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Resumen

La biorremediacion es una estrategia para remover contaminantes desde suelos o aguas. Este
proceso se lleva a cabo generalmente por bacterias degradadoras que fueron aisladas por sus
capacidades catabolicas. La biorremediacidn de hidrocarburos ha sido estudiada como una tecnologia
efectiva y de bajo costo para la remocién de contaminantes. En el marco de esta memoria se plante6
como objetivo aislar y caracterizar una nueva cepa degradadora y estudiar su posible aplicacion en
biorremediacion de suelos contaminados con diésel. Se plante6 como hipotesis: Desde un suelo
proveniente de la Region de Valparaiso contaminado con diésel y sometido a un proceso de
biorremediacion se podré aislar una cepa bacteriana degradadora de hidrocarburos. Los objetivos
especificos fueron: (1) Aislar e identificar una cepa bacteriana hidrocarbonocléstica proveniente de
un suelo contaminado con diésel y sometido a biorremediacion; (2) Caracterizar la cepa bacteriana
hidrocarbonocléastica aislada mediante técnicas microbiolégicas y genéticas; (3) Evaluar las
capacidades catabdlicas de hidrocarburos del aislado bacteriano. El aislado se obtuvo desde muestras
de microcosmos contaminados con diésel. La cepa aislada B7 se identificd como Achromobacter sp.
que posee ~99% de identidad con Achromobacter spanius LMG 5911 respecto al gen ARNr 16S. La
cepa aislada B7 es capaz de crecer en medio rico en presencia hasta 6% de NaCl. La bacteria crecio
en hidrocarburos aromaticos como bifenilo y naftaleno. También se observé crecimiento en algunos
alcanos como octano, hexano y hexadecano, y en diésel. La caracterizacion fenotipica y genotipica la
cepa bacteriana B7 sugiere que se relaciona con una cepa de Achromobacter piechaudii. El estudio
de la degradacion de los componentes del diésel fue monitoreada mediante cromatografia gaseosa
con detector por ionizacién por llama (GC-FID). El crecimiento se monitoreo midiendo unidades
formadoras de colonias y turbidez. La degradacion del sistema inoculado con la cepa B7 muestra
alrededor de un 95 % de degradacion de diésel considerando los hidrocarburos totales de petroleo
(TPH), mientras que en el sistema abidtico se alcanz6 un 50% de remocion de diésel. Ademas se
observo una alta degradacion de hidrocarburos del rango Cis — Coi. Por sus propiedades degradadoras
de hidrocarburos, la cepa B7 posee potencial para ser utilizada como parte de un consorcio o en forma

individual para la biorremediacion de hidrocarburos.



Isolation and characterization of a hydrocarbonoclastic bacterium of
Valparaiso region and its application in hydrocarbons bioremediation

Abstract

Bioremediation is a technology to remove contaminants from polluted sites. This process is usually
carried out by degrading bacteria that were isolated based on their catabolic capabilities. The
bioremediation of hydrocarbons has been studied as an effective and low-cost approach for the
removal of contaminants. The objective of this thesis was to isolate and characterize a novel
hydrocarbon-degrading strain and its application in bioremediation of soils contaminated with diesel.
It was proposed as hypothesis: From a soil from the Valparaiso Region contaminated with diesel and
subjected to a bioremediation process, a hydrocarbon-degrading bacterial strain can be isolated. The
specific objectives were : (1) Isolate and identify a hydrocarbonoclastic bacterial strain from a soil
contaminated with diesel and subjected to bioremediation; (2) Characterize the isolated
hydrocarbonoclastic bacterial strain by microbiological and genetic techniques; (3) Evaluate the
hydrocarbons catabolic capabilities of the bacterial isolate. The isolate was obtained from samples of
a soil contaminated with diesel. The isolated strain B7 was identified as Achromobacter sp. showing ~
99% identity with Achromobacter spanius LMG 5911 with 16S rRNA gen. Strain B7 is able to grow
in presence of up to 6% NaCl. The bacteria grew in aromatic hydrocarbons such as biphenyl and
naphthalene. Growth was also observed on specific alkanes such as octane, hexane and hexadecane,
and on diesel. The phenotypic and genotypic characterization of the bacterial strain B7 suggests that
it belong to Achromobacter piechaudii. The degradation of diesel components was monitored by gas
chromatography with flame ionization detector (GC-FID). Growth was monitored by measuring
colony forming units and turbidity. The degradation of the system inoculated with the B7 strain
shows ~ 95% diesel degradation based on the total petroleum hydrocarbons (TPH), whereas in the
abiotic system 50% diesel removal was achieved. High degradation of hydrocarbons of the C15 - C21
range was observed. Due to its hydrocarbon degrading capabilities, strain B7 has the potential to be

used as part of a consortium or individually for the bioremediation of hydrocarbons.
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1. Introduccién

El petréleo es una mezcla de compuestos organicos, incluyendo compuestos nitrogenados,
oxigenados y azufrados, hidrocarburos principalmente. Este combustible fosil y sus derivados son
utilizados en diversas industrias, por lo que se ha convertido en un mercado de grandes dimensiones.
El problema se presenta cuando su extraccidn, distribucion y almacenaje no se realizan de manera
correcta, por lo que se producen derrames y vertimientos al medio ambiente. En Chile estos eventos
han estado presentes por afios. En laregidn de Valparaiso se han producido derrames frecuentemente.
El afio 2002 se derram0 en la ribera del rio Aconcagua 75 mil litros de petréleo desde la refineria de
Concén. En agosto de 2015, se registré un nuevo derrame mientras se reponia combustible en un
buque ubicado en el terminal de ENAP, Bahia de Quintero. En abril de 2018 se registrd un derrame
menor de 50 litros de combustible en Isla de Pascua, en la Bahia Hanga Roa. Este tipo de eventos se
hacen presente y forman parte de un grave problema ambiental (La Tercera, 2016; T13, 2018). Se
han buscado técnicas para recuperar los lugares afectados por estos eventos. Al comienzo las
tecnologias consistian en proceso fisicos, en los que se trataba de extraer y contener al contaminante.
Esta técnica permite disminuir la cantidad de contaminantes, pero no logra eliminar los compuestos
ni elimina sus efectos negativos. Asi se comenz6 a utilizar la tecnologia de biorremediacion, que
consiste en utilizar microorganismos que por medio de sus rutas catabdlicas transforman a los
contaminantes en compuestos menos toxicos, o logran la mineralizacion. Esta tecnologia tiene las
ventajas de ser de bajo costo y de no generar nuevos residuos (Moreno et al., 2004). La
biorremediacion se puede llevar a cabo por distintos microorganismos, pero son las bacterias las mas
estudiadas. Variadas cepas bacterianas pertenecientes a los géneros Pseudomonas y Acinetobacter
han sido estudiadas para fines de degradacion de hidrocarburos (Fuentes, 2014). Existen cepas
degradadoras aisladas desde suelo con historial de contaminacion, desde suelo sin contaminar o desde
agua marina. Considerando que es necesario continuar la busqueda de nuevos microorganismos que
permitan biorremediar sitios dafiados por eventos de contaminacion, este trabajo busca aislar una cepa
bacteriana, proveniente de muestras de suelo contaminado con diésel, para estudiar sus posibles
aplicaciones en técnicas de biorremediacion. Para esto se plantea una caracterizacion de la cepa

aislada, para luego realizar un estudio de las capacidades catabdlicas de hidrocarburos de la cepa.
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1.1 Petroéleo

El petréleo es una mezcla que se puede encontrar de forma natural en estado liquido o sélido (en
forma de roca sedimentaria), que incluye, en su mayoria, hidrocarburos y en menor cantidad
compuestos organicos de nitrégeno, oxigeno y azufre o metales como niquel, hierro y cobre (Higgins
& Burns, 1975). Las fracciones sélidas, liquidas y gaseosas, varian segun la regién de donde son
extraidos, al igual que su color y textura. El petroleo se formo en base a restos animales y vegetales
gue al ser aprisionados bajo rocas sedimentarias fueron degradados por microorganismos anaerobios,
bajo temperaturas y presiones moderadas. En estas condiciones la mayor parte del oxigeno y el
nitrégeno se pierden, quedando el carbono y el hidrégeno en forma de hidrocarburos (HC) (Speight,
2015). Los hidrocarburos que conforman el petroleo se clasifican segun naturaleza quimica, como se

muestra en la Figura 1, donde los principales grupos son los HC alifaticos y los aromaticos.

l Hidrocarburos l

Alifaticos Aromaticos

|
! | |

Monociclicos Paliciclicos
Saturados Insaturados Ciclicos ; (2 6 mas
(un solo anillo) 3
anillos)

, g 2 Cicloalcanos Cicloalquenos,

Alcanos 6 Alquenos u Alquinos 6 e . e
S 6 naftenos cicloalquinos
parafinas olefinas acetilénicos j
(saturados) (insaturados)
Cadena Cadena
lineal ramificada

Figura 1. Clasificacion de hidrocarburos presentes en el petréleo. (Adaptado de Barra, 2012).

Los compuestos alifaticos son los que se encuentran en mayor porcentaje y en este grupo se
encuentran hidrocarburos saturados (parafinas o alcanos) y no saturados (alquenos y alquinos), ambos
grupos pueden ser ciclicos o no (Baldrich, 1998). Los alcanos o parafinas corresponden a estructuras
compuestas por enlaces simples carbono-hidrogeno, las cuales pueden ser lineales, ramificadas o
ciclicas y pueden presentarse en estado gaseoso, como el caso de los alcanos de cadena corta (metano,
etano, propano y butano), en estado liquido (Cs al C17) y en estado solido (C1s 0 méas), que son solubles
en disolventes no polares (Botello et al. 2005). Por otra parte los HC aromaticos son aquellos que

dentro de su estructura contienen un anillo de 6 carbonos con doble enlaces conjugados. Segun la
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cantidad de anillos se clasifican en monociclicos, que pueden ser sustituidos con cadenas laterales o
no, y policiclicos (conocidos como PAH; por el inglés Polycyclic Aromatic Hydrocarbons). Los HC

arématicos se encuentran en menor abundancia que los compuestos alifaticos.

Del petroleo refinado se obtienen productos como: gasolinas, lubricantes, ceras, parafinas, siendo
uno de los principales el diésel. El proceso de refinacidn consiste en la destilacion fraccionada del
crudo, donde cada destilado se define por la mezcla de compuestos que lo forman y por el rango de
ebullicién. Es importante destacar que cada destilado del petréleo tiene una composicién
caracteristica pero que no es estandar. El diésel es definido como una mezcla de hidrocarburos (Ceal
Cyo principalmente) y con un rango de ebullicién entre 163° a 357°C (Speight, 2015). Los
hidrocarburos que componen el diésel son HC saturados (parafinas o alcanos), los cuales se
encuentran en mayor abundancia (% V), y en menor abundancia compuestos aromaticos y algunos
compuestos sulfurados (Baldich, 1998). Entre los alcanos presentes en el diésel, los alcanos Cis al Cis
son los mas representativos, siendo el Cis el que alcanza el mayor porcentaje de volumen (Baldrich,
1998).

Producto de la globalizacién y de la demanda permanente de recursos, el petréleo y sus derivados
contribuyen como fuente de energia y de precursores quimicos industriales. Sin embargo, estos
compuestos han sido protagonistas de grandes desastres ambientales, debido a que cantidades no
despreciables se liberan al ambiente en los procesos de extraccion, refinado, transporte y
almacenamiento, lo cual representa un riesgo potencial para los ecosistemas (Eom et al., 2007). El
petréleo, al igual que sus derivados, se consideran contaminantes, debido a que varios de los
componentes son altamente recalcitrantes y se mantienen persistentes en la matriz donde son
liberados (Siva et al., 2004). En el caso de derrames en suelo el efecto negativo del petréleo se debe
en parte a que los hidrocarburos impiden el intercambio gaseoso con la atmésfera, desencadenando
algunas reacciones y procesos fisico-quimicos que finalmente se vuelven letales para la biota que
habita en éstos (Restrepo, 2002). En el agua el contaminante flota, por diferencia de densidades, lo
que impide la entrada de luz y el intercambio gaseoso provocando la solubilizacion de algunos
compuestos y afectando inicialmente a plancton, llegando a afectar a la macrofauna (Bento et al.,
2003). Segun el Informe Anual de Medio Ambiente del afio 2017, las principales fuentes de
contaminacion de diésel o petréleo son por mal manejo y de producen en descargas petroquimicas y

refinerias y derrames por tuberias corroidas.
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1.2 Biorremediacion

Uno de los tratamientos aplicados ante episodios de contaminacién con petréleo, es la extraccion
de la matriz contaminada y su disposicién en sectores aislados para evitar mayor expansion de la
contaminacion al medio ambiente. La extraccidén no es completa y en algunos casos puede generar
problemas a largo plazo (Dermont et al., 2008). Para tratar compuestos organicos se utiliza: lavados
con agentes quimicos, flotacién, reaccion de oxidacion, filtracidn, osmosis, entre otros (Fuentes et
al., 2014). La desventaja de estos tratamientos es que pueden ser poco selectivos y costosos, ademas
pueden generar otros tipos de residuo contaminantes (Malik, 2004). Por esto se presentd la necesidad
de buscar tecnologias que cumplieran la funcidn de descontaminar a bajo costo. De esta busqueda
surgio la utilizacion de procesos de degradacion bioldgica que pueden ser aplicados a diferentes
contaminantes organicos (Moreno et al., 2004). Existen dos grandes tratamientos de bio-
descontaminacion, la biorremediacion por medio de microorganismos, y la fitorremediacion por

medio de plantas, que es apropiada para remocion de metales pesados (Benavides Lépez et al., 2006).

La biorremediacion es un proceso que puede ser natural o dirigido, que por procedimientos
biolégicos se degradan o neutralizan los contaminantes transformandolos en sustancias inocuas. En
este proceso se suelen utilizar hongos o bacterias, en algunos casos se utilizan bacterias con
modificaciones genéticas (Morgante et al., 2010). Las principales ventajas de este tipo de procesos
son que requieren bajo consumo de energia y no generan residuos (Moreno et al., 2004). Los tipos de
biorremediacion se pueden clasificar segun el lugar de accion y segln lo que se estimule en el sistema.
La biorremediacion puede ser in situ y ex situ. La primera corresponde a tratamientos que se realizan
en el lugar en que se encuentra el contaminante, cominmente en suelo, donde sin la necesidad de
mover o extraer la matriz contaminada se aplica la técnica. La biorremediacién ex situ consiste en
extraer la matriz contaminada con el fin de tratarla en pilas o bioreactores de volimenes definidos
(Benavides et al., 2006). Dentro de las estrategias asociadas a la biorremediacion, se considera la
bioestimulacion y la bioaumentacién, o ambas aplicadas al mismo tiempo. En el proceso de
bioestimulacion se ajustan parametros abiéticos o se ajustan nutrientes para estimular y mejorar el
rendimiento de la biota nativa. Por otro lado la bioaumentacion consta de la inoculacion de bacterias
seleccionadas en formato de consorcio o enriquecimientos, para aumentar el potencial bidtico
(Fuentes et al., 2014).

La biorremediacion se ha mostrado como una estrategia eficiente para el tratamiento de suelos
contaminados por agentes organicos o inorganicos, teniendo caracteristicas de un proceso sustentable.

Microorganismos como bacterias, se han utilizado para tratamientos de contaminantes en la
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naturaleza de hidrocarburos aromaticos, pesticidas, policlorobifenilos, dioxinas, entre otros (Robles-
Gonzélez et al., 2008; Hernandez et al., 2008; Seeger et al., 2010; Fuentes et al., 2016).

La biorremediacién de hidrocarburos se produce por microorganismos gque poseen enzimas
capaces de adicionar grupos funcionales al esqueleto de carbono, polarizando las moléculas de
hidrocarburos (Rojo, 2009). Al generar el momento dipolar la molécula se vuelve susceptible a ser
transformada en intermediarios capaces de entrar a alguna de las rutas catabdlicas centrales (Fuentes
et al. 2014). La degradacion se puede desarrollar de forma aerdbia o anaerdbia, siendo esta Gltima
menos frecuente (Wentzel et al., 2007). En el caso de la degradacion aerdbica, en presencia de
oxigeno se agregan grupos hidroxilo al esqueleto gracias a la accion de oxigenasas, que después de
sucesivas oxidaciones transforman el hidrocarburo en intermediarios metabdlicos inocuos (Fuentes
etal., 2014). La biodegradacion de alcanos se realiza por oxidacion en secuencia del alcano a alcohol,
luego aldehido y finalmente a &cido graso, para entrar a la ruta f-oxidacion, como se muestra en la
Figura 2. En la degradacion anaerdbia, se logra la activacion acoplando una molécula de CO; y se
utilizan sulfato y nitrato como aceptores terminales de electrones (Callaghan, et al., 2012). Existen

rutas alternativas para la degradacion de un mismo compuesto.
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Figura 2. Rutas aerdbias de degradacion bacteriana de n-alcano. n-Hexadecano se muestra como
molécula modelo. La ruta catabdlica de este tipo esta descrita en Proteobacteria. (Adaptado de
Fuentes, 2014).
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1.3 Bioaumentacién de suelos contaminados con hidrocarburos y su efecto

sobre las comunidades microbianas.

Fuentes (2014) explor6 la bioaumentacion de suelos contaminados con hidrocarburos y
estudio su efecto sobre las comunidades microbianas. Durante esta investigacion Fuentes (2014)
realizo el aislamiento de bacterias degradadoras de hidrocarburos desde suelos con historial de
contaminacion. Se estudio la respuesta de las comunidades microbianas de suelos con historial de
contaminacién ante un nuevo evento de contaminacion con hidrocarburos, y evalu6 el desempefio de
los aislados bacterianos en suelos contaminados con hidrocarburos. Para el aislamiento se tomaron
muestras de suelos que tenian historial de contaminacion, en la desembocadura del rio Aconcagua
(Figura 3A), desde donde se obtuvieron 86 aislados bacterianos, de los cuales se seleccionaron cuatro
aislados por su capacidad de utilizar diferentes hidrocarburos como fuente de carbono. Estos cuatro
aislados correspondieron a Pseudomonas sp. cepas DN34 y DN36, y Acinetobacter sp. cepas AF53
y AA64. En paralelo se obtuvieron enriguecimientos bacterianos desde la zona Il de muestreo
mediante sucesivos subcultivos en diésel. EI ensayo de microcosmos consistio en sistemas con 300 g
de suelo sin historial de contaminacion obtenido del sector de Laguna verde (33°11°S, 71°71°0),

Regidn de Valparaiso (Figura 3B). Los disefios experimentales se presentan en la Tabla 1.

70° 71°

20° REGION DE COQUIMBO A

30°

OCEANO PACIFICO
ARGENTINA

40°

REGION
METROPOLITANA

50°

70° W 7‘i°

Figura 3. Sitios de muestreo de los suelos de la ribera del estuario del rio Aconcagua y de suelos
de Laguna Verde. A, Sitios muestreados para este estudio se muestran en nimeros romanos
comenzando desde la costa. Cinco réplicas se tomaron desde cada sitio. CC, Concon, region de
Valparaiso. RPC, Refineria de Petrdleo de Concén. Adaptado de Fuentes, 2014. B, Sitio muestreado
de suelo sin historial de contaminacion de Laguna Verde, sector ubicado al sur de Valparaiso.
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Tabla 1. Disefio experimental de los microcosmos para los estudios de bioaumentacion.
(Fuentes, 2014).

Microcosmos Condicion Diésel Inoculacion Objetivo
CA Abiodtico + - Control pérdida de diésel por factores abidticos
Co Sin tratamiento - - Control comunidades sin tratamiento
C1 Contaminado + - Control degradacion
El Bioaumentado 1 + + Evaluar desempefio de consorcio
E2 Bioaumentado 2 + + Evaluar desempefio del enriquecimiento

Por medio de secuenciacién masiva mediante la tecnologia Illumina y analisis metagenémico
del gen ARNr 16S se estudi6 la dindmica de las comunidades de estos sitios frente a contaminacion
con hidrocarburos. Se establecié que los mayores cambios se observaron por efecto de la
contaminacion por diésel. La bioaumentacion alteré en menor medida la estructura de la comunidad.
Con respecto a la degradacion de los componentes de diésel se observd que los sistemas
bioaumentados con consorcio bacteriano y enriquecimientos, la degradacion alcanzada fue mayor que
en los sistemas sin inocular. El efecto de la primera contaminacion con diésel (3% p/p) fue
suficientemente dréastico como para no permitir observar cambios significativos en las comunidades

en respuesta a la segunda contaminacion.

En los sistemas de microcosmos contaminados con diésel por primera vez se observo un
aumento de géneros bacterianos que no pertenecian a los géneros inoculados. El analisis de
secuenciacién masiva y analisis metagenémico permitié observar un florecimiento que representaba
cerca del 60% de la comunidad bacteriana, dejando en menor proporcion a las cepas pertenecientes
al consorcio inoculado. Es interesante que bacterias que se encuentran en bajos niveles inicialmente,

logren sobrepasar a cepas bacterianas degradadoras seleccionadas.

Durante esta tesis se busca aislar de estos sistemas una nueva cepa bacteriana que posea
capacidades catabdlicas de hidrocarburos. Se busca de preferencia una cepa de un género diferente a

Pseudomonas y Acinetobacter, que corresponden a los géneros de las cepas inoculadas.
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2. Hipotesis y objetivos

2.1 Hipotesis

Desde un suelo proveniente de la Region de Valparaiso contaminado con diésel y sometido a un
proceso de biorremediacion se aislara una cepa degradadora de hidrocarburos.

2.2 Objetivo general

El objetivo general es aislar y caracterizar una bacteria degradadora de hidrocarburos de un suelo de
la Regidn de Valparaiso contaminado con diésel y sometido a biorremediacién.

2.3 Objetivos especificos
Los objetivos especificos fueron los siguientes:
- Aislar e identificar una cepa bacteriana hidrocarbonocléstica proveniente de un suelo
contaminado con diésel y sometido a biorremediacion.
- Caracterizar la cepa bacteriana hidrdocarbonoclastica aislada mediante técnicas
microbioldgicas y genéticas.

- Evaluar las capacidades catabolicas de hidrocarburos del aislado bacteriano.
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3. Materiales y métodos

3.1 Reactivos quimicos.

Las fuentes de carbono utilizadas fueron fructosa, succinato, piruvato, catecol, protecatecuato,
fluoreno, cido salicilico, acido gentisico, &cido ftalico, bencenotriol, acido toluico, antranilato, 4cido
cinamico, muconato, 3,5 diclorobenzoato, 3-clorobenzoato, 4-clorobenzoato, los cuales fueron
obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EE.UU). Las fuentes de carbono obtenidas de Merk,
USA, fueron glucosa, glicerol, naftaleno, bifenilo, tolueno, benceno, n-hexano, n-hexadecano, n-
octano, ciclohexano, benzoato, fenantreno y antraceno. Sacarosa fue obtenido de Difco™ BD,
Francia. El diésel utilizado fue adquirido en una estacién de servicio bencinero y esterilizado por

medio de filtrado con poro de 0,22 pm.

Los antibidticos utilizados para esta tesis fueron bacitracina, gentamicina, eritromicina,
trimetoprima, estreptomicina, kanamicina, penicilina, rifampicina, ampicilina y tetraciclina, estos

fueron adquiridos de Arlab, Santiago, Chile.
Reactivos de biologia molecular:

Los reactivos utilizados en biologia molecular fueron Green Master Mix 2x Gotaq® y Nuclease-
Free Water obtenidos de Promega, Madison, USA. Ademas se utilizd6 GelRed Nucleic Acid Stain
obtenidos de Biotium INC. El marcador de peso molecular O"GeneRuler™ 1kb DNA Ladder fue
obtenido de Thermo Scientific. Por ultimo se utilizaron tres pares de partidores, los cuales se detallan
en la Tabla 2. Los partidores Blooming y AlkarpoB fueron sintetizados por Integrated DNA
Technologies (IDT).

Tabla 2. Partidores utilizados en esta tesis.

Partidor Secuencia* Gen Largo del Referencia
(5'->3") producto (bp)

Blooming F GGCCTTTTGGTTGTAAAGCAC  ARNr 16S 219 Esta tesis
Blooming R GCAATGCCCAAGTTAAGCTC
Alka F TCCAGGACTTCTTGCGTGAG rpoB 494 Esta tesis
Alka R TACACCGCCCTTGAGGTTTT
27TF AGAGTTTGATCCTGGCTCAG ARNr 16S 1500 Lane, 1991
1492 R TACGGCTACCTTGTTACGACTT  (universal)

*Bases de nucledtidos de la secuencia. A: Adenina, C: Citocina, G: Guanina, T: Timina.
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3.2 Medios de cultivo.
Los siguientes medios de cultivo fueron utilizados para el desarrollo de este trabajo:

Medio mineral Caldo Bushnell-Haas (BHB) (Bushnell & Haas, 1941) compuesto por KH2PO4 1
gL?Y K:HPOs1g L7t NHsNOs1gL?t MgSO40,2gL? FeCl;0,05g Lty CaCl; 0,02 g L2 Se
ajustd pH a 7 y para la preparacion de placas de cultivo se agregé al medio 15 g L™ de agar.

Medio rico Luria Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989) compuesto por triptona 10 g L™, extracto
de levadura5 g Ly cloruro de sodio 5 g L. Para la preparacion de placas de cultivo de LB se agregd
15 g L' de agar.

Medio minimo M9 (Sambrook et al., 1989) compuesto por Na;HPO, 7,1 g L, KH,PO, 3 g L,
NaCl 5g L'y NH4CI 0,4 g L. EI medio M9 ademas contiene tres trazas A:B:C en relacién 2:1:1.
Solucién A contiene 10,75 g L™t MgCl,-6H.0, 2 g L't CaCOs, 1,44 g L* ZnSO4-7H.0, 1,12 g L*
MnS0s-4H0, 0,25 g L* CuS04-5H;0, 0,28 g L* CoCl4-6H,0, 0,06 g L* HsBO3; y 51,30 mL HCI
concentrado. Solucién B contiene 246 g L MgSO.-7H.0. Solucién C contiene 10,01 g L*

FeSO4-7H20. Todas las soluciones se prepararon con agua MilliQ.

Medio caldo de Soja Triptica (Tryptic Soy Broth, TSB) 30 g L' y medio agar de Soja Triptica
(Tryptic Soy Agar, TSA) 40 g L seguin condiciones del fabricante BD Difco™ (Sparks, Maryland,
USA).

Medio Mueller Hinton (Difco, New Jersey, USA), se prepar6 el medio de cultivo segin

especificaciones del fabricante BD Difco™.

3.3 Cepas bacterianas.
Para este trabajo se utilizaron los siguientes microorganismos:

Achromobacter sp. B7, cepa aislada en esta tesis, desde muestras de microcosmos enriquecidos y

contaminados con diésel (Fuentes, 2014).

Acinectobacter sp. cepa AF53, cepa aislada a partir de suelos con historial de contaminacion por
hidrocarburos desde la desembocadura del rio Aconcagua (Fuentes, 2014) perteneciente a la
coleccion del cepario de Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia Ambiental,
LMMBA.
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3.4 Metodologia analitica.

3.4.1 Extraccion de ADN
Se realizo la extraccion de ADN mediante shock térmico, con hervido de las células durante 15

minutos a 96°C, luego se mantuvo por 15 minutos en hielo y finalmente se centrifug6 a 13.000 rpm
por 15 minutos y el sobrenadante fue recuperado (Figura 4).

Se realizd extraccion de ADN metagendmico con el kit comercial PowerSoil DNA Isolation,

Centrifugar

MoBio, segun instrucciones de fabricante.

96 °C Hielo
Por 15 min Por 15 min

Figura 4. Esquema de extraccion de ADN.

3.4.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
El perfil térmico de PCR que se aplico para los partidores disefiados, Alka y Bloom, se muestra

en la Tabla 3. Se utiliz6 el equipo Mastercycler gradient, Eppendorf, para la reaccion de PCR.

Tabla 3. Perfil térmica PCR con partidores ""Alka" y ""bloom".

Etapa Temperatura [°C] Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 5 [min]
Desnaturalizacion 95 1 [min]

Hibridacion 50 1 [min] 30 ciclos
Elongacion 72 30 [s]
Elongacion final 72 7 [min]

El perfil térmico de PCR que se aplicé para los partidores universales 27F y 1492R (Lane., 1991) se
muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Perfil térmico PCR con partidores 27F y 1492R.

Etapa Temperatura [°C] Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 5 [min]
Desnaturalizacion 95 1 [min]

Hibridacion 59 1 [min] 30 ciclos
Elongacion 72 45 [s]
Elongacidn final 72 7 [min]
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Las reacciones de PCR fueron realizadas con 22 pL de agua libre de nucleasas, 25 pL de GoTaq
Green Master Mix, 1 uL de cada partidor y 1 pL de ADN.

3.4.3 Electroforesis
Productos de PCR fueron examinados en gel de agarosa 1,5 % p/v en buffer TAE 1x tefiido con

GelRed al 1% v/v. La electroforesis se realizd a 70 V y a 2 A durante 1 hora. Para verificar las bandas
de los productos de reaccidn se utilizé el marcador de peso GeneRuler 1 kb DNA Ladder. Se cargd

1,5 pL de marcador de peso y con 2 UL de producto de PCR en los pocillos correspondientes. (Figura

5).
e

-~
—

-

Gel agarosa Electroforesis

Figura 5. Esquema de electroforesis de gel de agarosa.

3.4.4 Tincién Gram
Para la tincion Gram se utilizo el protocolo descrito por Lépez-Jacome, 2014, el cual consistié

en un portaobjeto donde se puso una gota de agua, para luego tomar biomasa y agregar a la gota de
agua, extendiendo en el portaobjeto. Se sec a temperatura ambiente y se fijé flameando. Luego se
agrego cristal violeta y se lavd, no directamente, después de 2 minutos. Después se agreg6 lugol
durante 1 minuto. Luego se agregd alcohol acetona durante 1 a 2 segundos y se lavd con agua.
Finalmente se agreg6 safranina durante 30 segundos y se lavé con agua, delicadamente. Se observo

el portaobjeto por medio de microscopia optica.

3.4.5 Microscopia optica
Se realizé microscopia Optica de las muestras obtenidas a partir de la tincién gram. Se utiliz6 un

microscopio optico modelo Zeiss Aixo Lab.Al. La muestra se observo con el lente 100x utilizando

aceite de inmersion.

3.4.6 Extraccion diésel desde matriz liquida
Para la extraccion de diésel se agregd 5 mL de n-hexano y se agité manualmente durante 1 minuto.

Se separaron fases y se reservo fase organica. Luego se volvid a agregar 5 mL de n-hexano y se agitd
manualmente durante 1 minuto y se separaron fases, reservando fase organica. Finalmente se
mezclaron ambas fases organicas reservadas y se llevaron 2 mL como muestra de extraccion a viales

para su procesamiento.
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3.4.7 Cuantificacion de hidrocarburos por cromatografia gaseosa con detector de
ionizacion por llama (GC-FID)
Las muestras provenientes de la extraccion de hidrocarburos fueron procesadas con

Cromatdgrafo de gases acoplado a un detector de ionizador de llama, Gas Chromatograph-Flame
lonization Detector, GC-FID Clarus 680, Perkin Elmer. Para esto se utiliz6 la curva de calibracion
compuesta por n-alcanos del rango C10-C25 (Fuentes, 2014). Se inyect6 1 L de muestra en el equipo
con una columna DB5 (Perkin-Elmer) de 30 m y 0,25 mm de didmetro. El gas portador fue helio, el
inyector se fijo a 320°C y el detector FID se trabajé a 295°C con un flujo de 450 mL min™ de aire y
45 mL min‘t de hidrégeno. EI método utilizado para cada corrida fue el probado en 2014 por Fuentes
S. (Fuentes, 2014). El valor de intensidad de cada pico se interpol6 en la curva de calibracion mediante
el analisis “diésel all acm” para obtener el reporte. De los reportes se utilizo el dato “raw amount”
de cada componente (C10 — C25) expresado en ng/uL, los cuales se sumaron para obtener el TPH
(total petroleum hydrocarbons) de cada muestra. El porcentaje de diésel remanente para ambos casos,

se calculé considerando el tiempo cero como el 100%.

3.5 Aislamiento de la bacteria hidrocarbonocléstica.

3.5.1 Disefio de partidores.

Para el aislamiento de una bacteria degradadora se disefiaron 2 pares de partidores especificos
para bacterias diferentes a Pseudomonas y Acinetobacter en base a dos genes (ARNr 16S y rpoB)
pertenecientes a una bacteria representativa del florecimiento, Alkanindiges. El primer par de
partidores, denominado “Blooming”, se disefi0 a partir del gen ARNr 16S utilizando una secuencia
consenso construida con las secuencias disponibles del género en GENBANK, agregando también
las secuencias parciales del gen ARNr 16S de la secuenciacion metagendmica obtenida por Fuentes,
2014, (Ver secuencia consenso en Anexo A.1l). En esta secuencia consenso se identificaron las
regiones conservadas y variables disefiando un partidor en la region conservada y el otro en la region
variable (V3-V4) del gen. El segundo par de partidores, denominado “Alka”, se diseiid a partir del
gen rpoB, con mayor especificidad para Alkanindiges illinoisensis. Se utiliz6 la secuencia del genoma
Alkanindiges illinoisensis DSM 15370 identificando el gen rpoB mediante las herramientas tblastn y
blastn del programa BLAST+ utilizando secuencias nucleotidicas de rpoB disponibles en la base de
datos UniProtKB-Swissprot. (Ver secuencia gen rpoB en Anexo A.2). Una vez encontrado se realizd
un alineamiento multiple de secuencias con bacterias filogenéticamente cercanas para buscar partes

conservadas y variables y finalmente disefiar el partidor en la region variable.

Partidor “Blooming” disefiado en base a gen ARNr 16S expuesto en Tabla 6 y en la Figura 6 se

muestra la ubicacion del partidor en la secuencia.
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Tabla 5. Partidores disefiados, “Bloom”.

Partidor Secuencia % ™m Largo Referencia
(5'->3" GC (°C)  producto (bp)
Blooming F GGCCTTTTGGTTGTAAAGCAC 48 58,52 219 Esta tesis
Blooming R GCAATGCCCAAGTTAAGCTC 50 57,72
(409 .. 429) 16S Blooming_Fw 16S Blooming_Rv (609 .. 628)
=501 10007 150017
[ 16S rRNA Secuencia Consenso ]
g

Figura 6. Alineamiento de partidores ""Bloom' en secuencia consenso. En color celeste la
secuencia consenso, en color verde regiones variables.

Partidor “Alka” disefiado en base a gen rpoB expuesto en Tabla 7 y en la Figura 7 se muestra la

ubicacion del partidor en la secuencia.

Tabla 6. Partidores disefiados, ""Alka"".

Partidor Secuencia % Tm Largo Referencia
(5'->3" GC (°C)  producto (bp)
Alka F TCCAGGACTTCTTGCGTGAG 55 59,68 494 Esta tesis
Alka R TACACCGCCCTTGAGGTTTT 50 59,52

(3101 .. 3120) rpoB_primerl_Fw rpoB_primerl_Rv (3575 .. 3594)

1000' 2000 3000' B 4000

I I O o O O /7 O @

Figura 7. Alineamiento de partidores ""Alka" en secuencia gen rpoB. En color verde oscuro la
secuencia del gen rpoB y regiones variables en color verde claro.

Para el partidor “Blooming” se utilizd como control positivo la cepa Acinetobacter sp AF53, en

el caso del partidor “Alka”, no se utiliz6 control positivo debido a su alta especificidad.

3.5.2 Seleccion de muestras de suelo.
Se seleccionaron muestras de suelo contaminado con diésel provenientes del experimento a escala

de microcosmos realizados por Fuentes, 2014. Para determinar las muestras a analizar se considerd
como criterio de seleccion el tiempo de cada muestra en el microcosmo y la abundancia de bacterias

pertenecientes al florecimiento. Se extrajo ADN metagendmico a partir de las muestras seleccionadas,
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muestra de semana 9 y semana 10. Posteriormente con el ADN obtenido se realiz6 un PCR (perfil
térmico indicado en Tabla 3), utilizando los partidores disefiados anteriormente, “Blooming” y
“AlkarpoB”, para finalmente verificar el amplicon mediante electroforesis en el gel de agarosa 1,5 %
p/v. Con esto se busca asegurar la presencia de bacterias degradadoras que pertenecieran al
florecimiento.

3.5.3 Obtencion de cepa bacteriana hidrocarbonoclastica.
A partir de las muestras seleccionadas se tomaron 0,67 g de suelo de la semana 9 y 0,95 g de

suelo de la semana 10, ambas muestras fueron resuspendidas en NaCl 0,85% p/v. Se agit6 de forma
rotatoria a 1980 rpm, en equipo Heidolph MultiReax, a temperatura ambiente por 2 horas, luego se
dej6 decantar por 1 hora. El sobrenadante se utilizé para inocular tubos de ensayo con diferentes
medios de cultivos expuestos a hidrocarburos, diésel y n-hexadecano, utilizando estos compuestos
como método de seleccion. Se inocularon seis sistemas, tres de ellos contaminados con diésel en
medio LB, BHB y TSB. Por otro lado se contaminaron tres sistemas con n-hexadecano, en medio LB,
BHBy TSB.

Una vez crecidos los cultivos en cada medio, se realizd una extraccion de ADN el cual fue
utilizado como templado para verificar la presencia de la bacteria en alguna condicién con los

partidores “AlkarpoB” y “Blooming”.

A partir de los sistemas donde se verificd la presencia de la bacteria, se comenz6 a aislar colonias
en placas con medio LBA, BHA o TSA, y diésel o n-hexadecano como fuente de carbono, bajo las
mismas condiciones en que se encontraba cada sistema. Los cultivos en placas se incubaron a 29 °C
por 24 a 48 horas, finalmente se realizdé un PCR de colonias utilizando los partidores “AlkarpoB” y

“Blooming” y asi obtener un aislado de la bacteria de interés (Figura 8).

g ‘.;“_;,?“: > K\_/) —> Q==

Muestras de suelo Medios PCR Placa LBA + PCR
Semana 9 Selectivos Partidores Hexadecano Partidores
diseiiados disefiados

Figura 8. Esquema de metodologia de aislamiento.
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3.6 Identificacion molecular.
Secuenciacién completa del gen ARNr 16S.

Se realiz6 una extraccion de ADN desde las colonias aisladas de la bacteria seleccionada. Se amplifico
el gen ARNr 16S utilizando los partidores universales 27F y 1492R. Los productos de PCR fueron
purificados y secuenciados por Macrogen Inc, Corea del Sur utilizando los partidores 27F, 518F y
1492R. Desde las secuencias entregadas por Macrogen Inc. se ensamblaron las lecturas forward y
reverse, se eliminaron los fragmentos laterales utilizando MEGAY, las secuencias curadas se

identificaron mediante blastn.
3.7 Determinacion de morfologia bacteriana.

La morfologia celular se corroboré mediante tincién Gram segun la metodologia descrita (L6pez-
Jacome et al., 2014) en base a un cultivo en medio LB de 48 horas a 30°C, para luego observar las

células utilizando microscopio éptico.

La morfologia de colonias se observd por medio de un cultivo en placa Petri, donde se sembr6
usando la técnica de siembra en estrias para obtener colonias aisladas. El cultivo fue realizado con
medio LB, a 30°C durante 48 horas.

3.8 Crecimiento de bacteria aislada a diferentes temperaturas.

Se realizé un estudio cualitativo de crecimiento a diferentes temperaturas. Se cultivé en placa
bajo dos condiciones, una de ellas fue cultivo en medio rico LBA y el otro fue cultivo en medio
minimo BHA con diésel como Unica fuente de carbono, donde se depositd papel filtro embebido de
diésel en la contratapa. Las temperaturas probadas fueron 4, 18, 25, 30 y 37 °C para ambas
condiciones. Los cultivos fueron incubados por 5 dias, donde se monitoreo el crecimiento de la cepa

B7 a las 24 y 48 horas, y finalmente a los 5 dias. Los cultivos se realizaron en duplicado.
3.9 Caracterizacion bioguimica de la cepa mediante galeria APl 20Ne y prueba
catalasa.
Para obtener una caracterizacion general en base a diferentes pruebas bioquimicas se utilizé la

galeria AP1 20Ne, especifica para bacterias gram negativas, siguiendo las instrucciones del fabricante,

donde se requeria un cultivo joven de 18 a 24 horas y una turbidez equivalente a 0,5 McFarland.

Para complementar la galeria se realiz6 la prueba de catalasa, donde se suspendieron colonias en NaCl
0,9 % p/v en un portaobjeto, donde se afiadié perdxido de hidrégeno (H20;) al 30 % v/v. Se considera

positiva la prueba si se observan burbujas en el portaobjeto y negativo si no se observan burbujas.
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3.10 Resistencia a antibioticos.

El perfil de resistencia a antibidticos se realizo en placas con medio agar Mueller Hinton donde
se depositaron discos que contenian bacitracina 0,04 U, gentamicina 10 ug, eritromicina 15 ug,
trimetoprima 5 ug, estreptomicina 10 pg, kanamicina 30 ug, penicilina 10 U, rifampicina 30 ug,
ampicilina 10 pg vy tetraciclina 30 ug. El perfil de resistencia a antibiéticos se determing después de
20 horas de incubacion a 30 °C y se considera resistente si no presenta halo circundante al disco, en

caso de presentar halo se consideré sensible (Figura 9) y se midi6 el halo.

Figura 9. Esquema antibiograma. Disco verde muestra sensibilidad de la cepa al antibi6tico.
Disco azul muestra resistencia de la cepa al antibidtico.

3.11 Crecimiento de bacteria aislada en diferentes concentraciones de NacCl.
Para observar la tolerancia de la bacteria a diferentes niveles de NaCl se realiz6 un cultivo en
microplaca de 96 pocillos (Costar) con un volumen de cultivo de 200 L, utilizando medio LB al 0,
2,4,6,8y 10 % p/v de NaCl. Para este experimento se utilizd el equipo Tecan infinite 200 pro, el
cultivo se incubd por 7 dias a 29,8°C, durante los cuales se midi6 turbidez 600 nm y se agité cada 15

minutos. Los cultivos se realizaron en duplicado y con control negativo sin indculo.

3.12 Crecimiento de bacteria aislada en fuentes de carbono convencionales.

Se realiz6 un cultivo de 200 pL en microplaca con medio minimo M9, utilizando diferentes
fuentes de carbono estandarizando la cantidad de carbonos disponibles en el medio de cultivo. Para
esto se utiliz6 glucosa 5 mM, fructosa 5 mM, succinato 8 mM, piruvato 10 mM, glicerol 10 mM 'y
sacarosa 2,5 mM. El cultivo fue incubado por 7 dias a 29,8°C en equipo Tecan infinite 200 pro con
agitacion en modo orbital con amplitud 6 mm, con frecuencia 141,9 rpm, y medicion de turbidez 600

nm cada 15 minutos. Los cultivos se realizaron en triplicado y con control negativo sin in6culo.
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3.13 Crecimiento de bacteria aislada en hidrocarburos y acidos organicos.

Se evalu6 el crecimiento de la cepa bajo tres condiciones experimentales con diferentes

hidrocarburos.

Para el crecimiento en naftaleno y bifenilo, se sembrd la bacteria en placa Petri utilizando medio
BHA, dejando en la contratapa cristales de naftaleno. De la misma forma se sembro la bacteria con

bifenilo. Se incubaron ambas placas a 30°C por 3 dias donde se observo el crecimiento.

Para el crecimiento de compuestos volatiles, se realizaron cultivos liquidos de 3 mL en medio
minimo M9 en tubos con tapa para evitar pérdida de los compuestos volétiles durante el crecimiento
de la cepa. Los compuestos utilizados como Unica fuente de carbono fueron tolueno, benceno, n-
hexano, diésel, n-hexadecano, n-octano y ciclohexano a 1% v/v. Los cultivos fueron incubados por
16 dias a 30 °C con agitacion constante de 180 rpm, durante este periodo se midio turbidez 600 nm

cada 4 dias. Cada condicion fue realizada en duplicado y con control negativo sin inéculo.

Para el crecimiento en hidrocarburos aromaticos y acidos organicos, se utilizé una placa de 96
pocillos de 2 mL con medio minimo M9 y benzoato 4 mM, catecol 5 mM, protecatecuato 4 mM,
fluoreno 2 mM, fenantreno 2 mM, antraceno 2 mM, acido salicilico 4 mM, acido gentisico 4 mM,
acido ftalico 5 mM, 1,2,4 bencenotriol 5 mM, acido toluico 4 mM, antranilato 4 mM, acido cindmico
2 mM, muconato 5 mM, 3,5-diclorobenzoato 4 mM, 3-clorobenzoato 4 mM, 4-clorobenzoato 4 mM
como unica fuente de carbono. La placa fue incubada a 30 °C con agitacion de 180 rpm durante 10
dias, en los cuales se midid turbidez 600 nm cada dos dias. Cada condicion fue realizada en triplicado

y con control negativo sin in6culo.

Por otra parte se realizd una curva de crecimiento con diésel y otra curva de crecimiento con n-
hexadecano, compuestos en los cuales presentd crecimiento la bacteria previamente. Para este
experimento se utilizaron cultivos de 5 mL con medio minimo M9 y el hidrocarburo respectivo se
agrego al 1% v/v. Los cultivos se incubaron por 21 dias a 30 °C con agitacién 180 rpm, midiendo
turbidez 600 nm cada 4 dias. Los cultivos se realizaron en duplicado y con control negativo sin

indculo.

3.14 Crecimiento de bacteria aislada en diésel y hexadecano en diferentes

concentraciones.

La viabilidad de las células en diferentes concentraciones de diésel y n-hexadecano se evalu6 en
cultivos utilizando 0, 1, 3 'y 5% v/v de cada compuesto respectivamente. Se trabajo con un volumen

de cultivo de 5 mL en medio minimo M9, los cultivos fueron incubados durante 16 dias a 30 °C con
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agitacion de 180 rpm. Cada 4 dias se midio la turbidez 600 nm y se realizé recuento de unidades
formadoras de colonias (UFC) en placas con medio LBA, para ello se tomaron alicuotas de 100 pL
de cultivo y se realizaron diluciones seriadas en 900 pL de solucion de NaCl 0,85 % estéril. En placas
de medio LBA se sembraron 6 diluciones consecutivas, cada una en triplicado. Las placas se
incubaron a 30 °C. Se realizé el recuento en las placas y se calculé las UFC mL™* (Madigan et al.,

2003), como se muestra en la ecuacion 1, donde X corresponde al promedio de los recuentos en

placas.
UFC = . ., . -
Pl X - Factor dilucion - Factor inoculo (Ecuacién 1)
3.15 Biorremediacion de diésel desde soluciones contaminadas.

Se selecciond la concentracion de 1 % v/v para estudiar la degradacién de hidrocarburos
atribuidos al consumo bacteriano. El ensayo se realiz6 en cultivos de 5 mL con medio minimo M9
incubados a 30 °C con agitacion de 180 rpm, el ensayo fue de tipo sacrificial y se realiz6 con un
control negativo sin inéculo con el objetivo de considerar las pérdidas abidticas. Cada 7 dias se realizd
el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) y se realizo la extraccion de hidrocarburos de

las muestras utilizando como solvente organico hexano (Figura 10).

\-,;/

Cultivos B7 Vial con muestra GC-FID
con diésel de fraccidn organica

Figura 10. Esquema de metodologia de analisis de degradacion de diésel de cepa aislada.
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4. Resultados

4.1 Aislamiento de la bacteria hidrocarbonoclastica.

Las muestras de suelo seleccionadas corresponden a las tomadas en las semanas 9 y 10 del
tratamiento E2 que corresponde a suelo contaminado con diésel que fue bioaumentado con un
enriquecimiento bacteriano (Fuentes, 2014). Ambas tomas de muestra fueron realizadas en triplicado
lo que permiti6 tener la cantidad de suelo necesario para los experimentos, y en estas semanas se

observd el florecimiento de una poblacion de las bacterias.

La Figura 11 muestra el gel de agarosa donde se observa que de los seis sistemas inoculados, tres
presentaron una banda como resultado de la amplificacién mediante PCR de ADN metagenémico. Se
observd banda en las condiciones LB contaminado con n-hexadecano, BH contaminado con n-
hexadecano y BH contaminado con diésel. La bacteria aislada amplifico s6lo con los partidores
“Blooming "y fue aislada en una placa de LB contaminado con n-hexadecano. Se denominé B7 a la
cepa aislada.

1 2 34 5 6 7 8 910111213 141516C+

500 bp
250 bp

Figura 11. Deteccion de una bacteria amplificada mediante PCR con partidores “Blooming”.
Gel agarosa de productos de PCR. Condiciones: Muestras suelo S9 1: Medio LB con hexadecano, 2:
Medio BH con hexadecano, 3: Medio TSB con hexadecano, 4: Medio LB con diésel, 5: Medio BH
con diésel, 6: Medio TSB con diésel, Muestras suelo S10 7: Medio LB con hexadecano, 8: Medio BH
con hexadecano, 9: Medio TSB con hexadecano, 10: Medio LB con diésel, 11: Medio BH con diésel,
12: Medio TSB con diésel y C+: Control positivo Acinetobacter sp. AF53. 13, 14, 15y 16 pocillos
vacios.

4.2 Identificacion molecular.
La Tabla 8 ilustra las cuatro cepas con las que la cepa B7 presenta una mayor identidad. Se observo
que la cepa aislada estd estrechamente relacionada al género Achromobacter. Para estudiar las
relaciones filogenéticas con el género Achromobacter se realizé un arbol filogenético que se muestra
en la Figura 12.

29



Tabla 7. Identificacion de la cepa mediante andlisis de la secuencia del gen ARNr 16S con la
herramienta blastn.

Identidad (%)

Achromobacter spanius LMG 5911 99,86
Achromobacter deleyi LMG 3458 99,79
Achromobacter kerstersii LMG 3441 99,79
Achromobacter piechaudii NBRC 102461 99,66

Achromobacter sp. cepa B7

Achromobacter kerstersii LMG 34417 (HG324052.1)

Achromobacter deleyi LMG 3@8T (HG324053.1)

Achromobacter spanius LMG 59117 (AY170848)

Achromobacter piechaudii NBRC 1024617 (AB681803)
Achromobacter insuavis LMG 268457 (HF586506)

{ Achromobacter spiritinus R-46660T (HE613447)

98 | L Achromobacter mucicolens R-46658 T (HE613446)

Achromobacter animicus R-46662T (NR 117615)
Achromobacter xylosoxidans NBRC 15126 T (AB680773.1)

100 44 & Achromobacter denitrificans NBRC 151257 (AB680772)

" Bordetella avium ATCC 350867 (NR 041769)

Alcaligenes aquatilis LMG 22996 T (JX986974)

36

42

N

99

100

Cupriavidus necator N-1T (NR 102851)
Acinetobacter junii ATCC 17908 T (Z93438)
Escherichia coli NBRC 102203 T (AB681728.1)

—
0.02

Figura 12. Arbol filogenético de la cepa B7. Arbol representando aislado del género
Achromobacter. El arbol fue construido utilizando el método Neighbour-joining al cual se le aplicd
un bootstrap de 1000 repeticiones. Los valores bajo 50% no se muestran en los nodos. La distancia
evolutiva fue calculada con el método Jukes-Cantor. Se considero de la posicion 21 hasta 1392 de la
secuencia, de acuerdo con la secuencia ARNr 16S de Escherichia coli NBRC 102203. Los nimeros
de acceso de GenBank se muestran entre paréntesis. La escala de distancia corresponde a 0,1
sustituciones entre secuencias.

4.3 Morfologia bacteriana.

Se observo la morfologia celular de Achromobacter sp. B7 mediante microscopia 6ptica. Se
determind que la cepa B7 es Gram negativa y presenta una morfologia bacilar. La caracterizacion de
la morfologia de las colonias de la cepa B7 en medio rico LBA muestra colonias con bordes lisos,

levemente convexas y de un color amarillo translucido (Figura 13).
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Figura 13. Morfologia de la célula y de colonias de Achromobacter sp. B7. A, Microscopia optica
de Achromobacter sp. B7. Células tefiidas mediante tincion Gram. Imagen obtenida desde
microscopia éptica, 100x. B, Morfologia de colonias de Achromobacter sp. B7 en medio LBA a 48
h. Colonias bordes lisos, levemente convexas y de un color amarillo translicido.

4.4 Crecimiento de la bacteria aislada a diferentes temperaturas.

La cepa aislada presenta crecimiento desde 4°C a 37°C en medio LBA, por lo que se clasifica
como mesofila, tolerante al frio. La cepa B7 presenta mayor comportamiento a 30 °C, mostrando
colonias de mayor tamafio a las 48 h, en comparacion a las deméas temperaturas (Figura 14). En medio
BHA se observa un comportamiento diferente, ya que no crece en todas las temperaturas estudiadas,
la cepa B7 crece a 25, 30 y 37 °C, y se observa mayor crecimiento a 30 °C alcanzando una mayor

biomasa (Anexo A.3).

4.5 Caracterizacion bioguimica de cepa mediante galeria APl 20 Ne y prueba

catalasa.

La caracterizacion bioquimica de la cepa B7 determind que segun el codigo entregado por API
20Ne (Anexo A.4) a las 48 h corresponderia a una cepa de Burkholderia gladioli. En la Figura 15 se
observa la galeria AP1 20Ne a las 48 h inoculada con cepa B7. La prueba catalasa result6 positiva, lo
que significa que la bacteria posee la enzima catalasa por lo que es capaz de descomponer el peréxido

de hidrégeno en agua y oxigeno. El resultado de cada prueba de la galeria se presenta en la Tabla 9.
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4 °C

18 °C

25 °C

30 °C

37 °C

Figura 14. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento de Achromobacter sp. B7 en medio LB.
Se observé mayor crecimiento a 30 °C, al presentar colonias definidas y de mayor tamafio en menor
tiempo que las demas condiciones. La evaluacion se realiz6 de forma cualitativa. Cada condicion se

realizé en duplicado.
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Tabla 8. Caracterizacion bioquimica de Achromobacter sp. B7 mediante la galeria API 20Ne.
Galeria 20Ne a las 48 h de ser inoculada.

Pruebas bioquimicas 24 h 48 h
Formacion de indol (TRP) - n.a*
Fermentacion de glucosa (GLU) - n.a
Desnitrificacion
Reduccion de nitrato a nitrito (NO,) + n.a
Reduccion de nitrato a nitrégeno (N.) + n.a

Actividad enzimatica
Ureasa (URE) - -
Arginina dihidrolasa (ADH) - -
B-glucosidasa (ESC) - -
B-galactosidasa (PNG) - -
Gelatinasa (GEL) - -

Asimilacion
Acidos organicos
Malato (MLT) + +
Citrato (CIT) + +

Carbohidratos y derivados

Maltosa (MAL) - -
Glucosa (GLU) - -
Manosa (MNE) - -
Gluconato (GNT) + +
Arabinosa (ARA) - -
Manitol (MAN) - -
N-acetilglucosamina (NAG) - -

Acidos grasos
Caprato (CAP) - -

Adipato (ADI) + +
Otros
Fenilacetato (PAC) + +

*No aplica a 48 horas.

Figura 15. Caracterizacion bioquimica de Achromobacter sp. B7 mediante la galeria AP1 20Ne
y ensayo de la catalasa. A, Galeria 20Ne a las 48 h de ser inoculada. B, Prueba catalasa positiva.
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4.6 Resistencia a antibioticos.

Se evalué la resistencia a antibidticos de la cepa B7 (Tabla 10). Se determiné que la cepa es

resistente a bacitracina, trimetoprima y penicilina.

Tabla 9. Resistencia a antibidticos de Achromobacter sp. B7.

Familia Antibidtico  Resistente/Sensible Halo [cm]
Estreptomicina S 1,4
Aminoglucosidos Gentamicina S 1,4
Kanamicina S 2,0
Ampicilina S 1,3
p-Lactamicos Penicilina R
Diaminopirimidinas  Trimetoprima R
Macrolidos Eritromicina S 18
Polipeptidico Bacitracina R
Rifampicinas Rifampicina S 1,80
Tetraciclinas Tetraciclina S 2,5

4.7 Crecimiento de la cepa B7 en diferentes concentraciones de NaCl.

La evaluacion del crecimiento en diferentes concentraciones de NaCl muestra que el crecimiento
de la cepa B7 es afectado en funcién de la concentracién del contenido de NaCl en el medio (Figura
16). Se observé que desde la concentracion de 6% p/v NaCl la bacteria es inhibida, llegando a no
presentar crecimiento en 8 y 10% p/v de NaCl. La cepa alcanz6 mayor biomasa en la condicion de
0% p/v de NaCl, las condiciones de 2 y 4 % presentan un nivel de biomasa similar, pero difieren en
el tiempo en que alcanzan el estado estacionario, debido a que la condicién de 4% p/v tiene una
pendiente menor. Con respecto a la fase de latencia se observa que aumenta medida que aumenta la

concentracion de NacCl.
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Figura 16. Crecimiento de Achromobacter sp. B7 en presencia de diferentes concentraciones de
NaCl. Se observo que concentraciones mayores a 6% p/v no hay crecimiento. La evaluacion se realizd
en lector de microplacas Tecan Infinite 200 PRO. Cada ensayo se realiz6 en triplicado.

4.8 Crecimiento en fuentes de carbono convencionales.

Se evalug el crecimiento de la cepa B7 en diversas fuentes de carbono y energia. Se observo que
la cepa fue capaz de crecer en presencia de succinato 8 mM y en fructosa 5 mM (Figura 17). No se
observé crecimiento en glucosa [5 mM], piruvato [10 mM], glicerol [10 mM] y sacarosa [2,5 mM].

0,30
0,25 Glucosa [5 mM]
£ Fructosa [5 mM)]
o €
c 8 0,20 —Succinato [8 mM]
v o
£ ? Piruvato [10 mM]
(S]
Qo ﬁ 0,15 Glicerol [10 mM]
O B
5 | — — —Sacarosa [2,5 mM]
=~ 0,10
0,05
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tiempo [h]

Figura 17. Crecimiento de Achromobacter sp. B7 en fuentes de carbono convencionales. Se
observo crecimiento en succinato [8 mM] y fructosa [5 mM]. La evaluacion se realizo en lector de
microplacas Tecan Infinite 200 PRO. Cada ensayo se realizo en triplicado.
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4.9 Crecimiento de la cepa B7 en diferentes hidrocarburos y acidos organicos.
Se evalu6 el crecimiento de la cepa B7 en presencia de hidrocarburos y acidos organicos. Se
determind que la cepa B7 muestra crecimiento en placas de BHA suplementado con naftaleno y

bifenilo respectivamente, como Unica fuente de carbono (Figura 18).

A B

Figura 18. Crecimiento de Achromobacter sp. B7 en medio BHA utilizando naftaleno y bifenilo
como fuentes de carbono. A, Crecimiento en naftaleno. B, Crecimiento en bifenilo. Crecimiento
evaluado a los tres dias.

En medio liquido se evalud el crecimiento de la cepa B7 en hidrocarburos y &cidos orgénicos
como unica fuente de carbono. Se observé que la cepa B7 presenta crecimiento en alcanos como en
hexano, n-hexadecano y octano, y en diésel (Figura 19). Con la finalidad de determinar mejor el
comportamiento en los compuestos con mayor crecimiento de la cepa B7 se evalud la cinética de
crecimiento en diésel y n-hexadecano, en un mayor tiempo de cultivo, las graficas se muestran en la
Figura 20. En presencia de n-hexadecano se alcanzd una mayor turbidez que la condicion con diésel
al tiempo de 12 dias. En la condicion con diésel se observé una fase de adaptacion menor que en la
condicion con n-hexadecano.

Por lo que, en resumen, se observo que Achromobacter sp. B7 crece en hidrocarburos alifaticos,
como n-hexano, n-octano y n-hexadecano. Ademas crece en compuestos aromaticos, bifenilo y
naftaleno. Finalmente la cepa B7 crece en mezcla de hidrocarburos, diésel. La Tabla 11 muestra un
resumen de los compuestos utilizados por la cepa B7 como Unica fuente de carbono para el

crecimiento y los compuestos probados en donde no se observd crecimiento.
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Figura 19. Cinética de crecimiento de Achromobacter sp. B7 en hidrocarburos como Unica
fuente de carbono. A, Crecimiento en hexano 1 % v/v. B, Crecimiento en octano 1 % v/v. C,
Crecimiento en hexadecano 1 % v/v. D, Crecimiento en diésel 1 % v/v. Lineas continuas
corresponden a lineas de tendencia. Los valores representan el promedio de ensayos realizados en
triplicado. Las barras verticales representan la desviacion estandar.
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Figura 20. Cinética de crecimiento de Achromobacter sp. B7 en n-hexadecano y diésel por 23
dias. A, Crecimiento en hexadecano 1 % v/v. B, Crecimiento en diésel 1 % v/v. Lineas continuas
corresponden a lineas de tendencia. Los valores representan el promedio de ensayos realizados en
triplicado. Las barras verticales representan la desviacion estandar.
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Tabla 10. Crecimiento de Achromobacter sp. B7 en presencia de hidrocarburos y &cidos
organicos.

Compuestos Crecimiento
Hidrocarburos alifaticos lineales
n-hexano
n-octano
n-hexadecano ++
Hidrocarburos alifaticos ciclicos
Ciclohexano -
Hidrocarburos Aromaticos
Monociclicos
Benceno -
Tolueno -
Policiclicos
Antraceno -
Bifenilo +

Fenantreno -
Fluoreno -
Naftaleno +
Sustratos de rutas centrales
Acido gentisico -
Acido ftalico -
Catecol -
Protocatecuato -
Sustratos de rutas periféricas
Acido benzoico -
Acido cinamico -
Acido salicilico -
Acido toluico -
Antranilato -
Bencenotriol -
Sustratos de rutas periféricas clorados
3,5-diclorobenzoato -
3-clorobenzoato -
4-clorobenzoato -
Otros
Muconato -
Diésel ++
* Niveles de crecimiento: (-): sin crecimiento, (+): leve crecimiento, (+ +): buen crecimiento.
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4.10 Crecimiento de Achromobacter sp. B7 en diésel y hexadecano en

diferentes concentraciones.

Se evalud el crecimiento mediante viabilidad celular de la cepa B7 en cuatro concentraciones de
diésel y n-hexadecano. Figura 21 muestra el crecimiento en diferentes concentraciones de diésel,
donde se observé que la cepa mantiene las unidades formadoras de colonias en el mismo orden de
magnitud en las tres concentraciones estudiadas, lo cual demuestra la tolerancia a altas
concentraciones del compuesto. A medida que aumenta la concentracion de diésel, como Unica fuente

de carbono, aumenta la biomasa de la cepa B7 llegando a 6,33x10” UFC mL™ al cabo de 12 dias.
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Figura 21. Cinética de crecimiento de Achromobacter sp. B7 en diésel. A, Crecimiento en diésel
0% v/v. B, Crecimiento en diésel 1% v/v. C, Crecimiento en diésel 3%v/v. D, Crecimiento en diésel
5% v/v. Lineas continuas corresponden a lineas de tendencia UFC. Lineas segmentadas corresponden
a lineas de tendencia turbidez. Los valores representan el promedio de ensayos realizados en
triplicado. Las barras verticales representan la desviacion estandar.
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El crecimiento en diferentes concentraciones de n-hexadecano se ilustra en la Figura 22. Con

respecto a la biomasa alcanzada se observa que en la condicién de 3% v/v se tiene la mayor cantidad

de biomasa alcanzando 5,13x10” UFC mL™ al dia 8, seguido de la condicién de 1% v/v con 4,8x10’
UFC mL*al dia 12 y finalmente 4,33x10" UFC mL™ a 5% v/v al dia 12. Se observa que la cepa
mantiene constante el orden de magnitud de UFC, lo cual demuestra la tolerancia a altas

concentraciones del compuesto.
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Figura 22. Cinética de crecimiento de Achromobacter sp. B7 en hexadecano. A, Crecimiento en
hexadecano 0%v/v. B, Crecimiento en hexadecano 1%v/v. C, Crecimiento en hexadecano 3%v/v. D,
Crecimiento en hexadecano 5%vV/v. Lineas continuas corresponden a lineas de tendencia UFC. Lineas
segmentadas corresponden a lineas de tendencia turbidez. Los valores representan el promedio de

ensayos realizados en triplicado. Las barras verticales representan la desviacion estandar.
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4.11 Biorremediacion de diésel desde soluciones contaminadas.

Se analizo6 la cinética de degradacidon de diésel a partir del crecimiento de la cepa B7. Se comparé
entre el control abiotico y el cultivo inoculado con Achromobacter sp. B7. La Figura 23A muestra el
diesel remanente en el sistema para ambos casos estudiados. En el sistema abidtico se obtuvo un~50%
de diésel remanente a los 21 dias, mientras que en el sistema inoculado con la cepa B7 se obtuvo un~
5% de diésel remanente a los 21 dias, por lo que la cepa degrada~92% con respecto al control abi6tico.
Se observé que al dia 7 se tiene un crecimiento de 3,8x107 UFC mL™* de la cepa B7. La Figura 23B

presenta el porcentaje de degradacion de diésel atribuible a la cepa B7 con respecto al control abidtico.
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Figura 23. Degradacion de diésel por Achromobacter sp. B7. A, Diésel remanente en el sistema
abidtico y el sistema inoculado con Achromobacter sp. B7. B, Porcentaje de degradacion de diésel de
Achromobacter sp. B7. Barras verticales corresponden a desviacién estandar. Ensayo sacrificial y en
triplicado.

La disminucion de la concentracion de diésel en las muestras se puede observar en el tiempo en los
cromatogramas entregados por GC-FID (Anexo B.1), de los cuales se analizaron las concentraciones
de cada hidrocarburo (Cio— Czs) en el tiempo. En la comparacion de ambos tratamientos, se observa
que existe una disminucion en la concentracion de hidrocarburos en ambas condiciones. En la Figura
24 se puede apreciar que el cultivo bidtico presenta mayor disminucion, lo que se puede atribuir a la
presencia de la bacteria. Se observa que en el tiempo 0 (color verde) las diferencias de concentracion
son pocas entre los sistemas, esto se acentlia en el tiempo 21 (color amarillo). Se presume que el
consumo de la cepa comienza con hidrocarburos Ci4 y Cis, donde al tiempo 7 (color naranja) ya se
observan diferencias entre los tratamientos, para continuar con los hidrocarburos (Ci; — Cig).

Finalmente se observo la degradacién de los hidrocarburos de cadena mas larga (Czo — Cas).

Los componentes con mayor degradacion son Cis, Cis, C17 Y Co1, l0s cuales presentan degradacion

mayor al 50% y se presentan en el gréfico expuesto en Anexo B.2'y B.3.
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5. Discusion

Para el aislamiento de la bacteria hidrocarbonoclastica realizado se utilizé diésel y n-hexadecano
como fuentes de carbono. Se seleccion6 diésel por ser una mezcla de hidrocarburos y n-hexadecano
por ser uno de los alcanos mas representativos de este refinado de petréleo (Baldrichf, 1998). Las
muestras utilizadas en el aislamiento, correspondian a suelo de ensayos a escala de microcosmos,
donde se utilizé suelo sin historial de contaminacién, el cual fue contaminado artificialmente con
diésel para finalmente ser tratados por biorremediacion, especificamente bioaumentacion (Fuentes et
al., 2016). En estos ensayos se evaluaron dos enriquecimientos, ENR.1 y ENR.2, en los cuales el
género Achromobacter represent6 el 0,2 y 0,9 % respectivamente de la poblacion bacteriana, segun
analisis de secuencuacion del gen ARNr 16S metagenomico de suelos. Esto concuerda con los
resultados obtenidos mediante secuenciacién total del gen ARNr 16S del aislado bacteriano, que
indico que pertenece al género Achromobacter. El anélisis de la secuencia del gen ARNr 16S permite
determinar el género, no se pudo determinar la especie de la cepa B7, dado que muestra alta identidad
con 15 especies del género Achromobacter. En algunos casos se tiene una identidad de 100% pero un
puntaje (score) bajo por la cantidad de pares de base comparados y la cantidad de GAP en la secuencia
(espacio introducido en un alineamiento para compensar inserciones o deleciones en una secuencia
relativa a otra, con el fin de mejorar el alineamiento), dado que algunas de las secuencias comparables

correspondias a secuencias parciales de alrededor de 200 pb.

De forma complementaria a esta tesis se realiz6 la secuenciacion del genoma de la cepa
Achromobacter sp. B7 mediante Illumina HiSeq (Méndez, Hernandez et al., Aceptado). La
metodologia utilizada se describe en Anexo C.1. El genoma de Achromobacter sp. B7 posee un
tamafio total de 6,24 Mb y un contenido de G + C de 64,8%. El contenido de G+C se correlaciona
con el contenido de G + C determinado previamente para A. piechaudii NBRC 102461T (64,8%). El
analisis por identidad de nucleétidos promedio basada en BLAST (ANIb), usando el servidor web
JSpeciesWS, con Achromobacter piechaudii NBRC 102461" y Achromobacter marplatensis sp. B2T,
indicé una identidad de 88% y 85.4%, respectivamente. Para complementar este analisis se realiz6
una comparacion gendmica utilizando Tetra Correlation Search (TCS), utilizando el servidor web
JSpeciesWS, la cual indico que Achromobacter sp. B7 esta muy relacionado con Achromobacter sp.
LC458 (puntaje z> 0,999) y Achromobacter piechaudii NBRC 102461T (puntaje z> 0,9906). Este
analisis no permite definir la especie, dado que el parametro es >0,999 (Rosell6-Mora & Amann,
2015).
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La cepa Achromobacter sp. B7 tiene similitud en las caracteristicas fenotipicas con cuatro
especies analizadas (Vandamme et al., 2016), que corresponden a Achromobacteer kerstersii sp. nov.
LMG 3441, Achromobacter kerstersii sp. nov. LMG 3442, Achromobacter animicus LMG 26690 y
Achromobacter piechaudii LMG 1873. Con las bacterias comparte la caracteristica de crecer en un
medio con 3y 4.5 % de NaCl. Ademas la cepa B7 asimil6 las fuentes de carbono L-arabinosa, D-
manosa, N-acetil-glucosamina, maltosa, citrato, acido fenilacético, D-glucosa, gluconato, acido
caprico y acido adipico. Finalmente Achromobacter sp. B7 comparte la caracteristica de reduccion

de nitritos a nitratos y reduccion de nitritos como la cepa Achromobacter animicus LMG 26690.

El género Achromobacter pertenece a la familia Alcanigenaceae, del orden Burkholderiales de
clase B-proteobacteria. Se ha aislado desde muestras de agua y suelo, y algunas especies se han
aislado desde muestras clinicas humanas (Kiredjian et al., 1986). Desde que el género fue descrito en
el afio 1981 se han transferido algunas especies del género Alcaligenes (Coenye et al., 2003). Entre
algunas de las especies descritas se encuentra Achromobacter xylosoxidans, que es capaz de causar
dafos respiratorios en seres humanos diagnosticados con fibrosis (Liu et al., 2002), Achromobacter
piechaudii que puede ser aislada desde muestras de suelo y de muestras clinicas humanas (Kiredjian
et al., 1986). Se han descubierto algunas capacidades degradadoras del género Achromobacter y se
ha logrado aislar especies pertenecientes a este género desde suelos contaminados con petréleo (Deng
et al., 2014), o desde aguas residuales contaminadas con petréleo (Hassanshahian et al., 2013). Se
logré aislar una cepa del género Achromobacter desde suelo contaminado con petréleo, enrrriquecido
con naftaleno (Al-Thani et al., 2009). Ademas se ha estudiado el desempefio de cepas bacterianas
del género Achromobacter en ensayos de biorremediacion donde se utiliza como parte de un

consorcio (Ciric et al., 2010).

En el pasado, como método de identificacion y clasificacion, se realizaban pruebas bioquimicas
y ensayos fenotipicos. Alrededor del afio 1960, se comenz6 a utilizar la técnica de hibridacién ADN-
ADN con el fin de estudiar la similitud entre cepas, indicando que pertenecian a la misma especie
con una similitud > 70% (Rosell6-Mora, Amann, 2011). En los afios 1970 se utiliz6 el gen rARN
16S para reconstruccion genealdgica, convirtiéndose en el estandar utilizado para identificacion de
especies (Woese, 1987). Actualmente se consideran tres importantes ejes para tener una clasificacion
precisa: (i) monofilo, (ii) coherencia gendmica, (iii) coherencia fenotipica. De esta forma se asegura
la similitud en genes y similitud en la expresion de éstos mostrando la coherencia entre estos ejes
(Rosell6-Mora, Amann, 2015). Por esta razon es necesario integrar ambos resultados para poder
acercarse de mejor forma a la identificacion de especie. Por lo que se sugiere que la cepa B7 se parece

a la especie piechaudii, por el analisis realizado genotipica y fenotipicamente.
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Se observo que la cepa B7 mostro resistencia a los antibidticos bacitracina, penicilina y
trimetoprima. Estos resultados coinciden con bacterias ambientales degradadoras de hidrocarburos,
las cuales presentan resistencia a antibioticos (Méndez et al., 2017). Cepas del género Pseudomonas
y Acinetobacter aisladas desde suelos del valle de Aconcagua, presentan resistencia a bacitracina y
penicilina, debido al amplio empleo de antibioticos en la medicina y agricultura. (Méndez et al.,
2017).

La cepa B7 present6 crecimiento en hidrocarburos alcanzando niveles de UFC moderados del
orden de 107 UFC/mL. Se observé que a pesar de mantener esta concentracion celular la cepa B7
degradd diésel y n-hexadecano. Esto podria atribuirse a diferencias en la forma de medicion del
crecimiento bacteriano (unidades formadoras de colonias), la cual subestima la biomasa
metabdlicamente activa presente en el ensayo. Se ha observado que algunas cepas bacterianas entran
en una fase llamada “VBNC” (del inglés Viable But Non Culturable), en la cual se observa una baja
en la actividad metabdlica, debido a entornos que provocan estrés en la célula (James, 2005). Ensayos
de recuento de viabilidad muestran que en ambientes de estrés, las unidades formadoras de colonias
disminuyen, pero no asi el nimero total de células (James, 2005). Las bacterias que entran en esta
fase incluyen a bacterias del género Alcaligenes. El género Achromobacter muestra relaciones
filogenéticas con el género Alcaligenes. Esto podria respaldar el comportamiento observado bajo
condiciones donde la Unica fuente de carbono es diésel o n-hexadecano. Otro factor que podria
explicar el comportamiento es que la condicién de crecimiento estudiada induciria a que la bacteria
tenga un coeficiente de mantencion mayor. El coeficiente de mantencién se define como la energia
utilizada en actividades distintas al crecimiento. Se ha observado que microorganismos en
condiciones de crecimiento bajo fuentes de carbono complejas o en condiciones de estrés,
incrementan el consumo de energia para permanecer viables, disminuyendo la duplicacion celular
(Van Bodegom, 2007). Durante el crecimiento con hidrocarburos como Unica fuente de carbono, se
observé que la cepa B7 no alcanz6 una turbidez a 600 nm > 0,12. Este comportamiento se puede
explicar por el fendmeno de aglomeracion celular, esto ocurre como respuesta a situaciones de estrés
en la célula (Trunk et al., 2018).

La cepa bacteriana estudiada present6 crecimiento en diésel y hexadecano 5 % v/v. Se observd
que se mantiene estable en el tiempo a esta concentracion, lo que hace referencia a su tolerancia a
estos niveles de contaminacion. Esto se podria explicar por el origen de la cepa, dado que al ser aislada
de un suelo donde existia alta contaminacion con diésel. En los ensayos de degradacion se observd
que el sistema contaminado artificialmente e inoculado con la cepa B7 presenta una degradacion de ~

92%, mientras que el sistema contaminado artificialmente sin inocular alcanza una remocion del 50%.
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Por lo que se estima que la bacteria logra degradar cerca del 92% de diésel en el sistema a los 21 dias,
con respecto al control abidtico. En comparacion con la degradacion descrita por otras cepas del
género Achromobacter se observé que la cepa B7 presenta mayor degradacion de hidrocarburos. Un
caso estudiado en India el afio 2015 mostré que una cepa bacteriana fue aislada desde suelo
contaminado con diésel, la cual presenta un 99% de identidad con el género Achromobacter, y logra
un 32% de degradacion de diésel en medio liquido (Sibi et al., 2015). Existen estudios donde se
incluye una cepa del género Achromobacter como parte de un consorcio para la degradacion de algin
contaminante. Un ejemplo de esto es el consorcio utilizado en un sistema contaminado con
hexadecano en un biorreactor, donde se observo una degradacion del 90% luego de 10 dias (Zanaroli
et al., 2010). En comparacion a ensayos de este tipo se observo que la degradacion es mayor a la
degradacion por la cepa B7 durante los ensayos de esta tesis.

La cepa B7 muestra mayor degradacion de diésel en aguas (~92%) en los ensayos de esta tesis,
en comparacion con la degradacion de diésel (37%) por un consorcio bacteriano durante el proceso
de biorremediacion en suelos contaminados (Fuentes, 2014). Esto puede deberse a una mayor
disponibilidad de hidrocarburos en el sistema acuoso, en comparacion a la matriz de suelo. Por otro
lado, la distribucién de hidrocarburos en suelo es heterogénea y la aireacion puede ser insuficiente
para las bacterias inoculadas. En el sistema acuoso, la mayor homogeneidad y aireacion pueden
favorecer la degradacion de hidrocarburos.
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6. Conclusiones

El desarrollo de esta tesis se baso en tres objetivos especificos: (1) Aislar e identificar una cepa
bacteriana hidrocarbonoclastica proveniente de un suelo contaminado con diésel y sometido a
biorremediacion; (2) Caracterizar la cepa bacteriana hidrocarbonocléstica aislada mediante técnicas
microbioldgicas y genéticas; (3) Evaluar las capacidades catabdlicas de hidrocarburos del aislado
bacteriano. Con respecto al primer objetivo, se logro aislar una cepa bacteriana hidrocarbonoclastica
utilizando técnicas de microbiologia molecular. Para su identificacion se analizé la secuencia del gen
ARNr 16S y se complement6 con pruebas bioquimicas de la galeria AP120 Ne. La cepa aislada
pertenece al género Achromobacter, y presenta alta similitud con Achromobacter piechaudii segin
analisis realizados. Mediante la caracterizacion realizada en el objetivo dos, se determind la
morfologia de la cepa. Ademas se evalué el efecto de la temperatura en el crecimiento del aislado,
donde se obtuvo un mejor crecimiento a 30 °C y se clasificé la cepa como mesdfila tolerante al frio.
Por otro lado se estudid la halotolerancia, donde la cepa resulté halotolerante creciendo hasta en un 6
% p/v NaCl en el medio. Finalmente se observd el crecimiento de la cepa B7 en compuestos
aromaticos, compuestos alifaticos y mezcla de hidrocarburos (diésel), siendo resistente a altas
concentraciones de n-hexadecano y diésel (5 % v/v). La cepa B7 degradd ~92 % de diésel en medio

acuoso.

Por lo tanto, luego de cumplir con los objetivos planteados se concluye que la cepa aislada
presenta caracteristicas de interés para su aplicacion en biorremediacion, el desempefio de la cepa en
un medio acuoso contaminado con diésel muestra un alto porcentaje de degradacion. Ademas se
observa un potencial para ser utilizada incluso en ambientes marinos, debido a su halotolerancia, y

en ambientes de temperatura del rango 18-37 °C donde la cepa presenta buen crecimiento.
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7. Proyecciones y recomendaciones

En base al genoma secuenciado de la cepa B7 se podria realizar una basqueda de genes de
rutas metabdlicas de compuestos degradados por la bacteria. EI genoma completo podria ser Gtil para

determinar de la especie de la cepa B7.

Considerando el buen desempefio de la cepa degradadora, se podria establecer un consorcio
bacteriano, compuesto por bacterias degradadoras de diferentes compuestos. Ademas se podria
aplicar este consorcio en diferentes matrices para un eficiente proceso de biorremediacion. Para esto
se recomienda evaluar antagonismo entre cepas candidatas a ser parte del consorcio, con el fin de

asegurar un comportamiento favorable en el proceso.

Considerando la halotolerancia, y las capacidades catabélicas de la cepa B7, se podria buscar
una aplicacién en biorremediacion en condiciones salinas, como agua de mar, y en sectores mineros.
En ambos casos, se podria escalar ensayos y explorar el desempefio de la cepa en agua o suelo
contaminado.

Con el fin de complementar alin mas la caracterizacion realizada, se recomienda estudiar la
resistencia de la cepa B7 a metales pesados, debido a que en los lugares donde existe contaminacion
por hidrocarburos, generalmente también existe contaminacion de metales pesados. Por lo que para
un eficiente proceso de biorremediacion se necesita informacion sobre la resistencia de las cepas a

estos compuestos y si son capaces de crecer en presencia de ellos.
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9. Anexos

9.1 Anexo A

Al Secuencia consenso para disefio partidor “Blooming”.

TGGAGAGTTTGATCCTGGTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAACGG
ATTGGTGGTGCTTGCACCATTNATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCCATT
AGCGGGGGACAACGTTTGGAAACGCACGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGCAGGGGA
CTCTCTTAGGGCCTTGCACTAATGGATGAGCCTAGGTCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGC
CTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGAACTGAGACACGG
TCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCA
TGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTNNTG
TTAATACCAAGAAGTAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGCTT
GTTAAGTCAAATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGCATTGCATTCGATACTGGCAAGCTAGAG
TATGGGAGAGGAAGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCG
ATGGCGAAGGCAGCCTTCTGGCCTAATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCATGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGGGATTTGATCCTTT
AGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGNACTAAAACTCAAA
TGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
TTACCTGGTCTTGACATAGTGAGAATCNTGCAGAGATGCGNGAGTGCCNTTCGGGAATTCACATA
CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTTTCCTTATTTGCCAGCACTTNCGGGTGGGAACTCTAAGGATACTGCCAGTGACAAACT
GGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACACNGCGANGTNATGCTAATCTCAAAAAGCCGATCGTAGTCC
GGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCCG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGA
AGTAGGTAGTCTAACCTTAGGGGGGACGCTTACCACGGTGTGGCCGATGACTGGGGTGAAGTCGT
AACAAGGTANCCGTAGGGGAACCTGCGGYTGGATCACCTCCTT
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A.2  Secuencia gen rpoB para diseiio partidor “AlkarpoB”.
ATGGCATACTCCTATACCGAAAAGAAACGGATCCGCAAGAATTTTGGTAAGTTGCCCAAT
GTAATGGACGTACCGTACTTATTGGCCATTCAGGTTGATTCGTACCGTGCATTTTTACAG
GACGGTAAAATTTCCAAGCAACGTGAAGATGTTGGCTTGCAAGCCGCCTTCCGTTCAGTT
TTTCCTATTGTTAGCTATTCTGGGAATGCCGCATTAGAGTTTGTTGAATACAATCTGGGC
CGCCCTGAGTTTGACGTGCGTGAATGTATTTTGCGTGGTTCAACTTATGCTGCCCCCATG
CGTGTCAAGATTCGCCTGATCATTTATGATCGTGAAACCAAATCCATTAAAGACGTGCGT
GAGCAGGAAGTTTACATGGGCGAAATTCCGCTCATGACTGAAAACGGTACGTTTGTGATT
AATGGTACTGAGCGCGTAATTGTGTCCCAGTTACACCGTTCTCCTGGTGTGTTCTTTGAC
CATGACAAGGGTAAGACCCACTCGTCGGGTAAAGTGCTGTATTCTGCCCGTATTATTCCT
TACCGTGGTTCCTGGCTGGACTTTGAGTTCGATGCCAAGGATCTGGTCTATGTACGTATT
GACCGTCGCCGCAAGCTGCTGGCAACCGTAGTGCTGCGTGCACTGGGTTATACCACTGCT
CAGGTACTTGACCTGTTCTTTGAAAAAGTGCCGGTATATGTTGAAGACACTTATCAGATT
GATCTGGTGCCTGAACGCCTGCGCGGTGAGATGTCACAGTTTGATATTACTGATAAAGAT
GGCAAGGTGATTGTTGAGCAGGGCAAGCGGATTAATGCGCGCCATGTTCGCCAGATGGAA
GCTGCTGGTTTAACCAAACTGGCTGTTCCTGATGAATACCTGTATGAGCGCCTGATTGCT
GAAGACATTAGCCTGAAAAATGGTGATGTGATTGAAGCTAATACTGTTATTAGCCATGAA
GTGCTGGTGAAGCTGGCAGAAGGTGGCATCAAGCAGTTTAATATCCTGTTCACCAATGAC
ATTGACCGTGGTTCGTTTATTGCAGATACCCTGCGTGCTGATACCACACGTACTCGTGAA
GATGCACTGGTTGAAATCTACAAAGTCATGCGTCCGGGTGAGCCACCAACCAAGGAAGCT
GCCGAGAACCTGTTTAATAACCTGTTCTTCAGTTCTGAGCGTTATGACCTGTCGCCAGTC
GGCCGCATGAAGTTCAACCGCCGTCTGGGTCGTCCGTATGAAGTCGGCACTGACCAGAAG
TCACGCGCGATTGAAGGTATTCTCAGCAATGAAGATATTGTTGATGTACTGCGCACCCTG
GTTGACATCCGTAACGGTAAAGGCGAAGTGGACGATATTGACCACTTGGGTAACCGTCGT
GTGCGTTCTGTCGGTGAAATGACCGAAAACCAGTTCCGTGTAGGTCTGGTGCGCGTTGAA
CGTGCGGTAAAAGAGCGTTTGAATCAGGCTGAAACTGAAGGCTTATCCCCACAGGATCTG
ATCAATGCCAAGCCAGTAGCTGCTGCAATCAAGGAATTCTTTGGTTCCAGCCAGTTGTCA
CAGTTTATGGATCAGAACAATCCGTTGTCTGAAATCACCCATAAGCGCCGTGTTTCTGCA
CTGGGGCCTGGTGGTTTGACCCGTGAACGTGCCGGTTTTGAAGTGCGTGACGTACACCAG
ACCCATTATGGTCGTGTATGTCCGATTGAAACGCCTGAAGGCCCAAACATTGGTCTGATC
AACTCATTATCAGTGTATGCCAAGGCCAACGATTTTGGTTTCCTGGAAACACCATACCGT
AAAGTGGTTGATGGCCGTGTAACCGATGAAATCGAATATCTGTCAGCCATTGAAGAAAAT
GGGACTGTGATTGCACAGGCGGATTCTCCGGTTGATGCCAATGGCCAACTGCAAGATGAA



ATGGTTTCTGTGCGTGCACAGGGCGAATTTATCCGTACCAGCCCGGAAAAAGTAACCCAT
ATGGACGTGTCACCACGTCAGGTGGTTTCGGTTGCAGCAAGCTTGATTCCGTTCCTGGAA
CATGACGATGCCAACCGTGCATTGATGGGTTCGAACATGCAGCGTCAGGCAGTACCAACT
TTGCGTGCTGACAAGCCGCTGGTCGGTACAGGCATGGAGCGCCATGTAGCACGCGATTCA
GGCGTGTGTGTGGTGGCCAAGCGTGGTGGCAAGATTGAGTATGTAGATGCCAGCCGTATC
GTGGTTCGTGTGCATGAAGAAGAAATGCATGCAGGCGAGGCCGGTGTTGACATTTATAAC
CTGATCAAATACACCCGTTCCAACCAGAACACCTGTATTAACCAGAACATTATTGTGAAT
CGCGGTGATGAAATTGCCCGTGGTGATATTCTGGCCGACGGTCCATCAACCGATCTGGGT
GAACTGGCGCTGGGCCAAAACATGCGCGTGGCATTTATGCCGTGGAATGGTTACAACTTC
GAGGATTCGATTTTGTTATCCGAGCGTGTGGTTCAGGAAGACCGCTTTACCTCGATCCAC
ATTCAGGAACTGTCCTGTGTGGCGCGTGACACCAAGCTGGGTTCTGAAGAAATCACTGGC
GATATTCCAAACGTGGGTGAAGCAGCACTGTCCAAGCTGGATGAATCCGGTATTGTGTAC
ATTGGTGCGGAAGTCAACGCTGGTGACATTCTGGTTGGTAAAGTGACACCTAAGGGTGAA
ACCCAACTGACGCCAGAAGAAAAACTGCTGCGTGCGATTTTTGGTGAAAAAGCTGCTGAC
GTGAAGGACTCTTCCTTGCGCGTTCCGTCTGGCACCAAAGGTACAGTAATTGATGTTCAG
GTATTTACCCGCGATGGTCTGGAAAAAGACGAGCGCGCGCTGGCGATTGAAAAAGCCCAG
CTGGATGCTTACCGTAAAGATTTGAAAGAAGAATATCGAATCTTTGAAGAAGCAGCCCGT
GAGCGTGTAATCCGTTTGCTGAATGGCCAGAAAGTCAATGGTGGCGGCACCACCAAGCGT
GGTGATGTACTGGACGACAGCATGATGTCCAGCCTTGAGCTGAATCAGTTGCTGGACGTG
CAACCCATTGATGAAGGTATTGCCGAGCGCTTGCAGCAAATCCAGGACTTCTTGCGTGAG
AAGGAAAAGGAAATTGATGACAAGTTCACCGAGAAAAAGCGCAAGCTGTCTACCGGTGAT
GAGCTGACCCATGGCGTTCTCAAAGTGGTCAAGGTTTATCTAGCCGTGAAACGTCGTATC
CAGCCGGGTGACAAGATGGCAGGCCGTCATGGTAACAAAGGTGTGGTGTCTGTCATCATG
CCGGTTGAAGACATGCCATATGATGAAAACGGTGTACCGGTTGATGTGGTGTTAAATCCG
CTGGGTGTACCATCACGGATGAACGTGGGTCAGATTCTGGAAACGCATTTGGGTCTGGCT
GCCAAAGGTCTGGGTCAGAAGATCGACAAGATGTTGCAACAGCAGCGTCAGGCTGCCGAG
CTGCGTGAGTTCATGGACAAGATCTACAATCAGGTCGGTGGCGAGCAGGAAACCCTGAAC
GAGCTGACTGATGATGAAGTGATTAGTCTGGCTCAAAACCTCAAGGGCGGTGTACCGATT
GCAACGCCAGTATTTGATGGTGCAGAAGAAACCCAGATCAAGCAATTGCTGAAACTGGCT
GACCTGTCCGAAACTGGCCAGCAGGTACTGTACGATGGCCGTACTGGTGACCGTTTTGAC
CGTCCTGTAACCGTGGGTTATATGTACATGCTCAAACTCAACCACTTGGTGGATGACAAG
ATGCATGCGCGTTCTACCGGTTCTTACTCATTGGTCACGCAACAGCCATTGGGTGGTAAA
GCCCAGTTTGGTGGCCAGCGCTTCGGTGAGATGGAAGTGTGGGCACTGGAAGCTTATGGT
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GCAACCTACACCCTGCAGGAAATGCTGACTGTGAAATCGGATGACGTCGAAGGACGTACC
CGCATTTACAAGAACATTGTCGATGGCAATCACTATATGGATCCGGGCATGCCTGAATCG
TTCAATGTACTGACCAAGGAAATTCGTTCTTTGGGTATTAACATTGAACTTAAAAATGGT
GAC
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A.3  Efecto de la temperatura sobre el crecimiento de Achromobacter sp. B7 en medio BH,

con diésel como Unica fuente de carbono. Papel filtro en contratapa embebido con diésel.
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9.2 Anexo B

B.2
inoculado.

Cromatrogramas en el tiempo, representando concentracion de diésel en sistema
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9.3 Anexo C

C.1  Metodologia secuenciacion genoma, Valentina Méndez.

Para el aislamiento de ADN gendmico, Achromobacter sp. B7 se cultivé en agar TSA a 37°C.
La lisis de células bacterianas de un cultivo puro se realiz6 en tampén EDTA-solucidn salina (NaCl
0,15 M, EDTA 0,01 M, pH 8,0) con lisozima 10 mg / ml durante 2 ha 37°C. EI ADN genomico se
aislé usando el kit de purificacion de ADN gendmico Wizard. EI ADN se secuencié con un
instrumento lllumina HiSeq (GATC Biotech, Alemania), generando 10,102,770 lecturas finales de
151 pb, lo que arroja un total de 1,525.5 Mb. Las lecturas de secuencia se recortaron con la version
1.33 de Sickle y se ensamblaron de novo utilizando SPAdes version 3.11.1. El recorte de la secuencia
muestra 9,850,646 lecturas del final del par (96.5% de los datos de la secuencia inicial) con un
promedio de 151 bp.
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