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Resumen

Los ambientes costeros son afectados por la actividad antropogénica, donde los hidrocarburos
(HC) son contaminantes relevantes en estos sistemas. Los procesos de biorremediacion utilizan
microorganismos para la recuperacion de ambientes contaminados, mejorando el crecimiento de
bacterias nativas degradadoras. Enriquecimientos microbianos frente a contaminantes
recalcitrantes como los hidrocarburos aromaticos (e.g. fluoranteno) nos permiten obtener aislados
con capacidades catabdlicas especificas. Alcanivorax, Cycloclasticus, Marinobacter,
Rhodococcus, Alcaligenes son géneros con la capacidad de degradar HC frecuentemente aislados
en ambientes costeros. El objetivo de este estudio es aislar y caracterizar bacterias degradadoras
de hidrocarburos (i.e,m hidrocarbonoclésticas) desde ensayos de biorremediacion y
enriquecimiento de suelo costero contaminado (Vifia del Mar). Dos enfoques para el aislamiento
fueron realizados; diluciones seriadas desde un experimento de biorremediacion de suelo costero
en medio rico TSA o en medio minimo marino (ONR7a) en presencia de diésel o BTEX,
respectivamente; ensayos de enriquecimiento con estireno (1% v/v) o fluoranteno (100 mg/L) en
medio minimo ONR7a. Las cepas aisladas desde medios los TSA, MA y ONR7a fueron
identificadas mediante extraccion de DNA, amplificacion del gen 16S ARNr (27F, 1492R) y
posterior secuenciacion parcial (800R). Se aislaron 200 cepas tolerantes a diésel, 60 tolerantes a
BTEX, 81 tolerantes a fluoranteno y 27 tolerantes a estireno. De las 368 cepas, se identificaron
243 a nivel de género, distribuidos en 4 filos (Pseudomonadota, Actinomycetota, Bacteroidota;
Bacillota), 8 clases, 16 6rdenes, 27 familias y 50 géneros. Se obtuvieron géneros previamente
reportados como hidrocarbonoclasticos, incluyendo Alloalcanivorax, Isoalcanivorax,
Arthrobacter, Dietzia, Marinobacter, Kocuria, Variovorax, ademas de cepas que podrian
representar nuevos generos bacterianos. Ademas, se evalud el rango de pH y crecimiento
utilizando HC en seis cepas, utilizando caldo marino (MB) pH 5,35-9,51 y medio ONR7a con
diésel, BTEX, estireno y fluoranteno como Unica fuente de carbono, respectivamente. Las cepas
del género Alcanivorax e Isoalcanivorax crecieron en caldo marino (MB) entre pH 6,9-9,5 y
utilizan diésel como fuente de carbono, lo que resalta su potencial para procesos de

biorremediacion. La bioprospeccidn y evaluacion de cepas hidrocarbonoclasticas desde ambientes



costeros nos permite diversificar las cepas disponibles para procesos de biorremediacién

adecuados a las condiciones sitio-especificas de cada ecosistema.

Abstract

Isolation and Characterization of Hydrocarbonoclastic Bacterial Strains from Coastal Soils

and Evaluation of Their Aromatic Hydrocarbon Biodegradation Potential

Coastal environments are affected by anthropogenic activities, with hydrocarbons (HC) being
significant contaminants in these ecosystems. Bioremediation processes use microorganisms to
restore contaminated environments, enhancing the growth of native degrading bacteria.
Enrichment experiments allow the isolation of strains with specific metabolic capabilities,
particularly against recalcitrant compounds such as aromatic hydrocarbons (e.g., fluoranthene).
Alcanivorax, Cycloclasticus, Marinobacter, Rhodococcus, and Alcaligenes are genera frequently
isolated from coastal environments with the capacity to degrade HC. The objective of this study
is to isolate and characterize hydrocarbon-degrading bacteria (i.e., hydrocarbonoclastic) from
bioremediation and enrichment assays in hydrocarbon-contaminated coastal soil (Vifia del Mar).
Two approaches were carried out: serial dilutions from a coastal soil bioremediation experiment
in a rich medium (TSA) or minimal marine medium (ONR7a) in the presence of diesel or BTEX,
respectively; and enrichment assays with styrene (1% v/v) or fluoranthene (100 mg/L) in ONR7a.
The strains isolated from TSA, MA, and ONR7a media were identified through DNA extraction,
16S gene amplification (27F, 1492R), and subsequent partial sequencing (800R). A total of 200
diesel-tolerant, 100 BTEX-tolerant, 81 fluoranthene-tolerant, and 27 styrene-tolerant strains were
isolated. Of the 408 strains, 243 were identified at the genus level, spanning 4 phyla
(Pseudomonadota, Actinomycetota, Bacteroidota, Bacillota), 8 classes, 16 orders, 27 families,
and 48 genera. Hydrocarbonoclastic genera previously reported, including Alcanivorax,
Alloalcanivorax, Isoalcanivorax, Arthrobacter, Dietzia, Marinobacter, Kocuria, and Variovorax,
were obtained, in addition to strains that may represent novel bacterial genera. Furthermore, the
pH range and growth using HC were evaluated in six strains using marine broth (MB) at pH 5.35—
9.51 and ONR7a medium with diesel, BTEX, styrene, and fluoranthene as the sole carbon

sources, respectively. Strains from the genera Alcanivorax and Isoalcanivorax grew in marine



broth (MB) at pH 6.9-9.5 and utilized diesel as a carbon source, highlighting their potential for
bioremediation processes. The bioprospecting and evaluation of hydrocarbonoclastic strains from
coastal environments enable the diversification of strains available for bioremediation processes

for the site-specific conditions of each ecosystem.
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Sigla

Significado

BTEX

CN

EPA
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MA

MAH
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PAH
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Benceno, tolueno, etilbenceno, xileno
Control negativo

Agencia de Proteccion Ambiental
Hidrocarburos

Agar marino

Hidrocarburos aromaticos monociclicos
Caldo marino

Hidrocarburos aromaticos policiclicos
Hidrocarburos totales del petroleo

Agar de soja triptica

Caldo de soja triptica




Introduccion

El petrdleo es un recurso natural que consiste en una mezcla compleja de hidrocarburos
(HC) y se encuentra de forma natural en reservorios submarinos, producto de la descomposicion
de material organica tras miles de afios. Los hidrocarburos se componen en su mayoria de carbono
e hidrdgeno, composicion que, junto con su estructura quimica, determinan su tamafo y
propiedades fisicoquimicas. Entre los hidrocarburos del petrdleo se encuentran n-alcanos,
hidrocarburos aromaticos policiclicos, otros compuestos como sulfuros, nitruros, acidos
alcanoicos y metales organicos como vanadio y niquel. De acuerdo con la estructura quimica de
estos compuestos, estos hidrocarburos se pueden clasificar en alifaticos, arométicos, resinas y

asfaltenos.(Li et al., 2022; Rodriguez Castro et al., 2022)

El petréleo como materia prima es utilizado para producir multiples productos industriales
como plastico, solventes, fertilizantes, pesticidas, tintes, textiles, combustible, gas, diésel, entre
otros (Rodriguez Castro et al., 2022). La produccion de petréleo, a pesar de los esfuerzos por
alcanzar una descarbonizacién global, sigue jugando un papel clave dentro de la economia a
escala mundial. Actualmente se producen alrededor de 100 millones de barriles diarios, un 22%
de ellos producidos por Estados Unidos, 11% por Arabia Saudita y 11% por Rusia (U.S. EIA,

2024).

La extraccion de petréleo y su posterior transporte son causantes importantes de derrames
de estos compuestos al medioambiente. Se estima que cada afio se vierten entre 10 y 70 millones
de barriles de HC al mar (Daher Hazaimeh & Ahmed, 2021). Si bien la cantidad vertida es solo
una pequefia fraccion del total producido y distribuido a nivel mundial, el alto impacto que este

tiene sobre los ecosistemas lo hace un problema grave que requiere atencion. Una vez que los



hidrocarburos (HC) del petréleo entran en contacto con el suelo producen cambios en sus
propiedades fisicoquimicas y alteran su microbioma (Stepanova et al., 2022). Los HC generan
intoxicaciones neuroldgicas, cancer, acumulacion en tejidos y son compuestos dificiles de
degradar (Borowik et al., 2019). Ademas, la estabilidad de estas moléculas debido a sus cadenas
de carbono e hidrégeno permiten su acumulacion dentro de seres vivos, como también su
persistencia en el agua, aire y suelo por largos periodos de tiempo. (Ladino-Orjuela et al., 2016;
Daher Hazaimeh & Ahmed, 2021). Debido este alto impacto, los derrames y filtraciones de HC

en ambientes naturales son un problema que requieren atencion y accion.

Las técnicas tradicionalmente utilizadas para limpiar las areas afectadas por derrames de
petroleo incluyen métodos fisicoquimicos, como el uso de dispersantes o solidificantes,
adsorbentes, desnatadores, incineracion, entre otras. Sin bien estas técnicas son de rapida accion
y logran un alto porcentaje de remocidn de contaminantes, son costosas y muchas veces
destructivas, impidiendo o ralentizando la recuperacion bioldgica de la zona (Koshlaf & Ball,
2017). Una alternativa que ha comenzado a recibir més atencién y desarrollo es la
biorremediacion. La biorremediacion es una tecnologia que se basa en la metabolizacion natural
de compuestos toxicos por microorganismos, proceso que es manipulado mediante biotecnologia
para acelerar la descontaminacion. En comparacién con las técnicas tradicionales, la
biorremediacion es méas lenta, pero también menos costosa, menos invasiva con la zona a tratar
y en muchos casos logra llegar a la mineralizacion completa del contaminante (Koshlaf & Ball,
2017; Daher Hazaimeh & Ahmed, 2021). Esta técnica utiliza organismos vivos como plantas,
hongos y/o bacterias para lograr la descontaminacion, siendo las bacterias la opcion mas

ampliamente estudiada para estos propoésitos (Macaya et al., 2019).

Las bacterias degradadoras de hidrocarburos (i.e. hidrocarbonoclasticas) son capaces de



utilizar hidrocarburos del petréleo como fuente de carbono y energia, y son especialmente (tiles
para su uso en biorremediacion. Estas se encuentran de forma natural en una proporcion minima
en el medio ambiente y aumentan cuando aumenta la presencia de hidrocarburos a su alrededor
(Rodriguez Castro et al., 2022). Con la presencia de hidrocarburos comienza el proceso de
degradacion en varias etapas. Los compuestos mas propensos a ser metabolizados en orden
descendiente son los n-alcanos, seguidos por alcanos alquilados, compuestos aromaticos de bajo
peso molecular, cicloalcanos y por ultimo compuestos aromaticos policiclicos (Stepanova et al.,
2022). Algunas bacterias que han demostrado degradacion de hidrocarburos del petrdleo incluyen
especies de los géneros Cycloclasticus, Marinobacteri, Alcanivorax, Atermonadales, Colwellia,
Oceanospirillum, Rhodococcus, Alcaligenes, entre otras (Dombrowski et al., 2016; Kleindienst
et al., 2016; Gutierrez et al., 2018; Yalaoui-Guellal et al., 2020; Daher Hazaimeh & Ahmed,
2021). En Chile se han aislado bacterias hidrocarbonoclasticas desde diversas matrices
ambientales, mas su estudio y bioprospeccion son un tema relativamente nuevo en los tltimos 10
afios. Aumentar el conocimiento de este tipo de bacterias es relevante para contribuir con el

desarrollo de técnicas de biorremediacion sitio-especificas con bacterias nativas.

En esta memoria se plantea el aislamiento y caracterizacion de bacterias
hidrocarbonoclasticas provenientes de suelo del terreno de Salinas, un sector crénicamente
contaminado con hidrocarburos del petroleo. Su estudio sera abordado mediante técnicas
microbioldgicas de aislamiento, enriquecimiento con hidrocarburos, extraccion de ADN con
técnicas de biologia molecular e identificacion a nivel de género con secuenciacion parcial del
gen 16S ARNr. Como hidrocarburos se utilizara benceno, tolueno, etilbenceno, xileno (BTEX),
diésel, estireno y fluoranteno. Esto dltimos son de especial interés debido a la falta de

conocimiento de su biodegradacion, su alta toxicidad y larga permanencia en el medio ambiente.



Objetivos y Alcances

Objetivo general

Aislar y caracterizar cepas bacterianas hidrocarbonoclasticas desde suelos costeros y sedimentos

marinos contaminados con hidrocarburos en la region de Valparaiso.

Objetivos especificos

e Aislar e identificar cepas bacterianas hidrocarbonoclasticas provenientes de suelos

contaminados por hidrocarburos

e Seleccionar y caracterizar cepas bacterianas capaces de biodegradar hidrocarburos

aromaticos (e.g estireno, fluoranteno)

e Evaluar la capacidad de biodegradacion de cepas hidrocarbonoclasticas seleccionadas



Marco Tedrico

Hidrocarburos del petroéleo: clasificacion y susceptibilidad a la biodegradacion

El petr6leo se compone en su mayor parte de hidrocarburos; compuestos quimicos
formados exclusivamente por enlaces covalentes entre carbono e hidrégeno. Los hidrocarburos
del petroleo son un grupo quimicamente diverso, con mas de 250 compuestos diferentes, por lo
que existen distintos criterios para su clasificacion (ATSDR, 1999). Segun su composicion

quimica, se pueden dividir en cuatro clases, como se muestra en la Figura 1.

Alifaticos Aromaticos Resinas Asfaltenos
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argas molecular
~— Terpenos _, Aromaticos alquiladas
clorados

“—» Esteranos
Figura 1: Clasificacion quimica de los hidrocarburos. Adaptado de (Daher Hazaimeh & Ahmed, 2021)

La estructura quimica de los HC juega un rol en la forma en que los organismos interacttan
con ellos en el medio ambiente y puede facilitar o dificultar que sean degradados (Tikka et al.,
2023). La biodegradacion es un concepto que aborda todos los procesos quimicos llevados a cabo
por enzimas producidas por organismos vivos y que llevan a la metabolizacion de compuestos
susceptibles. Los n-alcanos son los HC mas estables y abundantes en el petr6leo y en general
también los méas propensos a ser biodegradados. Los alcanos ramificados son menos
biodegradables y los cicloalcanos son altamente resistentes a la biodegradacion (Tikka et al.,

2023; Timmis, 2010). En la Tabla 1 se muestra un resumen de la susceptibilidad a la



biodegradacion segun la clasificacién quimica de los hidrocarburos. Ademas de la estructura
quimica, también juegan un rol en su degradacion las condiciones ambientales, la composicion
quimica de la mezcla, sus propiedades fisicoquimicas, la biodisponibilidad de los compuestos,

asi como la diversidad de la comunidad microbiana.

Tabla 1: Susceptibilidad a biodegradacién. Adaptado de (Tikka et al., 2023)

:::Eiglt ibilidad Clase Susceptibilidad relativa a biodegradacion dentro de la clase

Mayor n-alcanos C3~C5-C1;>~C-C5>C 5+
1s0-alcanos Menor = mayor substitucion alquilica
Terpenos Menor PM = pristano, fitano > mayor PM > aciclicos > policiclicos
Aromaticos Monociclico > policiclico ; 1 anillo > 2 anillos > 3 anillos > 4-5 anillos
Aromaticos sustituidos con alquilos  Sin substituir = Substuidos con alquilos; metil y dimetil > trimetil o mas
Alcanos ciclicos y esteroides Ciclo-alcanos simples > ciclo-alcanos complejos > esteroides aromaticos
Resinas Simples > complejos

Menor Asfaltenos Biodegradacion poco probable

La biodegradacion de HC ha permitido el desarrollo de estrategias de descontaminacion
ambiental, como la biorremediacion de suelos. Este enfoque se basa en el uso de la capacidad
metabolica de organismos vivos, como plantas, hongos y bacterias, para degradar compuestos
contaminantes como los HC (de Lorenzo, 2008). Para que la biorremediacion sea efectiva se
deben conocer y emplear organismos que tengan afinidad especifica con los contaminantes
presentes en el sitio afectado. Como se ve en la Tabla 1, los hidrocarburos aromaticos son menos
susceptibles a la biodegradacion en comparacion con los alcanos, lo que subraya la importancia
de estudiar y seleccionar organismos capaces de tolerar su toxicidad y llevar a cabo su

metabolizacion.

Hidrocarburos aromaticos: tipos, caracteristicas y su impacto en el medio

ambiente

Los hidrocarburos aroméaticos son compuestos que contienen un anillo de benceno en su



estructura, se caracterizan por ser quimicamente estables y pueden ser separados en hidrocarburos
aromaticos monociclicos (MAH) y policiclicos (PAH) segun la cantidad de anillos de benceno
que poseen. Los MAH son biodegradables, relativamente solubles en agua y toxicos en altas
concentraciones (Tikka et al., 2023). En esta clasificacion se encuentran compuestos ampliamente
estudiados como el grupo BTEX (Benceno, Tolueno, Etilbenceno y Xilenos) que son los
hidrocarburos aromaticos con mayor distribucion en el medio ambiente por ser los més volatiles
y solubles en agua (Rodriguez Castro et al., 2022). Los PAHs son menos susceptibles a ser
biodegradados en parte debido a su menor solubilidad en agua y su menor biodisponibilidad
(Tikka et al., 2023). En esta clasificacion se tienen compuestos mas complejos, como el

antraceno, fenantreno, benzo(a)pireno o criseno.
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Figura 2: Estructuras quimicas de hidrocarburos arométicos

Un ejemplo interesante de MAH es el estireno, monémero del poliestireno, plastico
ampliamente utilizado a nivel mundial. Un ejemplo de PAHs es el fluoranteno, que es
considerado un buen representante de esta clasificacion debido a su gran abundancia en el medio

ambiente. El estudio de ambos compuestos, estireno y fluoranteno, es relevante debido a la



limitada evidencia acerca de su degradacién por bacterias y su alta toxicidad y seran por ende
utilizados dentro de este trabajo. Es importante ampliar el conocimiento respecto a la
biodegradacién de HC aromaticos para sentar bases para poder gestionar estos contaminantes y

desarrollar estrategias para su remocion.

El estireno es uno de los monémeros aroméaticos méas simples e importantes debido a su
amplia aplicacion industrial. Es producido a partir de petroleo para su polimerizacion industrial,
siendo utilizado para manufacturar plasticos, goma, aislantes, fibra de vidrio, tuberias, partes de
automoviles, recipientes de alimentos y respaldos de alfombras, entre otros productos. El 65% de
su demanda es para produccion de poliestireno, uno de los termoplasticos menos costosos y mas
ampliamente utilizado (Kirk-Othmer, 2006; National Center for Biotechnology Information,
2023b). El estireno estd dentro de la lista del Cédigo Maritimo Internacional De Mercancias
Peligrosas (OMI, 2011) y del Inventario de Sustancias Quimicas del Acta de Control de
Sustancias Toxicas (TSCA) de Estados Unidos, ademas se estar clasificado como carcinogénico
dentro del grupo 2A (probablemente carcinogéenico para humanos)(Kogevinas et al., 2018). Este
MAH es medianamente toxico e inflamable (National Center for Biotechnology Information,

2023D).

Estireno Poliestireno

Figura 3: Estructura quimica de estireno y poliestireno

El fluoranteno tiene una estructura quimica mas compleja en comparacion con el estireno.
Esta formado por un anillo de naftaleno unido a un anillo de benceno conectado por un anillo de

5 carbonos. (National Center for Biotechnology Information, 2023a). El fluoranteno es un buen



representante de los PAHSs, ya que es de los PAHs mas presentes en ambientes acuaticos y
presenta la toxicidad caracteristica de este grupo; es genotdxico, mutagénico, carcinogénico y se
ha visto que es capaz de inducir toxicidad neuroconductual, afectar el sistema inmune y la salud
de los pulmones humanos. Esta dentro del grupo 3 de carcinégenos por la Agencia Internacional
de Investigacion de Céancer y esta incluido dentro de la lista de contaminantes prioritarios de la
Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de USA. (Agency for Toxic Substances and Disease

Registry, 1995; Reddy et al., 2018; Narayanan et al., 2024)
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Figura 4: Estructura quimica del fluoranteno

Contaminacion por hidrocarburos en Chile: normativa ambiental

La contaminacion por hidrocarburos ha sido un problema en distintas localidades de Chile.
Se han registrado varios derrames de petréleo en el pais, siendo de los més significativos el
ocurrido en 2014 en la bahia de Quintero, provocado por la ruptura de un oleoducto submarino y
en que se vertieron aproximadamente 22.000 litros de petrdleo (ElI Mercurio, 2014). Otro gran
derrame ocurri6 en la Isla Guarello en Puerto Natales resultado de una operacion de trasvasije de
petrdleo en tierra con un vertimiento de 40.000 litros en 2019 (EI Mercurio, 2019). En la Region
de Valparaiso, ademas de ocurrir derrames de petrdleo, también existe contaminacion por fugas
de hidrocarburos debido a la actividad de industrias que refinan y/o almacenan esta materia prima.

En Vifa del Mar el sector “Las Salinas” sirvid como sede de actividades relacionadas con el



almacenamiento de combustibles y petroquimicos, desde aproximadamente 1919 hasta el afio
2003. Actualmente aun posee residuos de contaminacion de hidrocarburos debido a la actividad
realizada en la zona. La linea base del proyecto de “Saneamiento del Terreno Las Salinas” reporto
que en muestras superficiales del suelo del sitio habia presencia de hidrocarburos totales del
petrdleo, bifenilos policlorados y PAHs como benzo(ghi)perileno con valores que excedian
valores referenciales como aceptables para uso residencial/area verde seguin Decreto Legislativo

N° 152/2006 de Italia (Golder Associates S.A., 2018).

A pesar de la existencia y gravedad de la contaminacion por hidrocarburos, actualmente la
ley chilena solo regula esta contaminacién por hidrocarburos en cuerpos de agua. La resolucion
exenta 309 del afio 2023 da comienzo a la elaboracion del anteproyecto de la norma primaria de
calidad ambiental para suelos de Chile. En ella se estableceran las concentraciones y periodos
maximos permisibles de compuestos que sean un riesgo para la vida o salud de la poblacion
(Ministerio del Medio Ambiente, 2023). A nivel mundial no existe consenso respecto a regulacion
especifica para hidrocarburos del petréleo y solo unos pocos paises cuentan con ella. Se puede
tomar el ejemplo de paises desarrollados como Estados Unidos, Reino Unido, Canada, Nueva
Zelanda, Los Paises Bajos y Australia, en que estd regulada la concentracion maxima de
hidrocarburos totales del petroleo (TPH) y BTEX en suelo, Ciertos paises ademas incluyen PAHSs,
siendo Canadé el pais con mayor cantidad de PAHSs regulados, con 12, incluyendo el fluoranteno
(Kuppusamy et al., 2019). De todas formas, aunque la normativa chilena actual no especifique
valores méaximos de estos contaminantes, la bulsqueda de nuevas estrategias de
descontaminacion...Una legislacion que regule los limites permisibles de estos contaminantes

ayuda a justificar y planificar la remocion de HC.



Bacterias hidrocarbonocléasticas degradadoras de compuestos recalcitrantes

La biodegradacion de HC involucra diferentes actores, siendo las bacterias el grupo mas
activo y consideradas las degradadoras primarias (Koshlaf & Ball, 2017). Las bacterias con
capacidad de degradar HC se denominan bacterias hidrocarbonoclasticas. Dado que el ecosistema
microbiano esta en un estado de constante cambio, la abundancia de estas bacterias varia en
funcion de la presencia de HC en su entorno. Estas bacterias dan paso a la biodegradacion y
recuperacion de los ecosistemas tras derrames de petréleo. En ambientes no contaminados con
HC, las bacterias hidrocarbonoclasticas representan entre el 0,1 y el 1% de la comunidad
bacteriana (Varjani & Upasani, 2017). Sin embargo, al haber un incremento de HC su abundancia
puede aumentar hasta alcanzar un 90% de la comunidad bacteriana (Yakimov et al., 2007; Tikka
et al., 2023). Las bacterias hidrocarbonoclasticas aerobias son capaces de degradar PAHs gracias
a la expresion de enzimas que incorporan oxigeno molecular al anillo aromatico, desestabilizando

la molécula y permitiendo reacciones de oxidacion que llevan a su apertura (Duran, 2019).

Respecto a los compuestos aromaticos estireno y fluoranteno, si bien se ha demostrado que
son biodegradables, los mecanismos especificos de su degradacion y las especies bacterianas
capaces de llevarlos a cabo han sido relativamente poco estudiados. Aunque se ha identificado a
varias especies capaces de metabolizar el estireno y el fluoranteno (Tabla 2) es fundamental aislar
bacterias hidrocarbonoclasticas que puedan llevar a cabo este metabolismo de manera eficiente.
Esto no solo permitiria una mejor comprension de la capacidad de degradacion de bacterias
hidrocarbonoclasticas, sino que también contribuiria al desarrollo de estrategias efectivas para la

biorremediacion de entornos contaminados con estos compuestos recalcitrantes.



Tabla 2: Ejemplos de especies degradadoras de fluoranteno (Reddy et al., 2018) y de estireno (Mooney et al., 2006)

Bacterias degradadoras

Fluoranteno Estireno

Pseudomonas alcaligenes PA-10 Pseudomonas putida CA-3
Mycobacterium sp. Xanthobacter 124X

Sphingomonas sp. Pseudomonas fluoresens ST
Pseudomonas aeruginosa DQ8 Pseudomonas sp. Y2

Stenotrophomonas maltophilia Rhodococcus rhodochrous NCIMB 13259

Paenibacillus sp. PRNK-6

Diversidad y aislamiento de cepas hidrocarbonoclasticas

Las bacterias adaptadas a la degradacién y consumo de hidrocarburos del petréleo existen
alrededor de todo el mundo, sin embargo, solo en las ultimas décadas ha aumentado el
conocimiento e importancia global respecto a ellas. Actualmente se tiene conocimiento de al
menos 332 géneros bacterianos que utilizan hidrocarburos del petréleo como principal o Unica
fuente de carbono (Prince et al., 2010; W. Wang et al., 2014; L. Jiang et al., 2015; Umar et al.,
2017; Abo-State et al., 2018; Rizzo et al., 2018; Ganesh Kumar et al., 2019; Mei et al., 2019; Lyu
etal., 2022; Al-Marri et al., 2023; J. Liu et al., 2023; Marasco et al., 2023; Tikka et al., 2023). De
ellos, un 66,8% corresponden al filo Pseudomonadota, 13,7% a Actinomycetota, 7,9% a
Bacillota, 7,6% a Bacteroidota, 3,7% a Cyanobacteriota y la menor porcién con solo un género
hidrocarbonoclastico a Deinococcota. Debido a que estos generos se han aislado gracias a
técnicas cultivo-dependientes se ha de tener en cuenta la enorme diversidad bacteriana que adn
permanece no cultivable y que podria tener propiedades hidrocarbonoclasticas. Se estima que las
bacterias no cultivables representan a mas de un 99% de las especies (Bodor et al., 2020). Por lo
tanto, aln existen muchas especies hidrocarbonoclasticas que no han sido aisladas y descritas.
Estas especies nuevas pueden aportar informacion taxonémica y también ofrecer nuevas

aplicaciones para la biotecnologia en especial en el disefio de nuevas estrategias de



biorremediacion.

Otra estrategia utilizada en la degradacion de hidrocarburos recalcitrantes es la obtencién
de consorcios bacterianos, incluyendo la diversidad no cultivable de estas comunidades
microbianas. Su uso ademas permite complementar la actividad degradadora de distintas cepas.
En algunos estudios se ha obtenido mayor degradacion al utilizar un consorcio degradador en
comparacion con bacterias aisladas (Sugiuraetal., 1996). En el mismo contexto, la simplificacion
de la comunidad microbiana realizando diluciones seriadas, puede llevar a la creacion de
consorcios menos complejos permitiendo seleccionar solo aquellas bacterias que se mantienen
activas en el proceso de degradacion, optimizando asi su eficacia en aplicaciones de

biorremediacion (Kang et al., 2020; Diaz-Garcia et al., 2021).

En Chile se han aislado cepas hidrocarbonoclésticas desde distintas matrices ambientales,
tales como Stutzerimonas degradans, Pseudomonas chloritidismutans, Kocuria rosea,
Acinetobacter radioresistens, Acinetobacter calcoaceticus (Méndez et al., 2017) desde un rio con
presencia de contaminacion por hidrocarburos, Alcanivorax sp. desde una zona intermareal de
una playa en Antofagasta (Zadjelovic et al., 2020) o Pseudarthrobacter equi, Micrococcus
aloeverae, Dietzia kunjamensis y Alcaligenes aquatilis a partir de sedimentos marinos obtenidos
de la zona central posterior a derrames de petroleo en el mar (Barra, 2019). Dada la gran
diversidad de suelos y climas en Chile, asi como la presencia generalizada de contaminacion por
hidrocarburos en distintas regiones del pais, Chile representa un lugar con un alto potencial para
el aislamiento de bacterias hidrocarbonoclasticas. Estas condiciones variadas ofrecen la
oportunidad para identificar nuevas cepas con capacidades especificas de biodegradacion, como

de estireno o fluoranteno, que podrian ser aplicadas en la biorremediacion de sitios contaminados.



Materiales y Métodos

Este trabajo de investigacion se desarrollé en el Laboratorio de Microbiologia Molecular y
Biotecnologia Ambiental de la Universidad Técnica Federico Santa Maria ubicada en la ciudad de

Valparaiso.

Reactivos

Hidrocarburos: Estireno (>99%), fluoranteno (98%), etilbenceno (99,8%), o-xileno
(>99,0%), m-xileno (>99,0%), p-xileno (>99,0%), fueron obtenidos desde SigmaAldrich (MO,
United States). La solucion de benceno, tolueno, etilbenceno, y xilenos (BTEXo-m-p-) fue
preparada mezclando volumenes iguales de cada hidrocarburo (1:1:1:1:1:1 v/v). El diésel

comercial fue filtrado con filtro un filtro de PTFE de 0,22 um, para luego ser almacenado a 4°C.

Medios de cultivo

El enriquecimiento de cepas tolerantes a hidrocarburos se realizd6 en ONR7a, medio de
sales minerales que imita al agua de mar sin fuente de carbono. Por cada litro de agua destilada
contiene 22,79 g de NaCl, 11,18 g de MgCl. x 6H20, 3,98 g de Na>S04, 1,46 g de CaC1, x 2H-0,
1.3 g de TAPSO {3-[N-tris(hydroxymethyl)methylamino]-2-hydroxypropane-sulfonic acid}, 0.72
g de KCI, 0.27 g de NH4Cl, 89 mg de NaHPO4 x 7H20, 83 mg de NaBr, 31 mg de NaHCO3, 27
mg de H3BOs3, 24 mg de SrCl, x 6H20, 2.6 mg de NaF, y 2,0 mg de FeCl, x 4H>0 (Shao, 2010).
Se suplementd este medio con vitaminas B2, B7 y B12. Este medio se prepar6 segun las

indicaciones propuestas por (Mcgenity et al., 2017).

También se trabajé con caldo marino (Marine Broth, MB) 37,4 g/L y medio agar de soya

triptica 40 g/L (Tryptic Soy Agar, TSA) ambos preparados segun las conficiones indicadas por el



fabricante BD Difco (NJ, Estados Unidos). Posterior a la preparacion de MB se suplementé con
acetato de sodio 0,005¢/L, fuente de carbono presente en ambientes marinos y que es facilmente
degradable por amplio espectro de bacterias (Sala et al., 2020). Para la preparacion de placas de

cultivo con agar marino se agreg6 15 g/L de agar a MB.

Todos los medios de cultivos utilizados fueron esterilizaron mediante autoclave durante 15

min a 121°C, 1 atm.

Obtencidn de enriquecimientos bacterianos hidrocarbonoclasticos

Para el aislamiento de cepas bacterianas hidrocarbonoclasticas se realizaron dos
enriguecimientos en fuentes de carbono distintas. Ambos utilizaron muestras de suelo obtenidas
del terreno Las Salinas, ubicado en Vifia del Mar, sitio contaminado con hidrocarburos del
petroleo. El muestro fue realizado el 2021 por investigadores del laboratorio asociado al proyecto
de biorremediacion “Estudio de Nucleos y Microcosmos de Suelo” y las muestras fueron

almacenadas a 4°C durante 2 afos hasta su utilizacion el afio 2023.

Los ensayos de enriquecimiento se realizacion agregando 1g de suelo (peso humedo) en
suspension en 50 ml de medio ONR7a suplementado con 1% v/v de estireno o 100 mg/L de
fluoranteno como Unica fuente de carbono, ambos en matraces de vidrio con deflectores. Los

matraces se homogenizaron y se incubaron a 180 RPM a 25°C durante 3 meses.
Aislamiento de bacterias hidrocarbonoclasticas tolerantes a estireno y
fluoranteno

Se realizaron diluciones seriadas en solucion salina 3,5 % p/v a partir de 100 ul de in6culo
obtenido del enriquecimiento de estireno y fluoranteno, respectivamente (Figura 5). Se trabajo

hasta la dilucion 10®. Se sembré un in6culo de 100 ul de cada dilucion en placas de cultivo de

medio ONR7a y MA suplementadas con cicloheximida 200 mg/L para inhibir crecimiento de



hongos. Se agrego estireno y fluoranteno respectivamente. El estireno se suministrd en cada placa
mediante el posicionamiento de un papel filtro estéril con 15 ul de estireno puro en la tapa de la
placa. Se sellaron las placas con Parafilm y fueron almacenadas dentro de bolsas de polipropileno
para reducir las fugas por volatilizacion del estireno. Para el caso del fluoranteno, se trabajé con
placas suplementadas con 100 mg/L de fluoranteno directamente en el agar. Durante su
preparacion se homogenizo el fluoranteno en el medio de cultivo derretido mediante sonicacion.
Las placas inoculadas fueron incubadas a 20°C durante 7-21 dias hasta la aparicion de colonias
visibles. Se tomaron inoculos de las colonias seleccionadas en tres medios de cultivo (MA, TSA
y ONR7a) con estireno y fluoranteno, respectivamente, para comparar su crecimiento. Luego se
volvieron a sembrar seleccionando el medio de cultivo 6ptimo para cada cepa y se repitio el

sembrado hasta obtener aislados bacterianos puros.

Ademas, se trabajo con un cepario de 240 aislados previamente obtenidos a partir de
diluciones seriadas de muestras de experimentos biorremediacion en columnas de suelo. Estas
cepas se aislaron en placas de TSA u ONR7a con presencia de Diésel (0,1% v/v) o BTEX
(0,033%uV/v) el afio 2022. Se retom6 su procesamiento el afio 2023 para asegurar su pureza y

terminar el proceso de su identificacion.

Las cepas puras fueron criopreservadas a -20°C. Para ello se realizaron crecimientos de
cada cepa pura en medio liquido (MB, TSB y ONR7a segun corresponda) para luego mezclar
700 pl de indculo bacteriano con 500 pl de glicerol 50% v/v obteniendo una concentracion final

de glicerol al 20,8% v/v.
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Figura 5: Esquema del procedimiento de enriquecimiento y aislacion de bacterias con hidrocarburos aromaticos como fuente
de carbono. Elaboracién propia

Identificacion taxondmica de aislados bacterianos mediante secuenciacion

parcial del gen 16S ARNr

Para la identificacion taxonomica de los aislados bacterianos, se realizé una extraccion de
ADN genomico, para luego amplificar el gen 16S ARNr y finalmente una secuenciacion parcial
mediante el partidor 800R. Para la extracciéon se utilizd una solucién de enzimas liticas de
mutanolisina y lisozima en buffer Tris-EDTA pH 8.0. Un indculo de una colonia pura fue
suspendido en 80 pl de solucion enzimatica. Se llevo a 37°C por 1 hora y luego se agregaron 5
ul de proteinasa K para digerir proteinas presentes, liberando acidos nucleicos de interior de la
célula. Se dejaron las muestras a 56°C durante toda la noche para luego subir la temperatura a
95°C por 10 min y centrifugar por 10 min a 13.000 RPM. Se descart6 el pellet y el sobrenadante
fue almacenado a -20°C. Se realizd una reaccion de PCR para la amplificacion parcial del gen
16S ARNIrr utilizando los partidores universales 27F y 1492R (Tabla 3), con una mezcla de 25 ul
de GoTaq Green Master Mix 2x Gotaqg® (Promega, Madison, USA), 21 ul de agua libre de

nucleasas, 1,5 ul de cada partidor 10uM y 1ul de ADN genémico

Tabla 3. La reaccion fue llevada a cabo con el perfil térmico mostrado en la Tabla 4 en un



termociclador. Una vez obtenidos los productos de PCR se comprobd su integridad cargando 5
ul de amplicon en una electroforesis en gel de agarosa al 1% p/v tefiido con GelRed Nucleic Acid
Stain (Biotium, CA, Estados Unidos) 0,01% v/v en buffer TAE a 70V durante 45 minutos. Se
utilizo de referencia 2 pl del marcador de peso molecular O’GeneRulerTM 1kb DNA Ladder
(Thermo Scientific, Massachusetts, USA). Luego de comprobar la amplificacion del gen 16S
ARNTr se enviaron las muestras de PCR para secuenciacion parcial del gen ARNr 16S en la
empresa Macrogen (Santiago, Chile) (Tabla 3). Las secuencias fueron procesadas filtrando las
secuencias de baja calidad utilizando el software UGENE v.49.0, recortando los extremos con
calidad menor a un valor de Phred Score de 50, ademé&s de corroborar manualmente el
cromatograma de cada secuencia. Las secuencias filtradas fueron utilizadas en la identificacion
de las cepas con la herramienta de alineamiento local BLAST, utilizando blastn y la base de datos

“rRNA/ITS databases|16S ribosomal RNA sequences”.

Tabla 3: Partidores utilizados para la secuenciacion parcial del gen 16S y la identificacién de bacterias aisladas (Macrogen,

2022)
Partidor Secuencia
800R CTACCAGGGTATCTAAT
27TF AGAGTTTGATCMTGGCTCAG

1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT

Tabla 4: Perfil térmico usado en el PCR

Etapa Temperatura Duracion  Ciclos
Desnaturalizacion  95°C 5 min 1
inicial

Desnaturalizacion  95°C 1 min 30
Hibridacion 59°C 1 min

Elongacion 72°C 455

Elongacion final 72°C 7 min 1




Andlisis filogenético del gen 16S ARNr de aislados identificados

Una vez obtenidos los datos de secuenciacién se construyeron arboles filogenéticos. Se
considerd como referencia la secuencia de Escherichia coli NBRC-102203" y las cepas tipo mas
cercanas en la identificacion por BLAST de cada aislado. Los nimeros de acceso de GenBank se
muestran entre paréntesis en cada secuencia. Se realizd un alineamiento nucleotidico en el
programa MEGA v.11 utilizando el algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004). El arbol se generd con
el software 1Q-Tree utilizando la herramienta Model Finder Plus para la seleccion del modelo
evolutivo adecuado para cada set de datos y al generar el arbol se utiliz6 un Bootstrap de 1000

repeticiones. Para la visualizacion de datos se utilizo la aplicacion web tvBOT (Xie et al., 2023).

Crecimiento de cepas de intereés a diferentes pH y fuentes de carbono

Para la caracterizacion de cepas de interés se eligieron 10 cepas, 5 aisladas utilizando
BTEX o diésel y 5 aisladas utilizando fluoranteno. En una primera etapa se realizaron curvas de
crecimiento en dos medios, MB y ONR7a. Se inocul6 al 1%v/v una suspension celular a ODeoonm
0,6 en tubos de 15 ml con 3 ml de medio de cultivo (MB o ONR7a) y se suplementd con acetato
como fuente de carbono. Se dejaron los tubos cultivando a 25°C a 250 RPM. Se midio la
absorbancia en un espectrofotometro a 600 nm cada 2 dias durante 8 dias. Con esto se obtuvieron
las curvas de crecimiento para ambos medios de cultivo. Ademas, se evalud el pH 6ptimo de
crecimiento de las cepas seleccionadas. Para ello se crecieron las cepas en duplicado técnico en
MB con seis pH diferentes (5,35 - 9,51) en una microplaca de 96 pocillos. Se inoculé al 1% v/v
con una suspension celular a ODesoonm 0,6. Se midio la absorbancia a 600nm cada 15 minutos en
un equipo lector multimodal de microplacas Infinite 200 PRO (Tecan Group Ltda., Mannedorf,

Suiza) durante 5 dias a temperatura ambiente (~25°C) con agitacion orbital durante 15 segundos



con una amplitud de 6 mm (Figura 6). Un control negativo sin inocular (control abiotico) fue
agregado para cada pH evaluado. Con esto se obtuvieron curvas de crecimiento de cada cepa

seccionada para cada pH.
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Figura 6: Esquema de procedimiento experimental para obtener curvas de crecimiento en medio MB con diferentes pH

Evaluacion de capacidad hidrocarbonocléstica de cepas de interés

En una segunda etapa, se estudid la capacidad de las cepas seleccionadas para crecer en
medio minimo ONR7a liquido con estireno, diésel, BTEX o fluoranteno como Unica fuente de
carbono (Tabla 5). Para ello se inocularon 30 ul de una suspension celular a ODgoonm €n tubos de
vidrio de 15ml, agregando cada uno de los HC. Se trabajé en duplicado técnico para cada
condicion. Se utilizaron tapas de PTFE/Silicona para evitar la evaporacion de los hidrocarburos
volétiles. Se incubaron por 15 dias a 25°C y 250 RPM, midiendo la turbidez cada 5 dias y
obteniendo curvas de crecimiento. Se utilizo acetato como control positivo y ninguna fuente de

carbono como control negativo.

Tabla 5: Hidrocarburos seleccionados para probar capacidad hidrocarbonoclastica de las cepas seleccionadas

Estireno 15 mM
Diésel 0,70 mM
BTEX 1,5 mM
Fluoranteno 0,5 mM

Acetato 20,0 mM




Construccion de consorcios degradadores simplificados para estireno y
fluoranteno

Se trabajo en la construccion de un consorcio degradador simplificado para la degradacion
de estireno o fluoranteno, de forma separada. Se tomo un inoculo de _ml del enriquecimiento de
estireno y de fluoranteno y se hicieron diluciones seriadas en medio ONR7a, con la finalidad de
disminuir la carga microbiana y exponer cada dilucién al contaminante para evaluar su capacidad
degradadora. Para ello se prepararon viales con 495 ul de ONR7a 'y estireno 1% v/v o 20 pul de
fluoranteno como unica fuente de carbono. Se inocularon 5 pl de cada dilucién en cinco viales por
dilucidn, obteniendo dos viales para criopreservacion, y 3 viales para cuantificacion de estireno o
fluoranteno utilizando cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a un detector de arreglo
de diodos (HPLC-DAD). Los viales se incubaron por 1 mes a 25°C a 180 RPM. A los 30 dias, dos

viales por dilucion fueron criopreservados en glicerol y almacenados a -80°C.

Extraccion y cuantificacion de estireno y fluoranteno mediante HPLC-DAD

Para evaluar la degradacion de estireno y fluoranteno, a los 30 dias del experimento tres
viales por dilucion (triplicado técnico) fueron utilizados para extraer y cuantificar estireno y el
fluoranteno. Para la extraccion se utilizé acetato de etilo en una relacién 2:1 a los viales, agitando
por 5 minutos, para luego extraer la fraccion orgéanica (superior). El sobrenadante fue filtrado con
un filtro de PTFE 0,22 um para eliminar cualquier debris celular y luego cuantificar estas muestras
en HPLC-DAD. Para la separacion, se utiliz6 una columna C18-RP de 100 mm de largo, una fase
movil de acetonitrilo con un flujo de 1 ml/min y una temperatura de 30°C. Los tiempos de retencion
correspondieron a 3,98 min para estireno y 8,54 min para fluoranteno. Se midié la absorbancia a

234 nm para estireno y fluoranteno.



Resultados

En esta memoria se realizd la identificacion y caracterizacion de nuevas cepas bacterianas
hidrocarbonoclésticas degradadoras desde suelos costeros obtenidas desde dos estrategias de
aislamiento: 1) Identificacidon de cepas bacterianas aisladas previamente desde un experimento
de biorremediacion utilizando suelo costero contaminado; 2) Aislamiento e identificacion desde
un experimento de enriquecimiento bacteriano de suelo costero contaminado en presencia de

hidrocarburos recalcitrantes (e.g. estireno, fluoranteno).

Aislamiento e identificacién de bacterias hidrocarbonoclasticas

Previamente, un aislamiento de cepas hidrocarbonoclasticas en presencia de diesel o BTEX
de un proceso de biorremediacién con suelo costero contaminado concluyd con un cepario de
240 aislados capaces de tolerar la presencia de estos compuestos. En esta memoria, 240 cepas
criopreservadas fueron reactivadas en el medio de cultivo sélido respectivo donde fueron aisladas
en presencia de diésel o una mezcla de BTEX dependiendo de la cepa. Los medios utilizados
fueron: medio rico convencional TSA; medio rico marino MB; y medio minimo marino ONR7A.
De las 240 cepas, 190 cepas fueron reactivadas con éxito en su medio sélido respectivo. Mediante
observacion de los fenotipos que crecieron en las placas se determind que 50 de las cepas
reactivadas tenian posible contaminacion y requerian purificacion. Del proceso de purificacion
se obtuvieron 60 nuevos aislados, teniendo un total de 250 cepas puras. La extraccion de ADN
se realizd a las 250 cepas puras, obteniendo la amplificacién del gen 16S ARNr en 243 muestras.
210 pudieron ser identificadas mediante la amplificacion del gen 16S ARNr y posterior
secuenciacion parcial. Finalmente 205 cepas tuvieron la suficiente cercania taxondmica (>94.8%)

(Yarzaetal., 2014), para ser identificadas a nivel de género. En general los crecimientos en placa



fueron entre 2 y 10 dias.

La mayor cantidad de cepas identificadas mediante la primera estrategia de aislamiento
pertenecen a la clase Gammaproteobacteria (105), con mayor cantidad de aislados en los géneros
Pseudomonas (44), Acinetobacter (40), Alloalcanivorax (6), Stenotrophomonas (3),
Stutzerimonas (3) y Alcanivorax (2). La segunda clase con mayor abundancia de aislados fue
Actinomycetes (36), con géneros como Rhodococcus (10), Myceligenerans (6), Isoptericola (5),
Streptomyces (4) o Krasilnikoviella (3). Se obtuvieron también aislados detectados dentro de la
clase Betaproteobacteria (21), con algunos géneros como Delftia (6), Achromobacter (5) o
Paraburkholderia (4). Por ultimo, también mencionar las clases las clases Alphaproteobacteria
(18), Flavobacteriia (13), Sphingobacteriia (6) y Bacilli (6) con aislados identificados dentro de
los géneros Brucella (10), Galbibacter (10), Sphingobacterium (6) y Niallia (5) respectivamente.
En la Figura 7 se muestran la cantidad de cepas identificadas por género, se aprecia que
predominaron Pseudomonas, Acinetobacter, Galbibacter, Brucella y Rhodococcus con 10 0 mas

cepas aisladas de cada género.
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Figura 7: Géneros identificados a partir de aislamiento de bacterias enriquecidas con diésel y BTEX

Para evaluar la relacion evolutiva entre los aislados con menor porcentaje de identificacion
y las especies mas cercanas, se construyé un arbol filogenético a partir las secuencias con menor
porcentaje de identificacion y las secuencias de cepas tipo de cada especie cercana, como se
muestra en la Figura 8. Como criterio para seleccionar las cepas para construir el arbol se utilizé
el porcentaje de identidad obtenido con especies de cepas tipo cercanas. Se utilizaron los rangos
propuestos por (Yarza et al., 2014), que definen un 94,8% de identidad como el limite inferior
para la clasificacion por género y un limite superior de 98,7% que vendria a limitar con la
identificacion a nivel de especie. Las cepas seleccionadas dentro de este rango pueden clasificarse
en el género propuesto, mas existe la posibilidad de que representen una nueva especie dentro de
este geénero. En este grupo se identific6 una cepa monoespecifica dentro del género
Allopusillimonas. Otros géneros identificados dentro del aislamiento y que tienen pocas especies

descritas incluyen Krasilnikoviella (2), Galbibacter (3), Myceligenerans (5) y Niallia (5).
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Figura 8: Arbol filogenético de cepas con porcentaje de identidad entre 94.8% y 98.7% aisladas a partir de columnas de
biorremediacion.

Enriquecimiento bacteriano con fluoranteno o estireno

Como segunda estrategia para obtener cepas degradadoras de hidrocarburos desde zonas
costeras, se aislaron cepas a partir de experimentos de enriquecimiento bacteriano de suelo
costero contaminado en medio minimo marino ONR7a, agregando fluoranteno como Unica fuente
de carbono con el fin de aislar e identificar cepas hidrocarbonoclasticas capaces de degradar
PAHSs. El aislamiento a partir del enriquecimiento bacteriano utilizando fluoranteno se hizo a

partir de crecimiento en placas de diluciones seriadas, las colonias seleccionadas fueron

sembradas en tres medios de cultivo, TSA, MA y ONR7a suplementadas con fluoranteno (200



mg/L) y cicloheximida para inhibir el crecimiento de hongos, como se puede apreciar en la Figura

9.

Figura 9: Crecimiento de cepas seleccionadas provenientes del enriquecimiento bacteriano utilizando fluoranteno en medios
TSA, MA'y ONR7a

A partir de la evaluacién en los tres medios de cultivo se siguieron aislando las cepas en el
medio de cultivo dptimo para cada una de ellas. Se aislaron un total de 81 cepas que crecieron en
presencia de fluoranteno, de las que 55 se aislaron desde MA y 26 desde ONR7a donde el
contaminante correspondia a la Unica fuente de carbono. De estos aislados, 28 cepas fueron
identificadas mediante secuenciacion parcial del gen 16S ARNr. Tres géneros frecuentemente
aislados en esta condicién fueron Arthrobacter, Mesobacillus y Georgenia, con 6, 4 y 5 cepas
respectivamente. El resto de las cepas identificadas y su cantidad puede observarse en la Tabla 6.
Se construy6 un arbol filogenético con todas las cepas identificadas, como puede verse en la
Figura 10. Se identificaron cepas de los filos Actinomycetota (77%) y Bacillota (23%) dentro de
los que encontramos 6 géneros. Paenarthrobacter es el género con menos especies descritas (7),
seguido por Georgenia, Mesobacillus y Pseudoarthrobacter, cada uno con 14 especies (Parte et
al., 2020). Kocuria y Arthrobacter tienen 26 y 74 especies descritas, respectivamente (Parte et

al., 2020).



Tabla 6: Cepas identificadas a partir de aislamiento de bacterias enriquecidas con fluoranteno

Género Cantidad de cepas
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Figura 10: Arbol filogenético de las cepas identificadas a partir del enriquecimiento con Fluoranteno

Siguiendo el mismo procedimiento anterior, se aislaron cepas a partir de enriquecimientos
bacterianos utilizando ahora estireno (1% v/v) en medio minimo marino ONR7a buscando
ampliar la cantidad de aislados con propiedades hidrocarbonoclésticas capaces de degradar
MAHSs. En esta condicion se observo un efecto inhibitorio del estireno en la fraccion cultivable,
solo obteniendo algunas cepas luego de 2 a 4 semanas a T° ambiente. Finalmente, se obtuvieron
27 aislados de lento crecimiento. De estas cepas, 26 cepas fueron aisladas desde MA y una desde

ONRT7a. De este grupo, seis cepas fueron identificadas mediante secuenciacion parcial del gen



16S ARNTr, de las que cinco tuvieron mayor similitud con el género Chungangia y una con
Nocardia (Tabla 7). Se construy6 un arbol filogenético con estas cepas, corroborando la cercania
evolutiva de las cepas de Chungangia con la cepa tipo mas cercana (Figura 11). Se identificaron
las cepas dentro de los filos Actinomycetota (17%) y Bacillota (83%). Chungangia es un género
monoespecifico (Parte et al., 2020), mientras que Nocardia cuenta con 131 especies descritas
(Parte et al., 2020). Para identificar si las cepas identificadas como Chungangia correspondian a
la misma especie, se realizé un alineamiento nucleotidico de sus secuencias del gen 16S ARNT.
Al realizar este analisis se obtuvo una similitud de 100% entre las cuatro cepas, sugiriendo que

las cepas corresponden a la misma especie.

Tabla 7: Géneros identificados a partir del enriquecimiento con estireno

Género Cantidad de cepas
Chungangia 5
Nocardia 1
Total 6
Tree scale _0'03
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Figura 11: Arbol filogenético de las cepas identificadas a partir del enriquecimiento con Estireno



Construccién de un Consorcio Degradador Simplificado

Ademas de aislar e identificar cepas bacterianas hidrocarbonoclasticas, se evalud si al
simplificar la comunidad microbiana asociadas al enriquecimiento bacteriano, podriamos obtener
comunidades que degraden de igual o mejor forma el contaminante. Se utilizo el cultivo de los
ensayos de enriguecimiento utilizando fluoranteno o estireno, realizando diluciones seriadas del
consorcio microbiano en ONR7a con el fin de analizar como la reduccion de carga microbiana
afectaba la degradacion de los HC aromaticos. Las diluciones del consorcio microbiano fueron
expuestas a cada contaminante (fluoranteno o estireno), para luego dejarlas en agitacion a 25°C
por 30 dias y evaluar la degradacion en comparacién a un control abiético (CN). Al comparar el
area bajo la curva (mAU.s) de cada condicion, podemos observar rapidamente Figura 12Error!
Reference source not found. elevada variabilidad de los datos que no permite observar
correlaciones entre el grado de dilucion de la muestra y la degradacion de HC. Sin embargo, en el
experimento de degradacion de fluoranteno (Figura 12) se observa que las diluciones “d0” y “d6”
muestra una menor concentracion (area) , ambas con un error estandar considerablemente mas
bajo que el resto de las diluciones, lo que podria sugerir degradaciéon de fluoranteno en ambas
diluciones. Asi mismo, en el experimento de degradacion de estireno (Figura 13) se observa que

la dilucion “d2” muestra una menor concentracion del compuesto con bajo error estandar.
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Figura 12: Area bajo la curva para viales con Fluoranteno en cromatogramas. Barras de error representan el error estandar
(n=3, réplicas técnicas).
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Figura 13: Area bajo la curva para viales con Estireno en cromatogramas. Barras de error representan el error estandar
(n=3, réplicas técnicas).

Caracterizacion y evaluacion de capacidad hidrocarbonoclastica de cepas de
interés
Se seleccionaron dos grupos de aislados bacterianos para para caracterizar y evaluar su

capacidad de degradacion de hidrocarburos. El primer grupo corresponde a cepas marinas

aisladas del enriquecimiento con BTEX y constaron de: Galbibacter sp. M30, Galbibacter sp.



M26a, Marinobacter sp. M81a, Dietzia sp. M76, Alloalcanivorax sp. M64a, Isoalcanivorax sp.
M55 y Alloalcanivorax sp. M2. El segundo grupo corresponde a dos cepas aisladas del
enriquecimiento con estireno; Kocuria sp. SS1-c y Chungangia sp. SS5b, y a cuatro cepas
aisladas del enriquecimiento con fluoranteno; Arthrobacter sp. SF82b, Arthrobacter sp. SF101,
Paenarthrobacter sp. SF95a, Mesobacillus sp. SF7b.

Se obtuvieron las curvas de crecimiento de las cepas en medio MB con acetato a 25°C

(Figura 14), observando que todas las cepas se encuentran en la mitad de su fase de crecimiento

exponencial alrededor de las 30 horas y alcanzan la fase estacionaria aproximadamente a las 60

horas.
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Figura 14: Medicion de turbidez a lo largo del tiempo de las cepas marinas seleccionadas en medio MB

Se realiz6 también la inoculacion de las cepas marinas en medio ONR7a con acetato para
obtener su curva de crecimiento, como se muestra en la Figura 15, obteniendo resultados menos
claros que en MB. No todas las cepas crecieron éptimamente en este medio, por ejemplo las cepas
M76, M26a, M30, M64a mostraron una turbidez cercana a la del control negativo. Por otro lado,
M55, M2 y M81a alcanzaron niveles mas altos de turbidez y por ende de crecimiento. Se puede
ver que alrededor de las 100 horas se encuentran en crecimiento exponencial. No se ve con

claridad cuando alcanzan la fase estacionaria.
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Figura 15: Medicion de turbidez a lo largo del tiempo de las cepas seleccionadas en medio ONR7a

Se obtuvieron las curvas de crecimiento del segundo grupo en medio MB con acetato a
25°C como se muestra en la Figura 16. Casi todas las cepas se encuentran en la mitad de su fase
exponencial alrededor de las 40 horas y se estabilizan pasadas las 80 horas, mientras que la cepa

SF7b aun continta en su fase exponencial a las 60 horas.
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Figura 16: Medicion de turbidez a lo largo del tiempo de las cepas seleccionadas en medio MB

Se evalulo el crecimiento de las cepas seleccionadas en medio MB en distintos pH. En la

Tabla 8se muestra un resumen de los valores maximos de turbidez alcanzados por cada cepa



marina del primer grupo en los distintos pH. Se agregd una escala de colores para resaltar los
valores. Los mayores valores se observaron en Marinobacter sp. M81la, que junto con
Allocanivorax sp. M2, Alloalcanivorax sp. M64 e Isoalcanivorax sp. M55 crecieron dptimamente
en un rango de pH 6,9 a 9,5. Por otro lado, ambas cepas de Galbibacter crecieron 6ptimamente

entre pH 7,8 y 8,6, mientras que Dietzia sp. M76 mostré una clara preferencia por el pH 8,6.

Tabla 8: Valores maximos de turbidez para las cepas enriquecidas en diésel y BTEX a distintos pH en medio MB

535 6,03 6,9 7,80 8,63 9,51

Control negativo 0.171 0.176 0.171 0.184 0.183 0.187
Allocanivorax sp. M2 0.183 0.179 0.888 0.922 0.945 0.891
Alloalcanivorax sp. M64 0.169 0.167 0.555 0.555 0.548 0.500
Isoalcanivorax sp. M55 0.168 0.182 0.699 0.682 0.694 0.689
Marinobacter sp. M81a 0.162 0.156 1.163 1.194 1.181 1.037
Dietza sp. M76 0.168 0.170 0.162 0.286 0.606 0.161
Galbibacter sp. M30 0.178 0.170 0.168 0.239 0.276 | 0.166
Galbibater sp. M26 0.172 0.172 0.165 0.271 0.229 | 0.167

También se evallo el crecimiento de las cepas del segundo grupo a distintos pH, obteniendo
los resultados expuestos en la Tabla 9. Se puede observar que Mesobacillus sp. SF7b muestra los
mayores valores de turbidez, por ende mejor capacidad de crecimiento en medio liquido MB, y
su rango optimo de crecimiento es en el rango de pH 6,9 a 9,5. Las cepas SS1-c, Kocuria sp.
SF32ay Arthrobacter sp. SF101 crece en el rango 6,9 a 8,6. Chungangia sp. SS5b tolera un rango
mas bésico, de 7,8 a 9,5. Arthrobacter sp. SF82b y Paenarthrobacter sp. SF95a tiene un pH

especifico de crecimiento éptimo de 6,9.



Tabla 9: Valores maximos de turbidez para las cepas enriquecidas con fluoranteno y estireno en distintos pH en medio MB

535 6,03 690 780 8,63 951

Control negativo 0.157 0.161 0.152 0.156 0.154 0.148
Cepa SS1-c 0.160 0.167 0.464 0.440 0.473 0.396
Kocuria sp. SF32a 0.153 0.166 0.546 0.568 0.552 0.526
Arthrobacter sp. SF82b 0.146 0.465 0.623 0.550 0.522 0.416
Arthrobacter sp. SF101 0.149 0.309 0.472 0.449 0.410 0.305
Paenarthrobacter sp. SF95a 0.145 0.397 0520 0.421 0.412 0.366
Mesobacillus sp. SF7b 0.150 0.322 1.241 1.187 1.240 1.236
Chungangia sp. SS5b 0.153 0.163 0.576 0.635 0.635 0.623

Se seleccionaron 6 cepas para probar su crecimiento en medio liquido con hidrocarburos
como fuente de carbono con el fin de probar sus propiedades hidrocarbonoclésticas (Figura 17).
Se observa que todas las cepas crecieron en el control positivo con acetato 20 mM como Unica
fuente de carbono y que ninguna crecié sin fuente de carbono. La cepa identificada como
Alloalcanivorax sp. M2 creci0 hasta una turbidezeoonm de 0,25 luego de 160 hrs con diésel 0,70
mM. La cepa Isoalcanivorax sp. M55 también crecio en esta fuente de carbono, alcanzando
aproximadamente una turbidezeoonm de 0,27 tras 160hrs. Por otro lado, Marinobacter sp. M81a
comenzé a aumentar su turbidez al final del experimento, alcanzando 0,07 a las 330hrs. El resto

de las cepas no mostro turbidez en presencia de los hidrocarburos seleccionados.
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Figura 17: Crecimiento de cepas seleccionadas utilizando Acetato, BTEX, Diésel, Estireno y Fluoranteno



Discusion
Aislamiento e identificacion de bacterias hidrocarbonoclasticas

El aislamiento y el estudio de cepas hidrocarbonoclésticas desde ambientes costeros nos
permite diversificar las cepas disponibles para desarrollar estrategias sitio-especificas para cada
ecosistema impactado por hidrocarburos. En esta memoria se aislaron cepas
hidrocarbonoclésticas desde sedimentos expuestos a hidrocarburos de las costas de Vifia Mar.
Para ello se utilizaron dos enfoques (i) diluciones seriadas desde un experimento de
biorremediacion de suelo costero en medio rico TSA o medio minimo marino ONR7a en
presencia de diésel 0 BTEX, respectivamente; y (ii) ensayos de enriquecimiento con estireno (1%
v/v) o fluoranteno (100 mg/L) en ONR7a. Se aislaron 368 cepas en total, de las que 74% son
provenientes de los aislamientos con diésel 0 BTEX y 26% son aislados provenientes de los
enriquecimientos con estireno o fluoranteno. Se observaron diferentes géneros bacterianos
cultivados a partir de los dos enfoques, lo que resalta el factor selectivo de los ensayos de

enriquecimiento.

De las 408 cepas aisladas totales, se identificaron genéticamente 243, de las que 81%
corresponde a géneros que han sido previamente descritos como hidrocarbonoclasticos en la
literatura disponible a la fecha. En el caso particular de los géneros identificados a partir del
enriquecimiento con Fluoranteno (Arthrobacter, Georgenia, Kocuria, Mesobacillus,
Paenarthrobacter y Pseudarthrobacter) todos han sido previamente descritos como
hidrocarbonoclasticos (Prince et al., 2010; Asimakoula et al., 2023; Liu et al., 2023; Rojas-Vargas
et al., 2024). El alto porcentaje de géneros hidrocarbonoclésticos identificados tanto en la

aislacién a partir de columnas de biorremediacién como de ensayos de enriquecimiento con HC



aromaticos es coherente con las condiciones del suelo del que provinieron las muestras utilizadas,
ya que el suelo utilizado proviene de un terreno con historial de contaminacion por hidrocarburos.
Se evidencid que presenta hidrocarburos como BTEX, antraceno, benzo(a)pireno, fenantreno,
fluoranteno, naftaleno, entre otros (Golder Associates S.A., 2018). La presencia de hidrocarburos
en el medio ambiente afecta a las comunidades microbianas, favoreciendo la proliferacion de

géneros hidrocarbonoclasticos (LaMontagne et al., 2004).

A partir de la identificacion de cepas de columnas de biorremediacion se aislaron 37 cepas
identificadas dentro del género Acinetobacter que tuvieron mayor cercania a la especie A. tandoii,
en promedio con 99.45% + 0.53% de identidad. De la misma forma, se aislaron 10 cepas del
género Rhodococcus que tuvieron mayor cercania a la especie R. erythropolys, en promedio con
99,82% + 0,41% de identidad. Estos fueron el primer y tercer género mas aislado de los
enriquecimientos. Ambos géneros fueron agregados a los ensayos de biorremediacion, por lo que

su aislamiento sugiere su supervivencia en el suelo post tratamiento.

Resulta especialmente interesante prestar atencion a las cepas aisladas del enriquecimiento
con estireno, ya que la concentracion utilizada (1% v/v) resulto ser altamente tdxica, lo que limitd
notablemente el nimero de cepas que se pudo aislar (28 aislados). En comparacion, el fluoranteno
demostrd ser menos toxico, permitiendo una mayor proliferacion bacteriana y por ende, una
mayor cantidad de cepas aisladas (101 aislados). Este contraste resalta la mayor toxicidad del

estireno y subraya la resiliencia de las pocas cepas capaces de sobrevivir en dichas condiciones.

Se identificaron dos géneros tolerantes a estireno: Chungangia y Nocardia. Por un lado,
Chungangia es un género muy escasamente estudiado, aislado por primera vez desde sedimentos
marinos de una granja de camaronicultura en Corea (Kim et al., 2012). Segun la literatura

disponible hasta la fecha, ha sido identificado en seis ocasiones en los siguientes lugares: laguna



con residuos industriales en India (Krishna et al., 2014), lodo activado de una planta de
tratamiento de agua en China (Yan et al., 2020a), suelo en China (Y. Liu et al., 2020a; X. Wang
et al., 2024; Zang et al., 2024a), muestras de microbioma fecal humano en Nigeria (Doumatey et
al., 2021) y suelos de ambientes naturales, que van desde praderas hasta bosques en Dinamarca
(Xu et al., 2024). Sin embargo, aungue las publicaciones citadas brindan informacion sobre los
lugares donde se puede encontrar el género Chungangia, ninguno de ellos ha profundizado en el
estudio de la especie en si. Las cepas aisladas identificadas dentro del género Chungangia
coincidieron en promedio 98.95% + 0.13% con la Unica especie descrita del género (Parte et al.,
2020); C. koreensis, por lo que podrian representar nuevas especies de este género

monoespecifico.

La cepa SS1M.3-1 identificada dentro del género Nocardia, tuvo mayor cercania a la
especie N. fluminea con un 97,27% de identidad. Este género tiene especies hidrocarbonoclasticas
sin embargo y, a pesar de su abundancia en el medio ambiente, ha sido menos estudiado que otros
géneros. Presenta un crecimiento mas lento que otros géneros utilizados en biorremediacion, sin
embargo tiene especies capaces de tolerar condiciones desfavorables en ambientes contaminados,
lo que lo hace un candidato atractivo para aplicacion. En 2020 se publicd el primer y Gnico estudio
hasta la fecha en que se demuestra la capacidad de N. fluminea como especie hidrocarbonoclastica
degradadora de fenol y PAHs (Azadi & Shojaei, 2020). Seria interesante continuar investigando
esta cepa aislada para comprobar si se trata de una especie nueva dentro del género Nocardia, 0
comprobar y ampliar el conocimiento respecto a las capacidades degradadoras de N. fluminea.

Por otro lado, se tuvo dificultades para identificar la cepa la cepa SS1R.1-C. Resulta una
candidata interesante ya que fue de las pocas aisladas a partir del enriquecimiento de estireno,

muestra crecimiento rapido (2 dias en MA) y alta tolerancia a estireno en crecimiento en placa



(15 ul). Ademas, crecid en placa con fluoranteno (100 mg/L) y medio ONR7a, lo que indica que
es una cepa tolerante a hidrocarburos aromaticos, justificando su potencial para ser degradadora

y muy resistente a ambientes inhdspitos.

Como se menciond anteriormente, el 81% de los géneros aislados ha sido descrito
previamente como hidrocarbonoclastico. Es relevante prestar atencion al 19% que no ha sido
clasificado de esta manera. En la Tabla 10 se hizo un resumen de estos géneros, incluyendo el
afo en que fueron nimero de especies y un breve resumen de la informacién relacionada con
degradacion de HC que se ha publicado hasta la fecha. Se tienen géneros con muy pocas especies,
como es el caso de Allopusillimonas (1), Chungangia (1), Krasilnikoviella (2) o Alloalcanivorax
(2). El estudio de géneros bacterianos que tienen pocas especies descritas es interesante por varias
razones. Dentro del contexto de degradacion de hidrocarburos, estos microorganismos poco
estudiados podrian tener capacidades metabdlicas novedosas, ofreciendo nuevas perspectivas de
tratamiento. Especificamente podrian llevar al descubrimiento de nuevas enzimas o rutas
metabolicas mas eficientes 0 complementarias a las existentes y aplicadas a la fecha, o podrian
también tener propiedades de adaptacion a condiciones adversas. Su estudio es interesante e
importante para continuar con el desarrollo de técnicas de biorremediacion, ademas de ampliar
el conocimiento respecto a su ecologia, evolucién y rol en el ecosistema. A pesar de no haber
mucha informacidn acerca de los géneros descritos en la Tabla 10, el hecho de haberlos aislado
desde columnas de biorremediacién o enriquecimiento con hidrocarburos nos sefiala que son
capaces de sobrevivir en ambientes con HC, lo que sugiere que podrian tener propiedades

hidrocarbonoclasticas no descritas.



Tabla 10: Géneros aislados con poca o nula evidencia de degradacion de hidrocarburos y/o escasamente documentados hasta
la fecha. Informacidn de nimero de especies obtenido el 2024 de repositorio online LPSN (Parte et al., 2020)

Género Especies Literatura Fuente
En 2020 se descubrié la
Allopusillimonas 1 primera Pusillimonas que ~ (W. Wang et al., 2020)
degrada PAHs
Identificada en contextos de (v, Liu et al., 2020b;
Chungangia 1 degradacion de HC (fenol y  Yan etal., 2020b; Zang
tolueno) etal., 2024b)
Isoalcanivorax 2 Presencia de genes (Lai & Shao, 2012)

degradadores de HC

Krasilnikoviella 2 No hay informacion -

Degrada benzo(a)pireno,

5 resistente a condiciones (Kaleri et al., 2024; Zhao
extremas y promotor del etal., 2022)
crecimiento vegetal

Myceligenerans

Recientemente aislada en (Al-Marri et al., 2023b;
contextos de degradacion de Marasco et al., 2023b;

Sinomicrobium 5 HC, actividad alguicida, Perdigioet al, 2024;
antibacteriana y antifingica Pringgenies etal., 2023)

o (Abdul Raheem et al.,

Allorhizobium 10 Identificada en contextos de 5022: Pandolfo et al.

degradacién de HC 2024)

(He et al., 2024a; Ridley

. Identificada en contextos de & Voordouw, 2018;
Cellvibrio 11 degradacién de HC Vivas et al., 2008; Yang
et al., 2024)

Mesobacillus 14 Degrada poliestireno (R. Liu et al., 2023)

Aislada en contextos de

degradacién de HC, genes

de degradacion de HC, (Koshlaf et al., 2020; H.
Promicromonospora 14 aislada en residuos de !“Etllfil‘itgfl).igz;o\i(/)lyj ;el;ﬁur

agricultura, es promotor del  2017)
crecimiento vegetal y tiene
potencial como fertilizante



Identificada en contextos de (Gieb | 2015 1
1A iebler et al., , Re
38 degrgdaqlpn de HCy UNa - eral, 2024b; L. Lietal.,
publicacion de degradacion  5o13: Meng et al., 2024)
de Dibenzotiofeno (PAH)

Devosia

Por ultimo, es relevante recordar que se trabajé con métodos microbioldgicos cultivo-
dependientes, lo que significa que se estd dejando de lado todas las bacterias que son hasta el
momento no cultivables y que se estima que representan el 99% de las especies. Una forma de
abordar este sesgo seria realizar un estudio metagenémico de las bacterias hidrocarbonoclasticas
presentes en el suelo y en los ensayos de enriquecimiento. De esta manera se podria contrastar el
cambio de la comunidad bacteriana al ser expuesta a hidrocarburos de forma mas directa, ademas
de estudiar la presencia de genes asociados a la degradacion especifica de hidrocarburos

aromaticos.

Construccion de Consorcio Degradador Simplificado

Los ensayos de enriquecimiento realizados en viales de 5 ml permitieron exponer a
consorcios con distintos niveles de carga bacteriana a estireno y fluoranteno, con el fin de
comprobar la degradacion de estos compuestos por consorcios. Para la degradacion de
fluoranteno, se obtuvo que el consorcio sin diluir (10%) y el consorcio con factor de dilucién 10
tuvieron las menores concentraciones de fluoranteno, posiblemente debido a la degradacién del
compuesto. Para el caso de la degradacion de estireno, se obtuvo que la dilucién 107 tuvo la
menor concentracion del compuesto. Se obtienen entonces tres consorcios con potencial de
degradacion de HC aromaticos, dos para fluoranteno y uno para estireno. Se sugiere la

continuacion del estudio de estos consorcios mediante extraccion de ADN para comprobar las



especies presentes y los genes asociados a la degradacion de ambos compuestos. Seria interesante
comprobar la presencia de los géneros aislados en ensayos de enriquecimiento, dentro de estos
consorcios. Sin embargo, los resultados para las demas diluciones presentaron alta variabilidad,
sin mostrar una tendencia clara en la disminucion de estireno o fluoranteno en los viales. Esta
variabilidad podria deberse a una combinacion de errores experimentales. EI uso de un volumen
de trabajo de 500 pl podria haber magnificado tanto el error instrumental de las pipetas como el
error en la extraccion organica. Al usar volimenes tan pequefios, estas imprecisiones adquieren
mayor relevancia en los resultados finales. Ademas, la volatilidad del estireno puede haber
generado pérdidas por evaporacion, afectando los datos obtenidos. Para minimizar estos
problemas, se recomienda realizar futuros experimentos con mayores volimenes de muestra. Los
inéculos de cada dilucion se conservaron en glicerol a -80°C, lo que permite realizar pruebas
adicionales para determinar si los consorcios formados en cada dilucién pueden biodegradar
hidrocarburos. Asimismo, seria util realizar una identificacion genomica de las bacterias
presentes en estos consorcios y analizar como esta composicién cambia a medida que el consorcio

se simplifica con diluciones sucesivas.
Caracterizacion y evaluacion de capacidad hidrocarbonoclastica de cepas de
interés
Se evalud el rango de pH y crecimiento utilizando HC en seis cepas seleccionadas,
utilizando caldo marino (MB) pH 5,35-9,51 y medio ONR7a con diésel, BTEX, estireno y
fluoranteno como unica fuente de carbono. Se comprobd que la mayoria de las cepas crecieron
entre pH 6,90 y 9,51 esto es coherente con el lugar del que fueron aisladas, considerando que el

pH del océano pacifico es 8,06 (L. Q. Jiang et al., 2019) y las muestras provinieron de suelos

costeros. Ciertas cepas presentaron un valor 6ptimo de pH, como lo fue Dietzia sp. M76 que



crecié mas en pH 8,63. Es importante tener esto en consideracion para que el pH no sea un factor
estresor y contribuya con un optimo crecimiento para poder evaluar otros factores que afecten a

las bacterias a estudiar.

Las cepas Allocanivorax sp. M55 e Isoalcanivorax sp. M81a mostraron crecimiento en
medio MB con un rango de pH de 6,9 a 9,5y lograron crecer en medio ONR7a liquido con diésel
como Unica fuente de carbono. Segun estudios previos, la especie Alloalcanivorax dieselolei
degrada un amplio rango de HC, como alcanos (Ce-Css) (Wang & Shao, 2014) y diésel (Qiao &
Shao, 2010). Sin embargo, hasta la fecha, no se ha reportado la capacidad de especies del género
Isoalcanivorax para utilizar hidrocarburos como fuente de carbono, lo que hace especialmente

relevante este hallazgo y resalta su potencial para procesos de biorremediacion.

La cepa del género Marinobacter comenzé a tener crecimiento al final del ensayo con
diésel, esto podria indicar que es una cepa que requiere mas tiempo de adaptacién al contaminante
o0 también puede ser que para entonces el HC se haya volatilizado lo suficiente como para permitir

el crecimiento de la cepa.

Por otro lado, ninguna de las cepas estudiadas crecié sin fuente de carbono o en presencia
de BTEX, estireno o fluoranteno. Si se tiene en cuenta que naturalmente las bacterias viven en
comunidad y en continua interaccién entre si, el hecho de que aislados puros no hayan utilizado
HC como fuente de carbono puede explicarse debido a la falta de enzimas para completar la ruta
metabdlica necesaria para transformar el HC en energia/carbono. Se ha visto que los consorcios
bacterianos degradan HC de forma mas eficiente que aislados puros, posiblemente debido al
catabolismo complementario de los metabolitos que se van generando cuando una especie no
degrada completamente el HC. Se forma asi una dindmica cooperativa entre especies que permite

el aprovechamiento de las distintas capacidades metabdlicas de las especies (McGenity et al.,



2012; Nieto etal., 2024). Por lo tanto se sugiere trabajar con consorcios bacterianos para aumentar

las probabilidades de degradacién de HC.

Ademas se evidenci6 dificultad para obtener crecimiento en medio liqguido ONR7a a pesar
de tener acetato como fuente de carbono. Esto podria deberse a la necesidad de las bacterias en
cuestion en crecer sobre una matriz solida, por lo que ensayos de inmovilizacion podrian ser
interesantes para obtener mejores resultados de crecimiento en medio minimo liquido y posterior

degradacion de HC.



Conclusiones

El desarrollo de esta tesis se baso en tres objetivos especificos: (1) Aislar e identificar cepas
bacterianas hidrocarbonoclésticas provenientes de suelos costeros y sedimentos marinos
contaminados con hidrocarburos en la regién de Valparaiso; (2) Seleccionar y caracterizar
aquellas cepas con capacidad de biodegradar hidrocarburos aromaticos; y (3) Evaluar la
capacidad de biodegradacion de las cepas seleccionadas. Con respecto al primer objetivo, se
lograron aislar 408 cepas bacterianas tolerantes a hidrocarburos mediante enriquecimientos con
BTEX, diésel, estireno y fluoranteno. De estos aislados se identificaron 243 a nivel de género
mediante secuenciacion parcial del gen 16S ARNTr. Las cepas identificadas estan distribuidas en
4 filos, 8 clases, 16 ordenes, 27 familias y 50 géneros. Se aislaron géneros previamente descritos
como hidrocarbonoclasticos como Acinetobacter, Pseudomonas y Kocuria, géneros asociados a
degradacion de HC como Alloalcanivorax e Isoalcanivorax asi como también géneros poco
descritos y monoespecificos, como Allopusillimonas y Chungangia. En cuanto al segundo
objetivo, se seleccionaron 14 cepas y se evalud su capacidad de crecimiento en diferentes pH.
Las cepas en su mayoria crecieron 6ptimamente en un rango de 6,9 a 9,5, habiendo excepciones
como Arthrobacter sp. SF82b y Paenarthrobacter sp. SF95a que crecieron optimamente en pH
6,9 y Dietzia sp. M76 en pH 8,6 respectivamente. En su mayoria las cepas se encontraban en la
mitad de su fase exponencial de crecimiento a las 40hrs de cultivo en medio MB, mientras que
este tiempo se duplicaba en medio minimo ONR7a, ambos casos con acetato como fuente de
carbono. Finalmente, en relacidn con el tercer objetivo, se evaluo la capacidad de biodegradacién
de 6 cepas inoculandolas en medio ONR7a con HC. Se observo que Allocanivorax sp. M55 e

Isoalcanivorax sp. M81a crecieron con diésel como Unica fuente de carbono. El crecimiento de



especies de los géneros Alloalcanivorax e Isoalcanivorax utilizando hidrocarburos como fuente

de carbono no habia sido previamente documentado en la literatura.

Por lo tanto, luego de cumplir con los objetivos planteados se concluye que el suelo
contaminado de Las Salinas contiene presencia de bacterias capaces de tolerar hidrocarburos
aromaticos como BTEX, fluoranteno y estireno. Se comprobé la capacidad de degradacion de
cepas del género Allocanivorax e Isoalcanivorax y se propone la continuacién del estudio de las
cepas identificadas como Chungangia y Nocardia debido a su inusual capacidad para resistir altas
concentraciones de estireno, a la falta de conocimiento de estos géneros y a su potencial como

bacteria hidrocarbonoclastica con aplicaciones biotecnologicas.
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