.
Ambas cepas mantuvieron su viabilidad y su potencial degradativo en el suelo por
periodos largos de tiempo. Pseudomonas nitroreducens P41 y Pseudomonas
citronellosis P21 podrian se empleadas en ensayos de biorremediacién de simazina.

La bioestimulacion de suelos con succinato favorecid el crecimiento de bacterias
heterétrofas, pero no mejoré la degradacién de simazina por Pseudomonas

citronellosis P21.
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