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Resumen.

El petréleo es una importante fuente econémica e industrial que presenta un alto grado de
toxicidad para el medio ambiente. Diversos estudios se han realizado para poder controlar
y eliminar los efectos adversos que produce el petréleo y sus derivados en el ambiente,
en especial el uso de microorganismos o productos microbianos., tales como
bioestimulacion que consiste en establecer las condiciones necesarias para que las
bacterias autdctonas se encarguen de la desintoxicacion del ambiente, y bioaumentacion,
que consiste en el ingreso de bacterias nuevas a un ambiente con el fin de eliminar los

componentes toxicos.

En este trabajo se realizd una evaluacién del potencial de biodegradacién de cepas
aisladas de muestras de aguas empetroladas provenientes de la bahia de Quintero a
través de su capacidad de crecimiento en medios solidos en presencia de crudos de
petréleo y derivados de hidrocarburos alifaticos como el hexadecano y aromaticos como
el antraceno y el criseno. Se hizo una caracterizacién macroscoépica y microscopica de las

cepas ademas de su identificacion bioquimica y molecular.

Se caracterizaron morfolégicamente 33 cepas de las cuales 14 cepas presentaron la
capacidad de degradar hidrocarburos, equivalentes al 45% del total de cepas aisladas.
Solo 5 fueron capaces de degradar los tres derivados utilizados (Hexadecano, antraceno

y criseno).

Adicionalmente se caracterizaron bioquimicamente las 14 cepas degradadoras de
petréleo obteniéndose preliminarmente que corresponden a EMB5: Acromonas hydrophila,
EMB7: Pseudomonas luteola, SDM1: Shewanella putrefaciens, SDM6: Cryseobacterium
neningosepticum, SDM7: Senotrophomonas maltophila, SDM8: Aeromonas hydrophila, MZN1:
Ochrobactrum anthropi, MZN4: Brevundimonas vesicularis, MZNS: Chryseobacterium
indologenes, MZNG6: Sphingomonas paucimobilis, MZ9: Photobacterium damselae, MZN14:
Oligella ureolytica y MZN16: Sphingomonas paucimobilis.

Por métodos moleculares se consiguié amplificacion exitosa de las cepas SDM6 vy
MZN14, por lo que es necesario continuar probando con diferentes condiciones de PCR.
Adicionalmente es necesario realizar pruebas adicionales, la determinacion de las tasas
de degradacion de cada derivado de hidrocarburos y la determinacion de interacciones
antagodnicas entre las cepas aisladas para su posible uso en biorremediacion.



Abstract.

Oil is an important economic and industrial source that presents a high degree of toxicity to
the environment. Various studies have been carried out to control and eliminate the
adverse effects of petroleum and its derivatives on the environment, especially the use of
microorganisms or microbial products, such as biostimulation, which consists in
establishing the necessary conditions for native bacteria for the detoxification of the
environment, and bioaumentation, which consists of the entry of new bacteria into an

environment to eliminate toxic components.

In this work an evaluation of the potential of biodegradation of strains isolated of samples
of oil contaminated waters from the bay of Quintero was carried out through its capacity of
growth in the presence of petroleum crude and derivatives of aliphatic hydrocarbons like
hexadecane and aromatics such as anthracene and chrysene. A macroscopic and
microscopic characterization of the strains was done in addition to their biochemical and

molecular identification.

33 strains were morphologically characterized, of which 14 strains showed the capacity to
degrade hydrocarbons, equivalent to 45% of the total of isolated strains. Only 5 were able
to degrade the three derivatives used (Hexadecane, anthracene and chrysene).

In addition, the 14 petroleum degrading strains were preliminarily characterized as EMB 5:
Acromonas hydrophila, EMB 7: Pseudomonas luteola, SDM 1: Shewanella putrefaciens,
SDM6: Cryseobacterium neningosepticum, SDM7: Senotrophomonas maltophila, SDMS8:
Aeromonas hydrophila, MZN1: Ochrobactrum anthropi, MZN4: Brevundimonas vesicularis,
MZNS5: Chryseobacterium indologenes, MZNG6: Sphingomonas paucimobilis, MZ9:
Photobacterium damselae, MZN14: Oligella ureolytica and MZN16: Sphingomonas

paucimobilis.

By molecular methods only successful amplification of the SDM 6 and MZN 14 strains was
achieved, so it would be necessary to continue testing with different PCR conditions. In
addition, it is necessary to carry out additional tests, such as the determination of the
degradation rates of each hydrocarbon derivative and the determination of antagonistic
interactions between the isolated strains for their possible use in bioremediation.



1. Marco Teérico.

1.1. Petréleo

El petréleo es una importante fuente de energia, y en la ultima década ha experimentado
un aumento en su explotacion, sus subproductos son ampliamente utilizados en diferentes
sectores industriales, convirtiéndola en una mercancia de gran importancia para el
mercado mundial. Conocido desde la antigliedad por las filtraciones observadas en la
superficie terrestre, en su forma asfaltica y bituminosas y utilizado como la construccién

de embarcaciones, caminos y procesos de lubricacion.

1.1.2. Origen del petréleo.

Existen diversas teorias que buscan explicar el origen del petrdleo, la teoria mineral, la
cual atribuye la formacion del petréleo a la accion del agua sobre ciertos carburos
metalicos, similar a la formacion de acetileno y metano por la reaccién entre carburo de
calcio y agua, estas fueron dando origen a hidrocarburos mas complejos por accion de
presion y temperatura. La otra teoria es la teoria organica, la cual establece que el origen
del petréleo viene dado por la descomposicién de material organico en las profundidades
de océanos ancestrales y la accion de eventos geoldgicos (Hispanica, 2001).

1.1.3. Composicién del Petréleo.
Desde un punto de vista quimico el petréleo esta formado por una mezcla compleja de
hidrocarburos, compuestos de carbono e hidrogeno, y en menor cantidad nitrégeno,

azufre y oxigeno, ademas de diversos metales en bajas concentraciones.

La composicion de los hidrocarburos se estudia en base a las llamadas “Series de
Hidrocarburos”, de las cuales muchas se encuentran ya presentes en el petrdleo crudo y
otras se producen por cracking e hidrogenacion.

La compleja mezcla del petrdleo contiene gran cantidad de diferentes quimicos y se
compone de cuatro fracciones principales: hidrocarburos saturados, hidrocarburos
aromaticos, resinas y asfaltenos. Debido a la capacidad del carbono de formar diferentes
tipos de cadenas y ciclos es posible encontrar conformaciones de tipos de hidrocarburos:
saturados (alcanos vy cicloalcanos), aromaticos, asfaltenos (fenoles, acidos grasos,
cetonas, ésteres y porfirinas) y resinas (piridinas, quinolines, carbazoles, sulféxidos y
amidas) (Colwell & Walker, 1977).



Los hidrocarburos con bajo peso molecular se presentan generalmente en fase gaseosa,
mientras que aquellos de alto peso molecular son liquidos o sdlidos a temperatura
ambiente. Los hidrocarburos son poco reactivos dada su carencia de grupos funcionales y

su baja solubilidad en agua (Liu et al. 2014).

1.1.3.1. Hidrocarburos Saturados.
Se denomina como hidrocarburos saturados a aquellos atomos de carbono unidos solo
por enlaces sencillos normales, todos los enlaces libres estan saturados con atomos de

hidrogeno, por esto, pertenecen a los compuestos organicos mas lentos a reaccionar.

Un ejemplo de estos es el metano (CH.) y por el aumento de la cadena del carbono, se
pueden obtener otros hidrocarburos, los que se diferencian por la introduccion de grupos
CH2 y responden a la férmula general CnHan+2.

La presencia de nuevos grupos CH2 tiene poca influencia en las propiedades quimicas,
fisicas, mientras que la longitud de la cadena de carbono tiene una implicancia critica en
las caracteristicas del hidrocarburo, viéndose un incremento regular de sus propiedades a
medida que aumenta el largo de la cadena (McMurry, 2008).

Pueden encontrarse alcanos lineales (n-alcanos), ciclicos (ciclo-alcanos) o ramificados
(iso-alcanos). Aquellos que poseen entre uno a cuatro carbonos son gaseosos a
temperatura ambiente, mientras que aquellos hidrocarburos de cadenas mas largas
tienden a ser liquidos o sdlidos. Los alcanos pueden llegar a constituir el 50% del crudo

de petroleo, dependiendo del origen del petréleo.

El metabolismo de los alcanos, por parte de los multiples organismos como plantas, algas
verdes, bacterias o animales se ve dificultado ya que presentan una baja reactividad y
solubilidad en agua, pero se han descubierto microorganismos tanto aerébicos como

anaerobicos capaces de utilizar alcanos como fuente de carbono y energia.

Se desconoce con exactitud el mecanismo por el cual los alcanos ingresan a la célula,
aquellos alcanos pequeinos lo hacen de manera directa, mientras que para los de mayor
tamafo es necesario la adicion por parte de la bacteria a la superficie de la gota de
hidrocarburo o el uso de surfactantes. Los microorganismos presentan diferentes

estrategias para la degradacion de alcanos, pero existen dos rutas predominantes en la



degradacion de los alcanos lineales: la degradacién aerdbica y la degradacién anaerdbica
(Rojo et al, 2009).

La degradacion aerobica, consiste en el uso de O, como un activador de la molécula de
hidrocarburo, gracias a la acciéon de enzimas monooxigenasas que permiten transformar

los hidrocarburos poco reactivos.

La degradacion de alcanos de dos o mas carbonos comienza generalmente con la
oxidacién del carbono terminal pasando de un grupo metil a un alcohol primario, los
cuales son convertidos en aldehidos y finalmente en &cidos grasos, los que son
posteriormente acoplados a CoA y B-oxidados para formar acetil-CoA.

El metano (CH4) es un caso especial, ya que al transformarse en metanol pasa a
formaldehido y finalmente a acido formico, el cual puede transformarse en CO2 o ingresar
a la via de la ribosa monofosfato o a la via de la serina, dependiendo del microorganismo.

Se ha observado también la oxidacion subterminal de alcanos, los cuales generan
alcoholes secundarios los que son transformados a cetonas y oxidados por
monooxigenasas en esteres. El éster es hidrolizado por esterasas generando un alcohol y

un acido graso (Figura 1)
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Figura1: Mecanismo de degradacién aerébica de alcanos (Rojo et al., 2009)
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Los microorganismos capaces de degradar anaerdbicamente los alcanos utilizan nitratos
o sulfatos como aceptores de electrones; existen dos mecanismos por el cual se
degradan los alcanos, el primero implica la activacién subterminal del alcano por adicion
de una molécula de fumarato, el resultado de esta reaccion es unido a CoA y convertido a
acetil CoA, el segundo mecanismo (descrito solamente para el propano) en la cual el
fumarato es afiadido al carbono terminal del alcano (Figura 2) (Shao et al., 2013).
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Figura 2: Mecanismo anaerdbico de degradacién de alcanos (Rojo et al., 2009).
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1.1.3.2. Hidrocarburos Aromaticos

Los hidrocarburos aromaticos forman una familia de hidrocarburos compuestos por un
nucleo bencénico (1,3,5 ciclohexatrieno). Su nombre proviene del siglo XIX, en donde se
descubrieron multiples productos con aromas intensos, lo cuales resultaron contener

nucleos bencénicos.

Cuando se sintetiza el 1,3,5 ciclohexatrieno se obtiene benceno, pero las propiedades que
presentan estos dos compuestos son completamente diferentes, siendo el benceno mas
estable y la distancia de los enlaces C-C presentan una longitud regular de 0.14nm, por lo
que forman un hexagono regular (Yufera, 1994).

1.1.3.3. Hidrocarburos aromaticos Policiclicos.

Uno de los componentes del petréleo son los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP),
los cuales son importantes contaminantes tanto del aire, suelo y sedimentos. En la ultima
década se ha observado un aumento de esta clase de productos como resultado de la
contaminacién de origen industrial y del transporte del petrdleo y sus derivados. Los HAP
son un grupo de moléculas compuestas por dos 0 mas anillos aromaticos fusionados, ya

sea de forma linear o angular (Figura 3)

naphthakne HNuorene inthracene

Bay-region
.

Keregion

phenenthrene fluoranthene chrysene

pyrene benz|ajanthracene hcru-‘[a]p;.rcm

Figura 3: Estructura de algunos representantes de HAP. (Mrozik et. Al. 2003)
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Los HAP de bajo peso molecular se definen como aquellos con dos o tres anillos, y estos
son relativamente volatiles, solubles y mas degradables que aquellos con alto peso
molecular, que son aquellos con cuatro o mas anillos, los cuales se unen al suelo o al
sedimento y son mas resistentes a la degradacion por parte de las comunidades
bacterianas ademas de ser altamente toxicos para las células (Mrozik et al. 2002).

1.1.4. Derivados del Petréleo como contaminantes.

Los hidrocarburos derivados del petréleo son los contaminantes ambientales mas
comunes, los derrames de petréleo presentan un gran riesgo para los ecosistemas
marinos y terrestres. La contaminacién por petréleo puede provenir de diferentes fuentes,
ya sean accidentales u operacionales donde el petréleo es almacenado, transportado,
procesado o utilizado, tanto en tierra como en el mar (Head et al. 2006). Las descargas de
derivados del petroleo en el ambiente son responsables, directa o indirectamente, de
afectar la salud del ser humano y los sistemas ecolégicos marinos y continentales, mas
los efectos varian dependiendo del lugar geografico y la naturaleza del vertido (Mahjoubi
etal. 2013).

Hay un gran interés en la biorremediacion de los HAP, especialmente en ambientes
marinos ya que estos presentan serios riesgos para la salud de las personas, ya que
presentan efectos no solo téxicos, sino que genotdxicos, mutagénicos y cancerigenos.
Estos compuestos presentan estructuras que no son faciles de degradar por bacterias, lo
que hace que estos procesos sean lentos, tomando meses en el caso de los HAP de bajo

peso molecular.
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1.2. Degradacién de Hidrocarburos.

Los componentes del crudo de petrdleo y muchos combustibles pueden ser degradados
por microorganismos, dependiendo del largo de sus cadenas. HAP y otras moléculas de
gran tamafo son mas persistentes en el ambiente y tienen efectos a largo plazo, ya que
tienen la particularidad de ser absorbidos en el material particulado suspendido en el agua
y, por consecuencia, depositados en el sedimento, que se trasforma en un reservorio de
contaminantes afectando a la biota marina por largos periodos de tiempo (Rodriguez et al.
2015). Estudios de degradacién de hidrocarburos llevados a cabo en ambientes marinos
han demostrado que la adicion de nutrientes produce un aumento en la tasa de
degradacion de los hidrocarburos, se han reportado tasas de degradacion mayores para
hidrocarburos saturados, seguidos por aromaticos de bajo peso molecular (Head et al.
2006), los cuales han desarrollado capacidades metabdlicas vy fisiolégicas unicas que les
permiten ser ampliamente exitosos y son productores de compuestos los cuales no son

comunmente encontrados en los ambientes terrestres (Hasanshahian et al. 2013).

1.2.1. Mecanismos de degradacion de Hidrocarburos.

Muchas bacterias degradadoras de hidrocarburos, como Pseudomonas sp.,
Pseudoalteromonas sp., Psychrobacter sp., Arthrobacter sp., Sphingomonas sp.,
Ochrobactrum sp., Rhodococcus sp., Acinetobacter sp. y Bacillus sp., fueron aisladas
desde ambientes marinos. (Al-Hadhrami et al., 1996; Luigi et al., 2007; Chen et al., 2008;
Arulazhagan and Vasudevan, 2009; Song et al., 2011; Hou et al., 2012; Patel et al., 2013).
Estos microorganismos poseen una maquinaria metabdlica altamente especializada para
la degradacion de derivados de hidrocarburos (entre otras rutas metabdlicas). La forma
mas rapida de degradar hidrocarburos y otros contaminantes estéd dada en condiciones
aerobicas, en la cual la célula ingresa el contaminante, inicialmente se produce un ataque
al contaminante por accion enzimatica y procesos oxidativos ademas de la incorporacion
de oxigeno catalizado por oxigenasas y peroxidasas: Mecanismos de degradacion
paralelos convierten el contaminante organico en intermediarios de la via metabdlica

principal.
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Un ejemplo de estas rutas es la observada en Pseudomonas, la cual, a través del flujo de
electrones a través de NADH a la dihidroxilasa permite la conversidén de un alcano en un
alcohol, el cual es posteriormente oxidado a aldehido y acido carboxilico antes de ingresar
a la ruta B-oxidativa. Las rutas de degradacion de otras clases de hidrocarburos, como los
hidrocarburos policiclicos aromaticos (HAP) (Teramoto et al. 2013).

Bacterias del genero Pseudomonas, Sphingomonas, Rhodoccocus, entre otras presentan
la capacidad de metabolizar HAP como el antraceno, a través de la oxidacion del
antraceno en la posicion 1,2 para formar 1,2-cis-dihidroxi-1,2-dihidroxiantraceno para
convertirlo en 1,2 dihidroxi antraceno via dihidrodiol dehidrogenasa. Posteriormente las
bacterias oxidan el 1,2-dihidorxiantraceno a 4-cis-(2-hidroxinaftaleno-3-yl)-2-oxo acido
butenoico el cual es convertido en acido 2-hidronaftoico, esto es metabolizado en forma
de salicilato y catecol (Moody et al. 2001).

1.3. Biorremediacion.

La biorremediacion es el producto de multiples investigaciones que tuvieron como objetivo
el desarrollar una técnica amigable y practica de control y limpieza de componentes
toxicos presentes en los ambientes. Esta técnica consiste en el uso y manipulacién de los
productos microbianos para combatir la polucion, aprovechando las habilidades
desintoxicantes de los organismos vivos y su facilidad para convertir sustancias toxicas,

incluidos xenobidticos, en productos inocuos, generalmente diéxido de carbono y agua.

La biorremediacion permite, al contrario de los procesos fisico-quimicos, destruir los
contaminantes organicos a un costo reducido y en condiciones ambientales, lo que lo ha
convertido en la principal opcién para la eliminacién de derivados del petroleo (Ghosal et
al., 2016).

Otra forma que tienen los microorganismos para la metabolizacion de los hidrocarburos es
la utilizacion de subproductos metabdlicos, los biosurfactantes, que son moléculas
complejas capaces de solubilizar compuestos hidréfobos, de modo de facilitar la
utilizacion de hidrocarburos como fuente de carbono. Existen muchos tipos de
biosurfactantes, estos sintetizados por diversas especies de bacterias (como
Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter, entre otras). Uno de estos son los lipopéptidos,
que consisten en un acido graso hidrofébico y un péptido hidrofilico, lo que le confiere sus
propiedades emulsificantes (Banat et al., 2010).
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2. Hipotesis

Bacterias aisladas desde aguas empetroladas de la bahia de Quintero podran ser
capaces de degradar petréleo y derivados de hidrocarburos alifaticos y aromaticos.

16



3. Objetivo General

- Aislar las cepas bacterianas que presenten capacidad de biodegradar derivados
de hidrocarburos lineales y aromaticos de muestras de aguas empetroladas de la bahia
de Quintero.

Objetivos Especificos

- Caracterizar morfolégicamente las cepas bacterianas

- Determinar la capacidad de crecimiento de las cepas en crudo de petréleo y

derivados de hidrocarburos alifaticos y aromaticos como Unica fuente de carbono.

- Caracterizar bioquimicamente aquellas cepas bacterianas con capacidad de
degradar hidrocarburos.

Identificacion molecular preliminar mediante reaccion en cadena de la polimerasa.

17



4. Metodologia.

4.1. Toma de Muestras.

Se tomaron muestras de aguas y sedimentos contaminados con petréleo en enero
2015 desde ftres sitios en la comuna de Quintero, la caleta EI Manzano, Caleta
Embarcadero y de sedimentos entre estos dos puntos, esto después del derrame de
petréleo ocurrido el 24 de septiembre del 2014 en la misma comuna.

4.2. Aislamiento.

Se realiz6 aislamiento directo desde la muestra (inoculo 0,1mL) por 3 dias a 23°C,
posteriormente un enriquecimiento en Caldo LB 3% NaCl por 3 dias a 23°C.
Adicionalmente se realizaron diluciones desde 10" a 10® en solucion salina 0.8% y
siembra homogénea (inoculo 0,1mL) Por 3 dias a 23°C. Las cepas fueron denominadas
segun lugar de origen siendo MZN a las provenientes de El Manzano, EMB a las
provenientes de El Embarcadero y SDM a las provenientes de sedimentos.

4.3. Caracterizacion morfoldgica.

A las 33 cepas previamente aisladas fueron caracterizadas macroscépica
utilizando como parametros la forma, borde, elevacion, opacidad, color, superficie y
consistencia de la colonia. Adicionalmente se realizé6 una caracterizacion microscopica

mediante tincion diferencial Gram.

4.4. Ensayo de degradacion de hidrocarburos.

Se inocularon las 33 cepas, segun el protocolo establecido por Kiyohara, (1982), se
realizé un cultivo en medio minimo MM1 (1.32g K2HPO4, 1g KH2PO4, 0.81g NH4CI,
0.84g NaNO3, 0.01g FeS0O4*7H20, 0.2g MgS04 y 0.02g CaCl2) con Crudo estéril y 3%
Cloruro de Sodio y se incubaron a 23°C por 14 dias, se utilizaron dos tipos de crudo de
petréleo en este estudio, el Crudo 1, proveniente de la fosa Daniel en ENAP Magallanes y
el Crudo 2, proveniente de ENAP Bio-Bio. Posteriormente se cultivaron en medio MM1
con hexadecano a 600ppm y cloruro de sodio al 3% por 14 dias a 23°C, esto se repitid

con antraceno y criseno.
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4.5. Identificaciéon Bioquimica.

La identificacion de las cepas se realizé utilizando el kit comercial APl 20NE (Biomérieux),
para esto se realizaron cultivos puros de las cepas en medio nutritivo 3%NaCl enriquecido
con crudo de petrdleo, se realizé suspensiones de las cepas en 2ml de solucion salina
0.8% a una turbidez similar al reactivo McFarland 0.5, se inocularon con esta suspension
se inocularon las pruebas desde NOs; a PNPG, posteriormente se tomaron 200ul de la
suspension bacteriana y se inoculo una ampolla de APl AUX Medium, y se llenaron los
tubos de las pruebas |GLU| hasta |PAC|. Se les afiadié aceite mineral a los tubos de las
pruebas GLU, ADH y URE. Se incubaron a 25°C por 24h antes de ser observado y

analizadas con el software ApiWeb 1.2.1.

Adicionalmente se utilizé el kit comercial BiologGN2 y Biolog GP2 (Ursulab), para esto se
trabajo con cultivos frescos en medio nutritivo 3%NaCl, se tomaron colonias de las cepas
y se realizd una suspension a una densidad similar al McFarland 0.5, 150ul de esta
suspension se inocularon en cada poso del GN2/GP2 MicroPlate e incubado a 25°C por
24h antes de la observacion de los resultados.

4.6. Identificacion Molecular.

4.6.1. Extraccién de ADN.

Para la extraccién de ADN se realizaron cultivos sélido frescos de las 14 cepas
previamente seleccionadas como degradadoras de hidrocarburos en medio nutritivo con
3% NaCl, se incubaron a 25°C por 48 horas, posteriormente se inocularon tubos con
caldo nutritivo con 3% NaCl por 48 horas, se extrajo 1000ul de medio de cultivo en un
microtubo de 1.5ml y centrifugado a 6000rpm por 20 minutos a 4°C, se extrajo el
sobrenadante y se agregaron nuevamente 1000yl de medio los cuales fueron
centrifugados bajo las mismas condiciones. Se extrajo el sobrenadante y se dejé secar el
pellet a temperatura ambiente.

El pellet fue re suspendido en 600 pl de solucién de lisis (compuesta por 9.34 TE Buffer
(10mM Tris-Cl y 1mM EDTA, pH 8.0), 600ul de SDS 10% y 60ul de proteinasa K
(20mg/ml)) e incubado a 55°C por 30 minutos tras lo cual se le afaden 600ul Fenol-
Cloroformo, se lleva al vértex a maxima velocidad por 20 segundos y se llevaron a

centrifuga por 5 minutos a 13300rpm.
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Se extrajo la fase acuosa con micropipeta en un microtubo a la cual se le afade

Cloroformo, se lleva a vortex (maxima velocidad por 20 segundos) y se centrifuga por 5

minutos a 13300rpm y nuevamente se extrae la fase acuosa en un microtubo, se afade al

extracto de la fase acuosa 600ul de isopropanol y se incuba a -20°C por 1 hora. Una vez

transcurrido este tiempo se centrifuga a 13300rpm por 15 minutos tras lo cual se extrae el

isopropanol y se anaden 1000ul de etanol 70% el cual se elimina por inversion y se dejo

secar al aire, una vez seco se afiaden 30ul de agua ultra pura.

4.6.2. Preparacion de Cebadores.

Se trabajaron con los siguientes cebadores:

PRIMER SECUENCIA (5°-3’) TEMPERATURA DE MELTING
ATPD FORW ATG AGT CAG GGC AAGATC GTTC 62.1°C
ATPD REV TCC TGC AGG ACG CCCATTTC 62.5°C
BAC16S1 GTT TGATCC TGG CTC AG 52.4°C
BAC16S2 GAC GGG CGG TGT GTA CAA 58.4°C
RECA-BRUCOCHRO-F | ATG TCT CAAAAT TCATTG CGAC 56.4°C
RECA-BRUCOCHRO-R | AGC ATCTTC TTC CGG TCC GC 62.5°C
B27F GAG TTT GAT CMT GGC TCAG 55-57.5°C
B1512R AAG GAG GTG ATC CAN CCR CA 58.4-62.5°C
PS-FORW GGT CTG AGA GGATGARCA GT 58.4°C
PS-REV TTA GCT CCA CCT CGC GGC 60.8°C
AHF GGG AGT GCC TTC GGG AAT CAG A 65.8°C
AHR TCA CCG CAA CAT TCT GAT TTG 57.5°C
27F AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 58.4°C
907R CCCCGTCAATTCATTTGAGTTT 58.4°C
SPHINGO 108F GCG TAACGC GTG GGAATC TG 62.5°C
SPHINGO 920R TTACAACCCTAAGGCCTTC 55°C
CAR1 GCT TGA AGA GAT TCG AGT 51.4°C
CAR2 CAC CTCGCG GTCTTG CTG 60.8°C

Las temperaturas fueron calculadas segun la herramienta Oligo Calc: Oligonucleotide

Properties Calculator (http://biotools.nubic.northwestem.edu/OligoCalc.html)

A los cebadores obtenidos se le afiaden agua ultra pura y se lleva a voértex por 1 minuto,

se extraen 0.5ul y se colocaron en microtubos con 9.5ul de agua ultra pura libre de

nucleasas.
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4.6.3. PCR.

En un microtubo se prepararon 54ul de una mezcla compuesta por 30ul de Master Mix,
3ul de cada primer correspondiente y se 18ul agua ultapura. Se depositan 18ul de esta
mezcla en tubo de PCR al cual se le agrego 2ul del extracto de ADN a amplificar. Las
condiciones del PCR fueron de un ciclo de 95° C durante 5 minutos, 35 ciclos de 95° C
durante 30 segundos, un periodo de 40 segundos a la temperatura de alineamiento de
cada primer, 72° C por un minuto y finalmente, un periodo de extensién de 72° C durante
5 minutos. Posteriormente se congelaron los amplificados a -20°C. Se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa 1% a 90V por 60 minutos, el gel fue revelado en el
equipo Enduro GDS.
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5. Resultados.

5.1. Caracterizacion Macroscopica.

De las 33 cepas aisladas previamente de las muestras de aguas empetroladas de la
Bahia de Quintero en el laboratorio de Microbiologia Ambiental de la Universidad de
Valparaiso, se realizaron cultivos en medio agar Nutritivo 3% NaCl, de los cuales solo
crecieron 31 de las 33 cepas (no se observo crecimiento de las cepas MZN7 y MZN8) con
el fin de determinar las caracteristicas macroscopicas de las colonias (Tabla 1).

Posteriormente se tomd una colonia de cada cultivo para la realizacién de una tincién
Gram (Tabla 2) en placas con medio nutritivo incubadas por 48hrs. Se observa la
presencia de multiples cepas Gram negativas, lo que es de esperar ya que las bacterias
provenientes de ambientes marinos son mayoritariamente Gram negativa; resulta

interesante la aparicion también de cepas Gram positivas.
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Tabla 1: Caracterizacion Morfolégica de las cepas de estudio.

CEPA FORMA BORDE ELEVACION OPACIDAD COLOR SUPERFICIE CONSISTENCIA
SDM 1 Circular Liso Elevada Translucida Crema amarilla Suave Mucosa
SDM2 Circular Liso Elevada Translucida Crema Suave Granular
SDM3 Circular Liso Elevada Brillante CremaBlanca Suave Mucosa
SDM4 Circular Liso Convexa Opaco Crema Blanca Suave Mucosa
SDM5 Circular Liso Convexa Opaco Blanca Suave Mucosa
SDMé6 Circular Liso Convexa Opaco Crema Suave Granular
SDM7 Circular Liso Elevada Opaco Crema Suave Granular
SDM8 Circular Liso Convexa Opaco Blanca Rugosa Granular
SDM9 Circular Liso Convexa Opaco Blanca Rugosa Granular
SDM10 | Circular Liso Elevada Opaco/Brilla Anaranjada Suave Granular
EMB1 Circular Liso Plana Brillante Blanca Suave Granular
EMB2 Circular Liso Convexa Brillante Amarillo Crema Suave Mucosa
EMB3 Circular Liso Convexa Brillante Amarillo Crema Suave Mucosa
EMB4 Circular Liso Convexa Opaco Naranjo Suave Mucosa
EMB5 Circular Liso Convexa Brillante Amarillo Suave Mucosa
EMB6 Circular Liso Umbilicada Brillante Blanca Suave Mucosa
EMB7 | Irregular Lobulado Plana Opaco Blanca Suave Granular
MZN1 Circular Liso Convexa Brillante Amarillo Crema Suave Mucosa
MZN2 Circular Liso Convexa Brillante Amarillo Crema Suave Granular
MZN3 Circular Liso Convexa Brillante Amarillo Crema Suave Granular
MZN4 Circular Liso Convexa Brillante Blanca Suave Mucosa
MZN5 Circular Liso Umbilicada Translucida Blanca Suave Mucosa
MZNG6 Circular Liso Convexa Brillante Crema Suave Granular
MZN9 Circular Liso Convexa Brillante Roza Suave Granular
MZN10 ND ND ND Opaco Amarillo Suave Granular
MZN11 | Circular Liso Elevada Opaco Crema Suave Granular
MZN12 | Circular Liso Convexa Opaco Crema Suave Granular
MZN13 | Circular Liso Convexa Brillante Blanca Suave Granular
MZN14 | Circular Liso Convexa Brillante Crema Suave Mucosa
MZN15 | Irregular  Irregular Elevada Opaco Crema Suave Granular
MZN16 | Circular Liso Elevada Brillante Semi-transparente Suave Granular
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Tabla 2: Resultados Tincion Gram

CEPA MORFOLOGIA GRAM

EMB1 Bacilo o
EMB2 Cocobacilo -
EMB3 Cocobacilo -
EMB4 Estafilococo -
EMB5 Estafilococo -
EMB6 Bacilo +
EMB7 Bacilo -
SDM1 Bacilo corto -
SDM2 Cocobacilo -
SDM3 Cocobacilo -
SDM4 Bacilo -
SDM5 Estafilococo -
SDM6 Estafilococo +
SDM7 Bacilo +
SDM8 Estafilococo -
SDM9 Cocobacilo -
SDM10 Estafilococo o
MZN1 Bacilo corto +
MZN2 Estafilococo -
MZN3 Cocobacilo -
MZN4 Bacilo -
MZN5 Cocobacilo -
MZN6 Estafilococo o
MZN9 Cocobacilo -
MZN10 Bacilo corto -
MZN11 Bacilo corto -
MZN12 Estafilococo -
MZN13 Estafilococo -
MZN14 Estafilococo o
MZN15 Bacilo +
MZN16 Bacilo corto -
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5.2. Degradacion de Hidrocarburos.

Con las 31 cepas previamente caracterizadas morfolégicamente, se procedi6é a determinar
la capacidad de crecer en medio minimo (MM1) enriquecidos con petroleo (Tabla 3). Se

trabajé con dos muestras de petroleo de diferente procedencia.

Se observo crecimiento de solo tres cepas en el crudo 1 (obtenido de la regiéon de
Magallanes), SDM6, MZN6 y MZN9. Mientras que con el crudo 2 (obtenido de la region
del Bio-Bio) se observo crecimiento de 14 cepas, EMB5, EMB7, SDM1, SDM6, SDM7,
SDM8, MZN1, MZN2, MZN4, MZN5, MZN6 (Figura 5), MZN9, MZN14 y MZN16.

Figura 4: Crecimiento de la cepa MZN 6 en medio MM1 enriquecido con (A) petréleo, (B) hexadecano, (C)
antraceno
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Tabla 3: Crecimiento de las cepas en crudo de petréleo

CEPA

CRUDO 1

CRUDO 2

EMB 1
EMB 2
EMB 3
EMB 4
EMB 5
EMB 6
EMB 7
SDM 1
SDM 2
SDM 3
SDM 4
SDM 5
SDM 6
SDM 7
SDM 8
SDM 9
SDM 10
MZN 1
M2ZN 2
MZN 3
M2ZN 4
MZN 5
MZN 6
MZN 7
MZN 8
MZN 9
MZN 10
M2ZN 11
MZN 12
MZN 13
M2ZN 14
MZN 15
MZN 16

+ + +

Lo+ 4+

+ + +
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5.2.1. Degradacién de Hexadecano.

La prueba de crecimiento en hexadecano se realizé con una metodologia similar a la

utilizada para el crecimiento en petréleo, se observé crecimiento de 9 cepas (Tabla 4).

Tabla 4: Crecimiento de las cepas en Hexadecano

CEPA

HEXADECANO

EMB 1
EMB 2
EMB 3
EMB 4
EMB 5
EMB 6
EMB 7
SDM 1
SDM 2
SDM 3
SDM 4
SDM 5
SDM 6
SDM 7
SDM 8
SDM 9
SDM 10
MZN 1
MZN 2
MZN 3
MZN 4
MZN 5
MZN 6
MZN 7
MZN 8
MZN 9
MZN 10
MZN 11
MZN 12
MZN 13
MZN 14
MZN 15
MZN 16

Lo+ 4+

+ + +
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5.2.2. Degradacién de Antraceno.

En antraceno, solo se observé crecimiento de 10 cepas, EMB7, SDM1, SDM6, SDMS8,

MZN1, MZN2, MZN4, MZN5, MZN6, MZN16 (Tabla 5)

Tabla 5: Crecimiento de las cepas en Antraceno

CEPA

ANTRACENO

EMB 1
EMB 2
EMB 3
EMB 4
EMB 5
EMB 6
EMB 7
SDM 1
SDM 2
SDM 3
SDM 4
SDM 5
SDM 6
SDM 7
SDM 8
SDM 9
SDM 10
MZN 1
M2ZN 2
MZN 3
M2ZN 4
MZN 5
MZN 6
MZN 7
MZN 8
MZN 9
MZN 10
M2ZN 11
MZN 12
MZN 13
M2ZN 14
MZN 15
MZN 16
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5.2.3. Degradacioén de Criseno.

En criseno se observd el crecimiento de nueve cepas (Tabla 6). De estas cepas solo

EMB7, MZN2, MZN4, MZN6 y MZN16 crecieron en los tres hidrocarburos.

CEPA

Tabla 6: Crecimiento de las cepas en Criseno

CRISENO

EMB 1
EMB 2
EMB 3
EMB 4
EMB 5
EMB 6
EMB 7
SDM 1
SDM 2
SDM 3
SDM 4
SDM 5
SDM 6
SDM 7
SDM 8
SDM 9
SDM 10
MZN 1
M2ZN 2
MZN 3
M2ZN 4
MZN 5
MZN 6
MZN 7
MZN 8
MZN 9
MZN 10
M2ZN 11
MZN 12
MZN 13
M2ZN 14
MZN 15
MZN 16
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5.3. Identificacion Bioquimica.

Para la identificacion bioquimica se trabajé solo con aquellas cepas que presentaban
crecimiento en los derivados de hidrocarburos y se obtuvieron la identidad de las cepas
(Tabla 7) tras el analisis del kit APl 20NE con el software Apiweb (Tabla 8). Con el
sistema Biolog se obtuvieron resultados para 12 de las 14 cepas que presentaban

crecimiento en los derivados de hidrocarburos (Anexo 1).

Tabla 7: Resultados identificacién bioquimica mediante APl 20NE

EMBS | + + + - - + + + + + + + + + - - - + + - +
EMB7 | + - - - + + - 4+ + + + + + + + - - o+ o+ - -
sbM1 | + - - - - 4+ - - - - - - 4+ - - - - + - - +
sbmMé | _ + - - - 4+ 4+ + + + + + + + - - -+ o+ - 4+
sbm7 | .+ - - - 4+ 4+ 4+ + + + + + + - - - + + - -
SDM8 . + - + - + + + + + + - + + - - - + + - o+
MzN1 | + - - - + - - - - - + 4+ + + + - - - - - -
MzN2 | . + - - - + + 4+ + - + + + + - - - o+ o+ - -
MzZN4 |+ - - - - + - - - - - -+ o+ - - - - - -+
MZNS |+ + - - + + - - - - - - - 4+ 4+ - - -4 4 - -
MZN6 |+ _ - - + + - - 4+ - - 4+ - + 4+ - - - - - -
MZNO |+ - + + + - - - 4+ - - 4+ - o+ + - - -4 - -+
MZN14 | &+ _ _ + + - + - - - - - - - - - - + + + -
MZN16 | + - - - + 4+ - + + + - - - o+ - -4 4 a4 4 - -
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Tabla 8: Identidad de las 14 cepas degradadoras de hidrocarburos en base al kit API20NE.

CEPA IDENTIFICACION ORDEN FAMILIA

EMB 5 Aeromonas hydrophila Aeromonadales Aeromonadaceae
EMB 7 Pseudomonas luteola Pseudomonadales Pseudomonaceae
SDM 1 Shewanella putrefaciens Alteromonadales Shewanellaceae
SDM 6 Chryseobacterium meningosepticum Flavobacteriales Flavobacteriaceae
SDM 7 Stenotrophomomas maltophila Xanthomonadales Xanthomonadaceae
SDM 8 Aeromonas hydrophila Aeromonadales Aeromonadaceae
MZN 1 Ochrobactrum anthropi Rhizobiales Brucellaceae

MZN 2 Stenotrophomomas maltophila Xanthomonadales Xanthomonadaceae
MZ2ZN 4 Brevundimonas vesicularis Caulobacterales Caulobacteraceae
MZN 5 Chryseobacterium indologenes Flavobacteriales Flavobacteriaceae
MZN 6 Sphingomonas paucimobilis Sphingomonadales =~ Sphingomonadaceae
MZN 9 Photobacterium damselae Vibrionales Vibrionaceae

MZN 14 | Oligella ureolytica Burkholderiales Alcaligenaceae

MZN 16 | Sphingomonas paucimobilis Sphingomonadales =~ Sphingomonadaceae

5.4. Identificacion Molecular.

Las cepas identificadas bioquimicamente se realizé una identificacion molecular
preliminar, para esto se trabajé con cultivos frescos en medio liquido con los cuales se

realizé una extraccion de ADN, obteniéndose extractos de las 14 cepas ya seleccionadas.

Por problemas de tiempo solo fue posible realizar amplificaciones a las cepas SDM6,
SDM7, MZN2, MZN5, MZN6, MZN14 y MZN16. Las cuales fueron amplificadas utilizando

los primer y temperaturas ya reportadas.

Se obtuvo una amplificacion exitosa de 2 cepas, SDM6 y MZN14 observandose los
fragmentos esperados a 1300pb (Tasic et al. 2012). La cepa MZN2, con un fragmento de
858pb (Kaiser et al. 2009) y MZN6 con un fragmento de 312pb (Leys et al, 2004) fueron
amplificadas, pero con una intensidad menor y las cepas SDM7, MZN5 y MZN16 no

pudieron ser amplificadas con los primer y condiciones utilizados (Figura 6).
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MZING MZN16 SDM7 SDMG MZINS  MINZ

Figura 5: Imagen del gel de agarosa, se observa una amplificaciéon de las cepas SDM6, MZN14, MZN6 y
MZN2 (Flechas Blancas), reveladas con luz UV.
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6. Discusion.

De las 33 cepas iniciales se obtuvieron 14 cepas capaces de crecer en medios
enriquecidos con petroleo, aunque el petréleo utilizado en este estudio no fue el mismo
que fue derramado en la Bahia de Quintero, no se descarta la posibilidad de que el bajo
nuamero de cepas que presentaron crecimiento en los diferentes crudos sea productos de

las diferencias en las composiciones de los crudos utilizados.

Al ser probadas en medio enriquecido con hexadecano, se observé el crecimiento de 9 de
las 14 cepas. Mientras que al utilizar un medio con antraceno solo se observo el
crecimiento de 8 cepas, de las cuales, solo 5 cepas son capaces de crecer en ambos
medios. En criseno solo se observo el crecimiento de 9 cepas, siendo solamente 5
capaces de crecer en los tres hidrocarburos probados, (EMB7, MZN2, MZN4, MZN6 y
MZN16); estas son de gran importancia debido a la alta toxicidad y baja biodegradabilidad
que presentan los hidrocarburos aromaticos y aunque se desconocen la tasa a la cual se
degradan estos hidrocarburos por parte de las cepas aisladas, este resultado es
significativo para su posible uso en procesos de biorremediacion.

Las identificaciones con el kit API20NE fueron consistentes con lo esperado,
encontrandose multiples posibles identidades que han sido previamente (segun la
literatura) aisladas de ambientes contaminados con petréleo y descritas como
degradadoras de uno o mas tipos de hidrocarburos.

Las cepas de Aeromonas hydrophila (EMB 5 y SDM 8) han sido previamente reportada
como capaz de crecer en medios con hexadecano, tolueno, propil-benceno y terbutil-
benceno como unica fuente de carbono (Kaczorek et al. 2010) mientas que las cepas
EMB 5 aislada no presentd crecimiento en hexadecano y presentd crecimiento en
antraceno, la cepa SDM 8 presenta crecimiento en hexadecano pero no en antraceno, lo

cual no es consistente si es que ambas cepas corresponden a la misma especie.

Las cepas de Pseudomonas lutea (EMB7) pertenecen a un género que ha sido descrito
anteriormente como degradador de hidrocarburos, especialmente Pseudomonas
aeruginosa la cual ademas es productora de biosurfactante (Das et al, 2007, Chaineau et
al. 1999, Dagher et al. 1997), EMB 7 presenté crecimiento en todos los hidrocarburos

utilizados.
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Shewanella putrefaciens (SDM 1) es una especie bacteriana encontrada como resultado
de derrames de petréleo y esta implicada en su degradacion en condiciones anaerdbicas
(Martin-Gil et al, 2004), aunque presento crecimiento en las condiciones utilizadas, no se
cultivaron en condiciones anaerdbicas, lo que podria explicar el bajo crecimiento en crudo

de petréleo (presentando crecimiento solo en un cultivo con el crudo 2).

Chryseobacterium meningosepticum (SDM 6) y Chryseobacterium indologenes (MZN 5)
ha sido previamente aislado desde suelos contaminados con petréleo (Szoboszlay et al.
2008), SDM 6 fue la Unica cepa capaz de crecer en todos los cultivos de ambos crudos

utilizados y solo fue capaz de degradar hexadecano y no los hidrocarburos aromaticos.

Stenotrophomonas maltophila (SDM 7 y MZN2), Ochrobactrum anthropi (MZN 1) y
Brevundimonas vesicularis (MZN 4) (Chaineau et al. 1999) también han sido descritas
como degradadora petréleo y derivados tanto aromaticos como alifaticos (Van Hamme et
al. 2000) SDM 7 fue incapaz de crecer en los tres derivados de hidrocarburos utilizados
mientras que, si lo hicieron MZN 2 y MZN4, por esto SDM 7 y MZN 2 no corresponderian
a la misma especie, esto se pudo comprobar mediante Biolog, ya que presentaron perfiles
bioquimicos diferentes.

Shingomonas paucimobilis (MZN 6 y MZN 16) ha sido descrita como degradador de HAP
y previamente aislada desde muestras de suelos contaminados con hidrocarburos (Ye et
al. 1995, Chaineau et al. 1999) lo que es consistente con lo obtenido, ya que tanto MZN 6
y MZN 16 presentaron crecimiento en todos los hidrocarburos utilizados, pero presentan
morfologias y perfiles bioquimicos diferentes.

Photobacterium damselae (MZN 9) ha sido descrito como productora de biofilm y
degradadora de anilina, un hidrocarburo aromatico (Kafilzadeh et al, 2013), esto es
consistente con lo encontrado mediante el método de cultivo utilizado, pero llama la
atencion la presencia de cepas que previamente has sido asiladas de ambientes

terrestres y no marinos como son las encontradas en este trabajo.

No hay reportes previos de Oligella ureolytica (MZN 14) como degradador de petréleo o
los derivados de hidrocarburos utilizados en este estudio, por el contrario, la cepa MZN 14
presento crecimiento solo en hidrocarburos aromaticos, ademas esta especie es
generalmente aislada de muestras de orina humana, lo cual puede ser signo de

contaminacioén en la zona de donde se tomaron las muestras.
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7. Conclusion.

De las 33 bacterias aisladas desde las muestras de agua empetrolada obtenida desde la
bahia de Quintero, el 21,4% corresponde a bacterias Gram + y 78,6% a Gram -, 64,5%
presentan morfologia bacilar y 35.5% son cocos.

Se encontraron 14 cepas (42,42% de las cepas totales) capaces utilizar derivados de
hidrocarburos como Unica fuente de carbono, del total de cepas que crecieron en el crudo
de petréleo, 9 degradan hexadecano (64,3%),9 criseno (64,3%), y 8 antraceno (57,1%),
mientras que solo 5 (35,7%) degradan los 3 derivados utilizados.

Se pudo identificar bioquimicamente cepas que previamente se han reportado como
degradadoras de hidrocarburos, dentro de las cuales Chryseobacterium y Sphingomona

han sido descritas como un buen potencial para biorremediacién.
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8. Proyecciones.

Con las cepas analizadas se puede estudiar su capacidad de degradar otros derivados de
hidrocarburos de interés, establecer sus tasas de degradacién de hidrocarburos y los
productos de degradacién, determinar los efectos de antagonismo que pudieran o no
afectar el proceso biodegradativo para asi ser propuestas como potenciales candidatas

para efectuar procesos de bioremediacion en ambientes marinos.
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Anexo

Anexo 1: Resultados Biolog
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