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PAH(s)  Hidrocarburos arométicos policiclicos

PCR Reaccion de amplificacion en cadena con ADN polimerasa termorresistente
Pir Pireno
Prot Protocatecuato

RNA Acido ribonucleico
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UMT
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Volumen/volumen
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1. CONTEXTO DE LA PRESENTE TESIS DOCTORAL

La presente Tesis Doctoral se engloba dentro del proyecto europeo “Soluciones
biotecnolégicas integradas para combatir derrames de petrleo marinos” (KilleSpill), en
el cual se desarrollan biotecnologias innovadoras para su uso en acciones encaminadas a
la limpieza de derrames de petréleo en ambientes marinos. En el marco de este proyecto
se desarrollan herramientas adecuadas para la primera respuesta, el seguimiento y las
acciones a largo plazo.

Dentro de este proyecto se desarrollan distintas herramientas para monitorizar la
biorremediacion de las zonas contaminadas. Estas herramientas abarcan métodos
quimicos para detectar productos de degradacién, analisis metagendémicos para detectar
cepas y protedmicos para el seguimiento de actividades degradativas, asi como la
construccion de biosensores para la rapida deteccion de hidrocarburos aromaticos. El
trabajo de Tesis propuesto se centra precisamente en la construccion de distintos

biosensores para detectar hidrocarburos aromaticos.

2. DERRAMES DE PETROLEO

Desde hace décadas se vienen produciendo accidentes maritimos que provocan
derrames de petroleo con efectos muy graves en el medio ambiente. Estos derrames
pueden ser tanto de crudo (petréleo sin modificar), como de sus derivados refinados
(como gasolina y diesel) y sus productos secundarios, combustibles mas pesados.
Aunque la mayor parte de los derrames se deben a accidentes maritimos, también se
pueden producir por fugas, accidentes en petroleros o en plataformas petroliferas,
inclemencias meteoroldgicas o, incluso, a conflictos bélicos, como, por ejemplo la
Guerra del Golfo de 1991, donde se produjo uno de los mayores derrames de petrdleo

producidos en la historia (Baumann, 2001).
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Algunos de los derrames de crudo y de compuestos refinados mas conocidos han
dafado ecosistemas en lugares como Alaska (Exxon Valdez), Francia y Espafia
(Prestige) y recientemente el Golfo de México (BP). La cantidad de petréleo liberado
durante estos derrames varia desde cientos hasta miles de toneladas; por ejemplo, en el
desastre del Amoco Cédiz se derramaron 223.000 toneladas, en el Prestige fueron
63.000 toneladas y en el Deepwater Horizon 524.000 toneladas (Gundlach et al., 1983;
Albaigés, 2006; Jerneldv, 2010).

Pese a que las grandes catastrofes reciben mucha atencion mediatica, conviene
recordar que el ambiente marino estd constantemente expuesto a emisiones mas

pequefas de petréleo (EEA, 2006).
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Figura 1. Mapa que muestra a tiempo real el trafico de barcos en el mar Mediterraneo. Imagen tomada el

13 de febrero de 2016 (www.marinetraffic.com).

En el caso concreto del mar Mediterraneo y, a pesar de que representa menos del 1%
de la superficie marina global, acoge el 20% del trafico maritimo de buques de
almacenamiento (Figura 1). Este trafico implica, inevitablemente, numerosos casos de

contaminacion por hidrocarburos en el mar que a veces son graves, siendo en muchas


http://www.marinetraffic.com/
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ocasiones imperceptibles (EEA, 2006). Este tipo de derrames representa la mayor
fraccién de la cantidad total de hidrocarburos de petréleo que alcanza el entorno marino
(The National Academies Press, 2003).

En la Figura 2 se pueden observar todos los accidentes en los que se han producido
derrames de petroleo en el mar Mediterraneo desde 1980 hasta 2015. Estos accidentes

varian en la cantidad de petréleo que se derramé (MEDGIS-MAR, 2016).
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Figura 2. Derrames producidos en el mar Mediterraneo entre 1980 y 2015. El diametro del circulo se
corresponde con el volumen del derrame (menos de 7 toneladas, entre 7 y 700 toneladas y mas de 700
toneladas.) En los cuadrados no se conoce exactamente el tamafio de la contaminacion (MEDGIS-MAR,

2016).

Cada derrame es diferente; no s6lo por su composicion, sino también porque los
diversos factores medio ambientales y geograficos determinan su dispersion, impacto
ecologico y los consecuentes modos de actuacion (remediacion). Cuando existe tanta
diversidad de factores, la gravedad final del derrame, es decir, los efectos en los
ecosistemas o la permanencia del petrdleo en el medio ambiente, es dificil de predecir,
aunque la experiencia de estudios sobre vertidos anteriores ayuda a determinar las

estrategias mas apropiadas para su contencion o eliminacion (Kooyman, 2010).
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3. EL PETROLEO

Petréleo es un término general que describe un amplio rango de sustancias naturales
de consistencia normalmente liquida, de origen animal, vegetal o mineral. El petréleo
crudo se origina de forma natural mediante procesos geol6gicos y geoquimicos (The

National Academies Press, 2003).

3.1 Componentes principales

Los componentes principales del petréleo son hidrocarburos. Ademas, el petroleo
crudo a veces contiene sales minerales, asi como trazas de azufre o de metales como
niquel, vanadio y cromo (NRC, 1985). En general, los compuestos hidrocarbonados del
petréleo se clasifican segln su estructura. Estos pueden ser hidrocarburos saturados,
olefinas, aromaticos y compuestos polares (Speight, 1991).

Los compuestos saturados consisten basicamente en alcanos (o parafinas) y
cicloalcanos (o naftenos) (Figura 3). En el petroleo se encuentran alcanos desde uno
hasta 40 atomos de carbono.

Las olefinas son compuestos que contienen insaturaciones; poseen al menos un
enlace doble carbono-carbono (Figura 3). Cantidades altas de olefinas se encuentran

s6lo en productos ya refinados (NRC, 1985; Speight, 1991).
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Alcanos (parafinas)
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H- MH I “H H “H
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Aromaticos
CH:] CHE
benceno
tolueno o0-, m-, p- xyleno
indeno naftaleno bifenilo
antraceno fenantreno pireno

Figura 3. Diferentes tipos de hidrocarburos saturados, insaturados y aromaticos presentes en el crudo de

petroleo.
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Los compuestos aromaticos incluyen como minimo un anillo de benceno (Figura 3).
Son muy estables y persistentes en el medioambiente y muchos de ellos tienen efectos
toxicos en los organismos. Los monociclicos son compuestos volatiles y los que se
encuentran mayoritariamente en el crudo pertenecen al grupo BTEX (benceno, tolueno,
etilbenceno y xileno). Normalmente el tolueno es el compuesto BTEX més abundante
(NRC, 1985; Speight, 1991, Hernandez-Séanchez et al., 2016).

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHSs) contienen al menos, dos anillos de
benceno (Figura 3). Los PAHs incluyen aquellos compuestos que tienen los efectos mas
graves sobre el medioambiente de todos los componentes del petréleo crudo, como por
ejemplo, antraceno, fenantreno y pireno. Esto es debido a su recalcitrancia natural a la
biodegradacion, su bioacumulacion en el medio ambiente y a los efectos nocivos sobre
la salud asociados a su exposicion (Kumar et al., 2014). La abundancia de estos
compuestos aromaticos en el petroleo habitualmente disminuye al aumentar su peso
molecular (Neff, 1990).

Por ultimo, los compuestos polares son aquellos que poseen enlaces con elementos
como el azufre, oxigeno o nitrégeno. En la industria petrolifera, los compuestos polares
mas pequefios se conocen como resinas. Los compuestos mas grandes se llaman

asfaltenos (Figura 4) (The National Academies Press, 2003).

Figura 4. Estructura molecular del asfalteno propuesta para el petréleo Maya (Méjico) por Altamirano et

al., 1986.
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En la siguiente tabla se muestra la composicion de diferentes tipos de petréleos con

los porcentajes de cada uno de los compuestos.

Tabla 1. Composicion de algunos petroleos crudos. Modificado de American Petroleum Institute, 2011.

Parafinas Naftenos Aromaticos Azufre
Fuente del crudo
% vol % vol % vol % peso
Ligero de Arabia Saudi 63 18 19 2.0
Sur de Louisiana 79 45 19 0.0
Beryl 47 34 19 0.4
Brent del Mar del Norte 50 34 16 0.4
Ligero de Venezuela 52 34 14 15
Kuwait 63 20 24 2.4
Amargo del Este de
46 32 22 1.9
Texas (EEUUV)
Bahia Prudhoe 27 36 28 0.9
Pesado de Arabia Saudi 60 20 15 2.1
Pesado de Venezuela 35 53 12 2.3

3.2 Toxicidad del petréleo en seres humanos

Muchos de los compuestos organicos que forman el petréleo son altamente toxicos y
cancerigenos. Por ejemplo, el naftaleno puede producir dafio o destruccion de los
gldbulos rojos cuando existe exposicion a altas cantidades de este compuesto. También
puede causar confusion, nauseas, vomitos, diarreas y aparicion de sangre en la orina. La
Agencia Internacional de Investigacion contra el Cancer (IARC) describe el naftaleno

como un posible cancerigeno para humanos y animales (IARC, 2002).
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El fenantreno, aunque no esta clasificado como cancerigeno para los seres humanos,
puede producir irritacién de la piel y del tracto respiratorio, tos, dolor de garganta,
dermatitis y dolor (OSHA, 2007).

Por otra parte, el benceno ataca el higado, los rifiones, los pulmones, el corazén vy el
cerebro y puede causar dafios en el DNA (Huff, 2007). Se han llevado a cabo un gran
namero de estudios epidemioldgicos, clinicos y de laboratorio que conectan el benceno
con la anemia aplasica, leucemia aguda y anomalias de la médula 6sea (Kasper et al.
2004). El Instituto Americano del Petréleo (API) declard, ya en 1948, que “se considera
que la unica cantidad de benceno absolutamente segura es cero” (API, 1948).

El tolueno inhalado en cantidades moderadas puede causar cansancio, confusion,
debilidad, pérdida de memoria, nduseas, pérdida de apetito y pérdida de audicion y de
vision. Estos sintomas suelen desaparecer cuando cesa la exposicién. La inhalacion de
tolueno en gran cantidad puede producir nauseas, adormecimiento, inconsciencia e

incluso la muerte (Canadian Centre for Occupational Health and Safety, 2013).

3.3 Toxicidad en el medio ambiente

Los derrames de petréleo suelen tener como resultado dafios ambientales inmediatos
y a largo plazo, pudiendo durar décadas.

Cuando el petroleo alcanza las playas, éste las cubre y se pega a las rocas; las
marismas costeras, bosques de manglares y otros humedales, las plantas fibrosas y
hierbas absorben el petrdleo, lo cual puede dafar las plantas y hacer toda el area
inadecuada para la vida (West, 2014).

Las aves marinas necesitan nadar y bucear para cazar su alimento y al quedar
cubiertas con petroleo se destruye su aislamiento impermeable natural, dejandolas
vulnerables a la hipotermia o sobrecalentamiento, ademas de imposibilitarles el vuelo.

También pueden dafiar zonas donde se encuentran los nidos, lo que tiene efectos muy
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dafinos a largo plazo en especies enteras, Yy obstaculizar los patrones migratorios al
contaminar las areas donde las aves migratorias suelen parar.

También puede producir efectos letales en peces, crustdceos y otro tipo de vida
marina, como los mamiferos (West, 2014).

Cuando una parte del petréleo deja de flotar y empieza a hundirse en el ambiente
marino, este puede tener los mismos efectos dafiinos, matando o contaminando muchos

peces y organismos pequefios que son enlaces esenciales en la cadena alimentaria.

3.4 Destino de la contaminacion petrolifera en el ecosistema

En cuanto el petroleo se derrama se dispersa debido a las corrientes de agua, la
accion de las olas y la direccion del viento. La velocidad a la que esto ocurre depende en
gran medida de la viscosidad del petréleo y de las condiciones meteoroldgicas y fisico
quimicas del agua marina, de forma que existen grandes variaciones en el espesor de la
capa de petréleo que se forma tras un derrame (ITOPF, 2013). Los compuestos
refinados que son maés volatiles, como el queroseno (compuesto fundamentalmente de
hidrocarburos de longitud de cadena entre 6 y 16 4&tomos de carbono) y los productos
diesel (compuesto fundamentalmente de hidrocarburos de longitud de cadena entre 8 y
21 atomos de carbono) se evaporaran en un corto periodo de tiempo (Kingston, 2002).

Las olas en la superficie marina pueden provocar que una parte o toda la marea negra
se rompa en gotas de distinto tamafio. Estas se mezclan en los niveles superficiales de la
columna de agua; las gotas mas pequefias permaneceran resuspendidas en el agua
marina, mientras que las mas grandes tenderan a volver a la superficie, donde pueden
fusionarse con otras gotas para formar de nuevo una marea negra o esparcirse para
formar una pelicula muy pequefia. El petroleo que permanece resuspendido en el agua

tiene un area superficial mayor que antes de dispersarse; lo que fomenta que se sucedan
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otros procesos naturales como la disolucion, biodegradacion y la sedimentacion
(ITOPF, 2013) (Figura 5).

Después de un corto periodo de tiempo el petroleo empezara a formar una emulsion,
la cual puede contener hasta un 80% de agua (Kingston, 2002). La formacién de
emulsiones produce que el volumen de contaminante aumente entre tres y cuatro veces.
Esto retrasa y ralentiza otros procesos que permitirian que el petréleo se disipara
(ITOPF, 2013) (Figura 5).

Los compuestos solubles (compuestos alifaticos y algunos aromaticos de bajo peso
molecular) en agua del petréleo pueden disolverse en las aguas circundantes. Esto
depende de la composicion y del estado del petréleo, y ocurre méas rapidamente cuando
el petroleo esta disperso en la columna de agua. Los componentes que son mas solubles
en agua son algunos de los hidrocarburos aromaticos ligeros, como el benceno y el
tolueno (ITOPF, 2013) (Figura 5).

El petréleo se puede adherir a particulas de sedimentos o materia organica
pudiéndose asi hundir hacia el fondo marino, contaminandolo. Igualmente, cuando el
derrame llega a entornos continentales puede pegarse y penetrar en el sustrato que
constituya la costa (ITOPF, 2013; Boyd et al., 2001). Este proceso hace que los efectos
de meteorizacion debidos a la accion de las olas y otros procesos fisicos sean menos

eficientes (Kingston, 1997).

10
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Figura 5. Procesos que tienen lugar en el medio ambiente tras un derrame de petréleo en medios acuosos.

Modificado de ITOPF, 2013.

Los petrdleos reaccionan con el oxigeno quimicamente rompiéndose en productos
solubles o formando compuestos persistentes llamados alquitranes. Este proceso es
promovido por la luz solar y el grado de extensidn que pueda tener depende del tipo de
petréleo y de la forma a la que esté expuesto a la luz solar. Mediante la oxidacion se
forma una cubierta protectora de compuestos pesados que aumenta la persistencia del
petréleo como un todo (ITOPF, 2013).

Por ultimo, tenemos el proceso de biodegradacion. EI agua marina contiene una serie
de microorganismos que pueden transformar el petréleo en compuestos solubles en agua
y, eventualmente, conllevar a su total degradacion dando como productos finales
diéxido de carbono y agua. Los factores principales que afectan a la eficiencia de la
biodegradacion son los niveles de nutrientes en el agua, la temperatura y el nivel de
oxigeno presente. Ademas, la formacidon de las gotas de petréleo, ya sea de forma
natural o por dispersion quimica, aumenta el area superficial del petrdleo y el area

biodisponible para que la biodegradacion tenga lugar (ITOPF, 2013).

11
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Para comprender y predecir el destino de los contaminantes en un ambiente dado, es
necesaria, entre otras cosas, una descripcion adecuada de biodisponibilidad de estos
compuestos (Tecon et al., 2009). La biodisponibilidad es la fraccion de un compuesto
quimico (en un sistema) que puede ser detectado o transformado por organismos Vvivos.
Esta fraccion biodisponible puede variar dependiendo de parametros de transferencia de
materia, que incluyen procesos fisicoquimicos como la disolucion, desorcién y difusién,
procesos hidroldgicos como el mezclado y, finalmente, procesos bioldgicos como el
consumo Yy el metabolismo (Tecon et al., 2006). Compuestos poco solubles en agua
tienen en general poca biodisponibilidad y como consecuencia una fuerte limitacion del
acceso del compuesto al microorganismo, lo que afecta a la cinética de su
biodegradacion (Bosma et al., 1997; Wick et al., 2001). Esto ocurre con los PAHs de
mayor peso molecular, que pese a que algunos son intrinsecamente biodegradables, no
lo son efectivamente porque los microorganismos no los pueden adquirir de forma

eficaz (Tecon et al., 2006).

4. REMEDIACION DE DERRAMES DE PETROLEO

La limpieza y la recuperacion de un ecosistema afectado por un derrame de petroleo
son dificiles y dependen de varios factores, incluyendo el tipo de petréleo derramado, la
temperatura del agua (afectando a evaporacion y biorremediacion) y los tipos de costa y

de playa involucrados.

4.1 Barreras de contencion y recogida manual

De forma general, se ha considerado que la mejor manera de conseguir una
recuperacion rapida del ecosistema es la recogida manual del fuel. Para facilitar este
proceso se puede utilizar agua a una presion y temperatura compatibles con la

conservacion de la vida adherida al sustrato (Figueras, 2008).

12
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Ademas, se suelen utilizar barreras de contencién, que permiten cercar los derrames
sobre la superficie del agua evitando asi su dispersion. Se presentan en tres versiones
que difieren del disefio de sus flotadores y que se usan en distintos ambientes; planos
(para zonas de aguas protegidas, como puertos, lagos y rios), cilindricos (para soportar
las condiciones adversas que puede haber en costas y en puertos) o cilindricos
hinchables (para usar en costas opuestas y en mar abierto) (Instituto Aragonés de
Fomento, 2014).

El dragado de los sedimentos se utiliza cuando se derraman petréleos que son mas
densos que el agua, los cuales se hunden, de forma que la limpieza se efectla debajo de

la superficie del agua contaminada (Office of Response and Restoration, 2007).

4.2 Vacio y centrifugado

Mediante la aplicacion de vacio el petréleo se absorbe junto con el agua para después
centrifugar esta mezcla y separar los componentes. Normalmente, el agua tratada se
devuelve al mar, pero este agua va contaminada con pequefias cantidades de petréleo
que regresan al mar lo que ha obstaculizado el uso regular de esta técnica debido a una
regulacion de los EEUU que limita la cantidad de petréleo devuelto al mar (Fountain,

2010).

4.3 Solidificacion

Los productos solidificantes estan compuestos por polimeros secos de alto peso
molecular que en contacto con el petréleo forma un enlace fisico con este, aumentando
su viscosidad hasta el punto en el que el petréleo solidifica en un material parecido a la
goma. Los solidificadores son insolubles en agua, de manera que la eliminacion del
petréleo solidificado es mas facil. Se ha demostrado que los solidificadores no son

toxicos para la vida acuética y silvestre y se ha comprobado como eliminan vapores

13
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toxicos comUnmente asociados con hidrocarburos como benceno, xilenos y acetona. El
tiempo de reaccion para la solidificacion del petréleo esta controlado por el area
superficial o el tamafio del polimero asi como por la viscosidad del petréleo. Algunos
fabricantes de solidificadores indican que el petroleo solidificado se puede depositar en
vertederos, reciclar y usar como un aditivo en asfaltos o gomas o ser quemado como un

combustible bajo en cenizas (C.l.Agent Solutions, 2010).

4.4 Dispersantes

Los dispersantes se utilizan para fragmentar el petréleo y acelerar su biodegradacion
natural. Actdan reduciendo la tension superficial que evita que el petréleo y el agua se
mezclen, favoreciendo la formacién de pequefias gotas de petroleo, lo que facilita una
rapida dilucion del petrdleo debido a los movimientos de agua. Al aumentar el area
superficial del petroleo se aumenta la exposicion a la evaporacion natural y a la accion
bacteriana. Los dispersantes son mas efectivos cuando se utilizan dentro de las primeras
dos horas después de que el derrame se haya producido. Sin embargo, no son
apropiados para todos los petrdleos ni para todos los lugares (Appea, 2004); la decision
de usar o no dispersantes para combatir un derrame de petrdleo se debe tomar en cada
caso individual, teniendo en cuenta el tiempo que ha acontecido desde el derrame, las
condiciones atmosfericas, el ambiente particular involucrado y el tipo de petrdleo
derramado (Appea, 2004).

Los biosurfactantes juegan un papel importante en estos procesos de remediacion
debido a su eficacia en dispersion asi como sus caracteristicas amables con el
medioambiente, asi como una baja toxicidad y una alta biodegradabilidad (Silva et al.,
2014). Actualmente, el mayor mercado de biosurfactantes se encuentra en la industria
petrolifera, en la cual estos compuestos se pueden usar en la limpieza de derrames de

petrdleos, la eliminacion de los residuos de petréleo de tanques de almacenamiento, la

14
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recuperacion de petréleo aumentada por microorganismos y la biorremediacion de agua

y suelo (Sobrinho et al., 2013).

4.5 Atenuacion natural

Debido a la naturaleza invasiva de los métodos mas utilizados para la eliminacion de
derrames, en algunos casos es mejor dejar que el petréleo derramado se disperse de
forma natural, particularmente en areas ecoldgicamente sensibles como los humedales
(Pezeshki et al., 2000). Los petrdleos mas ligeros se dispersaran mas rapidamente que
los pesados (Appea, 2004). Aparte ademas de estos procesos, al producirse un derrame,
las bacterias presentes en el medio y que son capaces de degradar hidrocarburos
proliferaran rapidamente (American Society for Microbiology, 2011).

La atenuacion natural es uno de los factores que actian en la meteorizacion del
petréleo y es un proceso natural en el cual bacterias u otros microorganismos alteran y
rompen moléculas organicas en otras sustancias, eventualmente produciendo &cidos
grasos y dioxido de carbono (Hoff, 1993).

Aparte de los factores microbianos intrinsecos de cada cepa degradadora que
condiciona la eliminacion del contaminante hay otros factores implicados en los

procesos de atenuacion natural como los que se muestran en la Figura 6.

15



Introduccion general

Factores que afectan a la atenuacion
El contaminante
- Tamafio molecular, forma, carga y grupos funcionales, concentracion
- Solubilidad en agua, coeficiente de particién lipido/agua
- Solido/liquido/gas, volatilidad
- Toxicidad
- Posibilidad de reacciones espontaneas no enzimaticas
El ambiente
- Accesibilidad mecénica
- pH, pO2, temperatura, potencial redox
- Presencia de interfases
- Composicién idnica y concentracion
- Velocidad del agua y del viento, calidad e intensidad de la luz
- Presencia de co-metabolitos, nutrientes esenciales, radicales reactivos
- Presencia de organismos o plasmidos adecuados

Figura 6. Factores que afectan a la biodegradacion (Hazen, 2010).

4.5.1 Proceso bioldgico

La biodegradacion es el proceso por el cual los compuestos quimicos son degradados
por seres vivos; en esta Tesis Doctoral nos centraremos fundamentalmente en la
degradacién por bacterias.

Existen microorganismos capaces de degradar enzimaticamente los hidrocarburos de
petrdleo (ver apartado 6 de esta introduccién). Los alcanos en el rango Cio a Cys Yy l0S
aromaticos de bajo peso molecular como benceno, tolueno y xileno son los que se
degradan bioldgicamente de forma més facil. Sin embargo, las estructuras mas
complejas, como los hidrocarburos policiclicos de alto peso molecular, compuestos con
azufre, etc. son mas resistentes a la biodegradaciéon (Kumar et al., 2014).

4.5.2 Especies degradadoras

Se considera que las bacterias son los agentes predominantes de degradacion de
hidrocarburos en el ambiente marino (Yakimov et al, 2007). Hasta ahora se han descrito
mas de 20 géneros bacterianos marinos degradadores de hidrocarburos distribuidos en

los grupos Gram negativas (a-, B- y y-proteobacterias),Gram positivas y Flexibacter-
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Cytophaga-Bacteroides. Debido a que una especie es capaz de degradar s6lo un nimero
limitado de los compuestos encontrados en el petréleo crudo, normalmente para la
mineralizacion de sus componentes se necesita de la participacion de un consorcio
compuesto por muchas especies bacterianas distintas (Roéling et al., 2002).

Muchas de las rutas metabdlicas de degradacion de hidrocarburos en ambientes
aerobios han sido bien estudiadas en las Gltimas décadas. Los pasos iniciales en la
biodegradacion de hidrocarburos por bacterias y hongos implican generalmente la
oxidacion del sustrato por oxigenasas, que necesitan oxigeno molecular. Los alcanos se
convierten en acidos carboxilicos que después se biodegradan mediante la ruta de la p-
oxidacion de &cidos grasos formando acetato que entra en el ciclo del &cido
tricarboxilico. Los anillos de hidrocarburos aromaticos generalmente se hidroxilan para
formar dioles; que posteriormente son atacados por mono-, dioxigenasas que rompen el
anillo y que posteriormente es degradado a intermediarios del ciclo del &cido
tricarboxilico. La biodegradacion completa (mineralizacion) de hidrocarburos produce
como compuestos finales dioxido de carbono y agua, que no son tdxicos, asi como
biomasa celular que puede ser facilmente asimilada en la cadena alimentaria (Atlas,
1995; Sierra-Garcia et al., 2014).

Para evaluar los efectos potenciales de un derrame de petrdleo en la estructura y la
funcion de una comunidad bacteriana, especialmente las bacterias degradadoras de
hidrocarburos se estan usando técnicas novedosas como la metagendmica y la
secuenciacion masiva, evitando las técnicas tradicionales de aislamiento y cultivo de
bacterias. Estos resultados son esenciales para desarrollar un amplio conocimiento de
las comunidades microbianas que estan presentes en lugares con altas probabilidades de

sufrir un derrame de petrdleo (Greer et al., 2014).
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5. BIORREMEDIACION DE DERRAMES

La biorremediacién es la técnica que permite acelerar la velocidad de la
biodegradacion natural mediante la superacion de los factores limitantes de la velocidad
(Atlas, 1995; Hoff, 1993; Swannell et al., 1996). Existen diversas técnicas de
biorremediacion y a continuacion se describen brevemente varias de ellas,
especialmente las utilizadas para la biorremediacién de entornos contaminados con

vertidos petroliferos.

5.1 Bioaumentacion

La bioaumentacion, o aumentacién bacteriana, es un proceso que intenta mejorar el
tratamiento de las aguas contaminadas incrementando la diversidad y/o actividad
microbiana a través de la introduccion directa en las aguas contaminadas de
microorganismos seleccionados y amplificados previamente en el laboratorio aislados
de esas aguas o0 de otros entornos (Stephenson y Stephenson, 1992).

Tras el aislamiento de microorganismos degradadores de un contaminante especifico
de muestras ambientales, la exposicion a cantidades crecientes de sustrato puede
aumentar la tolerancia de la cepa a estos compuestos a través de la seleccion y
adaptacion natural. La exposicion a agentes mutagénicos como la luz ultravioleta, el
oxido nitroso aumenta la variacion genética, pudiendo mejorar las habilidades
degradadoras de la poblacion aislada. Esta mejora debe ser analizada a nivel de
laboratorio y en campo para atestiguar la seguridad, eficacia y reproducibilidad del
proceso (Dash et al., 2013).

La actividad metabdlica, adaptabilidad y la competencia ecolégica de los inoculantes
son las mayores limitaciones en los procesos de biorremediacién. Estos productos

necesitan un alto nivel de robustez para poder ser expuestos a diversos ambientes
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(Mohammed et al., 2006). Tsutsumi et al., (2000) llevaron a cabo un experimento de
campo para confirmar la efectividad de un producto comercial compuesto por bacterias
exogenas degradadoras de petréleo llamado TerraZyme (Oppenheimer Biotechnology).
Este experimento se llevé a cabo en la costa de Nakhodka (Japdn), donde se habia
producido un derrame de petrdleo. Los resultados que obtuvieron demostraron que este
producto era capaz de mejorar significativamente la biodegradacion de petréleo en la

costa (Tsutsumi et al., 2000).

5.2 Bioestimulacion

La bioestimulacién consiste en la adicion de nutrientes al medio contaminado para
estimular el crecimiento de las poblaciones indigenas de ese medio, de manera que las
poblaciones degradadoras del contaminante sean mas efectivas.

Existen algunos estudios en los que se demuestra el aumento de poblaciones
degradadoras en respuesta a la presencia de contaminantes, por ejemplo, Hazen et al.,
(2010) encontraron que el petréleo derramado en el accidente del Deepwater Horizon en
el Golfo de Meéjico estimul6 las poblaciones de y-proteobacteria indigenas, las cuales
estan relacionadas con degradadoras conocidas del petréleo. Acosta-Gonzalez et al.,
(2012) encontraron evidencias de un aumento de la comunidad microbiana con el
potencial para responder a la contaminacion por hidrocarburos en sedimentos
contaminados por petréleo del Prestige, mostrando predominancia en esta comunidad
las y- y 6-proteobacterias.

Nuestra habilidad para mejorar la biorremediacion de cualquier ambiente es
directamente proporcional al conocimiento de la biogeoquimica del lugar. El pardametro
que generalmente limita el crecimiento de los microorganismos es el balance C:N:P
(carbono:nitrégeno:fosforo), establecido por el estado fisioldgico de la poblacién celular

(Herbert, 1976). Goldman et al., (1987) encontraron que, para bacterias marinas, la
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composicion quimica elemental se mantiene relativamente invariable sobre 45:9:1. En
derrames de petréleo estd proporcion se ve alterada por la gran cantidad de C que
contiene los hidrocarburos, de forma que una practica habitual en estos casos es afadir
Ny P para favorecer el crecimiento microbiano.

Los principales requisitos para el éxito de las técnicas de bioestimulacion se exponen

en la Figura 7.

Requisitos de la bioestimulacion

Microbios correctos presentes

Habilidad para estimular los microbios necesarios para la degradacion

Buenas técnicas para la adicion de nutrientes

C:N:P recomendado 45:9:1 (Gallego et al., 2007)

Compuestos afiadidos:

- Gases: Aire, oxigeno, 6xido nitroso, propano, metano, trietil fosfato, etc.

- Liquidos: Acido lactico, aceite vegetal, acetato, compuestos liberadores de hidrégeno, etc
- Solidos: Agentes de carga (aserrin, productos secundarios agricolas), compuestos
liberadores de oxigeno, etc.

Figura 7. Requisitos de la bioestimulacion y ejemplos de estimuladores usados (Hazen, 2010)

agkrwdE

6. DEGRADACION BACTERIANA DE HIDROCARBUROS

AROMATICOS

La degradacion bacteriana de hidrocarburos ha sido bastante estudiada en los Gltimos
afios. El aislamiento de bacterias degradadoras de alcanos o hidrocarburos aromaticos
monociclicos es relativamente sencillo si se usan los medios de cultivo adecuados y se
enriguecen con estos compuestos (Harayama et al., 2004). Muchas de estas bacterias
usan fuentes de carbono limitadas, presentando una clara preferencia por los
hidrocarburos, como por ejemplo los géneros Alcanivorax, Marinobacter,
Thallassolituus, Cycloclasticus y Oleispira (Yakimov et al., 2007).

Algunas bacterias degradadoras de hidrocarburos aisladas de ambientes marinos se
engloban en géneros que incluyen también especies degradadoras aisladas de suelo: por

ejemplo, las degradadoras de naftaleno Staphylococcus y Micrococcus (Zhuang et al.,
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2003), degradadoras de 2-metilfenantreno como Sphingomonas (Gilewicz et al., 1997) y
degradadoras de alcanos como Geobacillus (Maugeri et al., 2002).

Aunque la lista de cepas marinas degradadoras de hidrocarburos es cada dia mas
completa, en la Tabla 2 presentamos las cepas que se proponia utilizar en este trabajo de

Tesis Doctoral, junto con sus principales caracteristicas.

Tabla 2. Biodegradacién de hidrocarburos aromaticos por bacterias marinas.

Cepa Origen Sustrato Referencia
Agua
Alcanivorax marina/sedimento Yakimov et al.,
n-alcanos
borkumensis, SK2 de laisla de 1998
Borkum.
Sedimentos
superficiales del Hidrocarburos Dyksterhouse et
Cycloclasticus zancles
estrecho de Puget, aromaticos al., 1995
EEUU
Agua del
Marinobacter
Mediterraneo Gauthier et al.,
hydrocarbonoclasticus, Alcanos Ci5-Cy
cercana a una 1992
VT8
refineria de petréleo
Agua
Alcanos,
Oleiphilus messinensis,  marina/sedimento Golyshin et al.,
alcanoatos y
ME102 del puerto de 2002
alcanoles
Messina, Italia
Agua superficial de
Oleispira antartica, Yakimov et al.,
la bahia de Rod, Alcanos C1o-Cig
RB-8 2003

(Antértica)
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Agua
Thalassolituus marina/sedimento Yakimov et al.,
Alcanos C;-Cy
oleivorans, Mil-1 del puerto de 2004

Milazzo, ltalia

6.1 Degradacion aerobia de hidrocarburos aromaticos

El metabolismo bacteriano implicado en la degradacion aerobia de hidrocarburos
aromaticos ha sido ampliamente estudiado en los dltimos 35 afios. El paso inicial
consiste en el ataque de uno de los anillos aromaticos por una dioxigenasa formando el
correspondiente cis-dihidrodiol. Posteriormente sobre este compuesto actla una
deshidrogenasa formando un intermediario hidroxilado que es atacado por una
dioxigenasa extradidlica causando la rotura del anillo. Asi se van rompiendo uno a uno
los diferentes anillos del compuesto hasta formar un intermediario del ciclo de los

acidos tricarboxilicos (TCA).

6.1.1 Degradacion de tolueno

La biodegradacion del tolueno ha sido ampliamente estudiada a nivel molecular vy,
por tanto, sirve como modelo para entender los mecanismos del metabolismo bacteriano
de los anillos de benceno.

En la Figura 8 se muestra un esquema de los pasos iniciales en la activacion del
anillo de tolueno en diferentes bacterias. La hidroxilacién del anillo se puede hacer
mediante la oxidacion de la cadena lateral hasta formar &cido benzoico, como en
Pseudomonas putida mt-2 (plasmido pWWO) o por dihidroxilacion directa del anillo,
como es el caso de la P. putida DOT-T1E. En otros casos se puede producir una

monohidroxilacién del anillo para formar m-, p- u o-cresol.
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Figura 8. Degradacion de tolueno en distintas bacterias aerobias.

6.1.2 Degradacion de PAHs

La degradacion de PAHSs de dos y tres anillos por bacterias aerobias ha sido bastante
bien estudiada, de forma que el mecanismo enzimatico implicado, asi como la
localizacion de las rutas degradativas (en plasmidos o cromosoma) en diferentes
bacterias estan relativamente bien caracterizados (Zylstra et al., 1988). Como se ha
explicado en el punto anterior, el primer paso de la ruta consiste en la adicion de una
molécula de oxigeno en la posicion 1,2 del anillo aromatico para dar cis-naftaleno
dihidrodiol (en el caso de degradacion de naftaleno), etapa catalizada por una
dioxigenasa. El siguiente paso consiste en la deshidrogenacion de la forma dihidrodiol
sobre el que actua una segunda dioxigenasa que rompe el anillo. Las dioxigenasas
actlan sucesivamente sobre los anillos restantes, produciéndose asi la activacion,

apertura y eliminacion de cada uno de los anillos (Figura 9).
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Figura 9. Degradacién de PAHSs de bajo peso molecular en bacterias aerobias.

6.2 Degradacion de hidrocarburos aromaticos de alto peso molecular

La degradacion de hidrocarburos aromaticos de alto peso molecular es mas compleja.
Si bien se conocen cepas bacterianas capaces de degradar hidrocarburos aromaticos de
cuatro anillos, como pueden ser Pseudomonas (Mueller et al., 1990), Alcaligenes
(Weissenfels et al., 1990), Rhodococcus (Walter et al., 1991), o Mycobacterium
(Boldrin et al., 1993), se conoce relativamente poco sobre la mineralizacion de los
mismos. La degradacion de hidrocarburos aromaticos de cuatro o mas anillos es méas
compleja y en muchos casos s6lo ocurre mediante co-metabolismo, es decir, en
presencia de una fuente de carbono adicional.

Asi por ejemplo se ha descrito la co-metabolizacion de benzo[a]pireno por bacterias
creciendo en pireno (Keck et al., 1989; Boonchan et al., 2000). Se han caracterizado

distintos intermediarios en la degradacion de estos compuestos, algunos de ellos
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parecen acumularse sin ser posteriormente degradados (especialmente si no estan en
presencia de microbios que puedan biodegradarlos), constituyendo lo que se conoce

como “dead-end products” (Freeman et al., 1995).

7. REGULACION DE RUTAS DE DEGRADACION DE

COMPUESTOS AROMATICOS

En general los genes que componen las rutas catabolicas de compuestos aromaticos
en procariotas estan organizados en agrupaciones de genes que se regulan
coordinadamente (operones). Una de las principales ventajas que ofrece esta
agrupacion de los genes es la de poder coordinar su expresion y asi minimizar los costes
energéticos derivados de tener algunas enzimas expresandose sin que su sustrato esté
disponible en la célula (Diaz et al., 2000). Por esto, los clUster génicos suelen estar
finamente regulados. Esta fina regulacion se ejerce mediante una amplia variedad de
proteinas pertenecientes a diferentes familias de reguladores transcripcionales (Diaz et
al., 2000).

Los reguladores transcripcionales de rutas catabdlicas pueden ser activadores o
represores, ambos interaccionando con el DNA diana a través de dominios de union tipo
hélice-giro-hélice (HTH) y que inducen la transcripcion cuando interaccionan con el
sustrato aromatico o un intermediario de la ruta, que funciona como molécula inductora,

aungue por mecanismos diferentes (Figura 10).
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Figura 10. Mecanismos de interaccion con el DNA de los reguladores transcripcionales activadores y

represores.

Durante este trabajo de Tesis Doctoral se han utilizado promotores y reguladores de
diferentes rutas metabodlicas de degradacion de compuestos aromaticos que se iran
describiendo en la introduccion del capitulo correspondiente de la memoria de Tesis

Doctoral.

8. BIOSENSORES

Monitorizar la presencia de compuestos contaminantes en el agua, el aire y el suelo
es fundamental para entender y manejar riesgos para la salud humana y el medio
ambiente. Debido a las mayores exigencias reguladoras en temas medioambientales y al
tiempo y los costes invertidos en los andlisis quimicos de las muestras ambientales

existe una necesidad real de métodos simples, rapidos, baratos y que se puedan trasladar
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al terreno. En este sentido los biosensores ofrecen una alternativa atractiva para un gran
namero de aplicaciones de seguimiento medioambientales.

La definicion de biosensor generalmente aceptada en la bibliografia es la de un
dispositivo auténomo integrado consistente en un elemento biolégico de reconocimiento
(enzima, anticuerpo, receptor o microorganismo), el cual se combina con un sensor
quimico transductor de sefial de forma que ambos responden conjuntamente a
determinados compuestos quimicos de manera dependiente de concentracion
(Rodriguez-Mozaz et al., 2005).

Existen diferentes tipos de biosensores, clasificados por el tipo de elemento biolégico
de reconocimiento. En la siguiente figura se muestra un esquema de los diferentes tipos

de biosensores y, a continuacion, se hace una breve descripcion de cada uno de ellos.

Q Fa—
Anticuerpo ADN

WY, N\ 75 %
Q Elemenio
hiologico de
Enzima reconocimiento
; Interfase
g quimica

% Transductor de sefial 2

Figura 11. Representacion esquematica de biosensores. Modificado de Rogers, 2006.

8.1 Biosensores basados en enzimas

Las enzimas fueron histéricamente los primeros elementos moleculares de
reconocimiento incluidos en los biosensores y continGan utilizandose como tal para
aplicaciones medioambientales, como en el caso de la deteccion de pesticidas
(Trojanowicz, 2002) y compuestos fenolicos (Dzyadevych et al., 2002).

Estos biosensores utilizan la afinidad y selectividad catalitica de las enzimas hacia

una molécula diana. Estos biosensores llevan un registro de los electrones que pasan a
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través de la enzima hasta el electrodo o transductor (dispositivo que transforma un
evento molecular de reconocimiento en una sefial eléctrica medible) sobre el cual se
encuentra depositada (Konry et al., 2003).

Entre las ventajas de este tipo de biosensores se incluyen la capacidad de modificar
las propiedades cataliticas o la especificidad de sustrato utilizando ingenieria genética y
la amplificacion catalitica de la respuesta del biosensor mediante la modulacion de la
actividad de la enzima con respecto al analito diana. Entre sus desventajas, se incluyen
su alto coste debido a la necesidad de aislar la enzima, que estas son muchas veces
inestables cuando se aislan y a que bastantes enzimas necesitan cofactores para la
deteccion de sustancias (Rogers, 2006; Mu et al., 2011).

Como ejemplo, Kushwah et al., 2011 desarrollaron un biosensor que detectaba fenol
mediante una lacasa procedente del hongo Pleurotus ostreatus, la cual se inmovilizd

sobre una pelicula de polianilina.

8.2 Biosensores basados en anticuerpos

En este caso, los biosensores basados en anticuerpos pueden ser no competitivos
(Figura 12A) o competitivos (Figura 12B).

El primer paso de estos ensayos, en ambos casos, consiste en tratar la superficie del
transductor modificado (con el anticuerpo especifico contra el analito que se desea
investigar) con reactivos bloqueantes (tales como la sueroalbimina bovina) para
minimizar la adsorcion inespecifica.

En el caso del formato no competitivo (Figura 12A), se incuba el biosensor
previamente tratado con la muestra problema durante un tiempo prefijado y se lava el
material adsorbido inespecificamente en la superficie del transductor modificado
(Figura 12A, paso b). Después (Figura 12A, paso c) se afiade un anticuerpo marcado

enzimaticamente con especificidad hacia el analito y que se une a éste por otro epitopo
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distinto al que se ha unido con el anticuerpo inmovilizado. Tras lavar la superficie para
remover el conjugado enzimatico que no se ha adsorbido especificamente, se adiciona
en exceso el sustrato de la enzima que va unida al anticuerpo secundario (Figura 13A,
paso d) y se mide la intensidad de corriente, que corresponde a la velocidad maxima de
la reaccidn enzimatica (saturacion por el sustrato) y que es, por tanto, proporcional a la
actividad enzimatica en la superficie del transductor y a la concentracion del analito en
la muestra.

En el caso del formato competitivo (Figura 12B) después de tratar la superficie, se
incuba el biosensor en presencia del analito y de un conjugado enzimatico que consiste
en el propio analito modificado con una enzima (Figura 12B, paso b). Durante un
tiempo prefijado, el analito y el conjugado enziméatico compiten por los sitios de union
del anticuerpo inmovilizado sobre el transductor. Tras lavar la superficie del biosensor
para eliminar las especies adsorbidas inespecificamente (Figura 12B, paso c) se afiade
en exceso el sustrato de la enzima conjugada al analito (Figura 12B, paso d) y se mide
la intensidad de corriente, que es inversamente proporcional a la concentracion del

analito en la muestra.
A) B)

Figura 12. Biosensor basado en anticuerpos. Modificado de Alegret et al., 2004.
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Este tipo de biosensores en formato competitivo se ha usado, por ejemplo, para
determinar la calidad de aguas continentales, mediante la deteccion de microcistinas
(compuestos que resultan tdxicos para distintos organismos, incluidos los seres

humanos) (Herranz et al., 2012).

8.3 Biosensores basados en DNA

En estos biosensores, el proceso de reconocimiento de DNA se basa en el principio
de los pares de bases complementarios, adenina:timina y citosina:guanina. Si el acido
nucleico diana es conocido, la secuencia complementaria se puede sintetizar, etiquetar y
después inmovilizar en el biosensor, de tal manera que las sondas de hibridacion se
pueden unir a las secuencias diana, generando una sefial optica (la mas utilizada para
este tipo de biosensores) (Marazuela et al., 2002).

Debido a su amplio rango de actividad fisica, quimica y biologica, los biosensores
basados en &cidos nucleicos pueden utilizarse para muchos ensayos bioanaliticos
(Rogers, 2006). Las moléculas de DNA cataliticamente activas se conocen como
deoxiribozimas 0 DNAzimas y han sido utilizadas para el disefio de sensores de iones
ya que las DNAzimas con actividades dependientes de metal se pueden obtener a través
de la evolucion sistematica de ligandos por enriquecimiento exponencial (SELEX) o
seleccion in-vitro (Liu et al., 2004). En el ambito de la contaminacion este principio se
ha utilizado para el disefio de un biosensor de Pb®*. La DNAzima especifica de Pb** se
conoce como “8-17” DNAzima, cuya estructura secundaria se muestra en la Figura 13;
se compone de una hebra DNA sustrato (17DS) y una hebra de DNA con actividad
enzimatica (17E). La hebra de sustrato contiene una union simple a RNA
(ribonucledsido adenosina, (rA)) que sirve como sitio de corte y una extension de 12
bases en ambos lados complementarios a un oligonucledtido (12-mer) que va unido a

nanoparticulas de oro. La hebra de sustrato extendida (Subay) que contiene las
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nanoparticulas (5’DNAau) Yy la DNAzima (17E) se ensamblan para formar agregados
azules. Si los agregados se calientan por encima de su temperatura de fusién (T,,=46°C
para agregados en cloruro soédico 300 mM), las nanoparticulas se separan, dando como
resultado color rojo. Si se permite que el sistema se enfrie despacio hasta temperatura
ambiente y en ausencia de Pb** las nanoparticulas se ensamblan de nuevo y forman
agregados azules. Cuando hay Pb®* en el medio el DNA catalitico rompe la hebra de
sustrato (Figura 13B) inhibiendo la formacién de los agregados de nanoparticulas y
dando como resultado color rojo (Figura 13C). Detectando y cuantificando el color, se

puede inferir la cantidad de Pb?* presente (Liu et al., 2003; Liu et al., 2004).
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Figura 13. Biosensor basado en DNA. a) Estructura secundaria de la DNAzima “8-17”. b) Rotura de
17DS por 17E en la presencia de Pb*". ¢) Esquema del disefio del biosensor colorimétrico de Pb?*.

Modificada de Liu et al., 2004.

8.4 Biosensores bacterianos

Los biosensores bacterianos son aquellos que usan a células microbianas vivas e
intactas que han sido genéticamente modificadas para producir una sefial apreciable en
respuesta a un compuesto quimico especifico o un agente fisico en su ambiente. Estos
biosensores responden Unicamente a la fraccion biolégicamente relevante que influye en

la célula y que, en general, es capaz de pasar a través de las membranas celulares. Los
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estudios de biodisponibilidad predicen la exposicién real de los organismos en el
medioambiente y son valiosos para la evaluacion de riesgos y para la seleccion de
opciones adecuadas de remediacion (Liao et al., 2006).

Dado que en la realizacion de esta Tesis Doctoral se van a construir biosensores de

este tipo, profundizaremos mas en su descripcion.

8.4.1 Bases moleculares

El sistema de deteccion de los microorganismos biosensores esta compuesto, en la
mayoria de los casos, por un circuito genético simple, que posee dos elementos: un
sistema regulador o sensor (por ejemplo un gen regulador y su promotor) y uno 0 mas
genes reporteros (Kuppardt, 2010) (Figura 14). El componente sensor regula la
transcripcion del gen reportero desde el promotor diana cuando la molécula efectora
esta presente en la célula. El nivel de la expresion del gen reportero se refleja en la
actividad de la proteina reportera, la cual puede ser medida de forma continua o después
de un periodo de calibracién previamente determinado. A partir de la actividad de las
proteinas reporteras, interpoladas en la curva de calibracion, se pueden determinar las
concentraciones de los compuestos diana o los flujos en muestras no conocidas (Sticher

etal., 1997).

a) analito b)

analito analito

analito

enzima
reportera

analito

analito analito A analito

Figura 14. Principio de una bacteria biosensora. a) El analito lleva a un cambio conformacional de la

proteina reguladora, el gen reportero adyacente se transcribe y, consecuentemente, la enzima reportera se
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expresa. b) La bacteria reportera después del contacto con el analito. La célula contiene la proteina
reportera, la cual se puede detectar directamente (por ejemplo, proteina verde fluorescente o GFP) o por

el producto de una reaccion (por ejemplo, B-galactosidasa). Modificada de Harms et al., 2006.

8.4.2 Genes reporteros

Hay gran variedad de genes reporteros disponibles; las sefiales que generan pueden
clasificarse como colorimétricas, fluorescentes, luminiscentes, quimioluminiscentes o
electroquimicas. A pesar de que cada uno funciona de manera distinta su producto final
siempre debe ser el mismo; una sefial medible, idealmente proporcional a la
concentracion del compuesto quimico o agente fisico al cual ha sido expuesto. En
algunos casos, la sefial solamente ocurre cuando se afiade un sustrato secundario al
ensayo (como por ejemplo cuando se usan los genes luxAB, o luc donde el sustrato es
generalmente un aldehido de cadena larga). Para otros bioreporteros, la sefial debe ser
activada por una fuente de luz externa (GFP, mCherry y UMT) y para otros pocos la
sefial es completamente autoinducida, sin requerir ningun estimulo adicional externo
debido a que se genera internamente el sustrato involucrado en la reaccion de
luminiscencia (luxCDABE) (Meighen, 1994).

La eleccion de los genes reporteros depende de factores como la expresion,
eficiencia, estabilidad, actividad basal, método de deteccion y metodologia de analisis
(Daunert et al., 2000) y puede variar en funcion de las condiciones experimentales y
métodos de deteccion que se vayan a emplear.

Las proteinas reporteras mas utilizadas son:

a) B-galactosidasa: Aunque muy utilizada para andlisis de biologia molecular en
los laboratorios de investigacion, para muestras ambientales no es un sistema demasiado
adecuado, ya que la técnica requiere diversos reactivos y pasos secuenciales para poder

cuantificar la sefial (Miller, 1972).
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b) Luciferasa (Lux): Luciferasa es un nombre genérico para una enzima que
cataliza una reaccion de emision de luz. Los genes de la luciferasa se hallan de forma
natural en bacterias, algas, hongos, medusas, insectos y calamares, y la luz resultante
que producen estos organismos es llamada bioluminiscencia (Widder, 2010). En
bacterias, se han aislado los genes responsables de la reaccion de emisién de luz (los
genes lux) y estos se han usado en la construccion de biosensores que emiten luz con
una intensidad maxima a 490 nm (Tinikul et al., 2012). El sistema genético completo
lux consiste en cinco genes, luxA, luxB, luxC, luxD y luxE pero en la mayoria de
biosensores se han incorporado s6lo los genes luxAB (Tabla 2), con el inconveniente de
que para producir bioluminiscencia necesitan de la adicién de un aldehido de cadena
larga (generalmente decanal o dodecanal) en algin momento del bioensayo, aunque se
piensa que el tetradecanal es el sustrato natural para la reaccion de luminiscencia
(Meighen, 1994). La luciferasa de la luciérnaga es una variedad de luciferasa que
cataliza una reaccion que produce luz visible en el rango de 550-575 nm. Esta necesita
la adicion de un sustrato exdgeno (luciferina) para que ocurra la reaccion luminosa. Se
han construido numerosos biosensores basados en los genes luc (de la luciferasa) para la
deteccion de un amplio rango de compuestos organicos e inorganicos de interés
ambiental (Nivens et al., 2003).

c) Proteina verde fluorescente (GFP): la proteina verde fluorescente (GFP) es una
proteina aislada y clonada de la medusa Aequorea Victoria (Misteli et al., 1997). La
GFP produce una sefial verde fluorescente (pico de emision a 509 nm y pico de
excitacion a 480 nm) sin necesidad de afiadir un sustrato exégeno. Todo lo que necesita
es una fuente de luz ultravioleta que active las propiedades fluorescentes de la proteina.
Esta habilidad para autoflorescer hace que la GFP sea muy utilizada en la construccion

de biosensores ya que se puede usar en tiempo real para monitorizar células vivas e
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intactas. Ademas, es una proteina muy estable, por lo que se usa de forma extensiva en
sistemas biosensores en bacterias, levaduras y plantas (Tsien, 1998). Esta proteina se ha
alterado de forma que existen versiones que emiten en otras longitudes de onda (cian,
rojo y amarillo) lo que ha permitido utilizarla como detector multidiana.

d) mCherry: esta proteina y la mayoria de las fluorescentes rojas derivan de los genes
encontrados en Disocoma sp. Esta proteina produce una sefial color rojo fluorescente sin
necesidad de afiadir un sustrato exdgeno. Al igual que la GFP, todo lo que necesita es
una fuente de luz ultravioleta que active sus propiedades fluorescentes (pico de emision
a 610 nmy pico de excitacion a 587 nm) (Shaner et al., 2004). Dentro de las proteinas
de color rojo es de las més usadas habiendo sido citada en méas de 200 articulos hasta la
fecha (Clontech, 2014).

8.4.3 Aplicaciones de los biosensores bacterianos

Algunas de las ventajas de los biosensores bacterianos residen en el bajo coste de los
equipos necesarios, el facil protocolo de medida y la rapidez de respuesta (Harms et al.,
2006). Ademas, los avances de la ingenieria genética han facilitado la construccion de
biosensores de forma eficaz (Kuppardt, 2010). La tecnologia de biosensores puede ser
usada como una alternativa en laboratorios con presupuestos bajos o para analisis
multidianas. Ademas, debido a que se pueden miniaturizar, se pueden usar para la
deteccion de compuestos diana incluso en ambientes espacialmente restringidos donde
es muy dificil efectuar andlisis quimicos (Kuppardt, 2010).

Teniendo en cuenta su rango de deteccién y especificidad, los biosensores
bacterianos se pueden usar como un sistema analitico para medir cuantitativamente
ciertos compuestos en las muestras de interés. Al contrario que los métodos quimicos, y
debido a que estdn compuestos por células vivas, los biosensores bacterianos no miden

la cantidad total de compuesto en el ambiente, sino que miden la fraccion
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bioldgicamente relevante que influye en la célula y que es capaz de pasar a través de las
membranas celulares. Debido a esto se puede obtener informacién sobre el transporte
hacia la célula, su dindmica de degradacion a lo largo del tiempo, su distribucion
espacial a nivel microambiental y su posible toxicidad, de una forma no disruptiva,
objetivo que no se puede lograr con la utilizacion de los métodos quimicos. A pesar de
ello, todavia no influyen en las decisiones sobre la gestion de los lugares contaminados,
ya que todavia estan en fase experimental y no se estan aplicando en gran medida en
ambientes reales (Harms et al., 2006; Harms, 2007).

En esta Tesis Doctoral se aborda el disefio y construccién de biosensores bacterianos
para la deteccion de hidrocarburos aromaticos que puedan ser utilizados en distintos
nichos ecoldgicos, fundamentalmente en la deteccion de estos contaminantes en medios

marinos.
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Objetivos

El objetivo general de esta Tesis Doctoral se encamina al desarrollo y caracterizacion
de una bateria de biosensores para detectar distintos hidrocarburos aromaéticos
monociclicos y policiclicos en ambientes marinos y terrestres, con especial énfasis en la
deteccién de estos contaminantes en medios marinos. Para alcanzar este objetivo
general se propusieron los siguientes objetivos especificos:

1. Seleccion y caracterizacion de las distintas cepas hospedadoras de los

biosensores construidos.

2. Desarrollo y caracterizacion de biosensores para la deteccion de hidrocarburos
aromaticos monociclicos basados en el sistema TodS-TodT y el promotor Piax
de Pseudomonas putida DOT-TLE.

3. Desarrollo y caracterizacion de un biosensor especifico de naftaleno y
compuestos derivados basado en la proteina reguladora PhnR y el promotor Ppnns
de Burkholderia sp. MS3.

4. Desarrollo y caracterizacion de un biosensor de hidrocaburos aromaticos
policiclicos basado en el promotor Pphaa de la dioxigenasa PhaA (primera
enzima que participa en la degradacion de PAHs) de Novosphingobium sp.

HR1a.
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1. CEPAS BACTERIANAS

Materiales y métodos

Los microorganismos utilizados en este trabajo se recogen en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas.

Fuente de carbono

Contaminante

Cepa habitual en el Referencia
que degrada
laboratorio
Burkholderia sp. Naftaleno, Rodriguez-Conde,
Glucosa
MS3 fenantreno 2011
Novosphingobium sp. Naftaleno, Rodriguez-Conde,
Glucosa
HR1a fenantreno 2011
Escherichia coli
- Hanahan, 1983 y 1985
DH5a LB
Marinobacter Hexadecano,
. M276 Nyugen et al., 1999
hydrocarbonoclasticus, fenantreno
VT8
Alcalinovorax Piruvato sodico Alcanos Yakimov et al., 1998
borkumensis, SK2
Thalassolituus oleivorans, TWEEN 40 Alcanos Yakimov et al., 2004
Mil-1
TWEEN 40 Alcanos, Tweens Yakimov et al., 2003

Oleispira antartica, RB8

Oleiphilus messinensis,
ME102

Cycloclasticus zancles,
MEQ7

Pseudomonas putida
KT2440

Pseudomonas putida
DOT-T1E

n-Hexadecano

Naftaleno

Citrato sodico

Citrato sodico

Alcanos,
alcanoatos
Naftaleno,

fenantreno

Tolueno

Golyshin, 2002

Dyksterhouse et al.,
1995
Ramos-Diaz et al.,

1998

Ramos et al., 1998
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2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Todos los medios de cultivo y soluciones fueron esterilizados bajo calor himedo, en
autoclave, a 120°C y a 1 atmosfera de presion. Los antibidticos se esterilizaron por

filtracion utilizando filtros estériles de nitrocelulosa de 0,22 um de diametro de poro.

2.1 Medios ricos

2.1.1 Bacterias no marinas

Como medio rico se utilizé el medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989),
cuya composicion es la siguiente: bactotriptona, 10 g; extracto de levadura, 5 g; NaCl,
10 g; agua hasta 1 litro. Para la preparacion de medio solido LB, se afiadio bacto-agar
(Difco, ref 0140-01), hasta una concentracion final del 2% (p/v).

La composicion del medio SOC utilizado en las electroporaciones es la siguiente:
bactotriptona, 20 g; extracto de levadura, 5 g; NaCl, 0,5 g; KCI, 0,186 g; MgCl,, 0,952

0; agua hasta 1 litro.

2.1.2 Bacterias marinas

Como medio rico se utilizé el medio M276, cuya composicion es la siguiente: NaCl
80 g; casaminoacidos (con vitaminas), 7,5 g; citrato trisédico, 3 g; MgSO,4.7H,0, 20 g;
K,HPOy, 0,5 g; Fe(NH,)2(S0)4.6H,0, 0,05 g; peptona, 5 g; extracto de levadura, 1 g;
H.O hasta 1 litro. Para la preparacién de medio solido, se afiadi6é bacto-agar (Difco, ref
0140-01), hasta una concentracion final del 2% (p/v).

La composicion del medio cLB utilizado en las transformaciones por conjugacion es
la siguiente: medio LB suplementado con 2% (p/v) de piruvato sodico; 0,0445% (p/v)
Na;HPO4x2H,0; 0,25% (p/v) NaNOgs; 1,15% (p/v) NaCl; 0,375% (p/v) KCI; 0,0735%

(p/v) CaCl,x2H,0.
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2.2 Medios minimos

2.2.1 Bacterias no marinas

Para el cultivo en medio minimo en bacterias no marinas se empleé una modificacion
del medio M9 (Sambrook et al., 1989), cuya composicién es la siguiente: solucion 10x
M9 100mL; solucién A9 (goodies), 2,5 mL; MgSO, 1M; citrato férrico amonico 6%
(p/v), 1 mL; H,O hasta 1 litro. Para la preparacién de medio sélido, se afiadié bacto-agar
(Difco, ref 0140-01), hasta una concentracién final del 2% (p/v).

-Solucion 10x M9: Na,HPO,.7H,0, 70 g; KH, POy, 30 g; NHCl, 10 g; NaCl, 5 g; H,O
hasta 1 litro.

-Solucion A9: HBO3, 300 mg; ZnCl,, 50 mg; CuCl,.H,0, 10 mg; MnCl,.4H,0, 30 mg;
CoCly, 200 mg; NiCl,.6H,0, 20 mg; NaMO,.2H,0, 30 mg; H,O hasta 1 litro.

Como fuentes de carbono se utilizaron glucosa (10 mM), naftaleno, fenantreno,
criseno y antraceno en cristales. Este compuesto es muy volatil por lo que pasa

rapidamente a fase vapor de forma que esta disponible para las bacterias.

2.2.2 Bacterias marinas

Para el cultivo en medio minimo de bacterias marinas se utilizé el medio ONR7a. Se
prepararon tres soluciones distintas que se autoclavaron separadamente. Se mezclaron
después de autoclavar cuando se enfriaron, como minimo, hasta 50°C. La solucion 1
contenia: NaCl, 22,79 g; Na,SO,, 3,98 g; KCI, 0,72 g; NaBr, 83 mg; NaHCOs3, 31 mg;
HsBO3, 27 mg; NaF, 2,6 mg; NH4CI, 0,27 g; Na,HPO,.7H,0, 89 mg; TAPSO, 1,3 g.
Esta solucién se debe ajustar hasta pH 7,6. La solucién 2 contenia: MgCl,.6H,0, 11,18
g; CaCl,.2H,0, 1,46 g; SrCl,.6H,0, 24 mg. La solucién 3 contenia: FeCl,.4H,0, 20 mg.

Estos valores estan referidos a un volumen total de 1 litro.
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2.3 Antibidticos

Las soluciones de antibidticos se prepararon a una concentracion 1000 veces superior
a la concentracion final de los ensayos, disolviéndolos en agua destilada, excepto el
cloranfenicol que se prepard en etanol absoluto y tanto la tetraciclina como la
rifampicina que se disolvieron en metanol. Las soluciones preparadas en agua se
esterilizaron por filtracion utilizando filtros estériles de acetato de celulosa de 0,22 um
de diametro de poro (Millipore, ref. SLGS033SS) y se almacenaron a -20°C. Los
antibidticos se utilizaron a las concentraciones finales siguientes: Ampicilina (Ap), 100
ug/mL; Cloranfenicol (Cm), 30 pg/mL; Kanamicina (Km), 25 pug/mL; Gentamicina
(Gm), 10 pg/mL, Estreptomicina (Sm), 50 pg/mL, Tetraciclina (Tc), 30 ug/mL,

Rifampicina (Rf) 10 ug/mL.

2.4 Condiciones de cultivo

Las condiciones de cultivo de cada una de las cepas se recogen en la Tabla 2. La
velocidad de agitacion de los matraces fue de 200 rpm en todos los casos.

Tabla 2. Condiciones de cultivo de cada una de las cepas.

Cepa Temperatura (°C)
Burkholderia sp. MS3 30
Novosphingobium sp. HR1a 30
Escherichia coli DH5a 37
Marinobacter hydrocarbonoclasticus, VT8 -
Alcalinovorax borkumensis, SK2 30
Thalassolitus oleivorans, Mil-1 30
Oleispira antartica, RB8 4
Oleiphilus messinensis, ME102 30
30

Cycloclasticus zancles, MEQ7
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2.5 Preparacion de las distintas soluciones con los inductores

Las disoluciones de hidrocarburos aromaticos policiclicos
(naftaleno/fenantreno/antraceno/pireno) se prepararon de igual manera. En primer lugar
se afladieron varios cristales del PAH a 10 mL de medio M9/ONR7a en un matraz de
125 mL cerrado y recubierto con parafilm. Se dej6 una noche agitando para conseguir
una solucion saturada de estos compuestos. Al dia siguiente se efectuaron diluciones
para obtener distintas concentraciones de estos compuestos y se afiadieron al cultivo a
inducir.

Las disoluciones de baja concentracion de hidrocarburos aroméaticos monociclicos,
gasolina (Star Gasolina CEPSA) y gasoil (Star Diesel Gasoleo A+ CEPSA) se
realizaron de igual manera. En primer lugar se afiadio la cantidad correspondiente a un
matraz con 10 mL de medio M9/ONR7a y se agitd vigorosamente (con el matraz
cerrado). Posteriormente se afiadio la cantidad adecuada al cultivo a inducir. Para las
concentraciones mas altas de hidrocarburos aromaticos monociclicos, gasolina y gasoil
se afiadid directamente el compuesto puro al matraz que contenia el cultivo.

En el caso de otros compuestos volatiles como, los naftalenos sustituidos (1-
metilnaftaleno, 2-metilnaftaleno, 1-bromonaftaleno, 1-cloronaftaleno y 1,2-
dinitronaftaleno) se utilizaron varillas de vidrio que contenian 30 pL del compuesto.

Para las muestras de sedimentos de Gela (mesocosmos con petréleo de un derrame
producido en las costas de Gela, Italia) y del puerto de Mesina (Italia) se afiadieron 5 g
de sedimento a 5 mL de agua en matraces cerrados y recubiertos con parafilm, se
agitaron vigorosamente y se dejaron reposando toda la noche. Al dia siguiente se
centrifugd esta solucion y se cogid la cantidad de liquido correspondiente para cada

experimento.
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Para obtener una solucidn saturada de petroleo del Prestige (accidente de noviembre
de 2002) se afadieron 4 g de petréleo a 100 mL de medio en un frasco cerrado y
cubierto con parafilm y se dejo toda la noche agitando. Al dia siguiente se utilizo la
cantidad de liquido correspondiente para cada experimento de induccion.

Por ultimo, para obtener una solucion saturada de Dansk crudo (provisto por
Fernando Rojo, Centro Nacional de Biotecnologia) se afiadio 2 g de crudo a 50 mL de
medio en un frasco cerrado y cubierto con parafilm. Al dia siguiente se utiliz6 la

cantidad de liquido correspondiente.

3. PLASMIDOS

Los plasmidos utilizados en este estudio se detallan a continuacion.

PMBL-T®: este vector de 2,9 kb de tamafio y da resistencia a ampicilina, esta
disefiado para el clonaje de productos de PCR. Los vectores pMBL son digeridos con
EcoRV vy se les afiade una timina a cada extremo 3’. Ello permite la ligacion de
productos de PCR generados con polimerasas que afiaden una adenina en cada extremo
del producto de PCR, tales como la MBL Tag DNA polimerasa, la MBLong DNA
polimerasa, la MBL HOT Start DNA polimerasa y la MBLong HOT Start DNA
polimerasa. El vector tiene el origen de replicacion ColEL1 y un numero de copias/célula
de entre 500-700 moléculas. La presencia del a-péptido permite tanto la
complementacién como la inactivacion de la actividad p-galactosidasa por insercion de
bandas de PCR (Molbiolab, 2004)

pMP220: es un plasmido de aproximadamente 10,5 kb, que da resistencia a
tetraciclina, derivado del vector pTJS75 (Schmidhauser et al., 1985) perteneciente al
grupo de incompatibilidad IncP. Posee el sitio de clonacion maltiple (MCS) de pIC20H
(Marsch et al., 1984) y contiene el gen lacZ de E. coli sin promotor y con el sitio de

unién al ribosoma del gen cat (que codifica la enzima cloramfenicol acetiltransferasa).
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La clonacion de promotores delante del gen lacZ permite medir la expresion de los
mismos como actividad -galactosidasa (Spaink et al., 1987).

pGreenTIR: este plasmido de aproximadamente 3,5 kb y que confiere resistencia a
ampicilina, contiene los genes GFP unidos a una region optimizada de inicio de la
traduccion (TIR) que aumenta el nivel de fluorescencia (Miller et al., 1997).

pPSEVA637: es un plasmido de aproximadamente 3,7 kb que contiene el gen
reportero sin promotor, GFP y confiere resistencia a gentamicina. La clonacion de
promotores delante del gen reportero permite medir la expresion de los mismos como
fluorescencia (Silva-Rocha et al., 2013).

pPSEVA438: (Silva-Rocha et al.,, 2013) que contiene el sistema XylS-P, de
regulacion sensible a benzoato y m-toluato procedente del plasmido TOL de

Pseudomonas putida mt-2 y confiere resistencia a estreptomicina.

4. AISLAMIENTO DE DNA

Para el aislamiento se utilizaron distintos métodos segun el tipo de DNA, la pureza

requerida y la cantidad que se quisiera obtener.

4.1 Aislamiento de DNA plasmidico

Para la preparacion rapida de DNA plasmidico libre de RNA se utilizd el sistema
“Quantum Prep plasmid miniprep kit” (Bio-rad), partiendo de un volumen de cultivo de

1,5 mL y siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.2 Aislamiento de DNA cromosémico
La extraccion de DNA cromosomico se realizd con el “Wizard Genomic DNA
Purification Kit” (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante y partiendo de un

volumen de cultivo de 1 mL.
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5. TECNICAS DE MANIPULACION DE DNA

5.1 Determinacion de la concentracion de DNA

La concentracion de DNA de una solucién se determind espectrofotométricamente
utilizando un Nanodrop (ND-1000 Spectrophotometer). Se determind la absorbancia de
DNA a 260 nm frente a un blanco de agua. La concentracion de DNA de la muestra se
calculd respecto al valor estdndar de Azg=1 para soluciones con 50 ug/mL de DNA de

cadena doble.

5.2 Electroforesis de DNA

La electroforesis de DNA se llev6 a cabo segin Sambrook et al., 1989, utilizando
geles de agarosa preparados en tampon Tris/Acetato/EDTA (TAE) (Tris-base 4,84 g;
acido acetico glacial 1,14 mL; EDTA-Na, 0,5M pH 8, 2 mL y agua hasta 1 litro. Este
tampdn se prepard a partir de una solucion 50 veces concentrada y esterilizada en
autoclave). La concentracion de agarosa usada variaba entre 0,8-2% (p/v) en funcion del
tamafno de los fragmentos que se deseaba separar. Para cada muestra a analizar se
afiadio 3 uL de tampon de carga (0,25% de Bromophenol Blue; 0,25% de Xylen
Cuanol FF, 33% de glicerol, 66,6% de agua autoclavada). Como patrones de peso
molecular se us6 el marcador comercial Wide-Range DNA Ladder 50-10000 bp
(Takara). La separacion se realizo por electroforesis horizontal sumergida a un voltaje
de 5-10 V/cm.

Las moléculas de DNA separadas en el gel se tifieron por inmersion en una solucion
con bromuro de etidio o GelRed (Biotium, Inc.). Tras lavar con agua para eliminar el
exceso de colorante, el DNA se visualiz6 mediante la exposicion del gel a luz
ultravioleta (245 nm). Las imagenes se recogieron con una videocamara acoplada a una

impresora térmica, utilizando el equipo Gel-Doc de BioRad.
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5.3 Recuperacion de fragmentos de DNA de los geles de agarosa
Para la extraccion de DNA de agarosa se utilizo el sistema comercial “QlAquick Gel

Extraction Gel” (QIAGEN, ref. 28706), siguiendo las instrucciones del fabricante.

5.4 Digestion de DNA con enzimas de restriccion

Las digestiones de DNA con enzimas de restriccion se realizaron en las condiciones
Optimas para cada enzima indicadas por el fabricante. Las reacciones contenian
habitualmente 0,5-10 pg de DNA, 0,1 volumenes del tampon de restriccion
correspondiente suministrado por la casa comercial (10 veces concentrado) y 0,5-1
unidades del enzima de restriccion, en volimenes finales de 20 uL. completados con
agua bidestilada esteril.

Las digestiones de plasmidos se llevaron a cabo incubando las mezclas de reaccion

durante 2 horas a la temperatura indicada por el fabricante.

5.5 Ligacién de DNA

Para la ligacion de moléculas de DNA se partié de plasmidos lineales (pMBL-T®) o
linearizados por digestion con enzimas de restriccion en sitios compatibles para la
ligacién. En aquellos casos en los que el vector se lineariz6 con enzimas de restriccion,
éste se tratd con fosfatasa alcalina para evitar su recircularizacién. Para ello al DNA
lineal se le afadi6 1 unidad de fosfatasa alcalina (Roche Applied Science, ref.
04898133001) por cada 5-10 pmoles de extremos 5°. A la mezcla se le afiadio 0,1
volimenes de tampon de defosforilacion suministrado por el fabricante y se incubo
durante media hora a 37 °C. Finalmente la reaccion se detuvo por calor (10 minutos a 65
°C).

Para llevar a cabo la ligacion, el vector lineal y el fragmento de DNA

correspondiente se mezclaron en una proporcion adecuada. Se afiadi6 también 0,1
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volumen de tampon de ligacion (suministrado por el fabricante) y una unidad de DNA
ligasa del fago T4 y se llevo a un volumen final de 10-15 uL con agua bidestilada
estéril. La mezcla se incubd a 16 °C durante 12-14 horas, tras las cuales se introdujo en

la cepa adecuada por alguno de los métodos descritos en el apartado 10.

5.6 Reaccion en cadena con DNA polimerasa (PCR)

Este método se utilizé para el analisis de las colonias obtenidas tras la transformacion
de ligaciones y para la amplificacion de fragmentos a los que se les afiadio sitios de
restriccion adecuados flanqueando los fragmentos de DNA de interés. La reaccion
estandar de amplificacion contenia: DNA molde (0,2 ng de DNA cromosémico o 10ug
de DNA plasmidico), oligonucle6tidos (25-50 moles), 0,1 volimenes del tampon de la
Taq DNA-polimerasa (KCI 50mM, MgCl, 1,5mM, Tris-HCI 10mM, pH 9), dNTPs 25-
50 pg de cada uno, Taq DNA-polimerasa 0,1 U/25 pL y agua hasta un volumen final de
25 puL.

Las condiciones estandar de la reaccion de amplificacion fueron las siguientes: tras
una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 2 min, se realizaron 30 ciclos en las
siguientes condiciones: 30 s a 94°C, 1 min a la temperatura de hibridacién y 1 min por
cada kb del fragmento que queremos amplificar a 72°C, tras los cuales se hizo una
extension final a 72°C durante 7 min. La temperatura de hibridacién vari6 en funcion de
la temperatura de fusion de los oligonucle6tidos utilizados.

Los productos de amplificacion se purificaron utilizando el sistema comercial
“OlAquick Gel Extraction KitK” (QIAGEN, ref. 28704) para eliminar los

oligonucle6tidos y dNTPs incorporados.
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Tabla 3. Oligonucle6tidos utilizados en este trabajo.

Enzima de
Nombre Secuencia (5°2>3’) o Construccion
restriccion
phnA+1 CTGTCGGCGTGGAAATC +1
phnA int+1-F GTCAATGCTAGCCAGTCC +1
phnA int+1-R GAGTGGTGTCGCCGCT +1
phnAl-K GGGGTACCGCCACGATGTGCTGCCAGGC Kpnl Mutante de pahA
phnAl-B CGGGATCCCTGTCGGCGTGGCAAATCTG BamHI Mutante de pahA
phnA2-B CGGGATCCGACGATCTTGGATTGCAGTT BamHI Mutante de pahA
phnA2-S GCCTGCAGATGTTCTCTCCGATGTTG Pstl Mutante de pahA
1956-F CGTGCGATTTTGCTGGTG Mutante de pahR
1956-R GCGATGCAGGTTGCCGGC Mutante de pahR
TodST for CCCCGCGGGGATGATACGAGGGCGTATG Sacll pKST-1
TodST rev AAGGATCCACTATTCCAGGCTATCCTTG BamHI pKST-1
GFP for GGAAGGATTGTAATTATGAGTAAAGGAGAA pKST-1
GFP rev AAGGATCCCTATTTGTATAGTTCATCCA BamHI pKST-1
Ptodx for AAACTAGTGGTCTGAGGTTTTCATCGAC Spel pKST-1
Ptodx rev TTCTCCTTTACTCATAATTACAATCCTTCC pKST-1
PhnR AAGGATCCTCAGCGCTCCGGCG BamHI pKSN-1
PphnS TTAAGCTTCACCGATCGATTGAC Hindlll pKSN-1
phnAc-F CCGCGGAATAGGAGACAGACGATGGATACTA Sacll pKSN-3
phnAd-R CCCCGATATCTCACAGAAAAATCAGCATAT EcoRV pKSN-3
[LVA]N for TTAAGCTTATGCGTAAAG GAGAAGA Hindlll pKSN-2
CHY for GGAATTCTTCAATCCCACTTGCATAGC EcoRl pKSPA-1
CHY rev AACTGCAGGGCTCTCTCCGGTTTCACG Pstl pKSPA-1
pPKSPA3-
Pr1956-F GGAATTCGATCGACTTCGGTCTGG EcoRlI
Ppanr::lacZ
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Enzima de
Nombre Secuencia (5°2>3’) Plasmido
restriccion
Pr1956-R CCGCGGCCGC TACCGCCCGATCTTTTC Notl pKSPA-3
Rbs-1956-F CCCCGCGGACACATAATTTGAGTATG Sacll pPKSPA-4
1956-R CCCCGATATCTACCGCCCGATCTTTTCC EcoRV pKSPA-4
[LVA]P for AACTGCAGATGCGTAAAG GAGAAGAA Pstl pKSPA-2
[LVA] rev AAACTAGTTAAGCTACTAAAGCGTAGT Spel pPKSPA-2
Pr1956-2-R AACTGCAGCTCAAATTATGTGTAGAG Pstl Ppanr::lacz

5.7 Preparacion de RNA, RT-PCR y RACE

Novosphingobium sp. HR1a se crecié durante una noche en medio minimo M9 con

glucosa. Entonces, las células se diluyeron 100 veces en medio fresco hasta que los

cultivos alcanzaron una turbidez de aproximadamente 1 a 660 nm.

Las células se recogieron mediante centrifugacion (5000 x g durante 10 minutos) y se

procesaron para el aislamiento de su RNA de acuerdo con el método de Marques et al.,

(1993).

5’RACE se hizo utilizando el 5° RACE System for Rapid Amplification of cDNA

Ends, Version 2.0 (InvitrogenTM), utilizando 5 pg de RNA y los oligonucleédtidos

phnA+1, phnA int+1-F y phnA int+1-R.

6. TRANSFERENCIA DE PLASMIDOS

6.1 Transformacion por choque térmico

Existen una serie de estrategias que nos permitan introducir plasmidos o fragmentos

de DNA, en células que han sido tratadas previamente mediante una serie de técnicas
que las hacen susceptibles de admitir DNA extrafio, adquiriendo un estado que se

denomina competente. Estas estrategias se llevan a cabo en cepas de E. coli.
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6.1.1 Preparacion de células competentes

Para preparar celulas competentes partimos de un método derivado del escrito por
Cohen et al., 1972.

Partimos de un cultivo que haya estado creciendo durante 12 h a 37°C con agitacion,
en LB. De este se inocularon 0,5 mL 100 mL de LB. Cuando el cultivo alcanza una
densidad 6ptica de 0,4-0,5 se recogieron las células mediante centrifugacion a 4°C y se
resuspendieron en 50 mL de una solucién de CaCl, 0,1 M. Las células se incubaron
durante una hora en hielo en camara fria y con agitacion orbital. Transcurrido ese
tiempo se volvieron a recoger las células por centrifugacion y se resuspendieron en 10
mL de CaCl, dejandose una hora mas en agitacion. Finalmente se afiadié glicerol hasta
el 20% (v/v) y se prepararon alicuotas de 0,2 mL en tubos eppendorf. Las células se

guardaron a -80 °C un méximo de tres meses.

6.1.2 Transformacién

Se siguid el método descrito por Nishimura et al., (1990). Una alicuota de la
suspension celular preparada anteriormente, mantenida a -80 °C, y a la que se le afiadio
el DNA plasmidico que queriamos transformar, se dejo en hielo durante 20 min. Pasado
este tiempo, se aplico un choque térmico a la mezcla sometiéndola a 37 °C durante 30-
40 segundos y luego en frio durante 2 min. Posteriormente se afiadié 1 mL de medio LB
y se incubd a 37°C durante 1 h con agitacion a 200 rpm. Durante este tiempo tiene lugar
la expresion de genes, entre los que se encuentran los de resistencia al antibiotico del
plasmido introducido. Las células transformantes se seleccionaron recreciéndolas en

placas de LB con el antibi6tico adecuado durante 12 h a 37°C.
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6.2 Electrotransformacion

6.2.1 Preparacion de células electrocompetentes

El método utilizado es una modificacion del descrito por Choi et al., (2006).

Se recogié 1 mL de cultivo crecido en LB durante 12 h a 30°C. Seguidamente se
hicieron tres lavados para eliminar las sales del medio, para ello las células se
centrifugaron a 12000 rpm 1 min y se resuspendieron en agua estéril. Después de los
lavados, las células se resuspendieron en 40 pL de agua estéril y se mantuvieron en

hielo hasta el pulso eléctrico.

6.2.2 Electroporacion

Se afladieron 10-50 ng de DNA plasmidico a las células electrocompetentes. Se
dejaron 1 minuto en hielo y posteriormente se transfirieron a una cubeta de
electroporacion de 1 mm de anchura previamente enfriada. La muestra se sometio a un
pulso eléctrico de 18 kV/cm en un electroporador modelo EC100 (E-C Apparatus
Corporation). Rapidamente se resuspendieron en 1 mL de medio SOC y se incubaron a
30 °C y 200 rpm durante dos horas. Las células transformantes se seleccionaron

recreciéndolas en placas de LB con el antibiético adecuado durante 12 h a 30°C.

6.3 Transferencia por conjugacion

Para la conjugacion bacteriana de la cepa Alcanivorax borkumensis SK2 se utilizo el
método descrito por Sabirova et al., 2006.

Se incubo la cepa A. borkumensis a 30°C en medio ONR7a hasta que se alcanzo la
fase estacionaria y las células se centrifugaron a 3200 rpm a 4°C. El cultivo donador de
E. coli (DH5a) y el “ayudante” HB101 (pRK600) se cultivaron durante toda la noche a

37°C en medio LB con sus antibidticos correspondientes. Estos se centrifugaron a 3200
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rpm a 4°C y se lavaron con cLB. Seguidamente se resuspendieron en 1 mL de cLB en
las siguientes proporciones: Donador 1: Receptor 4: Ayudante 2.

Posteriormente se mezclaron y se depositaron en un filtro milipore desmontable
estéril de 0,22 um de diametro de poro en una placa de cLB sélido y se incubaron de 7 a
8 horas a 30 °C.

Después se paso el filtro a un tubo con 1 mL de ONR7a y se agit6 hasta que las
bacterias se separaron del filtro. Posteriormente, se hicieron diluciones y se sembraron
100 pl de cada dilucion y de la solucion original en medio selectivo

(ONR7a+agar+antibiético selectivo). Por ultimo se dejo incubar a 25°C.

7. CRECIMIENTO EN PAHs Y DEGRADACION DE PAHs

La bacteria Novosphingobium sp. HR1a se cultivo durante la noche en medio minimo
M9 junto con glucosa como fuente de carbono. El dia anterior a la inoculacién se
prepararon matraces conteniendo 25 mL de medio minimo M9y 2,5 mg de PAHs para
obtener la maxima disolucion de PAHSs (la solubilidad de estos en agua es baja) y
trabajar en condiciones de saturacion.

Los hidrocarburos aromaticos monociclicos se afiadieron a una concentracion de 0,5
mM, con la excepcion de salicilato que mostrd ser toxico a esta concentracion. En este
caso, el salicilato se afiadio a 0,1 mM durante los primeros 3 dias.

Los matraces se inocularon para alcanzar D.Oggonm de 0,1 y se cultivaron a 30 °C en
agitador orbital (200 rpm). Se tomaron muestras a diferentes tiempos para medir la

turbidez del cultivo y densidad celular.

8. CINETICA DE MUERTE CON TOLUENO

Para el estudio de la tolerancia a disolventes de Alcanivorax borkumensis SK2,

Pseudomonas putida KT2440 y Pseudomonas putida DOT-T1E se crecieron las cepas
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durante una noche y al dia siguiente se diluyeron a una D.O de 0,1 en medio marino
ONR7a con piruvato sodico (1 %) en el caso de A. borkumensis SK2 y en LB en el caso
de las Pseudomonas. Se crecieron hasta una fase aproximadamente a mitad de la
exponencial (D.0=0,6) y se dividieron en tres matraces: se afiadié 0,1 % y 0,2 % (v/v)
de tolueno a dos matraces y el tercero se mantuvo como control. Se tomaron muestras a
0, 15 y 30 minutos después de la adicion de tolueno y se sembraron diluciones para

obtener el nimero de células viables.

9. CONSTRUCCION DE LAS CEPAS MUTANTES EN pahA y pahR

Para la construccion del mutante de pahA en Novosphingobium sp. HRla se
amplificaron dos fragmentos del gen: un fragmento de 620 pb utilizando los
oligonucleoticos phnAl-K, phnAl-B que contenian las dianas de restriccion Kpnl y
BamHI respectivamente y un fragmento de 710 pb con los oligonucle6tidos phnA2-B y
phnA2-S que contienen los sitios de restriccion BamHI y Pstl respectivamente. Estos
dos fragmentos se cortaron con las enzimas de restriccion que llevaban incorporadas y
se clonaron en pGEM-Zf previamente cortado en las Kpnl y Pstl. El plasmido resultante
se transformo en E. coli. DH5a. Tras la comprobacion del plasmido, éste se cortd con
BamHI y se ligo con el fragmento Q-Kam del plasmido pHP45QKm (Prentki y Krisch,
1989) que habia sido cortado previamente con la misma enzima y extraido de gel. La
construccion resultante, que contenia dos fragmentos del gen pahA interrumpidos con el
gen de resistencia a kanamicina se electroporaron en Novosphingobium sp. HR1a. Se
seleccionaron las cepas resistentes a kanamicina y tras comprobacion por Southern blot
se eligid una cepa transconjugante en la que se habia incorporado el marcador de

resistencia por doble recombinacion.
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En el caso del mutante de pahR en Novosphingogium sp. HR1a se amplifico un
fragmento de 301 pb a partir de DNA gendmico de Novosphingobium sp. HR1 usando
los oligonucledtidos 1956-F y 1956-R.

Este fragmento fue clonado en el pldsmido pMBL-T e introducido en E. coli por
transformacion. Este plasmido fue digerido con BamHI1 y el casete Q-Km del plasmido
pHP45QKm (Prentki y Krisch, 1989) que, previamente habia sido digerido con BamHl,
fue ligado en estos plasmidos. EI plasmido resultante se electropord en
Novosphingobium sp.HR1a. Los transformantes que llevaban el plasmido integrado en
el cromosoma mediante recombinacién homoéloga se seleccionaron en placas de LB con

kanamicina y se comprobaron por hibridacion Southern Blot.

10. CONSTRUCCION DE LOS SISTEMAS BIOREPORTEROS

10.1 Bioreportero de hidrocarburos aromaticos monociclicos (pKST-1)

En primer lugar, se amplificaron por separado los genes todST (utilizando los oligos
TodST for y TodST rev), el promotor Pygx de P. putida DOT-T1E (con los oligos
Ptodx for y Ptodx rev) y el gen de la proteina verde fluorescente (con oligos GFP for y
GFP rev), gfp, del plasmido pGreen-TIR (Miller et al., 1997). Posteriormente, mediante
PCR solapante se amplifico el fragmento Pygx::gfp usando como molde los productos
de PCR obtenidos anteriormente (Pwgax Y gfp) y con los oligos Ptodx for y GFP rev. Por
ultimo, los amplicones correspondientes a 1os genes todST y a la fusion Pygy::gfp se
cortaron con las enzimas Sacll, BamHI y Spel, BamHI respectivamente y se se
introdujeron en el plasmido pSEVA438 cortado previamente con Sacll y Spel,

resultando el plasmido pKST-1 (Figura 1).
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Figura 1. Estrategia para la construccién del sistema bioreportero de hidrocarburos aromaticos

monociclicos pKST-1.

10.2 Bioreportero de naftaleno y derivados (pKSN-1)

Para la construccion del biosensor y con la idea de introducirlo en diferentes cepas
hospedadoras, se amplifico la proteina reguladora PhnR junto con el promotor Ppnns
procedente de Burkholderia sp. MS3 por PCR con oligonucledtidos disefiados con sitios
diana para las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll (PphnS for y PhnR rev).
Posteriormente este fragmento se cort6 con éstas enzimas de restriccion y se cloné en el

plasmido pSEVA637 que habia sido previamente cortado con las mismas enzimas
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(Silva-Rocha et al., 2013), quedando fusionado este promotor con la proteina verde
fluorescente que ya se encontraba previamente en pSEVA637 obteniendose el plasmido
pKSN-1 (Figura 2).

Hindlll

I:)phnS gfp

Figura 2. Esquema del sistema bioreportero pKSN-1 de naftaleno y derivados

10.3 Bioreportero sistemas heterdlogos de naftaleno y derivados (pKSN-3)

En primer lugar se amplifico la dioxigenasa phnAcAd procedente de Burkholderia sp.
MS3 mediante PCR con oligonucledtidos disefiados con sitios diana para las enzimas de
restriccion Sacll y EcoRV (con los oligos phnAc-F y phnAd-R mostrados en Tabla 3).
Este fragmento se cortd con las enzimas indicadas y se clon6 en el plasmido pSEVA438
que habia sido previamente cortado Sacll y Smal (extremo romo). El plasmidos
resultante se cortd con Pacl y BamHI para obtener el fragmento XylS-Py,-PhnAcAd y
que se introdujo en el plasmido pKSN-1 previamente cortado con las mismas enzimas,

dando como resultado pKSN-3.
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Figura 3. Esquema del sistema bioreportero pKSN-3 de naftaleno y derivados para sistemas heter6logos.

10.4 Bioreportero de naftaleno y derivados con GFP inestable (pKSN-2)

En primer lugar se amplifico la GFP inestable, del plasmido pGfLR1 proporcionado
por el grupo de Victor de Lorenzo, mediante PCR con los oligonucleétidos [LVA]N for
y [LVA] rev disefiados con sitios diana para las enzimas de restriccion Hindlll y Spel y
se clono en el plasmido pGEM-T. El plasmido resultante se cortd con estas enzimas de
restriccion y el fragmento con la GFP fue extraido de gel y clonado posteriormente en el
plasmido pKSN-1 al que previamente, mediante digestion con Hindlll y Spel, se le
habia extraido la GFP estable, dando como resultado el plasmido pKSN-2 (Figura 4).

HindlIll
Spel

Ponns | gfp[Iva

Figura 4. Esquema del sistema bioreportero pKSN-2 de naftaleno y derivados con GFP inestable.
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10.5 Bioreportero de hidrocarburos aromaticos policiclicos (pKSPA-1)

Se procedio a la amplificacion mediante PCR el promotor Ppaa con los
oligonuclettidos CHY for y CHY rev (Tabla 3) disefiados con sitios diana para las
enzimas de restriccion EcoRI y Pstl. Este amplicon se cortd con las enzimas de
restriccion mencionadas y se fusiond posteriormente con gen que codifica la proteina
verde fluorescente (GFP) que se encontraba en el plasmido pSEVA637 que habia sido
previamente cortado con las mismas enzimas de restriccion (Silva-Rocha et al., 2013)

(Figura 5).

I:)pahA gfp

EcoRlI Pst

Figura 5. Esquema del sistema bioreportero pKSPA-1 de PAHSs.

10.6 Bioreportero de hidrocarburos aromaticos policiclicos para expresion
heterdloga (pKSPA-3)

Se amplificd mediante PCR el gen regulador phaR con su promotor nativo Pgnar CON
los oligonucledtidos Pr1956-F y Pr1956-R disefiados con sitios diana para las enzimas
de restriccion Notl y EcoRI (Tabla 1) y tras la correspondiente digestion, se cloné esta
construccion en pKSPA-1 que habia sido previamente cortado con las mismas enzimas
de restriccion obteniendo el plasmido pKSPA-3 (Figura 6).

EcoRl  Pstl

I:)DahR I:)DahA gfp

EcoRlI

I
Notl

Figura 6. Esquema del sistema bioreportero pKSPA-3 para la deteccidn de PAHSs en sistemas heter6logos.
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10.7 Bioreportero de hidrocarburos aromaticos policiclicos con expresion
regulada por XylS-Pm (pKSPA-4).

En primer lugar se amplifico el regulador phaR con los oligos Rbs-1956-F y 1956-R
disefiados con sitios diana para las enzimas de restriccion Sacll y ECORV y el amplicén
resultante se fusiond al promotor Pn, cuya expresion esta regulada por XylS y la
presencia de benzoato. Este sistema regulador (XylS-Pm) estd presente en el plasmido
pSEVA438 (ver Capitulo 2), en el que se introdujo también la fusion Pynaa::gfp cortado
con las enzimas de restriccion EcoRl y EcoRV obteniéndose el plasmido pKSPA-4

(Figura 7).

gfp P phaA
|

Sacll EcoRV EcoRI

Figura 7. Esquema del sistema bioreportero pKSPA-4 para la deteccion de PAHSs en sistemas heterdlogos.

10.8 Bioreportero de hidrocarburos aromaticos policiclicos con GFP
inestable (pKSPA-2)

En primer lugar se amplifico la GFP inestable usando el plasmido pGfLR1 como
molde y los oligonucledtidos [LVA]P for y [LVA] rev disefiados con sitios diana para
las enzimas de restriccion Pstl y Spel. Este amplicon se digirié con las mismas enzimas
de restriccion y se clono en el plasmido pKSPA-1 al que previamente, mediante
digestion con Pstl y Spel, se le habia extraido la GFP estable, dando como resultado el

plasmido pKSN-2 (Figura 7).

I:)DahA gfp [Iva |

Spel

EcoRlI Pst

Figura 8. Esquema del sistema bioreportero pKSPA-2 de PAHs con GFP inestable.
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11. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD B- GALACTOSIDASA

Para estudiar como el promotor Ppana respondia a la presencia de diversos PAHS, se
clond esta region promotora (Ppana), en el plasmido pMP220 que codifica un gen lacZ
sin promotor, dando como resultado el plasmido pHR1a (Ppana::lacZ) (Rodriguez-
Conde et al., 2011).

El promotor Ppanr se amplificd mediante PCR con los oligonucledtidos Pr1956-F y
Pr1956-2-R disefiados con sitios diana para las enzimas de restriccion EcoRI y Pstl y
este amplicon resultante se dirigié con las mismas enzimas de restriccion y se cloné en
el plasmido pMP220.

La medida de la actividad B-galactosidasa se realizd en células permeabilizadas
segun el método descrito por Miller, 1972. Este método se basa en una reaccién
colorimétrica en la que el o-nitrofenil-B-galactopiranésido (ONPG), sustrato incoloro
de la B-galactosidasa, es hidrolizado por el enzima produciendo galactosa y o-nitrofenol.
Este ultimo compuesto es de color amarillo y su concentracion puede determinarse
espectrofotométricamente.

A partir de cultivos celulares incubados a 30°C durante 24 horas se inocularon
nuevos cultivos a una DOgg inicial de 0,1 en medio minimo M9 con glucosa como
fuente de carbono. Inmediatamente se afiadio el inductor, y los cultivos se incubaron a
30°C y agitacion de 200rpm. Se recogieron muestras de 0,1 mL de volumen. Estas
muestras se tomaron a las 5 h (el tiempo en el que se alcanza maxima actividad B-
galactosidasa en el caso de Novosphingobium sp. HR1a) y a las 7,5 h en el caso de
Burkholderia sp. MS3. Para la permeabilizacion de células se uso cloroformo y SDS al
0,1% (p/v), y, posteriormente se afiadieron 800 ul de tampdn Z y se dejaron incubar
durante 1 min a en un bafio a 30 °C, luego se afiadieron 200 pl de ONPG. La mezcla de

reaccion se incub6 a 30 °C durante 5 min, momento en el cual se par6 la reaccion

66



Materiales y métodos

afiadiendo 2 mL de una solucion Na,CO3; 0,5 M. La concentracion de o-nitrofenol se
determind espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 420 nm (As20). También
se midié la absorbancia de cada muestra a 550 nm (Asso) para corregir la contribucién
de turbidez debida al material celular (Rodriguez-Conde, 2011).

Rutinariamente, los ensayos de B-galactosidasa se realizaron por triplicado. La
actividad B-galactosidasa, expresada en Unidades Miller, se calculé de acuerdo con la
siguiente ecuacion:

Actividad f — galactosidasa = Aazo = 1.7 * Asso * 1000
t *V * DOggo

Donde t representa el tiempo de reaccion en minutos y V el volumen de cultivo
recogido en mililitros, en este caso 5 minutos y 0,1 mL respectivamente.
Tampoén Z (pH 7): 60mM Na,HPO,4, 40mM NaH,PO,4, 10mM KCI, 1ImM MgSQO, y
50mM de B-mercaptoetanol.
ONPG: 4 mg/mL de o-nitrofenil-B-galactopirandsido en tampon fosfato 0,1 M pH 7.

Esta solucion se mantuvo estable a 4 °C y en oscuridad.

12. MEDIDA DE LA FLUORESCENCIA

La medida de la fluorescencia producida por los biosensores se realizé mediante un
fluorimetro PTI. El software utilizado fue el programa Felix32 instalado por defecto.

A partir de pre-indculos celulares incubados a 30°C durante 24 6 48 horas,
dependiendo de la cepa empleada, se inocularon nuevos cultivos a una DOggo inicial de
0,1 (lavados previamente con agua o0 ONR7a tres veces) en el medio correspondiente
con glucosa, citrato sédico 6 piruvato sddico como fuente de carbono (dependiendo del
microorganismo). Inmediatamente se afiadio el inductor, y los cultivos se incubaron a
30°C y agitacion de 200 rpm. Las muestras se tomaron a distintos tiempos tras la

adicion del inductor y se midi6 su densidad 6ptica a 660 nm y su fluorescencia
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(unidades obtenidas en conteos por segundo). Para medir esta ultima se utilizaron
cubetas de cuarzo y se ajustaron los cultivos a una densidad Optica de 0,1. Las
frecuencias de emision y excitacion para medir la GFP fueron 510 nm y 485 nm
respectivamente.

Los resultados obtenidos se expresan como fluorescencia relativa, es decir, la
fluorescencia de la muestra con inductor dividida por la fluorescencia del control (cepa

sin inductor).

13. CROMATOGRAFIA DE GASES-ESPECTROMETRIA DE

MASAS

Para analizar los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHSs) y los hidrocarburos
aromaticos monociclicos (BTEX) se utilizo la cromatografia de gases-espectrometria de
masas.

Para los PHAs el método de inyeccion fue DI-SPME con fibra 65um PDMS/DVB y
18mL de muestra en viales de 20 mL. Tras la optimizacion, las condiciones SPME de
extraccion fueron: extraccion a 60°C durante 60 minutos y agitando a 500rpm.
Desorcion a 300°C 10 minutos (tiempo de splitless 4 minutos). Las condiciones GC-MS
fueron: 50°C (1min) >> 11°C/min hasta 325°C (8min). Flujo ImL/min de He. Columna
30m x 0.25mm x 0.25um. Se utilizaron dos métodos para el andlisis de masas. Analisis
en TIC y SIM, Full Scan con rango 100- 300m/z; y analisis en Ms/Ms para las muestras
de menor concentracion.

Para los BTEX fue igual que los anteriores con las siguientes diferencias: HS-SPME
y 10mL de muestra en viales de 20mL. Extraccion a 30°C durante 4 minutos. Desorcién
a 150°C durante 3 minutos (tiempo de splitless 3 minutos). Condiciones GC-MS: 45°C
(3,5min) >>38°C/min hasta 80°C (4min) >> 75°C/min hasta 150°C (6min). Analisis en

TIC y SIM, Full Scan con rango 45-300m/z.
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14. EXPERIMENTOS DE TIERRA

La tierra se preparé mezclando un 59% de arena y un 41% de turba. Dicha mezcla se
homogeneizd y se repartié en vasos de 100 g. Posteriormente, se afiadié a cada uno de
ellos la cantidad correspondiente de gasolina y se procedio a su homogenizacién. Los
vasos se dejaron destapados en la campana de extraccion para que la gasolina se fuera
evaporando a lo largo del tiempo. Para los ensayos de induccion se incubé P. putida
KT2440 en medio minimo M9 con citrato sodico como fuente de carbono durante un
periodo de tiempo de 24 horas. Al dia siguiente este cultivo se diluyé a una densidad
oOptica de 0,1; en 10 mL de medio minimo M9 con citrato sédico como fuente de
carbono al que se afiadio 1 g de tierra. Esta mezcla se incubd 5 horas a 28°C y 200 rpm
de agitacion. Posteriormente, se tomaron 2 mL de esta mezcla y se centrifugaron a 2000
rpm durante 1 minuto, de manera que las particulas de tierra quedaran en el pellet y las
bacterias en el sobrenadante. Se extrajo el sobrenadante y se midio su densidad Optica a
660 nm. Para las muestras que iban a ser medidas en el fluorimetro este sobrenadante se
diluyé a una densidad optica de 0,1.

Para la preparacion de las muestras a analizar con GC-MS se recogieron 2 g de tierra
y se afiadieron 6,5 mL de agua. Esta mezcla se agitd durante 30 segundos en vortex y se
centrifugd a 9500 rpm y temperatura ambiente durante 10 minutos. Se recogid el
sobrenadante y que se analizd6 por GC-MS utilizando la metodologia mencionada

anteriormente.
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Capitulo 1

1. INTRODUCCION

Como se ha expuesto anteriormente, la presente Tesis Doctoral se engloba dentro del
proyecto europeo “Soluciones biotecnoldgicas integradas para combatir derrames de
petroleo marinos” (KilleSpill). Dentro de este proyecto, y entre otras actividades, se
desarrollan herramientas para la biorremediacion de zonas marinas contaminadas y el
seguimiento de la misma. Por tanto, y debido a que se iban a desarrollar distintas
tecnologias, se decidi¢ tratar de usar las mismas cepas marinas que se estaban
utilizando en el consorcio como hospedadores de los biosensores que se debian
construir. Ademas, nos propusimos también introducir los bioreporteros en cepas
hospedadoras ya disponibles en el laboratorio.

Para la evaluacion de las cepas candidatas a ser utilizadas como cepas biosensoras
habia que tener en cuenta los siguientes requerimientos:

- Capacidad de crecimiento en medio marino, ya que uno de los objetivos Gltimos

de la Tesis Doctoral era el desarrollo de biosensores para ambientes marinos.

- Sensibilidad de las cepas a antibidticos ya que para la construccion de los
bioreporteros se disponia en el laboratorio de una bateria de plasmidos con genes
que codifican diferentes resistencias a antibioticos y para poder disefiar el
bioreportero necesitdbamos saber si su seleccion era compatible con el
hospedador.

- Capacidad para ser manipuladas genéticamente, al menos, para poder adquirir los
plasmidos que se iban a construir.

- Y, por ultimo, tolerancia a los compuestos toxicos que deben detectar.

Por tanto, en este primer capitulo se describe la evaluacion de estas capacidades en

las cepas marinas del consorcio Europeo y en otras disponibles en el Grupo de

Proteccion Ambiental de la EEZ (apartado 1 de Materiales y Métodos de la presente
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Tesis Doctoral) para asi seleccionar las mejores candidatas para albergar los sistemas

bioreporteros que se construiran.

2. TASA DE CRECIMIENTO DE BACTERIAS EN MEDIO

MARINO

Se estudio la tasa de crecimiento de las distintas cepas disponibles en el proyecto
KilleSpill en medio marino utilizando las fuentes de carbono recomendadas en la
literatura (Tabla 1, Materiales y Métodos). Estos experimentos se llevaron a cabo, en
primer lugar, en microplacas incubadas a 30 °C con una agitacion de 200 rpm en un
Bioscreen que tomaba datos de densidad Optica cada hora, hasta las 48 h. Para el caso de
Oleispira antartica RB8 se ajustd la temperatura del Bioscreen a 4 °C. Para estudiar el
crecimiento de Cycloclasticus zancles MEQ7 se utilizaron placas de ELISA que se
incubaron en un agitador orbital a 30 °C y 200 rpm. Las densidades oOpticas del cultivo
se midieron en un espectrofotometro de placas ya que la fuente de carbono que se
recomienda es el naftaleno, compuesto muy volatil que puede dafiar el aparato
Bioscreen. Posteriormente se comprobaron todos los datos obtenidos en el Bioscreen

creciendo las distintas cepas en matraces (Figura 1).

10,00
—o— Marinobacter
hydrocarbonoclasticus T8
g 1,00 —&— Alcanivorax borkumensis SK2
o
O
8 Thallassolituus oleivorans MIL-1
a
2 010 —&—Oleispira antartica RB8
—#*—Cycloclasticus zancles MEQ7
0,01
0 10 20 30 40 50
Tiempo (h)

Figura 1. Curvas de crecimiento de distintas bacterias marinas en matraces.
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Como se aprecia en la Figura 1 Marinobacter hydrocarbonoclasticus VT8 presentd
la mejor tasa de crecimiento, alcanzando densidades celulares maximas superiores a 1 a
DOsso a las 8 horas. Thallassolituus oleivorans MIL-1 y Alcanivorax borkumensis SK2
también presentaron buenas tasas de crecimiento en sus sustratos respectivos, aunque
las densidades dpticas fueron algo inferiores a las de M. hydrocarbonoclasticus (Figura
1). Oleispira antartica RB8, y Cycloclasticus zancles MEO7 alcanzaron densidades
Opticas maximas muy bajas (0,26 en 26 horas y 0,25 en 70 horas respectivamente).

Oleiphilus messinensis ME102 utiliza como fuente carbono n-hexadecano que no es
soluble en agua y forma agregados, por lo que las medidas de densidad Optica dieron
una gran variabilidad (datos no mostrados).

A partir de las curvas de crecimiento se calcularon los tiempos de generacion para

cada una de las cepas marinas (Tabla 1).

Tabla 1. Tiempo de generacion de las bacterias marinas.

Cepa Fuente de carbono Tiempo de generacion (h)
Marinobacter hydrocarbonoclasticus, VT8 M276 1,4
Alcanivorax borkumensis, SK2 Piruvato sodico 3,5
Thallassolituus oleivorans, Mil-1 TWEEN 40 1,3
Oleispira antartica, RB8 TWEEN 40 7,5
Cycloclasticus zancles, MEQ7 Naftaleno 12
Oleiphilus messinensis, ME102 n-Hexadecano No determinado

Como se puede observar en la Tabla 1, las cepas con menores tiempos de generacién
fueron M. hydrocarbonoclasticus VT8 y A. borkumensis SK2, 1,4 h y 35 h
respectivamente.

Tras estos estudios descartamos dos cepas que no presentaban las caracteristicas

requeridas para ser hospedadoras. En primer lugar, la cepa C. zancles MEO7, que
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presentaba un tiempo de generacion excesivamente alto (12 h) para ser un buen
biosensor; idealmente se necesita que el cultivo alcance una densidad Optica
relativamente alta en corto espacio de tiempo para tener un nimero de células apropiado
para detectar el compuesto. En segundo lugar, la cepa O. messinensis ME102 que
mostro la formacién de grumos que colapsaron y formaron un deposito en el fondo de la
placa durante su crecimiento, fenémeno que podria alterar el patron de emision de
fluorescencia. Ademas este fenotipo hace que esta cepa pueda presentar problemas en la
electroporacion, transformacion o cualquier otro sistema de manipulacion genética.
También se descartd la cepa M. hydrocarbonoclasticus VT8, porque el medio que
requiere para su crecimiento producia per se una gran cantidad de fluorescencia
(comunicacion personal del Dr. Fernando Rojo).

Dado que el nimero de cepas marinas que podrian ser de utilidad era reducido,
analizamos la capacidad de otras cepas aisladas de ambientes no marinos, disponibles
en el laboratorio (Tabla 1 de Materiales y Métodos), para cultivar en medio marino
artificial (Figura 2). En el caso de Burkholderia sp. MS3 y Novosphingobium sp. HR1a
se utiliz6 glucosa como fuente de carbono, mientras que en el caso de Pseudomonas
putida KT2440 y Pseudomonas putida DOT-T1E se utilizo6 citrato sédico como fuente
de carbono, compuestos que se utilizarian posteriormente como fuentes de carbono en

los ensayos de induccidn para evaluar el comportamiento de los biosensores.
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10
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Figura 2. Curvas de crecimiento de Burkholderia sp. MS3, Novosphingobium sp. HR1a, Pseudomonas

putida KT2440 y Pseudomonas putida DOT-T1E en medio marino ONR7a.

Las cuatro cepas tuvieron tasas de crecimiento adecuadas en medio marino con
tiempos de generacion de 2 h para P. putida DOT-T1E, 4 h para Novosphingobium sp.
HR1ay P. putida KT2440 y 6 h para Burkholderia sp. MS3.

Estas cuatro cepas fueron consideradas como buenas candidatas a ser consideradas
cepas hospedadoras de biosensores ya que muestran buenos tiempos de generacion.
Ademas, las cepas de P. putida han sido ampliamente estudiadas y son facilmente
manipulables genéticamente (Molina et al., 2000; Duque et al., 2007). Los protocolos
de manipulacion genética para las cepas de Burkholderia sp. MS3 y Novosphingobium
sp. HR1a se habian adaptado satisfactoriamente ya en el laboratorio. (Molina et al.,

comunicado personal).

3. ANTIBIOGRAMAS

Para el disefio de los bioreporteros se decidid utilizar los plasmidos de la serie
PSEVA descritos en el grupo de Victor de Lorenzo (Silva-Rocha et al., 2013). Estos
plasmidos presentan una gran versatilidad modular lo que les hace muy adecuados para
llevar a cabo las manipulaciones genéticas necesarias para la construccion de los
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sistemas bioreporteros. Ademas, presentan un origen de replicacion que les permite ser
introducidos en un amplio nimero de huéspedes. Como en las distintas versiones de
estos plasmidos pSEVA hay genes de resistencia a diversos antibiéticos, se realizaron
pruebas de sensibilidad a estos antibioticos con el fin de determinar el mejor vector para
cada posible cepa hospedadora.

Para determinar el patron de resistencias a antibidticos de las cepas marinas
seleccionadas primero se realizaron experimentos de medicion del halo de inhibicion
formado en cultivos en placa en presencia de discos impregnados con distintos
antibioticos (bioMérieux). Una vez determinado el espectro de resistencias Yy
susceptibilidad de las cepas estudiadas, se determiné el efecto de la aplicacion de
diferentes concentraciones de antibidtico a su crecimiento en cultivo liquido. Para ello
se utilizaron tanto el Bioscreen como medios de cultivo en matraces. Estos
experimentos demostraron que O. antartica RB8 poseia una alta resistencia a todos los
antibioticos estudiados, por lo que se descarté como candidata (Tabla 3). Ademas, estos
experimentos determinaron que T. oleivorans MIL-1 era bastante resistente a
cloramfenicol y A. borkumensis, SK2 a kanamicina. Por tanto, los antibiéticos
gentamicina, estreptomicina y tetraciclina eran los mas adecuados para ser utilizados
con estas cepas, aunque las concentraciones inhibitorias de tetraciclina eran mas altas (3

veces) que las utilizadas en el laboratorio para otras cepas (Tabla 2).

Tabla 2. Concentraciones de antibidtico en las que no se observo crecimiento de las cepas (en ug/mL). R

indica resistencia a todas las concentraciones de antibiéticos probadas.

Bacteria Ap Cm Gm Km Sm Tc

Oleispira antartica RB8 R R R R R R
Alcanivorax borkumensis SK2 300 30 >30 >75 50 >30
Thallassolituus oleivorans MIL-1 100 60 10 25 50 30
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Como resultado de estos estudios se determind que tanto las cepas marinas A.
borkumensis SK2 y T. oleivorans MIL-1 seguian siendo iddneas para el desarrollo de
los biosensores, mientras que no lo era la cepa O.antartica RB8.

También se completaron algunos estudios previos de sensibilidad a antibi6ticos de
las cepas terrestres, encontrandose que Burkholderia sp. MS3 y Novosphingobium sp.
HR1a eran sensibles a concentraciones de gentamicina mayores de 30 ug/mL, mientras
que la cepa aislada de aguas residuales P. putida DOT-T1E vy la terrestre P. putida
KT2440 eran sensibles a Sm (150 pg/mL).

Por tanto, para definir el disefio para la construccion de los bioreporteros
requeridos, los plasmidos idéneos fueron el pSEVA638 y pSEVA438 que conferian
resistencia a los antibidticos estreptomicina y gentaminina respectivamente a la cepa

hospedadora (Silva-Rocha et al., 2013).

4. CAPACIDAD DE LAS CEPAS PARA SER TRANSFORMADAS

Por ultimo, se necesitaba saber si las cepas aisladas de ambientes marinos eran
susceptibles de permitir la introduccion de los plasmidos mencionados en este estudio.
Los procesos de transferencia de material genético pueden resultan muy dificultosos en
este tipo de cepas. Debido a que existia informacion sobre las técnicas de transferencia
de plasmidos en A. borkumensis SK2 (Kalscheuer et al., 2007), se decidio continuar los
estudios con esta cepa, descartando la utilizacion de T. oleivorans MIL-1, donde no
existian protocolos de manipulacion genética descritos en la bibliografia. Se llevaron a
cabo experimentos de conjugacion y electroporacion de A. borkumensis SK2, de P.
putida KT2440 y DOT-T1E, Novosphingobium sp. HR1a y Burkholderia sp. MS3,
siguiendo los protocolos mencionados en el apartado de Materiales y Métodos de la

presente tesis doctoral.
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El método mas eficaz para la introduccion de ADN exd6geno en A. borkumensis SK2
fue la conjugaciéon, con wuna frecuencia de transconjugantes de 107
transconjugantes/donador. En el caso de las cepas no marinas el método mas eficaz para
la introduccion de ADN exdgeno fue la electroporacién, obteniendo frecuencias
méximas de 10™ transformantes/pg de ADN. Como se puede observar, la frecuencia de
la conjugacion en A. borkumensis SK2 fue bastante baja, sin embargo, fue suficiente

para introducir los plasmidos necesarios en ella.

5. TOLERANCIA A COMPUESTOS TOXICOS

Por ultimo, era importante comprobar que las cepas que Se usaran cOmo
hospedadoras eran tolerantes, como minimo, a las concentraciones de solubilidad en
agua de los contaminantes a detectar. Por eso se estudio el crecimiento de estas cepas
con sus fuentes de carbono habituales en presencia de estos compuestos partiendo de

una densidad dptica inicial de 0,1 (Tabla 3).

Tabla 3. Tolerancia de las cepas elegidas a distintos compuestos toxicos.

Compuesto/
SK2 MS3 HR1la KT2440 DOT-T1E
Cepa
Naftaleno
+ + + + +
(31,6mg/L)
2-Metilnaftaleno
- + + + +
(24,6 mg/L)
Fenantreno
+ + + + +
(1,6 mg/L)
Tolueno
+ + + + +
(92,14 mg/L)
Benceno
- - - + +
(184 mg/L)
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0-Xileno
- - + + +
(178 mg/L)
Etilbenceno
- - + + +
(150 mg/L)

Como se puede observar en esta Tabla 3, tanto la bacteria marina elegida A.
borkumensis, SK2, como las bacterias del suelo Burkholderia sp. MSS3,
Novosphingobium sp. HR1a, P. putida KT2440 y la cepa aislada de aguas residuales P.
putida DOT-T1E toleraban concentraciones saturantes de los compuestos aromaticos
policiclicos naftaleno y fenantreno y, mientras que A. borkumensis SK2 no toleraba 2-
metilnaftaleno, si lo hacian las otras cuatro cepas estudiadas.

En el caso de los compuestos aromaticos monociclicos, salvo tolueno que era
tolerado por todas las cepas a concentraciones saturantes, todos los demas ejercieron
algun efecto toxico sobre algunas de ellas. Las cepas P. putida KT2440 y DOT-T1E
fueron las Unicas tolerantes a todos los compuestos. Estos compuestos son componentes
basicos y mayoritarios del petréleo y seran los componentes objetivos a detectar por los
biosensores.

Los resultados obtenidos en este capitulo nos muestran que, de la bateria de bacterias
de partida, la cepa marina A. borkumensis SK2, las cepas terrestres Burkholderia sp.
MS3, Novosphingobium sp. HR1a y P. putida KT2440 y la cepa de aguas residuales P.
putida DOT-T1E son los candidatos idoneos para su utilizacion como hospedadoras de
los bioreporteros de compuestos aromaticos a disefiar. La versatilidad de algunas de
estas bacterias (crecimiento tanto en medios marinos como terrestres y tolerancia a
contaminantes) también nos hace presuponer la posible utilizacién de estos biosensores

en una amplia gama de entornos para la deteccion de derrames de petroleo.
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DISCUSION

En este capitulo se muestra la caracterizacion inicial de las cepas bacterianas
candidatas a ser hospedadoras de los diferentes sistemas bioreporteros que se debian
construir para los diferentes objetivos propuestos.

Los requisitos que decidimos identificar fueron, que la cepa creciera en un ambiente
similar a donde se fuera a usar el biosensor, en este caso medio marino con
concentraciones saturantes de contaminantes, y que fueran sensibles a algun antibi6tico
para los que hubiera genes de resistencia en la serie de plasmidos pSEVA (Silva-Rocha
etal., 2013).

Aunque inicialmente se habia propuesto en el consorcio del proyecto KilleSpill que
todos los socios utilizasen las mismas cepas marinas en el proyecto, el analisis del
crecimiento de las mismas en medio marino hizo recomendable el andlisis de otras
cepas disponibles en el laboratorio. Curiosamente, aunque el género Burkholderia se ha
considerado tradicionalmente como terrestre (Coenye et al., 2003) o de agua dulce
(Leff et al., 1995), la cepa utilizada en este ensayo Burkholderia sp. MS3, aislada de
suelo, fue capaz de crecer en el medio marino. Especies pertenecientes a los géneros
Novosphingobium (Jun et al., 2008) y Pseudomonas (Fujinami et al., 2014) si que
habian sido previamente aisladas de entornos marinos y, aunque las utilizadas en este
trabajo proceden de ambientes diferentes, Novosphingobium sp. HRla y P. putida
KT2440 fueron aisladas de suelo y P. putida DOT-T1E de aguas residuales (Molina et
al., 2000; Duque et al., 2007; Rodriguez-Conde et al., 2011), también fueron capaces de
crecer a altas concentraciones de sal, aungque con peores rendimientos que en medios sin
sal, especialmente en el caso de Burkholderia sp. MS3.

El andlisis de la tolerancia a antibidticos demostré que las cepas marinas eran

bastante tolerantes a altas concentraciones de muchos antibioticos, posiblemente debido
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a gque hayan estado en contacto con microorganismos resistentes a antibioticos que les
pueden haber transferido los genes de resistencia (Baquero et al., 2008) y que tan sélo
la estreptomicina y la gentamicina producian inhibicion del crecimiento celular a
concentraciones similares a las usadas en el laboratorio con otras cepas bacterianas.

El siguiente parametro que necesitdbamos conocer era la tolerancia a compuestos
derivados de petréleo de estas cepas, ya que si la cepa hospedadora no es capaz de
crecer o incluso de sobrevivir en presencia de determinadas concentraciones del
contaminante, el biosensor nos daria un falso negativo y, por tanto, no seria Util para la
deteccion del contaminante de eleccion.

En conjunto, los datos obtenidos en este capitulo nos permitieron identificar qué
cepas eran mas prometedoras para la construccion de los biosensores, qué resistencias a
antibioticos debiamos usar en los plasmidos en los que se introdujesen los distintos
elementos del sistema bioreportero y qué cepas podiamos utilizar para la deteccion
especifica de cada contaminante en base a los resultados de toxicidad.

Estos datos constituyeron un punto de partida para la construccion de los biosensores,
aungue como se vera en los sucesivos capitulos, en la selecciéon final de cepas se

tuvieron en cuenta también otros factores méas especificos.
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1. INTRODUCCION

Como se ha mencionado en la Introduccién General de esta tesis, los componentes
del petrdleo crudo y sus derivados mas solubles en agua son benceno, tolueno,
etilbenceno y xilenos (BTEX) (Speight, 1991) y son precisamente éstos los que
constituyen una de las amenazas mas serias y comunes para la salud humana y animal
(ATSDR, 2004). Debido a esta toxicidad, existe una necesidad de detectar su presencia
en la naturaleza (Alberici et al., 2002) y de controlar su biodegradacién mientras esta
ocurriendo (Heitzer et al., 1993). El uso de biosensores es una aproximacion para este
control eficiente, facil de usar y de bajo coste (Belking, 2003).

En este capitulo se describe tanto la construccion, como la caracterizacion de
biosensores para la deteccion de hidrocarburos aromaticos monociclicos tipo BTEX
basados en el sistema de regulacion del operén de degradacion de tolueno (tod) de
Pseudomonas putida DOT-T1E.

P. putida DOT-TL1E posee una ruta de degradacion de tolueno que se organiza en dos
operones, el primero comprende los genes todXFC1C2BADEGIH que codifican las
enzimas necesarias para la conversion de tolueno a intermediarios del ciclo de Krebs,
mientras que el segundo operon incluye dos genes de regulacién, todST (Figura 1).

Ruta meta de degradacidon Sistema de dos componentes

e AL
N I

—
—{X [EDICID B EATDDD [ED[CO T HH SIS i —

Figura 1. Organizacién de los genes tod en el genoma de Pseudomonas putida DOT-T1E (Modificado de

Mosqueda et al., 1999)

El primer paso de la degradacion de tolueno se lleva a cabo por la enzima tolueno
dioxigenasa, enzima codificada por todC1C2BA. Esta enzima consta de tres elementos

funcionales que son: una flavoproteina con actividad reductasa, codificada por el gen
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todA, una ferrodoxina codificada por el gen todB y un tercer componente constituido
por una proteina con centros de hierro y azufre que posee una subunidad grande (todC1)
y otra pequefia (todC2) (Gibson et al., 1990), y cuyo papel es desestabilizar el anillo de
tolueno mediante la introduccién de dos grupos hidroxilo. Tras la formacion del cis-
tolueno dihidrodiol, la enzima cis-dihidrodiol deshidrogenasa (codificada por el gen
todD) reduce NAD" a NADH y oxida el cis-tolueno dihidrodiol a 3-metilcatecol. La
enzima 3-metilcatecol 2,3-dioxigenasa, codificada por el gen todE, transforma el 3-
metilcatecol en 2-hidroxi-6-oxohepta-2,4-dienoato (HOHD). Los genes todFGIH
codifican las enzimas necesarias del paso de HOHD hasta piruvato y acetil-CoA

(Zylstra et al., 1988; Lacal, 2008) (Figura 2).
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Figura 2. Reacciones para la degradacion de tolueno a piruvato y acetil-coA en P. putida DOT-T1E.

Modificado de Zylstra et al., 1988.

El sistema TodS-TodT es un sistema de regulacion de dos componentes codificado
por un operén que se encuentra aguas abajo de los genes estructurales descritos
anteriormente, formando un operon independiente que se expresa de forma constitutiva
(Mosqueda et al., 1999). EIl gen todS codifica una proteina sensor histidin kinasa,
mientras que todT codifica un regulador de respuesta. La sefial (por ejemplo, el tolueno)

es percibida por el sensor histidina quinasa TodS, produciendo su autofosforilacion en
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un residuo conservado de histidina situado normalmente en el extremo C terminal de la
proteina. El fosfato se transfiere entonces desde la histidina hasta un residuo conservado
de aspartato, normalmente encontrado en el extremo N terminal de su regulador de
respuesta afin, TodT. El regulador de respuesta fosforilado, TodT, posteriormente se
une a sus sitios diana de DNA en el promotor Pygx, mediando el control a nivel
transcripcional de los genes estructurales de la ruta degradativa de la tolueno

dioxigenasa, tod (Figura 3) (Lau et al., 1997).

tolueno ATP ADP P P

A i Vi

TodS TodT

1
1

Figura 3. Representacion esquematica de la organizacion y el modo de accion de los sistemas de dos
componentes. El sistema TodS/TodT pertenece al tipo TRTR de las cascadas de fosforilacion. Se indica la
secuencia de la transferencia del grupo fosforilo. tm, region de transmembrana; PAS, dominio sensor de
tipo Per-Arnt-Sim; TR, mddulo transmisor que consta de un dominio de dimerizacién/histidina
transferidora de fosforilo y un dominio catalitico; RRR, dominio receptor regulador de respuesta; HPT,
histidina que contiene un dominio de transferencia de fosforilo; DNA-b, dominio de union a AND. (Silva-

Jiménez et al., 2012).

Lacal et al., 2006 identificaron el perfil de efectores del sistema TodS-TodT
mediante el estudio de la induccién del promotor de todX, Pax, fusionado al gen lacZ
(Figura 4). Los datos indicaron que compuestos aromaticos monociclicos substituidos
con cadenas alquilicas cortas, como es el tolueno (-CHs), aumentan significativamente
la activacion de Pygx, mientras que las compuestos aromaticos monociclicos sustituidos
con cadenas alquilicas mas largas (etilbenceno, n-propilbenceno) eran incapaces de
inducir la expresion de Pygx. Los derivados sustituidos con grupos cloro-, bromo- y

fldor fueron capaces de inducir el sistema, aunque con menos eficiencia que el tolueno.
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Busch et al., 2007 demostraron que el o-xileno era un antagonista del sistema, ya que se
unia a TodS pero no inducia el sistema, por lo que disminuia la expresion del operén tod

en presencia de tolueno.
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Figura 4. Induccion del Pygx por TodS-TodT en respuesta a un amplio rango de aromaticos. P. putida
DOT-TLE con el plasmido Pyqx::lacZ se cultivé en medio M9 con 1 mM del efector indicado. Cuando la
turbidez de los cultivos fue de 0,8 se midio la actividad B-galactosidasa. Los compuestos probados que no

indujeron el sistema fueron: o-xileno; m- y p-etiltolueno; o-, m- y p-nitrotolueno; o-cloro-, o-, m-y p-

iodotolueno; propil-, butil- e isobutilbenceno; 1,2,3-, 1,3,5-, 1,2,4-trimetilbenceno y benzamida. T,
tolueno; B, benceno. (Lacal et al., 2006). Las barras de error significan la desviacion estandar de tres

repeticiones de experimentos.

El objetivo de este capitulo fue la construccion de un biosensor que detectase
compuestos de BTEX en medios ambientales, idealmente en muestras marinas y
terrestres. Debido a la necesidad de introducir el sistema bioreportero en sistemas
heter6logos, que no poseen los genes todST en su genoma, se decidié construir el

bioreportero expresando las proteinas reguladoras TodST mencionadas anteriormente y
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el promotor Pygx fusionado a la proteina fluorescente verde. Esta proteina fluorescente
no necesita de ningun reactivo exdgeno para producir fluorescencia (Tsien, 1998), lo
que supone una gran ventaja a la hora de emplear sistemas biosensores eficientes para la

determinacién de contaminantes en muestras ambientales.

2. FUNCIONAMIENTO DEL SISTEMA BIOREPORTERO

En su forma mas simple un sistema bioreportero consta de una/s proteina/s
reguladora/s y un promotor regulado que controla la expresion de un gen reportero. Se
decidi6 expresar los genes todST a partir del promotor constitutivo, Py, € incluir en la
construccion la proteina reguladora XylIS del plasmido pWWO (Spooner et al., 1986).
Este sistema de regulacién esté incluido en el plasmido pSEVA438.

El funcionamiento del sistema bioreportero pKST-1 se esquematiza en la Figura 5.
A pesar de que la expresion de todST se encuentra bajo el control del promotor Py,
(inducible por benzoato o 3-metilbenzoato), el nivel de transcripcion basal de este
promotor es suficiente para permitir la induccién del sistema y, por tanto, no fue
necesario el uso de benzoato, ni 3-metilbenzoato en los experimentos de induccion (ver
punto 4.1 Concentracion necesaria de benzoato). En presencia del efector (por ejemplo,
tolueno) las proteinas TodST se activan, siendo TodT capaz de unirse al promotor Pigx

induciendo la expresion de la proteina de GFP (Figura 5).

Tolueno %

P todX

Figura 5. Esquema del funcionamiento del plasmido pKST-1.
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Este plasmido se introdujo en P. putida KT2440 y se ensay6 su funcionamiento en
respuesta a una concentracion baja, no téxica, de tolueno (18 mg/L). En ausencia del
inductor, los niveles de fluorescencia de cultivo fueron de 41.885 conteos por segundo,
mientras que en presencia de tolueno los niveles aumentaban hasta valores de 610.001
conteos por segundo. Estos resultados confirmaron el buen funcionamiento del

biosensor y, por tanto, esta construccion fue utilizada en sucesivos experimentos.

3. CONSTRUCCION DE LAS CEPAS BIOSENSORAS DE BTEX

Como se ha mencionado anteriormente, el objetivo Gltimo de este trabajo era la
deteccion de compuestos de BTEX presentes en contaminaciones de distintos entornos
(terrestres y marinos), por ello es necesario utilizar cepas bacterianas capaces de crecer
en estos habitats. Por otro lado, este tipo de compuestos muestra una gran toxicidad para
toda forma de vida. En concreto, el hidrocarburo aromatico monociclico mas abundante
en petrdleos, gasolinas y gasoil es el tolueno (NRC, 1985; Speight, 1991), compuesto
extremadamente toxico para los microorganismos. El tolueno, y en general muchos
disolventes organicos toxicos, se intercala en las membranas bioldgicas
desestabilizandolas, causando la fuga de proteinas, lipidos e iones y la interrupcion del
potencial de la membrana celular. Como consecuencia de todo esto, se produce el
colapso de la sintesis de ATP que, junto con otras lesiones, lleva a la muerte celular
(Smet et al., 1978). Las cepas biosensoras para este tipo de compuestos deben mostrar,
por tanto, una cierta tolerancia a disolventes organicos.

De la bateria de bacterias descritas en el capitulo anterior, se seleccionaron tres cepas
en las que se introdujo el plasmido pKST-1. Como buena colonizadora de suelo se
seleccion6 Pseudomonas putida KT2440 (Molina et al., 2000), que a su vez es tolerante
de forma moderada a BTEX (Segura et al., 2003, Rodriguez-Hervas et al., 2007). Como

cepa colonizadora de aguas dulces Pseudomonas putida DOT-T1E, que es una cepa
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procedente de aguas residuales y altamente tolerante a BTEX (Duque et al., 2007).
Como cepa marina se selecciond Alcanivorax borkumensis SK2, de la que se conocia su
capacidad de degradar alcanos (Yakimov et al., 1998) y que era algo tolerante a
alcoholes y fenoles (Naether et al., 2013), pero que en el capitulo anterior se demostro

que también tenia tolerancia a concentraciones saturantes de tolueno.

3.1 Tolerancia de las cepas a disolventes organicos

Debido a la importancia del caracter de tolerancia a disolventes organicos en la
construccion de biosensores para este tipo de moléculas, el paso siguiente de este
trabajo fue estudiar de manera mas detallada la supervivencia de las cepas seleccionadas
en presencia de distintas concentraciones de BTEX. Se eligié el tolueno como
compuesto modelo y se expusieron las tres cepas seleccionadas a un chogue con
distintas concentraciones de este compuesto (0,1% y 0,2 % v/v). La adicion repentina de
este tolueno a una concentracion de 0,1% no tuvo efecto en la supervivencia de ninguna
de las tres cepas (datos no mostrados). Sin embargo, 15 minutos después de la adicién
del disolvente (0,2% v/v) el nimero de células vivas de A. borkumensis SK2 cay0 por
debajo de nuestro limite de deteccién (<107 células por mL) (Figura 6A). En el caso de
P. putida KT2440, y aunque a 15 minutos después de la adiciéon de 0,2% (v/v) tolueno
habfa 10 células viables por mL, a los 30 minutos de la adicién de tolueno el niimero
de células viables disminuyd por debajo de nuestro limite de deteccion (Figura 6B). El
100% de las células de P. putida DOT-TLE resistieron el choque del 0,2% (v/v) de
tolueno (Figura 6C). Por tanto, se pudo concluir que A. borkumensis SK2 y P. putida
KT2440 solo eran capaces de tolerar concentraciones moderadas de tolueno; esto es un
factor importante ya que la deteccion de compuestos toxicos por los biosensores

necesita tener en cuenta el rango de concentracién en el cual las células son viables.
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Figura 6. Supervivencia de Alcanivorax borkumensis SK2 (A), P. putida KT2440 (B) y P. putida DOT-

T1E (C) después de un choque de tolueno de 0,2% (v/v). Los simbolos cerrados y linea continua

corresponden a la muestra con tolueno y los simbolos abiertos y linea discontinua corresponden a la

muestra control, sin tolueno. Las barras de error significan la desviacion estandar de tres repeticiones de

experimentos.

3.2 Estabilidad del plasmido pKST-1

El que el sistema bioreportero se encuentre en un plasmido y no en el cromosoma

tiene algunas desventajas, como pudiera ser la necesidad de la existencia de una presién

selectiva constante para asegurar la conservacion del plasmido (Rice et al., 1995).

Debido a esto se llevaron a cabo ensayos de estabilidad del plasmido pKST-1 en P.

putida KT2440, P. putida DOT-T1E y A. borkumensis SK2 (Figura 7).

El plasmido pKST-1 mostr6 ser muy estable en P. putida KT2440; después de 100

generaciones sin presion selectiva (ausencia del antibidtico Sm) este plasmido se
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encontraba presente en el 99% de la poblacion. El plasmido pKST-1 es también muy
estable en P. putida DOT-T1E; después de 100 generaciones sin presion selectiva el
95% de las células mantenian este plasmido. En el caso de A. borkumensis SK2, se
observé una disminucion proporcional de las células que contenian plasmido al
aumentar el nimero de generaciones. Sin embargo, en el numero de generaciones
necesario para llevar a cabo los experimentos de fluorescencia (menos de 10) el
plasmido fue estable (al menos el 95% de las células fueron portadoras de pKST-1); por
tanto se puede concluir que los tres biosensores pueden usarse en condiciones de campo

en ausencia de antibiético.
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Figura 7. Estabilidad del plasmido pKST-1 en P. putida KT2440 (triangulos), P. putida DOT-T1E
(circulos) en medio LB y A. borkumensis SK2 (cuadrados) en medio marino ONRY. Las barras de error

significan la desviacion estandar de tres repeticiones de experimentos.

4.- OPTIMIZACION DEL BIOSENSOR

Los parametros mas importantes que deben medirse y optimizarse en un biosensor
son el tiempo de exposicion al inductor, es decir, el tiempo que necesita el biosensor
para detectar dicho compuesto, los limites de deteccidn y saturacion y la especificidad a

los compuestos que se quieren detectar (Hynninen et al., 2010).
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El tolueno es el BTEX mas abundante en muestras ambientales contaminadas con
petrdleo, gasoil y gasolina (NRC, 1985; Speight, 1991). Debido a esto, este compuesto

ha sido utilizado como modelo para optimizar el funcionamiento del biosensor.

4.1 Concentracion necesaria de benzoato

El benzoato es un inductor del promotor P, (Kessler et al., 1993) incluido en el
vector pSEVA438 y que, por lo tanto, para inducir la expresion de las proteinas
reguladoras TodS-TodT del bioreportero pKST-1 seria necesario su adicion al medio de
cultivo (Silva-Rocha et al., 2012). Para determinar la concentracién de este compuesto
méas adecuada para la dptima expresion del sistema, se cultivd P. putida KT2440
(pKST-1) en medio minimo M9 con citrato sédico como fuente de carbono, con tolueno
(83 mg/L) y diferentes concentraciones de benzoato (Figura 8). Como se puede
observar en la Figura 8, el aumento de la concentracion de benzoato no afecto a la
induccidon de la produccion de fluorescencia por tolueno; no se observaron diferencias
significativas de expresion relativa de la GFP en presencia de benzoato 144 mg/L y 432
mg/L. Curiosamente, en ausencia de este compuesto y en presencia de tolueno, la
induccidn del sistema fue mayor que en presencia de benzoato, indicando una posible
interferencia de este compuesto con el funcionamiento del biosensor, aunque no debe
ser una interferencia directa ya que se ha descrito que el benzoato no se une a TodS
(Busch et al., 2007). Sin embargo, P. putida KT2440 degrada benzoato (Molina et al.,
2000) y algun producto de esta degradacion podria unirse a TodS impidiendo la union
del tolueno (competencia por el sitio de union) evitando la induccion de Pigx. Debido al
buen funcionamiento del sistema en ausencia de benzoato, no se utiliz6 este compuesto

en experimentos posteriores.
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Figura 8. Estudio de la influencia de la concentracidn de benzoato en la eficiencia del biosensor P. putida
KT2440 (pKST-1). Las barras de error significan la desviacion estandar de tres repeticiones de

experimentos.

4.2 Determinacién de tiempo optimo de exposicion al inductor

La utilidad Gltima de este tipo de biosensores es detectar claramente diferencias en la
concentracion de su inductor existentes en un/distintos entorno/s a lo largo del tiempo
(Zhang et al., 2013). La determinacion del tiempo 6ptimo de exposicion a un inductor
es un parametro importante a la hora de determinar el funcionamiento de un biosensor
(Siegfried et al., 2012). Este tiempo 6ptimo es aquel que permita una mejor
diferenciacion de la expresion de un biosensor a distintas concentraciones (Hynninen et
al., 2010). Por ello, A. borkumensis SK2 (pKST-1) (Figura 9A) y P. putida KT2240
(pKST-1) (Figura 9B) se expusieron a diferentes concentraciones de tolueno y a

diferentes tiempos de induccion.
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Figura 19. Experimentos de induccién de A. borkumensis SK2 (pKST-1) (A) y P. putida KT2440
(pKST-1) (B) a diferentes concentraciones de tolueno y tiempos de induccién. Las barras de

error significan la desviacion estandar de tres repeticiones de experimentos.

Como se puede observar en la Figura 9A, para el caso de la cepa A. borkumensis

SK2 (pKST-1), la fluorescencia relativa producida por el sistema biosensor
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(fluorescencia producida en condiciones de induccién/fluorescencia emitida en control
sin inducir) aumenta con el tiempo. El tiempo de induccion éptimo se estimé en 5 h ya
que las inducciones obtenidas fueron mayores. Los resultados fueron similares para el
caso de la cepa P. putida KT2440 (pKST-1) (Figura 9B), encontrandose que 5 h fue el
tiempo Optimo de exposicion al inductor. Hay que destacar que en los andlisis llevados
a cabo por Lacal et al., (2006) con Pyqx::lacZ en P. putida DOT-T1E el tiempo 6ptimo
de induccion fue también de 5 h. Por tanto se eligi6 este tiempo como tiempo 6ptimo

de induccion para todas las cepas en experimentos posteriores.

4.3 Determinacion de limites de deteccion del biosensor

Otro de los parametros importantes de un biosensor es su sensibilidad en la deteccidn
de un determinado compuesto (Hynninen et al., 2010). El limite de deteccion minimo
se considera aquella concentracion de inductor a la que la cepa biosensora emite el
doble de fluorescencia que el control sin inductor. Como limite de saturaciéon del
sistema se considera aquella concentracién del inductor a la que el biosensor encuentra
su maxima emision de fluorescencia (Sevilla et al., 2015).

Para determinar tanto el limite de deteccion minimo como el limite de saturacion, las
cepas biosensoras se expusieron a un amplio rango de concentraciones de tolueno. A.
borkumensis SK2 (pKST-1) (Figura 10A), P. putida KT2240 (pKST-1) (Figura 10B) y
P. putida DOT-T1E (pKST-1) (Figura 10C) respondieron con emision de fluorescencia

cuando el tolueno se utiliz6 como inductor.
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Figura 10. Determinacidn de los limites de deteccion y saturacion en las cepas biosensoras A.
borkumensis SK2 (pKST-1) (A), P. putida KT2440 (pKST-1) (B) y P. putida DOT-T1E (pKST-

1) (C). Las barras de error significan la desviacion estandar de tres repeticiones independientes.

El limite de deteccion de A. borkumensis SK2 (pKST-1) (Figura 10A) se determino a
una concentracion de 0,04 mg/L de tolueno, mientras que el limite de saturacién se
corresponde con una concentracion de 40 mg/L, donde la emision de fluorescencia
relativa fue de 17 veces. A concentraciones mayores, la emision de fluorescencia
comenzd a decaer, probablemente porque el tolueno podria estar causando ciertos
efectos toxicos en A. borkumensis SK2 (pKST-1). Sin embargo, se siguioé observando
fluorescencia hasta una concentracion de tolueno de 120 mg/L (14,5 veces de
induccidn), concentracion (0,014% v/v) que todavia no resultaba letal para las células
(Figura 6). A concentraciones comprendidas entre 0,04 mg/L y 1 mg/L, la emision de
fluorescencia aument6 linealmente con respecto a la concentracion de tolueno. Este
rango de concentraciones es, en principio, el que podria utilizarse para cuantificacion de
tolueno con esta cepa biosensora. Si se representa la concentracion de tolueno (mg/L)
frente a la relacién de induccion de fluorescencia (x-veces), se obtiene la recta de ajuste
de estos datos. La ecuacion de regresion tendria la siguiente formula: y=0,095x-0,2316
donde “y” seria la concentracion de tolueno (mg/L) y “x” seria la relacion de induccién
de fluorescencia (x-veces) y cuya R°=0,94.

El limite de deteccion de tolueno de P. putida KT2440 (pKST-1) (Figura 10B) se
determind a una concentracion de 0,9 mg/L, bastante mas alta que la determinada para
A. borkumensis SK2 (pKST-1) (0,04 mg/L), mientras que el limite de saturacion se
observo a una concentracion de 250 mg/L, donde la emision de fluorescencia relativa
fue de 35 veces comparada con el caso de la cepa biosensora en ausencia de tolueno. A

concentraciones mayores de tolueno, probablemente debido a la toxicidad del mismo, la
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emision de fluorescencia empez6 a disminuir. Sin embargo, a estas altas
concentraciones de tolueno (hasta 460 mg/L), se seguia observando una emision de
fluorescencia relativa de 20 veces, ya que esta concentracion (0,054% v/v) todavia no
era letal para los cultivos (Figura 6). A concentraciones comprendidas entre 1 mg/L 'y 5
mg/L, la emision de fluorescencia aument6 linealmente con respecto a la concentracion
de tolueno. En este caso la ecuacion de la recta de ajuste de estos datos es: y=0,6584x-
0,609 y cuya R?=0,99.

El limite de deteccidn de tolueno por parte de P. putida DOT-T1E (pKST-1) (Figura
10C) fue similar al caso de P. putida KT2440 (pKST-1) (0,9 mg/L), mientras que el
limite de saturacion fue mucho mas alto (460 mg/L), donde la fluorescencia relativa
emitida por esta cepa biosensora fue de 90 veces. Concentraciones superiores de
tolueno, 460 mg/L, se supuso que afectaron a al metabolismo de P. putida DOT-T1E
(pKST-1), por lo que la emision de fluorescencia comenzd a disminuir. Al igual que en
los casos anteriores, a concentraciones sobresaturadas de tolueno (700 mg/L o 0,082%
v/Vv) este biosensor continuaba mostrando una gran induccion (40 veces), debido a que
esta concentracion todavia no resultaba letal para las celulas (Figura 6). A
concentraciones comprendidas entre 5 mg/L y 100 mg/L, la emision de fluorescencia
aumentd linealmente con respecto a la concentracion de tolueno, con recta de ajuste
y=0,998x-2,3357 y cuya R?=0,97.

Todos estos experimentos se realizaron usando medio minimo M9 para las dos cepas
biosensoras de P. putida, y medio marino para el biosensor A. borkumensis SK2 (pKST-
1). Para demostrar la importancia de la cepa hospedadora para la deteccién de
compuestos toxicos en un determinado entorno, se analiz6 el funcionamiento de los
biosensores de P. putida en medio marino. No se pudo comprobar el funcionamiento del

biosensor de A. borkumensis SK2 (pKST-1) en medio minimo M9, ya que esta cepa no
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crecia en dicho medio. Como ya se mostré en el Capitulo 1 de la presente Tesis
Doctoral (Figura 3), P. putida KT2440 y P. putida DOT-T1E fueron capaces de crecer
en medio marino, aunque P. putida KT2440 crecia méas lentamente que P. putida DOT-
T1E.

El funcionamiento del biosensor P. putida KT2440 (pKST1) en medio marino con
tolueno fue bastante pobre comparado con el obtenido en M9 (Figuras 11A y 11B,
Anexo 1) probablemente porque la cepa esté estresada a altas concentraciones de sal. P.
putida DOT-T1E (pKST-1) se comportd eficientemente en medio marino, aunque su
funcionamiento fue mejor en medio minimo M9 comparado con el obtenido en medio
marino (Figura 11B), los limites de deteccién fueron mayores en medio marino (2,5
mg/L) que en M9 (0,9 mg/L) (Anexo 1).

P. putida DOT-T1E (pKST-1) (Figura 11A) mostrd limites de deteccion mas altos

que A. borkumensis SK2 (pKST-1) (2,5 mg/L vs 0,04 mg/L).
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Figura 11. Experimentos de induccidn del sistema bioreportero pKST-1 con tolueno en A) A.
borkumensis SK2 (cuadrados), P. putida KT2440 (triangulos) y P. putida DOT-T1E (circulos) en medio
marino ONR7a. B) P. putida DOT-T1E (pKST-1) en medio marino (simbolos abiertos y linea de puntos)
y en medio minimo M9 (simbolos cerrados y linea continua). Las barras de error significan la desviacion

estandar de tres repeticiones de experimentos independientes.
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Por tanto, para los experimentos posteriores se decidié usar medio minimo M9 para
los biosensores de P. putida y medio marino para los experimentos con A. borkumensis
SK2 (pKST-1).

Todos estos resultados muestran que las cepas biosensoras construidas son capaces
de detectar distintas concentraciones de tolueno con diferentes rangos de deteccion
cuantitativa. Las diferencias en los limites de deteccion de las tres cepas pueden ser
debidas a los distintos mecanismos fisiolégicos caracteristicos de cada una de ellas,
como como por ejemplo, la presencia o ausencia de bombas de expulsion de

disolventes organicos.

4.4 Determinacion de la especificidad del sistema bioreportero

La especificidad de los biosensores esta determinada por el espectro de efectores de
la proteina reguladora que controla la expresion del gen reportero (van der Meer et al.,
2004). Idealmente, se requiere que los biosensores desarrollados sean especificos para el
tipo de compuestos a detectar y que no sean inducidos por otras moléculas presentes en
el medio (Ripp, 2005).

En nuestro caso, los biosensores se construyeron para la deteccion de compuestos
volatiles de tipo BTEX, que se encuentran abundantemente en vertidos de petroleo. Para
determinar la especificidad de los biosensores construidos se llevaron a cabo
experimentos de exposicion de las cepas construidas a los restantes hidrocarburos
aromaticos monociclicos del grupo BTEX (benceno, m-xileno, p-xileno, o-xileno y
etilbenceno) y también a hidrocarburos aromaticos policiclicos (naftaleno, fenantreno,
etc) (Figura 13) presentes en mezclas de petroleo, gasoil, gasolina (Neff, 1990). Los

resultados se muestran en la Tabla 1y en la Figura 12.
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Tabla 1.Limites de deteccion (LD) y saturacién (LS) de los biosensores con diferentes BTEX.

A. borkumensis SK2 (pKST-1) LD LS Relacién de induccion
Tolueno 0,04 40 17,01
Benceno 0,15 0,5 8,91
p-Xileno 1,5 80 16,87
m-Xileno 70 125 14,15
P. putida KT2440 (pKST-1) LD LS Relacion de induccion
Tolueno 0,9 250 35,20
Benceno 0,4 100 23,45
p-Xileno 25 110 11,50
m-Xileno 45 125 9,74
P. putida DOT-T1E (pKST-1) LD LS Relacion de induccion
Tolueno 0,9 460 91,44
Benceno 0,2 150 53,55
p-Xileno 5 125 39,47
m-Xileno 40 125 17,31

Los tres biosensores fueron inducidos por p- y m-xileno y benceno, ademas de por
tolueno. No se encontr6 induccién a ninguna concentracién de etilbenceno. Para el m-
xileno, el limite de saturacion fue idéntico para las tres cepas (125 mg/L). Este
resultado, junto con los altos limites de deteccion, 40, 45 y 70 mg/L para P. putida
DOT-T1E (pKST-1), P. putida KT2440 (pKST-1) y A. borkumensis SK2 (pKST-1)
respectivamente (Tabla 1), sugerian que este compuesto no es un buen inductor del
sistema. Busch et al., (2007) habian determinado previamente que el o-xileno es un

antagonista del sistema 'y, efectivamente, cuando se afiadieron diferentes

108



Capitulo 2

concentraciones de o-xileno a un cultivo inducido con 5 mg/L o 1 mg/L de tolueno se

observo una disminucion progresiva de la fluorescencia (Figura 12).

(x-veces)
O P N W M O1 O N 00 ©

Relacion de induccion de fluroescencia

0-Xileno mg/L

0 0,5 5 10 50 100 0 2

Tolueno mg/L

Figura 12. Efecto del o-xileno en la respuesta a tolueno de P. putida KT2440 (pKST-1). Las barras de

error significan la desviacion estandar de tres repeticiones de experimentos.

No se observé induccion de P. putida KT2440 (pKST-1) cuando se afiadieron

diversos PAHSs a sus concentraciones de saturacion en medios acuosos como fenantreno

(1,6 mg/L), naftaleno (31,6 mg/L) y 2-metilnaftaleno (24,6 mg/L) (Figura 13).
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Figura 13. Respuesta del biosensor P. putida KT2440 (pKST-1) con hidrocarburos aromaticos

policiclicos. Las barras de error significan la desviacién estandar de tres repeticiones de experimentos.
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Estos resultados indican una especificidad de estos biosensores limitada a

algunos de los compuestos del BTEX, concretamente tolueno, benceno, m- y p-xileno.

5. VALIDACION DEL BIOSENSOR CON MUESTRAS COMPLEJAS (CRUDO,
GASOIL, GASOLINA, MUESTRAS AMBIENTALEYS)

La mayoria de las muestras ambientales son mezclas de contaminantes complejos
que podrian tener efectos agonistas, antagdnicos o sinérgicos causados por interacciones
fisicas o quimicas complejas en el funcionamiento del biosensor (Zhang et al., 2012).
Debido a esto consideramos conveniente validar los biosensores construidos con
muestras complejas.

La mayor parte de contaminacién por BTEX se debe a vertidos de combustibles en el
medio ambiente (Baumann, 2001). Por ello, se probo la eficacia de los biosensores de
BTX (benceno, tolueno, m- y p-xileno) disefiados en esta tesis a la hora de detectar la
presencia de estos compuestos en muestras de laboratorio contaminadas artificialmente
con diferentes concentraciones de gasolina y gasoil (Figuras 14 y 15) y en muestras
ambientales obtenidas de entornos potencialmente contaminados de forma accidental

por vertidos de petréleo y derivados (descritos en M&M).

5.1 Analisis del contenido de las muestras ambientales mediante
cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS)

Para hacer una determinacion cualitativa y cuantitativa de los hidrocarburos
aromaticos monociclicos y policiclicos en las muestras ambientales que se utilizarian
posteriormente para los ensayos de induccion, se llevé a cabo la cuantificacion tanto de
BTEX como de PAHs mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-
MS). La concentracion de BTEX y PAHs determinadas en estas muestras se muestra en

el Anexo 2.
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En general, las gasolinas contienen un 50% de hidrocarburos aromaticos, mientras
que el gasoil contiene sélo un 25% de éstos hidrocarburos, siendo el otro 75%
hidrocarburos saturados (ATSDR, 1995). Consecuentemente, las muestras
contaminadas con gasolina tenian mayor contenido en BTEX y PAHs que aquellas
contaminadas con gasoil (Anexo 2).

En las muestras ambientales de Messina, Gela, Motril y Salobrefia se puede apreciar
un bajo nivel de contaminacion en todas ellas, siendo los BTEX inapreciables tanto en
aguas como en sedimentos. Probablemente debido a su alta volatilidad, la cantidad de
BTEX en estas muestras es inferior a la de PAHSs, siendo éstos mas abundantes en los

sedimentos de Messina que en los de Gela o en las muestras de agua.

5.2 Validacion del biosensor con gasolina

Cuando los distintos biosensores fueron expuestos a concentraciones crecientes de
gasolina se observo induccion de la emision de la fluorescencia relativa en todos ellos;
A. borkumensis SK2 (pKST-1) (Figura 14A), P. putida KT2440 (pKST-1) (Figura 14B)

y P. putida DOT-T1E (pKST-1) (Figura 14C).
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Figura 14. Experimentos de induccién de fluorescencia en A. borkumensis SK2 (pKST-1) (A), P. putida
KT2440 (pKST-1) (B)y P. putida DOT-T1E (pKST-1) (C) a diferentes concentraciones de gasolina.

Las barras de error significan la desviacién estandar de tres repeticiones de experimentos.

El limite de deteccion de compuestos BTX en muestras contaminadas con gasolina
del biosensor A. borkumensis SK2 (pKST-1) (Figura 14A) fue méas bajo que en las
cepas de P. putida, efecto ya observado para el caso del tolueno, confirmando la mayor
sensibilidad de este biosensor. La concentracién minima de BTX detectada en muestras

contaminadas con gasolina a fue cuando la gasolina estaba diluida al 0,0001% (v/v) y el
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limite de saturacion se produjo a una concentracion de gasolina de 0,01% (v/v) donde la
emision de fluorescencia relativa fue de 15 veces. A concentraciones mayores, se
supuso que el crecimiento de A. borkumensis SK2 (pKST-1) se veia comprometido
debido al estrés producido por la presencia de compuestos toxicos, por ello la intensidad
de fluorescencia comenz6 a decaer. Sin embargo, se siguié observando fluorescencia
(14 veces de induccion) hasta una concentracion de gasolina de 0,05% (v/v).

El limite de deteccion de compuestos BTX en muestras contaminadas con gasolina
por parte de P. putida KT2440 (pKST-1) (Figura 14B) se determin6 a una
concentracion de gasolina del 0,0005% (v/v), mientras que el limite de saturacién se
observo a una concentracion del 0,1% (v/v), donde la emision de fluorescencia relativa
fue de 26 veces. Concentraciones mayores de gasolina, se supuso que afectaban al
crecimiento de esta cepa, de manera que la induccion comenzaba a disminuir. Sin
embargo, a altas concentraciones de gasolina se seguia observando induccion,
induciéndose 15 veces a una concentracion de gasolina 0,25% (v/v).

En el caso de P. putida DOT-T1E (pKST-1) (Figura 14C) el limite de deteccion de
BTEX en muestras contaminadas con gasolina se determiné a una concentracion del
0,00075% (v/v), mientras que el limite de saturacion se determind a una concentracion
de gasolina del 0,25% (v/v), donde la emisién de fluorescencia relativa fue de 68 veces.
Al igual que en el caso de P. putida KT2440 (pKST-1), se supuso, que concentraciones
mayores de gasolina comenzaban a afectar al crecimiento de esta cepa, por lo que la
induccion comenzaba a disminuir. Sin embargo, en este caso a concentraciones altas de
gasolina del 0,3% (v/v) se seguia observando una alta induccion (30 veces).

En la Tabla 2 se pueden observar los limites de deteccion y de saturacion de gasolina
de las tres cepas y los limites del rango en el que la induccion varia de forma lineal con

la concentracion de gasolina (Tabla 2).
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Tabla 2. Comparacion de los limites de deteccion y limites en el rango lineal de los tres biosensores con

gasolina.
Limites/Biosensor SK2 (pKST-1) KT2440 (pKST-1) DOT-T1E (pKST-1)
., Limite Limite Limite Limite Limite Limite
Deteccion s ., ! ., .. .
deteccion  saturacion  deteccion  saturacion deteccion saturacion
Gasolina (%) 0,0001 0,01 0,0005 0,1 0,00075 0,25
Gasolina (mg/L de BTX)* 0,05 5 0,27 54 0,41 125
. Limite Limite Limite Limite L . Limite
En rango lineal e . e ; Limite inferior .
inferior superior inferior superior superior
Gasolina (%) 0,0001 0,01 0,0005 0,01 0,00075 0,1
Gasolina (mg/L de BTX)* 0,05 5 0,27 5,40 0,41 54

* Cantidad de BTX detectados que estan presentes en el porcentaje de gasolina indicado en la Tabla 2.

5.3 Validacion del biosensor con gasoil
Diferentes concentraciones de gasoil también fueron capaces de inducir la emision de
fluorescencia por A. borkumensis SK2 (pKST-1) (Figura 15A), P. putida KT2440

(pKST-1) (Figura 15B), P. putida DOT-T1E (pKST-1) (Figura 15C).
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Figura 15. Experimentos de induccién de fluorescencia por gasoil en A. borkumensis SK2 (pKST-1) (A),
P. putida KT2440 (pKST-1) (B) y P. putida DOT-T1E (pKST-1) (C) a diferentes concentraciones de

gasoil. Las barras de error significan la desviacion estandar de tres repeticiones de experimentos.

En el caso de A. borkumensis SK2 (pKST-1) (Figura 15A) el limite de deteccion de
BTX en muestras de gasoil fue a una concentracién de 0,05% (v/v), mientras que el
limite de saturacion se observé a una concentracion de 0,8% (v/v) (Tabla 3), donde la
emision de fluorescencia relativa fue de 11 veces. A concentraciones mayores se siguio
observando fluorescencia hasta una concentracion de gasolina de 1,5% (v/v) (6,2 veces
de induccion).

El limite de deteccion de BTX en muestras contaminadas con gasoil en P. putida
KT2440 (pKST-1) (Figura 15B) fue 0,15% (v/v), mientras que el limite de saturacion se
observo a una concentracion de 1% (v/v) (Tabla 3), donde la emision de fluorescencia
relativa fue de 9 veces. Sin embargo, a altas concentraciones de gasoil se seguia
observando induccion, 8 veces a una concentracion de gasoil 1,5% (v/v).

En el caso de P. putida DOT-T1E (pKST-1) (Figura 15C) el limite de deteccion de
compuestos BTX en muestras con gasoil fue a una concentracion de 0,08% (v/v) de

gasoil, mientras que el limite de saturacién se observd a una concentracion de 4,5%
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(v/v) (Tabla 3), donde la emision de fluorescencia relativa fue de 33 veces. Al igual que
en el caso de A. borkumensis SK2 (pKST-1) y P. putida KT2440 (pKST-1)
concentraciones mayores de gasoil afectaban al crecimiento de esta cepa, por lo que la
intensidad de la induccion comenzaba a disminuir. Sin embargo, en este caso a
concentraciones altas de gasoil se seguia observando una alta induccion (30 veces) a
una alta concentracion de gasoil de 6% (v/v).

En la Tabla 3 se pueden observar los limites de deteccion y de saturacion de gasoil
de estas cepas y los limites del rango en el que la induccion varia de forma lineal con la
concentracion de gasoil, rango en el que podria utilizarse esta cepa biosensora como

medio de cuantificacién de BTX en gasoil.

Tabla 3. Comparacion de los limites de deteccion y limites en el rango lineal de los tres biosensores con

gasoil.
Limites/Biosensor SK2 (pKST-1) KT2440 (pKST-1) DOT-T1E (pKST-1)
., Limite Limite Limite Limite Limite Limite
Deteccion . ., .. ., . g
deteccién  saturacion deteccion saturacion  deteccion saturacion
Gasoil (%) 0,05 0,8 0,15 1 0,08 45
Gasoil (mg/L de BTX)* 1,57 25 4,72 31 2,52 141
. Limite Limite L . Limite Limite Limite
En rango lineal e . Limite inferior . e .
inferior superior superior inferior superior
Gasoil (%) 0,05 0,25 0,15 1 0,08 3,5
Gasoil (mg/L de BTX)* 1,57 7,87 4,72 31 4 110

* Cantidad de BTX detectados que estan presentes en el porcentaje de gasolina indicado en la Tabla 4.

5.4 Validacion del biosensor con aguas y sedimentos marinos

Se realizaron experimentos de induccidn con las aguas de los puertos de Motril
(Granada) y Mesina (Italia) (transitadas por barcos y donde se pueden producir escapes
de combustibles), de las playas de Salobrefia, cercana al puerto de Motril (Granada) y de
Gela (Sicilia), situada cerca de una refineria donde se habia producido un derrame de
combustible. También se analizaron los sedimentos del puerto de Mesina y sedimentos

cercanos a Gela.
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En todos los casos, los test de induccion de la emision de fluorescencia por los
biosensores con 5 % y 10 % (v/v) de estas aguas y sedimentos resultaron negativos.
Esto esté de acuerdo con los resultados del analisis por GC-MS de estas muestras, en las
que no se detectaron concentraciones significativas de BTX (Anexo 2). Por tanto,

ninguno de los biosensores da falsos positivos.

5.5 Validacion del biosensor con muestras contaminadas con crudo o
derrames de crudo

En los experimentos realizados a distintas concentraciones de aguas saturadas de
crudo y petréleo (chapapote) del Prestige tampoco se observé induccion del biosensor.
Las muestras contenian 0,004 mg/L (crudo) y 0,011 mg/L (petroleo del Prestige) de
tolueno (Anexo 2), una concentracion muy cercana al limite de deteccion del biosensor
de A. borkumensis SK2 (pKST-1) y por debajo de los limites de deteccién de los otros

dos biosensores.

Los resultados experimentales obtenidos en este apartado 5 con muestras
contaminadas artificialmente y muestras ambientales nos permiten afirmar que estos
biosensores son especificos en la determinacion de compuestos monociclicos que
forman parte de las mezclas BTEX y que permiten discriminar entre muestras

contaminadas y no contaminadas.

6. DESAPARICION DE GASOLINA EN SUELO. RESPUESTA DEL

BIOSENSOR

Los BTX son compuestos altamente volatiles que desaparecen de forma natural de
los ambientes donde se vierten por evaporacion, dispersion atmosférica y

biodegradacion natural. Se decidié determinar la eficacia de los biosensores disefiados
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para la deteccion de la desaparicion de estos compuestos de suelos contaminados
artificialmente con gasolina. Estos suelos fueron monitorizados con la cepa biosensora
KT2440 (pKST-1) (Figura 16) debido a su buena persistencia en suelos (Molina et al.,

2000), a la vez que se cuantificaba el contenido en BTEX mediante GC-MS (Tabla 4)

EmDial
EDia3
ODija6

SO P N W b~ 00O N 00 ©
1

Relacion de induccion de fluorescencia
(x-veces)

0,01% 0,10% 0,50%
Concentracidn afiadida de gasolina (% v/p)

Figura 16. Deteccion de BTX en suelos contaminados por gasolina usando P. putida KT2440 (pKST-1).

Las barras de error significan la desviacién estandar de tres repeticiones de experimentos.

Cuando el suelo se contamind con 0,01 % (v/p) de gasolina, se obtuvo induccién del
biosensor 1 dia después de contaminar el suelo; en los dias siguientes, la cantidad de
tolueno determinada por GC-MS (Tabla 4) estaba por debajo del limite de deteccién de
este biosensor (concentracion de tolueno 0,15 mg/L; Tabla 2) y, por tanto, no se observo
respuesta positiva (Figura 16).

Cuando se afadi6 gasolina al suelo a una concentracién de 0,1 % (v/p) (Figura 16) se
observé una disminucién de los niveles de induccién a lo largo del tiempo, al igual que
en la concentracion de tolueno en las muestras (Tabla 4). En el dia 6 después de afadir
la gasolina, la concentracion de BTEX estaba por debajo del limite de deteccién (L.D:

0,32 mg/L; Tabla 2).
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Los suelos contaminados con 0,5 % (v/p) de gasolina mostraron inducciones mas

bajas de las esperadas en los dias 1 y 3 (Figura 16). Como el nimero de células del

biosensor en el cultivo aumentaba de 10%a 10° células por mL después de las 5 horas de

incubacién, se descartaron problemas de toxicidad. Sin embargo, se determind que la

concentracion de o-xileno en las muestras después de 1 dia y 3 dias fue relativamente

alta (2,13 y 1,11 mg/L) comparada con la cantidad de BTX inductores del biosensor. A

estas concentraciones el o-xileno produce inhibicion en el funcionamiento del biosensor

(Figura 13). Este problema no se observo en el dia 6, cuando se determiné una buena

induccion del biosensor probablemente porque la concentracién de o-xileno habia

disminuido a una concentracion proxima a la que no interferia con la induccion (Figura

12).
Tabla 4. Resultado del andlisis de BTEX por GC-MS de las muestras de suelo contaminadas con
gasolina.
Benceno Tolueno Etilbenceno m-, p-xileno  o-xileno BTEX totales

0,01%

Dial 0,018 0,106 0,016 0,019 0,031 0,19
Dia 3 0,015 0,078 0,015 0,021 0,028 0,155
Dia 6 0,009 0,033 0,012 0,018 0,026 0,098
0,1%

Dial 0,026 0,384 0,095 0,111 0,292 0,908
Dia 3 0,018 0,166 0,034 0,052 0,132 0,401
Dia 6 0,019 0,138 0,028 0,025 0,113 0,322
0,50%

Dial 0,057 1,263 0,592 1,289 2,129 5,329
Dia 3 0,026 0,493 0,238 0,477 1,114 2,348
Dia 6 0,027 0,377 0,155 0,362 0,668 1,588

* Resultados en mg/L.

Estos resultados mostraron que este biosensor es capaz de detectar BTX de una

forma sencilla y que puede ser util para mapear rapidamente la contaminacion de

entornos donde se sospecha que se ha producido un derrame de petréleo o de derivados

del mismo.
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DISCUSION

El propésito del presente capitulo fue la construccion y validacion del
funcionamiento de biosensores para la deteccion especifica de hidrocarburos aromaticos
monociclicos en diferentes ambientes (marino, agua dulce y terrestre). Para ello,
decidimos construir un sistema bioreportero en base a los reguladores TodS y TodT y su
correspondiente promotor Pigx, Ya que este sistema regulador de dos componentes
habia sido estudiado en la cepa P. putida DOT-T1E en nuestro laboratorio por Lacal et
al., (2006) y Busch et al., (2007) y se habia determinado que el perfil de efectores
comprendia distintos compuestos aromaticos monociclicos. Para poder usar este sistema
bioreportero en distintos ambientes, se decidié6 implementarlo en varias cepas
bacterianas, concretamente en A. borkumensis SK2 que es una cepa marina (Yakimov et
al., 1998), en una cepa altamente tolerante a disolventes organicos (P.putida DOT-T1E;
Ramos et al., 1995) y en una buena colonizadora de suelos (P. putida KT2440; Molina
et al., 2000), obteniendo asi una alta versatilidad para el bioreportero.

Aunque al comienzo de esta Tesis Doctoral ya existian biosensores para la deteccion
de tolueno, la construccion de nuevos biosensores respondia a una serie de necesidades
que no estaban cubiertas por los desarrollados con anterioridad. Los biosensores de
BTEX construidos por Willardson et al., (1998) y Tecon et al., (2010), estaban basados
en el activador transcripcional XyIR de P. putida mt-2 en Escherichia coli DHS5a y los
genes luckFF como reporteros fusionados al promotor P, de P. putida mt-2 (Willardson
et al., 1998) y la proteina sensora ThuT de Ralstonia picketii en E. coli DH5a y LuxAB
como proteina reportera fusionada al promotor Pyua1 (Tecon et al., 2010). Ambos
utilizaban luminiscencia para cuantificar la expresion génica, por lo que necesitaban la
adicion de un sustrato secundario exdgeno (O, y aldehido) para su activacion (Van der

Meer et al., 2010) lo que complica el protocolo de deteccién del contaminante,
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especialmente si se quiere llevar a cabo la deteccion en el mismo sitio donde se
encuentra la contaminacion. Ademas, ambos bioreporteros estan introducidos en E. coli,
lo que limita bastante el rango de utilizacion.

Esta Gltima limitacion no afecta al biosensor desarrollado por Applegate et al.,
(1998) que esta basado en células de P. putida F1, cepa que degrada tolueno mediante la
ruta de la tolueno dioxigenasa anédloga a la de P. putida DOT-T1E. Este sistema
contiene los genes lux como proteina reportera, y un sistema regulador que tiene una
base molecular similar al del bioreportero desarrollado durante esta Tesis Doctoral. Las
bacterias del género Pseudomonas son bastante resistentes a la presencia de productos
toxicos, agentes estresantes y cambios ambientales (Heipieper et al., 1994), lo que las
hace, en general, méas Utiles que otras cepas de laboratorio para la deteccion de este tipo
de compuestos, especialmente en mezclas complejas como son las muestras
ambientales. Pese a la similitud en la base molecular entre nuestro bioreportero y el
desarrollado por Applegate, habia diferencias significativas entre los distintos
biosensores; las cepas biosensoras P. putida KT2440 (pKST-1) y P. putida DOT-T1E
(pKST-1) mostraron limites de saturacion mucho mas altos (250 mg/L y 460 mg/L
respectivamente) lo que representa una gran ventaja en la deteccion de estos compuestos
en muestras con mayor contenido de BTX. Igualmente, el sistema de deteccion con GFP
presenta ventajas significativas a la hora de simplificar el ensayo (ver introduccién).

Los limites de deteccion de los biosensores construidos en esta Tesis Doctoral
estaban por debajo de los determinados para las cepas biosensoras de Willardson et al.,
(1998) y Stiner et al., (2002) y eran similares a los que presentaban los biosensores de
Applegate et al., (1998) y Tecon et al., (2010) (Anexo 1). A. borkumensis (pKST-1),
mostrd un rango deteccion similar al del biosensor de Applegate (de 0,03 mg/L a 50

mg/L de tolueno puro en soluciones acuosas), con la ventaja de funcionar 6ptimamente
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en medio marino sin necesidad de dilucion (Anexo 1). Curiosamente, y pese a ser cepas
aisladas de suelo y aguas residuales, los biosensores basados P. putida KT2440 y P.
putida DOT-T1E mostraron un funcionamiento adecuado en este medio marino sin
necesidad de dilucion. No obstante, su funcionamiento, especialmente el de P. putida
KT2440 (pKST-1) fue bastante peor que en medio minimo M9, probablemente por el
mayor estado de estrés de estas cepas. Los biosensores desarrollados en otros
laboratorios con anterioridad a esta Tesis Doctoral no fueron estudiados en medio
marino excepto en el de Tecon et al., (2010) donde las muestras marinas se tuvieron que
diluir cuatro veces para el correcto funcionamiento del biosensor. Por tanto, los
biosensores desarrollados en esta Tesis Doctoral representan una mejora importante con
respecto a los ya existentes.

Una de las mayores ventajas del uso de biosensores, es el corto tiempo éptimo
necesario para medir (5 horas de incubacién+10 s por medicion de fluorescencia por
muestra), un tiempo que es mas corto que la puesta en marcha y el analisis de muestras
por métodos quimicos (Van der Meer et al., 2010) y un método mucho més barato. Este
tiempo de ensayo de nuestros biosensores es similar o inferior que para los biosensores
de Stiner et al., (2002) y Willardson et al., (1998), donde los tiempos de crecimiento y
exposicion al inductor fueron de 5,5 h y 6,5 h respectivamente. En el caso de los
biosensores de Applegate et al., (1998) y Tecon et al., (2010) el tiempo de exposicion
que decidieron utilizar fue de 2 horas, ligeramente inferior al elegido por nosotros. Por
otra parte, la deteccion de BTEX por GC-MS requiere equipos mas sofisticados e
implica el traslado de las muestras al laboratorio donde estuviera disponible el GC-MS
lo que resta agilidad al proceso y encarece los costes.

Con la introduccion del bioreportero en diferentes cepas bacterianas conseguimos

obtener biosensores que poseen limites de deteccion y de saturacion diferentes. Estas
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diferencias probablemente podrian deberse a la presencia de distintos mecanismos de
resistencia a disolventes organicos en cada cepa. Aunque ya se sabia que P. putida
DOT-T1E era una cepa muy resistente a disolventes organicos (Ramos et al., 1998), no
se tenia mucha informacion disponible sobre la tolerancia de P. putida KT2440 y A.
burkomensis a estos compuestos; en este trabajo se determind que estas dos Ultimas
cepas son moderadamente tolerantes a disolventes orgénicos.

La resistencia a disolventes organicos en P. putida se debe a la existencia de bombas
de eflujo de salida de disolventes; la bomba TtgABC estd codificada
cromosOmicamente en P. putida KT2440 y P. putida DOT-T1E, mientras que las
bombas TtgDEF (codificada en el cromosoma) y TtgGHI (en el plasmido pGRT1)
(Rojas et al., 2001; Rodriguez-Herva et al., 2007; Molina et al., 2011) estan presentes
solo en P. putida DOT-T1E. La presencia de estas bombas de extrusion de disolventes
orgénicos hace que el tolueno que penetra en la célula sea expulsado rapidamente. No
se tiene informacion sobre bombas de eflujo en A. borkumensis SK2, cepa caracterizada
por ser degradadora de alcanos (Yakimov et al., 1998). Como hemos puesto de
manifiesto, esta cepa era mas sensible a altas concentraciones de tolueno;
probablemente, por la ausencia de bombas de flujo eficientes. Por tanto, la
concentracion efectiva de BTEX en el interior celular podria ser mayor, lo que
conllevaria la activacion del biosensor a concentraciones mas bajas que en el caso de las
cepas de P. putida. Las diferencias entre los limites de saturacion en la deteccion de
BTEX entre las dos cepas de Pseudomonas (250 mg/L de tolueno puro en el caso de
KT2440 (pKST-1) y 460 mg/L de tolueno puro en el caso de DOT-T1E (pKST-1)),
podrian deberse a que P. putida, DOT-T1E posee humerosos mecanismos para una
mejor supervivencia a altas concentraciones de tolueno (Segura et al., 2012); entre ellos

destacar que esta cepa acumula menor cantidad de tolueno en su interior debido a la
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mayor presencia y efectividad de los sistemas de extrusion mencionados anteriormente
y a la capacidad de esta cepa para la degradacién de disolventes organicos (Mosqueda et
al., 1999).

El proposito final de un biosensor es comprobar la presencia o ausencia de un
compuesto en el ambiente. La mayoria de las muestras ambientales son mezclas
complejas de sustancias que pueden interferir (con efectos agonistas, antagonistas o
sinérgicos) en el funcionamiento de un biosensor. Para validar un biosensor es necesario
que otras moléculas no deseadas no sean capaces de activar estos sistemas (Zhang et al.,
2009). Por esta razon también se ha demostrado que las cepas biosensoras desarrolladas
en este estudio son capaces de detectar de forma especifica otros BTX como tolueno,
benceno, m- y p-xileno, mientras que no detecta otros compuestos del petroleo como
etilbenceno, o PAHSs, encontrandose que el o-xileno influye de forma negativa en el
sistema.

Aunque la cepa biosensora construida en P. putida F1 funcionaba con compuestos
puros de forma similar a Alcanivorax borkumensis (pKST-1), se disponia de muy pocos
datos sobre su comportamiento en muestras ambientales; solo se han publicado ensayos
de induccién con combustible de aviacién (JP-4), en los que no se indicaba el limite de
deteccion minimo de BTEX en dicho combustible, ni la cantidad total de estos
compuestos en estas muestras. Nosotros hemos determinado los limites de deteccion de
BTX en derrames artificiales de gasoil y gasolina y se ha cuantificado por GC-MS la
cantidad de BTEX presentes en estas muestras. Los ensayos realizados con gasolina nos
han permitido determinar que la cantidad minima de tolueno detectada en gasolina
(cantidad de tolueno determinada por GC-MS presente en la cantidad de gasolina a la
que el biosensor se inducia 2 veces) en P. putida KT2440 (pKST-1) y P. putida DOT-

T1E (pKST-1) fue mucho menor que en el caso de tolueno puro, lo que se podria
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explicar por una posible actividad aditiva de la mezcla de BTX encontrada en este
combustible. En el caso del gasoil, los limites de deteccion de tolueno eran mayores que
los encontrados con gasolina y tolueno. Esto podria ser debido a una mayor presencia de
compuestos antagonistas que inhiben el funcionamiento del sistema. Por ejemplo, el o-
xileno, antagonista en la induccién del promotor Pigx_ Se encuentra en mayor cantidad
en el caso del gasoil (Anexo 2).

Los BTEX son compuestos altamente volatiles (Lim et al., 2014) y, por esta razon,
las muestras ambientales expuestas durante largo tiempo a condiciones atmosféricas,
como en el caso de los sedimentos y aguas de Gela/Messina o las aguas de
Salobrefia/Motril, o incluso el petréleo del Prestige o el petroleo crudo, no contenian
BTEX (aguas marinas y sedimentos) o la concentracion de estos compuestos era muy
baja (en el caso de los petrdleos). Consecuentemente, los biosensores no detectaron
BTX en estas muestras, validando el buen funcionamiento de los mismos, no dando
lugar a falsos positivos.

La validez de los biosensores se demostré también en los experimentos en suelo
contaminado artificialmente con diversas cantidades de gasolina. El biosensor fue capaz
de emitir fluorescencia cuando los niveles de tolueno (0 BTX) de la muestra estaban por
encima de los limites de deteccion del biosensor. En algunos casos, la fluorescencia
emitida por P. putida KT2440 (pKST-1) fue menor de la esperada, probablemente
debido a la mayor presencia de o-xileno en estas muestras.

Por tanto, se puede concluir que la utilizacion de biosensores en muestras complejas
para la cuantificacién de productos especificos es dificil ya que puede haber distintos
factores que modifiquen los niveles de induccién. Entre estos factores, hemos
identificado que la presencia de compuestos antagonistas es uno de los que influyen en

la cuantificacion, pero ademas la dindmica de volatilizacion de compuestos y la

125



Capitulo 2

biodisponibilidad de los mismos pueden afectar considerablemente al funcionamiento
del biosensor.

En resumen, el conjunto de biosensores construidos en esta Tesis Doctoral son
capaces de detectar de forma muy sensible la presencia de un amplio rango de
concentraciones de BTX y, dada la naturaleza de las cepas bacterianas utilizadas, son
capaces de detectarlos en gran variedad de muestras complejas (tanto en aguas marinas,
como en aguas dulces y suelos). Hay que destacar que estos biosensores detectan la
fraccion biodisponible de BTX, es decir aquella que estd disponible para el

microorganismo.
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1. INTRODUCCION

El naftaleno y sus derivados son los compuestos mas abundantes dentro de los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHSs) presentes en el petréleo y sus derivados,
como gasoil y gasolina (Anexo 2). La Agencia Internacional de Investigacién contra el
Cancer (IARC) describe el naftaleno (IARC, 2002) y sus derivados 1- y 2-
metilnaftaleno (ATSDR, 2005) como posibles agentes carcindgenos para humanos y
animales. Ademas, estos compuestos afectan a la formacion de células sanguineas, al
higado, al sistema nervioso, a los ojos y al sistema respiratorio (ASTDR, 2005). Aparte
de estos efectos cancerigenos, el naftaleno puede causar confusién, nauseas, vémitos,
diarreas y aparicion de sangre en la orina. Algunos derivados clorados, como el 1-
cloronaftaleno, causan dafios severos en la piel y pueden tener efectos mortales en el
higado (WHO, 2001).

Precisamente debido a esta toxicidad, existe la necesidad de detectar su presencia en
la naturaleza para asi poder eliminarlos del medio ambiente (Alberici et al., 2002). El
uso de biosensores, como ya se ha manifestado en capitulos anteriores, es una buena
aproximacion para esta deteccion eficiente, facil de usar y de bajo coste (Belkin, 2003).

Para conseguir el tercer objetivo de esta Tesis Doctoral, la construcciéon y la
caracterizacion de un biosensor para la deteccion especifica de naftalenos, decidimos
analizar si el sistema de regulacion del operén de la degradacion de PAHs (phn) de
Burkholderia sp. MS3 era conveniente para la construccion de este biosensor.

Los genes implicados en la degradacion de PAHs en Burkholderia sp. MS3, fueron
identificados en el laboratorio en el que se realizo esta Tesis Doctoral por la Dra
Rodriguez-Conde (comunicacion personal) y son practicamente idénticos a los descritos
por Laurie et al. (1999) en Burkholderia sp. RP0O07. Experimentos llevados a cabo por

la Dra. Rodriguez-Conde sugieren que, al igual que en Burkholderia sp. RP007,
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también en la cepa Burkholderia sp. MS3 los genes phn estan asociados a un plasmido
de gran tamafio.

El primer paso de la ruta de degradacion de naftaleno, PAH de bajo peso molecular,
consiste en la adicion de una molécula de oxigeno en la posicion 1,2 del anillo
aromatico para dar cis-naftaleno dihidrodiol. Este paso esta catalizado por la naftaleno
dioxigenasa codificada por los genes phnAc y phnAd. El siguiente paso consiste en la
deshidrogenacion de la forma dihidrodiol generandose 1,2-dihidroxinaftaleno sobre el
que actia la 1,2-dihidroxinaftaleno dioxigenasa produciendo &cido 2-hidroxi-
2Hcromeno-2-carboxilico. Posteriormente actlan una isomerasa y una hidratasa-
aldolasa formandose salicilaldehido que es transformado en salicilato por la enzima
salicilaldehido deshidrogenasa (Figura 1). Finalmente, el salicilato puede ser
metabolizado a través de la ruta del catecol o del gentisato hasta intermediarios del ciclo

de los &cidos tricarboxilicos (Laurie y Lloyd-Jones, 1999).
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Figura 1. Esquema de la organizacion de los genes phn y ruta de degradacion en Burkholderia sp. RP007

Modificado de (Rodriguez-Conde, 2011).

Los genes phnSFECDACAdB forman un operoén (Figura 1), teniendo PhnS homologia
con reguladores de la familia LysR. El gen regulador phnR se transcribe de forma
divergente al operon phnSFECDACAdB y codifica una proteina que muestra una alta
similitud con reguladores tipo NtrC (Laurie y Lloyd-Jones, 1999). Rodriguez-Conde et
al., (en preparacion) demostraron que PhnR era el principal responsable de la induccion
del operén phnSFECDACAB en presencia de naftaleno y, que al contrario de lo descrito
para Burkholderia sp. RP007, este operon no se inducia por fenantreno, salicilato ni

otros intermediarios de la ruta metabdlica.
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Dada la especificidad de este sistema por naftaleno, se decidid seguir adelante con
una caracterizacién mas exhaustiva de los inductores del sistema y con la construccion

del biosensor.

2. DETERMINACION DEL PERFIL DE INDUCTORES DEL

PROMOTOR Pyns

Debido a que el naftaleno y sus derivados metilados constituyen los compuestos
aromaticos mayoritarios dentro de los hidrocarburos aromaticos policiclicos en
derrames de petréleo y combustibles (Speight, 1991) y a la alta toxicidad de los
naftalenos halogenados (WHO, 2011), se decidié profundizar en el estudio de la
expresion de este promotor (PpnaS) utilizando como moléculas inductoras el naftaleno y
algunos derivados como 1- y 2-metilnaftaleno, 1-cloronaftaleno, 1-bromonaftaleno y
2,7-dinitronaftaleno. Este estudio se hizo con una construccion ya disponible en el
laboratorio que tenia el gen de la B-galactosidasa bajo el control del promotor Pppns
(plasmido pPSM) y que estaba introducida en la cepa Burkholderia sp. MS3. La
expresion de Ppnns Se indujo 8,5 veces en presencia concentraciones saturantes de
naftaleno (31,6 mg/L), 3,7 veces en presencia de 1-bromonaftaleno (13,8 mg/L), 5,6
veces en presencia de 1-cloronaftaleno (200 mg/L), 6,3 veces en presencia de 1-
metilnaftaleno (31,7 mg/L) y 11,1 veces en presencia de 2-metilnaftaleno (24,6 mg/L)
con respecto al control sin inducir (Figura 2). Estos resultados indicaron que los mejores
inductores fueron el naftaleno y el 2-metilnaftaleno, aunque los derivados halogenados
del naftaleno y el 1-metilnaftaleno también fueron bastante buenos inductores. No se

observo induccion en presencia de 2,7-dinitronaftaleno. .
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Figura 2. Actividad B-galactosidasa del plasmido pPSM en Burkholderia sp. MS3 en presencia de
naftaleno (Naf), 1-bromonaftaleno (1-BrNaf), 1-cloronaftaleno (1-CINaf), 2,7-dinitronaftaleno (2,7-
dNnaf), 1-metilnaftaleno (1-Mnaf) y 2-metilnaftaleno (2-Mnaf). Las barras de error significan la

desviacion estandar de tres repeticiones de experimentos.

No se observd induccion de la expresion desde el promotor Pyns €n presencia de
compuestos aromaticos monociclicos (benzoato, etilbenceno, tolueno) ni de otros
hidrocarburos lineales (decanato) que también se encuentran entre los compuestos mas
abundantes de los diferentes crudos (Speight, 1991). Esto nos indic6 la alta
especificidad de este sistema por naftalenos y derivados monosustituidos y por tanto su

idoneidad para el proposito de este objetivo (Figura 3).
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Figura 3. Actividad B-galactosidasa del plasmido pPSM en Burkholderia sp. MS3 en presencia de
naftaleno, benzoato, etilbenceno, tolueno y decano. * Este resultado es un artificio, las células no crecian
bien en presencia de tolueno a esta concentracion. Las barras de error significan la desviacion estandar de

tres repeticiones de experimentos.

En un biosensor es importante conocer si, ademas de reconocer la presencia de un
compuesto, es capaz de degradarlo. Si lo elimina podemos hablar de deteccion de flujos
del compuesto en la célula, si no de concentracion del compuesto inicial biodisponible
(Van der Meer et al., 2010). Para analizar el crecimiento de la cepa utilizando los
inductores del sistema como Unica fuente de carbono, se realizaron curvas de
crecimiento con los derivados de naftaleno utilizados anteriormente, encontrandose que
esta cepa era capaz de crecer en medio minimo M9 con 1- y 2-metilnaftaleno como
unica fuente de carbono a una concentracion de 31,6 mg/L y 24,6 mg/L
respectivamente. Sin embargo, no era capaz de crecer con 1-cloro (200 mg/L) y 1-

bromonaftaleno (13,8 mg/L) como fuente de carbono (Figura 4).
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Figura 4. Curvas de crecimiento de Burkholderia sp. MS3 en medio minimo M9 con diferentes
compuestos como Unica fuente de carbono. Las barras de error significan la desviacidon estandar de tres

repeticiones de experimentos.

A raiz de estos experimentos podemos concluir que Burkholderia sp. MS3 es una

cepa capaz de degradar naftalenos y algunos de sus derivados.

3. CONSTRUCCION DE UN SISTEMA BIOREPORTERO PARA

EXPRESION HETEROLOGA

La construccion Ppns::lacZ (utilizada para determinar el perfil de induccion del
operon de la ruta degradativa de naftalenos) incluida en la cepa Burkholderia sp. MS3,
podria ser utilizada como sistema bioreportero para la deteccion especifica de naftalenos
y derivados, pero la reaccion de la B-galactosidasa resulta compleja a la hora de ser
utilizada in situ como sistema biosensor. Ademas, en este plasmido no se habia clonado
la proteina reguladora, necesaria para la expresién en sistemas heterélogos. Por esto se
decidié construir un biosensor con la proteina reportera GFP (pKSN-1) tal y como se

indica en Materiales y Métodos
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En presencia del inductor, el gen regulador phnR de Burkholderia sp. MS3 se
transcribe y la proteina PhnR induce la expresion de gfp a partir del promotor Ppnas €n

funcion de la concentracion de inductor presente.

2
NN o)
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Figura 5. Funcionamiento del sistema bioreportero pKSN-1 de naftaleno y derivados.

Cuando esta construccion se electropor6 en Burkholderia sp. MS3, se comprob6 que
el funcionamiento era el esperado, mostrando induccién por naftaleno. Sin embargo,
cuando se introdujo E. coli DH5a y en P. putida KT2440 el sistema no mostro
induccion, lo que podria ser debido a que el naftaleno no fuera inductor directo del
sistema, sino un producto de su degradacion (Rodriguez-Conde, comunicacion

personal), o que hubiera problemas de transporte en estas cepas.

4. MEJORA DEL SISTEMA BIOREPORTERO PARA SU

EXPRESION HETEROLOGA

Debido a que en el sistema anterior no habia expresion de GFP en presencia de
naftaleno, se procedid a realizar una nueva construccion que pudiera expresarse de
manera heter6loga en cepas incapaces de degradar naftaleno y distintas a Burkholderia

sp. MS3, como E. coli, P. putida KT2440 o A. borkumensis SK2.
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Nuestro mejor candidato para ser inductor del sistema fue el cis-naftaleno dihidrodiol
(Figura 1) resultado de la accién de la dioxigenasa codificada por los genes phnAcAd
sobre el naftaleno, ya que se habia demostrado anteriormente que 1,2-
dihidroxinaftaleno, salicilaldehido y salicilato (compuestos comerciales) no inducian el
sistema (Rodriguez-Conde, 2011). Se procedio, pues, a la construccion de un sistema
bioreportero (pKSN-3) que contenia la dioxigenasa del operén phn de Burkholderia sp.
MS3 (phnAcAd), la proteina reguladora de este operdn PhnR y el promotor Pphns (Figura
6). Este sistema bioreportero funcionaria de la siguiente manera: en primer lugar, la
presencia de benzoato produce la activacion de la proteina XylS que se une al promotor
Pm induciendo la transcripcion de los genes phnAcAd. La actividad enzimética de estas
proteinas activaria la conversion de naftaleno a cis-naftaleno dihidrodiol que, de ser el
inductor de la ruta, que seria reconocido por la proteina reguladora PhnR, induciendo la

transcripcion de gfp desde el promotor Pynns (Figura 6).

cis-Naftaleno
Benzoato Naftaleno dihidrodiol

phnAcAd

Figura 6. Funcionamiento del sistema bioreportero pKSN-3.

Se introdujo el plasmido pKSN-3 en E. coli DH5a mediante transformacion,
obteniéndose la cepa E. coli (pKSN-3). Esta cepa se expuso a benzoato y naftaleno, no
se observandose emision de fluorescencia a ninguna de las concentraciones utilizadas
(datos no mostrados). Este resultado podria ser debido a que, para el funcionamiento de

la dioxigenasa phnAcAd, se podria requerir, como en el caso de otras dioxigenasas, la
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participacion de un sistema de ferredoxinas, enzimas que actian como intermediarias
transportadoras de electrones (Bruschi et al., 2006). Estas ferredoxinas no se han
identificado en el operdn phn de Burkholderia sp. MS3 ni se han descrito en su genoma
y, aunque en algunas dioxigenasas el componente ferredoxina puede ser intercambiado
entre dioxigenasas de diferentes cepas bacterianas (Valentine, 1964), en este caso podria
no ser asi. También es posible que en esta construccion nos falte algin elemento

regulador no caracterizado hasta el momento y necesario para la induccion.

5. CARACTERIZACION DEL SISTEMA pKSN-1

Dado que el bioreportero pKSN-3 no funcionaba en cepas heter6logas y dado el
escaso conocimiento que se tenia hasta el momento del sistema de regulacion del
operon phn, decidimos utilizar la cepa Burkholderia sp. MS3 como hospedador del
sistema bioreportero. Hay que recordar que previamente habiamos determinado que esta
cepa crecia también en medio marino pese a haber sido aislada de suelo.

Como se ha mencionado en el capitulo anterior, los parametros a determinar para la
caracterizacion de un biosensor son el tiempo Optimo de exposicion al inductor, los
limites de deteccion y la especificidad a los compuestos que se quieren detectar

(Hynninen et al., 2012).

5.1 Determinacion del tiempo 6ptimo de exposicion al inductor
Para la determinacion de este parametro, Burkholderia sp. MS3 (pKSN-1) se expuso a
naftaleno (31,6 mg/L) a diferentes tiempos, encontrandose que las mayores inducciones

se obtenian a 7,5 h, al igual que en los ensayos de f-galactosidasa (Figura 7).
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Figura 7. Experimentos de induccidn del plasmido pKSN-1 en Burkholderia sp. MS3 a 7,5 horas con

naftaleno. Las barras de error significan la desviacion estandar de tres repeticiones de experimentos.

En los experimentos de induccion realizados a tiempos menores a 7,5 h (5 h) (datos
no mostrados) y a tiempos mayores (24 h) (Figura 7) no se observd induccion de la
expresion de fluorescencia. Posiblemente, a estos tiempos altos de induccion la cepa

haya degradado la mayor parte del naftaleno.

5.2 Determinacion de los limites de deteccion de este biosensor

Como se puede observar en la Figura 8, el limite de deteccion de este compuesto
para naftaleno es de 31,6 mg/L (concentracion de saturacion) donde la induccion de la
expresion de fluorescencia es de 2,53 veces. Cantidades mayores de naftaleno en el
medio no mostraron un aumento de la induccion de la emision por fluorescencia,
posiblemente porque el biosensor no detecte mas que la fraccion soluble en el medio o
por efectos de toxicidad de naftaleno (con una cantidad de naftaleno en el medio de 60

mg/L se observa un menor crecimiento de las células).
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Figura 8. Experimentos de induccion del pldésmido pKSN-1 en Burkholderia sp. MS3 a 7,5 horas con
distintas concentraciones de naftaleno. Las barras de error significan la desviacion estandar de tres

repeticiones de experimentos.

5.3 Determinacion de la especificidad del sistema bioreportero

Como también se menciond en el capitulo anterior, la determinacién de la
especificidad del sistema bioreportero es un parametro es importante, ya que se requiere
que los bioreporteros sean especificos para un tipo de compuestos y que no sean
inducidos por otras moléculas presentes en el medio (Ripp, 2005).

Para comprobar la especificidad del bioreportero se llevaron a cabo experimentos de
induccién a 7,5 h usando otros PAHs, como 2-metilnaftaleno (24,6 mg/L), 1-
metilnaftaleno (31,7 mg/L) y fenantreno (1,6 mg/L) e hidrocarburos aromaticos
monociclicos como tolueno (92,14 mg/L), etilbenceno (150 mg/L) y o-xileno (178

mg/L) (Figura 9).
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Figura 9. Experimentos de induccién a 7,5 h del plasmido pKSN-1 en Burkholderia sp. MS3 con 2-
metilnaftaleno (2-Mnaf), 1-metilnaftaleno (1-Mnaf), fenantreno (Fe), tolueno (Tol), etilbenceno (EB) y
o-xileno (0-Xil). Las barras de error significan la desviacion estandar de tres repeticiones de

experimentos.

Al igual que en los experimentos de B-galactosidasa, no se observd induccién de la
expresion desde el promotor Ppus en presencia de los compuestos aromaticos
monociclicos utilizados, corroborando la especificidad de este sistema por naftalenos y
derivados. En el caso del 1-metilnaftaleno se observé una induccion de 1,7 veces,
insuficiente por consenso para decir que es un inductor del sistema. No obstante, el
resultado estd en concordancia con lo visto anteriormente con ensayos de [3-
galactosidasa, donde el 1-metilnaftaleno también era peor inductor que el 2-
metilnaftaleno o el naftaleno.

Para intentar mejorar la sensibilidad del biosensor decidimos reemplazar la proteina
GFP con la proteina GFP inestable. Para ello se fusion6 el gen que codifica la proteina
reguladora PhnR con su promotor Pynns Y este a la proteina reportera GFP [LVA], una
GFP inestable (Miller et al., 2002) resultando el pldsmido pKSN-2. Esta proteina tiene

una vida media de 40 min (Andersen et al., 1998), de manera que, en el caso de
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existieran una alta actividad basal del promotor Pynns, la GFP que se hubiese acumulado
durante el crecimiento anterior a la induccion no produjese una sefial fluorescente alta.
Cuando esta construccion se introdujo en Burkholderia sp. MS3, obteniéndose la cepa
Burkholderia sp. MS3 (pKSN-2), y se expuso a naftaleno a distintos tiempos no se
observé induccion del sistema (datos no mostrados). Este fendmeno indeseado podria
ser debido a que la GFP producida se degradase demasiado rapido para el tipo de

determinaciones llevadas a cabo.

5.4 Estudio del funcionamiento de Burkholderia sp. MS3 (pKSN-1) en
medio marino ONR7a
Se realizaron experimentos para estudiar también el funcionamiento del biosensor
Burkholderia sp. MS3 (pKSN-1) en medio marino ONR7a. El crecimiento de este
biosensor en medio marino con y sin gentamicina fue algo peor que en M9 (datos
mostrados), pero aun asi se observd una induccion relativa de la fluorescencia de 1,78
veces en presencia de gentamicina y de 2,08 en ausencia de antibiotico en presencia de
concentraciones saturantes de naftaleno en el medio (31,6 mg/L). Estos datos indicaban
que el biosensor en medio marino funcionaba de forma muy similar (mostrando una

induccidn de unas dos veces) a como lo hacia en medio M9.

6. VALIDACION DEL BIOSENSOR CON MUESTRAS

COMPLEJAS

El paso siguiente fue la validacion de esta cepa biosensora Burkholderia sp. MS3 en
muestras ambientales. Como se mencion0 en capitulos anteriores, estas muestras son
complejas y en ellas pueden existir compuestos que pueden alterar el funcionamiento de

un biosensor (Zhang et al., 2012).

143



Capitulo 3

A la hora de determinar la toxicidad de un vertido en el medio ambiente es
importante saber qué tipo y en que rango de concentraciones esta presentes los PAHs
(Wang et al., 2003), por eso, y para validar nuestro biosensor, probamos la eficacia del
biosensor de naftaleno tanto en muestras de laboratorio contaminadas artificialmente
con diferentes concentraciones de gasoil y gasolina, asi como en muestras ambientales
obtenidas de entornos que habian sido contaminados por vertidos de petrleo y

derivados de manera accidental (descritos en M&M).

6.1 Validacion del biosensor con gasoil

Se observd induccién de la emision de fluorescencia en Burkholderia sp. MS3
(pPKSN-1) en presencia de gasoil en medio minimo M9. El limite de deteccion para esta
cepa biosensora, aquella concentracion donde la induccion en presencia de gasoil fue el
doble de la de la cepa en ausencia de este combustible, fue a una concentracion del
0,5% (v/v) (Figura 10). En esta muestra la cantidad de PAHSs totales (determinado por
GC-MS) fue de 0,36 mg/L, siendo la especifica de naftaleno de 0,29 mg/L. Este limite
estuvo 2 6rdenes de magnitud por debajo del encontrado por naftaleno puro (31,6
mg/L). Cantidades mayores de gasoil (1% v/v; concentracion especifica de naftaleno

0,58 mg/L) mostraron un ligero aumento de la induccién (2,5 veces).
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Figura 10. Experimentos de induccién del plasmido pKSN-1 en Burkholderia sp. MS3 a 7,5 horas con
distintas concentraciones de gasoil. Las barras de error significan la desviacion estandar de tres

repeticiones de experimentos.

6.2 Validacion del biosensor con gasolina

Se realizaron experimentos de induccion a distintas concentraciones de gasolina
(Tabla 1). Burkholderia sp. MS3 (pKSN-1) fue capaz de tolerar concentraciones de
gasolina hasta 0,06% (v/v), concentracién que ya afectaba a la supervivencia de la cepa.
La concentracion de 0,15 % (v/v) provocaba la muerte de las células, probablemente
debido a la alta concentracion de BTEX (Tabla 1). El sistema se indujo 4 veces en
presencia de gasolina al 0,01% (v/v), sin embargo a una concentracion de 0,005 % (v/v)
el sistema sélo se inducia 1,3 veces que, por acuerdo en su definicion, se considero
como no induccidn. La cantidad de PAHSs totales (incluyendo naftaleno) y de naftaleno
en la muestra de 0,01 % (v/v) fue muy similar siendo aproximadamente 15 pg/L (Tabla
1) de cada una de ellas. El limite de deteccion de naftaleno y derivados en gasolina fue
de un orden de magnitud menor que el encontrado en gasoil y tres 6rdenes de magnitud
menor con respecto al encontrado cuando se utilizé naftaleno puro.

No se produjo induccién a la concentracion de 0,06% (v/v) ya que, como hemos
indicado anteriormente, a esta concentracion de gasolina la supervivencia de la cepa de

estudio se vio muy afectada.

Tabla 1. Concentracion de PAHSs, naftaleno y BTEX en las distintas cantidades de gasolina utilizadas.

Gasolina (%0) PAHSs (mg/L) Naftaleno (mg/L) BTEX (mg/L)
0,005 0,00768 0,00747 3,71803
0,01 0,01536 0,01493 7,43606
0,06 0,09213 0,08959 44,61637
0,15 0,23032 0,22397 111,54090
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6.3 Validacion del biosensor con muestras contaminadas con crudo o con

derrames de crudo

En los experimentos realizados a distintas concentraciones (1%, 5% y 10% (v/v)) de

aguas saturadas de crudo y petréleo (chapapote) de Prestige no se observé induccion de

la expresion de Burkholderia sp. MS3 (pKSN-1) (datos no mostrados). El contenido de

PAHs (determinado por GC-MS) y, concretamente, de naftaleno estaba por debajo del

limite de deteccion del biosensor con las muestras complejas de gasoil (Tabla 2).

Tabla 2. Concentracion de PAHSs, naftaleno y BTEX en las distintas cantidades de crudo y petroleo de

Prestige utilizadas.

Muestra PAHs (mg/L) Naftaleno (mg/L) BTEX (mg/L)
Crudo (1 %) 0,01298 0,01297 0,00275
Crudo (5 %) 0,06491 0,06486 0,01373
Crudo (10 %) 0,12982 0,12972 0,02745
Prestige (1 %) 0,00194 0,00184 0,00484
Prestige (5 %) 0,00969 0,00919 0,02422

Prestige (10 %) 0,01938 0,01837 0,04844
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DISCUSION

El propésito del presente capitulo fue la construccion y validacion del
funcionamiento de un sistema biosensor para la deteccién especifica de naftaleno y sus
derivados. Este biosensor se construyé con los elementos reguladores de la ruta
degradativa de naftaleno de la cepa Burkholderia sp. MS3: el gen que codifica el
regulador de esta ruta phnR y el promotor de la ruta degradativa Ppns. Esta cepa
degrada naftaleno y fenantreno y es capaz de colonizar la rizosfera de las plantas,
eliminando satisfactoriamente fenantreno de suelos artificialmente adicionados con este
compuesto, restaurando la calidad de suelos contaminados para su posterior uso agricola
(Rodriguez-Conde et al., enviado).

Aunque uno de los objetivos iniciales de este estudio fue la expresion heterdloga del
sistema biosensor en cepas marinas, no conseguimos expresarlo en ninguna de las cepas
inicialmente seleccionadas como hospedadoras; no obstante demostramos que pese a ser
una cepa aislada de suelo, Burkholderia sp. MS3 es capaz de crecer en medio marino
(Capitulo 1 de esta Tesis Doctoral) y hemos demostrado el buen funcionamiento del
biosensor Burkholderia sp. MS3 (pKSN-1) en este medio.

Una de las razones por las que el sistema no se expresa en bacterias de otro género,
podria deberse a que el naftaleno no fuese el inductor directo de este sistema. Nuestra
primera hipoétesis fue que que el cis-naftaleno dihidrohiol, primer producto de la ruta
degradativa del naftaleno, resultante de la accién de la dioxigenasa PhnAcAd podria ser
el inductor de esta ruta. La introduccion de la primera dioxigenasa del operon phn de
Burkholderia sp. MS3 en el sistema bioreportero no conllevo la induccién de la emision
de fluorescencia del plasmido pKSN-3 en cepas hospedadoras heterologas en presencia
de naftaleno, lo que indicaria que para el funcionamiento de este biosensor de manera

heter6loga podria necesitar algin otro elemento, como un sistema de ferredoxinas que
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actuarian como transportadores de electrones, necesarios para el funcionamiento del
sistema de la dioxigenasa (Bruschi et al., 2006), o alguna otra proteina reguladora
accesoria. La mejora de este biosensor y el mejor entendimiento de la regulacion de la
ruta catabdlica constituye una linea abierta por esta tesis en el grupo de trabajo.

Aungue en la bibliografia hay descritos distintos biosensores basados en sistemas
similares, solo Trogl et al., 2007 han descrito un sistema de deteccion de derivados
monosustituidos de naftaleno. Este sistema, introducido en Pseudomonas fluorescens
HK44, contiene los genes nah que codifican la degradacion de naftaleno unidos a los
genes luxCDABE (Trogl et al., 2007). Las inducciones detectadas por el biosensor para
compuestos puros fueron menores que las obtenidas con las construcciones de
Burkholderia sp. MS3 (pPSM) y aproximadamente iguales a las obtenidas con
Burkholderia sp. MS3 (pKSN-1). Se describian inducciones de 2,61, 2,01, 2,13 y 2,12
veces para 1l-bromonaftaleno, 1-cloronaftaleno, 1-metilnaftaleno y 2-metilnaftaleno
respectivamente, a las mismas concentraciones (13,8 mg/L, 200 mg/L, 31,7 mg/L y 24,6
mg/L respectivamente) que las usadas con nuestro biosensor.

También hay descritos otros dos biosensores para la deteccion de naftaleno pero en
ambos se ha utilizado, al igual que en el caso anterior (Trogl et al., 2007), como
reportero bioluminescente los genes lux (Werlen et al., 2004; Tecon et al., 2010). Como
en el caso de la actividad B-galactosidasa, estos biosensores bioluminiscentes necesitan
la adicién de sustratos secundarios exdgenos (en el caso de los biosensores
bioluminiscentes un aldehido; Van der Meer et al., 2010). Este no es el caso de los
biosensores basados en GFP; estos no necesitan la adicion de ningun tipo de compuesto
para su activacion, lo cual los hace, conjuntamente con el desarrollo de fluorimetros

cada vez mas sencillos y eficientes (Turner Designs, 2008), idoneos para su utilizacion
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para una deteccion de la presencia de contaminantes ricos en naftalenos y sus derivados
metilados en el entorno.

Otra de las ventajas de nuestro biosensor Burkholderia sp. MS3 (pKSN-1), ademas
de tener GFP como proteina reportera, reside en que es muy especifico para naftaleno y
sus derivados monosustituidos y que no reconoce el fenantreno, compuesto que si es
reconocido en otros sistemas basados en elementos genéticos de otras cepas de
Burkholderia. Tecon et al., (2006) desarrollaron un biosensor similar utilizando el
promotor Pynns de Burkholderia sp. RPO07 fusionado a GFP, cuyo limite de deteccion
para naftaleno puro fue igual al encontrado en el biosensor desarrollado en el presente
capitulo Burkholderia sp. MS3 (pKSN-1), 31,6 mg/L. Sin embargo este biosensor
también detectaba fenantreno.

El mismo grupo de investigacion modificO més tarde (Tecon et al., 2010) este
biosensor de PAHs cambiando sus genes GFP por los genes lux. Con este biosensor
mejoraron los limites de deteccion, ya que la cantidad minima de PAHs detectada por
esta cepa en experimentos de simulacion de un derrame de petréleo fue de 64 pg/L y
para naftaleno puro el limite de deteccion fue de 22 ug/L. Estos limites son inferiores a
los detectados por nuestro biosensor de naftaleno puro, posiblemente por un mejor
funcionamiento de los genes lux o por la adicion de dimetilsulféxido que aumenta la
solubilidad del naftaleno, pero tienen el inconveniente de tener que afiadir un compuesto
exogeno para su deteccién y de que este biosensor no es especifico de naftaleno como el
desarrollado en el presente capitulo, sino que ademas detecta fenantreno. Sin embargo,
en el caso de gasolina, el limite de deteccion de naftaleno en Burkholderia sp. MS3
(pPKSN-1) se encontraba en 15 ug/L, inferior al encontrado por Tecon et al., (2010).

Uno de los problemas de este biosensor a la hora de detectar compuestos puros es

que su rango de deteccion es muy corto, el limite de deteccién el de saturacion son

149



Capitulo 3

similares (31,6 mg/L de naftaleno). Aunque intentamos mejorar el biosensor mediante
una GFP inestable, probablemente los tiempos de medicién del biosensor eran
demasiado altos para detectar la fluorescencia. El limite de saturacion del biosensor esta
probablemente delimitado por la toxicidad del naftaleno asi como por su
biodisponibilidad.

Los limites de deteccion del biosensor son mucho mas bajos en mezclas complejas
que en compuestos puros. Este resultado no es tan sorprendente y, probablemente, sea
debido a la presencia en estas mezclas complejas de metilnaftalenos, que no pudieron
ser cuantificados porque nuestras muestras estaban saturadas de estos compuestos.
Ademas, la presencia de disolventes organicos en la muestra puede aumentar la
solubilidad del naftaleno y, por tanto, su biodisponibilidad.

En resumen este biosensor Burkholderia sp. MS3 (pKSN-1) es especifico de
naftaleno y metilnaftalenos, siendo capaz de detectar estos compuestos puros cuando
estdn en disolucion de medio minimo M9 o medio marino en concentraciones
saturantes. Este biosensor puede ser utilizado para detectar concentraciones muy bajas
en muestras complejas. Debido a la toxicidad del naftaleno y derivados, seria
conveniente llevar a cabo las mediciones de estas muestras ambientales usando distintas

diluciones de la muestra.
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1. INTRODUCCION

Dentro de la composicion del petroleo, los hidrocarburos de bajo peso molecular,
descritos en capitulos anteriores, son relativamente solubles en agua, haciéndolos
biodisponibles para su degradacion (Blum et al., 2009). Los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (en inglés abreviado PAHSs) tienen menor solubilidad en agua cuanto mayor
es el nimero de anillos aromaticos que contienen y esto hace que disminuya su
potencial para biodegradaciéon (Figura 1). Por tanto, los PAHs de medio y alto peso
molecular (de 3 anillos 0 mas) son mas persistentes en el medio ambiente. Los PAHs
pueden ser adsorbidos a particulas existentes en el entorno, acumulandose en estos
materiales y convirtiéndose en una reserva de contaminantes (Simpson et al., 1996;
Morales-Caselles et al., 2006), produciendo los llamados “efectos toxicos cronicos” en
el medioambiente (Aske et al., 2002; Ghazali et al., 2004). Algunos PAHs pueden dafiar
el DNA de los organismos que habitan el entorno contaminado e inducir mutaciones
que conllevan efectos cancerigenos. Ademas pueden interferir con la tasa de
crecimiento y el éxito reproductivo de las especies, aumentar la sensibilidad a patdgenos
y causar dafio en el sistema inmune de animales (Paolo et al., 1997; Wilcke et al., 2000;

Laffon et al., 2006; Thang et al., 2014).

Compuestos aromaticos policiclicos

Naftaleno Fenantreno Pireno Antraceno

Solubilidad en H,O

Resistencia a la biodegradacion

Capacidad mutagénica

Figura 1. Diferencias en la solubilidad, resistencia a la biodegradacion y capacidad mutagénica de

diferentes hidrocarburos aromaticos policiclicos.
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La capacidad de biodegradar PAHs se ha descrito en numerosos microorganismos,
(incluyendo bacterias, hongos y algas) aislados de diversos ambientes: edaficos,
acuaticos, aerdbicos y anaerdbicos (Haritash et al., 2009). El fenantreno, compuesto de
tres anillos aromaticos, ha sido utilizado en numerosos estudios como PAH modelo y
las bases bioquimicas de su degradacion aerobia estan relativamente bien descritas

(Figura 2); no sucede lo mismo para otros PAHs de alto peso molecular.

OH
OH,,
HO HO
H
1 2
—' —' —
DIOXIGENASA Oe DESHIDROGENASA ‘O

FENANTRENO cis-fenantreno dihidrodiol 3,4-dihidroxifenantreno

DIOXIGENASA
EXTRADIOLICA

(&)

OCH HOOC OH
OH

CHO =
—
HIDRATASA
ALDOLASA

1-hidroxi-2-naftoaldehido Acido trans-4-(1-hidroxinaf-2-il}- Acido 2-hidroxi-2H-
2-oxobut-3-encico benzo[h]cromeno-2-carboxilico

6 | DESHIDROGENASA
COOH

OH 1 \2-dihidroxinaftaleno ACIDO

COOH SALICILICO
————, |cicLoDELOS ACIDOS
~_ TRICARBOXILICOS
ACIDO 1-HIDROXI-
COOH HO O0H
S
COOH H

2-NAFTOICO
C-FTALATO PROTOCATECUATO

ISOMERASA

Figura 2. Esquema de la ruta de degradacion de fenantreno en bacterias aerobias.

En general, en condiciones aerébicas, el primer paso en la degradacion de PAHs
incluye la accion de una enzima oxigenasa multicomponente que hidroxila el anillo.
Esta enzima consiste en tres componentes: una dioxigenasa terminal, una ferredoxina y
una ferredoxina reductasa. La dioxigenasa terminal, a su vez, esta formada por dos

unidades: una subunidad a y una subunidad  (Kasai et al., 2003). La subunidad o de las
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oxigenasas terminales conocidas esta compuesta por un dominio catalitico con un centro
de hierro mono nuclear que sirve como lugar de union al sustrato y un dominio Rieske
que conserva un grupo [2Fe-2S] que actla como una entidad de transferencia de
electrones para el centro mononuclear de hierro (Harayama et al., 1992). Estas
dioxigenasas son imprescindibles para la degradacion de PAHs (Demaneche et al.,
2004).

Los procesos de degradacion de PAHs de alto peso molecular, que también
comienzan con el ataque de una dioxigenasa a uno o varios anillos aromaticos, son muy
complejos. En muchas ocasiones, estos compuestos se degradan conjuntamente con
otros més sencillos en procesos denominados co-metabolismo. En otros casos dan lugar
a compuestos “dead-end” que no son posteriormente degradados (Keck et al., 1989)

Los PAHs de alto peso molecular son contaminantes ubicuos en el medio ambiente y
dada su toxicidad y efectos cancerigenos son sustancias de eliminacién prioritaria. El
ultimo objetivo de la presente Tesis Doctoral, consistia en la construccion de
biosensores para la deteccién de PAHs. Para esto, y dado que en la bibliografia
disponible no habia descrito ningun sistema regulador que respondiese a PAHs de alto
peso molecular, se propuso estudiar la regulacion de la expresién de la ruta degradativa
de PAHSs de un organismo aislado en el laboratorio, Novosphingobium sp. HR1a. La
cepa Novosphingobium sp. HR1a fue aislada de la rizosfera de Plantago lanceolada en
una zona situada cerca de la refineria situada en Palos de la Frontera (Huelva, Espafia)
por Rodriguez-Conde et al., (2011). Esta cepa se aisl6 en base a su crecimiento en
naftaleno y fenantreno como Unica fuente de carbono. Debido a sus buenas propiedades
como inoculante para biorremediacion (Molina et al, en preparacion), el DNA

gendmico se habia secuenciado en el laboratorio y, por tanto, al inicio de esta Tesis se
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tenian disponibles los datos de esta secuenciacidn, aunque no habia todavia un analisis
bioinformatico de los mismos.

Por tanto, para poder utilizar el sistema regulador de esta cepa en la construccion de
un biosensor debiamos identificar la/s dioxigenasa/s responsables de la biodegracién de
PAHs de medio y alto peso molecular, los elementos genéticos responsables de la
regulacion de los genes degradativos, los inductores de la ruta, y, finalmente, construir

el sistema biosensor.

2. IDENTIFICACION DE LA DIOXIGENASA RESPONSABLE DE LA
TRANSFORMACION DE PAHs

Para identificar los genes responsables de la degradacion de fenantreno, y dado que
se tenia la secuencia gendémica de Novosphingobium sp. HR1a, se llevd a cabo un
andlisis bioinformético para buscar dioxigenasas, identificAndose nueve genes que
codificaban dioxigenasas que hidroxilan anillos aromaticos. Las secuencias amino
acidicas de las subunidades o de estas dioxigenasas se compararon con las descritas en
otros microorganismos, en este caso teniendo en cuenta sélo aquellas dioxigenasas que
se habian caracterizado funcionalmente, ya que muchas veces la anotacion genética de
las mismas es muy confusa. Estos estudios revelaron que sélo una, codificada por el
marco abierto de lectura denominado ORF_1926 (del inglés Open Reading Frame) de
Novosphingobium sp. HR1a, presentaba homologia con un grupo de dioxigenasas
clasificadas como dioxigenasas inespecificas de PAHs en el grupo Sphingomonas
(Figura 3). El resto de las dioxigenasas encontradas en Novosphingobium sp. HR1a

parecen estar implicadas en la degradacion de compuestos monociclicos.
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Dioxigenasas de
compuestos
aromaticos
monociclicos

Dioxigenasas de
cumeno y pireno

Dioxigenasas de
bifenilo

Dioxigenasas de
naftaleno

Dioxigenasas de
hidroxilacion
especifica de
PAHSs del grupo
Sphingomonas

Figura 3. Comparacion filogenética de la secuencia de aminoécidos de la subunidad alfa de las

distintas dioxigenasas encontradas en HR1a con aquellas encontradas en la literatura y con una funcion

clara asignada. Las flechas negras indican los diversos ORFs para las distintas dioxigenasas de

Novosphingobium sp. HR1a. La flecha roja indica el ORF para la dioxigenasa que hidroxila PAHs

encontrada en Novosphingobium sp. HR1a.

Para determinar el papel del ORF_1926 (subunidad grande de la dioxigenasa de

hidroxilacion de PAHS) en la degradacion de PAHSs por parte de Novosphingobium sp.

HR1a, se decidi6 construir un mutante en dicho gen y analizar el crecimiento del mismo
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en PAHs. Como paso previo se caracterizo el espectro de PAHs en los que podia crecer
la cepa.

Cuando Novosphingobium sp. HR1a se cultivo en presencia de naftaleno (compuesto
de dos anillos aromaticos), fenantreno, antraceno (compuestos de 3 anillos), criseno y
pireno (compuestos de 4 anillos) se observé un aumento en el nimero de células (datos
no mostrados) y en la turbidez del cultivo (Figura 4), indicando que esta cepa era capaz
de usar todos estos compuestos como Unica fuente de carbono, aunque crecia mas
rapidamente en el caso del naftaleno, posiblemente debido a que es el compuesto mas

soluble de los mencionados y sea el méas biodisponible.

10,0

—— Naftaleno

€

S —e—Fenantreno

({e)

({e)

o .

a —A—Criseno

(@]

° —=— Antraceno
—&—Pireno

0 2 4 6 8
Tiempo (dias)

Figura 4. Curva de crecimiento de Novosphingobium sp. HR1a con diferentes PAHs como fuente de

carbono. Las barras de error significan la desviacion estandar de tres repeticiones.

Ademas, se observé que el cultivo adquiria un tono rojizo en presencia de antraceno
y un tono amarillo claro en presencia de naftaleno y pireno, indicacion de que el

compuesto estaba siendo modificado por el microorganismo. El conjunto de estos
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resultados indicé que la cepa Novosphingobium sp. HR1a era, al menos, capaz de
biotransformar productivamente de estos compuestos aromaticos.

El mutante en la ORF_156 fue incapaz de crecer en medio con naftaleno,
fenantreno, antraceno, criseno y pireno (Figura 5). Este resultado sugeria que este gen
estaba directamente implicado en la degradacién/transformacion de estos PAHs y que
los otros genes de dioxigenasas identificados en el genoma de Novosphingobium sp.
HR1a no eran capaces de suplir la funcion de esta dioxigenasa. Por su implicacién en la

degradacion de compuestos PAHSs se decidié denominar a este gen pahA.

1,0

- == mut-Naf

= == mut-Fe

S
o 0’1 i a - - -—" er o o o - a» o i
8 S 3 “Z==5 TS5 - - mutcr
= == mut-Ant
= = mut-Pir
0,0
0 2 4 6 8

Tiempo (dias)

Figura 5. Curva de crecimiento del mutante de Novosphingobium sp. HR1a en el gen de la dioxigenasa
pahA con diferentes PAHs como fuente de carbono. Naf, Naftaleno; Fe, Fenantreno; Cri, Criseno; Ant,
Antraceno; Pir, Pireno. Las barras de erros significan la desviacion estandar de tres repeticiones de

experimentos.

3. CARACTERIZACION DE LA REGION DEL PROMOTOR DE pahA
La region intergénica de 239 pb situada entre la ORF_1925 que codifica una
permeasa y el gen pahA (Anexo 3) se analiz6 para encontrar las secuencias consenso del

promotor putativo. Usando la técnica RACE 5°, se identifico el punto de inicio de la
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transcripcion localizado en la adenina de posicion 51 aguas arriba del codon de
iniciacion de pahA (Figura 6). Aguas arriba de este inicio de la transcripcion de pahA se
encontré una forma no usual (CC-N10-GG) de la regién -24 -12 para los promotores
regulados por >t

Aguas arriba de esta secuencia, posicion -100, se localizaron dos repeticiones
invertidas perfectas que podrian constituir las secuencias de activaciéon (en inglés su
abreviatura es UAS), tipico de unién a promotores dependientes de ¢>*, donde un
posible regulador de la familia NtrC podria unirse al DNA (Tropel et al., 2005). Todas
las regiones de DNA mencionadas (punto de inicio de la transcripcion, posibles
promotores -12 -24 regulados por 654, UAS y dominios de union al ribosoma (en inglés

abreviado RBS)) presentaban una secuencia conservada con respecto otros miembros de

la familia Sphingomonadaceae (Figura 6).

A (PERMEASE-ORF1525)

NtrC binding site
CATcagaacgagcgttccggectgtctcaatecccacttgegecagtateggetttttgeatategtgeategtattgece
NtrC binding site —

ctaatgeacgaatctgoccgaagacaatogeaggtogtgaaaaceggagagagoccatgageggogacaccacactegta

& -100
)

gacactgtcaatgctabggagtcccgtcaggqgttctgggacAgagacgtttatgatcttgaaatagagcggattttt
+1

54 binding site

tcctggttgATG (phaa-ORF1956)
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Figura 6. (A) Regidn reguladora de pahA. El sombreado gris (-100) es la secuencia de activacion donde

un posible regulador de la familia NtrC podria unirse al DNA y las flechas determinan las regiones

palindromicas. Caja azul, region -24 -12 para los promotores regulados por o°*. RBS, dominio de unién al

ribosoma. (B) Alineamiento de pahA con regiones homologas de otros miembros de la familia

Sphingomonadaceae. En rojo, las regiones de la regién reguladora de pahA mencionadas en el apartado A

de esta figura (menos el RBS). En subrayado las secuencias que se queria saber cdmo se conservaban en

los otros organismos. HR1a, Novosphingobium sp. HR1a (RAST server ID. 6666666.92368); HR5a,

Sphingobium sp. HR5a (RAST server ID. 6666666.92369); PP1Y. Novosphingobium sp. PP1Y (GenBank

1.D. NC_015580); N.p. pLA1, Novosphingobium pentaromativorans US6-1 plasmido pLA1 (GenBank

1.D. NZ_AGFMO01000122); N.a. pNL1, Novosphingobium aromaticivorans DSM 12444 plasmido pNL1

(GenBank I.D. CP000676.1); N. aro, N. aromaticivorans DSM 12444 cromosoma (GenBank 1.D.

NC_007794.1)
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Para estudiar cobmo este promotor respondia a la presencia de diversos PAHSs, se
clond la region promotora (Ppana), €n el plasmido pMP220 que codifica un gen lacZ sin
promotor, dando como resultado el plasmido pHR1a (Ppana::lacz), el cual se introdujo
en la cepa silvestre y en el mutante de la dioxigenasa.

Los ensayos de [B-galactosidasa, llevados a cabo en Novosphingobium sp. HRla
(pHR1a) en medio minimo M9 con glucosa como fuente de carbono, demostraron que
el promotor Ppana Se inducia en presencia de PAHs de dos anillos aromaticos como
naftaleno (incremento de induccion relativa con respecto a control sin inducir de 6 veces
a su concentracioén de saturacion, 31,6 mg/L) (Figura 7). También se observé induccién
en presencia de PAHs de tres anillos arométicos, como fenantreno y antraceno
(induccién relativa de 2,5 veces a concentraciones de saturacion de 1,6 mg/L y 0,044
mg/L respectivamente) (Figura 7) y con PAHSs de 4 anillos arométicos, como pireno y
criseno (induccién relativa de 2 y 1,5 veces a concentraciones de saturacion, 0,135 mg/L
y 0,2 pg/L respectivamente). Sin embargo, el mejor inductor fue el &cido salicilico, un
compuesto aromatico monociclico, que es el intermediario clave en la ruta de
degradacién de naftaleno (Di Gennaro et al., 2001) (7 veces de induccion a una
concentracion 805 mg/L). Otros compuestos aroméaticos monociclicos, como algunos
intermediarios en la ruta de degradacién de naftaleno (o-ftalato y protocatecuato a
concentraciones 825 mg/L y 770 mg/L respectivamente) y diferentes BTEX (benceno,
tolueno, etilbenceno, o-xileno a 90 mg/L, y concentraciones de saturacion de 92,14
mg/L, 150 mg/L y 178 mg/L respectivamente) fueron incapaces de inducir la expresion
de Ppana (Figura 7 y datos no mostrados). Todos estos experimentos fueron realizados a
las 5 h de exposicion a los inductores.

En el caso de la cepa mutante, se ensayd la actividad de Ppana en presencia de

fenantreno, naftaleno y salicilato; en este caso su expresion no se vio afectada
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significativamente (datos no mostrados), lo que sugeria que los mismos PAHS y no
algunos de los derivados producidos por el metabolismo de los mismos eran los

inductores de este promotor.
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Figura 7. Expresion de Ppana en Novosphingobium sp. HR1a. Sali, salicilato; Naf, naftaleno; Fen,
fenantreno; Ant, antraceno; Cri, criseno; Pir, pireno. Las barras de error significan la desviacion estandar

de tres repeticiones de experimentos.

4. CARACTERIZACION DEL REGULADOR DE Ppaha

Uno de los objetivos del Proyecto Europeo donde se enmarca esta Tesis Doctoral era
la obtencion de biosensores para ser utilizados en medios marinos. Para la expresion de
estos biosensores de manera heterdloga en bacterias marinas, se precisaba la
identificacion del sistema de regulacion de la ruta degradativa de PAHs de la cepa
Novosphingobium sp. HR1a. Hasta el momento de la realizacion de esta Tesis Doctoral
este regulador no habia sido identificado.

La organizacion genética de las rutas de degradacion de compuestos aromaticos en la
familia Sphingomonadaceae difiere a la encontrada en otras bacterias; es raro que estos
genes se organicen en unidades de transcripcion coordinada y que, por tanto, los genes
se encuentren localizados contiguamente en el genoma (Romine et al., 1999). Este
hecho dificultaba la identificacion preliminar del regulador implicado en la degradacion

de PAHs, ya que no existia ninguna ORF que codificase un posible regulador
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inmediatamente aguas arriba/abajo de los genes de la dioxigenasa. No obstante, en la
secuencia gendmica de Novosphingobium sp. HR1a, se localizaron cuatro marcos de
lectura abierta (ORFs) que codificaban proteinas con homologia con proteinas
reguladoras de otros miembros de la familia Sphingomonadaceae y que estaban
localizados en las inmediaciones del gen pahA, en dos transposones que contenian
también los genes de varias dioxigenasas (Anexo 3).

- El ORF_1937, codifica una proteina de la familia MarR, descrita como involucrada
en el control de una gran variedad de funciones bioldgicas, incluyendo la resistencia a
diversos antibidticos, a desinfectantes del hogar, a disolventes organicos, a agentes de
estrés oxidativo y la regulacion de la sintesis del factor de virulencia en patégenos de
humanos y plantas (Grove, 2013). Muchos de los reguladores de esta familia responden
a compuestos aromaticos (Fiorentino et al., 2007).

- El ORF_1941, con homologia también con reguladores de la familia MarR, y que
esta codificado de forma divergente a los genes que codifican un sistema de transporte
tripartito RND (Resistencia-nodulacion-division) (ORF_1942/4) en Novosphingobium
sp. HR1a.

- EI ORF_1956, con homologia a un gen que codifica un regulador de tipo NtrC. Estos
reguladores en general presentan dos dominios, un dominio de interaccion sigma 54 de
polimerasa de RNA con actividad ATPasa y un dominio HTH (hélice-giro-hélice) de
union a DNA, en este caso, de tipo Fis. Este regulador se transcribe en la misma
direccion que algunos genes involucrados en la degradacion de compuestos
monociclicos, posiblemente benzoatos y derivados (ORF_1975/1951).

- ElI ORF_1998, un regulador de la familia IcIR que se transcribia en la misma
direccion que una proteina transportadora de la familia MFS (Major facilitator

superfamily) y que participa en el flujo de antibioticos.
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Como cualquiera de estos cuatro ORF podria controlar la expresion de pahA, se decidio
construir mutantes en cada uno de ellos para asi poder identificar cuél estaba
directamente involucrado en la regulacion de los genes de degradacion de PAHSs. Se
construyeron mutantes en los genes ORF_1937, ORF_1941 y ORF_1956 de
Novosphingobium sp. HR1a. Aunque se intent6 obtener el mutante en la ORF_1998
(regulador de la familia IcIR), no fue posible conseguirlo.

Los mutantes en los ORF_1937 y ORF_1941 (reguladores tipo MarR) poseian un
fenotipo similar a la cepa salvaje; fueron capaces de crecer en naftaleno, fenantreno,
antraceno, criseno y pireno como Unica fuente de carbono (datos no mostrados). Cuando
se introdujo el plasmido pHR1a en las cepas mutantes no se observaron cambios en la
expresion del promotor Ppana en presencia de fenantreno. Esto indicaba que estos
reguladores no estaban implicados directamente en la expresion del gen pahA.

El mutante en la ORF_1956 (regulador de la familia NtrC) poseia un fenotipo similar
al mutante de pahA, fue incapaz de crecer con naftaleno, fenantreno, antraceno, criseno
y pireno como Unica fuente de carbono (datos no mostrados). Este dato, junto con los
obtenidos del analisis de la secuencia del promotor Ppana que sefialaban a la regulacion
por reguladores tipo NrtC sugerian que este regulador, llamado desde ahora pahR,
estaba involucrado en la regulacion de la ruta de degradacion de PAHs en
Novosphingobium sp. HR1a. Para confirmar este resultado el plasmido pHR1a se
introdujo en el mutante pahR de la cepa Novosphingobium sp. HR1a, no observandose
induccion de la actividad de Ppana en presencia de naftaleno, fenantreno, antraceno,

criseno, ni pireno (Figura 8).
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Figura 8. Expresion de Ppana en el mutante en el regulador pahR en Novosphingobium sp. HR1a. Sali,
salicilato; Naf, naftaleno; Fen, fenantreno; Ant, antraceno; Cri, criseno; Pir, pireno. Las barras de error

significan la desviacion estandar de tres repeticiones de experimentos.

Ademas, se llevaron a cabo experimentos de expresion del promotor Ppanr mediante
ensayos B-galactosidasa y se encontr6 que, cuando se cloné este promotor en el vector
de expresion pMP220 y se introdujo en Novosphingobium sp. HR1a, éste se inducia en
presencia de salicilato, naftaleno, fenantreno y pireno (Figura 9), los mismos

compuestos que inducian la expresion de Ppana.
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Figura 9. Expresion de Ppans €n Novosphingobium sp. HR1a. Sali, salicilato; Naf, naftaleno; Fen,
fenantreno; Ant, antraceno; Cri, criseno; Pir, pireno. Las barras de error significan la desviacion estandar
de tres repeticiones de experimentos.
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5. SISTEMA BIOREPORTERO PARA SU EXPRESION HETEROLOGA

Para conseguir un bioreportero para la deteccion de PAHs que se pudiera expresar en
distintas cepas bacterianas, incluyendo cepas marinas, se procedio a la construccion de
un sistema bioreportero con el gen regulador pahR con su promotor nativo Ppanr Y el

promotor Ppana fusionado a GFP (Figura 10).

I:)DahR I:)DahA gfp

Figura 10. Esquema de la construccién de pKSPA-3.

Esta construccion se electropor6 en la cepa original, Novosphingobium sp. HR1a, en
E. coli DHSa y en P. putida KT2440. En Novosphingobium sp. HR1a (pKSPA-3), se
observé induccion de la expresion de fluorescencia en presencia tanto de
concentraciones saturantes de naftaleno (31,6 mg/L), como de fenantreno (1,6 mg/L)
(Figura 11); sin embargo, en E. coli DH5a (pKSPA-3) y P. putida KT2440 (pKSPA-3)
se observd una altisima expresion basal; la fluorescencia emitida sin inductor estaba por
encima del rango de deteccidn del fluorimetro utilizado y por tanto, un aumento de la

expresion producido por el inductor no era detectable por el equipo.
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Figura 11. Experimentos de induccidn del plasmido pKSPA-3 en Novosphingobium HR1a a 5y 24 horas
con naftaleno y fenantreno. Las barras de error significan la desviacion estandar de tres repeticiones de

experimentos.
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Para intentar controlar la expresion del regulador dentro del bioreportero, se decidio
construir el plasmido pKSPA-4, en el que se sustituyé el promotor nativo Ppanr por el
promotor Py, (Figura 12). El funcionamiento de este biosensor seria el siguiente: en
presencia de benzoato, se produciria la activacion de la proteina XylS, esta se uniria a
Pm € induciria la expresion de la proteina PahR. Esta a su vez, y en presencia de PAHSs,
induciria la expresion de GFP mediante la activacion de la expresion desde el promotor

Ppana (Figura 12).

Benzoato PAHS

Figura 12. Funcionamiento del sistema bioreportero pKSPA-4.

Este sistema se electroporo en E. coli DH5a y se probd con gasoil como inductor. Se
usé gasoil en vez de fenantreno puro porque previamente se habia determinado que el
biosensor de naftaleno Burkholderia sp. MS3 (pKSN-3) era mas sensible a la presencia
de esta mezcla compleja que a los compuestos puros, probablemente porque la
presencia de disolventes organicos favorecia la biodisponibilidad de los PAHs. No
obstante, no se observd induccion del sistema a ninguno de los tiempos ensayados
(datos no mostrados).

Todos estos resultados nos indicaron que en la regulacion de Ppaa €n
Novosphingobium sp. HR1a existia otro elemento regulador que modulaba la expresion

del promotor. Este componente no se encontraba en las cepas heterélogas probadas y
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por tanto, para construir biosensores en cepas diferentes de la original, necesitabamos

algan regulador adicional, que era desconocido.

6. FUNCIONAMIENTO DEL PLASMIDO pKSPA-1

Debido al buen crecimiento de Novosphingobium sp. HR1a en medio marino (ver
Capitulo 1) y dado que no fue posible expresar el sistema bioreportero en cepas
heter6logas, se decidio usar esta cepa como hospedadora. Esto nos permitio simplificar
el bioreportero, debido a que todos los elementos reguladores estaban codificados en el
cromosoma. El bioreportero a utilizar, contenido en el plasmido pKSPA-1, contenia la
fusion Ppana::gfp.

El funcionamiento de este biosensor se esquematiza en la Figura 13; en presencia de
PAHSs, el regulador pahR, ahora codificado exclusivamente en el cromosoma, se activa

y se une al promotor Ppana induciendo la transcripcion de gfp en funcion de la

%
=)

concentracion de inductor presente.

1

ahA

EcoRlI Pstl

Figura 13. Funcionamiento del plasmido pKSPA-1.

7. CARACTERIZACION DEL SISTEMA BIOREPORTERO pKSPA-1

Una vez construido el biosensor Novosphingobium sp. HR1la (pKSPA-1), se
caracterizaron los pardmetros basicos del biosensor: el tiempo de exposicion al inductor,
los limites de deteccion y la especificidad a los compuestos que se quieren detectar

(Hynninen et al., 2010).
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7.1 Determinacion del tiempo 6ptimo de exposicion al inductor

Para la determinacion de este parametro que, como se indic en capitulos anteriores
es el tiempo que permite una mejor diferenciacion de la expresion de un biosensor a
distintas concentraciones (Hynninen et al., 2010), se expuso Novosphingobium sp.
HR1a (pKSPA-1) a una concentracion de naftaleno de 31,6 mg/L a distintos tiempos en
medio marino ONR7a (Figura 14). El tiempo donde se observd mayor induccion fue a

las 24 h después de la adicion del inductor.
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Figura 14. Experimentos de induccién del pldsmido pKSPA-1 en Novosphingobium HR1a con naftaleno a

distintas horas. Las barras de error significan la desviacion estandar de tres repeticiones de experimentos.

7.2 Determinacion de los limites de deteccion del biosensor

Para la determinacion de estos parametros se expuso Novosphingobium sp. HR1a
(pPKSPA-1) a diferentes cantidades de salicilato (Figura 15A) y PAHs de dos y tres
anillos como naftaleno (Figura 15B) y fenantreno (Figura 15C) con tiempos de

exposicion de 24 h en medio marino ONR7a.
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Figura 15. Experimentos de induccién del plasmido pKSPA-1 en Novosphingobium HR1a a distintas
concentraciones de salicilato (A), naftaleno (B) y fenantreno (C). Las barras de error significan la

desviacion estandar de tres repeticiones de experimentos.

El limite minimo de deteccion de salicilato mostrado por la cepa biosensora
Novosphingobium sp. HR1a (pKSPA-1) fue 1,6 mg/L (Figura 15A); para el caso del
naftaleno este limite minimo de deteccién fue de una concentracion de 5,2 mg/L (Figura
15B); mientras que para fenantreno este limite se situé a una concentracién de 1,6 mg/L
(Figura 15C), concentracion proxima a la concentracion de saturacion de este
compuesto en agua.

Los limites de saturacion de esta cepa biosensora se situaron a una concentracion de
40 mg/L de salicilato donde la fluorescencia relativa fue de 15 veces (Figura 15A). En
el caso del naftaleno, el limite de saturacion fue a una cantidad afiadida de este
compuesto de 70 mg/L con una emision relativa de fluorescencia de 4,3 veces (Figura
15B). Para el fenantreno, el limite de saturacion se determiné cuando se afadieron 60
mg/L de este compuesto, con una emision relativa de fluorescencia de 5,5 veces (Figura

15C).

7.3 Determinacion de la especificidad del sistema bioreportero

Aunque el perfil de PAHs que inducian el sistema se habia determinado
anteriormente en base a experimentos de (-gal era necesario determinar el rango de
inductores del sistema bioreportero con GFP.

Para ello, se llevaron a cabo experimentos de exposicion del biosensor a otros PAHs
de dos anillos, como 2-metilnaftaleno (15 mg/L), de tres anillos como antraceno (0,044
mg/L) y de cuatro anillos como pireno (0,135 mg/L) a 24 h (Figura 16). También se
expuso este biosensor a hidrocarburos aromaticos monociclicos como tolueno (92,14

mg/L), etilbenceno (150 mg/L) y o-xileno (178 mg/L) (Figura 16). Novosphingobium
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sp. HR1a fue capaz de crecer en presencia de todos estos compuestos, pero sélo se
observo induccion del sistema en presencia de 2-metilnaftaleno (Figura 16). Los PAHs
antraceno y pireno, asi como los compuestos aromaticos monociclicos tipo BTEX no

indujeron el sistema biosensor estudiado (Figura 16).
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Figura 16. Experimentos de induccién a 24 h del plasmido pKSPA-1 en Novosphingobium HR1a con
naftaleno (Naf), fenantreno (Fe), 2-metilnaftaleno (2-MNaf), antraceno (Ant), pireno (Pir), tolueno (Tol),
etilbenceno (EB) y o-xileno (o-Xil). Las barras de error significan la desviacién estandar de tres

repeticiones de experimentos.

7.4 Cambio de la GFP estable del bioreportero por una GFP inestable

Dado que la sensibilidad de este biosensor a diferentes compuestos fue mas baja que
la mostrada cuando se us6 como gen reportero el gen lacZ (Figura 8), decidimos
averiguar si este fenomeno podria deberse a la alta fluorescencia basal (87038+12800
conteos por segundo) observada en el biosensor en las condiciones control (sin la
presencia de inductor) y, por tanto, a una posible acumulacion de la proteina GFP en la
célula a lo largo del tiempo de exposicion. Por ello, se sustituyo el gen que codifica la

sintesis de la proteina GFP estable del plasmido pKSPA-1 por una GFP inestable, que
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se degrada répidamente, denominada GFP [LVA] (Miller et al., 2000), resultando el
plasmido pKSPA-2. Esta construccion, se introdujo en Novosphingobium sp. HR1a.
Novosphingobium sp. HR1la (pKSPA-2) se expuso a inductores del sistema a
distintos tiempos, resultando que el sistema biosensor no mejoraba significativamente.
Por tanto, podemos concluir que el biosensor Novosphingobium sp. HR1a (pKSPA-1) es
un sistema que detecta especificamente naftalenos, fenantreno y el producto de

degradacion de diversos PAHSs, salicilato.

8. VALIDACION DEL SISTEMA BIOREPORTERO pKSPA-1 CON
MEZCLAS COMPLEJAS

El paso siguiente fue la validacion de este biosensor con muestras complejas. Como
se menciond en capitulos anteriores, en ellas pueden existir compuestos que pueden
alterar el funcionamiento de un biosensor (Zhang et al., 2012). Es por ello que se probo
la eficacia de este biosensor a la hora de detectar PAHSs presentes tanto en muestras de
laboratorio contaminadas artificialmente con diferentes concentraciones de gasoil y
gasolina, asi como en muestras ambientales obtenidas de entornos contaminados de

manera accidental por vertidos de petrdleo y derivados (descritos en MM).

8.1 Validacion del biosensor con gasoil

Se observo induccién de la emision de fluorescencia relativa cuando
Novosphingobium sp. HR1a (pKSPA-1) se expuso a diferentes concentraciones de

gasoil en medio marino ONR7a (Figura 17).
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Figura 17. Experimentos de induccién del plasmido pKSPA-1 en Novosphingobium HR1a a distintas
concentraciones de gasoil. Las barras de error significan la desviacion estandar de tres repeticiones de

experimentos.

Novosphingobium sp. HR1a (pKSPA-1) (Figura 17) tuvo como limite de deteccion
de gasoil una concentracion de 0,06 % (v/v), mientras que el limite de saturacion se
observo a una concentracion de 1,5 % (v/v), donde la emisidn relativa de fluorescencia
fue de 4,3 veces. Se seguia observando induccion a una concentracion de 2 % (v/v)
donde fue de 4,1 veces con respecto al control sin inducir (Figura 17). En la Tabla 1 se
pueden observar los limites de deteccion y de saturacion por gasoil de esta cepa
comparados con los obtenidos con naftaleno y fenantreno, encontrandose que el limite
de deteccion de este biosensor era aproximadamente dos o6rdenes de magnitud inferior
en el caso del uso de gasoil como inductor del sistema (teniendo en cuenta la cantidad
de PAHSs totales en la muestra cuantificados por GC-MS), que cuando se utilizo

naftaleno o fenantreno en forma pura (Tabla 1).
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Tabla 1. Limites de deteccidn y limites de saturaciéon de Novosphingobium sp. HR1a (pKSPA-1) con

gasoil.
Muestra Limite de deteccion  Limite de saturacion
Naftaleno (mg/L) 5,2 70
Fenantreno (mg/L) 1,6 60
Gasoil (%) 0,06 15
Gasoil (mg/L de PAHs)* 0,04 1,05
Gasoil (mg/L de naftaleno)® 0,03 0,86

! Cantidad de PAHs totales presentes en el porcentaje de gasoil indicado en la Tabla 1.

2 Cantidad de naftaleno presente en el porcentaje de gasoil indicado en la Tabla 1.

8.2 Validacion del biosensor con gasolina

También se realizaron experimentos de induccion a distintas concentraciones de
gasolina. Novosphingobium sp. HR1a (pKSPA-1) fue capaz de tolerar concentraciones
de gasolina de hasta 0,05% (v/v), concentracibn que empezaba a afectar la
supervivencia de la cepa biosensora. Una concentracion de 0,2% (v/v) provocaba la
muerte de las células, probablemente debido a la alta concentracion de BTEX (148
mg/L) encontradas en estas muestras (Tabla 2). El sistema no mostré induccion en
ninguna de las concentraciones utilizadas que fueron 0,0001% (v/v), 0,005% (v/v),
0,01% (v/v), 0,05% y 0,05% (v/v), siendo la cantidad total de PAHSs, de naftaleno y de
BTEX determinadas por GC-MS las mostradas en la Tabla 2. La cantidad de PAHs
encontrada en la mayor concentracion de gasolina utilizada, en la que la supervivencia
no estuvo afectada 0,01% (v/v), estuvo por debajo del limite de deteccidn del sistema

determinado en gasoil.

Tabla 2. Concentracion de PAHSs, naftaleno y BTEX en las distintas cantidades de gasolina utilizadas.

Gasolina (%) PAHs (mg/L) Naftaleno (mg/L) BTEX (mg/L)
0,0001 0,000154 0,000149 0,074361
0,0005 0,000768 0,000747 0,371803

0,01 0,015355 0,014931 7,436060
0,05 0,076775 0,074655 37,18030
0,2 0,307098 0,298620 148,72120
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8.3 Validacion del biosensor con aguas y sedimentos marinos

Ademas, Novosphingobium sp. HRla (pKSPA-1) se expuso a las muestras
ambientales utilizadas en capitulos anteriores: aguas de los puertos de Motril/Granada y
Mesina/ltalia transitados por embarcaciones, de la playa de Salobrefia/Granada menos
frecuentada por barcos, de las aguas contaminadas por un derrame de combustible de
Gela/ltalia. También se analizaron los sedimentos del puerto de Mesina y sedimentos
cercanos a Gela.

Novosphingobium sp. HR1a (pKSPA-1) mostr6é induccion cuando se expuso a las
aguas (10 % v/v) y sedimentos de Gela (7,5 % v/v) (Figura 18), no encontrandose
induccion cuando se expuso a las aguas de Motril/Salobrefia/Messina (datos no

mostrados).
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Figura 18. Experimentos de induccién del plasmido pKSPA-1 en Novosphingobium HR1a con aguas (10
% v/v) y sedimentos (7,5 % v/v) de Gela. Las barras de error significan la desviacion estandar de tres

repeticiones de experimentos.

El contenido de PAHSs y naftaleno se muestra en la Tabla 3, encontrandose que en las

aguas y en los sedimentos de Gela el limite de deteccion del sistema se encontraba muy
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por debajo de los limites de deteccion obtenidos con PAHs puros (4 6rdenes de

magnitud inferior) y gasoil (un orden de magnitud inferior) (Tabla 1).

Tabla 3. Concentracion de PAHs y naftaleno en las distintas muestras utilizadas.

Muestra PAHs (mg/L) Naftaleno (mg/L)
Aguas de Motril (10%) 0,00057 0
Aguas de Salobrefia (10%) 0,00045 0,00006
Aguas de Messina (10%) 0,00105 0,00084
Sedimenos de Messina (10%) 0,00041 0,00008
Aguas de Gela (10%) 0,00117 0,00088
Sedimentos de Gela (7,5%) 0,00378 0,00351

8.4 Validacién del biosensor con muestras contaminadas con crudo o
derrames de crudo

En los experimentos realizados a distintas concentraciones de aguas saturadas de
crudo y petroleo (chapapote) del Prestige se observd unicamente induccion con una

solucion saturada de crudo al 10 % (Figura 19).
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Figura 19. Experimentos de induccién del plasmido pKSPA-1 en Novosphingobium HR1a con agua
saturada (10% v/v) de crudo. Las barras de error significan la desviacion estandar de tres repeticiones de

experimentos.
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El contenido de PAHS, naftaleno y BTEX se muestra en la Tabla 4, encontrandose
que la concentracion de PAHs de la muestra de crudo al 10% estaba en el rango de
deteccion del biosensor cuando se usé con gasoil como inductor del sistema. Dicha
concentracion estaba por debajo de este rango de deteccion en el caso de la muestra

procedente del derrame del Prestige.

Tabla 4. Concentracion de PAHs, naftaleno y BTEX en las distintas muestras utilizadas.

Muestra PAHs (mg/L) Naftaleno (mg/L) BTEX (mg/L)
Crudo (10 %) 0,1298 0,1297 0,0275
Prestige (10 %) 0,0194 0,0184 0,0484
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DISCUSION

Para la construccion de un biosensor que fuese capaz de detectar PAHs de diferentes
pesos moleculares, se comenzo el estudio a partir de una cepa aislada en el laboratorio
de la que disponiamos de datos sobre su capacidad de degradar naftaleno y fenantreno y
de su secuencia genémica. En esta tesis se demostrd que esta cepa, Novosphingobium
sp. HR1a, poseia la capacidad de degradar un amplio rango de PAHs. Ademas de usar
naftaleno, fenantreno como Unica fuente de carbono, también era capaz de degradar
antraceno, criseno y pireno; PAHs de alto peso molecular. En otras
Sphingomonadaceae, esta capacidad es debida a la existencia de una dioxigenasa no
especifica que hidroxila PAHs (Demaneche et al., 2004; Jouanneau et al., 2006; Schuler
et al., 2009; Lyu et al., 2014) y, por analisis de secuencia y construccion de un mutante
en la dioxigenasa adecuada, demostramos que pahA era la dioxigenasa fundamental
para la degradacion de PAHSs de diferentes pesos moleculares en Novosphingobium sp.
HR1a. Que el mutante no creciera en ninguno de los PAHs probados sugeria que
ninguna otra de las dioxigenasas codificadas en el genoma era capaz de utilizar
productivamente estos compuestos.

La expresion de los genes de estas dioxigenasas se inducen a menudo por la
presencia de PAHSs en los medios de cultivo (Kim et al., 2006; Pagnout et al., 2007) v,
efectivamente, al utilizar la fusion Ppana::lacZ se demostré que el gen pahA de
Novosphingobium sp. HR1a se inducia en presencia de concentraciones de saturacion en
agua de antraceno y pireno, siendo esta induccion mucho mas clara en presencia de
naftaleno, salicilato y fenantreno. Este sistema mostrd gran especificidad por PAHS, ya
que no se observé induccidn de pahA en presencia de otros compuestos presentes en el
petréleo como son los compuestos aromaticos monociclicos (tolueno, etilbenceno y o-

xileno). Por tanto, este sistema de regulacion tenia buenas perspectivas para poder ser
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utilizado en la construccién de un bioreportero para la deteccion de PAHSs, incluyendo
PAHs de alto peso molecular, para cuya deteccién no se habia disefiado ningun
biosensor hasta el momento.

Como esta Tesis Doctoral se enmarca dentro de un proyecto europeo, en el que
interesaba usar las cepas utilizadas por el resto de socios en el consorcio, nuestra
primera aproximacién para el disefio del bioreportero fue generar un sistema que se
pudiera utilizar en diversas cepas bacterianas. Para ello era imprescindible identificar
la/s proteina/s que controlaban la expresion desde el promotor Pyana. Cabe destacar que
en este capitulo se ha descrito por primera vez el regulador de la ruta degradativa de
PAHs para un miembro de la familia Sphingomonadaceae; PahR, perteneciente a la
familia de los reguladores transcripcionales dependientes de o>'. Esta proteina es
esencial para la degradacion de PAHSs; en ausencia de este factor de transcripcion, la
expresion de la dioxigenasa que participa en la degradacién de PAHs se reducia
drasticamente y no se observaba induccion de la actividad p-galactosidasa desde el
promotor Ppana €n presencia de ninguno de los posibles inductores. Esto se traducia en
la incapacidad de la cepa mutante en pahR para utilizar estos compuestos para su
crecimiento.

Los resultados obtenidos con el bioreportero pKSPA-3 (que incluia el regulador
PahR) en diferentes cepas bacterianas, sugerian que existia un regulador adicional de la
ruta que modulaba la expresion de la ruta. Uno de los posibles candidatos, que podria
participar conjuntamente con pahR en la regulacion de la degradacion de PAHSs, es la
proteina codificada por el ORF_1998, un regulador de la familia IcIR del que no se
pudieron obtener mutantes en el transcurso de esta Tesis Doctoral.

La versién més sencilla del bioreportero pKSPA-1, en la que se ha eliminado el gen

regulador pahR, introducida en la cepa Novopshingobium sp. HRla era capaz de
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detectar de forma especifica algunos PAHs como naftaleno, fenantreno y 2-
metilnaftaleno, mientras que no detectaba aromaticos monociclicos. Este biosensor
requeria un tiempo de induccion (24 horas) sensiblemente superior al biosensor
Novosphingobium sp. HR1a (pKSPA-3), que requeria tan s6lo 5 h de incubacion en
presencia del inductor. Hay que resefiar que estos tiempos de induccion estan
determinados en medios diferentes, el biosensor con pKSPA-1 se ensayé en medio
marino ONR7a y el pKSPA-3 en medio M9. La cepa Novosphingobium sp. HR1a tiene
un tiempo de generacion menor en medio M9 (1,7 horas) que en el medio ONR7a (4
horas) (Capitulo 1) y esto puede condicionar el funcionamiento del biosensor. Por otro
lado, la dosis de regulador presente en la célula, probablemente mayor con el sistema
bioreportero pKSPA-3 que con pKSPA-1, también contribuya a estas diferencias. Por
ultimo, Lockwood, (1976) y Verschueren (2001) demostraron que la concentraciéon de
saturacion del naftaleno y del fenantreno era menor en medio marino (23,1 mg/L y 0,6
mg/L, respectivamente) que en agua destilada (31,6 mg/L y 1,6 mg/L, respectivamente)
y esto podria también a disminuir la biodisponibilidad del compuesto y hacer necesario
mas tiempo de exposicion al inductor en el caso de los experimentos en medio marino.
Al no poderse utilizar el bioreportero pKSPA-3 en sistemas heterélogos, se decidid
continuar con el bioreportero pKSPA-1, mucho mas sencillo.

Lamentablemente, este biosensor no respondia adecuadamente a los PAHs de alto
peso molecular como criseno y pireno. Esta falta de respuesta no se debe a la falta de
reconocimiento de estos compuestos por la proteina reguladora, ya que cuando se
fusionaba el promotor Ppana al gen de la B-galactosidasa si que se producia una
induccion significativa (de dos veces en presencia de pireno y 1,5 en antraceno), sino

probablemente a un menor rango de discriminacion en el gen reportero seleccionado
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con respecto a la B-galactosidasa. La optimizacion de este biosensor para la deteccidn
de PAHSs de alto peso molecular es otro de los campos abiertos por esta Tesis Doctoral.
Aunque existen otros biosensores capaces de detectar naftaleno y fenantreno, los
descritos hasta el momento utilizan reporteros bioluminescentes (genes lux) (Tecon et
al., 2010) que, como en el caso de la actividad B-galactosidasa, necesitan la adicion de
sustratos secundarios exogenos (en el caso de los biosensores bioluminiscentes un
aldehido) (Van der Meer et al., 2010), disminuyendo su utilidad para aplicaciones de
campo. Como se ha dicho anteriormente, éste no es el caso de los biosensores basados
en GFP; que no necesitan la adicion de ningun tipo de compuesto para su activacion. Si
comparamos nuestro biosensor Burkholderia sp, MS3 (pKSN-1) (Capitulo 3) con el
construido en este capitulo, ambos presentan diferencias significativas. El primero es
especifico de naftaleno y derivados, mientras que Novosphigobium sp. HR1a (pKSPA-
1), ademéas de estos compuestos de dos anillos aromaticos, detecta fenantreno (tres
anillos) y salicilato, compuesto clave en la degradacion de PAHs (Di Gennaro et al.,
2001). Los limites de deteccion de naftaleno y 2-metilnaftaleno en el caso del biosensor
Novosphingobium sp. HR1a (pKSPA-1) fueron menores que en el caso de Burkholderia
sp. MS3 (pKSN-1), concretamente, 6 veces mas bajo en el caso de naftaleno y 2 veces
en el caso de 2-metilnaftaleno. Ademas, los limites de saturacion del bioreportero
Novosphingobium sp. HR1a (pKSPA-1) eran superiores que en el caso de Burkholderia
sp. MS3 (pKSN-1). Esto puede ser debido a dos causas, por un lado a que el biosensor
Novosphingobium sp. HR1a (pKSPA-1) en presencia de naftaleno produce salicilato,
compuesto que es un buen inductor del sistema, aumentado la induccién vy, por otro
lado, puede deberse también a factores intrinsecos de la cepa hospedadora de cada
bioreportero (tales como la resistencia al compuesto, los sistemas de transporte de los

mismos y otros) que no han sido estudiados en detalle.
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Los limites de deteccion de Novosphingobium sp. HR1a (pKSPA-1) son méas bajos
comparados con el biosensor construido por Tecon et al., (2010), en el que usaron la
proteina sensora PhnR de Burkholderia sartisoli RPO07 y LuxAB como proteina
reportera. En nuestro biosensor, estos limites de deteccion se situaron a concentraciones
de 40 pg/L de PAHs en muestras contaminadas con gasoil, mientras que el limite de
deteccion observado por estos autores fue de 64 pg/L de PAHs en experimentos de
laboratorio donde simularon un derrame de petr6leo. Otras ventajas que presenta
nuestro biosensor con respecto al descrito anteriormente son su capacidad de sobrevivir
y crecer en medios marinos y su tolerancia a altas cantidades de PAHs. Tecon et al.,
(2010) tuvieron que recurrir a la dilucion de las muestras, para que no se afectara a la
viabilidad de la cepa huésped utilizada, Burkholderia sartisoli RP007; esta cepa mostrd
més sensibilidad a las aguas marinas que Novosphingobium sp. HRl1la (pKSPA-1).
Ademas, los limites de saturacion de Novosphingobium sp. HR1a (pKSPA-1) (70 mg/L
de naftaleno y 60 mg/L de fenantreno) estdn muy por encima de los del biosensor de
Tecon et al., (2010), que no funcionaba correctamente por encima de una concentracion
de naftaleno de 384 ug/L. Este mejor funcionamiento del biosensor Novosphingobium
sp. HRla (pKSPA-1) lo hace mas adecuado para su uso en aplicaciones
medioambientales.

Al igual que se ha visto en los casos anteriores, los limites de deteccion de
contaminantes en mezclas complejas se ven alterados por los compuestos presentes en
las mismas o por la biodisponibilidad de los contaminantes. Los limites de deteccion de
PAHs puros de la cepa Novopshingobium sp. HRla (pKSPA-1) mostraron ser
discordantes con los encontrados en mezclas complejas, probablemente porque estas
muestras llevan siempre mezclas de PAHs que pueden tener efectos sinérgicos y en

algunos casos (gasoil) elevadas concentraciones de disolventes orgéanicos que pueden
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contribuir a aumentar la solubilidad de los compuestos y, por tanto, aumentar su
biodisponibilidad. Las muestras ambientales también mostraron limites de deteccion
diferentes entre ellas (Anexo 4). Por ejemplo, el limite de deteccion del biosensor
Novosphingobium sp. HR1a (pKSPA-1) en las muestras de aguas y sedimentos de Gela
es un orden de magnitud menor que el encontrado para gasoil, pese a que en estas
mezclas no hay BTEX. Es posible que en estas muestras haya otros inductores
desconocidos hasta el momento, o que habiendo sido identificados no hayan sido
cuantificados por GC-MS (por ejemplo metilnaftalenos). Estos resultados muestran la
complejidad que tiene la evaluacion de muestras ambientales. No obstante, hay que
recordar que la toxicidad de estos compuestos esté relacionada con la biodisponibilidad
y que, por definicion, los biosensores de células enteras miden la fraccidn biodisponible
del contaminante, dando una idea mas real de la peligrosidad del contaminante en un
momento determinado.

Podemos concluir que Novosphingobium sp. HR1a (pKSPA-1) es un buen biosensor
de PAHSs tanto en entornos marinos como terrestres, ya que muestra gran sensibilidad a
estos compuestos. Ademas, esta cepa posee otras caracteristicas interesantes para su
uso: es capaz de degradar PAHSs y es tolerante a los mismos. Conviene remarcar que, en
este caso concreto, donde el biosensor es capaz de degradar PAHSs, este podria ser
utilizado como agente biorremediador de entornos marinos contaminados, a la vez que
serviria como agente biosensor para monitorizar el proceso de biodegradativo y detectar

la ausencia/presencia de contaminante.
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DISCUSION GENERAL

Esta Tesis Doctoral queda encuadrada en el proyecto europeo KilleSpill
(www.killspill.es) que tiene como objetivo principal desarrollar tecnologias innovadoras
para su utilizacién en la limpieza integral de entornos marinos que han sufrido las
consecuencias de derrames de petroleo (crudo) y derivados (gasolinas, gasoil, etc.).
Entre estas tecnologias se encuentran el uso de nuevos materiales para
dispersar/emulsionar estos vertidos, el disefio de nuevos materiales y barreras fisicas de
contencion, procedimientos para la biorremediacion de este petréleo y sistemas para
detectar estos derrames accidentales.

El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral queda englobado precisamente en
la deteccion de vertidos de crudo (petrdleo sin refinar) y sus derivados (gasolina y
gasoil), asi como en la determinacion de su persistencia a lo largo del tiempo en el
medio ambiente.

El abordaje para la consecucion de este objetivo fue disefiar y caracterizar una bateria
de biosensores bacterianos para la deteccion de alguno de los componentes mayoritarios
de estos vertidos: hidrocarburos aromaticos monociclicos de tipo BTEX (benceno,
tolueno, etilbenceno y xilenos) y policiclicos (PAHS) principalmente del tipo naftaleno
y fenantreno (Speight, 1991). Estos biosensores deberian permitir la deteccion y el
seguimiento in-situ de estos derrames de petréleo antes, durante y después de los
tratamientos de descontaminacion.

Aunque al principio del proyecto se planted el uso comun por todos los miembros del
consorcio de una serie de cepas marinas degradadoras de diferentes tipos de
hidrocarburos presentes en el petroleo, durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral
descartamos varias cepas que no eran compatibles con el desarrollo de nuestros

biosensores. De este modo, las cepas bacterianas finalmente utilizadas como
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hospedadores de los distintos bioreporteros fueron microorganismos procedentes de
medios marinos (Alcanivorax borkumensis SK2), terrestres (Burkholderia sp. MSS3,
Novosphingobium sp. HR1a y Pseudomonas putida KT2440) y de aguas dulces (P.
putida DOT-T1E). Estas cepas mostraron tasas de crecimiento adecuadas, tanto en
medios de laboratorio como en medio marino, un patron de resistencia compatible con
los vectores genéticos disponibles para la construccion de biosensores y la suficiente
versatilidad genética para su posible manipulacion en el laboratorio. Ademas, fueron
capaces de tolerar un amplio rango de concentraciones de los compuestos a detectar:
Burkholderia sp. MS3 y Novosphingobium sp. HR1a, utilizadas como hospedadoras de
los bioreporteros de naftaleno y PAHSs respectivamente, fueron capaces de tolerar
cantidades superiores a la concentracion de saturacion de estos compuestos. Las cepas
utilizadas para los biosensores de BTX (A. burkomensis SK2, P. putida KT2440 y P.
putida DOT-T1E) mostraron tolerancia a estos compuestos, siendo la bacteria marina la
menos resistente y P. putida DOT-T1E la mas tolerante.

Los sistemas reporteros disefiados fueron capaces de detectar especificamente BTX
(pKST-1), naftaleno y derivados (pKSN-1) y naftalenos, fenantreno y salicilato
(pPKSPA-1). Como se puede observar en el Anexo 5, estos biosensores demostraron ser
muy sensibles a concentraciones relativamente bajas de BTX y PAHSs puros. Los limites
de deteccidn para el caso de los biosensores de BTX se correlacionaban con los niveles
de tolerancia de cada una de las cepas hospedadoras donde se introdujo la construccion
reportera, mientras que para los PAHs el factor fundamental que influenciaba los limites
de deteccion fue la solubilidad del compuesto en agua, que limitaba la biodisponibilidad
del mismo.

Aunque, en condiciones de laboratorio y utilizando diferentes concentraciones de

compuestos puros o mezclas complejas (como gasolina o gasoil), existe un rango de
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concentraciones de BTX o PAHs donde la fluorescencia de todos los biosensores
aumenta de forma lineal con respecto a la concentracion de estos compuestos
aromaticos, la cuantificacion de estos contaminantes en muestras ambientales es
compleja, ya que no siempre hay una correlacion entre la fluorescencia emitida y los
niveles en los que se encuentran los contaminantes a detectar. Este fendmeno se explica
por la complejidad de las muestras ambientales: la diferente presencia y persistencia de
compuestos agonistas y antagonistas, la diferente biodisponibilidad del compuesto y la
toxicidad de compuestos de la mezcla. Todos estos factores contribuyen a la
variabilidad de los resultados. Por ejemplo, los limites de deteccion en el caso de las
muestras complejas, como la gasolina y el gasoil, son menores que los limites de
deteccion obtenidos cuando se afiaden los compuestos puros. Podemos concluir, por
tanto, que estos biosensores son eficaces para determinar la presencia/ausencia de
contaminantes biodisponibles en una zona, pero que no son herramientas adecuadas
para la cuantificacién absoluta de los compuestos diana. No obstante, no hay que
olvidar que los biosensores desarrollados miden la concentracion biodisponible del
contaminante, pardmetro determinante a la hora de evaluar los efectos
medioambientales de un vertido. Dependiendo de la naturaleza quimica del
contaminante, del tiempo pasado desde el vertido y de los procesos de eliminacion de
contaminantes en la zona (fisicos, quimicos y biologicos) la persistencia de los
contaminantes sera diferente. La alta volatilidad de los BTX hace que la cantidad de
estos compuestos sea normalmente muy bajo o nulo en derrames de petréleo o sus
derivados expuestos durante mucho tiempo a la intemperie y esa es la razén por la que
el biosensor de aromaticos monociclicos no dio resultados positivos en sedimentos y
aguas de Gela, mientras que el biosensor de PAHs si. Los PAHs son menos volatiles y

mas recalcitrantes en general.
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La finalidad ultima de los biosensores desarrollados durante esta Tesis doctoral es la
adecuacion de estos sistemas biosensores para la medida in situ, de manera directa y
continua de contaminantes en un vertido real de petréleo o derivados, sometido a
distintas estrategias de descontaminacion integradas en el proyecto KilleSpill. Por eso,
y pese a que Burkholderia sp. MS3 (pPSM) y Novosphingobium sp. HR1a (pHR1a),
que llevan como reportero el gen lacZ, detectaban mayor nimero de derivados de
naftaleno (1-bromonaftaleno, 1-cloronaftaleno y 1-metilnaftaleno) y PAHs (criseno,
antraceno y pireno) respectivamente, que los biosensores equivalentes con la GFP,
éstas opciones fueron descartadas para su uso in situ debido a la laboriosidad de los
ensayos a realizar para la deteccion. De hecho, para completar el proyecto, se pretende
inmovilizar las cepas biosensoras en matrices sintéticas. Una vez determinada la
supervivencia de las cepas biosensoras y su eficiencia en dichas matrices, éstas se
acoplaran a un instrumento 6ptico (fluorimetro) de pequefio tamafio, cuyo disefio
corresponde a la empresa Creative Research Solutions BVBA, en Bélgica. Este
dispositivo se sumergira directamente en medios entornos marinos contaminados, donde
har& un seguimiento a lo largo del tiempo de la emision de fluorescencia producida por
la presencia de contaminantes en condiciones medioambientales. Los datos de
fluorescencia obtenidos por este fluorimetro podran seguirse a distancia y en tiempo real
ya que seran transferidos a una estacion de trabajo dotada con un software (LabView)
disefiado especificamente para esta tarea.

Como se ha ido discutiendo en cada capitulo, los biosensores pueden ser utilizados
segun sus caracteristicas, en aguas dulces, marinas y suelos (o sedimentos). Esta
versatilidad los hace extremadamente Utiles como herramienta biotecnolégica. Esta
versatilidad los hace eficaces, por ejemplo, en la deteccién de tolueno en agua potable,

ya que el limite de deteccion de los biosensores en BTX esta por debajo del maximo
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permitido por la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA, 2005) de 1
mg/L. La identificacion de salicilato, como uno de los mejores inductores del biosensor
Novosphingobium sp. HR1a (pSKPA-1), permite también imaginar el disefio de un Kit
diagnostico de estrés en plantas, ya que esta bien estudiado que el salicilato media en
diferentes respuestas a estreses bidticos y abidticos. El limite de deteccién de este
compuesto, 2 mg/L, es probablemente muy alto para utilizarlo con este propésito por lo
que seria necesario optimizar el biosensor.

En conclusidn, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral son relevantes desde
el punto de vista biotecnoldgico, ya que han permitido disponer de un amplio repertorio
de biosensores bacterianos con capacidad de detectar BTX y PAHs a diferentes
concentraciones y en distintos medios. Estos biosensores son lo suficientemente
versatiles para que, mediante distintas optimizaciones, se pueda aumentar su
sensibilidad y su respuesta en muestras ambientales y se puedan adaptar a la deteccion

de compuesto en distintas aplicaciones.
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1.- Alcanivorax borkumensis SK2, Novosphingobium sp. HR1a, Burkholderia sp. MS3,
Pseudomonas putida KT2440 y Pseudomonas putida DOT-T1E demostraron ser buenas
cepas hospedadoras para albergar construcciones cuya funcion era detectar
hidrocarburos aromaticos monociclicos (BTEX) o policiclicos (PAHs) en medios
marinos, terrestres y en aguas dulces.

2.- Los biosensores construidos fueron muy eficaces para la deteccion de la presencia, a
nivel de mg/L, de los contaminantes para los que fueron construidos.

3.- Estos biosensores mostraron ser especificos para la deteccion del tipo de moléculas
para los que fueron diseflados. Los biosensores de hidrocarburos aromaticos
monociclicos (pKST-1) sélo detectaron benceno, tolueno, m-y p-xileno (BTX) y no se
activaron por la presencia de PAHSs. El biosensor Burkholderia sp. MS3 (pKSN-1), s6lo
detect6 naftaleno y 2-metilnaftaleno y no se activo en presencia de fenantreno ni de
BTEX. El biosensor Novosphingobium sp. HR1a (pKSPA-1) s6lo detectd naftaleno,
fenantreno, 2-metilnaftaleno y salicilato, y no se activé en presencia de BTEX.

4.- Los limites de deteccidon en los biosensores de BTX variaron en funcién de la
tolerancia de la cepa hospedadora a estos compuestos, siendo menores estos limites en
la cepa mas sensible a BTEX, A. borkumensis SK2 y mayores en la mas tolerante, P.
putida DOT-TLE.

5.- Los limites de deteccion de PAHs de Novosphingobium sp. HR1a (pKSPA-1) eran
menores que la concentracion de saturacion en el caso de naftaleno y 2-metilnaftaleno,
siendo igual a la de saturacion para el fenantreno.

6.- En el caso de utilizacion de compuestos aromaticos puros y de mezclas complejas
como gasoil y gasolina, existe un rango de concentracion donde la fluorescencia de
todos los biosensores aumenta de forma lineal con respecto a la concentracion de los
compuestos utilizados.

7.- Los limites de deteccion en el caso de las muestras complejas, como gasoil y
gasolina, son menores que los limites de deteccion obtenidos cuando se miden
compuestos puros.

8.- La no correlacion directa entre la concentracion de BTX y PAHs en muestras
ambientales (aguas marinas contaminadas, aguas de puertos, sedimentos y tierra) y la
fluorescencia emitida indica que estos biosensores, aunque mostraron mas activacién
cuanto mayor era la presencia de contaminantes, no son eficaces para la cuantificacién
exacta de hidrocarburos aromaticos en este tipo de muestras.

9.- Los biosensores pueden ser utilizados para detectar la presencia a nivel de
concentraciones traza (0,04 mg/L, 0,8 pg/L) de los respectivos contaminantes (tolueno
puro y naftaleno en aguas contaminadas).

10.- Los biosensores de BTX y PAHs pueden utilizarse directamente en muestras de
agua marina.
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Conclusiones

11.- La aplicacion fundamental de estos biosensores en la naturaleza es la deteccién de
sitios contaminados y evaluar la desaparicion de dicha contaminacion a lo largo del
tiempo. Concretamente, los biosensores de BTX (basados en el bioreportero pKST-1) y
el biosensor Burkholderia sp. MS3 (pKSN-1) podrian utilizarse para la deteccién de
vertidos recientemente acontecidos, ya que debido a la alta y media volatilidad de los
compuestos que detectan, los BTX y naftalenos respectivamente, son méas escasos en
muestras antiguas, mientras que el biosensor Novosphingobium sp. HR1a (pKSPA-1),
que detecta PAHs de mayor peso molecular (mas persistentes), podria emplearse para
medir la persistencia y la expansion del vertido.

12.- Se ha identificado el regulador de la dioxigenasa de PAHs de Novosphingobium sp.
HR1ay, aunque se ha incorporado al bioreportero pKSPA-2, su expresion no permite el
control de la expresion del promotor Ppana €n cepas heterologas, sugiriendo la existencia
de algun otro elemento que module la expresion del operén en la cepa original. Por
tanto, para poder expresar eficazmente este bioreportero en diferentes cepas bacterianas
se requiere la mejor caracterizacion de la regulacion de la expresion de este promotor en
Novosphingobium sp. HR1a.

199






ANEXOS






Anexo 1

Anexo 1. Caracteristicas y limite de deteccion de distintos biosensores de BTEX. Valores en mg/L. LD: Limite de deteccion. ND: No determinado. NE: No hay experimentos.

Regulador Promotor Proteina reportera Cepa hospedadora LD tolueno puro LD muestras complejas Medio marino Referencia
TodST Piodx luxCDABE P. putida F1 0,03 ND (combustible de aviacion JP-4) NE Applegate et al., 1998
XyIR P, lucFF E. coli DH5a 4,6 7,3 (tolueno en agua contaminada con BTEX) NE Willardson et al., 1998
ThuT Pibuat gfp P. fluorescens A506 0,9 0,23 (tolueno en gasolina) NE Stiner et al, 2002
ThuT Pibuat luxAB E. coli DH5a 0,02 ND (petroleo crudo NSO-1) 1/4 diluido (NSO-1) Tecon et al., 2010
TodST Piodx gfp A. borkumensis SK2 0,04 0,032 (tolueno en gasolina) 0,04 (tolueno) Este estudio
TodST Piodx gfp P. putida KT2440 0,9 0,16 (tolueno en gasolina) 10 (tolueno) Este estudio
TodST Prodx gfp P. putida DOT-T1E 0,9 0,25 (tolueno en gasolina) 2,5 (tolueno) Este estudio
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Anexo 2. Resultado del andlisis de BTEX y PAHs por GC-MS de las muestras ambientales. Valores en mg/L.

Anexo 2

Benceno Tolueno Etilbenceno m-, p-Xileno o-Xileno Total BTEX 2anillos 3anillos >3 anillos Naftaleno Total PAHs
Petroleo
y derivados
Crudo 0,00 0,046 0,059 0,091 0,077 0,275 1,288 0,008 0,002 1,297 1,298
Prestige 0,041 0,108 0,087 0,129 0,118 0,484 0,1876  0,0045 0,0017 0,1837 0,1938
Gasoil 177 604 1082 2363 1823 6051 64,314  3,7548 2,0052 57,5424 70,0740
Gasolina 5248 32807 8647 16481 11175 74360 151 1,296 0,378 149 153
Aguas
marinas
Salobrefa 0 0 0 0 0 0 0,0006  0,0001 0,0038 0,0006 0,0045
Motril 0 0 0 0 0 0 0,0018  0,0002 0,0037 - 0,0057
Messina 0 0 0 0 0 0 0,0091  0,0005 0,0009 0,0084 0,0105
Gela 0 0 0 0 0 0 0,0095 0,0006 0,0017 0,0088 0,0117
Sedimentos
Messina 0 0 0 0,0009 0,0019 0,0014 0,0008 0,0041
Gela 0 0 0 0,0485 0,0031 0,0003 0,0468 0,0504
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Anexo 3
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Anexo 3. Organizacion de la region genética de HR1a implicada en la degradacion de PAHSs. En
negro los ORFs que codifican trasposasas, en rojo los genes que codifican dioxigenasas, que
probablemente degradan PAHSs y en gris claro los genes que codifican reguladores.
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Anexo 4

Anexo 4. Limites de deteccion de los biosensores de PAHSs. Resultados expresados en mg/L. N.1
significa no induccion (por debajo de 2 veces) y N.D. significa no determinado.

Limites/Biosensor MS3 (pKSN-1) HR1a (pKSPA-1)
Limite Limite Limite Limite
deteccion saturacion deteccion saturacion
Naftaleno (mg/L) 31,6 31,6 52 70
2-Metilnaftaleno (mg/L) 24,6 N.D 15 N.D
Fenantreno (mg/L) N.I N.I 1,6 60
Salicilato de sodio (mg/L) N.D N.D 1,6 40
__________ Gasoil (ng/L dePAHS) 036 072 004 105
________ Gasoil (mg/L denaftaleno) 029 058 003 08
Gasoil (mg/L de BTEX) 30,26 60,52 3,63 90,77
_________ Gasolina (mg/L.dePAHS) 00154  ND NI NI
_______ Gasolina (mg/L de naftaleno) 00149  ND NI NI
Gasolina (mg/L de BTEX) 7,43 N.D N.I N.I
__________ Crudo(mg/LdePAHS) NI NI 01298  ND
_____ Crudo (mg/L de naftaleno) NE NI 01297 ND
Crudo (mg/L de BTEX) N.I N.I 0,0275 N.D
. Prestige (/L dePAHS) NI NI NE NI
____ Prestige (mg/L denaftaleno) NL NI N NI
Prestige (mg/L de BTEX) N.I N.I N.I N.I
__Aguas de Motril (mg/L de PAHs) | ND ] ND N NI
Aguas de Motril
 (mg/Ldenaftaleno) e N M M
Aguas de Motril (mg/L de BTEX) N.D N.D N.I N.I
Aguas de Salobrefia
______________ (mglLdepars) NP WD WD R
Aguas de Salobrefia
 (mg/Ldenaftaleno) e N N N
Aguas de Salobrefia
(mg/L de BTEX) N.D N.D N.| N.|
Aguas de Messina
_______________ (mgiLdepaHs) NP NDoRND N
Aguas de Messina
 (mg/Ldenaftaleno) oo N M A
Aguas de Messina
(Mg/L de BTEX) N.D N.D NI NI
Sedimentos de Messina
______________ (mglLdepars) NP mDoND R
Sedimentos de Messina
 (mg/Ldenaftaleno) e N N N
Sedimentos de Messina
(mg/L de BTEX) N.D N.D N.1 N.1
Aguasde Gela (mg/L de PAHs) | ND ] ND 000117 ND
~ Aguas de Gela (mg/L de naftaleno) | ND ND 000088 ND
Aguas de Gela (mg/L de BTEX) N.D N.D 0 N.D
Sedimentos de Gela
_______________ (mglLdepArs) NP ND 00037 RD
Sedimentos de Gela
 (mg/Ldenaftaleno) e NDo bt B
Sedimentos de Gela N.D N.D 0 N.D

(mg/L de BTEX)
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Anexo 5

Anexo 5. Limites de deteccion de todos los biosensores con compuestos puros. Resultados expresados en mg/L. N.1 significa no induccion (por debajo de 2 veces) y N.D.
significa no determinado.

. A. borkumensis SK2 P. putida KT2440 P. putida DOT-T1E Burkholderi .M Novosphingobium sp. HR1

Compuesto puro/Biosensor (DKST-1) P (DKST-1) P (DKST-1) u ?pfl(eSI\?-Si[)) S3 ovosp (pgKOSbPl,JA-lip a
Benceno 0,15 0,4 0,2 N.D. N.D.
Tolueno 0,04 0,9 0,9 N.I. N.I.
Etilbenceno N.I. N.I. N.I. N.I. N.I.
m-Xileno 70 45 40 N.D. N.D.
p-Xileno 15 25 5 N.D. N.D.
o-Xileno N.I. N.I. N.I. N.I. N.I.
Naftaleno N.I. N.I. N.I. 31,6 5,2
2-Metilnaftaleno N.D. N.I. N.D. 24,6 15
Salicilato N.D. N.D. N.D. N.D. 2
Fenantreno N.D. N.I. N.D. N.I. 1,6
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