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Resumen

El tratamiento de efluentes basado en barros activados es el proceso mas ampliamente empleado en todo
el mundo para el tratamiento biolégico de efluentes de origen industrial o domiciliario. El éxito del proceso
radica no sélo en la seleccién de poblaciones bacterianas capaces de degradar los compuestos organicos y
nutrientes del efluente, sino que también depende de la agregacion de las mismas para conformar
el floc biologico, posibilitando la separacion de la biomasa del liquido depurado por gravedad. En otras
palabras, la eficiencia del proceso depende en gran medida de la formacién del floc biolégico y de su
estabilidad frente a agentes que interfieren con la biofloculacion. Ambos aspectos fueron estudiados en este
trabajo, empleando reactores de barros activados a escala de laboratorio.

El objetivo de la primer parte del trabajo fue evaluar la contribucion de dos teorias ecoldgicas contrapuestas
para el ensamblado de las comunidades bacterianas durante la formacion del floc biolégico: la teoria basada
en nichos (deterministica) y la teoria neutral (estocastica). Inicialmente se disefiaron experimentos para
probar que los cambios producidos en la composicion de las comunidades bacterianas no se
producen totalmente al azar, sino que existe una seleccién determinada por nichos. Partiendo de una
comunidad bacteriana enriquecida en poblaciones plancténicas, distribuida en cuatro reactores
replicados, se analizd la dinamica de las comunidades bacterianas durante el desarrollo del floc
biolégico utilizando la técnica de electroforesis con gradiente desnaturalizante (DGGE, del inglés
denaturing gradient gel electrophoresis). Los cambios producidos en las estructuras de las comunidades
bacterianas se dieron de manera significativamente similar en los cuatro reactores replicados, lo cual
manifiesta un fuerte caracter deterministico. Otra prueba que sustenté esta hipétesis se obtuvo al
observar que reactores con comunidades bacterianas con distinta distribucién de abundancia de especies
convergieron hacia una comunidad significativamente similar luego de 40 dias de operacion. Por otro lado
se evaluo la hipétesis de que el caracter estocastico del ensamblado aumenta con el nimero de especies
en la metacomunidad. Analizando los cambios temporales observados en comunidades de diferente grado
de diversidad, se observo que la tasa de recambio de especies aumentd significativamente con el
nimero de especies disponibles. Adicionalmente se observd un mejor ajuste a un modelo de ensamblado
neutral, ante el incremento del nimero de especies disponibles para conformar el floc biolégico. Se
concluye que tanto la dinamica deterministica como la neutral operan en conjunto durante la formacion del
floc biolégico, y que el balance entre ambos procesos depende del tamafio de la metacomunidad.

En la segunda parte del trabajo nos enfocamos en la respuesta de la comunidad del floc ante la
desfloculacion mediada por incrementos puntuales de temperatura o de concentracién de fenol. Ambos
tipos de perturbaciones ocurren frecuentemente en plantas de tratamiento, provocando una pérdida de
sélidos y la consecuente reduccion de la calidad del efluente tratado. El objetivo fue determinar si los
sélidos que se desprenden del floc corresponden a células de bacterias localizadas en la zona
externa del floc, o si las perturbaciones afectan distintivamente las propiedades fisiologicas de
miembros internos del floc comprometiendo la estabilidad del agregado. Comparando la estructura de la
comunidad bacteriana entre la fracciéon floculenta y sobrenadante, se determiné que la mayoria de los
taxones que forman parte del floc se desprenden inespecificamente en respuesta a los shocks
desfloculantes. Sin embargo, identificamos un taxén perteneciente al género Sediminibacterium que
incrementd marcadamente su abundancia en la fracciébn sobrenadante luego de ambos tipos de
shocks. El incremento poblacional de Sediminibacterium sp. no se debié a un desprendimiento distintivo,
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sino a la activacién del crecimiento plancténico ocurrido inmediatamente luego de la disrupcién del floc y
gue se mantuvo luego de una semana de los shocks. Mediante un analisis de hibridacion fluorescente in
situ se determin6é que la poblacién de Sediminibacterium sp. es un componente estable del floc, que se
encuentra en baja abundancia y se localiza en zonas internas del mismo. Por otro lado, se logré aislar una
cepa de Sediminibacterium sp. en cultivo puro, la cual es microaerdfila y, dependiendo de la presencia de
piruvato en el medio de cultivo, exhibid la capacidad de crecer en forma agregada o plancténica. Ambas
formas de crecimiento fueron comparadas en un andlisis protedmico, utilizando el genoma de
Sediminibacterium sp. anotado como base de datos para la asignacion de los fragmentos
peptidicos. Este andlisis mostré que el crecimiento plancténico esta asociado a una mayor expresion
de proteinas relacionadas con estrés.

En base a estos resultados se propone un modelo bifasico de desfloculacién, por el cual la disrupcion
inicial del floc, inducida por incrementos bruscos en la temperatura o en la concentracién de fenol, expone
a la poblacion de Sediminibacterium sp. a concentraciones de oxigeno que activan un mecanismo de
respuesta a estrés, resultando en un crecimiento plancténico que afecta notablemente la calidad del
efluente tratado.

Palabras clave: Barros activados, floc biolégico, DGGE, modelos ecolégicos, Sediminibacterium sp.,
crecimiento plancténico, respuesta a estrés.

ABSTRACT

The activated sludge process is the most widely used method for biological treatment of industrial or
domestic wastewater around the world. The success of the process is not only due the selection of
bacterial populations capable of degrading organic compounds and nutrients from the wastewater, but
also depends on its aggregation properties, which allows the separation of the biomass from the
treated water by gravity. In other words, the efficiency of the process depends greatly on biological floc
formation and stability against agents that interfere with the bioflocculation. Both aspects were studied
in this work.

The aim of the first part of the Thesis was to evaluate the contribution of two contrasting ecological
theories for the assembly of bacterial communities during biological floc formation: the niche-based theory
(deterministic) and the neutral theory (stochastic). Initially, we designed experiments to prove that changes in
composition of bacterial communities do not occur completely at random. Starting from a bacterial
community enriched in planktonic populations, we used four replicated reactors to analyze the dynamics of
bacterial communities during the formation of the biological floc, using denaturing gradient gel
electrophoresis (DGGE). Changes in the structure of bacterial communities were significantly similar in the
four reactors replicated, which suggested a strong deterministic character of the assembly process. Further
evidence that supported this hypothesis was obtained by the fact that reactors bacterial communities with
different species abundance distribution converged and were significantly similar after 40 days of operation. In
addition, we tested the hypothesis that the stochastic nature of the assembly increases with the number of
species in the metacommunity. Analyzing temporal changes observed in communities with different levels of
diversity, we observed that the rate of species turnover increased significantly with the number of species
available. Additionally there was a better fit to a neutral assembly model with the increase of the number of
species available to form the biological floc. We conclude that both deterministic and the neutral dynamics,
operate together during the biological floc formation, and that the balance between the two processes
depends on the size of the metacommunity.

In the second section, we focused on the community response to deflocculation mediated by transient
increases in temperature or concentration of phenol. Both types of disturbances occur frequently in industrial
wastewater treatment plants, causing a loss of solids and an overall reduction of effluent quality.

The objective was to determine whether the solids that are released from the perturbed floc are bacteria cells
located in the outer zone of the floc, or whether different shocks distinctly affect the physiological properties
of internal members of the floc, compromising the aggregate stability.

Comparing the bacterial community structure between flocculent and the supernatant fraction, it was
determined that most of the taxa that are part of floc deflocculate nonspecifically in response to the shocks.
However, we identified a taxa belonging to the genus Sediminibacterium, which markedly increased their
abundance in the supernatant fraction after both types of shocks. However, the presence of
Sediminibacterium sp. in the planktonic fraction was not due to a distinctive detachment from the
floc, but to the steady growth that started immediately after the disruption of the floc and continued after a
week of shocks. Fluorescence in situ hybridization showed that the population of Sediminibacterium sp. was
a stable component of the floc, which was found in low abundance and was located in inner regions thereof.

Furthermore, | isolated a strain of Sediminibacterium sp. in pure culture. The isolate was microaerophilic
and, depending on the presence of pyruvate in the culture medium the strain exhibited the ability to grow
in autoaggregate or planktonic mode. Both growth forms were compared in a proteomic analysis using
Sediminibacterium sp. annotated genome as local database for the peptide fragments identification. This
analysis showed that the planktonic growth was associated with an increased expression of stress-related
proteins.

Based on these results, we propose a biphasic model of deflocculation, in which the initial floc disruption
induced by the transient increases in temperature or concentration of phenol, exposes the population of
Sediminibacterium sp. to conditions that activates a stress response mechanism, resulting in the massive
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planktonic growth that significantly affects effluent quality.
Key words: Activated sludge, biological floc, DGGE, ecological models, Sediminibacterium sp., planktonic
growth, stress response.
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INTRODUCCION GENERAL

Tratamiento de efluentes basado en barros activados

El tratamiento de aguas residuales de origen municipal o industrial es esencial para el
mantenimiento de los ecosistemas acuaticos. Estos efluentes, si no son previamente
tratados, aportan materia organica y/o nutrientes (basicamente compuestos nitrogenados o
fosforados) produciendo un desbalance en el ecosistema acuatico.

El ingreso desmedido de materia organica a un curso natural de agua promueve la
actividad de bacterias heterotrofas que degradan aerdbicamente estos compuestos
carbonados. Por consiguiente, disminuye drasticamente la concentracion de oxigeno disuelto
en el agua, provocando la muerte de formas de vida superiores que necesitan oxigeno para
vivir, tales como los peces e invertebrados. Asimismo, se produce un estimulo en el
crecimiento de bacterias anaerdbicas responsables del mal olor debido a la emision de
sulfuro de hidrégeno y metano.

Por otro lado, el aporte de compuestos nitrogenados y fosforados a un curso de agua
provoca el fendbmeno conocido como eutrofizacion, que consiste en el crecimiento
desmedido de algas que aprovechan de manera més eficaz estos nutrientes, que en
condiciones normales se encuentran en bajas concentraciones. La gran cantidad de
biomasa producida conlleva una magnificacion de la cadena tréfica, por lo cual se estimula
el crecimiento de bacterias que degradan aerdbicamente los desechos de las algas. Es asi
que el efecto final también es un descenso neto del oxigeno disuelto, con las consecuencias
negativas detalladas anteriormente.

Todos los ambientes acuaticos hospedan comunidades bacterianas, las cuales tienen la
particularidad de llevar a cabo numerosas reacciones de degradacion y ciclado de nutrientes
dentro del ecosistema. El tratamiento biologico de aguas residuales, se basa en este
servicio del ecosistema, aprovechando la actividad de las bacterias presentes en ambientes
naturales para transformar los compuestos orgénicos y nutrientes, en CO2 y biomasa
(Graham and Smith 2004).

Las bacterias llevan a cabo la mayoria de las reacciones de degradacion y constituyen
alrededor del 95 % de la biomasa activa en un tratamiento biologico, pero también incluye la
actividad de hongos, protozoos y algunos metazoos. De esta forma, al basarse en una
actividad biologica, el tratamiento biol6gico de aguas residuales se considera un proceso

biotecnoldgico, siendo uno de los més importantes y empleados en todo el mundo.
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La primera aproximacién a un tratamiento biol6gico consiste en disponer el efluente en
lagunas controladas hasta que se estabilice, y se pueda volcar en un curso de agua natural
sin inconvenientes. Una mejora significativa de estos sistemas se adquiere al suministrar
mecanicamente oxigeno por la accién de paletas, acelerando el proceso de degradacion
aerdbica.

Hace mas de un siglo se cre6 el concepto de tratamiento de efluentes basado en
barros activados. El funcionamiento tiene los mismos fundamentos de las lagunas aireadas,
con la diferencia que se logra un aumento en la concentracién de biomasa activa mediante
la sedimentacion y recirculacion de la misma, con la correspondiente decantacion del
efluente tratado. En consecuencia, se aumenta la eficiencia del procesoy el sistema se
compacta.

El esquema de funcionamiento se detalla en la Figura 1. El efluente ingresa a la
camara de aireacion, donde se mezcla y se airea mecanicamente (con difusores o paletas).
Este suministro constante de oxigeno, promueve la actividad biolégica de una comunidad
compleja de bacterias y otros microorganismos heterétrofos que degradan aerébicamente los

compuestos organicos del efluente.

Camara de aireacion Sedimentador Efluente

. I . . tratado

Recirculacion “l
Purga de barro
excedente

Figura 1. Esquema del tratamiento de efluentes basado en barros activados. Fuente:
Sandec/Eawag (www.sandec.ch)

Luego, la mezcla de microorganismos con el efluente tratado pasa a un sedimentador en
el cual la biomasa activa flocula en forma de barro (de aqui el término de “barro activado”), y
permite su separacion por gravedad del efluente tratado. Finalmente, parte de la biomasa
se recircula y el barro excedente que se elimina del sistema puede tratarse en reactores
anaerobicos para disminuir la cantidad de solidos final a disponer. La cantidad de

barro que se elimina del sistema en cada ciclo determina el tiempo de retencion celular o
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tiempo de retencion de sélidos (SRT, del inglés solids retention time). La separacion entre la
biomasa activa y el efluente tratado lograda en la etapa de sedimentacién permite manejar
operativamente este parametro en forma independiente al tiempo de retencion hidraulico
(HRT, del inglés hydraulic retention time), que determina la permanencia del efluente en el

reactor, y resulta de la division del volumen del reactor y del caudal de efluente tratado.

Formacién y estructuradel floc biolégico

Para que sea posible la separacion por gravedad de la biomasa del efluente tratado es
indispensable la formacién del floc biolégico, que consiste en el agregado de muiltiples
especies microbianas dentro de una matriz de sustancias poliméricas extracelulares (EPS,
del inglés extracellular polymeric substances), compuesta principalmente por polisacéridos y
proteinas, aunque también se pueden encontrar en su composicion sustancias humicas,
lipidos, &cidos nucleicos y &cidos urdnicos (Sheng et al. 2010). Estos compuestos provienen
de la secrecion activa por parte de los microorganismos, 0 bien pasivamente, a partir de
productos de lisis celular o del efluente. Se estima que el 80-95 % de la materia orgénica del
floc bioldgico corresponde a EPS, y el resto a la biomasa (Figura 2). En el floc biolégico no
existe un sustrato definido de adhesion como en las biopeliculas. Igualmente, la integridad
de ambos agregados celulares depende de las multiples interacciones fisicogquimicas
existentes en la matriz extracelular, entre las cuales se destacan las fuerzas electrostaticas,
interacciones hidrofébicas, puentes de hidrégeno, interacciones de van der Waals e
interacciones ionicas mediadas por cationes divalentes (Flemming and Wingender
2010). Al formarse el agregado, la biomasa floculenta alcanza una densidad adecuada para
sedimentar, mientras que las bacterias que no son capaces de incorporarse al floc biolégico,
se comportan como sélidos coloidales y se pierden del sistema junto con el efluente tratado.

Aunque histéricamente se ha caracterizado a las bacterias como organismos de vida
libre (o plancténicos), debido a su crecimiento en solucion durante el cultivo en medios ricos,
ya hace mucho tiempo se caracterizé la capacidad de las bacterias de formar agregados o
biopeliculas. Sin embargo, recién en la década del "70 se determind que las bacterias
presentes en ambientes naturales mayoritariamente se encuentran formando parte de
agregados (Karunakaran et al. 2011). Actualmente se reconoce la ubicuidad de los
agregados bacterianos en los ecosistemas acuaticos, habiéndose incluso determinado que
menos del 0,1 % del total de bacterias del ecosistema se encuentran suspendidas en medio
liqguido (O'Toole et al. 2000). Esta propiedad de agregacion, generalizada para distintos

fliotipos bacterianos, es la que hace factible el tratamiento basado en barros activados.
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Figura 2. Imagen obtenida mediante microscopia electronica de barrido de un floc biolégico
perteneciente al barro activado de una planta de tratamiento de efluentes. Se puede advertir la
diversidad de morfologias bacterianas y la densa capa de material polimérico extracelular que
mantiene unido al agregado.

Estudio de los agregados bacterianos

El estudio de los agregados bacterianos goza actualmente de un gran interés debido a su
influencia, positiva o negativa, en distintas disciplinas, que abarcan el cuidado del medio
ambiente, la industria y la salud publica. Como vimos, la formacion de agregados
bacterianos durante el tratamiento de efluentes basado en barros activados es positiva, ya
gue posibilita la separacion de la biomasa, aumentando la eficiencia del proceso. Algo similar
ocurre durante la formacion de granulos bacterianos en reactores de tratamiento de
efluentes anaerodbicos. La formacién de biopeliculas, también se explota de manera
positiva en otras aplicaciones de biotecnologia ambiental tales como biorremediaciony en
celdas de combustible microbianas. En el campo industrial, la agregacion de las levaduras
durante el proceso de elaboracion de la cerveza también tiene una influencia positiva
sobre este proceso industrial (Karunakaran et al. 2011).

Por otro lado, la agregaciéon bacteriana o formacién de biopeliculas puede tener un
efecto perjudicial sobre procesos industriales o en el campo de la salud publica. Se estiman

costos millonarios asociados a la contaminacion biolégica de maquinarias y tuberias con
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biopeliculas persistentes. Mucho méas grave es la contaminacion bioldgica en el campo de la
salud, donde afecta la esterilidad de catéteres e implantes.

Otra razén por la cual las biopeliculas tienen particular atencién en el campo de la salud,
es que también forman parte de muchas infecciones resistentes, por ejemplo en la placa
dental. Igualmente, el estudio de las biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa radica en uno
de los de mayor interés, debido a su influencia en la fibrosis quistica. Interesantemente, se
determiné que las bacterias cuando forman parte de biopeliculas son 1000 veces mas
resistentes a los antibidticos que cuando crecen plancténicamente, lo cual implica un
problema grave para la salud publica (Davey and O’toole 2000).

Los estudios realizados bajo el interés del campo de la salud, permitieron avanzar
sobre el conocimiento de los mecanismos de agregacion y comportamiento de las bacterias
gue forman parte de biopeliculas. Se pudo determinar para Pseudomonas aeruginosa, que
existen distintas sefiales ambientales que inducen la agregacién, tales como la
disponibilidad de nutrientes, oxigeno, y el balance osmético del medio (O'Toole et al.
2000). Otro hallazgo importante, fue que las bacterias cuando forman parte de biopeliculas
cambian considerablemente el patrén de expresion genética (Whiteley et al. 2001).

De esta forma, el conocimiento avanzé sobre el estudio de biopeliculas de una sola
especie. Sin embargo, en la naturaleza y fundamentalmente en los sistemas de
tratamiento de efluentes, los agregados estan compuestos por mdltiples especies
bacterianas. A partir de los mecanismos descriptos para biopeliculas de cultivos puros se
intentd explicar la agregacion de las bacterias de barros activados, postulando la accién de
variables ambientales tales como gradientes de nutrientes, inanicion, predacion o respuestas
a estrés (Bossier and Verstraete 1996). Si bien estos mecanismos pueden llevarse a cabo,
guedan enmascarados en la inmensidad de interacciones presentes en estas comunidades
complejas.

Méas alla de los mecanismos de agregacion, es importante destacar que la regla en los
ambientes naturales es el crecimiento en forma agregada. Esta forma de crecimiento es
beneficiosa para las bacterias y pudo haber sido fundamental para su prevalencia desde el
comienzo de la vida en la Tierra. La agregacion es el mecanismo bacteriano mas importante
para posicionarse en un ambiente favorable, mediante el incremento de su capacidad de
sedimentaciéon o la adherencia a una superficie. Ademas, al mantenerse en una
comunidad, los organismos toman provecho de interacciones beneficiosas, cooperando
metabdlicamente o intercambiando material genético. Por otro lado, la matriz extracelular
provee proteccion frente a una gran cantidad de variables ambientales, tales como la
radiacion UV, cambios de pH, shocks osmaticos, y deshidratacion (Davey and O’toole 2000).

Si bien las células de las biopeliculas se pueden desprender debido a perturbaciones
externas que afectan la integridad de la matriz extracelular, se cree que existe un

desprendimiento controlado de células plancténicas desde las biopeliculas, y que esta
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estrategia es muy importante para su supervivencia y predominio en los ecosistemas
acudticos. En tales sistemas se caracterizaron bacterias plancténicas de un tamafio
extremadamente pequefio (ultramicrobacterias), que se encuentran en un estado
inactivo bajo condiciones oligotréficas. Este estado permite a las bacterias sobrevivir ante
condiciones perjudiciales, y dispersarse para colonizar un ambiente benéfico donde vuelve a
desarrollar una biopelicula (Costerton and Zbigniew 1995).

En estudios realizados sobre cultivos puros se caracterizO un mecanismo de
desprendimiento activo en Pseudomonas aeruginosa, mediado por la sobreexpresion de la
enzima alginato liasa, que degrada la matriz extracelular constituida principalmente por
alginato. En otras especies también se observo un mecanismo similar mediante la expresion
de proteasas que afectan especificamente a proteinas extracelulares responsables de la
agregacion. En biopeliculas de Pseudomonas fluorecens, se observd el desprendimiento
de bacterias ante incubaciones extensas que conducen a la pérdida de EPS, y se demostré
que la presencia de moléculas en el sobrenadante de cultivos en fase estacionaria median
este efecto (O'Toole et al. 2000). En definitiva, existen diferentes rutas regulatorias
involucradas en la liberacién activa de bacterias en biopeliculas, y se trata de un campo de

investigacion muy activo debido a su posible aplicacién directa en diversas disciplinas.

Ecologiade las comunidades de barros activados

El analisis de los mecanismos de agregacion del floc biolégico de barros activados se
dificulta al tratarse de un ensamblado de multiples especies bacterianas, por lo cual se
requiere un enfoque diferente al realizado habitualmente en biopeliculas de una sola
especie. Para estudiar las interacciones intra e interespecificas existentes durante el
desarrollo del agregado, sumadas a otras interacciones benéficas o perjudiciales tipicas
de cualquier comunidad, y las mdultiples actividades metabdlicas que intervienen en la
degradacion de los compuestos del efluente, es necesario aplicar un enfoque desde la teoria
ecologica.

Los sistemas de barros activados se consideran buenos modelos para el estudio de la
ecologia microbiana, ya que se encuentran definidos fisica y quimicamente, permitiendo
controlar mas variables respecto de los ecosistemas naturales. Incluso esta la posibilidad
de montar reactores a escala de laboratorio para confinar un ambiente mas controlado
aun, o para realizar manipulaciones experimentales (Daims et al. 2006). La aplicacion de
técnicas moleculares independientes de cultivo al estudio de las comunidades presentes en
los sistemas de barros activados, permitio identificar una gran diversidad bacteriana, como
asi también las reacciones metabdlicas involucradas en la degradacién y transformacion de
compuestos orgénicos y nutrientes presentes en los efluentes (Wagner et al. 2002).

Estudios derivados de estos andlisis permitieron develar que cada planta de
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tratamiento configura una comunidad bacteriana funcional a través de un proceso de
seleccién natural dictado por el efluente a tratar, la configuracion de la planta de tratamiento,
variables ambientales y operativas, entre otros factores. La construccién de una comunidad
bacteriana de novo que pueda degradar la totalidad de compuestos organicos presentes en
un efluente y conformar un floc biologico estable es una tarea casi imposible de lograr.
Incluso la incorporacion al floc bioldgico de bacterias exdégenas (bioaumentacion) con
una actividad metabdlica deseada ha tenido poco éxito hasta el momento (Limbergen et al.
1998).

Por esta razon, la comprension de los factores que determinan la estructura, dindmica y
fisiologia de los ecosistemas de tratamiento de efluentes, pueden aportar conocimientos
fundamentales para ayudar en la adopcién de medidas correctivas y en la toma de
decisiones que conduzcan a Optimas condiciones operativas en estos sistemas (Erijman et
al. 2011).

Ecologia microbianay biotecnologia

Los estudios derivados de sistemas de tratamiento de efluentes también pueden
aportar a la comprensién general de las comunidades microbianas. La biotecnologia
ambiental se centra en la manipulacién de comunidades microbianas para brindarle un
servicio al ser humano. Si bien el nombre designa a esta disciplina recién a partir del
desarrollo de técnicas moleculares, el uso benéfico de los microorganismos en la
remediacién ambiental precede largamente a los conocimientos logrados en el campo de la
ecologia microbiana. Actualmente, esta disciplina tiene la potencialidad de ofrecer
soluciones a las probleméticas de la sociedad moderna, relacionadas no sélo con el
mantenimiento de los ecosistemas acuaticos, sino también en la busqueda de fuentes
renovables de energia, mejoras de procesos industriales, o en el campo de la salud. Para
ello es indispensable un conocimiento profundo sobre el funcionamiento de las
comunidades microbianas. Esta es la razén por la cual la biotecnologia ambiental y la
ecologia microbiana se relacionan intimamente y tienden a fusionarse en un futuro cercano.
De esta forma, el incremento de conocimiento en el area de la ecologia de comunidades
microbianas podria permitir comprender y predecir cambios en ambientes naturales, permitir
la manipulacion de procesos industriales y agropecuarios, y proveer mejoras respecto a la
proteccion de la salud humana (Rittmann et al. 2006).

La ecologia microbiana, como ciencia bésica, tiene como objetivo fundamental
comprender las comunidades microbianas, las cuales son ensamblados organizados vy
autosustentables de distintas poblaciones de microorganismos, y su relacién con el

ambiente. De esta manera, intenta responder cuatro preguntas fundamentales:
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1. Qué microorganismos estan presentes en la comunidad. La identidad y ndmero de
los microorganismos presentes componen lo que se llama estructura de la
comunidad.

2. Qué reacciones que modifican el ambiente de la comunidad son capaces los
microorganismos de llevar a cabo. El conjunto de capacidades cataliticas se
denomina potencial fenotipico de la comunidad.

3. Qué reacciones son llevadas a cabo por los microorganismos de la comunidad.

En definitiva se trata de la realizacion del potencial fenotipico y se define como
funcion de la comunidad.

4. Cudles son las relaciones entre los miembros de la comunidad y con el
ambiente. La comprension de estas interacciones es el objetivo fundamental de la

ecologia microbiana.

Desde los comienzos de esta disciplina, en la década del "40, no habia herramientas
suficientes para resolver cuestiones relacionadas a estos cuatro items. Esto se debid
fundamentalmente a que los organismos en estudio no se pueden ver a simple vista, e
incluso al ser visualizados al microscopio sus formas simples y muchas veces compartidas
no permiten identificarlos correctamente. El cultivo selectivo de microorganismos
permitié grandes avances en este campo. Sin embargo se estima que sélo el 1 % de los
microorganismos se han podido cultivar hasta el momento, lo cual limita considerablemente
el alcance de esta técnica.

La aplicaciébn de técnicas moleculares, principalmente a partir de la amplificacion
selectiva de secuencias de ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del
inglés polymerase chain reaction) a partir de la década del "80, revolucioné la ecologia
microbiana. El gen que codifica el ARN ribosomal de la subunidad 16S (ARNr 16S) es el
blanco més empleado para determinar la identidad de microorganismos. Este gen tiene dos
ventajas fundamentales para tal fin. La primera es su ubicuidad, todas las formas de vida
descriptas hasta el momento requieren la actividad de ribosomas para la sintesis proteica,
los cuales estan constituidos por dos subunidades compuestas a su vez por proteinas y
ARN. La otra ventaja es que este gen posee regiones conservadas y variables, esto se debe
a que secciones del ARNr 16S tienen un papel importante en el plegamiento del ribosoma y
por ende en su funcidon, mientras que existen regiones mas expuestas las cuales son
sometidas a mutaciones sin que la traduccion de los ARN mensajeros (ARNm) corra
riesgo. De este modo, el grado de variabilidad de distintas regiones del gen ARNr 16S esta
relacionado con su filogenia, por lo cual se pueden reconocer motivos determinados que
permiten definir unidades taxondmicas operacionales. Otra gran ventaja es que la aplicacion
de técnicas moleculares evita la limitacion del cultivo, lo que permite caracterizar la

totalidad de microorganismos presentes en el sistema en estudio (Rittmann et al. 2006).
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El avance en las técnicas moleculares que ofrecieron respuestas a las cuestiones
bésicas en ecologia microbiana, forjo una revolucion en esta disciplina. Sin embargo, el
andlisis de comunidades bacterianas generé una gran cantidad de datos que en muchas
ocasiones permanecen como meramente descriptivos. Actualmente, se plantea la
necesidad de adaptar los resultados obtenidos a modelos ecolégicos que brinden un
entendimiento de los procesos llevados a cabo en las comunidades microbianas. Esta
es la Unica manera de que el conocimiento adquirido genere capacidad de prediccion

para ser aplicado a las problematicas de la sociedad moderna (Prosser et al. 2007).

Enfoque de este trabajo

El objetivo general de este trabajo es estudiar la dindmica de las poblaciones bacterianas
en la formacién y ruptura del floc de barros activados.

La Tesis esta dividida en dos partes. En el primer capitulo se presenta el andlisis de los
cambios ocurridos en la estructura de la comunidad bacteriana durante el ensamblado del
floc bioldgico de barros activados.

En el segundo capitulo nos enfocamos en el proceso inverso, es decir la
desfloculacion, una problematica habitual que ocurre en sistemas reales de
tratamiento de efluentes, la cual esta relacionada con la incidencia de perturbaciones

externas que afectan la estabilidad del floc biologico.

Capitulo 1: Desarrollo de la comunidad bacteriana del floc biolégico

Los resultados del primer capitulo fueron publicados en dos articulos cientificos, y un

articulo de revision:

e Ayarza, J.M., Guerrero, L.D., Erijman, L., 2010. Nonrandom assembly of

bacterial populations in activated sludge flocs. Microbial Ecology 59 (3), 436—44

e Ayarza, J.M., Erijman, L., 2011. Balance of neutral and deterministic
components in the dynamics of activated sludge floc assembly. Microbial Ecology
61 (3), 486-495

e Erijman, L., Figuerola, E. L. M., Guerrero, L. D., Ayarza, J. M. (2011). Impacto de
los recientes avances en el analisis de comunidades microbianas sobre el control
del proceso de tratamiento de efluentes. Revista Argentina de Microbiologia 43,
127-135.
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INTRODUCCION

Dindamicade la estructurade la comunidad bacteriana en barros activados

La mayoria de los sistemas de tratamiento bioldégico de aguas residuales tienen la
capacidad de presentar un rendimiento estable en el contexto de una estructura de la
comunidad microbiana variable. Investigaciones realizadas en varios laboratorios mostraron
que las comunidades bacterianas en biorreactores son altamente dindmicas y pueden divergir
en sistemas replicados a lo largo del tiempo, incluso en ausencia de perturbaciones externas
(Falk et al. 2009; Konopka et al. 2007). Sin embargo, este cambio constante en la
configuracion de especies bacterianas generalmente no modifica la eficiencia del proceso,
manteniéndose altos niveles de remocion de la demanda quimica de oxigeno (DQO) del
efluente durante el proceso (Ferndndez et al. 1999; Kaewpipat and Grady 2002).

El rendimiento general del proceso parece ser mantenido por numerosas especies que
coexisten con funciones similares (McMahon et al. 2007). En principio, la existencia de
redundancia funcional podria permitir que las comunidades se ensamblen de manera
diferente en sistemas replicados. Sin embargo, los sucesivos pasos de sedimentacion y
decantacion en los sistemas de barros activados pueden ejercer una presion de seleccion
sobre las poblaciones bacterianas, siendo las mas aptas para permanecer en el sistema
aquellas que son capaces de conformar el floc biolégico.

Los reactores a escala de laboratorio, al igual que los sistemas reales, también
exhiben una gran diversidad de especies, las cuales se ensamblan y forman una comunidad
funcional. El andlisis de los cambios en el patrén de la estructura de las comunidades que
ocurren en reactores replicados nos permitira analizar si existe un reclutamiento de especies
al azar durante el desarrollo del floc biolégico, o bien se produce el ensamblado siguiendo un

cierto mecanismo.

Teoria ecoldgica basadaen nichos

El concepto de nicho fue fundamental para la fundaciéon de la ecologia como ciencia
hace mas de 100 afios, ya que el mismo permitié explicar la coexistencia de especies. El
“principio de exclusion competitiva” establece que dos especies no pueden ocupar el mismo
nicho ecoldgico. Si esto ocurre, las dos especies compiten entre si y una de ellas queda
locamente extinta. En consecuencia, solamente las especies con nichos lo suficientemente
diferenciados pueden coexistir en la misma comunidad, la cual tendra tantas especies como
nichos disponibles en el ambiente. Esta teoria se condice con las diferencias fisiol6gicas
presentes en especies diversas, las cuales determinan su adaptacion en distintos ambientes.

En las plantas de tratamiento de barros activados ocurren dos grandes procesos de
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seleccién, por un lado las poblaciones bacterianas deben tener la capacidad catabdlica de
adoptar los compuestos organicos del efluente como fuente de carbono y energia, pero
ademas deben poder agregarse para conformar el floc bioldgico.

En las plantas de tratamiento de efluentes industriales, donde los compuestos del
efluente son mas complejos, el proceso de seleccion es méas fuerte, ya que las
bacterias presentes en la comunidad funcional deben tener la capacidad de catabolizar o
resistir a la presencia de compuestos generalmente toxicos para la mayoria de las especies
bacterianas presentes en la naturaleza. Habitualmente las plantas de tratamiento domésticos
también tratan efluentes industriales, lo cual complica estos tipos de andlisis en plantas de
tratamiento real. Sin embargo, en un estudio realizado en reactores de laboratorio
alimentados con mezclas de efluente domiciliario e industrial en distinta proporcion, se
observé que el aumento de la concentracion relativa de efluente industrial produjo un
cambio gradual del modo de ensamblado de la comunidad bacteriana desde un régimen
estocéstico (aleatorio) a uno méas determinista (basada en nicho) (van der Gast et al. 2008).

En un trabajo anterior realizado en el laboratorio, se observdé que las comunidades
encargadas de degradar compuestos complejos y de relevancia ambiental como los
surfactantes no ionicos en reactores a escala de laboratorio, mostraron una replicabilidad en
los miembros de la comunidad més abundantes, lo cual refleja un proceso de seleccion
ante un nicho altamente especializado (Lozada et al. 2006). Otras pruebas de que las
comunidades menos diversas, 0 mas especializadas, estdn mas influenciadas por un
caracter deterministico se obtuvo en reactores dispuestos en condiciones desnitrificantes
(McGuinness et al. 2006).

Hasta el momento no ha sido estudiado cuél es el efecto de los sucesivos pasos de
sedimentacion y decantacion de los sistemas de barros activados sobre la seleccién de las

bacterias capaces de conformar el floc biolégico.

Teoria ecoldgica neutral

Mas recientemente se postuld la teoria neutral, la cual asume que todas las especies de
un nivel tréfico determinado son equivalentes en las tasas de natalidad, mortalidad,
dispersion y especiacion (Hubbell and Borda-de-Agua 2004).

Los modelos neutrales se basan en el concepto de la metacomunidad, que comprende un
conjunto de comunidades locales, las cuales estdn conectadas por la dispersion al azar de
especies entre si. Se asume que cada comunidad local est4 saturada, y cuando pierde
un individuo por la muerte o emigracion del mismo, este es reemplazado inmediatamente
por un miembro de la metacomunidad. Los inmigrantes se toman al azar de este grupo, y su
abundancia relativa es el Unico parametro que tiene influencia sobre la probabilidad de que

se establezca en la comunidad local. Por otro lado, el grado de aislamiento de la comunidad
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local determina la probabilidad de que se establezca un inmigrante de la metacomunidad, o
si ocupa el lugar vacante un organismo que se reproduce a nivel local. De esta manera la
comunidad se desarrolla neutralmente debido a una progresion de ciclos continuos de

inmigracién, nacimientos y muerte (Figura 3, Bell 2000; Hubbell and Borda-de-Agua 2004).
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Figura 3. Esquema de la dinamica neutral en una comunidad pequefia de 6 individuos,
inicialmente con tres taxones igualmente abundantes (a). Se asume que la comunidad esta
saturada de individuos, por esta razon para que el ensamblado cambie es necesario que un
individuo muera o abandone el sistema (b). Este es inmediatamente reemplazado por la
reproduccién de algun integrante de la comunidad local o por la inmigracion de otros individuos
de la metacomunidad (c). Notese que cada ensamblado esta descripto por un grafico de
distribucién de abundancia de especies (adaptado de Battin et al. 2007)

Los modelos neutrales fueron adoptados rapidamente en macroecologia, ya que a pesar
de su simplicidad, sus predicciones se acercan mucho a lo observado en la naturaleza
(Whitfield et al. 2002). Con el impulso de la ecologia microbiana, estos modelos también se
comenzaron a aplicar en comunidades procariotas. Las comunidades bacterianas replicadas
muchas veces sufren cambios erraticos en el tiempo, como asi también se advirtidé un
desarrollo diferencial de comunidades en habitat similares (Baptista et al. 2008; Roeselers et
al. 2006). Estas observaciones presuponen un reclutamiento de especies al azar, y han
estimulado el desarrollo de enfoques estocasticos en ecologia microbiana.

Sloan, Curtis y colaboradores han propuesto un modelo de comunidad neutral para
describir los patrones de las comunidades microbianas, que ajusta la relacion observada

entre la abundancia relativa de los distintos taxones y la frecuencia con la que son
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encontrados en las muestras de andlisis. Intuitivamente, bajo una dindmica neutral, la
frecuencia debe crecer monotonamente en funcion de la abundancia relativa y converger en 1
(Figura 4, Sloan et al., 2006; Woodcock et al., 2007).

1.2 1.2
Ocurre aleatoriamente
1.0 Menos abundante a=0 1.0 A e ————————— T
o mas frecuente
| delo predicho por azar ]
@ 08 aan o 08
8 &
3 061 3 0.6 1
o Mas abundante o
W 04 o menos frecuente w04
de lo predicho por azar
a<0
0.2 0.2
— Nym=1
0.0 0.0 Nym=2
-=== Nm=10
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.0 0.1 0.2 03 0.4 0.5 0.6
Abundancia relativa promedio Abundancia relativa promedio

Figura 4. De acuerdo al modelo neutral, la frecuencia relativa de los taxones observados
asciende en funcién de la abundancia relativa hasta converger en 1. Los taxones que se
desvian del comportamiento tedrico se encuentran a la izquierda o derecha de la curva de
acuerdo a su ventaja o desventaja adaptativa, respectivamente; la cual se refleja con el
parametro a (A). A partir del ajuste mediante el método de cuadrados minimos se puede
obtener el valor del producto NTm, a partir del cual se determina el valor de m correspondiente

a la tasa de inmigracién (adaptado de Curtis and Sloan 2006).

Algunas especies pueden no comportarse neutralmente, por lo que se encuentran
fuera de la curva teérica que predice la relacién abundancia-frecuencia. Este modelo
desarrollado para procariotas se diferencia del puramente neutral debido a que introduce un
pardmetro de ventaja a, que incrementa o disminuye la probabilidad de que cada especie
aumente su numero en la comunidad. De esta forma, las especies que se encuentran
hacia la izquierda de la curva, que muestran una abundancia menor o una frecuencia
mayor a la predicha por azar, estin adscritas a valores de a positivos; mientras que las
especies que se encuentran a la derecha de la curva, mas abundantes o0 menos frecuentes
que lo establecido neutralmente, se asocian a valores de a negativos (Figura 4A).

Por otro lado, el modelo neutral adaptado para procariotas toma los datos de abundancia
relativa de los taxones, y emplea el método de cuadrados minimos para generar la curva
con el mejor ajuste, que tiene valores asociados de NTm, donde NT corresponde al nimero
total de individuos de la metacomunidad y m es la tasa de inmigracién en la comunidad.
De esta forma, a partir de estos ajustes se puede calcular un valor de m, que refleja el
grado de estabilidad de la comunidad (Figura 4B).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Tasa de recambio de especies

Uno de los objetivos fundamentales de la ecologia es entender como las comunidades
son generadas y mantenidas a través de escalas espaciales y temporales. Los
patrones de diversidad de especies proporcionan importantes conocimientos sobre los
mecanismos subyacentes que regulan la biodiversidad, y son fundamentales para el
desarrollo de modelos ecolégicos y teorias. Uno de los patrones méas analizados,
corresponde a la relacién especie-area (SAR, del inglés species-area relationship), que
ha proporcionado la base para muchas teorias ecoldgicas, entre ellas la teoria de
biogeografia de islas (van der Gast et al. 2008). En 1960, Preston observ6 que la manera en
gue se reproducen los patrones de especies en el tiempo ocurre de manera similar a lo
observado a través de escalas temporales. En consecuencia, propuso la relacion especie-
tiempo (STR, del inglés species-time relationship), como una extensiéon de la ley
exponencial de especie-area (Preston 1960). La relacidon especie- tiempo se ajusta a la

siguiente funcién exponencial:

s=cTV

Donde,
S=riqueza acumulada
c= constante empirica

w = tasa de recambio de especies

De esta manera, a partir del ajuste a esta ecuacion se obtiene la tasa de recambio de
especies, definida como el nimero de especies que es eliminado y reemplazado por unidad
de tiempo.

Hipotesis y objetivos

El objetivo general es determinar la contribucién de los componentes estocasticos y
deterministicos en el ensamblado del floc de barros activados.

La primera hipétesis planteada es que el ensamblado del floc biologico conlleva un fuerte
proceso de seleccion, por lo que puede ser explicado bajo la teoria nicho- especifica. Para
resolver esta cuestion, se analizé la evolucién de la estructura de la comunidad determinada
mediante DGGE en distintas réplicas de reactores a escala de laboratorio, y se aplicaron
métodos estadisticos para determinar su similitud.

En segundo lugar evaluamos la hipotesis de que el aumento del nUmero de especies

disponibles para conformar el agregado aumenta la contribucién de la dinamica neutral
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durante el ensamblado del floc biologico. Para ello, se manipulé la diversidad de la
comunidad inicial en distintos grupos de reactores y se realizé el seguimiento de la dindmica
de la comunidad mediante DGGE. Los patrones de abundancia detectados mediante esta
técnica se emplearon para calcular la tasa de recambio de especies y para realizar el ajuste

al modelo neutral propuesto para procariotas.

RESULTADOS

Desarrollo del floc biolégico

Para estudiar la formacién del floc biolégico, se utilizé barro proveniente de la cAmara de
aireacion de una planta de tratamiento de efluentes domésticos, sobre la cual se realiz6 una
disgregacion parcial de los flocs. Sobre esta muestra se llevd a cabo un proceso de
aclimatacion en el laboratorio con el objetivo enriquecer la comunidad en poblaciones
bacterianas plancténicas.

Luego de la aclimatacion, esta mezcla se empled para inocular cuatro reactores
replicados (Reactores Al-A4), los cuales simularon el funcionamiento de una planta de
tratamiento de efluentes basada en barros activados. Los reactores se operaron bajo el
modo de batch secuencial con retencion de biomasa, con sucesivos ciclos que incluyeron
pasos de sedimentacion y decantacion del efluente tratado (ver Materiales y Métodos).

Se observaron muestras temporales al microscopio para determinar la evolucion del
tamafo y viabilidad de las bacterias en el floc (Figura 5A). A pesar de que se advirtid una
diversidad de tamafos de flocs en todas las muestras, se observo la presencia de flocs de
mayor tamafio a medida que transcurrieron los dias de experimento. Por otra parte se
comprobd la viabilidad de las bacterias que conforman el floc (fluorescencia verde), sin
embargo se advirtié la presencia de bacterias muertas (rojo) ocupando la region central de
los flocs maduros correspondientes al dia 10 (Figura 5A).

Por otra parte, se realiz6 la medicion del tamafio de la poblacion de flocs de cada
muestra analizada, observando que se parti6 de un tamafio de floc promedio
correspondiente a los 80 um de diametro (Figura 5B, dia 0). Este valor fue incrementandose
durante el transcurso del experimento hasta llegar a un tamafio estable aproximado a los
200 um de diametro, el cual fue alcanzado en los cuatro reactores dentro de los primeros 10
dias (Figura 5B).
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Figura 5. Evolucion del tamafio del floc biolégico durante los primeros 10 dias del experimento
en los reactores A. En la parte A de la figura se observan microfotografias representativas
pertenecientes a los dias 1, 4, 7 y 10 de los cuatro reactores A; empleando el kit de tincion
BacLight para diferenciar poblaciones vivas (verde) de las células con membranas dafiadas
(rojo). En la parte B, se muestran los valores de diametro promedio de la poblacién de flocs
durante los primeros 10 dias de estudio.

Dinamicade la comunidad bacteriana durante el desarrollo del floc

Para estudiar la dinamica de la estructura de la comunidad durante el desarrollo del
floc biolégico se analizaron muestras temporales durante los 40 dias de experimento en los
cuatro reactores replicados. Los patrones correspondientes a la estructura de la comunidad
bacteriana se obtuvieron empleando la técnica de DGGE sobre los fragmentos amplificados
mediante RT-PCR del ARNr 16S (Figura 6). Hay que destacar que la amplificacion se
realizé sobre el ARNr 16S transcripto (no sobre el ADNr 16S) para reducir la interferencia

por parte de las bacterias de la comunidad que no se encuentran metabolicamente activas.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Figura 6. DGGE representativo de las muestras temporales correspondientes al reactor Al,
donde se observan los cambios en la estructura de la comunidad durante la formacion del floc
bioldgico. La calle rotulada como “S” corresponde a la muestra aclimatada empleada como
inoculo para iniciar los reactores (tiempo 0). El resto de las calles corresponden a muestras en
las cuales el numero indica el tiempo de operacion (dias) respecto al inicio.

En los geles de DGGE cada banda pertenece a un taxén independiente, y la
intensidad se corresponde con su abundancia relativa en la comunidad. Al comparar entre
muestras, las bandas que se ubican en la misma posicion del gel se consideran taxones
equivalentes. De esta manera cada gel digitalizado se convirti6 en una matriz donde los
ndmeros, que representan la abundancia relativa de cada taxon, estan ordenados en filas de
acuerdo a cada taxén independiente, y en columnas asignadas para las distintas muestras
analizadas.

Las matrices obtenidas fueron analizadas mediante el procedimiento de Moving-
Window, el cual consiste en calcular la inversa de la similitud (empleando el indice de Bray-
Curtis) entre muestras consecutivas a lo largo del experimento (Figura 7A). De esta forma,
cada valor obtenido corresponde al porcentaje de cambio de la comunidad en cada tiempo
analizado. En los reactores A, se observé un porcentaje de cambio promedio de 36,6 + 6 %,
con valores maximos correspondientes al 45 + 5 % durante los primeros dias del
experimento, y decreciendo hasta un minimo de 27 + 6 % hacia el final del mismo
(Figura 7A). A pesar de que se observa una tendencia de disminucién, estos valores
de cambio representan altos niveles de dinamica en la estructura de la comunidad bacteriana
durante el desarrollo del floc.

Otro andlisis complementario para evaluar la dindmica consistio6 en determinar la
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similitud entre cada una de las muestras temporales y la correspondiente a una
muestra inicial, empleando el indice de similitud probabilistico de Raup-Crick (SRC). Este
indice permite distinguir las similitudes o disimilitudes observadas entre muestras de las
esperadas si las comunidades se ensamblaran combinando al azar las especies disponibles
en la metacomunidad. De esta manera, empleando un nivel de confianza del 95 %, se
puede determinar que valores de SRC>0,95 corresponden a muestras significativamente
similares; mientras que valores de SRC<0,05 son significativamente disimiles. En la Figura
7B, se observan los valores de SRC obtenidos al comparar cada muestra temporal con la
muestra correspondiente al dia 4 en los reactores A. A pesar de que se observan pequefias
diferencias en las curvas, los cuatro reactores tuvieron la misma tendencia, en la cual la
comunidad bacteriana deja de ser significativamente similar respecto a la inicial
(0,05<SRC<0,95) luego del dia 12, y tiende a ser significativamente disimil luego del
dia 22 (SRC<0,05).
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Figura 7. Evaluacion de la dindmica de la comunidad bacteriana durante el desarrollo del floc
biolégico a través del andlisis de Moving-Window basado en la inversa de la medicion del
indice de Bray-Curtis (SBC) entre muestras temporales (A) y mediante la determinacién de la
similitud con el indice de Raup-Crick (SRP) respecto al dia 4 (B). Estos analisis se efectuaron a
partir de los datos obtenidos mediante DGGE de los reactores Al (circulos negros), A2
(cuadrados blancos, A3 (triangulos blancos) y A4 (rombos negros).

Se realizaron las mediciones correspondientes a la riqueza (nUmero de bandas del
DGGE) correspondientes a las comunidades bacterianas de las cuatro réplicas de reactores
A. En la Tabla 1 se observan los valores promedio entre todas las muestras de cada reactor,
los cuales fueron similares entré si, y su correspondiente desvio estdndar. Los valores
promedio de bandas observadas en cada uno de los reactores fueron similares en todas las

réplicas.
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Tabla 1. Valores de riqueza correspondientes a las comunidades bacterianas de las cuatro
réplicas de reactores A.

Reactor Al A2 A3 A4
Riqueza |416+4,4 |374+4,6 |372+3,7 |40,1+4,0

Los resultados estan expresados como el promedio (+ desvio estandar) de los
valores temporales durante los 40 dias de experimento.

Comparacion de la comunidad bacteriana entre reactores replicados

Una vez comprobado el caracter dindmico de la estructura de la comunidad bacteriana
durante el desarrollo del floc biolégico, se examind la replicabilidad de la misma, analizado
la similitud entre los reactores en muestras temporales equivalentes.

En la Figura 8 se muestra el dendrograma generado empleando el indice probabilistico
SRC al comparar los patrones de estructura de la comunidad obtenidos para los cuatro

reactores replicados durante los dias 4, 22 y 39 de operacion.
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Figura 8. Andlisis de cluster empleando el indice de similitud de Raup-Crick de los patrones de
estructura de la comunidad bacteriana de las muestras correspondientes a los reactores
replicados A durante los dias 4, 22 y 39. La muestra rotulada como “S” corresponde a la
muestra de barro inicial empleada para inocular a los reactores.

Las comunidades bacterianas de los cuatro reactores replicados divergen levemente
entre si con el correr del experimento. Esto queda demostrado mediante la disminucion
de la similitud entre réplicas (Tabla 2). Sin embargo, se puede advertir que se mantiene el
agrupamiento con una similitud significativa (SRC>0,95) en los tres tiempos de estudio. Esto
significa que los cambios que se producen a lo largo del tiempo son  similares en todos los

reactores, indicando un fuerte caracter deterministico durante el ensamblado de la
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comunidad bacteriana del floc biologico (Figura 8).

Tabla 2. Similitud entre las comunidades de los reactores replicados A medida con el
indice de Bray-Curtis durante los dias 4, 22 y 39 del experimento.

Dia 4 22 39
Similitud (Bray-Curtis) | 0,83+ 0,05 | 0.60+0.06 | 0.54+0.09

Convergenciade la comunidad a partir del mismo pool de especies

Para evaluar el caracter deterministico del ensamblado de la comunidad del floc
biolégico se puso a prueba la hipétesis siguiente: partiendo de comunidades que contienen
las mismas especies, pero con distinta abundancia relativa, los cambios producidos durante
el ensamblado conduciran a una menor similitud entre muestras en el tiempo si el ensamblado
se produce al azar y, por el contrario, la similitud aumentar4 con el tiempo si existe una
seleccién determinista. Para probar esta hipGtesis se operaron reactores a escala de
laboratorio inoculados con mezclas de cuatro barros de distintos origenes durante 40 dias
(Reactores B1-B4). Los cuatro reactores B en este caso no eran verdaderas réplicas, ya que
cada reactor fue inoculado con un 70 % de la muestra de barro proveniente de una planta de
tratamiento y 10 % de cada uno de las restantes plantas de tratamiento (ver Materiales y
Métodos). De esta manera, los cuatro reactores B contienen el mismo pool de especies
pero con distinta abundancia relativa. Por esta razdn, al realizar un andlisis mediante DGGE
de la estructura de la comunidad bacteriana en el tiempo 0 del experimento, se observan
diferencias en los patrones, ya que esta técnica detecta sOlo los miembros mas
abundantes (Figura 9). Al realizar un andlisis conjunto con las muestras correspondientes a
tiempos posteriores de operacion, se puede advertir que las diferencias iniciales
disminuyen durante el transcurso del experimento, y finalmente durante el dia 39 de
operacion las comunidades de los cuatro reactores convergen con una similitud significativa.
Este resultado indica claramente que el ensamblado no se produjo al azar a partir del pool

de especies disponibles, sino que presenta un fuerte caracter deterministico (Figura 9).
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Figura 9. Andlisis de cluster empleando el indice de similitud de Raup-Crick de los patrones de
estructura de la comunidad bacteriana de las muestras correspondientes a los reactores B
durante los dias 0, 18 y 39.

Parametros funcionales de los reactores B

Los reactores B fueron inoculados con mezclas de barros procedentes de distintos
origenes. Para certificar el buen funcionamiento de los mismos se llevaron a cabo
mediciones de la DQO del efluente tratado, turbidez del sobrenadante, pH y sélidos totales
durante 40 dias de operacion (Figura 10).

A pesar de no ser réplicas exactas se observaron valores similares de los parametros
analizados para los distintos reactores B. Un parametro importante de funcionalidad, como
lo es la remocién de DQO, se mantuvo en valores cercanos al 90 % durante todo el
experimento. Por otro lado, la turbidez del sobrenadante se mantuvo en valores bajos, lo cual
genera efluentes limpidos. Los sélidos totales experimentaron una caida inicial, atribuida a la
entrada en régimen de los reactores, y después se estabilizaron en un valor aceptable. Por

ultimo, no se registraron grandes cambios de pH (Figura 10).
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Figura 10. Parametros funcionales de los reactores Bl (circulos negros), B2 (cuadrados
blancos, B3 (triangulos blancos) y B4 (rombos negros) durante los 40 dias de experimento.

Tasa de recambio de especies bacterianas

A pesar de la similitud significativa observada entre muestras temporales se observé
cierto grado de divergencia, que responder a una dindmica al azar (Tabla 2). En
consecuencia se llevaron a cabo experimentos para determinar la importancia de la
dindmica neutral y su dependencia con el tamafio de la comunidad a partir de la cual se
ensambla el floc biolégico.

El primer analisis consistio en determinar la tasa de recambio de especies bacterianas
(w) que ocurre en los reactores B durante los 40 dias de experimento. El valor de w surge
de la pendiente de la regresion lineal ajustada a los datos en escala logaritmica de la riqueza
acumulada en funcion del tiempo (Figura 11).

Se obtuvo un promedio de w = 0,32 + 0,05 para los reactores B el cual fue mayor al
obtenido para los reactores A (Figura 12), los cuales parten de un pool de especies menor
para llevar a cabo el ensamblado del floc biolégico. Como los reactores B no son réplicas

exactas, no es posible comparar estadisticamente estos datos.
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Figura 11. Determinacion de la tasa de recambio de especies en los reactores B, realizada
mediante el ajuste de una regresion lineal de los datos de riqgueza acumulada en funcién del
tiempo (en escala logaritmica).

En consecuencia, para poder realizar una comparacion estadisticamente valida se

disefidé un nuevo experimento, correspondiente a los reactores C, los cuales fueron

inoculados con barro procedentes de distintos origenes, pero mezclados en idéntica

proporcion (25 % de cada uno). Los valores de w para los reactores C dieron un valor

promedio de 0,31 + 0,05, muy cercano al obtenido para los reactores B, y significativamente

superior (p<0,01, prueba t de Student) al promedio de 0,16 + 0,02 obtenido en los

reactores A (Figura 12). En definitiva, estos resultados demuestran que al incrementarse el

nimero de especies disponibles en la comunidad a partir de la cual se produce el

ensamblado del floc biologico, se produce un aumento significativo en la riqueza acumulada

de especies observadas.
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Figura 12. Determinacion de la tasa de recambio de especies en los reactores Ay C, realizada
mediante el ajuste de una regresion lineal de los datos de riqgueza acumulada en funcién del
tiempo (en escala logaritmica).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Ajuste al modelo neutral propuesto para comunidades procariotas

Una evidencia adicional de la dinamica neutral que ocurre durante el ensamblado del floc
biolégico de barros activados se obtuvo mediante el ajuste al modelo neutral de Sloan y
colaboradores propuesto para procariotas (Sloan et al. 2007; Sloan et al.

2006). El modelo ajusta la relacién observada entre la abundancia relativa de los
distintos taxones y la frecuencia con la que son encontrados en las muestras de analisis. En
este trabajo empleamos los datos obtenidos mediante DGGE, de los cuales se
extrajeron los valores de frecuencia de aparicion de cada tax6n y su abundancia
relativa promedio a lo largo de las muestras temporales analizadas en los reactores A, By C
(Figura 13).

En la Figura 13 se advierte que los datos correspondientes a los reactores B y C
ajustan mejor al modelo neutral que los datos de los reactores A, lo cual se condice con la
hipétesis propuesta que indica que un niumero mayor de especies disponibles acrecienta el
predominio de la dindmica neutral durante el ensamblado del floc biolégico. Otra observacion
importante, es que la mayoria de los puntos correspondientes a los reactores A se encuentra
hacia la izquierda de la curva que ajusta la relacion tedrica entre frecuencia y abundancia
relativa. Esto se relaciona con valores positivos de aj, el parametro de ventaja, con lo que la
mayoria de las especies detectadas en este sistema posee una ventaja adaptativa
gque aumenta su probabilidad de establecerse en la comunidad.

Los valores de NTm obtenidos a partir de los ajustes fueron muy similares para los tres
experimentos: 31, 47 y 30 en los reactores A, B y C respectivamente. Debido a que los datos
de abundancia relativa fueron extraidos a partir de la intensidad de las bandas de DGGE,
no es posible determinar un valor de NT. En consecuencia los valores de m, que indican la
tasa de inmigracion para los distintos experimentos, no pudieron ser determinados. Se
hubiesen esperado valores de m mayores en los reactores B y C, ya que tienen un mayor

pool de especies disponibles para la inmigracion.
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Figura 13. Ajuste mediante el método de
cuadrados minimos al modelo neutral
propuesto por Sloan para comunidades
procaridticas (Sloan et al. 2007; Sloan
et al. 2006) de los datos de
frecuencia en funcion de la abundancia
relativa promedio para los taxones
correspondientes a los dias 4, 18 y 39,
de los reactores A, By C.
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DISCUSION

Dinamicade las comunidades del floc de barros activados

Generalmente se atribuye la gran estabilidad de los sistemas de barros activados a la
gran diversidad bacteriana que se encuentra en los mismos. Considerando que varios
miembros de la comunidad pueden llevar a cabo funciones similares, la funcién del
ecosistema sera mantenida bajo un amplio espectro de condiciones ambientales
(McMahon et al. 2007). La redundancia funcional en estos sistemas esta reflejada en los
valores de riqueza a lo largo del experimento. En conjunto con los altos niveles de dinamica,
el numero de especies abundantes se mantuvo relativamente constante, lo cual indica que
cuando un miembro de la comunidad reduce su abundancia o se pierde del sistema, otro
miembro reemplaza el nicho vacante.

La dinamica de la comunidad bacteriana durante el desarrollo del floc biolégico fue
cuantificada mediante el analisis de Moving-Window, el cual consiste determinar el
porcentaje de cambio en la comunidad entre muestras temporales sucesivas. De esta
manera se observo un alto nivel de dinamica en los reactores, aun en ausencia de
perturbaciones externas. Este resultado es consistente con estudios anteriores que marcan
una estabilidad funcional de estos sistemas a pesar de una dindmica considerable en la
composicion de especies (Falk et al. 2009; Fernandez et al. 1999; Kaewpipat and Grady
2002; Lozada et al. 2006; McGuinness et al. 2006). En este trabajo también se comprobé
gue los cambios producidos en las comunidades microbianas no se reflejaron en cambios
significativos en parametros funcionales, tales como la remocién de la DQO o la turbidez del
sobrenadante (Figura 10).

Los valores de dinamica observados en este estudio fueron mayores a los reportados
previamente en sistemas similares (Falk et al. 2009). Estas diferencias pueden ser
explicadas por diversas razones, que radican en el disefio experimental llevado a cabo.
En este estudio se parti6 de una comunidad de barros activados con los floc parcialmente
disgregados y enriquecida en poblaciones plancténicas, la cual se logré luego de una
aclimatacion en batch. Luego se paso6 directamente al esquema de funcionamiento de los
reactores en el dia 0 de experimento, el cual incluye los pasos de sedimentacion y
decantacion, con el propésito de estudiar la dindmica cuando comienza a desarrollarse el
floc. De esta manera, gran parte de las poblaciones plancténicas que no lograron formar
parte del floc biolégico se eliminan del sistema, ocasionando grandes cambios en la
estructura de la comunidad. Seguramente por esta razon, se observa incluso una tasa de
cambio mayor en los primeros dias del experimento (Figura 7A).

Ademas, durante el inicio del experimento se registré un incremento en el tamafio del

floc (Figura 5), que denota el desarrollo del mismo. El agregado progresivo de las bacterias
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claramente modifica la estructura de la comunidad en el tiempo, contribuyendo a los altos
valores de dinamica iniciales.

Por otro lado, nuestro analisis se enfocd solamente en las poblaciones metabdlicamente
activas, analizando los patrones de DGGE de los fragmentos del ARNr 16S amplificados
mediante RT-PCR. Mediante la tincibn que distingue las poblaciones viable y no viables
(con las membranas plasmaticas dafiadas) durante el desarrollo del floc, se observd un
considerable aumento de las poblaciones inactivas en el centro del los flocs maduros
(Figura 5). Estas poblaciones ancladas en los flocs son detectadas en los andlisis basados
en la deteccién del ADN del gen ribosomal 16S, y pueden conducir a una subestimacion de
la verdadera dindmica.

El periodo de aclimatacion fue disefiado con el objetivo de enriquecer la comunidad en
poblaciones plancténicas, manteniendo al mismo tiempo la riqueza original del in6culo
proveniente de barros activados. De esta manera el inéculo inicial constituye el reservorio de
especies del cual deriva cualquier especie "invasora". La colonizacion exitosa se produjo
cuando una especie dada se volvid detectable mediante la técnica de DGGE. De esta
manera seguimos la definicion de Marzorati y colaboradores, donde se interpreta la
dindmica como el nimero de especies que en promedio llegan a un predominio significativo
(por encima del limite de deteccion de la técnica) durante un intervalo de tiempo definido
(Marzorati et al. 2008).

Los reactores se alimentaron con medio esterilizado y los reactores se mantuvieron en un
sistema cerrado, aunque no hermético, para minimizar la colonizacion por parte de especies
del ambiente. De esta forma las bacterias que van colonizando el floc y crecen en su
abundancia relativa (hasta alcanzarse a visualizar la banda correspondiente en el DGGE)
corresponden a especies presentes en la comunidad original del in6culo. Esto nos llevo a
disefar los experimentos con los reactores B y C, donde se aument6 la diversidad de
especies disponibles para observar su incidencia en la dindmica. Si bien no se observaron
diferencias significativas en la dinamica de los reactores A, B y C mediante ensayos de
MW (datos no mostrados), se establecieron cambios significativos cuantificando la tasa de

recambio de especies.

Determinismo durante desarrollo del floc biolégico

En la Figura 7A se observa que los cuatro reactores mantienen un perfil de dinamica
similar a lo largo del experimento. Estos cambios, no implican necesariamente las mismas
trayectorias en la sucesion de la comunidad. Con el objetivo de analizar las rutas en
ensamblado, se analizaron los patrones de DGGE comparando muestras correspondientes a
distintos estadios temporales de los cuatro reactores replicados, empleando el indice de

similitud probabilistico de Raup-Crick. Mediante este indice se puede determinar si dos
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comunidades son significativamente similares, mas alla de la similitud esperada por azar.

Las comunidades bacterianas siguieron un patron de ensamblado definido durante el
desarrollo del floc biologico. Por un lado, las comunidades alcanzan a ser significativamente
distintas respecto a la comunidad inicial (Figura 7B), lo cual ratifica los altos niveles de
dindmica. Por otra parte, la estructura de las comunidades bacterianas de las cuatro
réplicas, durante tres estadios temporales, fueron significativamente similares (Figura 8). El
hecho de que la estructura de la comunidad entre réplicas sea mas reproducible de lo
esperado por azar, bajo altas condiciones de dinamismo, nos permite aseverar que la
comunidad del floc biolégico no se ensambla al azar a partir del consorcio bacteriano
disponible. Esta hipétesis se confirmé al observar la convergencia de los reactores B, los
cuales poseen el mismo nimero de especies pero con diferente abundancia relativa (Figura
9), lo cual manifiesta una seleccion de las especies que logran incrementar su abundancia
relativa durante el desarrollo del floc biolégico.

Estos resultados sugieren la existencia de un proceso de sucesion, en el cual las
bacterias son reclutadas progresivamente a partir del pool disponible, cada una con los
requerimientos ecologicos particulares determinados por la comunidad en las distintas fases
del desarrollo del floc bioldgico. Las especies que logran invadir el floc biolégico, pueden
volverse momentaneamente dominantes, desplazando a otras especies establecidas cuando
su eficacia biolégica (fitness) relativa es superior.

La existencia de cierto caracter deterministico en sistemas de barros activados ya
habia sido reportada y principalmente se fundamentd en una presion de seleccidén por parte
del efluente (van der Gast et al. 2008; Lozada et al. 2006). En este trabajo se empled un
medio sintético el cual no deberia tener mayor presion de seleccién sobre las bacterias del
in6culo. En consecuencia, la Unica presion de seleccidn considerable en estos reactores es
la ejercida por los sucesivos pasos de sedimentacion y decantacion, la cual esta

determinando las especies que forman parte del floc bioldgico durante su formacién.

Dinamica neutral

En paralelo al determinismo observado durando el desarrollo del floc biolégico,
algunas observaciones sugieren la existencia adicional de cierta dindmica neutral. Si bien
se encontraron similitudes significativas entre réplicas luego de 40 dias de operacion
(correspondientes a 10 veces el SRT), las comunidades bacterianas de los reactores
replicados A no se modificaron de forma idéntica. Esto quedd evidenciado con la
disminucion de la similitud de Bray-Curtis promedio entre las réplicas y un aumento de la
varianza (Tabla 2). Es posible que hubieran seguido divergiendo ain méas si los
experimentos se han ejecutado por més de 40 dias, debido a la influencia progresiva de esta

dindmica neutral.
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Una metacomunidad se ha definido como un conjunto de comunidades locales que
estan vinculadas por la dispersién de multiples especies que interactian al azar entre ellas
(Leibold et al. 2004). Aunque esta definiciébn implica un cierto grado de aislamiento
entre las comunidades locales, el concepto de metacomunidad proporciona un marco
conveniente para estudiar la dindmica en la estructura de la comunidad bacteriana de floc de
barros activados en reactores de laboratorio. Se sabe que los procesos estocasticos, tales
como la mutacion, la dispersion y la extincién, podrian contribuir a los patrones de
diversidad. Los reactores son sistemas abiertos, sin barreras fisicas para la dispersion de
especies, igualmente la inmigracion a partir de fuentes externas fue esencialmente impedida
por el uso de medios de cultivo esterilizados. De esta forma, consideramos que cada
reactor alberga una metacomunidad, compuesta por diferentes comunidades locales
comprendidas por poblaciones plancténicas o que forman parte de los flocs bioldgicos.
Entonces, las bacterias que inmigran a los flocs, provienen de la misma comunidad de cada
reactor, aunque indetectables por la técnica de DGGE.

Los altos valores de dindmica observados se deben al reclutamiento de especies a partir
del consorcio bacteriano disponible. De ello se desprende que el efecto relativo de los
componentes deterministicos y estocéasticos puede depender de la riqueza en la comunidad
original.

En este trabajo se realizé la suposicion de que la mezcla de los barros de cuatro plantas
en los reactores B y C, originan una comunidad con una mayor riqueza respecto a los
reactores A. Esto suposicion podria no ser vélida si existe una gran cantidad de taxones
compartidos entre estos indculos, algo muy poco probable de acuerdo a los distintos
origenes de las muestras. Igualmente, la validez de esta suposicion se comprobd
posteriormente en otro trabajo del laboratorio, el cual incluyd la secuenciacion masiva de

muestras de barros que empleamos aqui para inocular los reactores (Ibarbalz et al. 2013).

Tasa de recambio de especies

Las pendientes méas elevadas de los ajustes de STR, que indican un mayor recambio de
especies en el tiempo, se obtuvieron para los reactores que contienen un mayor numero de
especies disponibles para conformar el floc (reactores B y C). Este resultado confirma
el incremento del caracter neutral durante el ensamblado con el aumento en el nUmero de
especies en la metacomunidad. El andlisis de la relacién especie-tiempo fue utilizada por
van der Gast y sus colegas, para examinar la presion selectiva ejercida por la
alimentacion de los reactores con distinta proporcién de efluentes industriales y
municipales (van der Gast et al. 2008). Ellos observaron que la tasa de recambio de especies
disminuyé a medida que aumentd la presion selectiva (incrementando la concentracién de

efluente industrial), asociando las pendientes mas bajas obtenidas con un aumento en la
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seleccion basada en nichos dentro de las comunidades bacterianas. Los valores de las
pendientes calculadas en este trabajo estuvieron dentro del rango de valores obtenidos para
las comunidades bacterianas al cambiar de un modelo estocéstico hacia uno deterministico
en el ensamblado de las comunidades bacterianas (van der Gast et al. 2008).

En el capitulo Species-time relationships for bacteria del libro Microbial Ecological Theory
(Oliver et al. 2012) se discute la influencia de distintos factores sobre la STR durante el
ensamblado de comunidades bacterianas (Figura 14). Ademés de la influencia negativa de la
presion de seleccion sobre la tasa de recambio de especies reportada por van der Gast, el
mismo autor destacd el mismo efecto al incrementarse el tamafio de isla, dado por reactores
de mayor tamafio. La explicacion de este fendmeno radica en el aumento del nidmero de
nichos cuando se incrementa el tamafio de la isla, lo cual brinda mas posibilidades de
refugio para las epecies y estabiliza la comunidad bacteriana. Por ultimo describieron los
resultados obtenidos en este trabajo para destacar el efecto positivo del tamafio de la
metacomunidad sobre la tasa de recambio de especies (gréfico de la derecha en la Figura
14).

Tasa de recambio
de especies (w)

Bajo Alto Bajo Alto Bajo Alto

Tamaiio de la

ano de isla Presion de seleccion :
Tam d metacomunidad

Figura 14. Influencia de distintas variables en la STR. Se observd una relacion negativa con el
incremento del tamafio de isla y con la presion de seleccion. La relacion positiva de la STR con
el tamafio de la metacomunidad es la obtenida en este trabajo (adaptado de Oliver et al. 2012).

Modelo neutral para procariotas

Para probar la hipétesis de que los procesos estocésticos son més dominantes al
aumentar el nimero de especies disponibles, se analizaron los datos obtenidos en los
patrones de DGGE utilizando también el modelo neutral para procariotas desarrollado por
Sloan y colaboradores (Sloan et al. 2007; Sloan et al. 2006; Woodcock et al. 2007). Los datos
de los reactores A en su mayoria quedaron hacia la izquierda de la curva establecida por el
ajuste al modelo neutral tedrico, es decir que las especies exhiben una frecuencia mas alta a

la que su abundancia podria dictar o una menor abundancia que la propuesta por su alta
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frecuencia. Esto es explicado por una ventaja positiva de las especies observadas, la cual se
atribuye a la capacidad de agregarse en el floc bioldgico. Este resultado se condice con el
caracter deterministico observado en los reactores A.

En los reactores B y C, que parten un mayor nimero de especies, existe una mayor
redundancia para conformar el ensamblado del floc biolégico. De esta manera, los ajustes
al modelo neutral mejoraron notablemente (Figura 13). Esto nos permite aseverar que
la dinamica neutral se impone durante el ensamblado de las comunidades bacterianas

al aumentar el tamafio de la metacomunidad.

Empleo del DGGE en ecologia microbiana

La técnica de DGGE, al igual que otras técnicas de fingerprinting, nos permite definir la
estructura de la comunidad bacteriana de un gran nimero de muestras en simultaneo. De
esta manera, son especialmente Utiles cuando se quieren comparar muestras en escalas
temporales.

Al igual que la mayoria de los métodos utilizados para analizar los ecosistemas
biolégicos complejos, la técnica de DGGE tiene limitaciones. Fundamentalmente, el analisis
de la estructura de la comunidad se centra so6lo en los miembros mas abundantes de la
comunidad (Smalla et al. 2007). Ademas puede estar sesgada por la recuperacion del ADN
(Head et al. 1998), por la selectividad diferencial de la PCR (Suzuki et al. 2000), y por
algunos artefactos que pueden ocurrir durante la electroforesis (Hong et al. 2007). Por estas
razones, se ha recomendado que los pardmetros calculados a partir de DGGE no deben
ser tomados como medidas absolutas del grado de diversidad en una comunidad
bacteriana (Wittebolle et al. 2009).

Si bien en este trabajo calculamos valores de riqueza de los reactores A, determinados
mediante el nimero de bandas (Tabla 1), de ninguna manera los consideramos como
valores absolutos. La utilidad de este dato fue para demostrar que el nicho vacante dejado
por una especie abundante era tomado inmediatamente por otra especie, manteniéndose
relativamente constante la riqueza de los miembros més representativos de la comunidad a
pesar del alto grado de dinamica. También se calcularon valores de riqueza acumulada a
partir del numero de bandas, pero con la finalidad de establecer el calculo de la tasa de
recambio de especies.

A pesar del sesgo dado por la baja sensibilidad en la determinacion de la riqueza, los
resultados de este trabajo ilustran que la técnica de DGGE puede servir como una forma
valida de seguimiento de los miembros predominantes de una comunidad para la prueba
hipo6tesis o modelos pertinentes en la ecologia microbiana (Baptista et al. 2008; Bell et al.
2005; van der Gast et al. 2008; Ge et al. 2008; Kaewpipat and Grady 2002; Konopka et al.
2007; Nadarajah et al. 2007; Possemiers et al. 2004; Roeselers et al. 2006; Wittebolle et al.
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2009).

Discusién actual sobre la dindmica neutral y deterministica

Actualmente, siguen apareciendo estudios relativos al ensamblado de comunidades
bacterianas en sistemas de tratamiento de efluentes, adoptando modelos neutrales y
deterministicos, lo cual manifiesta la vigencia de esta temética.

En un estudio realizado en plantas de tratamiento de efluentes reales se demostro la
influencia combinada de una dinamica deterministica y neutral en las comunidades
bacterianas, y se estableci6 un mayor caracter deterministico en reactores de mayor
tamafio, los cuales albergan una mayor riqueza de especies (Valentin-Vargas et al.

2012). Este efecto no debe confundirse con un aumento en la riqueza de la
metacomunidad, como se postulé en este trabajo, sino méas bien con el efecto del tamafio
de isla mencionado descripto por van der Gast (Oliver et al. 2012).

Otro trabajo reciente describe una dindmica diferencial entre las especies abundantes y
raras en reactores de barros activados (Kim et al. 2013a). Interesantemente, se observo
que la tasa de recambio de especies raras es significativamente mayor que la
correspondiente a las especies mas abundantes. Si bien no esté establecido en el trabajo,
este resultado podria vincularse con un balance de fuerzas deterministicas y estocasticas.

Finalmente, otro estudio remarca cémo la historia previa de una comunidad afecta la
variabilidad de respuesta a la seleccion dada en un ambiente. De esta manera, se destaca
la importancia de la pre-adaptacion del in6culo para que una comunidad genere patrones
reproducibles en un ambiente determinado (Pagaling et al. 2013). Los resultados obtenidos
en nuestro trabajo, en el cual reactores de laboratorio inoculados con muestras de plantas
de tratamiento de efluentes experimentan una seleccion en un ambiente similar, se dirigen
en este sentido ya que se observé una convergencia en las comunidades y patrones de

abundancia reproducibles en el tiempo.

CONCLUSIONES

Demostramos que existe un gran dinamismo de la estructura de la comunidad
bacteriana durante el desarrollo del floc biolégico de barros activados en reactores a escala
de laboratorio.

Los cambios observados en la comunidad no fueron al azar, sino que siguieron un
patron reproducible. Ademas, al partir de comunidades que difieren en la distribucion de
abundancia de sus especies, éstas convergen en un patrén de estructura de comunidad
comun. Estos resultados indican un fuerte caracter deterministico durante el ensamblado del

floc biolégico.
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Los patrones replicados, a pesar de que fueron significativamente similares, no fueron
idénticos, lo cual se atribuye a la presencia de cierta dindmica estocéastica. Demostramos
que al aumentar la cantidad de especies disponibles para conformar el agregado bacteriano,
se incrementa considerablemente el caracter neutral del ensamblado de la comunidad.

De esta forma concluimos que ambos componentes, deterministicos y estocéasticos,
operan en conjunto durante el ensamblado del floc bioldgico de barros activados, y el
balance entre los mismos esté infuenciado por el tamafio de la metacomunidad.

Este hallazgo contribuye al entendimiento del ensamblado de agregados bacterianos, el
cual es necesario para desarrollar aplicaciones biotecnoldgicas mas efectivas relacionadas
con el cuidado del ambiente, y que también podria tener implicancias en otras areas

relacionadas con la industria y la salud.

Capitulo 2: Respuesta de la comunidad bacteriana del floc biolégico ante la

desestabilizacién mediada por agentes externos

Los resultados del segundo capitulo fueron enviados para su publicacion a las

siguientes revistas:

e Ayarza, J.M., Mazzella A., Erijjman, L., 2013. Planktonic outgrowth of
microaerophilic bacteria after stressor-induced deflocculation of activated

sludge. Enviado a Applied Microbiology and Biotechnology.

e Ayarza, J.M., Erijman, L., 2013. Draft genome sequences of Sediminibacterium sp.
C3, a novel Sediminibacterium strain isolated from activated sludge, and type

strain Sediminibacterium salmoneum NJ-44. Enviado a Genomes announcement.

INTRODUCCION

Problemade la desfloculacion

La estabilidad del floc biolégico es clave para la eficiente separacion liquido-sélido
durante el tratamiento de efluentes basado en barros activados. Perturbaciones externas
durante el tratamiento pueden erosionar o fragmentar el floc bioldgico, lo cual desencadena
problemas en la sedimentacion de la biomasa. De esta manera, las consecuencias
negativas se centran en la pérdida de biomasa activa y fundamentalmente en la reduccion
de la calidad del efluente tratado debido al incremento en la concentracion de sélidos
suspendidos.

Durante estos incidentes casi nunca se observa una desfloculacién total de los barros

activados. Sin embargo, aun cuando los solidos que se desprenden correspondan a una
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pequefia fraccion del barro, su pasaje al sobrenadante tiene grandes implicancias sobre la

calidad del efluente tratado (Figura 15).

Figura 15. Efecto de la desfloculacion en reactores a escala de laboratorio. El reactor de la
izquierda se encuentra en condiciones normales, con la biomasa sedimentada y el
sobrenadante limpido. El reactor de la derecha sufri6 un proceso de desfloculacion, advertido
por la turbidez del sobrenadante, no obstante se observa sedimentacion de biomasa, lo cual
sugiere que no se afecta la totalidad de la misma.

Por ejemplo, suponiendo que sélo el 2 % de los flocs se disgregan completamente, la
concentracion de sdlidos en el sobrenadante podria incrementarse hasta 80 mg/l, la cual es
ampliamente superior al limite de 15-20 mg/l en descarga de efluentes impuesta en
muchos paises (Wilén et al. 2000b). Si bien en la mayoria de las jurisdicciones en
Argentina no se establecen limites de solidos suspendidos, estos contribuyen a otros
parametros regulados, tales como sélidos sedimentables (en 10 minutos y 2 horas),
demanda bioldgica de oxigeno (DBO), o demanda quimica de oxigeno (DQO).

La desfloculacion como respuesta a perturbaciones externas estd ampliamente
reportada, e incluye cambios bruscos en la concentracion de compuestos téxicos (Galil et al.
1998), metales pesados (Neufeld 1976), temperatura (Morgan-Sagastume and Grant Allen
2005; Nadarajah et al. 2007), oxigeno disuelto (Wilén et al. 2000a), pH (Sarlin et al. 1999) y
fuerza idnica (Zita and Hermansson 1994). Generalmente estos cambios son inducidos por
fluctuaciones en las propiedades fisicoquimicas del efluente a tratar. Debido a las
variaciones que ocurren durante las distintas etapas de los procesos industriales, las plantas
de barros activados destinadas a tratar este tipo de efluentes estan expuestas mayormente

a estas perturbaciones. En contraposiciéon, las plantas de tratamiento de efluentes
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municipales estdn menos sometidas a estas fluctuaciones, ya que la composicion del

efluente y su temperatura se mantienen relativamente constantes en el tiempo.

Comunidades plancténicasy floculentas

Como indicamos en la introduccién general de este trabajo, las poblaciones planctonicas
en los sistemas de barros activados son minoritarias, y en consecuencia es posible obtener
un efluente clarificado. Luego del efecto de perturbaciones externas, se experimenta un
incremento en la turbidez del sobrenadante que puede corresponder al desprendimiento
bacterias del floc biolégico, permaneciendo de forma plancténica o formando parte de flocs
de menor tamafio que no son capaces de sedimentar; o bien al crecimiento de poblaciones
plancténicas.

En un estudio realizado en reactores a escala de laboratorio, se detect6 mediante
analisis de fingerprinting que la similitud entre la estructura de las comunidades
plancténicas y floculentas se incrementdé luego de un shock térmico, lo cual estaria
indicando un desprendimiento de las bacterias del floc luego de esta perturbacion,

descartando el crecimiento de poblaciones planctonicas (Figura 16, Nadarajah et al. 2010).
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Figura 16. llustracién adaptada del trabajo publicado por Nadarajah y colaboradores,
gue grafica como las comunidades planctonicas y floculentas son mas similares luego de un
shock térmico, que induce el desprendimiento de las bacterias que normalmente habitan
el floc bioldgico hacia la fase acuosa (adaptado de Nadarajah et al., 2010).

Alternativamente, si bien es menos frecuente, existe la posibilidad de que el
crecimiento de poblaciones planctonicas ocasione el mismo problema. Watanabe y
colaboradores, detectaron el incremento desmedido de poblaciones plancténicas que
degradan fenol ocasionando el colapso del funcionamiento de reactores basados en barros
activados, ante el incremento en la dosificacién de este compuesto organico hasta una
concentracién de 1,5 g/l (Watanabe et al. 1999).

Ademas del crecimiento de especies planctonicas, también deben considerarse los
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cambios en la estructura de la comunidad bacteriana del floc que pueden alterar la
estabilidad del mismo. Por ejemplo, el crecimiento poblacional de bacterias filamentosas, que
puede verse favorecida en periodos de niveles bajos de oxigeno disuelto, puede inducir la
fragmentacion del floc al atravesar su estructura (Martins et al. 2004). Por otro lado,
también se podria desencadenar el enriquecimiento hacia poblaciones bacterianas con
menor capacidad de agregacion, produciendo un floc més endeble y susceptible a la
desfloculacion (Wilén et al. 2008b).

Mecanismos de desfloculacion

A pesar de que el efecto de distintos agentes desfloculantes estd ampliamente
reportado, se tiene poco conocimiento acerca de los mecanismos por los cuales se produce
la desfloculacion.

El mecanismo méas aceptado de disrupcion del floc es a través de la alteracion de las
interacciones fisicas de la matriz extracelular que sostienen el agregado bacteriano.

Sin lugar a dudas, cambios en la fuerza ibnica, temperatura, pH, o compuestos
hidrofébicos por ejemplo, pueden disociar las uniones de las EPS entre si o con las
bacterias del floc, afectando su integridad.

Ademas de la incidencia de las perturbaciones externas sobre la estructura de la
matriz extracelular, es importante estudiar de qué manera estos agentes pueden
afectar el metabolismo o las propiedades fisiolégicas de las bacterias que integran el floc
biologico, y tener consecuencias negativas sobre la integridad del agregado. Wilén vy
colaboradores, establecieron la importancia de la actividad metabdlica de las bacterias que
componen el floc para la estabilidad del mismo. Estos autores observaron flocs méas
estables cuando las bacterias se encontraban metabdlicamente activas bajo condiciones
aerdbicas, o ante la dosificacion de un aceptor final de electrones como el nitrato en
condiciones andxicas (Wilén et al. 2000b). En un estudio paralelo, observaron eventos de
desfloculacion inducida por periodos anaerébicos, los cuales se revirtieron restableciendo la
oxigenacién, que reactiva el metabolismo oxidativo (Wilén et al. 2000a). Aunque se
desconoce exactamente de qué manera es necesaria la actividad metabdlica, se infiere que
una disminucion de la misma afecta la produccion de las EPS necesarias para mantener la
integridad del floc. Galil y Schwartz-Mittelmann, postularon este mecanismo al observar una
inhibicion del metabolismo energético (menor produccion de ATP) luego de shocks de fenol
en reactores a escala de laboratorio (Schwartz-Mittelmann and Galil 2000). Otra
posibilidad es que se afecte el metabolismo de manera de que se sinteticen otras EPS, que
debido a su composicion ofrezcan menos resistencia frente a perturbaciones externas. Por
ejemplo, se demostré que la composicién del efluente a tratar puede modificar la fracciéon de

las EPS unidas débilmente (Li and Yang 2007). No solo la naturaleza de la fuente de
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carbono tiene incidencia, sino también su concentracion, ya que efluentes a tratar con
valores de DQO extremadamente altos o bajos influyen negativamente sobre la estabilidad
del floc (Van Dierdonck et al. 2012).

Ademas de la inhibicion del metabolismo, las perturbaciones externas pueden ocasionar
una respuesta fisiolégica por parte de las bacterias del floc biolégico, con consecuencias
negativas para la estabilidad del mismo. Algunas de las repuestas posibles solamente
fueron descriptas en cultivos puros hasta el momento, aunque podrian suceder en barros
activados. Un ejemplo es la secrecién de enzimas hidroliticas que degradan las EPS, la cual
se puede desencadenar ante periodos de inanicion (Flemming and Wingender 2010).
También una diferenciacién hacia formas celulares planctonicas observada durante el ciclo
celular de biopeliculas, podria ocasionar problemas de sélidos suspendidos (McDougald et al.
2012).

Existe un Unico mecanismo mediante el cual se detalla cédmo una respuesta a estrés se

relaciona directamente con la desfloculacion. EI mismo consiste en una respuesta a agentes

- " + . L .
electrofilicos, la cual desencadena la expulsion de de K citoplasmatico al medio

extracelular. El incremento en la concentracion de este cation monovalente interfiere en las

uniones de las EPS mediadas por Ca2+, debilitando de esta forma la estructura del floc (Bott
and Love 2004).

Desprendimiento distintivo de grupos filogenéticos

Debido a que solamente una fraccion pequefia de las bacterias que conforman
normalmente el floc biologico se libera durante los eventos de desfloculacion, es interesante
estudiar si existe un desprendimiento diferencial de ciertos grupos taxonémicos. La
caracterizacion de estos grupos podria ayudar al disefio de medidas preventivas o
correctivas ante problemas de desfloculacion.

En algunos trabajos, se pudo determinar que ciertos grupos taxondmicos mostraron un
mayor desprendimiento del floc ante eventos de desfloculacion. Las razones de este
fendmeno pueden deberse a la localizacion de ciertos grupos bacterianos dentro del floc.
Wilén y colaboradores, mostraron que las bacterias pertenecientes al grupo
Gammaproteobacteria se encuentran mayormente en la seccion externa del floc, lo que
las hace mas susceptibles al desprendimiento luego de perturbaciones externas (Wilén et al.
2008Db).

Por otro lado, puede existir un desprendimiento diferencial de acuerdo a las distintas
capacidades de agregacion de los grupos filogenéticos que componen el floc biol6gico. Se
determiné que las bacterias del grupo Planctomycetes y Firmicutes, aunque se encuentran
en el floc bioldgico, tienden a crecer de forma plancténica y se desprenden masivamente ante

eventos de desfloculacion (Morgan-Sagastume et al. 2008).
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Agentes desfloculantes

Como explicamos en las secciones anteriores, las fluctuaciones en las propiedades
fisicoquimicas inducidas por diversos agentes externos afectan la integridad del floc. En
este trabajo nos centraremos en el estudio del efecto de un agente fisico (temperatura) y
otro quimico (fenol), los cuales inducen la desfloculacién a través de distintos mecanismos.

Los cambios bruscos de temperatura (shocks térmicos), son uno de los factores que
comUnmente inducen la desfloculacion en plantas de tratamiento basadas en barros
activados, y pueden darse por variaciones ambientales o por los cambios de temperatura
del efluente a tratar (Morgan-Sagastume and Allen 2003; Wilén et al. 2008a). El efecto
de shocks térmicos se comprob6 al incrementarse bruscamente la temperatura en reactores
de barros activados a escala de laboratorio, lo cual provocé el aumento de la concentracion
de sdlidos suspendidos (Morgan-Sagastume and Allen 2003). Posteriormente, se postuld
que la desfloculacién observada se debe a la solubilizacion de las EPS que mantienen
unido al floc biol6gico, y que este shock térmico no tiene mayor impacto en la lisis y
viabilidad celular (Morgan-Sagastume and Grant Allen 2005). Ademas del efecto sobre la
matriz extracelular, los shocks térmicos pueden tener incidencia sobre el estado fisiologico
de las bacterias que conforman el floc biolégico. Si bien los mecanismos de respuesta a
estrés térmico estdn ampliamente caracterizados en bacterias a partir de la experimentacion
con cultivos puros (Yura et al. 1993), poco se sabe de las respuestas fisiol6gicas a dicho
estrés por parte de las bacterias que integran el floc biolégico. Existe un reporte donde se
detectd la expresion de la proteina de shock térmico GroEL en barros activados expuestos a
cambios bruscos de temperatura, demostrando la respuesta directa a estrés térmico de las
bacterias del floc (Bott and Love 2001). Sin embargo, aun se desconocen las posibles
implicancias que pueden tener este tipo de respuestas sobre la integridad floc bioldgico.

Por otro lado, el fenol es uno de los agentes quimicos que estd presente en variadas
concentraciones en efluentes tratados en plantas de barros activados, y que promueve la
desfloculacion cuando se descarga en altas concentraciones (Galil et al. 1998).
Generalmente, ante una aclimatacion previa con fenol en reactores de barros
activados, se seleccionan comunidades bacterianas que pueden utilizar el fenol como fuente
de carbono y energia, el cual es metabolizado inicialmente por la enzima fenol hidroxilasa.
El shock con alta concentracion de fenol, ademas de promover la solubilizacién de las EPS,
puede inhibir directamente la produccién de las mismas; como asi también puede alterar las
uniones hidrofébicas que forman parte de la matriz extracelular o incluso provocar la lisis
celular (Schwartz-Mittelmann and Galil 2000)

En un trabajo anterior realizado en el laboratorio, destinado al estudio de comunidades
bacterianas que degradan fenol, se observé un incremento masivo de la turbidez del

sobrenadante al superar concentraciones de 1 g/l. Ante este acontecimiento se analizé la

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



estructura de la comunidad bacteriana en la fraccion floculenta y plancténica mediante
DGGE, advirtiéendose el un enriquecimiento de ciertos grupos bacterianos en la fraccion
sobrenadante (Basile 2009).

Estudio de las propiedades fisiol6gicas de bacterias del floc

El estudio de las propiedades fisiologicas de bacterias claves para la estabilidad del
floc puede ser de gran importancia para determinar los mecanismos por los cuales ocurre la
desfloculacion, y asi orientar medidas de control para evitar este fendmeno. La mayoria de
los trabajos en esta area se centran en la caracterizacion, mediante técnicas independientes
de cultivo, de los grupos filogenéticos que se comportan diferencialmente durante estos
incidentes. Sin embargo, existen pocos reportes del estudio fisiolégico de las bacterias de
barros activados que pueden tener importancia en la estabilidad del floc. Para abordar
el estudio de las propiedades de estas bacterias, indefectiblemente se requiere el
aislamiento de las mismas. Se estima que solo el 1 % de las bacterias podria ser cultivable
en el laboratorio (Staley and Konopka 1985). Por esta razon el aislamiento de un taxén
especifico, determinado mediante herramientas moleculares independientes de cultivo a

partir de una comunidad bacteriana compleja, puede ser una tarea dificil de llevar a cabo.

Hipotesis y objetivos

Los antecedentes descriptos nos llevan a preguntar si los sélidos que se desprenden del
floc ante eventos de desfloculacion corresponden a células de bacterias localizadas en
la zona externa del floc, o bien si las distintas perturbaciones afectan distintivamente las
propiedades fisiologicas de miembros internos del floc, comprometiendo la estabilidad del
agregado. Para constatar estas hip6tesis planteamos los siguientes objetivos:

e Comparar la comunidad del floc y sobrenadante de reactores a escala de
laboratorio ante la desfloculacién inducida por agentes fisicos y quimicos, para
analizar si existe un desprendimiento diferencial de ciertos taxones o grupos
filogenéticos.

e Determinar la localizacién espacial dentro del floc biolégico de los taxones que
muestren un desprendimiento distintivo.

e Aislar dichos taxones, y caracterizar las propiedades fisiolégicas que guarden una

relacién con la capacidad de autoagregacion.
Particularmente nos enfocamos en el estudio de un aislamiento asociado al género

Sediminibacterium, el cual mostr6 un gran enriquecimiento de su abundancia en la fraccién

sobrenadante de los reactores luego de ambos tipos de shocks. El estudio de sus
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propiedades fisiolégicas, proteémicas y genémicas nos permitieron proponer un mecanismo
que explica los altos valores de sdlidos suspendidos en el sobrenadante de los reactores
luego de shocks térmicos y de fenol.

RESULTADOS

Efecto de shocks térmicos y de fenol sobre el floc biolégico

Se estudié el efecto de cambios bruscos de temperatura o concentracién de fenol
sobre la integridad del floc biolégico de barros activados empleando cuatro reactores a escala
de laboratorio. Dos reactores fueron sometidos de forma replicada a un shock térmico
(Reactores A) y los otros dos a un shock de fenol (Reactores B). En ambos tipos de
reactores se analizaron muestras tomadas a tres tiempos, correspondientes al dia previo (-
1), siguiente (+1) y una semana posterior al shock (+7). Mediante el analisis
microscoépico se pudo observar una variabilidad en el tamafio de los flocs en las muestras,
incluso antes de los shocks aplicados. Sin embargo, en todos los reactores se pudo
advertir una desfloculacion masiva, manifestada por la reduccién en el nimero de flocs de
mayor tamafio y el incremento de la abundancia de flocs més pequefios (Figura 17).
Adicionalmente se examinaron muestras empleando el kit de viabilidad BacLight, y se
observé que ambos tipos de shocks no comprometen mayormente a la viabilidad de las
bacterias del floc (imagenes no mostradas).

En la Figura 18 se muestran los resultados del andlisis de la distribucion de tamafios
del floc en tiempos anteriores y posteriores a las perturbaciones. Se observé que la
distribucion inicial (barras amarrillas) se modifico luego del shock térmico y de fenol, con
un aumento considerable en la cantidad de flocs de tamafios menores (barras marrones),
siendo los de tamafio de entre 30-47 ym de diametro los mas abundantes. Ademas, se
observé un detrimento importante de los flocs més grandes, ya que practicamente no se
hallaron flocs con un didmetro superior a los 132 um. Una semana después del shock
(barras verdes), se alcanz6 una recuperacion parcial en el tamafio del floc, observandose
una disminucién marcada en la abundancia de flocs pequefios (30-47 um), mientras que la
proporcion de flocs mas grandes (132 um) comenzé a aumentar (Figura 18).

En concordancia con la fragmentacion del floc, la liberacion de bacterias hacia la fase
acuosa fue cuantificada mediante la medicion de la turbidez del sobrenadante en los
reactores. Si bien en ambos tipos de reactores se registré un incremento de la turbidez luego
del shock, éste fue més acentuado en los Reactores B tratados con fenol. A pesar de la
recuperacion parcial en el tamafio del floc, alcanzado luego de una semana del shock,
llamativamente se mantuvieron valores altos de turbidez en ambos tipos de reactores, lo

cual estaria evidenciando un crecimiento de poblaciones planctonicas (Figura 19).
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Reactores A (shock térmico)
A1

Reactores B (shock fenol)
B1

tiempo -1

tiempo +1

tiempo -1

tiempo +1

Figura 17. Imagenes microscopicas representativas de los flocs en los reactores A y B, durante
los tiempos de muestreo realizados un dia antes (-1) y un dia después del shock (+1). A pesar
de observarse una variabilidad en el tamafio del floc, luego de ambos tipos de shocks se

advirtié un enriquecimiento en flocs de menor tamafo. La longitud de la barra en escala
corresponde a 100 ym.
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Reactores A (shock térmico)
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Figura 18. Distribucién de tamafios del floc promedio para los reactores A y B en los tiempos -1
(amarillo), +1 (marrén), y +7 (verde). Las barras de error corresponden a la medida del error
estandar (n=2). Se realiz6 la medicién de 100 flocs escogidos al azar, y se clasificaron en
distintos rangos de tamafio. El tamafio del floc esta expresado en valores de diametro
considerando una forma circular de los mismos, y fueron calculados a partir de la conversion
del valor de area correspondiente.

Reactores A (shock térmico) Reactores B (shock fenol)
0.250 0.250 7
g 8
= =
O o)
8 0.125 8 0.125
£ £
3 3
[ =
0.000 0.000
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Tiempo (dia) Tiempo (dia)

Figura 19. Medida de la turbidez promedio del sobrenadante (Ag0Q) en los reactores Ay B a

los tiempos -1 (amarillo), +1 (marrén) y +7 (verde). Las barras de error corresponden a la
medida del error estandar (n=2).
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Estructura de la comunidad del floc y sobrenadante luego de shocks térmicos y de

fenol

El primer objetivo de esta parte del trabajo fue determinar si la desfloculacién observada
se debe al desprendimiento selectivo de ciertos miembros de la comunidad bacteriana del
floc bioldgico, o si este fendmeno es inespecifico. Para ello, se analizaron los cambios en
la estructura de las comunidades bacterianas correspondientes a la fraccion floculenta y
sobrenadante de los reactores durante el experimento.

En la Figura 20, se exhiben los geles de DGGE que muestran la estructura de la
comunidad del floc y sobrenadante de los reactores sometidos a shocks térmicos (A1y A2) y
de fenol (B1 y B2), en los tiempos correspondientes al dia previo (-1), posterior (+1) y una
semana después del shock (+7).

Un andlisis cualitativo de los patrones observados revela diferencias entre las
comunidades del floc y del sobrenadante en los cuatro reactores durante todo el
experimento. Estas diferencias fueron apreciablemente menores en las muestras
correspondientes al dia siguiente del shock (+1). Esta observacion fue ratificada
mediante el calculo del indice de similitud de Bray-Curtis entre las comunidades del floc y
sobrenadante de los reactores en los tres tiempos de estudio. Luego del shock (+1) se
observé un incremento de la similitud entre las comunidades del floc y sobrenadante
en ambos tipos de reactores respecto al valor inicial (-1). El aumento de la similitud entre
ambas fracciones estaria reflejando un desprendimiento masivo e inespecifico de las
bacterias que habitan el floc hacia la fraccién acuosa luego del shock térmico o de fenol.
Una semana después (+7) se observo que la similitud disminuy6 a valores cercanos a los
iniciales en ambos tipos de reactores, lo cual indica que las comunidades del floc y del
sobrenadante volvieron a diferenciarse (Tabla 3).

A pesar de la gran similitud entre las comunidades del floc y sobrenadante luego del
shock (+1), se visualizaron algunas bandas con una intensidad mucho mayor en la fraccién
sobrenadante, lo cual estaria indicando un desprendimiento distintivo desde el floc bioldgico.
Particularmente nos enfocamos en las bandas que mostraron repetidamente este
comportamiento bajo ambos tipos de shocks. Los taxones analizados correspondieron a las
bandas rotuladas como | y Il, y aunque ambos exhibieron un desprendimiento distintivo ante

shocks térmicos y de fenol, presentan comportamientos diferentes.
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Reactores A Reactores B
(shock térmico) (shock fenol)
-1 +1 +7 -1 +1 +7
floc sobr floc sobr floc sobr floc sobr floc sobr floc sobr
A1 A2 A1 A2 A1 A2 A1 A2 A1 A2 A1 A2 B1 B2 B1 B2 B1 B2 B1 B2 B1 B2 B1 B2
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Figura 20. Estructura de la comunidad bacteriana determinada mediante DGGE de la fraccion
floc y sobrenadante en los tiempos correspondientes al dia anterior (-1), posterior (+1) y una
semana después (+7) del shock térmico en los Reactores A y del shock de fenol en los
Reactores B. Los taxones analizados en este trabajo corresponden a las bandas rotuladas
como |y Il.

Tabla 3. indice de similitud Bray-Curtis promedio entre las comunidades del floc y
sobrenadante de los reactores A y B, calculado en los tres tiempos de estudio (-1, +1, +7)
con su respectivo desvio estandar.

-1 +1 +7

Reactores A | 0,51+0,05 | 0,60+0,08 | 0,53+0,08

Reactores B | 0,44+0,09 | 0,58+0,08 | 0,49+0,13

El tax6n asociado a la banda | present6 un comportamiento llamativo frente a shocks
térmicos y de fenol, ya que se detectdé exclusivamente en la fraccion sobrenadante en el
momento del shock (+1), permaneciendo indetectable en la fraccion floculenta. Mediante el
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andlisis de porcentaje de similitud (SIMPER), que permite estipular la contribucién de
cada banda/taxdn sobre la disimilitud entre comunidades, se determind que este taxon tiene
una gran incidencia sobre las diferencias observadas entre las fracciones de floc vy
sobrenadante de las muestras +1. Estos valores correspondieron al 5 % en los reactores A,
siendo el tercer taxdn con mayor contribuciéon, mientras que en los reactores B esta banda
fue la principal responsable de las diferencias entre las comunidades, con un valor de
contribucion del 6 %. Ademas, luego de una semana (+7) su intensidad aumentd en la
fraccion sobrenadante e incluso se pudo detectar en la fraccion floculenta en todos los
reactores. En definitiva, este taxdn se encuentra en baja abundancia en el floc biolégico y
luego del shock exhibe un crecimiento poblacional en forma planctonica, que es seguido por
su reincorporacion parcial en la fraccion agregada.

Por el contrario, el taxén asociado a la banda Il se detect6 en la fraccion floculenta.
Luego del shock (+1) esta banda incrementa su intensidad en la fraccion
sobrenadante, principalmente en los reactores B sometidos a una alta concentracion de
fenol, lo que indicaria un desprendimiento diferencial de este taxdn. Sin embargo, este
taxdn no tiene mucha influencia en la disimilitud de las comunidades floculentas y del
sobrenadante del dia +1. Las diferencias de abundancia fueron importantes Gnicamente en
los reactores B tratados con fenol. En este caso, su abundancia disminuy6
drasticamente una semana después del shock (+7), lo que estaria indicando que este
taxén se eliminé del sistema debido al desprendimiento desde el floc y a los sucesivos
ciclos de sedimentacién y decantacion en los reactores.

Se realiz6 la caracterizacion taxondmica de estas bandas, y pudimos establecer que la
banda | corresponde a un taxdn perteneciente al género Sediminibacterium (99 % de
confianza), mientras que la banda Il se relacion6 con el género Thauera (53 % de
confianza). Utilizando la informacidbn genética correspondientes a los fragmentos
secuenciados se disefiaron los oligonucleétidos SDM469 y THAU468, especificos de
Sediminibacteriumsp. y Thauera sp. respectivamente.

Generalmente se considera que las bandas que poseen una movilidad similar en
DGGE pertenecen al mismo taxén, sin embargo la migracion no se debe tomar como prueba
de identidad, ya que distintas secuencias con un contenido similar de GC pueden migrar
andlogamente. Por esta razén se empled la técnica de Southern blot sobre los DGGE
detallados anteriormente, utilizando las sondas SDM469 o THAU468 marcadas
radioactivamente, para determinar la identidad de las bandas de interés. Mediante ensayos
de Southern blot sobre los DGGE empleando la sonda SDM469, se observé una sefial
especifica correspondiente a la bandal asociada a Sediminibacterium sp. (Figura 21 y
Figura 22). De esta forma, se pudo confirmar que esta banda irrumpio en la fraccion
sobrenadante en el dia +1 en los cuatro reactores, y luego en fraccion floc y sobrenadante en

el dia +7. Ademas, en los DGGE se pudo advertir la presencia de una banda que tuvo una
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movilidad similar al taxén de interés en la fraccién sobrenadante de los reactores Al y B2
correspondientes al dia anterior al shock (-1). Sin embargo el oligonucleétido marcado no
hibridé sobre estas secuencias ya que no se observo la sefial correspondiente en el ensayo
de Southern blot (Figura 21 y Figura 22). En consecuencia, pudimos determinar que estas
bandas no corresponden a Sediminibacterium sp.

La sonda THAU468 no mostr6 en los ensayos de Southern blot la especificidad
sugerida por el andlisis in silico. Si bien se observé la sefal correspondiente a la banda
de interés, principalmente a los tiempos -1 y +1, se visualizé un patron de sefiales indicando

que esta sonda también hibridd con secuencias relativas a otras bandas del gel (no

mostrado).
Reactores A (shock térmico)
DGGE Southern blot
-1 +1 +7 -1 +1 +7
floc sobr floc sobr floc sobr floc sobr floc sobr floc sobr
A1 A2 A1 A2 A1 A2 A1 A2 A1 A2 A1 A2 A1 A2 A1 A2 A1 A2 A1 A2 A1 A2 A1 A2
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Figura 21. Estructura de la comunidad bacteriana determinada mediante DGGE de la fraccion
floc y sobrenadante en los tiempos correspondientes al dia anterior (-1), posterior (+1) y una
semana después (+7) del shock térmico en los reactores A. La imagen de la derecha
corresponde al Southern blot del DGGE mostrado, realizado con la sonda radioactiva SDM469
especifica de Sediminibacterium sp.
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Reactores B (shock fenol)
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Figura 22. Estructura de la comunidad bacteriana determinada mediante DGGE de la fraccion
floc y sobrenadante en los tiempos correspondientes al dia anterior (-1), posterior (+1) y una
semana después (+7) del shock de fenol en los reactores B. La imagen de la derecha
corresponde al Southern blot del DGGE mostrado, realizado con la sonda radioactiva SDM469
especifica de Sediminibacterium sp.

Crecimiento de Sediminibacterium sp. luego de shocks desfloculantes

Conjuntamente a la presencia del taxdn correspondiente a Sediminibacterium sp. en el
sobrenadante al dia siguiente del shock térmico o de fenol (+1), también se observd un
aumento en su intensidad a la semana siguiente (+7), incluso también en la fraccion
floculenta. Este crecimiento de Sediminibacterium sp. en ambas fracciones fue corroborado
mediante PCR cuantitativa especifica de este taxén, empleando el oligonucleétido especifico
SDM469 como cebador inverso en conjunto con el cebador F341, universal de bacterias. La
abundancia porcentual de Sediminibacterium sp. fue estimada relativizando el nUmero de
copias obtenidas de ADNr 16S de Sediminibacterium sp. al total de secuencias de ADNr 16S
determinada mediante PCR cuantitativa en tiempo real con los cebadores universales de
bacteria R534 y F341. En la Figura 23 se presentan los porcentajes de secuencias de
Sediminibacterium sp. obtenidas en las fracciones del floc y sobrenadante, durante los

tres tiempos de estudio, y en ambos tipos de reactores. Se pudo confirmar la baja
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abundancia de este taxdon previo al shock en los cuatro reactores y su incremento
considerable en la fraccién sobrenadante después del mismo. Este aumento se acentud aun
mas una semana después del shock (+7), alcanzando en todos los reactores valores
superiores al 5 % de la comunidad bacteriana total (incluso cerca del 50 % en B1, uno de
los reactores tratados con fenol). Por otro lado también se observd un leve incremento
poblacional de Sediminibacterium sp. en la fraccion floculenta una semana después de ambos
shocks, el cual puede deberse a la incorporacion de las poblaciones plancténicas al floc. En
definitiva no sélo se observé un desprendimiento distintivo de Sediminibacterium sp. luego
de shocks térmicos y de fenol, sino que también se mantuvo en el sistema hasta una
semana después del shock debido al crecimiento plancténico de esta cepa.

Para estudiar la respuesta de este taxon en las horas subsiguientes a la aplicacion de las
perturbaciones, se realizaron experimentos adicionales en reactores a escala de laboratorio
inoculados con el barro de la misma planta de tratamiento de efluentes industriales. Se
realizaron tres experimentos independientes en los cuales se sometié a los reactores a un
shock de fenol idéntico al de los reactores B. En la Figura 24A se observa el incremento
poblacional de Sediminibacterium sp. en el sobrenadante en las 12 horas siguientes al shock
para tres experimentos. De esta forma, se demuestra el crecimiento de esta poblacion, el
cual comienza a ser notorio luego de las 4 horas de haber transcurrido shock (Figura 24A).

En paralelo, también se observé un aumento inmediato en la turbidez del sobrenadante
luego del shock, que fue atribuido al desprendimiento inicial masivo e inespecifico de
bacterias del floc, pero que siguié en aumento por varias horas luego del shock (Figura
24B). Este incremento sigue la misma tendencia que la abundancia de Sediminibacterium
sp., lo que estaria indicando que los sdlidos suspendidos estarian representados
principalmente por Sediminibacterium sp.

Por otra parte, mediante estos experimentos también se comprobé la reproducibilidad de
la respuesta de Sediminibacterium sp., y que este taxén es un miembro estable de la
comunidad bacteriana de la planta de tratamientos de efluentes petroquimicos de la cual se

obtuvo el in6culo para los experimentos.
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Reactores A (shock térmico)
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Figura 23. Porcentaje de secuencias de ADNr 16S de Sediminibacterium sp. sobre el total de
secuencias de ADNr 16S bacterianas, cuantificadas mediante PCR cuantitativa en tiempo real
en los reactores sometidos a shocks térmicos y de fenol. Los graficos de la izquierda
corresponden a la fraccion floculenta y los de la derecha al sobrenadante, mientras que las
barras pertenecen a los distintos dias de estudio: -1 (amarillo), +1 (marrén), y +7 (verde).
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Figura 24. Abundancia de Sediminibacterium sp. en el sobrenadante durante las horas
siguientes al shock en reactores tratados con fenol correspondientes a tres experimentos
independientes, determinada mediante PCR cuantitativa en tiempo real especifica de
Sediminibacterium sp. El tiempo 0 corresponde al estadio previo, mientras que el tiempo 0,5
corresponde al momento inmediato posterior a la adicion de fenol. Los resultados para el
experimento 1 estan manifiestos con cuadrados, el experimento 2 con triangulos, y el 3 con
circulos (A). También se muestran los valores de turbidez del sobrenadante de los reactores
correspondientes a los mismos experimentos, excepto los del experimento 1 los cuales no se
registraron (B).

Cultivo y aislamiento de las cepas Sediminibacterium sp. y Thauera sp.

Con el objetivo de estudiar la fisiologia de los taxones identificados mediante técnicas
independientes de cultivo que mostraron un comportamiento distintivo luego de shocks
térmicos y de fenol, se procedi6 a realizar el aislamiento de los mismos. Como se

desconocen las condiciones de cultivo dptimas para estas cepas y no se dispone de
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un criterio de seleccion, se realiz6 una estrategia similar a la propuesta por Stevenson y
colaboradores para la deteccion y aislamiento de microorganismos previamente no
cultivados (Stevenson and Eichorst 2004). Este procedimiento consistié en realizar cultivos
por duplicado empleando distintos medios y condiciones de incubacion (ver Materiales y
Métodos). Seguidamente se obtuvo un lisado de todas las colonias que crecieron en cada
placa incubada bajo distintas condiciones, del cual se purificO el ADN para realizar la
deteccion por PCR empleando los oligonucledtidos especificos de los taxones de interés. Se
obtuvo un resultado positivo, tanto para Sediminibacterium sp. como para Thauera sp.,
cuando se realizé6 el cultivo en un medio R2A suplementado con un extracto de barro
bajo condiciones aerdbicas. Seguidamente se efectu6 una PCR de colonias, empleando
nuevamente los oligonucle6tidos especificos, sobre el duplicado del cultivo que se realizé
bajo las mismas condiciones para detectar la colonia perteneciente a cada taxon.
Finalmente se repicaron estas colonias positivas para consumar el aislamiento.

Hayque destacar que se encontré una sola colonia correspondiente a
Sediminibacterium sp. a partir de la cual se realiz6 el aislamiento, mientras que se
obtuvieron una gran cantidad de aislamientos positivos para Thauera sp. En consecuencia,
se procedid a caracterizar genéticamente a los distintos aislamientos de Thauera sp.
mediante la amplificaciéon por PCR de las secuencias intergénicas consenso repetitivas
mediante la técnica desarrollada para enterobacterias (ERIC- PCR, del inglés enterobacterial
repetitive intergenic consensus). En la Figura 25 se puede observar el agrupamiento en
clusters de acuerdo a la similitud de los patrones obtenidos para nueve aislamientos, el cual
denota la presencia de cinco genotipos distintos. Mas all4 de estas diferencias, se realizé un
DGGE para caracterizar la secuencia de 193 pb de la regién V3 de estos grupos y otros
aislamientos de Thauera sp. De este modo, se observd que ninguno de los aislamientos se
correspondio con la banda Il identificada en los reactores (Figura 25). En conclusion la
estrategia de aislamiento de Thauera sp. fallé debido a la falta de especificidad de la
sonda THAU469. Por otra parte, este resultado revela la gran diversidad del género Thauera
en plantas de tratamiento de efluentes basadas en barros activados (Valle et al. 2004). Por el
contrario, el aislamiento realizado de Sediminibacterium sp. coincidi6 con el taxén
caracterizado en los reactores (gel no mostrado).

Cémo Sediminibacterium sp. presenté un interés particular por responder creciendo
planctonicamante ante los dos tipos de perturbaciones aplicadas, los andlisis posteriores se

centraron en esta cepa.
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Caracterizacion de aislamientos de Thauera sp.

ERIC-PCR DGGE
R53 4 5 919 37 5413 R

I

Similitud (Dice)

s e W

Figura 25. Caracterizacion genética de los aislamientos de Thauera sp. El gel de la izquierda
representa los resultados obtenidos mediante la técnica de ERIC-PCR de distintos aislamientos
de Thauera sp., agrupados mediante un andlisis de cluster basado en el indice de similitud
Dice. El gel de la derecha corresponde a un DGGE de distintos aislamientos de Thauera sp.
comparados con los patrones observados en la muestra +1 del sobrenadante del reactor B1
(R). Las bandas correspondientes a aislamientos de Thauera sp. estadn sefialadas en celeste,
mientras que la banda Il correspondiente a Thauera sp. detectada en los reactores esta
marcada en rojo.

Caracterizacion de Sediminibacterium sp.

El aislamiento de Sediminibacterium sp. se llevd a cabo en un medio R2A
suplementado con un extracto de barro activado. El requerimiento estricto del extracto
sugiere que éste le provee nutrientes u otras moléculas presentes en su ambiente natural
gue necesita obligatoriamente para crecer. Este procedimiento fue adaptado del extracto
de sedimento realizado por Qu e Yuan, a partir del cual se aislé la cepa de Sediminibacterium
salmoneum (Qu and Yuan 2008). A diferencia de lo reportado para Sediminibacterium
salmoneum, no se consiguio crecer eficientemente en un medio R2A convencional a la
cepa aislada en este trabajo. El crecimiento en un medio definido que reemplazara al
extracto de barro se logré utilizando R2A suplementado con una solucién de vitaminas y

minerales (ver Anexo Ill). Las colonias se Sediminibacterium sp. exhibieron un color
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anaranjado, un tamarfio de entre 1-3 mm de diametro aproximadamente, su forma fue circular

y la superficie lisa (Figura 26).

Figura 26. Colonias de Sediminibacterium sp.
magnificadas 10 veces con lupa, creciendo en
medio R2A suplementado con vitaminas y
minerales.

La extraccion del ADN gendmico se realizd a partir de cultivos en medio R2A liquido
suplementado con vitaminas y minerales. El gen casi completo del ARNr 16S fue
amplificado con los cebadores F27 y R1509, clonado y posteriormente secuenciado. El
amplicén de 193 pb correspondiente a la banda de Sediminibacterium sp. extraida del DGGE
presento una identidad del 100 % con la regién V3 del ADNr 16S.

La secuencia del gen ARNr 16S se compar6 con las secuencias correspondientes a los
dos Unicos representantes del género Sediminibacterium cultivados hasta el momento. La
secuencia obtenida present6 el 99 % y 95 % de identidad con Sediminibacterium salmoneum
y Sediminibacterium ginsengisoli, respectivamente. En la Tabla 4 se muestra una
comparacion de algunas caracteristicas fenotipicas de estas cepas. Entre las principales
diferencias, se destaca el fenotipo catalasa negativo solamente observado en la cepa
Sediminibacterium sp.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Tabla 4. Comparacion fenotipica de Sediminibacterium sp.

respecto a los datos

publicados para Sediminibacterium salmoneum (Qu and Yuan 2008) y Sediminibacterium
ginsengisoli (Kim et al. 2013b).

Sediminibacterium sp.| S. salmoneum S. ginsengisoli
NJ-44T DCY13T
Fuente de aislamiento Planta de barros Reservorio Cultivo de
activados eutrdéfico ginseng
Morfologia celular bacil bacilo curvado bacil
Pigmentacién de anaranjado rosa salmon anaranjado-
Reguerimiento de microaerofilo aerobio estricto | anaerobio
Crecimiento a 37°C + + +
Crec. con 2 % (p/v) + - +
Motilidad (gliding) + + +
Reduccidn de nitrato - - -
Produccién de:
Pigmento flexiburina - - -
H2S - + -
Catalasa - + +
3-Galactosidasa + + d
Ureasa - - -
Similitud gen ARNr 16S - 1390/1395 (99 1317/1386 (95

La coloracion de las colonias se baso6 en el crecimiento en el medio R2A. d =
reaccion débilmente positiva

Sediminibacterium sp. es microaerofilo

En los cultivos estriados realizados sobre placas R2A, suplementadas con vitaminas y
minerales, se observd un crecimiento restringido mayormente a la seccién por donde se
comenzo la inoculacién y pequefios “parches” de crecimiento en otras partes de la placa. Este
crecimiento errético pudo ser corregido mediante la suplementacion con piruvato (0,3 %), en
donde se consiguié un crecimiento uniforme conforme al agotamiento por estrias (Figura 27).

La suplementacion con piruvato, un conocido agente protector frente al estrés
oxidativo, estimuldé el crecimiento de esta cepa en cultivos solidos donde la exposicion al
oxigeno es maxima. Para confirmar la susceptibilidad al oxigeno de Sediminibacterium sp.,
se realizaron cultivos en medios semisoélidos (agar 0,3 g/l). De esta manera se pudo advertir
la banda de crecimiento por debajo de la superficie, donde la concentracion de oxigeno es
menor a la atmosférica, lo cual confirma la naturaleza microaerofilica de esta cepa. Ademas,
la distancia a la superficie de la banda de crecimiento fue distinta segun el medio empleado,
siendo de aproximadamente 3 mm en el medio Synthetic Sewage (SS) y 2 mm en R2A. En
este Ultimo medio se observé una proximidad mayor a la superficie, lo cual manifiesta una

mayor tolerancia al oxigeno (Figura 28).
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Cultivos de Sediminibacterium sp. en placas de R2A

sin piruvato con piruvato

Figura 27. Cultivos estriados realizados sobre placas R2A sin suplementar (izquierda) o
suplementadas (derecha) con piruvato 0,3 %.

Cultivos de Sediminibacterium sp. en medio semisolido

Medio SS Medio R2A

Figura 28. Cultivos se Sediminibacterium sp. realizados en medios SS y R2A en estado

semisolido incubados durante 10 dias a 30°C.

No se obtuvo crecimiento en cultivos en placa incubados bajo condiciones
microaerdbicas empleando el kit Campygen generating gas (Oxoid), que asegura una
atmosfera con un 6 % de oxigeno. Este kit esta disefiado especialmente para el crecimiento
de especies del género Campylobacter, sobre las cuales se caracterizaron fehacientemente
los requerimientos de oxigeno (Bolton et al. 1997).
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Autoagregacion de Sediminibacterium sp.

Cuando se realizaron cultivos liquidos de Sediminibacterium sp. se advirtié la
capacidad de esta cepa de crecer en forma agregada. Este comportamiento se
observé parcialmente en los cultivos realizados con el medio R2A, donde el comienzo del
crecimiento es inicialmente de forma agregada y mas tarde se observa la turbidez
caracteristica del crecimiento plancténico. En cambio, los cultivos realizados en medio SS
fueron completamente planctonicos.

Como la composicion de los medios SS y R2A es similar (ver Anexo lll), se buscaron los
componentes del medio R2A que inducian el crecimiento en forma agregada. Los cultivos en
SS suplementados con sustratos que no se encuentran en su composicion original, pero si
en el medio R2A, como ser glucosa, almidén o casaminoacidos; no mostraron un efecto

apreciable en la forma de crecimiento de Sediminibacterium sp. Otra diferencia importante

entre los medios SS y R2A radica en la concentracién de Mgz+, el cual puede mediar
interacciones entre polisacaridos extracelulares aniénicos promoviendo la autoagregacion
bacteriana (Vu et al. 2009). Sin embargo, no se encontrd una estimulacion del
crecimiento de forma agregada en cultivos SS cuando se incremento6 la concentracion de
este cation divalente hasta la concentracion correspondiente al medio R2A (50 mg/l).

Interesantemente, cuanto se incrementd la concentracion de peptona en medios SS se
logré un crecimiento agregado. Incluso cuando se probaron concentraciones superiores
a las del R2A (0,5 g/l) se consiguié un crecimiento agregado mayor al detectado en este
medio. De esta manera pudimos determinar que el componente del medio de cultivo que
promueve la capacidad del autoagregacion en Sediminibacterium sp. es la peptona.

En la seccién anterior, vimos que los cultivos semisélidos realizados en medio R2A,
gue posee una mayor concentracion de peptona que el SS, mostraron una mayor tolerancia
al oxigeno. Por lo tanto, la peptona también podria contribuir positivamente al crecimiento
de Sediminibacterium sp. en condiciones aerobicas. Esto se comprobé realizando cultivos
semisolidos de SS con concentraciones crecientes de peptona, donde se observé un
desplazamiento de la banda de crecimiento hacia la superficie (resultado no mostrado).

De esta manera, demostramos que un aumento en la concentracién de peptona esta
relacionado con una mayor tolerancia al oxigeno y también con un aumento del
crecimiento agregado. Llamativamente, también se observd que el crecimiento en forma
agregada se incrementé al realizar cultivos liquidos con voliumenes crecientes y con menor
0 hula agitacion, condiciones que suscitan una menor oxigenacion del medio. Por esta
razon, postulamos que existe una relacién inversamente proporcional entre la exposicion al

oxigenoy el crecimiento agregado de esta cepa microaerofilica.
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Efecto del piruvato sobre la agregacion de Sediminibacterium sp.

A pesar de que se observl la capacidad de Sediminibacterium sp. de crecer en forma
agregada, este tipo de crecimiento siempre se observo, en mayor o menor medida, en
conjunto con crecimiento planctonico. El crecimiento plancténico se inhibié
parcialmente al incrementar la concentracién de peptona o disminuyendo la aireacién del
medio de cultivo. Estas dos condiciones que disminuyen el crecimiento plancténico,
estan asociadas a una proteccion frente al estrés oxidativo. En una seccion anterior,
mostramos el efecto positivo del piruvato durante el crecimiento en placa, atribuido a una
proteccion frente al estrés oxidativo. Por esta razén, probamos el efecto del piruvato sobre
cultivos liquidos de Sediminibacterium sp.

El piruvato tuvo un efecto similar a la peptona promoviendo el crecimiento agregado,
pero se observo un efecto mayor sobre la inhibicién del crecimiento planctonico. En la Figura
29, se muestra este efecto a distintas concentraciones de piruvato, advirtiéndose
que este suplemento comienza a ser efectivo en valores superiores a 0,03 % y alcanza
una inhibicién practicamente completa del crecimiento planctonico de Sediminibacterium sp. a
una concentracion de piruvato de 0,07 %, lograndose de esta forma cultivos completamente

agregados.

Inhibicion del crecimiento plancténico por piruvato
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Figura 29. Crecimiento plancténico de Sediminibacterium sp. cuantificado mediante la AgoQ del

sobrenadante de cultivos MM4 (peptona 4 g/l) suplementados con distintas concentraciones de
piruvato.
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Asi, empleando un medio con peptona como Unico componente en una concentracion de
4 g/l suplementados con vitaminas y minerales (MM4), se lograron -cultivos de
Sediminibacterium sp. completamente planctonicos, y alternativamente cultivos
completamente agregados empleando el mismo medio pero suplementado con

piruvato en una concentracion de 0,07 % (Figura 30).

Sediminibacterium sp.
planctonico agregado

Figura 30. Cultivo de Sediminibacterium sp. plancténico (izquierda) y agregado (derecha)
realizado en medio MM4 y MM4 piruvato 0,07% respectivamente.

A pesar de que se emplearon concentraciones bajas de piruvato, este podria tener un
efecto nutricional como fuente de carbono y energia en los cultivos. Este aporte se puede
simular suplementando a los cultivos con cantidades equimolares de acetato. Los cultivos
suplementados con acetato no mostraron ningun efecto sobre el cultivo, por lo que se
descarta un efecto inducido por la degradacion aerébica del piruvato. Por otro lado, el
piruvato podria ser empleado como fuente de carbono y energia a través de la fermentacion
acida, que provocaria un descenso del pH por la produccion de &cidos carboxilicos. Se
realizé la medicion del pH a lo largo del crecimiento de cultivos de Sediminibacterium sp.
con o sin piruvato. En ambos casos se observd un incremento del pH a medida que
transcurre el crecimiento, el cual esta atribuido a reacciones de descarboxilacion (Figura 31).
De este modo, se descartaron las reacciones metabdlicas posibles del piruvato que podrian
tener una incidencia nutricional sobre los cultivos.

Al observar la relacion entre proteccion frente al estrés oxidativo y agregacién, y como se
detecté un fenotipo catalasa negativo en Sediminibacterium sp., se realizaron cultivos
liguidos suplementados con catalasa para determinar si esta enzima tenia incidencia en la

agregacion de los cultivos, pero los resultados fueron negativos.
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Variacion del pH durante el cultivo de Sediminibacterium sp.
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Figura 31. Medicién del pH durante el crecimiento agregado (circulos blancos) y plancténico
(triangulos negros) de Sediminibacterium sp. Los cultivos fueron realizados por duplicado, y las
barras de error corresponden al error estandar (n=2).

Curvas de crecimiento de Sediminibacterium sp. agregado y plancténico

Se realizaron las curvas de crecimiento se Sediminibacterium sp. en forma agregada y

plancténica, empleando medios con y sin piruvato (Figura 32).

Curva de crecimiento de Sediminibacterium sp.
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Figura 32. Curvas de crecimiento de Sediminibacterium sp. en forma agregada (circulos
blancos) y planctonica (tridngulos negros). Cada punto de medicion de la Agpp total
corresponde a cultivos independientes realizados por duplicado. Las barras muestran el
error estandar (n=2).
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Se observé un crecimiento mas rgpido y con un rendimiento de biomasa mayor en el
crecimiento planctonico, es decir cuando los cultivos no se suplementaron con
piruvato. Este resultado se condice con el registro del pH a lo largo del crecimiento, donde
se observé un incremento mayor en el crecimiento plancténico, resultante de una mayor
actividad metabdlica (Figura 32). Mediante estas observaciones, también se refuta una
incidencia ponderable del piruvato desde el punto de vista nutricional, ya que se obtuvo una
merma en el crecimiento cuando se emple6 como suplemento, contrariamente a lo
observado en el cultivo en placa.

A pesar de que se obtuvo un mayor crecimiento de la forma plancténica, se observé que
el niumero de colonias obtenidas en placa al inocular con un cultivo de este tipo fue menor
al esperado de acuerdo al nUmero de bacterias presentes (estimado mediante la A600). Esto
sugiere que una gran proporcion de las células planctonicas se encuentran en un estado

cercano al “viable pero no cultivable”.

Matriz extracelular de Sediminibacterium sp.

En la Figura 33 se muestran fotografias de microscopia electrénica de barrido de ambas
formas de crecimiento de Sediminibacterium sp. Se puede observar la presencia de
material polimérico extracelular fundamentalmente durante el crecimiento agregado, el cual
seria necesario para la agregacion celular. Sin embargo, al realizar la cuantificacion de
proteinas, carbohidratos y ADN de la fraccion extracelular extraida mediante dos técnicas
distintas (tratamiento térmico y EDTA), no se observaron diferencias significativas entre
ambos tipos de crecimiento (datos no mostrados).

Por otro lado, las células plancténicas parecen méas alargadas, lo que sugiere que se
estan reproduciendo mas activamente. El tamafio celular de Sediminibacterium sp., que
se realiz6 a partir de una célula septada justo antes de la division celular, fue de 0,3 um de
diametro y 1,9 uym de largo en promedio. Estos valores fueron similares a los reportados
para Sediminibacterium salmoneum (0,2-0,3 ym de didmetro y 0,8 ym de largo), pero

notablemente inferiores a los de Sediminibacterium ginsengisoli (1,0-1,2 um y 3,0 ym).
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Figura 33. Imagenes de microscopia electronica de barrido de Sediminibacterium sp. creciendo
en forma agregada en medio MM4 suplementados con piruvato 0,07 % (A) y planctonica en
medio MM4 sin piruvato (B). Las imagenes corresponden a magnificaciones de 50.000 X, la
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barra muestra la distancia en escala correspondiente a 1 ym.

Respuestade Sediminibacterium sp. a agentes estresantes

Basados en la hipétesis de que el crecimiento planctonico de Sediminibacterium sp.
corresponde a un estado estresado se realizaron distintas pruebas para observar si agentes
estresantes externos, agregados desde el inicio del cultivo o durante el inicio de la fase
exponencial, tienen una incidencia sobre la agregacion de los cultivos.

Por ejemplo, se llevaron a cabo cultivos MM4 suplementados con piruvato sobre los
cuales se agregaron concentraciones crecientes de fenol. En ningldn cultivo se observé
crecimiento plancténico, todos los cultivos crecieron de forma floculenta hasta llegar a una
concentracién 1 mM de fenol por encima de la cual se inhibié completamente el crecimiento.
Lo mismo ocurrié agregando agentes estimulantes del estrés oxidativo tales como H202 o
paraquat, donde solamente se detect6 crecimiento agregado hasta concentraciones de 5 mM
y 0,1 mM respectivamente, las cuales resultaron inhibitorias. Tampoco se observd ningun
efecto al agregar estos agentes a las 16 0 24 horas luego del inicio del cultivo.

Para observar el efecto de estos agentes, obligatoriamente se necesitaron emplear
cultivos suplementados con piruvato, para que no se genere el crecimiento planctonico
debido a las condiciones aerébicas impuestas por el cultivo. Por lo tanto, esta proteccion
podria estar interrumpiendo también el posible efecto de estos agentes, lo que condiciona la
interpretacion de estos ensayos.

Localizacién de Sediminibacterium sp. en el floc bioldgico

Se realizé el disefio de la sonda SDM1404 especifica de Sediminibacterium sp. (Ver
Materiales y Métodos) para analizar la localizacién espacial de este taxdn en el floc biolégico
mediante hibridacion in situ fluorescente (FISH, del inglés fluorescence in situ hybridization).
En la Figura 34 se muestran las imagenes obtenidas para los tres tiempos de estudio en
uno de los reactores sometidos a un shock de fenol. En las imagenes correspondientes a los
dias -1 o +1 se observan pocos positivos, confirmando la baja abundancia de esta poblacion
en el floc. En cambio, en las muestras correspondientes al dia +7, se pudieron observar
varios positivos en el floc biolégico lo cual confirma la incorporacion de esta especie en el
floc. Por otro lado, no se pudieron detectar las poblaciones plancténicas de
Sediminibacterium sp. mediante esta técnica. Es destacable que Sediminibacterium sp.
parece localizarse preferentemente inmersa en el floc bioldgico, y no en la periferia (Figura
35).
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Localizacion espacial de Sediminibacterium sp. en el floc biolégico

Reactor B1 Tiempo -1 Reactor B1 Tiempo +1

Reactor B1 Tiempo +7

Figura 34. Microfotografias de FISH tomadas a partir de la observaciéon mediante microcopia
confocal. Se realizé una tincion inespecifica con DAPI para la observacion de las bacterias que
conforman el floc bioldgico (azul). La sefal fluorescente roja esta dada por la emisiéon de Cy3
de la sonda SDM1404 especifica de Sediminibacterium sp. Las muestras corresponden al
reactor B1, sometido a un shock de fenol, durante los tiempos -1, +1 y +7. La barra en escala
corresponde a una distancia de 50 pm.
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Figura 35. Visualizaciéon de la localizacion de
Sediminibacterium sp. mediante FISH en una
seccion interna del floc biolégico, empleando
microscopia confocal. La barra en escala
corresponde a una distancia de 10 pm.

Secuenciacion del genoma de Sediminibacterium sp.

Debido a las caracteristicas fisiolégicas peculiares del aislamiento de
Sediminibacterium sp., y su posible importancia en el proceso de tratamiento de efluentes
basados en barros activados, decidimos llevar a cabo la secuenciacion completa del
genoma. Esta informacion genética fue provechosa para una mejor caracterizacion
filogenética de la cepa, y también para los estudios proteémicos realizados posteriormente.
El ensamblado obtenido luego de la secuenciacidbn completa del genoma de la cepa
Sediminibacterium sp. resulté en un scaffold principal de 3.216.888 pb el cual abarcé el 99 % de
las secuencias ensambladas, y otros tres scafflolds menores de 1.479; 489 y 456 pb. La
totalidad de genoma ensamblado consta de 3.219.312 pb, con un contenido de GC del 39,24 %,
y una region codificante del 93,3 %. La secuencia genémica ensamblada fue incorporada a la
base de datos Integrated Microbial Genomes Expert Review (IMG-ER), con el nombre
Sediminibacterium sp. C3 (IMG ID 2519103028), y fue anotada autométicamente empleando el
DOE-JGI Microbial Annotation Pipeline (Mavromatis et al. 2009).

A partir de esta base de datos, se obtuvo la informacion de genomas anotados
pertenecientes a especies relacionadas filogenéticamente (Tabla 5). Las cepas mas relacionadas
con Sediminibacterium sp. C3, pertenecen a Sediminibacterium sp. OR53 y ORA43, los cuales
representan a aislamientos realizados a partir de sedimentos contaminados (Bollmann et al.
2010). Si bien el tamafio del genoma de Sediminibacterium sp. C3 es similar respecto a
estas cepas, se observé que el contenido de GC fue notablemente menor (39 % vs. 45-46 %).
Otra caracteristica saliente del genoma de Sediminibacterium sp. C3 es la abundante cantidad de
genes que codifican ARN que posee, exceptuando los ARNr y ARNt, los cuales pueden tener

funciones regulatorias (Tabla 5).
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Tabla 5. Caracteristicas de los genomas de Sediminibacterium sp. C3 y de las especies
mas relacionadas filogenéticamente extraidas de la base de datos IMG-ER.

= % | % Gene | Gene Otros

No‘ranbr (Tkahr?ano G |cod Suene S S ARNr| ARNt ARN
Sediminibacterium sp. C3 321 39| 93| 3011 2958| 53 5 35 13
Sediminibacterium sp. 376 46 | 93 | 3327| 3284| 43 5 36 2
Sediminibacterium sp. 371 45 | 93 | 3332| 3281| 51 6 42 3
Niabella aurantiaca 592 49 | 88 | 4964| 4895| 69 12 49 8
Niabella soli 469 45| 88 | 3931| 3882| 49 6 40 3
Niastella koreensis 903 45 | 88 | 7444| 7366| 78 9 67 2
Chitinophaga pinensis 912 45| 89 | 7396| 7301| 95 18 77 0
Segetibacter koreensis 610 37| 85| 5211| 5150| 61 6 43 12
Gracilimonas tropica 383 43 | 91 | 3426| 3373| 53 7 43 3
Balneola vulgaris 285 40 | 93 | 2521| 2465| 56 12 41 3

Empleando los datos de secuencia del gen ARNr 16S de Sediminibacterium sp. C3, se realizé
un arbol filogenético con las especies mas relacionadas de las cuales se obtuvieron los datos de
secuencia de la base de datos del Ribosomal Data Project (RDP, Cole et al. 2011). Para realizar
este arbol se adicionaron las secuencias del gen ARNr 16S de Sediminibacterium sp. OR53 y
ORA43, extraidas de la base de datos IMG-ER. Se observé que Sediminibacterium sp. C3
compartié el mismo cluster con Sediminibacterium salmoneum y Sediminibacterium ginsengisoli
(con 80 % de bootstrap), mientras que Sediminibacterium sp. OR53 y OR43 fueron excluidas en
un agrupamiento aparte, mas cercano al género Hydrotalea (Figura 36).

En el genoma de Sediminibacterium sp. C3 se identificaron 3011 genes, de los cuales 2958
correspondieron a genes que codifican proteinas y 53 genes que codifican secuencias de
ARN. A la mayoria de los genes que codifican proteinas (77,28 %) se les asigndé una funcion,
mientras que el resto permanecieron anotados como genes que codifican proteinas hipotéticas.
La distribucion de genes en las categorias funcionales de grupos ortélogos de proteinas (COG, del
inglés Clusters of Orthologous Groups of proteins) esta presentada en la Tabla 6. En la Figura 37
se muestra una representacion grafica del genoma de Sediminibacterium sp. con la posicion de
los genes anotados, resaltados con distintos colores de acuerdo a la categoria funcional que

representan, en ambas cadenas del ADN gendmico.
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Niabelfa aurantiaca (DCQ457019)
Niabella tibetensis (GU291295)
Niabelfa soli (EF592608)"
Niabella ginsengisoli (EU616816)
Niabella yanshanensis (FJ457040)
Terrimonas ferruginea (AM230484)
Terrimonas aquatica (FJ34775T7)
Terrimonas lutea (AB192292)
Ferruginibacter alkalifentus (FJ177530)
Ferruginibacter lapsinanis (FJ177532)
Flavisolibacter sp. (HM130561)
I Flavisolibacter ginsengiterrae (AB26T476)
B 100" Flavisolibacter ginsengisoli (AB267477)
Niastella yeongjuensis (DQ244076)
Niastelfa koreensis (DQ244077)
Niastella populi (EUB7T262)
FParasegetibacter luojiensis (EUBTT263)
Filimonas lacunae (AB362776)
_Ij Segetibacter koreensis (AB267478)
100 Segetibacter aerophilus (GQ421847)
Flavihumibacter petaseus (EUB54577)
Chitinophaga filiformis (ABOT8049)
Chitinophaga ginsengisoli (AB245374)
Chitinophaga pinensis (AFO78775)"
Chitinophaga skermanii (DQ062743)
Chitinophaga sancti (ABO7B0EE)
Chitinophaga niabensis (EU714259)
Chitinophaga japonensis (ABOT8055)
Chitinophaga rupis (FM865977)
Chitinophaga terrae (AB278570)
Chitinophaga niastensis (EU714260)
Chitinophaga arvensicola (AM237311)
Chitinophaga ginsengisegetis (AB264738)
IQQ[ Sediminibacterium sp. OR43 (IMG2509887033)
Sediminibacterium sp. OR53 (IMG2516143025)
Hydrotalea flava (FN665659)
98l [ Sediminibacterium ginsengisoli (EF067860)
80 I Sediminibacterium salfmoneum (EF407879)
100* Sediminibacterium sp. C3 (IMG2519103028)
Lacibacter cauensis (EU521690)

94

92

98

Gracilimonas tropica (EF988655)

100 _E Balneola vulgaris (AY576749)
92 Baineola alkaliphila (EU008564)

—
0.05

Figura 36. Arbol filogenético en donde se resalta la posicion de Sediminibacterium sp. C3
relativa a las cepas tipo de la familia Chitinophagaceae de las cuales se obtuvo las secuencias
del gen de ARNr 16S desde de la base de datos RDP (Cole et al. 2009). También se sumaron
al analisis las secuencias correspondientes a Sediminibacterium sp. OR53 y OR43 extraidas de
la base de datos IMG-ER (Markowitz et al. 2009). Entre paréntesis se indican los nimeros de
acceso en el GenBank. Los nimeros sobre los nodos indican valores de bootstrap resultantes
de 1000 replicas (s6lo se muestran los valores superiores a 60 %). Las ramas estan en escala
de acuerdo al numero de sustituciones nucleotidicas por secuencia (la barra representa una
divergencia del 5 %). Las especies que presentan proyectos de secuenciacion de genoma
registrados se muestran en azul, de los cuales estan marcados con un asterisco los que se
encuentran “Completos y publicados” (Anderson et al. 2012; Glavina Del Rio et al. 2010).
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Tabla 6. Namero de genes asociados las distintas categorias funcionales de COG. Para el
calculo de los valores de % de genes, se considerd el total de genes codificantes de
proteinas clasificados en COG (2327).

Cédigo| Categoria COG N° genes | % genes

No clasificadas en COG 865 28.73
Prediccién de funcién general solamente 296 12.72
Biogénesis de pared celular, membrana y/o envoltura 197 8.47
Transporte y metabolismo de aminoacidos 196 8.42
Funcién desconocida 186 7.99
Traduccién, estructura ribosomal y biogénesis 148 6.36
Replicacion, recombinacién y reparacién 144 6.19
Transcripcién 141 6.06
Mecanismos de transduccion de senales 130 5.59
Transporte y metabolismo de carbohidratos 128 5.50

|| Produccién y conversion de energia 123 5.29

| Transporte y metabolismo de iones inorganicos 111 4.77
Transporte y metabolismo de coenzimas 104 4.47
Modificaciones post-traduccionales, recambio proteico, chaperonas 93 4.00
Transporte y metabolismo de lipidos 90 3.87

v Mecanismos de defensa 68 2.92
E Transporte y metabolismo de nucledtidos 65 2.79
] Trafico intracelular, secrecion y transporte de vesiculas 39 1.68
Q Biosintesis, transporte y catabolismo de metabolitos secundarios 38 1.63
D Ciclo celular, division celular, particion del cromosoma 24 1.03
N Motilidad celular 5 0.21
B Estructura y dindmica de cromatina 1 0.04
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Figura 37. Mapa lineal del scaffold principal de 3.216.888 pb. De abajo hacia arriba: Genes
sobre la cadena codificante (distintos colores de acuerdo a la categoria de COG), genes sobre
la cadena molde (distintos colores de acuerdo a la categoria de COG), genes de ARN (ARNt
verde, ARNr rojo, otros ARN negro), contenido de GC, desvio GC.

Analisis comparativo del genoma.

Se realizé6 un analisis comparativo de los porcentajes de genes asignados a las
distintas categorias de COG, con las cepas més relacionadas de las cuales se tiene acceso
al genoma anotado en la base de datos IMG-ER. De esta manera, se pudo determinar que
Sediminibacterium sp. C3 tiene la particularidad de tener incrementada la cantidad de genes
relacionados con mecanismos de defensa; y a la replicacién, recombinacion y reparacion del
ADN (Figura 38).
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Figura 38. Porcentaje de genes asociados a mecanismos de defensa; y a replicacion,
recombinacion y reparacion del ADN en Sediminibacterium sp. y especies relacionadas. Para el
calculo de los valores de % de genes, se considero el total de genes codificantes de proteinas
clasificados en algun subsistema de COG con funcion asociada (2146).

Sediminibacterium sp. pertenece a la especie Sediminibacterium salmoneum

La cepa aislada de Sediminibacterium sp. tiene una gran similitud genética y fenotipica
respecto a Sediminibacterium salmoneum.

Llevamos a cabo cultivos liquidos de la cepa tipo Sediminibacterium salmoneum NJ 44 y
se observd que esta cepa posee el mismo comportamiento de agregacién ante la
suplementacion del cultivo con piruvato. Por otro lado determinamos un fenotipo
catalasa negativo en Sediminibacterium salmoneum, contrario a lo reportado anteriormente
(Qu and Yuan 2008).

Se realiz6 la secuenciacion del genoma entero de Sediminibacterium salmoneum y se
procedié a calcular la distancia gendmica entre las cepas in silico. Este resultado se puede
correlacionar con un valor de hibridacion ADN-ADN tedrico para determinar si el aislamiento
de este trabajo corresponde a la misma especie (ver Materiales y Métodos). El

resultado fue positivo, ya que se obtuvo un porcentaje de hibridacion 75,70 % + 3,90,
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superior al minimo de 70 % estipulado para especies equivalentes (88,08 % de certeza,
calculado via regresion logistica). Por lo tanto, el aislamiento realizado en este trabajo

corresponde a una nueva cepa de la especie Sediminibacterium salmoneum.

Anélisis protedmico del crecimiento agregado y plancténico de Sediminibacterium sp.

Se compar6 el patrén global de expresion proteica de Sediminibacterium sp. creciendo en
forma agregada y plancténica, empleando la técnica de electroforesis bidimensional en gel.
Se identificaron 10 proteinas que se sobre-expresaron significativamente durante el
crecimiento planctonico, de las cuales 5 tuvieron una diferencia de expresion de més
de dos veces. En cambio, solamente dos proteinas incrementaron su expresion
significativamente durante el crecimiento agregado. Vale la pena mencionar que las
proteinas planctonicas sobre-expresadas podrian corresponder a proteinas que disminuyen
su expresion bajo el crecimiento agregado, y viceversa.

El resultado més notable de este analisis protedmico fue la identificacion de dos spots
correspondientes a una proteina relacionada con estrés que mostraron una mayor
intensidad durante el crecimiento planctonico, lo cual avalaria que este tipo de crecimiento
corresponde a un estado estresado. Esta proteina se identific6 como perteneciente a la
familia de proteinas universales de estrés A (UspA, del inglés Universal Stress family Protein
A), la cual estad clasificada dentro de la categoria funcional COG de mecanismos de
transduccion de sefiales (COG0589). A pesar de que se identificaron tres de estos genes
en el genoma de Sediminibacterium sp. C3, los dos spots se relacionaron a un Unico gen
uspA. Las dos isoformas identificadas de la proteina UspA tuvieron pequefias diferencias en
masa y pl, posiblemente producto de reacciones de fosforilacion y protedlisis (Tabla 7A). La
UspA de mayor PM y pl, se encontr6 solamente durante el crecimiento plancténico,
mientras que la otra isoforma se expresé 6 veces mas durante este mismo tipo de
crecimiento.

La segunda proteina sobre-expresada durante el crecimiento plancténico fue identificada
como perteneciente a la familia de las hidrolasas CocE/NonD, la cual registr6 un incremento
de 12 veces en la expresion respecto a lo detectado en el crecimiento agregado. Se
reconoce una posible actividad proteolitica de estas proteinas, las cuales estan clasificadas
dentro del grupo de COG con funcién general. También se identific6 que la proteina
tiorredoxina, de conocida accién frente al estrés oxidativo, se expres6 dos veces mas
durante el crecimiento plancténico. Ademas, también se expresé 1.6 veces mas durante el
crecimiento planctonico un ortélogo de un regulador transcripcional del microaerdfilo

Campylobacter jejuni (Tabla 7A).
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Figura 39. Geles bidimensionales representativos del crecimiento agregado (izquierda) y
planctonico (derecha). Se marcaron los spots que mostraron una intensidad significativamente
mayor durante el crecimiento plancténico (en rojo) y durante el crecimiento agregado (celeste).
Los numeros indican el ID de cada spot analizado (Tabla 7). El recuadro corresponde a la
seccion del gel aumentada donde se identificaron los spots correspondientes a UspA.

Otras dos proteinas que fueron expresadas mayormente durante el crecimiento
planctonico, aunque con menor diferencia respecto de la expresion en la forma
agregada, estan involucradas en la replicacion del ADN. Estas incluyen a la ADN polimerasa
lll, que actlda directamente en la replicacion; y a la SAICAR sintetasa, la cual se involucra
indirectamente ya que forma parte de las enzimas que intervienen en la sintesis de purinas.
La dltima proteina significativamente expresada en mayor abundancia durante el
crecimiento planctonico, correspondié a la 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa, la cual cataliza

el segundo paso en la ruta del catabolismo de tirosina.
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Por otro lado, las Unicas dos proteinas que se sobre-expresaron significativamente

durante el crecimiento agregado fueron la proteina ribosomal 30S y la ATP sintetasa F1
(Tabla 7B).

Tabla 7. Spots identificados que mostraron una sobre-expresion significativa
(p<0,05) durante el crecimiento plancténico (A), o agregado (B) de Sediminibacterium

Sp.
A
D | cambio Identidad Tedrico Gel Analisis Mascot
PM (kDa) pl PM (kDa) pl score | % cob expect
261 - Proteina universal de estrés A 315 4.85 29 5.0 106 22 7.6 E-08
262 11.8 Hidrolasa CocE/NonD 70.7 8.26 74 6.6 96 19 7.8 E-07
260 5.9 Proteina universal de estrés A 315 4.85 28 4.9 183 22 1.5E-15
305 3.9 Proteina sin caracterizar 28.7 5.54 30 5.9 69 33 3.6 E-04
282 2.0 Tiorredoxina 34.1 5.36 32 55 120 34 3.0 E-09
278 1.8 Proteina hipotética 52.4 8.02 56 6.7 171 22 24E-14
17 1.6 Proteina Cj1172c 26.7 5.38 28 5.9 57 24 5.8 E-03
64 1.5 ADN polimerasa lll, subunidad 41.4 5.12 40 54 278 45 4.8 E-25
148 1.4 SAICAR sintetasa 35.3 4.93 28 51 270 67 3.0E-24
57 1.2 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa 43.5 5.02 39 5.2 201 46 24 E-17
B
D | cambio Identidad Tedrico Gel Analisis Mascot
PM (kDa) pl PM (kDa) pl score | % cob expect
132 2.5 Proteina ribosomal 30S S1 70.1 5.22 71 5.3 203 29 1.5E-17
89 2.0 ATP sintasa F1, subunidad 53.8 4.98 52 5.2 76 29 8.5 E-05

ID: Numero asignado a cada spot identificado. Cambio: cociente entre la
intensidad promedio del spot durante el crecimiento plancténico y floculento,
en la tabla A. En la tabla B, corresponde al cociente inverso. Identidad: gen
del genoma anotado de Sediminibacterium sp. C3 sobre el cual se asigné la
identidad del spot. PM: Peso molecular. pl: punto isoeléctrico. Tedrico: Valores
calculados a partir de la secuencia aminoacidica correspondiente al gen
anotado. Gel: Valores calculados a partir de la corrida en el gel bidimensional.
Andlisis con el programa Mascot para determinar la identidad de los spots,
empleando el genoma anotado de Sediminibacterium sp. C3 como base de datos
local. Score: numero que refleja la cantidad de asociaciones obtenidas entre los
espectros de masa y la secuencia aminoacidica de la proteina. % cob:
porcentaje de cobertura, el cual representa el porcentaje de secuencias
peptidicas identificadas a partir del espectro de masa sobre el total de la
secuencia aminoacidica de la proteina. Expect: probabilidad de que la asociacion
observada entre el espectro de masa y la secuencia aminoacidica sea por azar,
valores de expect menores a 0,1 generalmente reflejan resultados confiables.

Transcripcion de usp durante el crecimiento agregado y planctonico de
Sediminibacterium sp.

A partir de la secuencia del gen uspA, y tomando como referencia la secuencia
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gendémica de Sediminibacterium sp., se disefiaron cebadores especificos y se
cuantificé la transcripcion del gen uspA mediante RT-PCR en tiempo real durante
distintos estadios del crecimiento plancténico y agregado, en cultivos independientes y en
forma replicada. Simultdneamente se midio la A6Q0 para trazar la curva de crecimiento, y
establecer de esta manera, a qué fase del crecimiento corresponde cada muestra
temporal analizada. Asi, se asignaron las muestras a las distintas fases de crecimiento
alcanzadas a distintos tiempos para ambas formas de crecimiento, y se realizdé la
comparacion. En lineas generales, se observd que la transcripcion del gen uspA fue
considerable solamente durante el crecimiento planctonico, y se activo particularmente

durante el final de la fase exponencial del cultivo (Figura 40).
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Figura 40. Curva de crecimiento de Sediminibacterium sp. plancténico (tridngulos negros) y
agregado (circulos blancos), realizada con cultivos independientes (por duplicado) cosechados
a distintos tiempos (A). Sobre estas muestras se cuantificé la cantidad de copias de ARNm
correspondientes al gen usp, el cual se relativizé por la cantidad de copias de ARNr 16S.
Ambas determinaciones se llevaron a cabo mediante RT-PCR en tiempo real (B).
Considerando las distintas curvas para el crecimiento plancténico y agregado, se clasificaron
diferencialmente las muestras de estudio en distintas fases de crecimiento. De esta forma se
realiz6 un andlisis comparativo de la expresion del gen usp entre la forma plancténica y
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agregada, durante las distintas fases de crecimiento: fase exponencial inicial (amarillo), fase
exponencial final (verde), fase estacionaria (azul). Tanto los valores de crecimiento como los de
expresion de usp, surgen del promedio de ambas réplicas biologicas realizadas para cada
punto, y las barras corresponden al error estandar (n=2).

DISCUSION

Mecanismos de desfloculacion

Mediante el analisis microscépico de muestras de reactores a escala de laboratorio se
pudo comprobar la ruptura del floc biolégico luego de cambios bruscos en la temperatura y
concentracion de fenol. Ademas se observé un aumento en la turbidez de la fraccion
sobrenadante luego de estos shocks, lo cual evidencié la presencia de material coloidal
incapaz de sedimentar. Esta respuesta coincide con el incremento en la concentracion de
sélidos suspendidos luego de cambios bruscos de temperatura en reactores a escala de
laboratorio reportado por Morgan-Sagastume y Allen (Morgan- Sagastume and Allen 2003).
Estos autores postularon que la desfloculacion observada se debe a la solubilizacién de las
sustancias poliméricas extracelulares que mantienen unido al floc bioldgico, y que este shock
térmico no tiene mayor impacto en la lisis y viabilidad celular (Morgan-Sagastume and Grant
Allen 2005). El shock con una alta concentracion de fenol, ademas de promover la
solubilizacién de EPS, puede inhibir directamente la produccion de los mismos; como asi
también puede alterar las uniones hidrofébicas que forman parte de la matriz extracelular
0 incluso provocar la lisis celular (Schwartz-Mittelmann and Galil 2000). Estos pueden ser
los motivos de los mayores valores de turbidez obtenidos luego del shock de fenol respecto
al shock térmico.

La estructura de la comunidad bacteriana, determinada mediante DGGE, en las
fracciones del floc y sobrenadante de los reactores luego del shock mostraron
patrones muy similares, lo que estaria indicando un desprendimiento masivo e inespecifico
de las bacterias que conforman el floc biolégico hacia la fraccion acuosa. Este resultado es
similar al reportado por Nadarajah, en el cual se sostiene como hipétesis que los problemas
de desfloculacién se deben principalmente al desprendimiento de especies bacterianas
gue normalmente conforman el floc bioldgico, y no por el crecimiento de poblaciones
planctonicas (Nadarajah et al. 2010). Este mecanismo se ve reflejado en el
comportamiento de Thauera sp. Este taxdn forma parte de la comunidad estable del floc y
se desprende luego de shocks térmicos y de fenol. Luego de una semana, este taxdn
practicamente se pierde del sistema debido a los sucesivos ciclos de sedimentacion y
decantacion, que vuelven a seleccionar a las bacterias capaces de conformar el floc

biologico, lo cual generalmente se traduce en una clarificacion del sobrenadante.
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En este trabajo se observé que los altos valores de turbidez observados luego del shock
se mantuvieron e incluso aumentaron en una semana después del shock, lo cual sélo
puede explicarse debido a un crecimiento activo de poblaciones plancténicas. En el
andlisis de DGGE entre las fracciones del floc y sobrenadante practicamente la Unica
diferencia en los patrones de bandas luego del shock radicé en la presencia de la banda
correspondiente a Sediminibacterium sp. en la fraccion sobrenadante de todos los
reactores. En la fraccién del floc esta banda es indetectable debido a su baja abundancia, por
lo que se percibe que hubo un rapido crecimiento de esta poblacion bacteriana en las 24
horas posteriores al shock. Una semana después, se pudo vislumbrar que la banda
correspondiente a Sediminibacterium sp. aumenté aun mas su intensidad. Este incremento
de la poblacion Sediminibacterium sp. fue cuantificado mediante PCR en tiempo real
especifica para este taxén. De esta manera quedd demostrado el crecimiento excesivo de
Sediminibacterium sp. principalmente en la fraccién sobrenadante donde alcanza a ser el
taxén predominante de la comunidad, y seria el responsable de los altos valores de turbidez
observados incluso una semana después del shock.

La reproducibilidad del mecanismo de respuesta de Sediminibacterium sp. a altas
concentraciones de fenol en reactores a escala de laboratorio fue realmente notable. En un
trabajo anterior realizado en el laboratorio destinado al estudio de comunidades bacterianas
que degradan fenol, se emplearon reactores a escala de laboratorio sometidos a
concentraciones crecientes de este compuesto organico y se observé un incremento masivo
de la turbidez del sobrenadante al pasar a concentraciones correspondientes a 1g/l. Ante
este acontecimiento se analizd la estructura de la comunidad bacteriana en la fraccion
floculenta y plancténica mediante DGGE. Llamativamente, se detectdé la presencia de una
Unica banda con una mayor proporcién en la comunidad plancténica respecto a la floculenta
y la misma correspondié a Sediminibacterium sp. (Basile 2009). También es destacable
que en las pruebas posteriores, en donde se realizaron repeticiones con shocks de fenol en
reactores a escala de laboratorio inoculados con el barro de la misma planta petroquimica
pero con dos afos de diferencia respecto al experimento original, siempre se
desencadend el crecimiento excesivo de Sediminibacterium sp. Ademas, en estos ensayos
se pudo determinar que el crecimiento activo por parte de esta poblacion ocurre en horas
subsiguientes al shock.

Existe un Unico reporte que indica la presencia de un crecimiento activo de
poblaciones planctonicas degradadoras de fenol, representadas principalmente por
Aquaspirillum delicatum y Variovorax paradoxus, ante el incremento de la dosificacion de
fenol hasta una concentracion de 1.5 g/l, ocasionando el colapso del funcionamiento
de reactores basados en barros activados (Watanabe et al. 1999).

A partir de los resultados obtenidos podemos destacar que el mecanismo de

desfloculacion observado en este trabajo incluye la desfloculacion masiva del floc biolégico y
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un posterior crecimiento excesivo de la comunidad planctonica, representada mayormente

por Sediminibacterium sp.

Sediminibacterium en otros ambientes

El género Sediminibacterium sp. se establecié en el afio 2008 a partir del aislamiento y
caracterizacion de Sediminibacterium salmoneum, proveniente de un reservorio eutrofico
situado en Beijing, China (Qu and Yuan 2008). Hasta el momento se caracteriz6 solamente
una especie mas perteneciente a este género, la cual corresponde a Sediminibacterium
ginsengisoli, aislada a partir de muestras de suelos pertenecientes a cultivos de ginseng
en Corea del Sur (Kim et al. 2013b). Por otra parte existen otros dos aislamientos, OR43
y ORS53, realizados a partir sedimentos subsuperficiales contaminados de un campo de
pruebas en Oak Ridge, los cuales fueron asignados al género Sediminibacterium y
mostraron una alta resistencia a metales pesados.

La poca cantidad de aislamientos representativos de este género implica que se tenga
poco conocimiento sobre la fisiologia de Sediminibacterium sp. Sin embargo, existen
diversos reportes en los cuales mediante técnicas independientes de cultivo se determiné la
presencia de taxones pertenecientes a este género ocupando una gran diversidad de
ambientes, naturales o manipulados por el hombre, y exhibiendo en muchos casos un
aumento repentino en su abundancia. De esta manera, se encontraron representantes de
Sediminibacterium en reactores anaerébicos de flujo ascendente (Khemkhao et al. 2011),
como asi también en reactores aerdbicos empleados para tratar suelos contaminados con
hidrocarburos poliarométicos, en los cuales se registra un incremento hasta llegar al 12 % del
total de la comunidad durante un estadio aparentemente anoxico (Singleton et al. 2011).
Durante el seguimiento de la remediacion de un acuifero contaminado con nitratos
empleando la técnica de bioestimulacién, se determind que poblaciones relacionadas a
Sediminibacterium aumentan su abundancia ante el agregado de pirita y se encuentran
mayoritariamente en la fase acuosa (Torrentd et al. 2011). También se encontraron
poblaciones relativas a Sediminibacterium formando parte de biopeliculas que intervienen en
la corrosion de tuberias de hierro, y se las catalogé como pertenecientes a la familia de las
bacterias oxidantes de Hierro (Wang et al. 2012). Quizas por la misma razon, en un estudio
realizado en Alemania se revel6 que el filotipo mas abundante encontrados en agua de grifo,
de acuerdo a la técnica de fingerprinting SSCP (del inglés, single-strand conformation
polymorphism) basada en la secuencia del gen ribosomal 16S, corresponde a
Sediminibacterium (Kahlisch et al. 2012).

Por ultimo, se puede advertir que se encontraron bacterias de este género tanto en fases
sélidas (lodos, sedimentos, biopeliculas) como en fases acuosas. La capacidad de crecer en

forma plancténica o formando parte de biopeliculas de Sediminibacterium quedé evidenciada
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en un estudio de la formacion de biopeliculas en cursos de agua naturales, donde se
manifestd una considerable abundancia y actividad de Sediminibacterium sp. tanto en la

comunidad en suspension como en la correspondiente a biopeliculas (Besemer et al. 2012).

Bacterias microaerofilas

La caracteristica més sustancial de la fisiologia de Sediminibacterium sp., que
encontramos mediante el aislamiento y los consecuentes cultivos puros de esta cepa, fue su
naturaleza microaerofilica, la cual se determin6 a través de cultivos semisdlidos. Las
bacterias microaerdfilas tienen un crecimiento éptimo a presiones de oxigeno inferiores a la
atmosférica. Estas condiciones estan dadas en diversos ambientes en la naturaleza, y es en
ellos donde pueden tener una ventaja adaptativa respecto a organismos aerofilos.

Mediante el cultivo en medios semisélidos con distinta concentracion de peptona se
observé que la aerotolerancia de Sediminibacterium sp. aumenta a medida que se
incrementa la concentracion de este sustrato. Esta observacién es compatible con el
mecanismo de comportamiento microaerofilico regulado por bajo sustrato como una
respuesta a estrés (LSRMB del inglés Low-Substrate Regulated Microaerophilic Behavior as
a Stress Response) reportado por Mazumder y colaboradores, el cual plantea que ciertas
bacterias ocupan nichos microaeréfilos en ambientes oligotréficos con el fin de disminuir la
tasa de metabolismo oxidativo que implica la generacion de especies reactivas del oxigeno
(ROS, del inglés reactive oxygen species). Este mecanismo se diferencia del modelo de
microaerofilia cldsico ya que solo se activa en condiciones oligotrdficas, y ante la
disponibilidad de altas concentraciones de sustrato estas bacterias se comportan
normalmente como aerdfilos. Cultivos que combinaron medios con baja concentracion de
sustratos y aerobiosis demostraron estar bajo estrés debido al incremento de la
produccion de 17:0 ciclopropano, un &cido graso conocido como indicador de estrés
(Mazumder et al. 2000).

Sin embargo, a pesar de haberse demostrado esta condicion de estrés, el mecanismo de
respuesta asociado a un comportamiento microaerofilico que implica una menor tasa
metabdlica para disminuir la generacion de ROS no esta del todo claro. Habitualmente se
pensaba que la mayor fuente de ROS en organismos aerObicos se gestaba durante la
cadena de transporte de electrones, en cambio mediante el estudio en mutantes deficientes
en estas enzimas respiratorias se encontraron los mismos niveles de ROS, llegando a la
conclusion de que la mayor fuente de ROS intracelular proviene principalmente de la
autooxidacion accidental de flavoproteinas no respiratorias en presencia de oxigeno (Imlay
2013). Otros reportes indican el efecto que tiene la composicion del medio de cultivo en el
crecimiento de bacterias microaerofilicas. Generalmente se postula que los sustratos

derivados de digestion proteica, por ejemplo peptona o extracto de levadura, actlan
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directamente como protectores frente a especies reactivas del oxigeno (Mannist6é and
Puhakka 2002). Por lo tanto, esta es la razon por la cual Mazumder y colaboradores
reportaron un estado estresado en condiciones aerdbicas solamente cuando las condiciones
fueron oligotréficas, es decir cuando la concentracion de sustratos que protegen frente al
estrés oxidativo fue baja.

En consecuencia, queda establecido que en condiciones de aerobiosis se obtiene un
mejor crecimiento bacterias microaerofilas en medios ricos. Asi, la naturaleza microaerofilica
de nuevos aislamientos puede verse enmascarada por las practicas rutinarias de cultivo en
el laboratorio. Incluso en cepas de Campylobacter, el microaerdfilo mayormente
caracterizado, se reporté esta dificultad y se propuso un medio de cultivo libre de
compuestos derivados de la digestion proteica para la determinacion de la tolerancia al
oxigeno en cepas de este género (Hodge and Krieg 1994).

Por otro lado, no se observé crecimiento de Sediminibacterium sp. en una atmosfera
con 6 % de oxigeno, provista por el kit especializado para el crecimiento de bacterias del
género Campylobacter. De acuerdo a este resultado y a la gran proximidad de la superficie
en donde se produce el crecimiento en medios semisdlidos, concluimos que
Sediminibacterium sp. crece 6ptimamente en concentraciones de O2 levemente inferiores a
la atmosférica, a diferencia de lo que ocurre en los microaerdéfilos mejor caracterizados los
cuales requieren concentraciones aun menores de O2 (Kaakoush et al. 2007). Igualmente,
detectamos que Sediminibacterium sp. es catalasa negativa y mostré susceptibilidad frente
al H202. Esta caracteristica fenotipica es frecuente en este tipo de bacterias y podria
complementarse para la determinacion mas fiable de la naturaleza microaerofilica (Mannist6
and Puhakka 2002).

Efecto del piruvato frente al estrés oxidativo y agregacion

Los cultivos de Sediminibacterium sp. realizados en placa mostraron una llamativa
restriccion en el crecimiento. En este tipo de cultivos la exposicion al oxigeno es maxima, lo
cual compromete el crecimiento de esta cepa microaerofilica. El crecimiento observado
en la seccién donde se comienza el estriado puede deberse al efecto positivo que tiene la
densidad poblacional para superar la toxicidad del oxigeno (Krieg and Hoffman 1986).
Igualmente, este crecimiento erratico fue remediado totalmente mediante la suplementacién
con piruvato. El efecto estimulante del piruvato en placas estriadas no esta reportado, sin
embargo este efecto es similar al publicado en cultivos de Campylobacter fetus
suplementados con norepinefrina, el cual favorece la incorporacion del Fe necesario como
cofactor en varias enzimas que actuan frente al estrés oxidativo (Bowdre et al. 1976). El
piruvato también esta clasificado como agente protector frente al estrés oxidativo, y actia

directamente degradando el H202 (Krieg and Hoffman 1986). Esta reaccion quimica
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espontanea, general para los a- ketoacidos, involucra su descarboxilacion para liberar el
acido carboxilico correspondiente, CO2 y H20 (Holleman 1904).

La naturaleza microaerofilica de Sediminibacterium sp., que incluye un fenotipo
catalasa negativo, provoca que el cultivo en condiciones de aerobiosis implique una
condicién de estrés. Por esta razon se observa el efecto positivo del piruvato, que reacciona
frente al H2O2 supliendo la falta de actividad catalasa.

En 1951 aparecio el primer reporte relacionado con un efecto protector del piruvato, en el
cual se inform6 una mejora en la resistencia de bacterias sometidas a radiacién atribuida a
la reaccion directa y espontanea del piruvato con el H202 formado intracelularmente
(Thompson et al. 1951). Desde 1965 hasta la actualidad existen numerosos reportes en
donde se manifiesta la importancia de la suplementaciébn con piruvato en medios
empleados para la recuperacion de bacterias estresadas, las cuales pierden la
capacidad de detoxificar H2O2 (Baird-Parker and Davenport 1965). Este estado “viable pero
no cultivable” es superado mediante la suplementacion con piruvato, lo cual es importante
para el recuento de patdégenos Iluego de la aplicacion de métodos de
desinfeccion/esterilizacion en aguas o alimentos. Por ende existen numerosos reportes
orientados al estudio del efecto positivo de la suplementacién con piruvato, por ejemplo en
el cultivo de células estresadas de Staphylococcus aureus (Baird-Parker and Davenport
1965; Martin et al. 1976), Escherichia coli (Czechowicz et al. 1996; McDonald et al. 1983),
Ralstonia solanacearum (Imazaki and Nakaho 2009) y Vibrio parahaemolyticus (Mizunoe et
al. 2000) luego de tratamientos térmicos, como asi también en el recuento de bacterias
coliformes estresadas quimicamente con compuestos clorados (Calabrese and Bissonnette
1990).

Los cultivos liquidos de Sediminibacterium sp. exhibieron la capacidad de crecer en
forma agregada y planctonica. La proporcion de cada forma de crecimiento dependid
fuertemente de condiciones que estan relacionadas con el estrés oxidativo intrinseco del
cultivo en el laboratorio. Se observd que al asegurar una menor oxigenacion del medio se
favorecid el crecimiento agregado por sobre el plancténico en cultivos puros. Asimismo, la
composicion del medio de cultivo también influyé en la proporcion de crecimiento
agregado/planctonico, debido a la presencia de compuestos protectores frente al estrés
oxidativo. Cultivos enriquecidos en peptona incrementaron notablemente la proporcion de
crecimiento agregado/plancténico. Aunque no se conoce el mecanismo de accién, esté
probado que los productos de digestién proteica empleados en los medios mejoran el cultivo
de cepas microaerofilicas en condiciones aerdbicas (Hodge and Krieg 1994). No obstante, la
suplementacion de los cultivos liquidos con un agente protector mas efectivo contra el estrés
oxidativo como lo es el piruvato, tuvo el efecto més determinante ya que inhibid
completamente el crecimiento plancténico. De esta forma, se confirmé una relacion entre

la proteccion frente al estrés oxidativo y la agregacion de Sediminibacterium sp.,
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estableciéndose por primera vez el efecto del piruvato sobre la autoagregacion de cultivos

bacterianos.

Aporte nutricional del piruvato

El piruvato es empleado cominmente en medios de cultivo, incluso como fuente de
carbono y energia. Si bien puede tener cierto aporte nutricional, muchos autores coinciden
en que el efecto fundamental estd en su capacidad protectora frente al estrés oxidativo
mediante la reaccion con el H202 (Calabrese and Bissonnette 1990; Martin et al. 1976;
Mizunoe et al. 1999; Thompson et al. 1951). McDonald y colaboradores, postulan que el
piruvato podria ser empleado como fuente de carbono y energia por Escherichia coli a
través de la fermentacién &cida, lo cual quedd descartado debido a que no se detectd
una disminucion del pH en el medio de cultivo (McDonald et al. 1983). En este trabajo
también se concluyé que la posible fermentacion del piruvato es despreciable, debido a que
se observa una curva ascendente en los valores de pH en los cultivos suplementados
con piruvato (agregados), atribuida principalmente a reacciones de descarboxilacion (Figura
31). La otra alternativa de metabolizacion del piruvato es a través de su descarboxilacion
mediante la enzima piruvato deshidrogenasa y el posterior ingreso de AcetilCoA en el ciclo
de Krebs. Sin embargo, los cultivos suplementados con acetato no mostraron ningun efecto
sobre la agregacion, por lo que se descarta un efecto inducido por la metabolizacion del
piruvato. También es destacable que en los cultivos sin piruvato, es decir al crecer de forma
planctonica, se obtiene un mayor crecimiento. Por esta razén no se cree que el piruvato
esté aportando nutricionalmente al cultivo de Sediminibacterium sp., de la misma forma que
el crecimiento planctonico aparentemente se debe a un mecanismo de divisibn masiva en
respuesta a estrés (ver seccién Crecimiento plancténico como respuesta a estrés). En
definitiva, la suplementacion con piruvato prevalece en el cultivo de bacterias microaerdfilas
debido a su capacidad para mejorar la aerotolerancia (Krieg and Hoffman 1986).

La enzima catalasa también se emplea a menudo como suplemento en medios de cultivo
como agente protector frente al H202 de manera similar al piruvato, pero con la
particularidad de que es incapaz de ingresar a la célula bacteriana (Krieg and Hoffman 1986).
En consecuencia esta enzima tiene actividad solamente detoxificando el H202 generado
exogenamente. En cultivos liquidos de Sediminibacterium sp. no se observé un efecto
agregando catalasa al medio de cultivo, por lo tanto este resultado indica que el H202
gue afecta el crecimiento de Sediminibacterium sp. se estaria generando intracelularmente y
el piruvato, al ser incorporado por la célula, puede tener su efecto detoxificante.

La baja concentracién de piruvato empleada en los cultivos de Sediminibacterium sp.,
seguramente cumple un papel importante en la proteccion frente al estrés oxidativo sin

mediar en el metabolismo de Sediminibacterium sp., por esta razon atribuimos el
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crecimiento planctonico a una forma de crecimiento estresada. Interesantemente, el
crecimiento plancténico podria asemejarse un estado “viable pero no cultivable”, ya que
se observé una disminucién de la proporcion de recuperacion de células en placa en este

tipo de cultivos.

Accion del piruvato intracelular como mecanismo frente al estrés oxidativo

El piruvato es un compuesto central del metabolismo de carbohidratos, y ubicuo en la
célula bacteriana. Como vimos anteriormente, es conocido el efecto positivo del
piruvato como suplemento en el cultivo de microorganismos estresados, sin embargo se
obvié la posible funcién fisiolégica del piruvato como mecanismo de respuesta a estrés
oxidativo (Giandomenico et al. 1997). La reaccion del piruvato con H202 no esta mediada
enzimaticamente, por lo cual para ser efectiva requeriria la presencia de una concentracion
por exceso de piruvato. Asi, de acuerdo a la concentracién en que se encuentre podria ser
un eficaz protector frente al H202 producido de manera enddgena. Las rutas
metabdlicas que involucran al piruvato, tanto de sintesis como degradacién, podrian estar
reguladas de manera que aumente la concentracion de este metabolito como respuesta a
estrés oxidativo. Este mecanismo fue propuesto en cultivos de células cancerigenas
humanas, en donde se demostro la accion piruvato contra el H202 intracelular en ensayos in
vitro e in vivo. En estas células se consideran concentraciones micromolares de piruvato
(como las empleadas en este trabajo) las cuales son efectivas contra las concentraciones
nanomolares de H202 usualmente existentes. También se destaca este mecanismo de
detoxificacion de H202 por encima de los métodos enzimaticos, como por ejemplo el
mediado por catalasa, ya que la reaccion quimica que ocurre con el piruvato genera
productos totalmente inocuos para la célula. Contrariamente, una elevada tasa de
detoxificacion mediada por catalasa produce un incremento local en la concentracion de O2,
liberado como producto de la reaccion junto con H20, que puede resultar toxica para la
célula (Nath et al. 1995). Interesantemente, en un reporte reciente se demostré que el
peroxido de hidrégeno provoca una reprogramacion metabdlica en Pseudomonas fluorescens

gue incrementa la concentracion intracelular de piruvato (Bignucolo et al. 2013).

Analisis protedmico / Proteina universal de estrés

El analisis proteémico de ambas formas de crecimiento sustentd la hipétesis de que la
forma de crecimiento plancténica corresponde a un estado estresado. La principal diferencia
en el perfil protebmico de ambas formas de crecimiento fue debido a una proteina
identificada como perteneciente a la familia de proteinas universales de estrés A (UspA,

del inglés universal stress protein). Esta familia de pequefas proteinas citoplasméticas se
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encuentra conservada en bacterias, arqueas, hongos, protozoos y plantas. A pesar de que
todavia se desconoce su actividad bioquimica y mecanismo de accion, se realizaron
avances relativos a la determinacion de su funcion celular (Siegele 2005).
Fundamentalmente, la expresién de proteinas pertenecientes a la familia UspA responde a
diversas perturbaciones ambientales, entre ellas el estrés oxidativo.

Se demostré que la expresion de UspA se increment6 repentinamente cuando cultivos de
Escherichia coli creciendo en fase exponencial se expusieron a H202. Ademas la
viabilidad se redujo marcadamente cuando mutantes defectivos en el gen uspA fueron
sometidos a este oxidante (Nystrom and Neidhardt 1994), o a un agente productor de
superéxidos (Nachin et al. 2005). También se caracterizé la susceptibilidad a distintos
agentes estresantes de cepas mutantes del patdgeno Listeria monocytogenes carentes
de los genes ortdlogos de UspA, y también se encontré una mayor susceptibilidad al H202
(Seifart Gomes et al. 2011).

Como mencionamos anteriormente, no se conoce el mecanismo de accion por el cual la
expresion de las proteinas de la familia UspA permite una mayor resistencia al estrés,
entre otras funciones posibles. A partir de la secuencia aminoacidica de la proteina UspA
de Sediminibacterium sp. también se pudo predecir un dominio de unidbn a nucledtidos.
Por esta razén se especula que esta proteina puede estar involucrada en mecanismos
de regulacion génica. En Escherichia coli se demostré que la sobreexpresion de UspA
provocdé un cambio el patrén de expresién proteica. Asimismo se observd que se altera
el pl de otras proteinas normalmente identificadas, producto de la modificacion en el patron
de fosforilaciones (Nystrom and Neidhardt 1996). Si bien se identificaron tres genes
pardlogos de UspA en el genoma de Sediminibacterium sp., los dos spots identificados
como UspA estan relacionados a un solo gen de la familia UspA. En los geles
bidimensionales se aprecian pequefias diferencias tanto de pl como de masa entre ambos
spots. La diferencia de pl puede atribuirse a distintas variantes fosforiladas de esta proteina
UspA. La fosforilaciéon de UspA fue reportada en Escherichia coli como repuesta a
inanicion (Freestone et al. 1997). Al mismo tiempo, las diferencias de masa pueden
resultar de reacciones proteoliticas. Posiblemente estas reacciones estén regulando post-
traduccionalmente la funcién de UspA en Sediminibacterium sp. Aunque en general se
observa una expresion significativamente mayor de UspA durante el crecimiento planctonico,
existe una variante de esta proteina que es exclusiva de este tipo de crecimiento. Por ende,
existe la posibilidad de que esta variante sea la que tiene la funcion necesaria a
desarrollarse durante el crecimiento planctonico. En un estudio proteémico de Actinomyces
naeslundii, creciendo en forma planctonica y en biopeliculas, también se encontré la
presencia de dos isoformas de una proteina de estrés con distinta masa. En este caso, un
spot se expresa con la misma intensidad en ambas formas y el otro es caracteristico del

crecimiento en biopelicula. De esta manera, los autores postulan la existencia de un
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mecanismo de regulacion de la funcion de una proteina de estrés, mediante reacciones de
fosforilacion/desfosforilacién y posterior protedlisis, que esta involucrada en la agregacion
(Paddick et al. 2006).

Generalmente la expresion de las proteinas de la familia Usp se activa durante un
estado de arresto del crecimiento. La expresion de este tipo de proteinas durante la fase
estacionaria podria explicar la mayor resistencia a agentes estresantes, como el calor y el
H202, que adquieren los cultivos de Escherichia coli durante este estadio (Jenkins et al.
1988). De esta manera, la expresion de los genes usp aumenta cuando comienza a decaer la
tasa de crecimiento maxima determinada por el medio de cultivo. Esta detencion puede darse
durante la exposicion a agentes téxicos, entre ellos el H202, o bien por la deplecion de
nutrientes (Nystrom and Neidhardt 1994). En este trabajo se observé un incremento en la
expresion de uspA hacia el final de la fase exponencial durante el crecimiento plancténico
(Figura 40). La tasa de crecimiento para esta forma de crecimiento fue mayor respecto al
crecimiento agregado, por lo que podria haber un efecto de expresion de uspA por
inanicién. Sin embargo, en el crecimiento agregado también se alcanz6 un detrimento de la
tasa de crecimiento y un posterior ingreso a fase estacionaria, seguramente dado por el
agotamiento de nutrientes, y no se detectd una expresion considerable de uspA. Por este
motivo, se considera que la expresion de uspA en Sediminibacterium sp. seria
independiente de la disponibilidad de nutrientes, y que la activacion durante el crecimiento
plancténico seria debida a un incremento en la concentracion intracelular de H202. De esta
forma el crecimiento agregado, al estar protegido frente al estrés oxidativo a través de la
suplementacion con piruvato, no desencadend los mecanismos necesarios para la expresion
de la proteina UspA.

La segunda proteina con mayor aumento en la expresion durante el crecimiento
planctonico respecto al agregado, esta relacionada con la familia de hidrolasas CocE/NonD,
las cuales tienen asignada una actividad proteolitica como funcién biolégica. Una actividad
proteolitica exacerbada a nivel intracelular posiblemente esté cumpliendo una funcion
regulatoria (Gottesman 2003), la cual en este caso podria relacionarse con genes clave que
distinguen a las dos formas de crecimiento de Sediminibacterium sp.

No so6lo la expresion de la proteina UspA durante el crecimiento planctonico sustento la
hip6tesis de un estado estresado asociado a esta forma de crecimiento, sino que también se
observé una mayor expresion de dos proteinas que incluso estan relacionadas
particularmente con el estrés oxidativo, es decir el tipo de estrés que se considera que
actla sobre los cultivos de Sediminibacterium sp. Una de estas proteinas corresponde
a la tiorredoxina, la cual responde al estrés oxidativo formando parte de mecanismos de
respuesta bien caracterizados. La funciéon que le debe el nombre a esta familia de proteinas
es la reduccion de puentes disulfuro, la cual puede devolverle la funcién a proteinas

oxidadas bajo condiciones de estrés. Sin embargo, también llevan a cabo otras acciones

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



directas frente al estrés oxidativo las cuales incluyen la reduccién de H202, el secuestro
de singletes de oxigeno y radicales hidroxilo. Por otra parte, mediante su accién reductora
de puentes disulfuro, también modifican la actividad de reguladores transcripcionales que
intervienen en la expresion de genes relacionados al estrés oxidativo. De esta manera,
ademéas de su accién directa, las tiorredoxinas también cumplen una funcién indirecta
importante frente al estrés oxidativo (Zeller and Klug 2006). La otra proteina que esta
relacionada con mecanismos de respuesta a estrés que se encontré mayormente expresada
durante el crecimiento plancténico corresponde a la proteina Cj1172c, correspondiente a una
proteina ortéloga de un regulador transcripcional del microaerdéfilo Campylobacter jejuni.
Un estudio realizado sobre esta cepa revelé una mayor transcripcion del gen cj1172c bajo
estrés nitrosativo, en conjunto con otros genes relacionados a resistencia de estrés oxidativo
(Monk et al. 2008).

Por dltimo, el andlisis protedbmico mostré diferencias en la expresion génica de
acuerdo a las caracteristicas de ambas formas de crecimiento en cultivo. Por un lado se
observdé una mayor expresion de proteinas relacionadas a la replicacion del ADN en el
crecimiento plancténico, que se corresponde con la mayor division observada en este tipo
de cultivos que se encuentran bajo estrés. En contrapartida, las Unicas dos proteinas que se
expresaron significativamente en mayor nivel durante el crecimiento agregado corresponden
a la proteina ribosomal 30S y a la ATP sintetasa F1. Esto implica un mayor nivel de sintesis

proteica y de energia, lo cual esti en concordancia con un crecimiento no estresado.

Analisis del genomade Sediminibacterium sp.

En el genoma de Sediminibacterium sp. se hallaron tres copias de genes pertenecientes
a la familia de proteinas Usp (las tres variantes fueron clasificadas como UspA). Esta
familia de proteinas es importante en bacterias expuestas a variaciones ambientales, por lo
general existen varias copias de estos genes por organismo. Bacterias parasitas con
genomas pequefios, en los cuales la variacion ambiental es minima, generalmente no
poseen copias de genes de la familia Usp (Kvint et al. 2003).

Otro aspecto a destacar del genoma de Sediminibacterium sp. es que posee una sola
copia del gen de ARNr 16S. Esto nos permite inferir en los ensayos de PCR cuantitativa, que
una copia detectada de este gen corresponderia a la cuantificacion de una célula de
Sediminibacterium sp.

Por otra parte se detectd una mayor proporcion de genes relacionados a mecanismos de
defensa y replicacién, reparacion, y recombinacion de ADN. Este hallazgo podria estar
relacionado con la persistencia de esta cepa en la planta de tratamiento de efluentes
petroquimicos. Los genes relacionados a mecanismos de defensa le permiten a las

bacterias a sobrevivir en ambientes cambiantes. Por otro lado, un estudio de dinamica
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gendmica revelo la importancia de la transferencia horizontal de genes relacionados a la
replicacién, reparacion, recombinacion de ADN, en bacterias patdgenas para superar la
presencia de agentes estresantes que puedan dafiar el ADN. En consecuencia, estos
genes ayudarian a las bacterias a establecerse en ambientes hostiles (Ambur et al. 2009).

El constante avance en técnicas de secuenciacién masiva, permite obtener secuencias
gendémicas en menos tiempo y a un menor costo. Actualmente, el niUmero de cepas
bacterianas secuenciadas estd4 ascendiendo de manera exponencial. De esta manera, se
abrié un nuevo campo de estudio relacionado a la genémica comparativa, de gran interés
sobre todo en el estudio de cepas de una misma especie que muestran una patogenicidad
diferencial (Muzzi and Donati 2011).

Las primeras observaciones mostraron que existe un genoma nucleo (core genome),
compartido por la mayoria de las cepas de una especie, y otra parte del genoma variable
(Mira and Martin-Cuadrado 2010). Interesantemente, la dindmica gendémica parece estar
regulada por componentes estocasticos y deterministicos, al igual que como vimos en el
ensamblado de comunidades bacterianas. De esta manera, la presion de seleccion dada
por el ambiente determinara el genoma nudcleo, mientras que el genoma variable estaria
dictaminado por eventos al azar (Dini-Andreote et al. 2012).

Queda como objetivo a futuro realizar un estudio comparativo del genoma de
Sediminibacterium sp. y Sediminibacterium salmoneum, con el objetivo de estudiar la
dindmica gendmica de esta especie y analizar los genes presentes en las regiones

compartidas y variables.

Crecimiento planctonico vs agregado

En este trabajo se observé la capacidad de Sediminibacterium sp. de crecer en forma
agregada o planctonica, y se relacion6 a esta Ultima forma de crecimiento con un estado
estresado del cultivo. Generalmente se postula que las formas de crecimiento agregadas o
en biopeliculas corresponden a estructuras de resistencia, en las cuales se observa una
mayor expresion de genes relacionados al estrés (Resch et al. 2005; Schembri et al. 2003).
Inversamente, en este trabajo se observé una mayor expresion de genes relacionados al
estrés durante el crecimiento plancténico debido a la naturaleza microaerofilica de
Sediminibacterium sp. Durante el cultivo en condiciones aerébicas, Sediminibacterium sp. se
desarroll6 de manera planctonica, y exhibié una expresion aumentada de genes
relacionados al estrés oxidativo. La expresion de estos genes disminuy6 ante el agregado de
piruvato, que brinda proteccion frente al estrés oxidativo y en consecuencia desencadena la
forma de crecimiento agregada. Por esta razon, planteamos que Sediminibacterium sp. en su
ambiente natural se desarrolla de manera agregada ocupando un nicho microaerofilo

dentro del floc biologico (Figura 35), y emerge de forma plancténica ante una mayor
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exposicion al oxigeno. De manera similar, bacterias pertenecientes al género Leptospirillum
mostraron la capacidad de crecer en biopeliculas ocupando nichos microaeroéfilos o de forma
plancténica bajo aerobiosis, activando distintas rutas metabdlicas para la obtencién de
energia (Moreno-Paz et al. 2010).

En cultivos estaticos de Pseudomonas fluorescens SBW25 se produce un crecimiento
plancténico en el seno del liquido seguido de la aparicion de una biopelicula que se aloja en
la interfase aire-liquido donde la concentracién de O2 es mayor (Koza et al. 2011). En
este caso, el crecimiento en biopelicula aparece alrededor de los 5 dias de cultivo y se
atribuye a una variante génica capaz de sintetizar celulosa (Bantinaki et al. 2007). En los
cultivos de Sediminibacterium sp., tanto el crecimiento agregado como el planctonico
emergen en cuestion de horas, el cual no parece ser un tiempo razonable para corresponder
al tiempo evolutivo necesario para aparicion de una variante genética con una ventaja
adaptativa. Ademas, las colonias de ambas formas de crecimiento de Sediminibacterium
sp. exhibieron la misma morfologia en placa, a diferencia de lo ocurrido para las variantes
genéticas de Pseudomonas fluorescens SBW25, donde las colonias pertenecientes a la
variante de crecimiento en biopelicula exhibieron una textura arrugada (wrinkly) caracteristica
(Spiers 2007).

Durante el crecimiento desmedido de bacterias planctonicas ante el incremento de la
concentracién de fenol reportado por Watanabe y colaboradores, una de las poblaciones
mayoritarias de esta fraccion sobrenadante correspondié a la cepa Aquaspirillum delicatum
la cual mostr6 la capacidad de crecer en forma planctonica o agregada en medios
suplementados con fenol (Watanabe et al. 1999).

A pesar de que en diversos filotipos bacterianos se atribuyeron las distintas formas de
crecimiento a mutaciones en genes clave, la variacidbn entre crecimiento plancténico y
agregado en Sediminibacterium sp. no parece radicar en una diferencia génica. Una
observacion clave fue que las distintas formas de crecimiento de Sediminibacterium sp.
mostraron reversibilidad, dirigiendo su forma de crecimiento exclusivamente por la adicion o
no de piruvato en el medio de cultivo.

En estudios posteriores intentaremos dilucidar los mecanismos de agregacion de
Sediminibacterium sp. No se observaron diferencias apreciables en el contenido de las EPS
(ADN, proteinas y polisacaridos). Posiblemente algin otro tipo de macromolécula esté
mediando la agregacion, o bien la regulacién de la hidrofobicidad de la membrana.
Por otra parte, también es interesante estudiar a futuro, los mecanismos moleculares que
desencadenan el crecimiento planctdnico o agregado, y su relacion con el estrés oxidativo.
El estudio de esta cepa, podria servir como modelo para el avance en los conocimientos

relativos a la agregacion bacteriana, la cual suscita un gran interés biotecnolégico.
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Crecimiento plancténico como respuesta a estrés

En este trabajo se detecté el crecimiento excesivo en forma planctonica de una
poblacién bacteriana luego de shocks térmicos y de fenol. Este crecimiento se traduce en un
incremento considerable de la cantidad de solidos suspendidos, afectando notablemente
la calidad del efluente tratado.

El crecimiento masivo de Sediminibacterium sp. podria deberse a un cambio en el
ambiente que le provea una ventaja nutricional. En los experimentos realizados por
Watanabe y colaboradores en reactores sometidos a concentraciones crecientes de fenol,
las poblaciones mayoritarias encontradas en la fraccidon planctdnica corresponden a cepas
que degradan fenol. Por este motivo, postularon que esta ventaja nutricional les permite
competir favorablemente y prevalecer sobre las poblaciones floculentas (Watanabe et al.
1999). Sin embargo, en este trabajo el crecimiento excesivo de Sediminibacterium sp.
también se observa luego del tratamiento térmico. Asimismo, si bien los cultivos de
Sediminibacterium sp. mostraron cierta resistencia al fenol, en el genoma no se han
encontrado genes que codifiquen enzimas involucradas en la ruta metabdlica de degradacion
de este compuesto, por lo cual se descarta la posibilidad de su utilizacion como fuente de
carbono y energia. También hay que destacar que las bacterias del género Thauera se
conocen como buenas degradadoras de compuestos organicos, entre ellos el fenol (Silva et
al. 2013), sin embargo no se estimulé su crecimiento luego del shock de fenol ya que
practicamente se perdieron del sistema.

Por el contrario, el aislamiento de Sediminibacterium sp., y el posterior analisis
protedbmico de ambas formas de crecimiento, nos permitieron aseverar que el crecimiento
excesivo en forma plancténica se debe a una forma de resistencia a estrés. Un
mecanismo de reproduccién masiva como respuesta a estrés se describio en bacterias
marinas. Cultivos de un Vibrio marino (Ant-300) en baja densidad celular sometidos a
inanicién, mostraron un aumento repentino en el namero celular ante el agregado de
nutrientes en baja concentracion. Este incremento en el nimero celular no se consideré un
verdadero crecimiento ya que no implicé un aumento sustancial en la cantidad biomasa
(Novitsky and Morita 1978). Por esta razon, las células observadas, con un tamafo celular
11 veces menor al normal, se consideraron estructuras relacionadas a estrés (Novitsky and
Morita 1976).

También se reconoce el efecto positivo de la densidad poblacional frente al estrés
oxidativo, el cual estaria explicado por el aumento en la tasa de respiracion que disminuye
la concentracion de oxigeno local (Krieg and Hoffman 1986). De esta manera, un
aumento repentino en el ndmero celular podria implicar un mecanismo de respuesta a
estrés.

En el caso de Sediminibacterium sp., ademas de reproducirse masivamente, el hecho de
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hacerlo en forma plancténica le permitiria a esta cepa difundir mas eficientemente para
luego establecerse en un ambiente mas favorable, mediante los mecanismos de adhesion
involucrados en el crecimiento agregado. Un método similar de resistencia y escape fue
propuesto en Escherichia coli, donde se analizo el efecto de los genes de la familia usp en
la resistencia a estrés, motilidad, y adhesion. La expresién de estos genes, ademas de
conferir resistencia bajo distintas condiciones estresantes, son necesarios para
autoagregacion y motilidad de Escherichia coli. Se observé que mutantes de UspC y
UspE no fueron capaces de sintetizar flagelos y disminuyeron la expresion de la proteina
extracelular Ag43, proteina clave para autoagregacién de Escherichia coli (Nachin et al.
2005). En observaciones de Sediminibacteirum sp. mediante de microscopia electrénica de
barrido, no se visualizaron flagelos, como tampoco se identificaron genes involucrados en
la sintesis de los mismos en el genoma, por lo cual se descarta un mecanismo de
motilidad regulado por Usp. Sin embargo, se observé una clara correspondencia entre la
expresion de una proteina perteneciente a la familia de UspA y la autoagregacion, aunque
en este caso inversa. De manera similar a lo que ocurre en Escherichia coli, esta proteina
de resistencia a estrés identificada en Sediminibacterium sp. podria tener implicancia en la
expresion de genes relacionados en la agregacion o adhesion de esta cepa, a pesar de que
no se encontraron genes ortélogos de UspC, UspE ni Ag43. Otro ejemplo de la relacion en
la expresion de una proteina Usp y la agregacion, aunque también inversa a la observada
aqui, fue determinada a través del estudio de mutantes defectivos del gen uspA de

Porphyromonas gingivalis, los cuales fueron mas susceptibles al H202 y disminuyeron

considerablemente su capacidad de formar biopeliculas (Chen et al. 2006).

Estrés directo o indirecto de Sediminibacterium sp.

El crecimiento planctonico bajo estrés oxidativo descripto en cultivos puros de
Sediminibacterium sp., posee similitudes respecto al crecimiento de Sediminibacterium sp.
observado luego de los shocks térmicos y de fenol en los reactores a escala de laboratorio.
Ademés de conservar la caracteristica fundamental de crecer en solucion, tanto en los
reactores como en cultivos puros, se registrd el crecimiento excesivo caracteristico de la
forma de crecimiento planctonica. En consecuencia, postulamos que el crecimiento
planctonico de Sediminibacterium sp. en los reactores esta relacionado con una respuesta a
estrés luego de los shocks térmicos o de fenol.

A menudo, la respuesta de cultivos bacterianos frente a la exposicion subletal con
fenol (Roma-Rodrigues et al. 2010) o calor, desencadena una respuesta propia del estrés
oxidativo, induciendo la expresion de proteinas relacionadas con tal fendmeno (Christman et
al. 1985). Existe la posibilidad de que el shock al que se someten los reactores influya

directamente en el estado estresado de Sediminibacterium sp., que induce su crecimiento
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masivo y de forma planctonica. Sin embargo, los cultivos puros de Sediminibacterium sp.
sometidos a concentraciones crecientes de fenol o a shocks térmicos no mostraron este tipo
de respuesta.

Hay que destacar que tampoco se observd una respuesta directa a agentes
promotores del estrés oxidativo, como el H202 y el paraquat, a pesar de la observacion de la
influencia del estrés oxidativo intrinseco de las condiciones de cultivo aerdbicas. La
suplementacion con piruvato fue determinante para evitar dicho estrés oxidativo y el
consecuente desencadenamiento del crecimiento plancténico. Por consiguiente, todas las
pruebas de estrés sobre cultivos puros de Sediminibacterium sp. tuvieron que realizarse en
medios suplementados con este agente protector, lo cual podria estar enmascarando el
efecto real del estrés ensayado. De esta manera, no podemos descartar la accién directa de
agentes toxicos sobre Sediminibacterium sp.

En reactores basados en barros activados, existe una correspondencia entre el
tamafio del floc y la resistencia a agentes toxicos (Henriques and Love 2007). Por lo tanto,
ante un evento de desfloculacion masiva, las bacterias de Sediminibacterium sp. estan mas
expuestas a estos compuestos de los cuales normalmente se encuentran protegidas, y por
ende podrian responder a este estrés reproduciéndose masivamente. Las imagenes de
FISH muestran que la poblacion de Sediminibacterium sp. se encuentra mayormente en
la seccion interna del floc, posiblemente ocupando un nicho microaerofilico dentro del
mismo (Figura 35). Por esta razon, postulamos que el desprendimiento de
Sediminibacterium sp. luego del shock es independiente de su localizacion especifica en el
mismo, y se debe fundamentalmente a un mecanismo de respuesta a estrés que involucra la
accion indirecta del agente desfloculante al aumentar su exposicion a condiciones aerébicas.
La fragmentacién masiva observada, sin dudas expone repentinamente a las poblaciones
de Sediminibacterium sp. a concentraciones de oxigeno practicamente equivalentes a
las correspondientes al liquido, lo cual condiciona a estas bacterias microaerofilicas a un
estrés oxidativo considerable que desencadena el mecanismo de respuesta.

A pesar los altos niveles de oxigeno disuelto en los cuales operan las plantas de
tratamiento de efluentes basados en barros activados, se demostré la presencia de bacterias
anaerébicas inmersas dentro del floc que llevan a cabo reacciones claves para el
tratamiento de aguas residuales. Mediante el empleo de microsensores se determind la
presencia de un gradiente de oxigeno decreciente desde la periferia hasta el centro de
un floc biolégico, quedando demostrada la existencia de nichos andxicos en los cuales se
detectaron poblaciones de bacterias desnitrificantes y reductoras de sulfato mediante
FISH (Schramm et al. 1999). En otro trabajo en donde se reconstruyeron genomas enteros
de cepas sin cultivar relacionadas al filo TM7 presentes en barros activados, se detectd
mediante FISH que estas poblaciones ocupan regiones internas del floc que le proveen

condiciones microaerofilicas (Albertsen et al. 2013). De la misma manera, las poblaciones de
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Sediminibacterium sp. pueden ocupar regiones internas del floc distantes de la periferia de
acuerdo a sus necesidades de oxigeno.

Los altos niveles de oxigeno disuelto que establecen en las plantas de tratamiento de
efluentes basadas en barros activados pueden implicar un estrés oxidativo en las bacterias
gue conforman el sistema. De hecho, se detectd que la enzima superoxido dismutasa, de
conocida accién protectora frente al estrés oxidativo, es una de las proteinas extracelulares
mas abundantes en la biomasa de una planta de tratamiento de efluentes a escala real
(Park et al. 2008). En un estudio mas amplio, se hallé que el grupo de proteinas mayormente
representado en barros de reactores disefiados para la eliminacién de fésforo, esta
relacionado con respuestas a estrés. Los cambios ciclicos entre condiciones aerébicas y
andxicas que implica este sistema seria el motivo de esta respuesta. Entre las proteinas
identificadas se incluyen dos tipos de peroxirredoxinas, tiorredoxina, y diversas chaperonas
(Wilmes et al. 2008).

En definitiva, la desfloculacion masiva no sélo implica una mayor exposicién al oxigeno u
otros compuestos téxicos, sino que también altera la matriz extracelular donde podrian
hallarse enzimas protectoras frente al estrés oxidativo, y de esta manera podria afectar

a las poblaciones mas susceptibles como Sediminibacterium sp.
Modelo de crecimiento plancténico como respuesta a estrés en barros activados

A partir de estas observaciones proponemos un modelo de desfloculacién que incluye
dos fases: la desfloculacién masiva e inespecifica por parte de un agente externo quimico o

fisico, y el posterior crecimiento en forma planctonica de poblaciones del floc ante la

respuesta a estrés oxidativo (Figura 41).

Agente desfloculante Estrés oxidativo
€ ‘2“%
® .
c% ® @ - & .o ¢
[)9 — e ®
% w 3

Desfloculacion masiva Crecimiento plancténico de
e inespecifica Sediminibacterium sp.
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Figura 41. Modelo de crecimiento planctonico inducido por estrés luego de un evento de
desfloculacién masiva. Las esferas azules corresponden a las bacterias del floc, mientras que
las marrones representan a la poblacion de Sediminibacterium sp.

Bacterias del género Sediminibacterium no estan presentes en todos los sistemas de
barros activados. Sin embargo, el mecanismo indirecto de respuesta a estrés oxidativo aqui
propuesto para Sediminibacterium sp., podria extenderse a otras poblaciones
microaerofilicas que forman parte del floc biolégico. Como ya discutimos, las dificultades
existentes en realizar aislamientos bacterianos y en la determinacién de la naturaleza
microaerofilica de filotipos presentes en barros activados podrian implicar que la abundancia
de este tipo de bacterias sea mayor al estipulado. Practicamente no existen reportes sobre el
estudio de poblaciones microaerdfilas de barros activados, solamente unos pocos estudios
se remiten al aislamiento de ambientes naturales, en los cuales de destac6 su abundancia.

Por ejemplo se determin6 que el comportamiento de LSRMB reportado por Mazumder
fue observado en 10-54 % de los aislamientos realizados a partir de una gran diversidad
de muestras de agua de lagos, suelos, y barros activados (Mazumder et al. 2000). Por otra
parte, en un estudio de aislamientos realizados a partir de aguas subterraneas
contaminadas con clorofenol en el Sur de Finlandia, se encontr6 que la mayoria de las
bacterias aisladas fueron microaerdfilas, de las cuales méas de la mitad fueron catalasa
negativas y particularmente sensibles al H202 (Mannisto and Puhakka 2002). Esta
predominancia de bacterias catalasa negativas en el suelo, reportada tiempo atrds, también
puede ser un indicador de la subestimacion de las poblaciones bacterianas microaerdfilas en
este ambiente (Gledhill and Casida 1969; Labeda et al. 1974).

La diversidad bacteriana observada en plantas de tratamiento de efluentes basadas en
barros activados proviene en gran medida del ambiente. Por ende, la abundancia de
bacterias microaerofilicas en diversos ambientes permite pensar la posibilidad de que este
tipo de bacterias estdn ocupando nichos microaerofilicos en el floc biolégico de barros
activados en una proporcién mayor a la que se cree. El Unico reporte existente sobre el
estudio de la fisiologia de aislamientos bacterianos realizados a partir de muestras de barros
activados, corresponde a un trabajo de tesis realizado en la Universidad de Clemson, en el
cual se caracterizaron las propiedades de autoagregacion de 197 aislamientos. El medio de
cultivo empleado consistié basicamente en peptona, y no contdé con piruvato ni otro agente
protector frente al estrés oxidativo dentro de su composicion. Es interesante notar que el 65
% de los aislamientos tuvo capacidades intermedias de autoagregacion (Chen 2007).
Generalmente el indice de autoagregacion decrecié debido a la apariciébn posterior de
crecimiento  plancténico, de manera similar a lo observado en cultivos de
Sediminibacterium sin piruvato. En ese trabajo no se advirti6 que las propiedades de
autoagregacion pueden depender fuertemente de las condiciones de cultivo, como vimos en

nuestros experimentos. Teniendo en cuenta que la mayoria de los aislamientos podria ser
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microaerofilo, seria interesante determinar si la coexistencia del crecimiento planctonico y
agregado observado en la mayoria de estos aislamientos se modifica ante la suplementacion
con piruvato. Esta determinacion seria clave para establecer si el mecanismo de crecimiento
planctonico como respuesta a estrés en barros activados es un mecanismo general de
bacterias microaeréfilas o solamente estd asociado a bacterias relacionadas
filogenéticamente con Sediminibacterium sp.

En lo que respecta al manejo de plantas de tratamiento, siempre se prioriza tener valores
de oxigeno disueltos suficientes para que se puedan llevar a cabo las reacciones aerobias
de degradacién. Ademas,estan reportados eventos de desfloculacién frente a niveles bajos
de oxigeno, asociados al detrimento de la actividad metabdlica (Wilén et al. 2000a;
Zhang 2008). Muchas veces el control de este pardmetro es deficiente, por lo que se
tienen valores de oxigeno disuelto por exceso. De acuerdo al modelo propuesto, se deberian
tomar como posibles medidas disminuir los niveles de oxigeno o la adicionar agentes
protectores, sobretodo ante eventos de desfloculacion masiva. De esta manera se podria
evitar el crecimiento plancténico desmedido como respuesta al estrés oxidativo, el cual
incrementa notablemente la concentracion de sdlidos en la fraccidbn sobrenadante y

disminuye la calidad del efluente tratado.

CONCLUSIONES

Identificamos una cepa del género Sediminibacterium, que forma parte del floc estable en
plantas de tratamiento de efluentes petroquimicos, y que activa un crecimiento en forma
planctonica ante un evento de desfloculacion masiva, incrementando notablemente la
cantidad de solidos en el efluente tratado. De esta manera, propusimos un mecanismo
novedoso de desfloculacion, que incluye el crecimiento plancténico de bacterias
microaerdfilas que normalmente forman parte del floc como respuesta a estrés oxidativo, lo
cual tiene un efecto negativo sobre el tratamiento basado en barros activados.

Por otra parte, detectamos por primera vez el efecto del piruvato sobre la autoagregacion
de un cultivo bacteriano, el cual estaria relacionado con la proteccion frente al estrés
oxidativo. Mediante un analisis proteogendémico determinamos que la forma de crecimiento
planctonica sobreexpresa varias proteinas de respuesta a estrés. En consecuencia, la
respuesta a estrés oxidativo podria desencadenar un mecanismo activo de propagacion, en
el cual esta forma resistente puede ser Util para difundir y colonizar un ambiente favorable
donde se pueda desarrollar de forma agregada.

Queda como objetivo a futuro describir en detalle los mecanismos de agregacion y
respuesta a estrés de Sediminibacterium sp., el cual podria servir como modelo para
avanzar en los conocimientos de la agregacion bacteriana, que atrae un gran interés

biotecnologico.
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MATERIALES Y METODOS

Reactores a escala de laboratorio

Dinamica de formacién del floc

Se estudié la dindmica de formacion del floc bioldgico empleando reactores a escala de
laboratorio que simulan el funcionamiento de una planta de tratamiento de efluentes basada
en barros activados.

Se realizaron tres experimentos independientes, los cuales comprendieron a los
reactores denominados A, By C.

El esquema de funcionamiento de los reactores fue equivalente para los tres
experimentos, la diferencia entre los mismos se establecié en que fueron inoculados con
distintas muestras de barros activados. Las muestras de barro, con una concentracion de
sélidos totales de aproximadamente 5 g/l, se tomaron de camaras de aireacion de una planta
de tratamiento de efluentes domésticos y de tres plantas que tratan efluentes industriales
(alimenticia, textil y petroquimica). Seguidamente, se transportaron al laboratorio en
frascos de vidrio (dejando una camara de aire para prevenir anaerobiosis) en un lapso menor
a las dos horas.

Debido a que se pretendié estudiar la dindmica de la floculacién, fue necesario
disgregar los flocs de barros activados durante la aclimatacion de la biomasa para
enriguecer a la misma en poblaciones planctonicas. Se tomaron 150 ml de barro, los cuales
se agitaron vigorosamente y se mezclaron con 150 ml de medio Synthetic Sewage (SS) 2X
estéril (ver Anexo Ill). Luego se incubé a 25°C y se agrego diariamente durante 3 dias
200 ml de SS 2X estéril, sin eliminacién de biomasa.

Para iniciar el experimento, se tomaron 4 alicuotas de 200 ml de la suspensiéon de
biomasa no floculenta y se emplearon para inocular 4 reactores replicados con 600 ml de
medio SS estéril (concentracién final 1X). Se conservaron muestras de esta
suspension de biomasa inoculante para diversos analisis.

Los reactores con 800 ml de volumen util se montaron sobre una plataforma de agitacion
magnética, la cual se establecié en 250 rpm, y dentro de una cabina cerrada (Aqualytic) con
control de la temperatura a 20£1°C. Ademas, los reactores se airearon con difusores y se
alimentaron con medio SS 1X esterilizado empleando una bomba peristaltica automatizada
(Figura 42).

Los reactores se operaron durante 40 dias bajo el modo de batch secuencial, en el
cual la retencién de biomasa de lleva a cabo en el mismo reactor y no en un
sedimentador aparte. Esta configuracion, descripta en la Figura 43, consta de tres pasos

1. Sedimentacion: La aireacion y la agitacion magnética se detuvo una vez por dia
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durante 30 minutos para llevar a cabo la sedimentacién del barro.

2. Decantacion: 150 ml de sobrenadante clarificado fueron decantados
manualmente.

3. Aireacion y alimentacion: Al reanudarse el mezclado y la aireaciéon cada reactor fue
alimentado separadamente con 350 ml de medio SS esterilizado. Los
reactores A se alimentaron continuamente con un flujo de 0,3 ml/min, mientras que
los reactores B y C fueron alimentados mediante 6 pulsos de 30 minutos
separados por 3 horas con un flujo de 2 ml/min, siempre empleando una

bomba peristaltica automatizada.

Figura 42. Reactores a escala de laboratorio empleados en este estudio. Los reactores se
encuentran dentro de una cdmara termostatizada, dispuestos sobre una plataforma con
agitacion magnética. También se observa el sistema automatizado de aireacion y alimentacion.
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Sedimentacidn Aireacién
30 min Alimentacion

SRT=4 dias
Temperatura 20°C
Volumen 800 mi

Decantacién
150 mi

Figura 43. Esquema de funcionamiento de los reactores a escala de
laboratorio. Un ciclo diario incluye los pasos de sedimentacion, decantacion
y alimentacion.

El cambio de una alimentacién continua hacia una alimentacién pulsada, se realizd
para evitar el crecimiento de bacterias filamentosas. De todas formas en los tres
experimentos el caudal de alimentacion por ciclo fue de 350 ml/dia. En consiguiente, el tiempo
de retencién hidraulico (HRT, del inglés hydraulic retention time) que resulta de la division del
volumen del reactor (800 ml) y del caudal de ingreso (el cual equivale al caudal de salida del

efluente tratado y aqui corresponde a 350 ml/dia) fue de 2,3 dias (54 horas).
HTR=Vr/Q
Donde,
Vr = volumen del reactor
Q = Caudal de ingreso (alimentacion) o salida (efluente tratado)
Hacia el final del paso de alimentacion (mas aireacion) se extrajeron cada dia 200 ml de

barro. La cantidad de barro que se elimina del sistema en cada ciclo determina el tiempo de

retencion celular o tiempo de retencion de solidos (SRT, del inglés solids retention time), que
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esta dado por la siguiente formula:

SRT =Vr Xr/ Qp Xp

Donde,

Vr = Volumen de reactor

Xr = Concentracion de sélidos en el reactor
Qp = Caudal de purga

Xp = Concentracion de sélidos en la purga

Considerando que la mezcla del barro es homogénea y por ende la concentracion se
sélidos en el reactor y en la purga es equivalente, el tiempo de retencion de soélidos resultara
de la division del volumen del reactor (800 ml) y del caudal de purga (200 ml/dia), por lo cual
fue de 4 dias. En consiguiente cada experimento de 40 dias comprende una duracién
equivalente a 10 veces el tiempo de retencion celular.

Las muestras se tomaron durante la purga en intervalos regulares de 3 dias, se
centrifugaron a 7.000 g durante 5 minutos, se descart6é el sobrenadante y se
congelaron en nitrégeno liquido para luego conservarlas a -70°C hasta su andlisis.

Como se mencioné anteriormente, cada tipo de reactor se inoculd con distintas
muestras de barro. Los reactores A se inocularon con una Unica muestra de barro, obtenida
de la cAmara de aireacion de una planta de tratamiento de efluentes domésticos. En cambio,
los reactores B y C se inocularon con una mezcla de barros de esta misma planta de
tratamiento de efluentes domésticos y tres industriales: una planta de tratamiento de
efluentes de procesado de alimentos para mascotas, una textil y una petroquimica. Las
cuatro plantas de sitdan en la provincia de Buenos Aires, y en la Tabla 8 se describen los
parametros clave de funcionamiento de las mismas. La diferencia entre los reactores B y
C radica en los diferentes porcentajes de los cuatro tipos de barros que inoculan a los
reactores. Cada uno de los cuatro reactores B contiene un 70 % de un tipo de barro y 10 %
de cada uno de los restantes, en consiguiente no se consideran réplicas. Por otra parte los
reactores C (al igual que los A) estan cuadriplicados, conteniendo un 25 % de cada barro en

los cuatro reactores Figura 44.
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Tabla 8. Detalles de funcionamiento de las plantas de tratamiento de efluentes de las
cuales se tomaron muestras de barro para inocular los reactores a escala de laboratorio.

Tipo de Efluente Doméstico| Alimenticia | Textil | Petroguimica
Flujo diario (m3/h) 700 96 3400 4300
DOB influente (mg/l) 350 1200 400 220
Concentracion
de sélid 2500 2350 1950 3400
€ S0ollaos
HRT (h) 12 60 32 30
SRT (d) 16 10 23 49
DOB efluente (mg/l) 28 35 25 46
| Reactores A 1?2 81
:I“ c1 . 1 . c1 . c1
~| 4 reactores, il J_CI l_]:[ . v—|:|
~ | 1sdloinéculo - Az
50 +— ]
| Reactores B 51 ﬁ&i 2 - -
0
—3, 4 inoculos mezclados 1 3
i en distinta proporcion 7o . B3
(7:1:1:1) ? =1
;: c3 €3 c3 . ¢©3
: Al ) == L — ]
I Reactores C 104 2
i
] cd ca ca ca
4 indeul lad 2%
en igual proparcién o = |

Industria Industria Industria
alimenticia textil petroguimica

Doméstico

Figura 44. Esquema que detalla el porcentaje de los distintos barros extraidos de plantas que
tratan distintos tipos de efluentes (domésticos, industria alimenticia, industria textil, industria
petroquimica) que se emplearon para inocular los reactores a escala de laboratorio
correspondientes a los tres experimentos realizados (A, By C).
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Experimento de desfloculacion

Para el analisis del efecto de cambios bruscos de temperatura o concentracion de
fenol sobre la integridad del floc bioloégico, se empled el mismo sistema de reactores a escala
de laboratorio utilizado en el estudio de la dinAmica de formacion del floc. En este caso, el
barro elegido para inocular los reactores fue el procedente de la planta de tratamiento de
efluentes petroquimicos, debido a que habitualmente en este tipo de efluentes se dan con
mayor asiduidad fluctuaciones térmicas y de concentracion de fenol.

Se emplearon 800 ml de barro (con una concentracion de sélidos de aproximadamente 5
g/l), el cual se diluyé 4 veces con medio SS (concentracion final 1X) y se dividié en 4
reactores replicados, dispuestos en una cabina cerrada (Aqualytic) con control de la
temperatura a 25+1°C. Los reactores se operaron durante 16 dias bajo el modo de batch
secuencial con retencién de biomasa. La aireacion y la agitaciéon magnética se detuvo una
vez por dia durante 60 minutos para llevar a cabo la sedimentacion del barro, luego 310 ml
de sobrenadante clarificado fueron decantados manualmente. Al reanudarse el mezclado y la
aireacion cada reactor fue alimentado separadamente con

350 ml de medio SS esterilizado (suplementado con 100 mg de fenol), el cual se dosificd
mediante 6 pulsos de 30 minutos separados por 3 horas con un flujo de 2 ml/min. Luego se
extrajeron cada dia 40 ml de barro, de forma que el tiempo de retencion de sélidos fue de 20
dias. En este caso se eligié un tiempo de retencion celular alto para minimizar los cambios
poblacionales independientes del shock a realizar.

En el dia 9 de operacién, luego del paso de decantacidn, dos reactores (reactores A)
fueron sometidos térmicamente alimentando con un pulso de 350 ml de medio SS 0,25 X a
80°C (la temperatura en el interior de los reactores alcanz6 los 50°C). Los otros dos
reactores (reactores B) fueron expuestos a un shock de fenol alimentando con un pulso de
350 ml de medio SS 0,25 X suplementado con 1 g de fenol (resultando una concentracion
final en el reactor de 1,25 g/l). N6tese que se empled una concentracion baja de medio SS
(0,25 X) para evitar un shock de nutrientes en los reactores.

La toma de muestras se realiz6 los dias -1, +1 y +7 respecto del shock (correspondientes
a los dias 8, 10 y 16 del experimento). Para los andlisis de ADN, las muestras de floc fueron
tomadas de la purga a partir de 500 pl de mezcla. En cambio, las muestras de
sobrenadante fueron tomadas del paso de decantacion, a partir de 100 ml de efluente
clarificado. Las muestras se centrifugaron, se congelaron con nitrégeno liquido y se

guardaron a -70°C hasta su andlisis.
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Adicionalmente se conservaron muestras en glicerol (25 % final) a -70°C para
aislamientos, como asi también se fijaron muestras con paraformaldehido 4 % y se

guardaron a -20°C para analisis de FISH.

Anélisis del tamafio del floc biol6gico

Los flocs se visualizaron en un microscopio de BX41 (Olympus) empleando luz blanca, o
alternativamente por fluorescencia utilizando el kit de tincién LIVE/DEAD BaclLight
(Invitrogen) para determinar viabilidad.

Para cada muestra analizada, se examinaron 100 flocs al azar. El area de cada floc se
determin6é delimitando manualmente la superficie del mismo mediante la herramienta
freehand en el programa ImageJ (rsbweb.nih.gov/ij/). Luego se convirtié cada valor de area
al valor correspondiente de didmetro asumiendo una forma circular del floc. Durante el
estudio de la dinamica de formacién del floc se establecié el promedio de del tamafio del
floc en cada muestra y se calcul6 el error estandar asociado a la medicion.

Por otra parte, para visualizar el efecto de agentes desfloculantes, se realiz6 un
andlisis de la distribucion de tamafios de la poblacion de flocs de distintas muestras. Cada
uno de los 100 flocs medidos fue clasificado de acuerdo a su tamafio, obteniéndose asi el
porcentaje de flocs presentes en los distintos rangos establecidos. Para simplificar la
comparacion entre muestras, se promediaron los valores de porcentajes obtenidos entre los

dos reactores replicados de cada tipo, y se calculé el error estdndar asociado (n=2).

Parametros funcionales

Las mediciones de DQO se realizaron con kit IMPEC, bajo recomendaciones del
fabricante. Se realiz6 la medicion de la DQO del medio de cultivo empleado para alimentar
los reactores, el cual correspondié a un valor promedio de 662 mg/L. De esta forma los
resultados expresados en porcentaje de remocién de DQO se refieren a la diferencia
porcentual respecto a este valor.

Los valores de turbidez del sobrenadante se obtuvieron a partir de la medicion de la
A600 de una muestra representativa del liquido decantado en cada ciclo de los
reactores. Los solidos totales corresponden a valores de peso seco de las muestras de purga.

Se tomaron 1 ml de muestra los cuales se secaron en horno hasta peso constante.

Extraccion de ADN-ARN

Se aplicd un protocolo para extraer conjuntamente ADN y ARN de las muestras. Todos los

materiales y soluciones empleadas fueron libres de ARNasa.
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Los pellets de biomasa, tanto de muestras de barro como de cultivos puros, se
resuspendieron en 500 ul de buffer Tris-EDTA (TE) pH 8,0 y se transfirieron a tubos de 2 ml
con tapa a rosca con 0,5 g de bolitas de zirconia (Biospec Products). Inmediatamente se
adicionaron 250 ul de fenol equilibrado con buffer TE pH 8, 250 ul de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1) y 50 pl de dodecilsulfato de sodio (SDS) 10 %. Las células se lisaron
fisicamente mediante agitacion a 2500 rpm durante 30 segundos en Bead Beater (Biospec
Products) y se colocaron inmediatamente en hielo. Alternativamente, en las muestras
correspondientes a los reactores de desfloculacion, se empleé el equipo Precellys (Bertin
Technologies) para lisar simultineamente todas las muestras en frio.

La velocidad de agitacion se eligié luego de probar distintas condiciones en dos
muestras aleatorias, en la Figura 45 se observa que con un solo pulso de 30 segundos a
2500 rpm se maximiza la extraccion y se minimiza la degradacion de los 4cidos nucleicos
(principalmente ADN). Posteriormente se centrifugé durante 5 minutos a 16.100 g, se
transfirio la fase acuosa a un tubo limpio y se realizé una re-extraccion por duplicado con
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). A partir de los 150 pl de solucién resultante, se
precipitaron los &cidos nucleicos con 2 volumenes (300 ul) de etanol 100 % y 0,1 volimenes
(15 ul) de acetato de sodio 3 M pH 5,2; se mantuvo a -20°C durante 2 horas y se centrifugo
durante 40 minutos a 16.100 g. Luego, se realizaron dos lavados con etanol 70 %, se dejo
secar el pellet bajo ldmpara y se resuspendié en 50 ul de agua libre de nucleasas. La
integridad del ADN y ARN se corroboré mediante la corrida en geles de agarosa 1 %.

Finalmente, alicuotas de esta solucion fueron tratadas alternativamente con ARNasa o

ADNasa para obtener soluciones de ADN o ARN respectivamente.
Bead-Beater

sin
agitacion 2500 rpm 5000 rpm 5000 rpm (x2)

PM M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2

et

—_— ) e (e

23130 pb- b
—
232205

Figura 45. Extracciéon simultanea de ADN-ARN, empleando distintas condiciones de agitacion
durante el paso de lisis celular. PM: Peso molecular (marcador A Hind Ill). M1 y M2:
extracciones de ADN/ARN de muestras de barros de reactores a escala de laboratorio
replicados.
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Tratamiento con ARNasa A libre de ADNasa

Para la obtencion de muestras de ADN, alicuotas de 10 pyl de ADN/ARN se trataron
con ARNasa A libre de ADNasa (Sigma) en una concentracion final de 10 ug/mi
durante 1,5 horas a 37°C.

Tratamiento con ADNasa RQL1 libre de ARNasa

Las muestras de ARN resultan del tratamiento con ADNasa RQ1 libre de ARNasa
(Promega). Cada tubo de reaccién de 25 pl consistié en 10 pyl de ADN/ARN, 1 yl de buffer
de reaccién 10 X, 0,5 U de ADNasa RQ1 y agua libre de nucleasas. La digestion se realizé

durante 1 hora a 37°C, y se detuvo con un paso a 65°C durante 10 minutos.

Transcripcion reversadel ARN

Cada reaccion para la sintesis de ADNc contuvo 4 uL de buffer 5X (Promega), 20 uM de
dNTPs, 0,6 uM de cebador R534, 5 uL de soluciéon de ARN y agua libre de nucleasas hasta
un volumen de 20 ul. Esta mezcla se incubdé a 65°C durante 5 minutos para
desnaturalizar la estructura secundaria del ARN y luego se pas6 a 37°C etapa en la cual
luego de 10 minutos se agregd 1 pl de Retrotranscriptasa MMLV (Promega) y se dejo
incubando durante 50 minutos adicionales. La reaccién concluy6 con un paso de 10 minutos
a72°C.

En todos los ensayos se incluyeron controles sin molde, y con molde de ARN pero sin RT

(para descartar amplificacién a partir de ADN).

Amplificacion de genes de ARN ribosomal 16S

La reaccion se llevd a cabo en 50 pl con 5 pl de buffer Taq polimerasa 10 X
(Invitrogen), enzima Taq polimerasa (Invitrogen) 1,25 U, dimetilsulféxido 5 %, dNTPs 0,2
mM de cada uno, MgCl2 3 mM, BSA 0,1 ug/ml, cada cebador en una concentracién de 0,1
MM, y 5 pl de una dilucion 1/20 de ADNc o alternativamente 1/50-100 de ADN gendmico
(entre 2-100 ng aproximadamente). El programa de amplificacién consisti6 en una
desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de 30 segundos de
desnaturalizacion a 94°C, 30 segundos de hibridacion a 55°C y 45 segundos de
extension a 72°C, con un paso de extension final de 10 minutos a 72°C. Se llevdé a cabo la
amplificacion total del fragmento de 193 pb correspondiente al dominio hipervariable V3
del gen de ARN ribosomal 16S empleando los cebadores F341-GC y R534. La
incorporacion de una secuencia rica en GC en el cebador directo se utilizé para evitar la
desnaturalizacion completa durante la electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante
(Muyzer et al. 1993).
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La cantidad y tamafio del los amplicones obtenidos se verificO mediante la corrida en

geles de agarosa 2 %.
Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE)

Empleando la técnica de electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante, los
fragmentos amplificados de 193 pb se separaron de acuerdo a su contenido de GC. Durante
la electroforesis, las moléculas de ADN se disocian parcialmente por la accién del
desnaturalizante, viéndose afectada su movilidad. La desnaturalizacién del ADN depende de
su contenido de GC, por lo tanto se llevard a cabo una desnaturalizacién diferencial de los
amplicones en distintas regiones del gel a lo largo del gradiente de concentracion de
formamida-urea. Generalmente las distintas secuencias amplificadas, se corresponden con
una variabilidad en el porcentaje de GC, por ende cada banda visualizada en los geles de
DGGE se asocia a un taxén, y su intensidad se relaciona directamente con su abundancia
relativa.

En el estudio de la dinamica de formacion del floc biolégico nos enfocamos en el analisis
de las poblaciones bacterianas metabdlicamente activas, por lo tanto se realizd una
amplificacion del ARNr 16S total, lo que requiere una retrotranscripcion total a partir del
ARN extraido y la posterior amplificacion.

Por otro lado, para efectuar el andlisis de las poblaciones bacterianas que muestran un
desprendimiento distintivo del floc luego de shocks térmicos o de fenol, se realiz6
directamente la amplificacion total a partir de muestras de ADN, ya que en este caso el
objetivo fue caracterizar las poblaciones bacterianas que muestran este comportamiento
més alla de su estado metabdlico.

La electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante se realizé de acuerdo a los
procedimientos establecidos por Muyzer y colaboradores (Muyzer et al. 1993). Se
prepararon geles de poliacrilamida 8 % conteniendo un gradiente lineal de 40 a 65 % de
desnaturalizante (donde el 100 % de desnaturalizante contiene urea 7M y formamida
40 % v/v), utilizando un armador de gradiente (Hoefer Scientific Instruments). Los productos
de ampilificacién fueron concentrados en speed vac (FTS Systems) hasta 10 ul para ser
sembrados en el gel. Las corridas electroforéticas se llevaron a cabo en un equipo de DGGE
(CBS Scientific), a 65 V (aproximadamente 15 mA) durante 16 horas a 60°C en buffer TAE
1X. Los geles fueron tefiidos con Sybr Gold (Invitrogen) 1X en TAE 1X durante 30 minutos,
lavados en TAE 1X durante 10 minutos y visualizados en transiluminador UV con camara

acoplada (Syngene).

DGGE-Southern Blot

Se transfirio el DGGE a una membrana Hybond (GE Healthcare Life Sciences) mediante
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electrotransferencia, 1 hora a 300 mA constantes (sin exceder los 25 V). La
desnaturalizacion se realizé depositando la membrana sobre papeles de filtro embebidos en
solucién desnaturalizante (NaOH 0,4 M, NaCl 0,6 M) durante 10 minutos. Se lavo
ligeramente la membrana con buffer SSC 2X, y se sec6 en estufa a 42°C durante 30
minutos. Por dltimo, el ADN se adhiri6 covalentemente a la membrana mediante
exposicion a UV durante 1 minuto.

Durante la pre-hibridacién se agregaron 10 ml de solucion de pre-hibridacion (SSC 5X,
buffer fosfato de sodio pH 7,2 200 mM, SDS 7 %, Denhardt’'s 1X, ADN de esperma de
salmén 100 pg/ml) y se incub6 en horno con agitacién rotatoria a 50°C durante 4 horas.
Luego se descartd esta solucién y se agregaron 10 ml de solucion de hibridacién (60
pl de oligonucleétido marcado con ATP-y32P, NaCl 0,9 M, buffer fosfato de sodio pH
7,2 50 mM, EDTA 5 mM, Denhardt’'s 10X), incubando bajo las mismas condiciones
durante 18 horas. Se realizdé un primer lavado mediante el agregado de 20 ml de buffer
SSC 1X y SDS 1 %, incubando durante 30 minutos a 50°C. A través de un segundo
lavado disminuyendo la concentracion salina (SSC 0,5X) y aumentando la temperatura
(55°C) se consiguid evitar bandas inespecificas. La exposicion se realiz6 toda la noche a -
70°C empleando placas radiogréficas Kodak. La captura de las imagenes se realizd

empleando el sistema Storm 820 (Molecular Dynamics).

Anélisis de geles de DGGE

El andlisis de los geles de DGGE se llevo a cabo con el programa GelCompar 1l (Applied
Maths), mediante el cual se realizé la deteccidn de las bandas y se determiné su intensidad.
De esta manera cada DGGE digitalizado se convirti6 en una matriz binaria, en la cual las
columnas corresponden a cada muestra y las filas a cada banda registrada, siendo los
numeros los valores de intensidad relativa de las mismas.

Una vez obtenida la matriz, se realizaron diversos andlisis de similitud entre las

muestras.

Andlisis de Moving-Window

Este andlisis refleja la dindmica de cambio de la estructura de la comunidad bacteriana
(Marzorati et al. 2008), y consiste en determinar el indice de similitud Bray-Curtis entre
muestras temporales consecutivas y graficarlas en el tiempo (Possemiers et al. 2004). Las
muestras consecutivas analizadas corresponden a lapsos de 3-4 dias, y el indice de
similitud de Bray-Curtis se calculé6 empleando el programa PAST (Palaeontological Statistics,
version 1.85) disponible en el sito web de la Universidad de Oslo

(http://folk.uio.no/ohammer/past). Este indice no sélo considera la presencia y
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ausencia de taxones entre muestras, sino que también contempla las diferencias en la

abundancia relativa de los mismos.

indice de similitud de Raup-Crick

El indice de similitud de Raup-Crick (SRC) corresponde a un indice probabilistico
empleado para determinar si las similitudes o disimilitudes observadas entre muestras son
significativas (con un nivel de confianza del 95 %). Este célculo tiene en cuenta sélo la
presencia o ausencia de especies, es decir que cada numero distinto a 0 en la matriz
obtenida de los DGGE se considera presencia.

El SRC utiliza un procedimiento de aleatorizacién (Monte Carlo) para comparar el
ndmero observado de especies comunes con la distribucién de co-ocurrencias encontradas
en 200 repeticiones al azar (Raup and Crick 1979). Valores de SRC superiores a 0,95
indican diferencias significativas respecto a los ensamblados al azar, lo que indica que las
dos muestras son significativamente similares. Por otro lado, valores de SRC menores a
0,05 indican que las muestras son significativamente disimiles. El calculo de los indices

SRC también se realiz6 con el programa PAST version 1.85.

Tasa de recambio de especies

Con el objetivo de caracterizar la variabilidad temporal de las comunidades
bacterianas de los reactores, se determind la relacion especie-tiempo la cual describe cémo
las especies de la comunidad son eliminadas y reemplazadas a lo largo del tiempo T sobre
el cual se realiz6 el analisis (Rosenzweig 1995). La relacion especie- tiempo se ajusta a la

siguiente funcion exponencial:
S=cT?

Donde,

S=riqueza “acumulada”
c= constante empirica

w = tasa de recambio de especies

El parametro de riqgueza “acumulada” se establecié midiendo el valor de riqueza inicial
(nimero de bandas/taxones) sobre el cual se fue sumando la cantidad de taxones
novedosos que fueron detectados a lo largo de las muestras temporales.

La tasa de recambio de especies se estimé a partir de la pendiente de la regresion lineal
efectuada sobre graficos de log T vs log S.

La influencia de la riqueza de la metacomunidad sobre la tasa de recambio de
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especies se determind mediante la prueba de Student.

Modelo neutral propuesto para procariotas

Empleamos el modelo neutral desarrollado por Sloan para el andlisis del ensamblado
estocéastico de comunidades procariotas (Sloan et al. 2007; Sloan et al. 2006), que ajusta la
relacion observada entre la abundancia relativa de los distintos taxones y la frecuencia con la
gue son encontrados en las muestras de analisis.

En este trabajo empleamos los datos obtenidos mediante DGGE, de los cuales se
extrajeron los valores de frecuencia de aparicibn de cada taxén y su abundancia
relativa promedio a lo largo de las muestras temporales analizadas. Cada banda de los geles
de DGGE se asumi6é como un taxon, y su abundancia relativa se determiné a partir de los
datos de intensidad. La frecuencia de cada banda se calcul6 como el nimero de muestras
donde la banda fue encontrada dividido el nimero de muestras totales analizadas.

El ajuste de cuadrados minimos de las curvas se realiz6 con el programa Mathematica

(Wolfram Research, Inc.).

indice de similitud Bray-Curtis

El uso del coeficiente de Bray-Curtis es recomendado cuando se comparan muestras en
base a la abundancia de diferentes taxones, ya que no soélo tiene en cuenta la
presencia/ausencia sino que también considera las diferencias de abundancias relativas. El
indice de similitud de Bray-Curtis entre dos grupos, A y B, se calcula con la siguiente

formula:
Zf__l min(ziA, xiB)
S (ziA+ 2iB)

i

BrayCurtisA, B = 2

Donde xiA y xiB son los valores de la variable i en las muestras A y B, min (xiA, xiB) es el
menor valor mayor a 0 de cada variable en ambas muestras, y S es el nUmero de variables.
En nuestros andlisis, las variables corresponden a los distintos taxones asociados a las
bandas en los perfiles de DGGE, y el valor de la variable corresponde a la abundancia
relativa del taxén que se obtiene a partir de la intensidad de cada banda.

El andlisis de porcentaje de similitud (SIMPER), que analiza la contribucion de cada

taxon a la diferencia entre grupos, se realiz6 con el programa PAST.
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Disefio de sondas especificas de Sediminibacterium sp. y Thauera sp.

Se cortaron varios representantes de las bandas de interés | y Il, y se dejé eluyendo
toda la noche en 500 ul de buffer TE pH 8,0 a 4°C. Posteriormente se tomé el
sobrenadante y se precipitd el ADN mediante el agregado de 10 pl de NaCl 5M, 1250 ul de
etanol absoluto e incubacién en hielo durante 30 minutos. Se centrifugé a 16.100 g durante
30 minutos a 4°C y se realizaron dos lavados con etanol 70 %. Finalmente se resuspendi6
el ADN en 50 pl de agua libre de nucleasas.

Luego de la purificacion del ADN, se reamplifico la secuencia de 193 pb con los
cebadores universales F341 y R534, y se corri6 nuevamente en DGGE hasta obtener una
Unica banda. Finalmente, se secuenciaron los fragmentos amplificados a partir de la banda

aislada mediante del servicio de Macrogen Inc. (www.macrogen.com). La caracterizacion

taxondmica de las secuencias obtenidas se realizO empleando la herramienta
bioinformatica RDP taxonomy classifier (Wang et al. 2007).

De acuerdo a su posicién, estas secuencias abarcan la regién hipervariable V3 del gen
ARNr 16S, por lo tanto se utilizaron para el disefio de oligonucleétidos especificos de ambos
taxones. Se empled el programa Primrose (Ashelford et al. 2002) para buscar regiones
especificas en estas secuencias cotejando con la base de datos de secuencias de ADNr
16S del RDP (Cole et al. 2009). La especificidad de las sondas fue corroborada empleando
el programa RDP probematch (Cole et al. 2009), el cual revel6 que sélo 17 de 1048
secuencias pertenecientes al género Sediminibacterium de otros estudios ambientales y 6 de
7919 secuencias sin clasificar de la familia Chitinophagaceae pueden hibridar con SDM469.
Por otro lado se observé que 185 de los 1257 taxones identificados del género Thauera
podrian ser detectados mediante la sonda THAU468.

En la PCR dirigida al screening de las colonias de Sediminibacterium sp. y Thauera sp. se
emplearon las mismas condiciones de reaccion establecidas para la amplificacion del gen
ribosomal 16S, empleando los cebadores F341 y el SDM469 o THAU468 respectivamente.
Otra modificacion que se efectu6 en estas PCR fue la temperatura de hibridacién. Se
realiz6 una PCR en gradiente para determinar la temperatura de hibridacion 6ptima, y se
pudo determinar que se encuentra entre los 58-60°C en ambos casos (Figura 46).

La especificidad de la sonda SDM469, ademés de determinarse in silico, se comprobé
experimentalmente ya que no se observé amplificacion a partir de muestras de ADN total

provenientes de barros de otras plantas.
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PCR Sediminibacterium sp. PCR Thauera sp.
PM 50.0 50.4 51,5 53.0 54.8 56.6 58.4 60.2 62.0 63.5 64.6 65.0 - PM 50.0 50.4 51.5 53.0 54.8 56.6 56.4 60.2 62.0 63.5 64.6 65.0 -

Figura 46. PCR especifica de Sediminibacterium sp. y Thauera sp. empleando un gradiente de
temperaturas de hibridacion. EI maximo de amplificacién se alcanza con una temperatura de
hibridacion correspondiente a 60,2°C en la PCR especifica de Sediminibacterium sp., mientras
gue en la PCR especifica de Thauera sp. se optimizo la reaccion empleando una temperatura
de 58,4 °C.

Screening, aislamiento y cultivo de Sediminibacterium sp

Los aislamientos fueron realizados empleando como inéculo diluciones seriadas de
muestras de biomasa provenientes de los de reactores conservadas en Glicerol 25 %, en los
cuales los taxones de interés mostraron una mayor abundancia. De esta forma la incubacién
en los reactores a escala de laboratorio funcionaron como un cultivo de enriquecimiento de
estas cepas previo a su aislamiento.

En cuanto a los medios empleados, se intent6 simular las condiciones impuestas en los
reactores o las extraidas de bibliografia que se emplearon para el cultivo de cepas
relacionadas. De esta forma, los medios empleados fueron el SS, es decir el mismo medio
empleado para la alimentacién de los reactores pero de forma sélida; y el medio R2A, en el
cual se logro aislar a Sediminibacterium salmoneum, la primer cepa aislada representante del
género Sediminibacterium (Qu and Yuan 2008). Para solidificar los medios R2A y SS, se
agregé agar en una concentracion de 15 g/l. Algunas placas de R2A y SS fueron
suplementadas con fenol a una concentracién de 0,3 g/L o con el efluente a tratar de la
planta petroquimica, en un 25 % del volumen. Las placas se incubaron aerdbicamente
durante 10 dias a 30°C. También se probaron condiciones anaerébicas empleando la jarra 'y
el kit de anaerobiosis Oxoid.

El medio R2A suplementado con extracto de barro activado fue preparado de la
siguiente manera. Un total de 5 g de barro se lavé dos veces, se diluyé en 500 ml de agua
destilada y se calenté hasta ebullicion manteniéndolo durante 15 minutos. Posteriormente
350 ml de sobrenadante se mezclaron con 150 ml de una solucién estéril con 0,25 g de

peptona de carne; 0,25 g de extracto de levaduray 7,5 g de agar.
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Este método de preparacion fue adaptado del medio empleado para el aislamiento de
Sediminibacterium salmoneum (Qu and Yuan 2008).

La estrategia de aislamiento consistié en realizar los cultivos por duplicado, de modo
de obtener un lisado de las colonias de una placa para realizar el screening por PCR y
eventualmente ante un resultado positivo, buscar en la otra placa mediante PCR de
colonias (Stevenson and Eichorst 2004). Los lisados de los cultivos se obtuvieron
agregando 3 ml de solucion salina sobre la placa y raspando la superficie con una espatula.
Seguidamente se realizd una extraccion de ADN y una posterior PCR empleando

cebadores especificos de Sediminibacterium sp. o Thauera sp.

ERIC-PCR

La reaccion se llevdo a cabo en 50 pl con 5 pl de buffer Taq polimerasa 10 X
(Invitrogen), enzima Taqg polimerasa (Invitrogen) 1,25 U, dimetilsulféxido 10 %, dNTPs 0,2
mM de cada uno, MgCI2 1,5 mM, BSA 0,1 ug/ml, los cebadores ERIC1R y ERIC2 con una
concentraciéon de 0,1 pM, y 5 pl de una dilucion 1/100 de ADN gendmico (100 ng
aproximadamente). El programa de amplificacion consistié en una desnaturalizacion inicial
de 7 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacion a 94°C, 1
minuto de hibridacién a 52°C y 8 minutos de extensién a 65°C, con un paso de extension
final de 16 minutos a 65°C (Versalovic et al. 1991). El material amplificado se corrié en
geles de agarosa 1 % a 60 V y se analizaron los patrones obtenidos con el programa
GelCompar Il (Applied Maths)

Secuenciacién del gen de ARN ribosomal 16S

La amplificacion del gen de ARNr 16S casi completo de Sediminibacterium sp. se
realiz6 en una mezcla de reaccion de 50 i, la cual consisti6 en 10 pl de buffer Pfx
polimerasa 10 X (Invitrogen), enzima Platinum Pfx polimerasa (Invitrogen) 1,5 U,
dNTPs 0,2 mM de cada uno, MgSO4 1 mM, cebador F8 0,2 uM, cebador R1509 0,2 uM
y 5 pyL de una dilucion 1/50 de ADN gendmico proveniente de un cultivo de
Sediminibacterium sp. en R2A. El programa de amplificacion incluydé una desnaturalizacion
inicial de 5 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacion a
94°C, 1 minuto de hibridacién a 55°C y 1 minuto de extension a 68°C, con un paso de
extension final de 10 minutos a 68°C. El producto de PCR se corrié en gel de agarosa 1
%, se cortd la banda de 1500 pb y se purifico utilizando un kit comercial (GE Healthcare Life
Sciences).

Luego se llevé a cabo la reaccion de A-tailing para recuperar la Adenina terminal
(eliminada por la actividad correctora de la Pfx polimerasa). La misma consisti6 en una

mezcla de buffer Taq polimerasa 1 X final (Invitrogen), enzima Taqg polimerasa
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(Invitrogen) 1 U, dATP 0,2 mM, MgCl2 1,25 mM, incubada durante 30 minutos a 70°C.
Posteriormente se ligé en vector pGEM-T Easy (Promega). Cada reaccién se llevo a cabo
en 10 pl con una relacion molar entre inserto y vector de 3 a 1. Se agregaron 5 ul de Rapid
Ligation Buffer 2x, 0,5 upl (25 ng) de vector pGEM-T Easy; 3,5 upl de ADN
(aproximadamente 37,5 ng), 1 pl de ligasa T4 (3 Unidades Weiss), y agua libre de
nucleasas. Se dejo incubando 16 horas a 4°C.

Finalmente se emplearon células E. coli DH10B electrocompetentes (DO= 0,3

eficiencia de 108) para llevar a cabo la transformacion con el vector ya ligado,
combinando 50 pl de células y 2 ul de reaccion de ligacién en celdas de 0,1 cm. Luego del
pulso eléctrico Ecl en un electroporador Micropulser (Bio-Rad) se agregaron 250 uL de
SOC y se dej6 en estufa a 37°C durante 1 hora. Seguidamente se sembraron 50 ul de una
dilucién 1/10 en placas LB con Ampicilina (50 pg/ml), IPTG (0,95 mg totales esparcidos en
la superficie de la placa) y X-Gal (1,6 mg totales sobre la superficie de la placa). Se
incubaron toda la noche a 37°C.

El screening de los clones positivos se realiz6 mediante una PCR especifica de
Sediminibacterium sp. sobre las colonias blancas (contienen vector con inserto
interrumpiendo el gen de la R-galactosidasa). Para corroborar la longitud del fragmento
clonado se efectu6 una PCR con los cebadores universales M13 que hibridan
contiguamente a la regién de insercion del vector. Los plasmidos purificados se

secuenciaron bajo el servicio de Macrogen Inc (www.macrogen.com).
Analisis filogenético de Sediminibacterium sp.

Las secuencias de ADNr 16S de la familia Chitinophagaceae que se incluyeron en el
analisis se obtuvieron de la base de datos RDP (Cole et al. 2009). También se
sumaron al andlisis las secuencias correspondientes a Sediminibacterium sp. OR53 y
ORA43 extraidas de la base de datos IMG-ER (Markowitz et al. 2009). Se alinearon
secuencias de 1230 pb utilizando el CLUSTALW, y la clasificacion filogenética se llevé a
cabo empleando el método de méxima verosimilitud con el programa MEGA version 5.1
(Tamura et al. 2011)

Cultivos puros de Sediminibacterium sp.

Los cultivos puros de Sediminibacterium sp. en los medios R2A fueron suplementados
con soluciones de vitaminas y minerales traza basados en las soluciones de Wolfe (ATCC),
ver Anexo lll.

Los cultivos liquidos se realizaron mayormente en tubos estériles de poliestireno de 14

ml, los cuales se incubaron a 30°C con una agitacion de 180 rpm. También se
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realizaron cultivos de 50 ml en erlenmeyers de 250 ml de capacidad, incubados a 30°C con
una agitacién de 100 rpm.

Los cultivos semisélidos se obtuvieron mediante el agregado de agar 0,3 %. Luego el
medio estéril se llevé a ebullicion para eliminar el contenido de aire disuelto, y se agreg6 10
ml por tubo. Una vez llevado a cabo este procedimiento se mezclé suavemente con el
indculo (1 ml) y se incub6 a 30°C pero sin agitacion (Evans and Harrell 1977).

Para la diferenciacion entre cultivos agregados y planctonicos se emple6é el medio
nombrado como MM4 que consiste Unicamente en peptona (4 g/l), vitaminas y minerales
traza (ATCC). En este medios los cultivos se Sediminibacterium sp. crecen de forma

planctonica, y ante el agregado de piruvato (0,5 g/l) lo hacen de forma totalmente agregada.

Preparacion de muestras para microscopiaelectrénicade barrido

Se utilizé un protocolo de deshidratacion independiente de punto critico (Nation 1983),
basado en el solvente 1,1,1,3,3,3,-hexametildisilazano (HMDS). Se parti6 de alicuotas (1
ml) de cultivos frescos, se centrifugd a 7.000 g y se lavo 2 veces con solucion fisiologica.
Inmediatamente se agregé 500 ul de solucion fijadora (buffer cacodilato 0,1 M, 1 %
glutaraldehido, pH 7) y se incubé durante 10 minutos. Se enjuagaron las muestras durante
5 minutos con agua destilada y posteriormente se deshidratd siguiendo lavados con
concentraciones crecientes de etanol (2 x 15 minutos en 50 % de etanol, 2 x 15 minutos en
70 % de etanol, 2 x 15 minutos en 90 % de etanol, 2 x 15 minutos en 100 % de etanol).
Luego se incubaron los pellets bacterianos durante 30 minutos en etanol / HMDS (1:1), y
posteriormente durante 1 hora en HMDS 100 %. Luego se descartd el HMDS y se dejaron
secar las muestras toda la noche a temperatura ambiente. Se tomé una punta de espétula
por muestra disecada para el montaje. Tanto el montaje como la visualizacién de las
muestras, fue realizada bajo el servicio de microscopia electrénica de barrido que brinda

el Centro de Microscopia Avanzada (CMA) de la Universidad de Buenos Aires (UBA).

Hibridacion ADN-ADN in silico

Se adquirié la cepa de Sediminibacterium salmoneum NJ-44 del Biological Resource
Center de Japon (NBRC 103935). Los procedimientos de cultivo, extraccion del ADN
gendémico y secuenciacion de Sediminibacterium salmoneum fueron andlogos a los de
Sediminibacterium sp.

La secuencia de Sediminibacterium salmoneum se emple6 como referencia para
determinar la distancia gendmica respecto a Sediminibacterium sp.

Se calculd la distancia gendmica in silico entre las cepas utilizando el servidor

Genome-genome distance calculator version 2.0 (http://ggdc.dsmz.de/). El algoritmo
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empleado para establecer las similitudes intergenémicas fue el BLAT, y la férmula

empleada para calcular la distancia fue la siguiente:

Hyy + Hyx
A(X,Y)

Ao Y) =1 —

Donde X e Y corresponden a los genomas a comparar. H se refiere a la longitud total
de todos los segmentos de alta similitud (HSP, high-scoring segment pairs)
detectados, representados por alineamientos locales considerados estadisticamente
significativos al estar asociados al un valor e lo suficientemente bajo. Mientras que A,
corresponde a la suma total de la longitud de ambos genomas.

El valor de distancia permite predecir un valor teérico de hibridacion ADN-ADN, el cual
es calculado a través de modelos lineales generalizados, los cuales arrojan resultados

validados estadisticamente (Meier-Kolthoff et al. 2013)
Hibridacién in situ fluorescente (FISH)

Disefio de sonda especifica para Sediminibacterium sp

El disefio de la sonda especifica para los ensayos de hibridacion in situ fluorescente
(FISH) se realiz6 a partir de la secuencia casi completa del ADNr 16S de Sediminibacterium
sp. Esta nueva sonda se disefid6 como una alternativa a la secuencia de SDM469
(utilizada para PCR y Southern blot) con la que no se observé una sefial fluorescente
apreciable en ensayos con cultivos puros de Sediminibacterium sp. Esto ocurre porque la
posicién en la secuencia del ARNr 16S donde hibrida la sonda en los ensayos de FISH
puede influir notablemente en la emisién de la sefial fluorescente. Este fendmeno se debe
principalmente a la estructura secundaria que adopta el ARNr en los ribosomas, que
incluye distintas regiones autocomplementarias a lo largo de su secuencia donde se puede
interferir la hibridacion de la sonda. Existen herramientas bioinforméticas para determinar
tedricamente la eficiencia de una sonda a ser empleada en FISH. En este trabajo
empleamos el programa mathFISH, el cual predice la eficiencia global considerando no solo
la reaccion de hibridacion (ADN- ARNFr), sino también las reacciones de autoplegamiento de
la sonda (ADN-ADN) y del ARNr (ARNr-ARNr) que afectan a la misma, basandose en
modelos termodinamicos (Yilmaz et al. 2011). De esta manera se confirmé un valor bajo
para la sonda SDM469, el cual fue de 0,46. En consecuencia, se disefié otra sonda
especifica a ser empleada en los ensayos de FISH, realizada a partir de la secuencia

completa del gen de ARNr 16S de Sediminibacterium sp. La primer seleccion de
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oligonucleétidos especificos se llevé a cabo empleando el programa Primrose (Ashelford et
al. 2002), con el cual se buscaron regiones de 18 nt presentes en la secuencia de
Sediminibacterium sp. y que se encuentren lo menos posible en toda la base de datos de
secuencias bacterianas de ADNr 16S del RDP (Cole et al. 2011). También este programa
permitié descartar los oligonucle6tidos que presentan regiones autocomplementarias, dicho
pardmetro se ajusté en un minimo de 3 nt, como asi también se establecié un rango de
contenido de GC de 50-70 % para asegurar una buena hibridacion. Una vez obtenidos
varios oligonuclettidos candidatos, se examind la eficiencia de cada uno mediante la
herramienta mathFISH.

El efecto negativo de la estructura secundaria del ARNr 16S también se tuvo en
cuenta considerando la seleccion de las sondas de acuerdo al mapa de brillo de la sefal
emitida en cada region del ARNr 16S. Este mapa fue realizado experimentalmente
empleando mas de 200 sondas que cubren la totalidad del ARNr 16S de E. coli. Luego se
midio la fluorescencia emitida por cada sonda mediante citometria de flujo y se relativizé al
valor de la sonda que emitié la mayor fluorescencia, Eco1482 (Fuchs et al. 1998). En
definitiva, se optd por el oligonucledtido SDM 1404 marcado con el fluor6foro Cy3 en el
extremo 5. Esta sonda posee una eficiencia de hibridacion teérica de 0,99 y se
encuentra en una posicion que abarca regiones clasificadas como | y Il de acuerdo a la
fluorescencia emitida (100-61 % de fluorescencia relativa a Ecol482). La especificidad
de la sonda SDM 1404 se corrobord con la herramienta Probe match del RDP Tools
(Cole et al. 2009), comprobando que tiene la capacidad tedrica de hibridar con sélo
146/1048 secuencias del género Sediminibacterium, y 30/7919 de Chitinophagaceae
sin clasificar. Por dltimo, se comprobé experimentalmente la utilidad de la sonda SDM1404
llevdndose a cabo experimentos de FISH sobre cultivos puros de Sediminibacterium
sp. bajo distintas concentraciones de formamida, y se comprob6é una buena sefial

fluorescente con una concentracion de formamida de hasta 30 % (Figura 47).
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Figura 47. Ensayo de FISH sobre un cultivo puro de Sediminibacterium sp. realizando una
tincion con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol diclorhidrato) e hibridacion con la sonda especifica
SDM1404-Cy3 empleando formamida al 30 %. La figura A corresponde a la imagen
tomada con el filtro para UV para visualizar la tincién inespecifica con DAPI, mientras que la B
corresponde a la fluorescencia emitida por la sonda especifica SDM1404-Cy3. La figura C,
corresponde a la superposicion de las dos imagenes anteriores.

Preparacion de las muestras

0,3 ml de muestra fueron fijados por incubacién con 3 volimenes de paraformaldehido 4
% durante 2 horas a 0°C. Se centrifugé durante 5 minutos a 5.000 g y se descart6 el
sobrenadante. Las células se lavaron con 0,3 ml de buffer fosfato de sodio (PBS) 1X y se
resuspendieron en 0,3 ml de PBS 1X. Se agregaron 0,3 ml de etanol 100 % frio y se
conservaron a -20°C hasta su utilizacion.

Los portaobjetos fueron sumergidos en solucion de gelatina 0,1 %, KCrSO4 0,01 % a
70°C y se dejaron secar. Se colocaron 5 pl de muestra por pocillo. Una vez seca la
muestra, se sumergié en solucion de agarosa 0,75 % y se dejé solidificar en frio.
Luego se realiz6 la deshidratacion sumergiendo el portaobjetos sucesivamente en etanol 50
% por 3 minutos, en etanol 80 % por 3 minutos y en etanol 100 % por 3 minutos. Se dejo

secar a temperatura ambiente (Daims 2009).

Hibridacién con sondas marcadas
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El procedimiento llevado a cabo se ajustdé al descripto por Pernthaler y colaboradores
(Pernthaler et al. 2001). Se colocaron los portaobjetos a 46°C durante 15 minutos para fundir
parcialmente la agarosa. Inmediatamente se agregaron 9 pl de mezcla de hibridacion
(8 ul de buffer de hibridacion y 1 ul de sonda de 25 ng/ul) sobre cada preparado y se
incubd durante 2 horas en cdmara humeda, a 46°C en horno de hibridacion. La camara
huimeda consistié en un tubo de 50 ml conteniendo papel Whatman embebido en el buffer
de hibridacion. Los portaobjetos fueron sumergidos en el buffer de lavado correspondiente
durante 20 minutos a 46°C. Se enjuagd con agua y se dejoé secar en oscuridad. Luego se
colocaron sobre cada muestra 5 pl de solucion de DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol
diclorhidrato) 1 ng/pl y se incubé por 5 minutos en oscuridad. Se lavé con etanol 80 %, se
enjuagd con agua y se dejo secar. Finalmente, los preparados fueron montados con una
soluciéon que previene el fotoblanqueo, la cual consiste en 2 % de n-propil galato en
glicerol (Giloh and Sedat 1982), y fueron visualizadas en un microscopio confocal Olympus
FV1000.

PCR cuantitativa en tiempo real

La técnica de PCR en tiempo real permite la deteccién cuantitativa de secuencias de
acidos nucleicos en muestras ambientales, sin los desvios asociados a la PCR
convencional. La cuantificacion se lleva a cabo mediante la deteccibn de un
compuesto fluorescente que se acumula proporcionalmente a la cantidad de producto de
amplificacion. La amplificacion es registrada luego de cada ciclo por un aumento en la sefal
de fluorescencia. La cantidad de templado inicial se obtiene a través de la determinacién
del ciclo umbral (Ct) de las muestras y de una serie de estandares preparados a partir de
concentraciones conocidas de la secuencia en cuestién. El Ct corresponde al nimero de
ciclo en el cual la intensidad de fluorescencia supera el nivel umbral de deteccion. En
este punto el numero de copias amplificadas es directamente proporcional al nimero de
copias iniciales, por lo tanto las muestras pueden ser cuantificadas por comparacion de
sus Ct con los de la curva de estdndares. Cuanto menor sea el nUmero de copias
iniciales mayor sera el Ct, dado que se necesitardn mas ciclos de amplificacion para que

la fluorescencia supere el nivel umbral.

Cuantificacién de genes de ARN ribosomal 16S

La cuantificacién de bacterias totales se realizé amplificando el ADNr 16S con los
cebadores universales F341 y R534. El programa de PCR en tiempo real consistié en un
paso inicial de 15 minutos a 94°C, y 35 ciclos de 30 seg a 94°C, 20 seg a 53°C, 30 seg a
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72°Cy 3sega79°C.

La cuantificacion del ADNr 16S especifico de Sediminibacterium sp. se llevd a cabo
con los cebadores SDM469 y F341. El programa de PCR en tiempo real en este caso
consistié en un paso inicial de 15 minutos a 94°C, y 35 ciclos de 30 seg a 94°C, 20 seg a
58°C,30sega 72°Cy 3sega 75°C

Se empleé un plasmido cuantificado que contiene una secuencia bacteriana del
ADNr16S para la cuantificacion de bacterias totales, y también para la cuantificacion del
plasmido que contiene la secuencia del ADNr 16S de Sediminibacterium sp.
empleado en las cuantificaciones de estas poblaciones.

La concentracion final de los reactivos empleados en ambas PCR fue la siguiente:
buffer 1X, 0,2 mM de cada dNTP, 3mM de MgCl2, 5 % de DMSO, 0,1 yM de cada cebador;
0,2x de SyBR green (Invitrogen) y 1,25 U de Taq polimerasa Platinum (Invitrogen).

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Opticon 2 (MJ Research), y los

datos se analizaron con el programa asociado Opticon Monitor, version 2.02.

Analisis protedmico - Electroforesis bidimensional

Extraccién proteinas con fenol a pH basico

Se empled un protocolo de extraccion de proteinas con fenol que incluye un paso a pH
basico para eliminar el DNA adherido a las proteinas que interfiere en la corrida de la
primera dimension de la electroforesis bidimensional (Antonioli et al. 2009). Mediante un
gel de agarosa 1 % se observa claramente la eliminacién del ADN en las muestras de
proteinas purificadas por este método en  contraste con extracciones convencionales
(Figura 48), las cuales mostraron problemas de rayas (streaking) horizontales
asociados al contenido de ADN en los geles bidimensionales (no mostrados).

Se realizaron cuatro geles para cada tipo de crecimiento, realizados a partir de cultivos
50 ml replicados, que fueron suplementados o0 no con piruvato; colectados hacia el final
del crecimiento exponencial (43 horas). Luego de una centrifugacion, el pellet resultante se
lavé 2 veces con solucion fisiolégica para eliminar exopolisacéridos unidos débilmente.
Se resuspendid el pellet con 750 pl de buffer de lisis (25 mM Tris- HCI pH 8, 100 mM NaCl,
0,1 % Triton X-100). Posteriormente se transfirio a tubos de 2 ml con bolitas de zirconia de
0,1 mm. Se agit6 en Bead-Beater 30 segundos a 5000 rpm, a razén de 5 ciclos con 1
minuto en hielo entre ciclos. Se centrifugd en frio a 16.100 g, y se transfirieron 500 ul del
sobrenadante a un tubo limpio. Sobre el mismo tubo se agreg6 500 ul de fenol pH 8 y 500
I cloroformo/isoamilico (24:1), se agité y se dejé separar las fases por 5 minutos. Luego de
una centrifugacion en frio a 16.100 g, se descartd la fase acuosa y la fase organica,

guedandonos con la interfase proteica. Se lavd 2 veces el pellet proteico con 500 pl de
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acetona fria. Posteriormente se dej6 secar y se resuspendié con 500 pl de buffer 50 mM
Tris pH 10, agitando en vortex durante 1 hora. Seguidamente se repitio el procedimiento de
extraccion proteica para finalmente resuspender el pellet en 100 pl de buffer de
isoelectroenfoque (10 mM Tris- HCl pH 8, 1 mM EDTA, 7 M urea, 2 M tiourea, 10 %
glicerol, 4 % CHAPS). Se cuantifico la concentracion de proteinas mediante Bradford, y
se llevaron todas las muestras a una concentraciéon de 2,5 ug/ul con buffer IEF.
Adicionalmente, se normalizé la concentracion mediante la corrida de un gel

monodimensional.

extraccion pH basico extraccion
convencional

PM P1 P2 P3 P4 A1 A2 A3 A4 P5 A5

. |
— . - —

.

500 pb__E

Figura 48. Gel de agarosa 1 %. PM. Peso molecular (marcador 100 pb). P. Contenido de ADN
en proteinas purificadas a partir de cultivos plancténicos. A. Contenido de ADN en proteinas
purificadas a partir de cultivos agregados.

Carga de las tiras comerciales

Se agreg6 el volumen equivalente a 250 ug de proteina en 50 mM DTT, Anfolitos 4-7
0,8 %, 0,01 % de Azul de Bromofenol, en un total de 125 pl (completados con buffer IEF).
Se centrifugd a temperatura ambiente para eliminar agregados insolubles y se cargé el
sobrenadante en contenedor con las tiras comerciales DryStrip Immobiline pH 4-7, 7 cm (GE

Healthcare Life Sciences) y se incub6 durante 16 horas a 30°C.

Isoelectroenfoque

Se utilizé6 un programa de 500 V 30 minutos, 1500 V 1 hora, 5000 V 1,5 horas,
alcanzando siempre un minimo de 8500 V totales. Posteriormente las tiras comerciales se

equilibraron mediante la incubacion en agitacion durante 45 minutos en buffer de equilibrio
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(50 mM Tris-HCI pH 8, urea 6 M, 30 % glicerol, 2 % SDS, 0,01 % azul de bromofenol; 4,5 %
iodoacetamida, 1 % DTT).

Se enjuagaron las tiras 3 veces en TGS 1X y se dispusieron en los geles de
poliacrilamida 10 %, cubriéndolos con solucién de agarosa 0,5 %, buffer TG 1 X, SDS 0,15
%, azul de bromofenol 0,01 %. Finalmente se corrieron los geles a 15 mA

constantes hasta que el frente de corrida llegara a 1 centimetro del final del gel.

Visualizacion y analisis de los geles

La tincion de los geles se realizé incubando a los mismos en 50 ml de una solucion
compuesta de 40 ml de Coomassie brillant blue G250 5 % y 10 ml de metanol. Luego del
lavado con agua desionizada durante 24-48 horas, los geles fueron escaneados utilizando
el Image Scanner Il (GE Healthcare Life Sciences) con una resolucion de 300 dpi en
escala de grises. Las imégenes se analizaron utilizando el programa Image Master 2D
Platinum version 7.0 (GE Healthcare Life Sciences). Con este programa se detectaron los
spots, se cuantificaron y se realizé el match entre los spots de los diferentes geles. Para
compensar las posibles variaciones experimentales (por ejemplo cantidad de proteina
gue se cargo6 en cada gel o diferencias en la tincién entre geles) se utiliz6 como pardmetro
de comparacion al volumen normalizado (% vol) de cada spot. Con este mismo programa
se realizd el analisis estadistico ANOVA incluyendo las cuatro réplicas, para evitar

diferencias las propias de la variabilidad entre cultivos.

Secuenciacion de los spots

Para la identificacion de los spots de interés se recurri6 al servicio de protedémica
analitica provisto por el instituto Pasteur de Montevideo (Uruguay). El procedimiento incluyo
la digestion con tripsina y el posterior analisis mediante MALDI-TOF MS, y posterior analisis
mediante el programa Mascot, empleando las secuencias aminoacidicas de los genes
anotados del genoma de Sediminibacterium sp. como base de datos para la

identificacion.
Secuenciacion del genoma de Sediminibacterium sp.

Purificacion de ADN gendmico de Sediminibacterium sp.

Se realiz6 el cultivo del aislamiento de Sediminibacterium sp. en un medio con peptona
(10 g/l) suplementado con piruvato (0,5 g/l), vitaminas y minerales. Se incub6 a 30°C y con
una agitacion de 180 rpm durante 48 horas. La purificacion del ADN gendmico se realizé
con el Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega), siguiendo el protocolo estandar

recomendado para bacterias gram-negativas recomendado por el fabricante.
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Secuenciaciéon

El genoma fue secuenciado en un equipo Roche 454 GS FLX Titanium, mediante la
estrategia de extremos apareados de 8kb en el Instituto de Agrobiotecnologia Rosario
(INDEAR, Argentina). Se obtuvieron un total de 162.749 lecturas, con un tamafio promedio
de 355,61 pb, las cuales se ensamblaron empleando el programa Celera Assembler
version 6.1. Como resultado se obtuvo en una secuencia consenso de 3.219.312 pb
distribuida en un scaffold principal de 3.216.888 pb y otros tres scaffolds menores de 1.479,
489 y 456 pb de longitud. En base a las lecturas obtenidas y el tamafio del genoma, se

logro alcanzar una cobertura correspondiente a 18X.

Anotacién del genoma

La anotacion del genoma de Sediminibacterium sp. se realizé dentro del servicio
bioinformatico provisto por el INDEAR. El procedimiento empleado utiliza distintos
programas entre los que se encuentran el Glimmer3, para predecir marcos de lectura
abiertos; el WU-BLAST para buscar secuencias similares, y el HMMPFAM para la
busqueda de dominios proteicos. También utiliza el programa tRNA-scan y el
RNAMMER para predecir secuencias de ARN y realiza otros andlisis adicionales para la
busqueda de péptidos sefial, regiones transmembrana, reportes GO y numeros EC.
Adicionalmente, el genoma fue anotado automéaticamente empleando el procedimiento DOE-
JGI Microbial Annotation Pipeline (Mavromatis et al. 2009), a través de Ila
incorporacién de la secuencia gendmica ensamblada de Sediminibacterium sp. en la base
de datos Integrated Microbial Genomes Expert Review (IMG-ER, Markowitz et al. 2009).

Anélisis transcripcional del gen usp

Disefio de los cebadores especificos del gen usp

Para el disefio de los cebadores especificos del gen usp se emple6 la herramienta
Primer-Blast, desarrollada por el NCBI (Ye et al. 2012), utilizando la secuencia genémica de
Sediminibacterium sp. como base de datos de comparacion.

La temperatura de hibridacion a utilizar en la PCR en tiempo real se determiné
mediante una PCR con gradiente de temperatura a partir del ADN gendémico de

Sediminibacterium sp.

Cultivos plancténicos y agregados
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Se realizaron cultivos de 5 ml, plancténicos y agregados, en tubos independientes
para cada tiempo de estudio y por duplicado.

Se realizaron dos tandas de cultivos, la primera abarcé las muestras correspondientes a
los intervalos de tiempo de 6-12 horas y 24-36 horas; mientras que la segunda tanda,
inoculada 10 horas después, incluye las muestras de los intervalos 14-22 horas y 38-46
horas. A cada tiempo de estudio, 2 cultivos plancténicos y 2 agregados fueron cosechados.
Se midié la Aeoo del sobrenadante, y la AgQQ total, luego de mezclar vigorosamente.
Finalmente las muestras se centrifugaron, se congelaron los pellets con nitrégeno liquido

y se conservaron a -70°C hasta su andlisis (realizado en menos de 7 dias).

Transcripcion reversa del ARNm del gen usp y ARNr 16S de Sediminibacterium sp.

Las condiciones de reaccion empleadas para la retrotranscripcion del ARNmM
correspondiente al gen usp fueron equivalentes a las detalladas anteriormente para la
retrotranscripcion del ARNr 16S de bacteria. La Unica salvedad es que en este caso se
empled el gen especifico USP221R.

Por otro lado para la retrotranscripcién del ARNr 16S de Sediminibacterium, se emple6 el
cebador especifico SDM469.

En todos los ensayos se incluyeron controles sin molde, y con molde de ARN pero sin

RT (para descartar amplificacion a partir de ADN).

Cuantificacién de la expresion del gen usp

Se empled la técnica de PCR en tiempo real para cuantificar los transcriptos de usp
durante distintas muestras temporales de cultivos planctonicos y agregados de
Sediminibacterium sp. El ADN molde para la reaccion en esta ocasion corresponde al
ADNCc sintetizado mediante la retrotranscripcién especifica de las muestras de ARN. La
concentracion final de los reactivos empleados la PCR fue la siguiente: buffer 1X, 0,2 mM
de cada dNTP, 3 mM de MgCl2, 5 % de DMSO; 0,1 uM de cada cebador (USP23F y
USP221R), 0,2x de SyBR green (Invitrogen) y 1,25 U de Taq polimerasa Platinum
(Invitrogen). El programa consistié en un paso inicial de 15 minutos a 94°C, seguido de 35
ciclos de 30 segundos a 94°C, 20 segundos a 58°C, 30 segundos a 72°C y 3 segundos a
75°C. Para realizar la cuantificacion, se emple6 un pldsmido que contiene la secuencia
blanco del gen usp (199 pb), el cual fue cuantificado previamente mediante la corrida
en gel de agarosa 1 %.

Ademas se realizé la cuantificacion del numero de copias de ARNr 16S de

Sediminibacterium sp. para normalizar los valores de expresion del gen usp. De esta
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manera, se realizdé la PCR en tiempo real tal como se describié anteriormente para la
cuantificacion de la poblacion de Sediminibacterium sp. en las muestras de los
reactores, pero esta vez empleando como molde al ADNc resultante de la retrotranscripcion

especifica del ARNr 16S de Sediminibacterium.

ANEXO I: Soluciones utilizadas

Extraccion de Acidos Nucleicos

Buffer TE: Tris-HCI 10 mM pH 8, Na2EDTA 1mM (pH 8)

Acetato de Sodio 3M, se llevé a pH 5,2 con &cido acético 3M

Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante

Solucién 40 % (para 12 ml): 2,5 ml de solucion de acrilamida:bisacrilamida 37:1; 4,8 ml de
solucion de Urea 7M-Formamida 40 %, 0,24 ml de TAE 50X, 4,46 ml de H20, 125 pl de
APS (persulfato de amonio) 10 % p/v, 3 ul de Temed.

Solucién 65 % (para 12 ml): 2,5 ml de solucion de acrilamida:bisacrilamida 37:1; 7,8 ml de
solucion de Urea 7M-Formamida 40 %, 0,24 ml de TAE 50X, 1,46 ml de H20, 125 pl de
APS (persulfato de amonio) 10 % p/v, 3 ul de Temed.

TAE 50X (pH 8,5): Tris base 242 g, &cido acético glacial 57,1 ml, Na2EDTA-2H20 37,2 g,
en1ldeH20

Preparacion de ADN plasmidico

Solucion I: Tris-HCI 50 mM pH 8, EDTA 10 mM
Solucion I1: NaOH 0,2 N, SDS 1 % p/v

Solucion IlI: acetato de potasio 3M, acido acético glacial 11 % v/iv

Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

Solucién de fijado: paraformaldehido 4 % pH 7,2.
Buffer PBS 10X (pH 7,3): NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na2HPO4.7H20 4,3 mM, KH2PO4
1,4 mM.
Buffer de hibridacion: NaCl 0,9 M, Tris-HClI 20 mM pH 7,2; SDS 0,1 %, 30 %
formamida.
Buffer de lavado: Tris-HCI 20 mM pH 7,2, SDS 0,1 %, NaCl 112 mM.

ANEXO Il: Cebadores utilizados
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Tabla 9. Listado de cebadores utilizados en este trabajo.

Nombre Secuencia 5°-3" Blanco Referencia

F341 CCTACGGGAGGCAGCAG Bacteria (165) | (uyzeretal.

1993)

GCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGG : (Muyzer et al.
F341 GC Bacteria (16S

CGGG (165) | 1903)
R534 ATTACCGCGGCTGCTGG Universal (16S) (l'\é'g%’)zer etal.
; (Godon et al.

F8 AGAGTTTGATCMTGGCTC Bacteria (16S) | 3 g0y
R1509 |GNTACCTTGTTACGACTT Universal (16S) (1(38;’)0” etal.

Sediminibacterium

SDM469 | AAGGTACCGTCAGACGAC Este trabajo

(16S)
THAU468 | CCGTCATCCAGCGACTAT Thauera (16S) Este trabajo
ERICIR |ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC i‘f;;ﬁi'c g\t/zsi"g’g'l‘;
ERIC2 |AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG i‘fgr'g;gﬁi'c St/gsi"g’g'l‘;
USP23F |CCGATTTTTCTGCTACCGCC Gen usp Este trabajo
USP221R | TCAGCCCTGAACTGCAAGAG Gen usp Este trabajo
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ANEXO lll: Medios de cultivo utilizados

Medio synthetic sewage (SS):

Peptona de carne 160 mg/l, extracto de levadura 110 mg/l, urea 30 mg/l, NaCl 7 mgl/l,
CaCl2.2H20 4 mg/l, MgS04.7H20 2 mg/l, K2HPO4 28 mg/l (pH 7 - 7,5)

Medio de cultivo R2A:

Extracto de levadura 0,5 g/l, peptona de carne 0,5 g/l, casaminoacidos 0,5 g/l, dextrosa
0,5 g/l, almidén soluble 0,5 g/l, K2HPO4 0,3 g/l, MgS04.7H20 0,05 g/l (agar 15 g/l)

Medio de cultivo MM4

Peptona de carne 4 g/l

Medio de cultivo LB:

Extracto de levadura 5 g/l, peptona 10 g/I, NaCl 10 g/l (agar 15 g/l)

Medio de cultivo SOC (pH 7):

Peptona 2 %, extracto de levadura 0,5 %, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl2-6H20 10

mM, glucosa 20 mM

Solucion de vitaminas (Wolfe):

Acido folico 0,02 mg/l, clorohidrato de piridoxina 0,1 mg/l, riboflavina 0,05 mg/l, biotina

0,02 mg/l, tiamina 0,05 mg/l, acido nicotinico 0,05 mg/l, pantotenato de calcio 0,05
mg/l, vitamina B12 0,1 ug/l, &cido p-aminobenzoico 0,05 mg/l, &cido tidctico 0,05 mg/l,

fosfato monobasico de potasio 9 mg/l.

Solucion de elementos traza (Wolfe):

EDTA 5 mg/l, MgS0O4.7H20 30 mg/l, MnSO4 5 mg/l, NaCl 10 mg/l, FeS04.7H20 1 mgl/l,
Co(NO3)2 .6H20 1 mg/l, CaCl2 (anhidro) 1 mg/l, ZnSO4.7H20 1 mg/l, CuSO4 0,1 mgl/l,
AIK(SO4)2 (anhidro) 0,1 mg/l, H3BO3 0,1 mg/l, Na2M0o04.2H20 0,1 mgl/l,
Na2SeO3 (anhidro) 0,01 mg/l, Na2W04.2H20 0,1 mg/l, NiCl2. 6H20 0,2 mgl/I.
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