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Aplicacion de la proteina verde fluorescente en el
monitoreo de cepas degradadoras de fenol

Application of green fluorescent protein for monitoring
phenol-degrading strains

Ana Milena Valderrama F., Julia Raquel Acero R. *

RESUMEN

Diversos métodos se han descrito para monitorear microorganismos en muestras ambientales; recientemente
se han disefiado sistemas para la marcacién estable de cepas con genes testigos como los genes lux (luminiscencia)
y el gen de la pro teina verde fluorescente (GFP). Este estudio presenta la marcacion de una cepa degradadora de
fenol con el gen gfp, su evaluacién y monitoreo en un biorreactor con agua agria de refineria. Se obtuvieron
cepas recombinantes con las mismas caracteristicas fisiologicas y metabdlicas a su cepa parental. La expresion de
la fluorescencia se mantuvo estable sin seleccion por mas de 50 generaciones sucesivas, y las cepas marcadas
fueron recuperadas del biorreactor después de 45 dias de tratamiento para la degradacion de fenol.
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ABSTRACT

Several methods have been developed for detecting microorganisms in environmental samples. Some systems
for incorporating reporter genes, such as lux or the green fluorescent protein (GFP) gene, have been developed
recently This study describes gfp gene marking of a phenol degrading strain, its evaluation and monitoring in a
bioreactor containing refinery sour water. Tagged strains were obtained having the same physiological and
metabolic characteristics as the parent strain. Fluorescent expression was kept stable with no selection for more
than 50 consecutive generations and tagged strains were recovered from the bioreactor after forty-five days of
phenol-degradation treatment.

Key words: GFR, industrial wastewater, bioremediation, biosensor.

INTRODUCCION

Teniendo como marco las politicas de proteccion y
recuperacion del ambiente de la Empresa
Colombiana de Petréleos (Ecopetrol), se cuenta con
tecnologias para reducir el impacto ambiental que
ocasiona el vertimiento de efluentes generados en
los diferentes procesos de refineria. El agua agria
y sodas gastadas son las corrientes de agua que
aportan la mayor parte del fenol (aproximadamente
el 90%) a las plantas de tratamiento de aguas
residuales de refinerias. En el tratamiento integral
de aguas de refineria se emplea la degradacion
biologica del fenal, y actualmente se esta evaluando

el uso de sistemas inmovilizados para su optimizacion
(Diaz et al., 2001).

Tradicionalmente la cuantificacion de
microorganismos en procesos de biorremediacion se
realiza a través de la deteminacién del nimero de
células viables en placa, el nimero mas probable o
perconteo directo al microscopio; métodos que a pesar
de su amplio uso tienen limitantes en la diferenciacion
de la poblacion nativa a la bioaumentada y en la
recuperacion de microorganismos metabolicamente
activos pero no cultivables (Amann et al., 2001,
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Ranjard et al., 2000). Asi mismo, técnicas moleculares
como PCR, RFLP, el uso y andlisis de sondas del
ADNr 16S vy la diferenciacién poblacional con DGGE/
TGGE han sido ampliamente utilizadas para determinar
la viabilidad y distribucion geografica de diferentes
poblaciones microbianas (Selvaratnam et al., 1997,
Muyzer et al., 1999; Kozdrdj & Elsas, 2001).

Una nueva alternativa para el monitoreo y estudio
de la poblacion microbiana es la marcacion de
microorganismos por métodos moleculares a través
de la incorporacién de genes testigos como la proteina
verde fluorescente (GFP) de Aequorea victoria (Prasher,
1992). La GFP ha sido expresada con éxito en
diferentes organismos procariotas y eucariotas y sus
aplicaciones son numerosas (Lorang et al., 2001);
entre ellas, el estudio de promotores y secuencias
reguladoras, el andlisis de proteinas recombinantes y
monitoreo de bioprocesos (Poppenborg et al., 1997;
Sarand et al., 2001). Este sistema presenta ventajas
sobre sistemas testigos como el operén lux y lacZ.
Debido a que no requiere la adicion de cofactores o
sustratos, es facilmente detectada por microscopia o
espectrofotometria de fluorescencia (Verma, 1996).

Recientemente se han desarrollado vectores para
la integracion estable del gen gfp en el cromosoma
bacteriano, que se fundamentan en la expresion del
gen bajo la accién de promotores constitutivos o
inducibles (Dandie et al., 2001). Estos sistemas son
tiles en el estudio de la supervivencia, actividad y
distribucion geografica de microorganismos nativos o
modificados genéticamente (GEMS) en procesos de
biorremediacién de suelos o0 aguas residuales
industriales.

Este trabajo presenta la aplicacion del sistema
GFP en la marcacion y monitoreo de microorganismos
degradadores de fenol en aguas residuales de la
industria del petroleo. El efecto y la estabilidad de la
marcacion fueron determinados al nivel de laboratorio,
y la viabilidad y capacidad de degradacién fueron
monitoreadas in situ por un periodo de 45 dias. Se
plantea la construccién de un biosensor para fenol
empleando el sistema de la GFP.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos, plasmidos y condiciones
de cultivo

El consorcio bacteriano degradador de fenol fue aislado
de la planta de tratamiento de aguas residuales de la
Gerencia Complejo Barrancabermeja (GCB) y esta
conformado por las cepas ICP 244 Pseudomonas
aeruginosa, ICP 245 P. putida Biotipo B e ICP 246 P.
putida Biotipo B. El consorcio fue identificado utilizando
el sistema Biolog® Version 4.0 (Berdugo et al., 2001).
Las cepas donadoras del gen gfp corresponden a los
microorganismos ICP 280 Escherichia coliS17.1 Apir/
pUTminiTn5ngfp (promotor constitutivo) e ICP 281 E.
coli S17.1 Apir/pUTmIiniTn5ngfp (promoterless)
gentilmente cedidas por la doctora Cathy Dandie de la
Universidad de Flinders. Las cepas de Pseudomonas
fueron cultivadas en medio basal de sales (MBS) (NaCl
0,3; (NH4)2S0, 0,6; K:HPO, 0,75; KH,PO, 0,25; MgSO,
0,15; KNOs 0,6 g/L) suplementado con 200 mg/L de
fenol como fuente de carbono. Los recombinantes
fueron cultivados en agar LB (Triptona 10; NaCl 10;
extracto de levadura 5, agar 18 g/L) y/o agar cetrimide
(Merck®) con la adicién de antibiéticos, para E. coli
ampicilina (Ap 50 ug/ml) y tetraciclina (Tc 10 pg/ml) y
para Pseudomonas tetracilina (Tc 20 pg/ml).

Conjugacion, seleccién y caracterizacion de
cepas recombinantes

La conjugacion entre las cepas de E. coli donadoras
del gen gfp y la cepa ICP 245 se realizé mediante el
método de entrecruzamiento en placa descrito por
Matthysse et al. (1996). A partir de un inoculo fresco
(18 horas) de la cepa donadora y otro de la receptora,
se centrifugé independientemente 1 mi del cultivo, se
lavé dos veces con caldo LB y el pellet celular se
suspendié en 100 jul de LB. Se mezclaron volimenes
jguales de las dos cepas y se sembraron 100 mi de la
mezcla en agar LB; se incubé a 32°C durante 24 horas
y se recogieron las células del agar en 2 mi de agua
estéril. Finalmente se sembraron diluciones seriadas
del producto del entrecruzamiento en el medio selectivo
y se incubd a 32°C durante 24 horas. La expresion de
la GFP se verificd con la observacion de las células en
el microscopio de fluorescencia usando el set de filtros
12 (Ploemopak®) con un filtro excitador (banda de
pasaje 450-490 nm) y un filtro de emisién (banda de
pasaje de ancha 515 nm). La estabilidad del gen
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introducido se evalu6 para 6 cepas recombinantes
durante 50 generaciones en caldo LB con y sin la
presién selectiva del antibiético verificando al
microscopio la emision de fluorescencia.

Inmovilizacion y monitoreo del biorreactor
con ceparecombinante

La actividad degradadora de fenol se evalud para dos
cepas recombinantes en erlenmeyer (500 ml) con 200
ml de MBS mas 200 mg/L de fenol, agitacion
constante (130 rpm) y temperatura constante (32°C).
Se determind la concentracion de fenol con el método
de la 4-aminoantipirina (ASTM D1583-91) después de
13 horas de incubacion. La inmovilizacion del consorcio
degradador de fenol (ICP 244, ICP 245-GFP, ICP 246)
se realizd sobre laminas de PVC dispuestas en un
biorreactor en columna de vidrio con burbujeo de aire
y temperatura constante de 32°C. El volumen efectivo
del reactor fue 1200 ml, y progresivamente se realizd
la adaptacion del consorcio al efluente de refineria de
la GCB (agua agria) que contiene fenol en concen-
traciones cercanas a 300 g/L. Después de 45 dias de
adaptacion al agua agria se cuantifico la poblacion
inmovilizada por el recuento en MBS + fenol y agar
cetrimide (Tc 20) y se observé al microscopio la emision
de fluorescencia de la poblacién recuperada en el
medio selectivo con tetraciclina. Se evalud la actividad
degradadora de fenol del consorcio inmovilizado, con
la determinacion de fenol mediante el método de la 4-
aminoantipirina en un cultivo en lote con un tiempo de
operacién de 24 horas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Conjugacion, seleccién y caracterizacion de
cepas recombinantes

En este estudio se realizé la conjugacion de la cepa
degradadora de fenol ICP 245 y cepas de E. coli S17.1
Apir que contienen los vectores gfp, uno bajo el control
del promotor constitutivo npt2 y otro bajo el sistema
promoter-less (figura 1). En cada conjugaciéon se
obtuvieron recombinantes de los cuales se
seleccionaron 20 de cada tipo para evaluar la expresion
de fluorescencia. Para la seleccion de las cepas
recombinantes de Pseudomonas putida fue necesario
hallar la concentracién minima inhibitoria (MIC) de los
antibiéticos de seleccion para la cepa ICP 245 nativa.
Se logré comprobar la resistencia a la ampicilina 'y
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una MIC de tetraciclina igual a 10 ug/ml. Por tanto, la
seleccién de recombinantes se realizé en agar LB y
cetrimide con 20 pg/ml de tetraciclina. EI nimero de
recombinantes obtenido con el promotor constitutivo
fue 89 x 10° ufc/ml, y para el sistema promoter-less
se recuperaron 20 x 10? ufc/ml. Para favorecer el
ndmero de recombinantes por entrecruzamiento se
puede utilizar la combinacién de diferentes
proporciones de cepa donadora:receptora; sin
embargo, como en este caso, utilizando una relacion
1:1 se obtuvieron recombinantes entre los 6rdenes de
10% y 10 ufc/ml para su evaluacién por emision de
fluorescencia.

%_TC-.——

Figura 1. Construccion del vector pUTminiTn5ngfp (promotor
constitutivo); el vector pUTminiTn5gfp (promoter-less) tiene el
gen testigo gfp en remplazo del npt2-gfp (Dandie et al., 2001).

Np2- GFP =t %

Los recombinantes seleccionados fueron
evaluados en el microscopio de fluorescencia para
verificar la expresion de la proteina fluorescente (figura
2). Con el sistema constitutivo ngfp la intensidad de la
fluorescencia fue similar entre los diferentes
recombinantes. En contraste, con el sistema promoter-
less se observaron diferencias en la intensidad de la
fluorescencia, desde altamente fluorescentes hasta no
fluorescentes. El rango de fluorescencia observado en
los recombinantes gfp promoter-less es dependiente
de la insercion del transposén detras de diferentes
promotores en el cromosoma de la bacteria receptora
(Dandie et al., 2001). Se destaco la alta intensidad en
la fluorescencia para el recombinante GFP1; (promoter-
less)] la emisién de fluorescencia de esta clase de
recombinante indica que la insercidn del gen se realizd
downstream de un promotor fuerte. De esta forma, el
uso del sistema promoter-less ofrece la posibilidad de
hallar recombinantes que puedan ser inducidos por la
exposicion del microorganismo a condiciones adversas
como altas temperaturas, baja disponibilidad de
nutrientes la respuesta a sustancias toxicas en el
ambiente, pardmetros importantes en el control de
procesos de biorremediacion y en el desarrollo de
biosensores para el control de calidad de vertimientos
de agua.
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Figura 2. Microfotografia de fluorescencia ICP 245 P. putida
marcada con GFP (1000x).

Estabilidad de la marcaciéon molecular

Con el fin de establecer la estabilidad de la marcacion
con el gen gfp en el cromosoma bacteriano, se
evaluaron 50 generaciones sucesivas para seis
recombinantes con el promotor constitutivo. El fenotipo
fluorescente se logré mantener estable para el 100%
de los recombinantes con y sin la presién del
antibiético. Sin embargo, se observaron diferencias en
el nivel de fluorescencia, siendo ligeramente menor la
intensidad para las cultivadas en condiciones no
selectivas. A pesar de la disminucion en la
fluorescencia, la expresion de la GFP para la cepa
ICP 245 se mantiene estable sin la presion selectiva
del antibiético, parametro importante para su monitoreo
in situ en aguas industriales. Resultados similares en
la estabilidad del transposén han sido demostrados
para P. aeruginosa donde se observo la estabilidad del
gen marcador por la emision de fluorescencia hasta
diez dias de subcultivo sin la presion selectiva del
antibiético (Dandieef al., 2001).

Actividad metabdlica de cepas marcadas
con GFP

Una vez evaluada la estabilidad en la marcacion, se
procedio a determinar el efecto de la insercién del
transposon en la capacidad de degradacion de fenol
de la cepa ICP 245 P. putida. En la figura 3 se observan
los resultados obtenidos en la degradacion de fenol
después de 13 horas de tratamiento usando MBS +
200 ppm de fenol. Se encuentra un comportamiento
similar entre la cepa nativa y las cepas recombinantes
marcadas con GFP con porcentajes de degradacion
de 99,9% en condiciones de laboratorio. La
concentracion de fenol en el control negativo se mantuvo
estable, indicando que el proceso de oxidacion de este

compuesto es soélo de tipo biolégico. Estos resultados
demuestran que la insercion del gen gfp no modifica
la expresion del operén que codifica para las enzimas
involucradas en la degradacion de fenol. De manera
similar, otros autores han demostrado el mantenimiento
en la actividad metabdlica de cepas transformadas con
el sistema GFP. Dandie et al. (2001) verificé el
mantenimiento en la utilizacién de diesel como Unica
fuente de carbono de cepas de P. aeruginosa que
contienen el gen gfp con el sistema transposén. De
otra forma se han comparado parametros fisioldgicos
de P, fluorescens transformadas y no transformadas
con el gen gfp en sistemas plasmidicos, que han
permitido establecer la estabilidad en la tasa de
crecimiento en condiciones de laboratorio (Bloenmberg
et al., 1997).

La emision de fluorescencia en MBS mas fenol
se mantiene, aunque se dificulta su observacién
directa al microscopio por el tamafio de las células. El
tamafio celular es menor, ya que en el MBS mas fenol
no se cuenta con la disponibilidad de nutrientes del
medio enriquecido. Observaciones semejantes se pre-
sentaron en el cambio de la morfologia celular de
especies de Pseudomonas extraidas de la rizésfera
con el predominio de células pequefias y cocoides
(Normander et al., 1999).

Cancentracitn fenal
(ppm)

0 horas

450FF1  ICFMS0FF2 Comtml negatorn

Figura 3. Actividad degradadora de fenol de la cepa ICP 245 P.
putida nativa y cepas recombinantes marcadas con la proteina
verde fluorescente (GFP).

Inmovilizacion y monitoreo de biorreactor
con ceparecombinante

Con el objetivo de observar el comportamiento de la
cepa recombinante se evalud su inmovilizacion y
actividad degradadora de fenol en una matriz de
efluente de refineria como el agua agria. Se inmovilizo
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la cepa marcada ICP 245 (GFP.,) junto con los otros
dos microorganismos que conforman el consorcio
degradador de fenol. Como soporte de inmovilizacién
se utilizaron laminas de PVC dispuestas verticalmente
en una columna de vidrio, este soporte fue previamente
evaluado y seleccionado en el estudio para el
tratamiento de aguas residuales (Diaz et al., 2001).
El consorcio fue adaptado al agua agria que
guimicamente se caracteriza por tener
concentraciones de fenol entre 200 a 300 ppm, junto
con concentraciones apreciables de otros compuestos
como nitrégeno amoniacal, sulfuros y mercaptanos
entre otros. Después de 45 dias de inmovilizacion del
consorcio, se calculd la poblacion libre e inmovilizada
al soporte, se observé la permanencia de la cepa
marcada con GFP tanto en la poblacion libre como
en la inmovilizada (figura 4). En los recuentos del MBS
se diferenciaron las tres colonias caracteristicas del
consorcio degradador de fenol, y por el recuento en el
medio selectivo (agar cetrimide + Tc) se detecta que
aproximadamente el 56% de la poblacion libre
corresponde a la cepa marcada, mientras que el 76%
de la poblacién inmovilizada corresponde a la cepa
con el gen gfp. Los microorganismos aislados del
medio selectivo mantuvieron su fenotipo fluorescente;
sin embargo, la observacion de fluorescencia
directamente del agua agria se dificulté debido a la
morfologia propia de la bacteria en esta matriz.

Adicionalmente se determind la actividad
metabolica después de 24 horas de tratamiento y se
obtuvo un porcentaje de degradacion de fenol de 99,7%.
Estos resultados demuestran que la integracion del gen
gfp a la cepa ICP 245 no altero su viabilidad, interaccion
y actividad biolégica en el consorcio degradador de fenol
en presencia de agua agria de refineria.

La marcacion con GFP ha tenido diversas
aplicaciones en procesos de biorremediacion entre las
cuales se destacan el monitoreo de cepas de P.
aeruginosa degradadoras de diesel (Dandie et al., 2001)
y la deteccion en suelo de células de Alcaligenes
faecalis degradadoras de fenol (Bastos et al., 2001).
Asi mismo, el uso de vectores gfp ha sido utilizado
para determinar la viabilidad y actividad en la rizésfera
de cepas de P. fluorescens que intervienen en la
colonizacion de raices en diferentes plantas
(Bloenmberg et al., 1997; Normander et al., 1999).

De esta manera el uso de microorganismos
marcados con GFP puede dar informacion adicional
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sobre la eficacia en la aplicacién de inoculantes en
procesos de biorremediacion donde su viabilidad y
actividad pueden estar determinadas por la
competencia con la microflora nativa (Dandie et al.,
2001). La poblacion nativa del agua agria se encuentra
en el orden de 10%ufc/ml, y en este caso se observé
que la poblacién predominante en el soporte es la
poblacién bioaumentada, especificamente con la recu-
peracion de la cepa marcada-GFP en un 76% sobre la
poblacion total.

Asi mismo, este sistema ofrece la posibilidad de
desarrollar biosensores para la deteccion y
cuantificacién de contaminantes ambientales. La
construccion de un biosensor para fenol requiere la
clonacion del gen gfp dowstream del promotor y region
reguladora de los genes degradadores de fenol, de tal
manera que la cantidad de fluorescencia emitida sea
proporcional a la concentracion de fenol presente en
la matriz. Estudios anteriores demostraron que la cepa
ICP 245 sigue la ruta del meta-clivaje del fenol asociada
a la regulacion del operén dmp (Valderrama et al.,
1999). Este operdn ha sido ampliamente estudiado en
la cepa Pseudomonas sp. CF 600 donde se conoce la
region promotora, y se estan identificando los
mecanismos de regulaciéon de este sistema (Sarand
et al.,, 2001). Esta informacion permite disefiar la
estrategia para la construccién de un biosensor para
fenol con la cepa ICP 245 vy utilizarlo en linea como
indicador de la calidad de agua y eficacia del
tratamiento de biodegradacion.

MBS+F

Cetni + Te

Figura 4. Recuento de poblacién microbiana en biorreactor
inmovilizado con consorcio bacteriano degradador de fenol
marcado con la GFP. (UFC: unidades formadoras de colonia por
mililitro para la poblacién libre o por cm® para la poblacién
inmovilizada; MBS+F medio basal de sales + fenol; Cetri+Tc Agar
cetrimide + tetraciclina).
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CONCLUSIONES

El sistema de marcacién con la proteina verde
fluorescente (GFP) constituye una alternativa Gtil en
el monitoreo de microorganismos en ambientes
complejos como en el proceso de tratamiento de aguas
agrias de refineria.

Las cepas recombinantes marcadas con la GFP
presentaron una alta estabilidad en la emision de
fluorescencia sin alterar sus principales caracteristicas
fisioldgicas y capacidad de degradacion de fenol.

El reactor bioaumentado con el consorcio
degradador de fenol (ICP244, ICP245-GFP,, ICP246)
mostré la misma eficacia en la actividad metabodlica al
consorcio nativo, y se verificé la permanencia de la
cepa marcada GFP en el soporte de inmovilizacion
después de 45 dias de operacion.
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