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RESUMEN

La Antartica es un continente de condiciones climaticas extremas que ha sido
escasamente explorado y habitado, situacion que ha cambiado en las Ultimas décadas
debido a la instalacion de bases cientificas. La principal fuente de energia utilizada en
estas instalaciones es la combustion de petréleo. Esto se ha convertido en una
problematica ambiental debido a constantes derrames de combustibles como el diésel,
lo que por sus componentes nocivos resulta muy dafino para los microorganismos, flora
y fauna. La biorremediacién de hidrocarburos es una alternativa que permite la
descontaminacién de los suelos con bajo costo e impacto ambiental. Sin embargo, de
acuerdo con lo establecido en el Tratado Antartico, se requiere de microorganismos
enddgenos que sean capaces de biodegradar los hidrocarburos del diésel. Junto con
ello, a pesar de que se sabe que el diésel contiene concentraciones importantes de
metales pesados toxicos y que éstos afectan la eficiencia del proceso, su efecto ha sido

escasamente estudiado a la fecha.

En este trabajo, se estudiaron dos muestras de suelo antartico provenientes de las
Islas Shetland del Sur, contaminadas con diésel, Pb y Cd, y dos muestras provenientes
de areas no contaminadas del mismo lugar. Estas muestras se analizaron mediante una
secuenciacién masiva del gen ARNr 16S y posteriormente se realizaron dos procesos
de seleccién microbiana en medio minimo; a 28 °C y a 4°C durante 5 y 8 semanas
respectivamente. Se utilizé glucosa (control), diésel, fenantreno, fenantreno con Cd y
fenantreno con Pb como fuentes de carbono. Al final de este proceso se compararon las
comunidades microbianas presentes en los suelos con las obtenidas luego de los
procesos de selecciéon. Por un lado, se encontré que la presencia de los contaminantes

provoca un cambio en la estructura y composicion microbiana de los suelos, con un

Xi



enriquecimiento de bacterias biodegradadoras de hidrocarburos del petréleo,
principalmente de los géneros Pseudomonas, Pedobacter, Sphingomonas,
Sphingobium,  Burkholderia, Alkanindiges, Sulfuritalea, Pseudoxanthomonas,
Paenibacillus, Mucilaginibacter, Immundisolibacter, Taibaiella, Chryseobacterium,
Dyadobacter y Williamsia, con los 11 primeros asociados con resistencia a metales
pesados. Al realizar la seleccion, la biodegradacion y crecimiento microbiano se observo
principalmente en los cultivos inoculados con las muestras de suelo contaminado, donde
se seleccionaron bacterias pertenecientes a géneros asociados a la biodegradacion de
hidrocarburos del petréleo. En los cultivos con diésel se encontraron principalmente
Pseudomonas, mientras que en los cultivos que contenian fenantreno como fuente de
carbono, se encontré6 una mayor diversidad de bacterias, donde se favorecieron
representantes de los géneros Pseudomonas, Pigmentiphaga, Variovorax,
Sphingobium, Burkholderia, Mucilaginibacter, Polaromonas y Pedobacter. En presencia
de los metales se encontraron resultados similares, observandose principalmente un
favorecimiento de representantes de los géneros Variovorax en presencia de Cd y
Sphingobium en presencia de Pb. Estos resultados recalcan la importancia de estudiar
el efecto de la co-contaminacion de hidrocarburos con metales sobre las comunidades
microbianas de zonas tan sensibles como los suelos antarticos, y también la relevancia
de considerar los metales pesados al seleccionar los microorganismos 6ptimos para una

biorremediacion eficiente.
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ABSTRACT

Antarctica is a continent of extreme climatic conditions that has been scarcely
explored and inhabited, a situation that has changed in the recent decades due to the
installation of scientific stations. The main source of energy used in these facilities is the
combustion of oil. This has become an environmental problem due to constant spills of
fuels such as diesel, which due to its noxious components is harmful to microorganisms,
flora and fauna. Bioremediation of hydrocarbons is an alternative that allows the
decontamination of soils with low cost and environmental impact. However, in
accordance with the Antarctic Treaty, endogenous microorganisms that are capable of
biodegrading diesel hydrocarbons are required. Along with this, even though diesel is
known to contain significant concentrations of toxic heavy metals and that these affect

the efficiency of the process, its effect has been scarcely studied to date.

In the present work, we studied two samples of Antarctic soil from the South Shetland
Islands, contaminated with diesel, Pb and Cd, and two samples from uncontaminated
areas of the same place. These samples were analyzed by 16S metagenomics and later
two microbial selection processes were carried out in minimum medium: at 28°C and
4°C, during 5 and 8 weeks, respectively. It was used glucose (control), diesel,
phenanthrene, phenanthrene with Cd and phenanthrene with Pb as carbon sources. At
the end of this process, the microbial communities present in the soils were compare
with those obtained after the selection processes. It was found that the presence of the
contaminants causes a change in the microbial structure of the soil, with an enrichment
of oil hydrocarbon biodegrading bacteria. The bacteria found were mainly of the genus
Pseudomonas, Pedobacter, Sphingomonas, Sphingobium, Burkholderia, Alkanindiges,

Sulfuritalea, Pseudoxanthomonas, Paenibacillus, Mucilaginibacter, Immundisolibacter,
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Taibaiella, Chryseobacterium, Dyadobacter and Williamsia, with the first 11 associated
with resistance to heavy metals. When carrying out the selection process, biodegradation
and microbial growth was observed mainly in cultures inoculated with contaminated soll
samples. In these cultures, bacteria belonging to genera associated with petroleum
hydrocarbon biodegradation were selected. In the cultures with diesel were found mainly
Pseudomonas, while in the cultures containing phenanthrene as carbon source, a
greater diversity of bacteria was found, where bacteria belonging to Pseudomonas,
Pigmentiphaga, Variovorax, Sphingobium, Burkholderia, Mucilaginibacter, Polaromonas
and Pedobacter genus were favored. Similar results were found in the presence of the
metals, being mainly observed a favoring of bacteria belonging to Variovorax genus in
the presence of Cd and from Sphingobium genus in the presence of Pb. These results
highlight the relevance of studying the effect of hydrocarbon co-contamination with
metals on microbial communities in sensitive areas such as antarctic soils, and the
relevance of considering heavy metals when selecting optimal microorganisms for an

efficient bioremediatio
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1. INTRODUCCION

1.1 Antéartica

La Antartica es el continente mas austral del planeta, caracterizado por sus condiciones
ambientales extremas. Posee el clima mas frio de la Tierra con temperaturas
sumamente bajas durante todas las estaciones del afio, las cuales van en promedio
desde -90°C a -10°C en invierno, y desde -40 a 0°C en verano. Las temperaturas mas
altas se encuentran en zonas costeras y la Peninsula Antartica donde ocasionalmente
la temperatura supera los 0°C, de acuerdo a los estudios realizados por el European
Centre for Medium-Range Weather Forecasts (ECMWF) (Jones & Lister, 2015). El
continente se encuentra rodeado de océano frio y su superficie cubierta
permanentemente en mas de un 95% por una gruesa capa de hielo, concentrando parte
importante del agua dulce del planeta (Lee y col., 2017). Ademas, durante los meses de
verano presenta constante exposicién a radiacion UV, zonas expuestas a fuertes
vientos, recibe escasas precipitaciones y por ende existe una baja disponibilidad de

agua (Bargagli, 2005).

Pese a sus condiciones climaticas extremas, en este territorio se encuentran organismos
de todos los reinos; pequefios invertebrados, musgos, liquenes, microrganismos, y
algunos vertebrados y plantas vasculares, mayoritariamente en zonas terrestres libres
de hielo y en agua no congelada (Convey & Stevens 2007; Chown y col., 2015). En
especifico, la diversidad microbiana que se encuentra en este continente ha sido el foco
de investigacion de muchos cientificos alrededor del mundo. Se ha descrito que en esta

zona habitan microorganismos Unicos que poseen metabolismos particulares que no


https://en.wikipedia.org/wiki/European_Centre_for_Medium-Range_Weather_Forecasts
https://en.wikipedia.org/wiki/European_Centre_for_Medium-Range_Weather_Forecasts

solo les permiten permanecer en el lugar pese a las inhdspitas condiciones climéticas,
sino que también participar en los procesos biogeoquimicos que ahi se llevan a cabo

(Convey y col., 2014; Cowan y col., 2014; Makhalanyane y col., 2016).

1.2 Impacto Antropogénico

La Antartica es fundamental para el mantenimiento del ecosistema global, puesto que
juega un rol importante en la circulacién de océanos y la atmésfera terrestre (Bargagli
2005), lo cual se ha visto afectado debido al cambio climético y el calentamiento global
(Turner y col., 2013). Sumado a ello, la actividad humana tanto en la Antartica como en

otras partes del mundo, ha perturbado el ecosistema de este territorio.

Por un lado, dado que existen grandes movimientos de masas de agua y aire entre la
Antértica y el resto de la Tierra, han llegado a esta zona contaminantes producidos en

otras partes del mundo, muchos de los cuales son persistentes (Szopinska y col., 2016).

Por otro lado, la llegada del ser humano al continente ha tenido un fuerte impacto
principalmente por la contaminacion de ecosistemas costeros terrestres y marinos. Si
bien, la Antartica es uno de los territorios con menos intervencion humana de la Tierra,
desde hace unos 50 afos esto ha ido en aumento tanto en el ambito turistico, econémico
(explotacion de recursos maritimos), y cientifico, dado el creciente interés mundial en
variadas disciplinas por explorar este continente (Chown y col., 2015). Lo anterior ha
tenido como consecuencia una alta combustion para produccion de energia y transporte,
incineracién de residuos, generacion de aguas residuales y derrames accidentales de
petroleo (Bargagli, 2008). La contaminacion por petroleo es uno de las mas
preocupantes dada la persistencia del contaminante y sus consecuencias

medioambientales (Chang y col., 2014).



1.3 Contaminacién por hidrocarburos

Durante décadas, combustibles derivados del petréleo han sido utilizados en bases
cientificas ubicadas en distintas zonas de la Antértica, para generar energia, calefaccion
y para el funcionamiento de vehiculos y aviones (Jesus y col.,, 2015). Esto se ha
convertido en una probleméatica ambiental debido a reiterados derrames del producto en
suelos y aguas, principalmente desde tanques de almacenaje, tuberias o0 navios que
transportan el combustible, por lo que es usual encontrar hidrocarburos del petréleo en
zonas costeras donde se encuentran las bases o en sus cercanias (Aislabie y col.,

2004).

El gasoleo o diésel es uno de los combustibles derivados del petrdleo mas utilizado en
la Antartica, principalmente con una formulacion que le permite funcionar a bajas
temperaturas. Posee una composicién compleja que lo hace muy nocivo cuando es
derramado al medioambiente. Esta constituido principalmente por moléculas de origen
organico, incluyendo mayoritariamente hidrocarburos alcanos tipo parafinas en
alrededor del 80% (n-alcanos, iso y ciclo alcanos) y también compuestos aromaticos
(aproximadamente 20%). Dentro de estos ultimos se encuentran los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs), que se caracterizan por ser de los componentes del
gasOleo mas recalcitrantes en el medio ambiente (Lee y col., 1992; KoSnar y col., 2018).
Ademas, son muy téxicos dado que han sido descritos como teratogénicos,
cancerigenos y mutagénicos para bacterias y células animales (Wilson & Jones 1993;
Li y col., 2019), por lo cual varios de ellos como el fenantreno, el benzo[a]pireno, el
naftaleno y el antraceno, han sido catalogados como prioridad para la EPA (Agencia de

proteccion ambiental, Estados Unidos).



El diésel también contiene algunos compuestos inorganicos como agentes
estabilizantes, isoprenoides, compuestos oxigenados, azufre y nitrégeno (Lee y col.,
1992). Ademas, contiene algunas impurezas dafinas para el medioambiente como
metales pesados, encontrdndose comunmente cadmio (Cd), plomo (Pb) y cromo (Cr)

en concentraciones importantes (Can der Gon & Appelman 2009; Owamah, 2013).

La contaminacion por hidrocarburos del petroleo en zonas costeras terrestres libres de
hielo tiene consecuencias medioambientales importantes, principalmente sobre la
composicion de los suelos. Los efectos incluyen cambios en el pH, temperatura,
humedad, concentracion de carbono/nitrogeno (Aislabie y col., 2004) y en la
composicion microbiana de los suelos. Respecto a este Ultimo, no solo implica un
enriquecimiento de bacterias biodegradadoras de estos hidrocarburos, sino que también
trae consigo una disminucién en la diversidad microbiana (Delille, 2000; Aislabie y col.,
2001; Saul y col., 2005). Los derrames de petréleo ademas significan un riesgo para la
flora y fauna que circunda el lugar, dado que tiende a bioacumularse y puede ser muy

dafiino debido a su toxicidad (Adams y col., 2015; Ruoppolo y col., 2013).

1.4 Biorremediacion de diésel

Los antecedentes anteriormente expuestos generan una preocupacion por la
conservacion del continente Antartico, surgiendo la necesidad de encontrar métodos
gue permitan la descontaminacién de los hidrocarburos del petroleo presentes en este

territorio por contaminacion de diésel.

La biorremediacion es un método que permite transformar contaminantes organicos del
petréleo en compuestos inocuos mediante la accibn enzimatica de microorganismos

(bacterias u hongos) (Thapa & Ghimire 2012). Esta estrategia posee varias ventajas; es



de bajo costo, no tiene grandes requerimientos tecnolégicos y puede ser aplicada in situ
sin producir perturbaciones importantes en el lugar del tratamiento, convirtiéndola en

una forma de descontaminacion amigable con el medioambiente (Vidali, 2001).

Existen microorganismos heterétrofos de diferentes géneros capaces de biodegradar
los componentes organicos del diésel, tanto hidrocarburos alcanos como los HAPs
(Wilson & Jones 1993; Bento y col., 2005; Clarkson & Abubakar 2015). En condiciones
aerdbicas, la capacidad para biodegradar estos compuestos esta determinada por la
presencia de enzimas oxigenasas que permiten introducir moléculas de oxigeno en el
hidrocarburo generando intermediarios que luego irdn a las vias de produccion de
energia y también se utilizaran para la generacion de biomasa permitiendo el
crecimiento del organismo (Peixoto y col., 2011; Thapa & Ghimire, 2012). Varios HAPs
que se encuentran en el diésel generan estrés oxidativo en los microorganismos debido
a su toxicidad, por lo cual aquellos que son capaces de biodegradar estas moléculas,

poseen mecanismos que les permiten contrarrestar este dafio (Peng y col., 2008).

El fenantreno es uno de los HAPs mas utilizados como modelo de estudio para evaluar
el potencial biorremediador de diésel en microorganismos. Este puede ser utilizado
como Unica fuente de carbono en presencia de oxigeno por algunos géneros de
bacterias heterétrofas (Peng y col., 2008), es menos toxico que otros HAPs lo cual se
asocia a una mayor solubilidad, haciendo posible su uso en el laboratorio (Di Toro y col.,
2007). Ademas, permite hacer un seguimiento cualitativo del proceso, puesto que al ser
biodegradado genera un subproducto llamado 2-hidroxi muconico- semialdehido,
facilmente identificable por su coloracion amarilla en el medio de cultivo (Treccani, 1965;
Gran-Scheuch y col., 2017; Liu y col., 2019). Sumado a lo anterior, se ha reportado que

microorganismos capaces de biodegradar fenantreno también pueden degradar otros



HAPs de prioridad para la EPA, tales como antraceno, naftaleno y benzo[a]pireno
(Ferndndez-Luquefio y col.,, 2011). Debido a esto, el fenantreno se considera
representativo en los estudios de determinacion de la capacidad de biodegradacion de

compuestos aromaticos policiclicos.

En este contexto, durante las Ultimas décadas se han llevado a cabo busquedas de
microorganismos nativos que puedan ser de utilidad para la biorremediacion de suelos
antarticos (Jesus y col.,, 2015). Esto dltimo es fundamental puesto que el Tratado
Antértico restringe la posibilidad de trasladar material biol6gico desde otros continentes
hacia la Antartica. Utilizar microorganismos enddgenos produce un bajo impacto
ambiental y es imprescindible dado que los microbios que habitan esos suelos poseen
metabolismos que le permiten sobrevivir a las condiciones climéticas hostiles del lugar

(Boyd y col., 1966; Cowan y col., 2014).

Se han reportado distintos géneros de bacterias heterotrofas cultivables que provienen
de variados puntos contaminados en la Antartica, que son capaces de biodegradar
distintos hidrocarburos encontrados en el diésel. Algunos de los mas representativos se

resumen en la Tabla 1.



Tabla 1. Bacterias biodegradadoras de hidrocarburos de diésel en territorio antartico.

Compuesto(s) Cepareportada  Sitio de muestreo Referencia
biodegradado(s)
Queroseno Acinetobacter Estacion cientifica Mac Cormack &
n-hexadecano ADH-1 Jubany Fraile 1997
n-dodecano Isla Rey Jorge
ciclohexano (Islas Shetland del
sur)
HTPs Acinetobacter B-2-  Estacion cientifica Ruberto y col.,
2 Jubany 2003
Isla Rey Jorge
(Islas Shetland del
sur)
Alcanos Pseudomonas Isla Signy Stallwood y col.,
C1e6, C17, C18, ST41 2005
C19, C20
Naftaleno y Pseudomonas Estacion Great May col., 2006
Fenantreno LCY12y Wall
LCY16
Alcanos C6, C20.  Rhodococcus spp. Scott Base, (Bej y col., 2000)
Antartica
Fenantreno Rhodococcus Isla Rey Jorge Gran-Scheuch y
erythropolis, (Islas Shetland del col., 2017
Sphingobium Sur)
xenophagum,
Pseudomonas
guineae

Cabe destacar que la biorremediacion en el territorio antartico presenta una serie de
dificultades que es necesario considerar: las bajas temperaturas de los suelos durante
todas las estaciones del afio, la escasa biodisponibilidad de agua liquida y las bajas
concentraciones de nutrientes esenciales (Michaud y col., 2004; Coulon y col., 2005;

Stallwood y col., 2005).

Por otro lado, para aumentar la eficiencia del proceso en pruebas de biorremediacion in
situ, se han aplicado dos estrategias: la bioaumentacién y la bioestimulacién (Ruberto y
col., 2003; Walworth. y col., 2007). La bioaumentacién consiste en incrementar la carga

microbiana del suelo agregando microorganismos nativos crecidos previamente, y la



bioestimulacion consiste en agregar nutrientes u otros suplementos al suelo que
favorezcan el proceso de biodegradacion por las comunidades microbianas presentes

(Adams y col., 2015).

1.5 Efecto de los metales sobre la biodegradacion de diésel

A pesar de las consideraciones que han tenido los distintos estudios en torno a esta
problematica para optimizar el proceso de biorremediacién, existe un factor ambiental
escasamente explorado en la Antartica; la co-contaminacion de metales pesados por

derrames de diésel.

Los metales pesados se encuentran normalmente en la corteza terrestre, sin embargo,
es comun encontrarlos en la Antartica como contaminantes de origen antropogénico
(Boutron & Wolff 1989; Ahn y col., 1996; Suttie & Wolff 1993; Santos y col., 2005).
Metales como el Cd, Cr, Al, Pb, y Cu han llegado producto de las actividades humanas
desde otros continentes y también dentro del mismo. Esto Ultimo se ha asociado entre
otras cosas, al uso de combustibles derivados del petréleo como gasolina, diésel y

queroseno (Boutron & Wolff 1989; Suttie & Wolff 1993).

Los metales pesados, a diferencia de los hidrocarburos, son escasamente eliminados
de forma natural del medioambiente al no ser biodegradables, por lo cual tienden a
acumularse (Kelepertzis, 2014). Esta acumulacién no solo tiene efectos toxicos y
cancerigenos para humanos y animales (Tchounwou y col., 2012), sino que ademas
pueden ser muy nocivos para algunos microorganismos, causando en ellos estrés
oxidativo y dafio celular, pudiendo incluso impedir su crecimiento (Gadd & Griffiths
1977). Debido a esto, los microorganismos han desarrollado mecanismos que les

permiten contrarrestar los efectos nocivos de los metales, otorgandoles resistencia y



permitiéndoles vivir en presencia de ellos (Bruins y col., 2000; Hussein & Joo 2013; Naik

& Dubey 2013).

Por otro lado, se ha descrito que la presencia de metales pesados puede afectar la
capacidad de microorganismos para biodegradar hidrocarburos derivados del petréleo
(Jensen 1977; Moreira y col., 2013; Olaniran y col., 2013). Estudios han demostrado que
esto se debe a que metales como el Pb, Cd, Cr entre otros pueden afectar el
funcionamiento de enzimas involucradas en los procesos de biodegradacion de HAPs,
llegando a provocar incluso su inactivacion (Sandrin y col., 2003; Thavamani y col.,

2012: Muthusamy y col., 2016).

A pesar de que se ha descrito que la presencia de metales pesados afecta la
biodegradacion microbiana de hidrocarburos del petréleo, esta problematica ha sido
escasamente estudiada en la Antartica (Gran-Scheuch y col., 2017; Abdulrasheed y col.,

2020; Gran-Scheuch y col., 2020; Zakaria y col., 2020).

1.6 Estudios previos

Durante la Expedicién Cientifica Antartica N° 55 (ECA 55, 2018) llevada a cabo por el
Instituto Antartico Chileno (INACH), se obtuvieron muestras desde variados sitios
pertenecientes a las Islas Shetland del Sur y la Peninsula Antartica (Figura 1),
(coordenadas detalladas en el anexo, Tabla 1). Se muestrearon suelos contaminados
con diésel a causa de derrames desde almacenajes del combustible y ademas sitios

aledafos no contaminados para ser utilizados como condiciones control.
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Base Antartica Juan Carlos | Base Naval Arturo Prat
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Figura 1. Sitios de muestreo. A) En la imagen de la derecha se muestra un mapa del continente Antartico,
en laimagen del centro un acercamiento de la Peninsula Antartica y en laimagen derecha, un acercamiento
de las Islas Shetland del Sur, donde se encuentran ubicados los sitios de muestreo: 1. Base O’Higgins
(Islote Isabel Riquelme), 2. Base Antartica Juan Carlos | (Isla Livingston), 3. Base Naval Arturo Prat (Isla
Greenwich), 4. Base escudero (Isla Rey Jorge), 5. Base Bellingshausen (Isla Rey Jorge). EnB,C,D,Ey F
se muestran fotografias de los sitios 1, 2, 3, 4 y 5, respectivamente. Las imagenes de los mapas fueron

obtenidas desde la plataforma Google Earth y las fotografias de la expedicion.

Las muestras obtenidas fueron caracterizadas en el laboratorio de BioNanotecnologia y
Microbiologia de la Universidad Andrés Bello. Se estudié la abundancia de dos HAPs
(fenantreno y benzo[a]pireno) mediante cuantificacion por espectroscopia de

fluorescencia y se analizé la composicion de metales de algunas de las muestras
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obtenidas, mediante espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo

(ICP-MS).

Se encontré que todas las muestras analizadas provenientes de sitios contaminados
con petroleo presentaron una mayor concentracion de fenantreno respecto a
benzo[a]pireno, mientras que ninguna de las muestras no expuestas al combustible
mostro presencia de estos compuestos (Figura 1. A, anexo). Se encontraron 4 muestras
(R1A, R1B, P2A, y O5A) con diferencias significativas entre fenantreno y benzo[a]pireno
teniendo las concentraciones mas altas de fenantreno: 752,6 — 375,0 — 318,0 y 402,5
ppm respectivamente. Ademds, todas estas presentaron concentraciones
significativamente superiores a las muestras control provenientes de sitios ho expuestos
a diésel (R2A, P3B, y O3A, respectivamente). Por otra parte, las muestras provenientes
de sitios contaminados ademas mostraron contaminacién por Pb y Cd, y especialmente
tres muestras mostraron contaminacion de Pb sobre los 100 ppm (R1A, P2A, y O5A),
mientras que las no contaminadas presentaron concentraciones minimas de estos
metales (Tabla 2, anexo). De acuerdo con estos antecedentes, para los estudios
correspondientes a la presente investigacion se decidié analizar las muestras R1A y
P2A, provenientes de la Base Escudero (Isla Rey Jorge) y la Base Naval Capitan Arturo
Prat (Isla Greenwich) respectivamente. La muestra R1A presenta el mayor indice de
contaminacién por fenantreno entre todas las muestras (752,6 ppm) y ademas contiene
Pb en concentraciones importantes (105 ppm). La muestra P2A ademas de estar
altamente contaminada por fenantreno (318,0 ppm), también presenta una alta

contaminacién de Pb (390 ppm) y Cd (0,2 ppm).

Dado los antecedentes planteados resulta relevante comprender el efecto de la

presencia de los metales pesados y la temperatura del ambiente, al estudiar la
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biodegradacion de hidrocarburos por parte de comunidades microbianas provenientes
de suelos antarticos contaminados con diésel. Por esto, se planted la siguiente hipotesis

y objetivos:

1.7 Hipotesis

Microorganismos provenientes de suelos antarticos contaminados con diésel, son
capaces de crecer con hidrocarburos del petréleo como Unica fuente de carbono en

presencia de metales pesados a diferentes temperaturas.

1.8 Objetivo general

Evaluar las comunidades microbianas provenientes de muestras de suelo antartico
contaminadas con diésel y aislar los microrganismos capaces de crecer con

hidrocarburos del combustible en presencia de metales pesados.

1.9 Objetivos especificos

1. Seleccionar microorganismos desde muestras de suelo antartico capaces de

biodegradar diésel o fenantreno en presencia de Pb o Cd, a diferentes temperaturas.

2. Analizar la composicion y estructura de las comunidades bacterianas antes y después

del proceso de seleccion mediante secuenciacion masiva del gen ARNr 16S.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Sitios de muestreo

Las muestras de suelo utilizadas en esta investigacion fueron obtenidas el afio 2018
desde las Islas Shetland de Sur (62°10 S, 58°49 W), durante la Expedicién Cientifica
Antartica la N°55 (ECA 55), patrocinada por el Instituto Antértico Chileno (INACH), en el
marco del proyecto INACH RT-25_16 del Dr. José Pérez Donoso. Para esta
investigacion, se seleccionaron dos sitios de muestreo contaminados con diésel y dos

suelos libres de diésel. Las muestras fueron rotuladas de la siguiente forma:

Tabla 2. Muestras de suelo analizadas.

Nombre Sitio de muestreo Contaminacién con Concentracion
diésel de fenantreno
[mg/kg]
R1A Base Escudero, Isla Si 752,6
Rey Jorge
R2A Base Escudero, Isla No 0,0
Rey Jorge
P2A Base Naval Capitan Si 318,0
Arturo Prat, Isla
Greenwich
P3B Base Naval Capitan No 0,0
Arturo Prat, Isla
Greenwich

2.2 Preparacion de medios de cultivo.

Medios liguidos:

Para la seleccion de microorganismos degradadores de fenantreno y diésel, se utilizd
medio minimo M9 sin fuente de carbono (NazHPO, 42,2 mM, KH2PO422 mM, NaCl 8,56
mM, NH4CI 18,7 mM, MgSO4 1 mM, y CaCl, 0,1 mM). Posteriormente, dependiendo de

la condicion, el medio se suplementd con: glucosa 0,2%, diésel 0,2%, fenantreno (Merck
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®) 0,2%, fenantreno 0,2% con CdCl; (Sigma-Aldrich ®) 0,025 pg/mL o fenantreno 0,2%
con Pb(C;H302), (Winkler ®) 10 pug/mL. Las soluciones de CaCl;, MgSOs, glucosa y
diésel fueron esterilizados utilizando filtros de 0,22 um (Jet Biofil ®), mientras que las
sales de CdCl,, Pb(C2H303). y el fenantreno fueron esterilizadas utilizando radiacion UV-

C (15 minutos de exposicion).

Medio sdlido:

Para el aislamiento de microorganismos se utilizé medio M9 agar (Na;HPO,4 42,2 mM,
KH2PO4 22 mM, NaCl 8,56 mM, NH4CI 18,7 mM, MgSO4 1 mM, y CaCl; 0,1 mM).
suplementado con glucosa 0,2% (como Unica fuente de carbono), MgSO. 1 mM, y CaCl,

0,1 mM.,

2.3 Seleccion de microrganismos degradadores de diésel y fenantreno a 28°C y

4°C.

Los procesos de obtencién y seleccion de microorganismos se realizaron a 28 y 4°C
mediante un proceso de enriquecimiento microbiano en lote (Figura 2, anexo). Para
esto, 3 g de cada muestra de suelo fueron resuspendidos en 30 mL de medio M9 sin
fuente de carbono, para luego incubar en agitacion (160 rpm) por 24 h a 28°C.
Posteriormente, 5 mL de medio minimo M9 fueron inoculados a partir del sobrenadante
de la muestra de suelo incubada, utilizando un in6culo 1:100, bajo las siguientes
condiciones: i) sin fuente de carbono, ii) glucosa 0,2%, iii) diésel 0,2%, iv) fenantreno
0,2%, v) fenantreno 0,2% + CdCl, 0,025 pg/mL, vi) fenantreno 0,2% + Pb(C;H302), 10
pg/mL. Este protocolo fue repetido dos veces (uno para el ensayo a 28 y otro para el de

4°C), con las 4 muestras de suelo.
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Parte de los cultivos fueron incubados durante 1 semana a 28°C. Tras este tiempo,
medio fresco fue reinoculado a partir del cultivo anterior con una dilucién 1:1000, siendo
incubado durante dos semanas. Este procedimiento fue repetido una vez mas,
obteniéndose un total de 3 traspasos en 5 semanas. En paralelo, la misma metodologia
descrita anteriormente se utilizé para el ensayo a 4°C. Los cultivos inoculados en los
medios con distintas condiciones fueron renovados durante la tercera y sexta semana,
finalizando el ensayo en la octava semana. En cada renovacién, se determiné la
densidad 6ptica a 600 nm (ODsoo) (Synergy ™) de los consorcios formados. Terminados
ambos ensayos, 4 mL de los cultivos obtenidos fueron centrifugados a 14000 rpm por 5
min para la obtencién de un pellet microbiano. El pellet fue utilizado para la extraccion

del ADN genomico.

2.4 Secuenciacién masiva del gen ARNr 16S

Para la extraccion de ADN gendmico de las muestras de suelo se utilizé el kit “DNeasy
PowerSoil” (Qiagent ®)”. Por otro lado, el ADN gendémico del pellet microbiano obtenido
al final de los procesos de seleccion a 28 y 4°C, fue extraido mediante el protocolo
descrito por Harju. y col., (2004). Para la identificacion de las bacterias presentes se
realizé una secuenciacion masiva del gen ARNr 16S, mediante secuenciacion lllumina
MiSeq ® utilizando el servicio del Argonne National Laboratory (Estados Unidos). Se
amplific6 la region V4 utilizando los partidores 515F y 806R (5
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA y 5-GGACTACHVHHHTWTCTAAT). El andlisis de las
secuencias fue realizado utilizando la herramienta bioinformética dada2, ejecutada en
el programa R (Callahan y col., 2016; Schloss y col., 2009). Para la asignacion
taxonémica se utilizé la base de datos SILVA SSU r132. De acuerdo con los perfiles de

calidad arrojados por el programa, las secuencias fueron cortadas en 250 pb para las
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secuencias forward y 200 pb para las secuencias reverse. Una vez obtenido el objeto
“phyloseq” con la asignacién taxondémica correspondiente, para realizar los analisis de

diversidad se eliminaron todas secuencias con menos de dos lecturas.

2.5 Aislamiento de microorganismos degradadores de fenantreno y diésel.

A partir de los cultivos obtenidos luego de los procesos de seleccion, 30 pL de cultivo
fueron plaqueados en medio M9 agar con glucosa 0,2% como Unica fuente de carbono.
Se realizaron diluciones seriadas para obtener, al menos, 50 colonias por placa. Luego,
se incubaron a la misma temperatura a la cual crecieron previamente en medio liquido
hasta la aparicion de colonias (2-3 dias a 28°C, 1-2 semanas a 4°C). Posteriormente,
se aislaron los microorganismos encontrados en medio M9 agar, utilizando como criterio

de seleccién la morfologia de colonias (elevacion, color, borde, y textura).
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3. RESULTADOS

3.1 Seleccién de microorganismos a diferentes temperaturas

Con el proposito de obtener microorganismos heterétrofos aerébicos capaces de
biodegradar diésel o fenantreno en presencia de Pb o Cd, a partir de las muestras de
suelo antértico, se realizd un proceso de seleccion en medio liquido en una primera
instancia a 28°C. Para ello se llevé a cabo una metodologia de enriquecimiento
microbiano en lote, con dos renovaciones en el medio de cultivo (Figura 2). Se utilizaron
muestras de suelo provenientes de sitios contaminados (R1A, Base Escudero y P2A,
Base Arturo Prat), y como control las muestras no contaminadas R2A y P3B

provenientes de los mismos sitios.

Selecciéon de microrganismos a 28 °C
Tiempo
(semanas)
0 1 3 5
1° renovacion de * Extraccion de DNA para
. medio de cultivo 29 ion d analisis de diversidad
Comienzo del ensayo rgpo;acmﬂ_ e bacteriana.
(Ino;uladuon en lt'nezlo de Iculllvcu medio de cultivo + Aislamiento desde
esde muesira de suelo) consorcios microbianos.

Figura 2. Esquema del proceso de seleccion de microorganismos a 28°C. Linea de tiempo de 5
semanas, que considera el inicio del ensayo desde que se hace la primera inoculacion a partir de las 2
muestras de suelo contaminadas (R1A y P2A) y no contaminadas (R2A y P3B). Medios de cultivo, M9 i) sin
fuente de carbono (control negativo de crecimiento), ii) con glucosa 0,2%, (control positivo) iii) con diésel
0,2%, iv) con fenantreno 0,2%, v) con fenantreno 0,2% y Cd 0,025 pug/mL, y vi) con fenantreno 0,2% y Pb

10 pg/mL.

Durante el proceso, se realiz6 un seguimiento del crecimiento bacteriano midiendo la

densidad 6ptica del cultivo (absorbancia a 600 nm), y un seguimiento cualitativo del
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consumo de fenantreno mediante el cambio en la coloracién del medio de cultivo

(Treccani, 1965; Gran-Scheuch y col., 2017; Liu y col., 2019).

Al final de la primera semana de incubacidn, los cultivos suplementados con fenantreno
inoculados con muestras provenientes de los suelos contaminados R1A y P2A,
presentaron un cambio de coloracion en el medio desde traslicido a amarrillo (Figura
3B), indicio de la formacion del subproducto de la biodegradaciéon de fenantreno 2-
hidroxi mucénico- semialdehido (Treccani, 1965). Ademas, la medicion de OD 600 nm
determind que en estos cultivos hubo crecimiento de microorganismos, lo cual no se
observo en los cultivos sin fuente de carbono. Por el contrario, los cultivos inoculados
con las muestras control (R2A y P3B), se mantuvieron incoloros y no evidenciaron
crecimiento bacteriano (Figura 3A). En los cultivos con fenantreno suplementados con
Pb o Cd, se observé una disminucién del crecimiento en R1A, mientras que en los
cultivos inoculados con P2A el plomo favorecio el crecimiento. En el cultivo con diésel
inoculado con los microorganismos de R1A, se observé un bajo crecimiento en
comparacion con el crecimiento en fenantreno. Por el contrario, en el cultivo inoculado
con P2A incubado con diésel, el crecimiento fue mayor al observado en fenantreno. En
esta fuente de carbono, nuevamente no se ve crecimiento en los cultivos inoculados con

los controles R2A y P3B (Figura 3A).

En la tercera semana del proceso de seleccién, nuevamente hubo un cambio de
coloracion en los cultivos con fenantreno en R1A y P2A, y no se observo crecimiento en
los controles sin fuente de carbono (Figura 3B). En presencia de metales, la muestra
R1A y P2A mostraron un crecimiento similar al observado al final de la primera semana,
asociado a un cambio de coloracién en el medio (Figura 3D). En los cultivos con diésel

también se observd crecimiento, aunque menor al observado con fenantreno (Figura
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3B). Al final de la quinta semana, nuevamente hubo un aumento en la turbidez de los
cultivos con diésel inoculados con R1A y P2A, el cual no fue observado en las muestras
control R2A y P3B (Figura 3C). Ademas, en R1A y P2A, hubo un cambio de coloracion
y crecimiento similar en los cultivos con fenantreno y metales (Figura 3C). En la muestra
P2A en cambio, la presencia de metales increment6 el crecimiento del cultivo (Figura

3F).
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Figura 3. Crecimiento a 28°C de microorganismos de muestras de suelo antartico en presencia de
distintas fuentes de carbono y metales. Se utiliz6 como in6culo los microorganismos presentes en 2
muestras de suelo contaminadas R1A y P2A (rojo) y dos controles R2A y P3B (negro) y se determind el
crecimiento bacteriano (OD 600 nm) luego de A) primera semana de incubacién, B) tercera semana de
incubacién, C) quinta semana de incubacion. D) Fotos de los distintos tubos donde se observa la coloracion

asociada a la degradacion de fenantreno y formacion de 2-hidroxi mucoénico- semialdehido (Treccani, 1965).
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En paralelo al experimento anterior, se realizd el mismo proceso de seleccion
microbiana incubando a 4°C, con la finalidad de favorecer el crecimiento de
microorganismos psicréfilos o psicrotolerantes, considerando la aplicacion futura de la
presente investigacion. En este caso, el ensayo tuvo una duracién de 8 semanas (Figura
4), dado que a esta temperatura fue necesario incubar los cultivos por mas tiempo para

obtener un cambio de coloracion importante en el medio de cultivo.

Seleccién de microrganismos a 4 °C
Tiempo
(semanas)
0 3 6 8

Comienzo del ensayo 1° renovacion del 2° renovacion del + Extraccion de DNA para
(Inoculacion en medio medio de cultivo medio de cultivo analisis de diversidad

de cultivo desde bacteriana

muestra de suelo) + Aislamiento desde

consorcios bacterianos.

Figura4. Esquemadel proceso de seleccién de microorganismos a 4°C. Linea de tiempo de 8 semanas
que considera el inicio del ensayo desde que se realiz6 la primera inoculacién a partir de las 2 muestras de
suelo contaminadas (R1Ay P2A) y las 2 no contaminadas (R2A y P3B). Medios de cultivo, M9 i) sin fuente
de carbono (control negativo de crecimiento), ii) con glucosa 0,2%, (control positivo) iii) con diésel 0,2%, iv)

con fenantreno 0,2%, v) con fenantreno 0,2% y Cd 0,025 ug/mL, vi) con fenantreno 0,2% y Pb 10 pg/mL.

Luego de 3 semanas de incubacién, las muestras R1A y P2A mostraron crecimiento en
fenantreno y diésel acompafiado de un cambio de coloracién en el medio de cultivo
(Figura 5A y D). En presencia de los metales, el crecimiento fue similar. En la sexta
semana, hubo un crecimiento similar en fenantreno en los cultivos provenientes de R1A
y P2A, con un aumento solo en presencia de Cd en R1A, y un aumento en Cd y plomo
en P2A. En diésel se vio un menor crecimiento en relacion con los cultivos con
fenantreno (Figura 5B). En las muestras control, no hubo crecimiento ni cambio de

coloracién del medio. Al final de la octava semana del proceso, tanto en R1A como P2A
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hubo crecimiento en diésel similar a lo observado con fenantreno, siendo mayor en P2A
(Figura 5C). En fenantreno con Cd o Pb también hubo un cambio de coloracion en el

medio, asociado a un crecimiento similar al observado sin metales.
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Figura 5. Crecimiento a 4°C de microorganismos de muestras de suelo antartico en presencia de
distintas fuentes de carbono y metales. Se utiliz6 como inéculo los microorganismos presentes en 2
muestras de suelo contaminadas R1A y P2A (rojo) y dos controles R2A y P3B (negro) y se determing el
crecimiento bacteriano (OD 600 nm) luego de A) tercera semana de incubacion, B) sexta semana de
incubacion, C) octava semana de incubacion. D) Fotos de los distintos tubos donde se observa la coloracion

asociada a la degradacion de fenantreno y formacion de 2-hidroxi mucoénico- semialdehido (Treccani, 1965).
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Al comparar el crecimiento de los cultivos incubados a 28°C (Figura ) con los incubados
a 4°C (Figura 5), se ve que existe una tendencia en cuanto al crecimiento. Se observa
tanto en diésel como en fenantreno un mayor crecimiento en los cultivos que fueron
inoculados con las muestras provenientes de los sitios contaminados (R1A y P2A), en
comparacion con los inoculados con las muestras control (R2A y P3B). Ademas, se
observa que los cultivos incubados a 4°C con fenantreno al final del proceso de
seleccién presentan una mayor coloracion amarilla, pero con un crecimiento menor a lo
observado a 28°C lo que podria indicar una mayor eficiencia en la biodegradacién de

los hidrocarburos.

3.2 Aislamiento de microorganismos

A partir de los consorcios microbianos obtenidos al final de los procesos de seleccién
realizados a 28 y a 4°C, se aislaron los microorganismos capaces de crecer en medio
sélido M9 suplementado con glucosa como Unica fuente de carbono. El nimero de
aislados obtenidos en cada muestra se determiné utilizando como criterio la morfologia

de colonias (Tabla 3).
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Tabla 3. Microrganismos aislados a partir de los cultivos enriquecidos.

Muestra Condicién Ndmero de aislados
28°C 4°C

R1A Diésel
Fenantreno
Fenantreno -Pb
Fenantreno - Cd
R2A Diésel
Fenantreno
Fenantreno -Pb
Fenantreno - Cd
P2A Diésel
Fenantreno
Fenantreno -Pb
Fenantreno - Cd
P3B Diésel
Fenantreno
Fenantreno -Pb
Fenantreno - Cd

NINNNWWEARNNPERPWNNDNDNDN
NINNNRWWRARWNWERWWWIN

En ninguna muestra se obtuvo mas de 4 aislados morfolégicamente distintos.
Considerando que en muestras de suelo de caracteristicas similares a las del presente
trabajo se pueden encontrar cientos de colonias diferentes (Gran-Scheuchy col., 2017),
los resultados sugieren que efectivamente en el proceso hubo una presién de seleccion
sobre las comunidades, lo cual se dilucidara con mayor detalle a través del andlisis de

diversidad por secuenciacién masiva del gen ARNr 16S en el siguiente objetivo.

3.3 Andlisis de diversidad bacteriana de las muestras de suelo

Con el proposito de estudiar las comunidades bacterianas presentes en las muestras de
suelo antartico antes de ser sometidas al proceso de seleccién anteriormente descrito,
y con ello poder comprender el efecto de la contaminacion con diésel y metales pesados
sobre estas comunidades, se realiz6 una secuenciacion masiva del gen ARNr 16S. Se

estudiod la estructura de la comunidad bacteriana de las muestras de suelo (diversidad
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Alpha) y la composicién (abundancia relativa de géneros). A través de este analisis se

detectaron 310 secuencias con un total de 150 OTUs diferentes.

En cuanto a la diversidad Alpha, en la muestra de suelo R2A (Base Escudero) no
contaminado con diésel y que ademas posee concentraciones minimas de metales
pesados (< 0,025 ppm de Cd y 4,18 ppm de Pb), se encontré una riqgueza de 87 géneros
bacterianos con un indice de Shannon de 3,6, equitatividad alta (0,8) y baja dominancia
(Simpson cercano a 0) (Figura 6A, B, C y D). Al comparar con el sitio R1A de
caracteristicas similares pero expuesto a contaminacion por diésel (752,6 ppm de
fenantreno y 105 ppm de Pb), se observé una menor riqgueza, dado que se encontraron
solo 59 géneros (Figura 6A). Ademas, presenta una disminucién en la diversidad de
Shannon y la equitatividad, aumentando la dominancia (Simpson) (Figura 6B, C y D), lo
que significa que en estas muestras la presencia del contaminante disminuye tanto la

riqueza como la diversidad bacteriana.

En la muestra P3B (Base Prat) no expuesta al contaminante, se encontré un total de 62
géneros distintos (Figura 6A), una diversidad de Shannon de 2 y una alta dominancia y
baja equitatividad (Figura 6B, C y D). En cambio, en la muestra P2A se encontraron 102
géneros diferentes con un alto indice de diversidad de Shannon, un indice alto de
equitatividad cercano a 1 y dominancia cercana a 0 (Figura 6B, C y D). Es decir, se
observa un aumento tanto en la riqgueza como en la diversidad de la muestra a pesar de
haber sido expuesta a contaminacion por diésel, que le confiri6 una alta concentracion

de fenantreno (318 ppm) y de Pb (390 ppm).
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Al analizar la composicién de los suelos a nivel de género bacteriano, se observa que
en la muestra de suelo no contaminada R2A (Base Escudero) de los 87 géneros
encontrados (Figura 6A), solo 20 constituyen el 95% de los organismos. Se encontraron
principalmente representantes de los géneros Pedobacter (25,8%), Pseudomonas
(23,7%), Chryseobacterium (11,2%), Massilia (7,8%), Pseudarthrobacter (7,5%) y
Flavobacterium (3-8%). Los demés géneros se encontraron en menos del 1% (Figura

7). En presencia del contaminante (muestra R1A) hay un aumento de Pseudomonas
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(42,5%), Chryseobacterium (20%), y Sphingomonas (3,6%), mientras que Pedobacter y
Massilia disminuyen (9,7% y 0,4%, respectivamente). Ademas, aparecen otros géneros
menos representados que no se encontraron en la muestra control R2A, como
Rhizorhapis, Dyadobacter y Burkholderia (5-6% abundancia), Sphingomonas,
Actimicrobium y Sphingobium (1-4% abundancia). Los demas géneros representan

menos del 1% de la comunidad (Figura 7).

En la muestra no contaminada P3B (Base Arturo Prat), se encontraron 62 géneros
distintos de los cuales solo 20 constituyen el 95% de esta muestra, con una gran
predominancia de Pseudomonas (68%), junto con algunos géneros menos
representados como Pseudarthrobacter (8%), Chryseobacterium (7,8%), Sphingopyxis
(5,6%), Pedobacter (2%), Polaromonas (1,8%), Brevundimonas (1%) y Flavobacterium
(1%) (Figura 7), lo cual se relacionaria con la baja diversidad encontrada en ella. En
contraste, la muestra contaminada P2A presenta una mayor riqueza con 102 géneros
distintos, donde el 95% de ella lo constituyen 30 géneros, con varios en proporciones
similares (equitatividad alta). Se encontr6 Alkanindiges, Chryseobacterium,
Pseudomonas y Sulfuritalea en porcentajes de abundancia entre 7-10%, Arcticibacter,
Fermentimonas, Pedobacter, Pseudoxanthomonas y Wiliamsia entre 4-6%,
Paenibacillus, Taibaiella, Luteolibacter, Mucilaginibacter, Immundisolibacter y
Proteiniphilum entre 2-4%. El resto de los géneros se encuentran en porcentajes
inferiores al 2%. Al comparar ambas muestras, se observa que dentro de las mas
representadas comparten los géneros Pseudomonas, Pedobacter y Chryseobacterium,
encontrandose el primero en mayor proporcion en P3B, mientras que el segundo y

tercero se encuentran en proporciones menores en el control (Figura 7).
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(no contaminada) Base Prat.
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3.4 Andlisis de diversidad bacteriana después del proceso de seleccion

Con el propdsito de evaluar el efecto de los procesos de seleccion realizados a 28 y 4°C
sobre las comunidades microbianas encontradas en los suelos, se caracterizaron las
comunidades microbianas mediante secuenciacion masiva del gen ARNr 16S. Se
estudié tanto la composicion (abundancia relativa) como la estructura microbiana
(diversidad Alpha). A través de este analisis se detectaron 684 secuencias con un total

de 106 OTUs diferentes.

Seleccién con glucosa como Unica fuente de carbono:

Las muestras provenientes de sitios contaminados (R1A y P2A) y no contaminados
(R2A y P3B) incubados en glucosa a 2°C, se enriquecieron principalmente en
Pseudomonas con mas del 88% de éstas en todos los cultivos. En la muestra P2A se
encontr6 ademas Janthinobacterium y Stenotrophomonas (10% vy 1,5%,
respectivamente) (Figura 8A). Todas las muestras presentaron crecimiento bacteriano
al final del proceso (Figura 3C). Al incubar a 4°C, las bacterias encontradas en glucosa
son similares a las encontradas a 28°C, con representantes de los géneros
Pseudomonas constituyendo més del 96% de las muestras, Janthinobacterium (3%,
menor que a 28°C) en P2A y Arsenicitalea en R2A (1,23%) (Figura 8A). Al igual que a
28°C, hubo crecimiento del cultivo en todas las muestras (Figura 5C). Por lo tanto, al
final del proceso incubando con glucosa como unica fuente de carbono, a 28 y 4°C se

favorecen principalmente representantes del género Pseudomonas.

Seleccién en diésel como Unica fuente de carbono:
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Al crecer las muestras de suelos contaminados en medio suplementado con diésel a
28°C, ambas se enriquecieron principalmente en representantes de los géneros
Pseudomonas (>94%), Burkholderia en R1A (5,8 %), y Janthinobacterium (3%) y
Variovorax (1,6%) en P2A (Figura 8B). En las muestras de sitios no contaminados (R2A
y P3B), también se encontré que las muestras se encontraban representadas por mas
de un 98% por representantes del género Pseudomonas. Sin embargo, aunque estas
fueron las bacterias seleccionadas en el proceso, se encontrarian en una menor
cantidad, dado que no se observé crecimiento en el medio de cultivo al final del proceso
(ver discusidn), lo cual si se observa en R1A y P2A (Figura 3C). Al incubar a 4°C, se
obtuvo algo muy similar a lo encontrado a 28°C: los 4 cultivos se enriquecieron
principalmente en representantes de los géneros Pseudomonas (>97%),
Janthinobacterium (1,7%) en P2A (Figura 8B), muestra en la cual se observé el mayor
crecimiento al final de proceso junto con R1A (Figura 5C). En los cultivos no
contaminados se encontraron principalmente representantes del género Pseudomonas,

y al igual que a 28°C no se observo crecimiento en el medio de cultivo (Figura 5C).

Por lo tanto, al inocular en medio de cultivo con diésel como Unica fuente de carbono,
se favorecieron principalmente representantes del género Pseudomonas tanto en los
cultivos inoculados con las muestras contaminadas como con las inoculadas con los
controles. Sin embargo, el crecimiento se observa en los cultivos inoculados con R1A 'y
P2A, por lo cual las cepas seleccionadas en las muestras control (R2A y P3B)
pertenecen al género Pseudomonas, pero se encuentran en menor cantidad,

evidenciado por la falta de crecimiento.

Seleccién con fenantreno como Unica fuente de carbono:
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La muestra proveniente del sitio R1A incubada a 28°C en fenantreno, se enriquecio
principalmente en 6 géneros: Pseudomonas (24,92%), Variovorax (26,19%),
Burkholderia (21,22 %), Sphingobium (20,22%), Pigmentiphaga (1,81%), y Rhizorphasis
(4 %). En P2A se encontraron 7 géneros principales constituyendo méas del 99% de la
muestra: Pigmentiphaga (30%), Pseudomonas (21,93%), Sphingobium (16,8%),
Mucilaginibacter (13,55%), Variovorax (8,13%), Pedobacter (6,47%), y Allorhizobium
(2,36%) (Figura 8C). En ambos casos se observé un crecimiento mayor al control sin
fuente de carbono acompafado de un cambio de coloracion del medio cultivo (Figura 3
C). En contraste, en muestras provenientes de los sitios no contaminados se
encontraron predominantemente representantes de los géneros Pseudomonas (>93%),
Pseudarthrobacter (4,25%) en R2A y, Allorhizobium (2,31%) y Pseudarthrobacter
(3,25%) en P3B (Figura 8C). En este caso solo se observé un bajo crecimiento en P3B
con leve cambio de coloracion del medio de cultivo al final del proceso (Figura 3C). Al
incubar a 4°C, en R1A se encontraron nuevamente representantes de los géneros
Pseudomonas (43%) y Pigmentiphaga (8,8%) ambos en un menor porcentaje que a
28°C. Los demas géneros dejan de ser detectables favoreciendo a Pedobacter (11%),
acompafado de crecimiento y cambio de coloracion del cultivo en la ultima semana,
aungue menor que a 28°C (Figura 5C). En el caso de la muestra P2A, al incubar a 4°C
se encuentran nuevamente representantes de los géneros Pseudomonas (12%),
Mucilaginibacter (2,8%), Pedobacter (4,5%) y Pigmentiphaga (2,1%) aunque todos en
proporciones menores por el favorecimiento de Polaromonas (77,9%) que es el género
predominante (Figura 8C). Respecto a las muestras control, en R2A al incubar a 4°C,
Pseudomonas disminuyé a un 60% con el favorecimiento de Massilia (36%) y

Pedobacter (3,4%). En P3B al incubar a 4°C se encuentra algo similar a lo observado a
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28°C: Pseudomonas (95%), Pseudarthrobacter (2%) y Polaromonas (1,5%) en lugar de

Allorhizobium.

Por lo tanto, al incubar los microorganismos en fenantreno como Unica fuente de
carbono, tanto a 28 como a 4°C, se observa que en los cultivos que fueron inoculados
con las muestras contaminadas (R1A y P2A), se encuentra un mayor nimero de
géneros diferentes y crecimiento del medio de cultivo, en comparacion a los controles
(R2A y P3B) donde predominan principalmente Pseudomonas y no se observo

crecimiento ni cambio de coloracién del medio (Figura 3y 5C).

Seleccion con fenantreno como Unica fuente de C en presencia de Pb:

Si se analiza el efecto de incubar con fenantreno en presencia de Pb, se puede ver que
en el cultivo inoculado con la muestra contaminada R1A (Base Escudero) incubado a
28°C, se obtiene algo similar a lo observado sin metales (Figura 8D). En cambio, al
inocular con la otra muestra contaminada P2A (Base Prat) la presencia del Pb favorece
Sphingobium (de 16,8% a 40%) desfavoreciendo Pigmentiphaga (de 30% a 11,24%)
(Figura 8D). Al incubar a 4°C en R1A se observa una disminucién de Variovorax en
relacion con el cultivo sin metal, mientras que en P2A la presencia de Pb no genera
mayor efecto (Figura 8E). En R2A la presencia del plomo disminuye el género Massilia.
En P3B, tanto a 28 como a 4°C, la presencia de Pb favorece a Pseudarthrobacter (Figura

8D y E) aumentando el crecimiento a 28°C (Figura 3C).

Seleccion con fenantreno como Unica fuente de C en presencia de Cd:

Al incubar con fenantreno a 28°C en presencia de Cd, en R1A (contaminada) no se

encuentra Sphingobium, pero en cambio se favorece Rhizorphasis (de 4% a 23,6%) al
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comparar con la muestra sin metal (Figura 8D). Al incubar esta misma muestra a 4°C,
Pedobacter desaparece respecto al cultivo sin metal (Figura 8E). En P2A a 28°C la
presencia de Cd favorece al género Variovorax aumentando de 8,13 a 18,24%, y
desfavorece a Pedobacter (desde 6,5% hasta menos del 1%) (Figura 8D). Al incubar
P2A a 4°C, en presencia de Cd aumenta Variovorax (desde menos del 1% a 37,15%),
desfavoreciendo a Polaromonas (de 77,9 a 32,7%) (Figura 8E). En P3B al incubar a 4°C
la presencia de Cd favorece a Polaromonas (de 1,56 a 31,7%) (Figura 8E). En R2A a
28°C disminuye Massilia similar a lo observado con plomo, mientras que a 4°C se ve

una disminucion de Pseudarthrobacter, (Figura 8D y E).

Por lo tanto, en los cultivos suplementados con metales pesados inoculados con
muestras provenientes de sitios contaminados, se observa algo similar a los cultivos sin
metales. Sin embargo, la presencia de Pb parece afectar al género Pigmentiphaga y
Variovorax. En cambio, el Cd parece tener un efecto negativo sobre Sphingobium, y

favorecer a Variovorax.
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Figura 8. Secuenciacién masivadel gen ARNr 16S después de los procesos de seleccién microbiana.
Gréficos de abundancia relativa (%) de bacterias encontradas en las 4 muestras estudiadas tanto a 28 como
a 4°C, en las 3 fuentes de carbono utilizadas: Glucosa (A), Diésel (B) y Fenantreno (C). D) y E) comparacion
entre consorcios obtenidos al incubar con fenantreno y fenantreno con metales a 28 y 4°C respectivamente,
donde: fenantreno sin metales (F), fenantreno con plomo (Pb), fenantreno con cadmio (Pb). Muestras R1A
(contaminada) y R2A (no contaminada) Base Escudero, muestras P2A (contaminada) y P3B (no

contaminada) Base Prat.
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Comparacion de las comunidades bacterianas antes y después de la seleccion:

Los cultivos incubados con diésel tanto a 28 como a 4°C se enriguecieron principalmente
de Pseudomonas, género gue se encontraba en altos porcentajes en todas las muestras
de suelo antes de la seleccion (42,5 en R1A, 23,7% en R2A, 10% en P2A, 68% en P3B)
(Figura 9A y B). Ademas, en R1A se encontrd Burkholderia a 28°C en un porcentaje
similar a lo encontrado en el suelo (Figura 9A), y Janthinobacterium y Variovorax en P2A
en porcentajes menores al 3%, géneros gque ya se encontraban en bajas proporciones

en las muestras de suelo (1,2% y 1% respectivamente) (Figura 9A).

En el caso de los cultivos incubados con fenantreno inoculados con las muestras
contaminadas, en R1A incubado a 28°C la muestra se enriquecié en representantes del
género Pseudomonas que se encontraba en un alto porcentaje en el suelo, pero también
de los géneros Variovorax, Burkholderia y Sphingomonas que se encontraban en muy
bajas proporciones antes de la seleccion. Al incubar esta misma muestra a 4°C la
muestra se enriquecié en representantes de los géneros Pseudomonas y Pedobacter
que se encontraban en proporciones similares respecto al suelo antes de la seleccion y
también de Variovorax y Pigmentiphaga que se encontraban muy subrepresentados
(Figura 9A). En P2A incubado a 28°C el medio se enriquecié de Pseudomonas y
Pedobacter que se encontraban en proporciones similares antes del tratamiento,
mientras que Variovorax, Sphingobium, Mucilaginibacter, Pigmentiphaga Yy
Allorhizobium se encontraban muy subrepresentados (Figura 9A). Al incubar esta la
muestra P2A se favorece principalmente Polaromonas que se encontraba muy
subrepresentado antes del proceso de seleccion, mientras que Pedobacter,
Mucilaginibacter, Pigmentiphaga y Pseudomonas se encontraban en proporciones

similares.
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Respecto a las muestras control incubadas con fenantreno como Unica fuente de
carbono, en R2A tanto a 28 como a 4°C se encontraron principalmente representantes
del género Pseudomonas que se encontraban en alto porcentaje en la muestra de suelo,
pero ademas se favorece Massilia que se encontraba en un menor porcentaje (7%) y
Pedobacter que se encontraba en menor proporcion antes de la seleccién. En P3B al
incubar a 28 o 4°C se encontraron principalmente bacterias del género Pseudomonas
que se encontraban altamente representadas antes de la seleccion, y también

Pseudarthrobacter y Polaromonas que se encontraban en proporciones similares

(Figura 9B).
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Figura 9. Comparacion entre las comunidades microbianas antes y después del proceso de
seleccién. Géneros encontrados al seleccionar microorganismos en diésel o fenantreno, a 28 y 4°C en A)
las muestras contaminadas (R1A y P2A) y B) las muestras no contaminadas (R2A y P3B). Los nombres
sefialados en color rojo presentan las muestras de suelo y en negro las muestras de los cultivos obtenidos

luego de la seleccion bacteriana.
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Al analizar la diversidad Alpha se puede ver que, en los cultivos con glucosa, todas las
muestras cuentan con un nimero reducido de OTUs (no mas de 12) (Figura 10A y B)
acompafado ademas de una diversidad de Shannon baja (menor a 1) (Figura 10C y D),
una dominancia cercana a 1 (Figura 10E y F) y equitatividad cercana a 0 (Figura 10G y
H), lo cual se condice con que todas las muestras se favorecieron en casi un 90% de
Pseudomonas (Figura 8A). En P2A a 28 y 4°C, y en R2A a 4°C, donde se encontraron
otros géneros sobre el 1% cada uno, se nota un leve aumento en el indice de diversidad
de Shannon (Figura 10C y D). Por lo tanto, en relacion con lo encontrado en las muestras
de suelo antes de ser sometidas al proceso, hay una pérdida de la riqueza y también de

la diversidad.

En las muestras incubadas en diésel a 28°C, la riqueza de géneros no supera los 20
mientras que a 4°C no superan los 30 (Figura 10A y B). Pese a que se encuentran mas
OTUs en comparacion a glucosa, la diversidad, dominancia y equitatividad es similar
puesto que todas las muestras constan de méas de un 94% de Pseudomonas (Figura
8B). Ademas, en P2A a 28 y 4°C, y R1A a 28°C se ve un leve aumento de la diversidad
en relacion con las muestras control, lo que se acompafia de un crecimiento al final del
proceso, no observado en las muestras control (R2A y P3B) (Figura 3 y 5C). Por ende,
al igual que en glucosa, el tratamiento produjo en todas las muestras una disminucion
de la riqueza y diversidad bacteriana, con valores mayores de estos parametros en los
consorcios inoculados a partir de las muestras de los sitios contaminados donde hubo

crecimiento.

En los cultivos incubados con fenantreno a 28 o 4°C e inoculados con las muestras
provenientes de los sitios contaminados R1A y P2A a 28°C, se ve una diversidad mayor

(Shannon) con menor dominancia y equitatividad que en los controles (Figura 10C, D,
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E, F, G y H), donde se encontré principalmente Pseudomonas, mientras que en las
muestras P2A y R1A se pueden ver mas géneros representados (Figura 8C). Similar a
lo observado en diésel, un mayor favorecimiento de géneros diferentes (aumento de
diversidad) en los cultivos inoculados con R1A y P2A (contaminados), favorece el
crecimiento y un cambio de coloracién en el medio de cultivo al final del proceso en
relacion con los controles, donde hay menor diversidad y no hay crecimiento (Figura 3

y 5C).

La presencia de los metales en los cultivos con fenantreno inoculados con R1A
(contaminada), disminuyé la diversidad, al incubar tanto a 28 como a 4°C. En cambio,
al inocular con P2A (contaminada) a 28°C la diversidad disminuyé solo con Pb en

cambio al incubar a 4°C, la diversidad aumenta en presencia de los metales.

Cabe destacar que en todas las muestras el nimero de OTUs observados no supera
los 40 géneros mientras que en los suelos se encontraron al menos 62 (Figura 6A y
Figura 10A y B), lo cual indica una pérdida en la riqueza de las muestras, es decir, que

hubo una seleccion de géneros favorecidos bajo las condiciones estudiadas.
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Figura 10. Indices de diversidad Alpha obtenidos a partir de la secuenciacion masiva del gen ARNr

16S luego de los procesos de seleccion bacteriana. A) y B) OTUS observados (riqueza) a 28 y 4°C

respectivamente. C) y D) indice de Shannon-Wiener (diversidad), E y F) indice de Simpson (dominancia)

G) y H) indice de Equitatividad. En los graficos se muestran los indices de los experimentos realizados en:

glucosa (G), diésel (D), fenantreno sin metales (F), fenantreno con cadmio (Cd), fenantreno con plomo (Pb).

En rojo (A, C, E, G) se sefialan los experimentos realizados a 28°C y en celeste (B, D, F, H) los realizados

a4°C.
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4. DISCUSION Y PROYECCIONES

4.1 Relevancia de la investigacion

Descontaminar lo suelos antarticos contaminados con diésel producto de constantes
derrames en zonas costeras donde se encuentran bases cientificas, es de suma
relevancia debido a la nocividad de sus componentes (hidrocarburos y metales
pesados). Ademas del dafio que implican los derrames por diésel sobre las
comunidades microbianas, la flora y fauna, éstos cambian las propiedades fisicas y
guimicas del suelo (Aislabie y col., 2004; Saul y col., 2005; Adams y col., 2015). La
biorremediacién es una forma de descontaminacion de bajo impacto ambiental, y esta
investigacion contribuye en los primeros pasos requeridos para evaluar la factibilidad de
esta estrategia, a través de la busqueda de bacterias antarticas que puedan biodegradar
hidrocarburos contenidos en el diésel. Adicionalmente, se estudié la co-contaminacion
de diésel con metales pesados y el efecto que éstos producen al disminuir la eficiencia
de metabolizacién de HPAs, problematica que ha sido escasamente abordada en el
territorio hasta la fecha (Gran-Scheuch y col., 2017; Abdulrasheed y col., 2020; Gran-

Scheuch y col., 2020; Zakaria y col., 2020).

4.2 Seleccion microbiana a diferentes temperaturas

Dado que se encontraron hidrocarburos (fenantreno y benzo[a]pireno) y metales en las
muestras de suelo antartico, se quiso obtener consorcios y aislados microbianos,
seleccionando los microorganismos que pudieran crecer en presencia de estos
contaminantes. En este caso la seleccion se basoé en la fuente de carbono adicionada
al medio. Por ello, tanto diésel como fenantreno fueron agregados al 0,2%,

concentracion que permite a los microorganismos sobrevivir en el medio de cultivo por
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varios dias pero que ademas no es letal (Stallwood y col., 2005; Ma y col., 2006; Shukor
y col., 2009; Gran-Scheuch y col., 2017). Esto ultimo es especialmente relevante cuando
se trabaja con diésel, puesto que si este es agregado en concentraciones sobre el 1,5%
los solventes organicos contenidos en el combustible pueden ser téxicos para los
microorganismos (Shukor y col., 2009). Ademas, debido al efecto que tiene la presencia
de metales como Pb y Cd sobre la biodegradacion de fenantreno (Sandrin y col., 2003;
Thavamaniy col., 2012: Muthusamy y col., 2016), se hicieron dos procesos de seleccién
en presencia de éstos. Se utilizaron concentraciones de los metales que se ha reportado
gue disminuyen la eficiencia de la biodegradacion de fenantreno (Sandrin y col., 2003;

Gran-Scheuch y col., 2017; Liu y col., 2019).

En el proceso de seleccion realizado a 28°C, después de la primera, tercera y quinta
semana, el crecimiento tanto en diésel como en fenantreno o fenantreno con metales,
se observé en los cultivos inoculados con suelos provenientes de los sitios
contaminados R1A y P2A (Figura 5. A, By C). En el caso del fenantreno, el crecimiento
se asocid a un cambio de coloracién desde traslicido a amarillo. A 4°C, se observa un
fendmeno similar luego de la tercera, sexta y octava semana del proceso. Estos
fendmenos no fueron observados en los cultivos inoculados con las muestras de los

sitios no contaminados (R2A y P3B).

Se ha descrito que, en condiciones aerdbicas en presencia de diésel o fenantreno como
Unica fuente de carbono, bacterias heterdtrofas aumentan su crecimiento con el
aumento de la tasa de biodegradacion de estos compuestos (Liu y col., 2019; Zakaria y
col., 2020). Por lo tanto, los resultados sugieren que efectivamente hubo biodegradacion
de los hidrocarburos y en este caso, el proceso de seleccion favorece a los

microorganismos de las muestras contaminadas, seleccionando a las poblaciones
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capaces de hacerlo en presencia de los metales pesados Cd y Ph. Este fenomeno se
explicaria por las diferencias observadas entre las poblaciones microbianas de los

suelos contaminados y los controles, lo cual se discutira mas adelante.

A 4°C al final de la octava semana (2 semanas después de la segunda renovacion del
medio de cultivo), se observo un mayor cambio de coloracién en el medio de cultivo con
fenantreno, pero con un crecimiento similar respecto a las muestras incubadas a 28°C.
En ese sentido, es posible que a 4°C las bacterias que se vieron favorecidas por el
proceso de seleccion en comparacién a las encontradas a 28°C sean mas eficientes en
la biodegradacion del compuesto, o bien requieran mas de este compuesto para

producir la misma cantidad de biomasa.

Por otra parte, a partir de los consorcios obtenidos al final de los procesos de seleccion,
se aislaron microorganismos que podrian potencialmente tener capacidad para
biodegradar los hidrocarburos por si mismos. También podrian estar creciendo en el
medio de cultivo por interacciones con otros miembros del consorcio que si incorporen
los hidrocarburos en su metabolismo. Esto se podria dilucidar en estudios futuros
estudiando la capacidad de biodegradacion de los aislados obtenidos, cuantificando la
concentracion de los hidrocarburos luego de incubar estos microorganismos en
presencia de diésel o fenantreno como Unicas fuentes de carbono (Gran-Scheuch y col.,

2017).

4.3 Analisis de diversidad bacteriana de las muestras de suelo

Para comprender el efecto de la presencia de los contaminantes (hidrocarburos y
metales), producto de los derrames de diésel en los suelos de la Base Escudero y la

Base Arturo Prat, sobre las comunidades microbianas presentes en ellas, se estudio la
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estructura y composicion bacteriana de las muestras a partir de la secuenciacion masiva

del gen ARNr 16S.

Respecto a las muestras provenientes de la Base Escudero, se encontré que la muestra
R2A proveniente del sitio no contaminado en relacion con R1A que fue expuesto al
combustible, presenté un indice de Shannon y de equitatividad mayor, una menor
dominancia de especies (indice de Simpson) y mayor riqueza (Figura 5A, B, Cy D). Por
lo tanto, estos resultados indican que hubo una disminucién de la diversidad de las
bacterias producto de los derrames por diésel. Este fendmeno de perturbacion de la
estructura microbiana del suelo con una pérdida de la diversidad es comUnmente
observado como consecuencia de derrames de diésel y otros combustibles derivados

del petréleo (Delille, 2000; Aislabie y col., 2001; Saul y col., 2005).

Para comprender con mayor profundidad estos resultados, se analizé la composicién
bacteriana de los suelos, estudiando las abundancias relativas de las bacterias
encontradas a nivel de género. Con relacion a esto, se encontraron en comun entre la
muestra del sitio no contaminado y del contaminado (R2A y R1A) representantes de los
géneros Pseudomonas, Pedobacter, Sphingomonas y Chryseobacterium (Figura 7). Los
primeros 3 se han reportado tanto en suelos antarticos contaminados con petréleo
(Baraniecki y col., 2002; Vazquez y col., 2013; Van Dorst y col., 2014) como en suelos
no contaminados (Huang y col., 2017; Da y col., 2015; See-Too y col., 2017; He y col.,
2019). Representantes del género Chryseobacterium no han sido reportado antes en
suelos antérticos contaminados con petréleo, pero si desde no contaminados (Kampfer
y col., 2009). En presencia del contaminante (muestra R1A), aumenta la abundancia de
bacterias de los géneros Pseudomonas, Chryseobacterium y Sphingomonas, y ademas

aparecen los géneros Sphingobium, Dyadobacter, Burkholderia, Rhizorhapis, vy

44



Actimicrobium, de los cuales solo los dos ultimos no poseen reportes relacionados con
biodegradacién de hidrocarburos del petrdleo. Bacterias pertenecientes al género
Pseudomonas aisladas desde suelos antarticos han sido ampliamente asociadas a
biodegradacion de hidrocarburos alcanos C16, C17, C18, C19, C20 y arométicos como
fenantreno, naftaleno y otros (Aislabie y col., 2000; Stallwood y col., 2005; Ma y col.,
2006; Shukor y col., 2009; Gran-Scheuch y col., 2017). Incluso, se ha reportado que la
pérdida de riqgueza y diversidad con dominancia de Pseudomonas podria ser un
bioindicador de contaminacion y dafio del ecosistema microbiano (Van Dorst y col.,
2014). Bacterias de género Pedobacter han mostrado capacidad para crecer en diésel
como Unica fuente de carbono y se han asociado a la biodegradacién de alcanos como
C8y C10y también de aromaticos como pireno, naftaleno y fenantreno (Margesin y col.,
2003; Vazquez y col., 2013; Li y col., 2019). Bacterias de los géneros Sphingomonas,
Sphingobium, y Burkholderia se han relacionado principalmente a biodegradacion de
hidrocarburos poliaromaticos que incluyen fenantreno, naftaleno, antraceno, pireno,
fluoreno entre otros, en la Antartica y otros ambientes (Aislabie y col., 2000; Kim y col.,
2003; Saul y col., 2005; Huang y col., 2008; Puntus y col., 2008; Izmalkova y col., 2013;
Waigi y col., 2015; Huang vy col., 2008; Van Dorst y col., 2016; Gran-Scheuch y col.,
2017). Bacterias del género Dyadodobacter no se han descrito antes en la Antartica,
pero si en otras zonas polares (Chen y col., 2013; Chaudhary y col., 2020), y se ha
reportado una cepa con gran capacidad para biodegradar hidrocarburos alifaticos

(Olowomofe y col., 2019).

En el caso de las muestras de suelo pertenecientes a la Base Prat, se observa que en
este caso la presencia del contaminante (muestra P2A) provocé un aumento en la

riqueza de los suelos, un mayor indice de Shannon y equitatividad y por ende una menor
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dominancia de especies (indice de Simpson) (Figura 6A, B, C y D). La diferencia
observada en cuanto a la diversidad entre las muestras de suelo de la Base Escudero
con las de la Base Arturo Prat, podria deberse a las diferencias en cuanto a la
concentracion de hidrocarburos presente. En P2A habia casi la mitad de contaminacion
con fenantreno, lo que podria implicar que el efecto del contaminante haya sido menor,

permitiendo el desarrollo de mas biotipos.

A pesar de que no se ha descrito que la presencia del contaminante pueda producir un
aumento en la diversidad microbiana, se ha visto que producto de los derrames de
petroleo u otros combustibles derivados de éste, hay un enriquecimiento de bacterias
que pueden biodegradar estos compuestos (Saul y col., 2005). En ese sentido, en la
muestra no contaminada (P3B) se encontraron en comun con P2A bacterias de los
géneros Pseudomonas, Chryseobacterium y Pedobacter, similar a lo observado en la
base Escudero, aunque en este caso en P3B se encuentra una proporcion mayor de
Pseudomonas. Pero, ademas en la muestra P2A (contaminada), se encontraron los
géneros Alkanindiges, Sulfuritalea, Pseudoxanthomonas, Williamsia, Paenibacillus,
Mucilaginibacter, Immundisolibacter, Taibaiella, Luteolibacter, Arcticibacter,
Fermentimonas y Proteiniphilum. De éstos, los primeros 8 géneros mencionados
poseen especies asociadas a biodegradacién de hidrocarburos (Obuekwe y col., 2009;
Ron & Rosenberg, 2010; Nopcharoenkul y col., 2013; Benedek y col., 2016; Corteselli y
col., 2017; Nwinyi, & Amund, 2017; Jiang y col., 2019; Dong y col., 2020; Feng y col.,
2020), al igual que Pseudomonas, Chryseobacterium y Pedobacter como se dijo
anteriormente. Entre ellos destaca Alkanindiges que ademas de ser el mas abundante,

posee especies biodegradadoras obligadas de hidrocarburos (alcanos y aromaticos), lo
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cual significa que no pueden crecer sin este tipo de fuente de carbono (Bogan y col.,

2003; Klein y col., 2007).

Por lo tanto, estos antecedentes sugieren que la presencia de diésel en ambos sitios
muestreados, estarian alterando la diversidad y la composicion microbiana de los
suelos, con un enriguecimiento de bacterias con capacidad para biodegradar

hidrocarburos de este combustible.

Las muestras R1A y P2A se encontraban ademas co-contaminadas con Cd y Pb
producto de los derrames por diésel (Tabla 2, anexo). En relacién a esto, estudios
anteriores han reportado bacterias pertenecientes a los géneros Pseudomonas,
Pedobacter, Sphingomonas, Burkholderia y Sphingobium, en suelos co-contaminados
con cadmio, plomo, entre otros metales e hidrocarburos, mostrando resistencia a estos
metales (Colombo y col., 2011; Thavamaniy col., 2013; Kuppusamy y col., 2016; Gran-
Scheuch y col., 2017; Hemmat-Jou, y col., 2018). A su vez, los géneros encontrados en
la muestra P2A, Pseudoxanthomonas, Paenibacillus, e Immundisolibacter también han
sido reportados en suelos co-contaminados con metales e hidrocarburos (Patel, V.,
Cheturvedula, S., & Madamwar, D. 2012; Thavamani y col., 2013; Li y col., 2020). Los
géneros Mucilaginibacter y Sulfuritalea también encontrados en esta muestra de suelo,
han sido reportados en suelos contaminados con altas concentraciones de metales
pesados como Pb y Cd (Tang y col., 2016; Li y col.,, 2018; Zhai y col., 2020).
Alkanindiges, que mostro ser el género mas abundante en P2A, no ha se ha asociado
con resistencia a metales pesados. Sin embargo, el género Acinetobacter, el cual se
encuentra filogenéticamente relacionado a este género, se ha reportado como resistente

a Cd, Pby otros metales. En ese sentido, se ha descrito ampliamente el efecto de estos
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metales sobre la biodegradacion de hidrocarburos en Acinetobacter (Sandrin y col.,

2003; Czarny y col., 2020).

Por lo tanto, estos antecedentes sugieren que las muestras provenientes de los sitos
contaminados, se enriquecieron en bacterias biodegradadoras de hidrocarburos y
ademas resistentes a los metales ahi presentes. Estos hallazgos, refuerzan la
importancia de considerar la co-contaminacion con metales pesados cuando se analizan

las comunidades microbianas de estas zonas.

4.4 3.4 Andlisis de diversidad bacteriana después del proceso de seleccidn

La secuenciacion masiva del gen ARNr 16S de las muestras de suelo, permitié conocer
la composiciéon microbiana. Estos resultados mostraron que las muestras provenientes
de los sitios contaminados con diésel se encontraban enriquecidas de bacterias que
biodegradan hidrocarburos del petréleo. En este contexto, se quiso estudiar cdmo estas
bacterias se ven afectadas y cuales se enriquecen bajo las presiones de seleccion a las

cudles estas fueron sometidas en el laboratorio (Figura 2, anexo).

Seleccion con glucosa como Unica fuente de C:

En los cultivos suplementados con glucosa como unica fuente de carbono, se encontré
principalmente bacterias del género Pseudomonas en todas las muestras, tanto a 28
como a 4°C (Figura 8. A), género que es comunmente encontrado en la Antartica y que
ha sido aislado previamente bajo condiciones de cultivo similares (Bozal y col., 2007,
Carrion y col, 2011). Ademas de ello, se encontraron Janthinobacterium vy
Stenotrophomonas a 28 y 4°C en P2A, géneros con cepas reportadas como

psicrotolerantes (Mojib y col., 2013; Vazquez y col., 2005).
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La glucosa es una fuente de carbono de facil y rdpida metabolizacion utilizable por gran
parte de los microrganismos. Por lo tanto, la mayoria de los microorganismos
encontrados en el suelo antes de ser sometidos al proceso de seleccidon deberian haber
crecido en este medio de cultivo. Sin embargo, se seleccionaron principalmente
bacterias del género Pseudomonas (Figura 10 Ay B) probablemente porque encontraba
en un alto porcentaje en las 4 muestras de suelo. Dado que el cultivo fue incubado por
varios dias, es posible que estas bacterias hayan metabolizado mas eficientemente el

compuesto desplazando a las demas.

Seleccién con diésel como Unica fuente de C:

En el caso de los cultivos suplementados con diésel como Unica fuente de carbono,
incubados a 28 o0 4°C que fueron inoculados con las muestras de suelo contaminadas
(R1A y P2A), al igual que en glucosa se encontré predominantemente Pseudomonas
(Figura 8B). Como se dijo anteriormente (4.3), Pseudomonas es de los géneros con mas
cepas descritas y aisladas en la Antartica que han mostrado capacidad para biodegradar
hidrocarburos del petréleo. Posee varias cepas psicrotolerantes capaces de biodegradar
variados hidrocarburos presentes en el diésel como fenantreno, naftaleno y otros
aromaticos, ademas de alcanos como C16, C17, C18, C19, C20, en ensayos realizados
entre 4 y 30°C (Aislabie y col., 2000; Stallwood y col., 2005; Ma y col., 2006; Shukor y
col., 2009; Gran-Scheuch y col., 2017). Ademas de esto, se encontrd Burkholderia en la
muestra R1A incubada a 28°C, género que ha sido reportado en suelos subantarticos
contaminados con diésel, mostrandose como uno de los géneros predominantes en
ensayos de biodegradacion de hidrocarburos de petroleo (Van Dorst y col., 2016).
Ademas de ello, este género se ha encontrado en otros ambientes, con cepas

reportadas capaces de biodegradar hidrocarburos como fenantreno y naftaleno entre 24
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y 30°C (Balashova y col., 1999; Kang y col., 2003; Huang y col., 2008; Puntus y col.,
2008; I1zmalkova y col., 2013). En la muestra contaminada P2A (Base Prat) incubada
con diésel, al igual que con glucosa se vio favorecido el género Janthinobacterium tanto
a 28 como a 4°C (Figura 8B). Este género como se dijo anteriormente ha sido reportado
en distintas zonas de la Antartica y ademas Kuc y col. (2019) reportaron una cepa
psicrotolerante capaz de biodegradar n-alcanos del diésel a 15°C. Este género también
se ha reportado en otros ambientes obtenidos desde sitios contaminados con diésel,
con cepas capaces de biodegradar hidrocarburos de petréleo entre 15 y 25°C (Ciric y
col., 2010; Stickney y col., 2010; Pham y col., 2014; Borowik & Wyszkowska, 2018). En
la muestra P2A incubada a ambas temperaturas también se favorecié Variovorax
(Figura 8B), el cual ha sido reportado como género predominante en suelos antarticos
contaminados con diésel (Saul y col.,, 2005). Ademas, se ha descrito una cepa
perteneciente a este género, capaz de biodegradar antraceno a temperatura ambiente
(Jones by col., 2011) y otra aislada desde suelo artico, capaz de crecer en fenantreno

0 pireno a baja temperatura (7°C) (Eriksson y col., 2003).

Cabe mencionar que los cultivos que fueron inoculados con las muestras de suelo
contaminados (R1A y P2A) en donde se observé crecimiento al incubar a 28 y 4°C, ya
se encontraba el género Pseudomonas con una alta predominancia, especialmente en
la muestra de la Base Escudero (Figura 9). Ademas, en ambas muestras se encontraban
también otros microorganismos que potencialmente podrian biodegradar hidrocarburos
del petroleo (4.3, discusion). Sin embargo, ninguno de éstos se vio favorecido bajo las
condiciones estudiadas en el laboratorio (salvo Burkholderia, Janthinobacterium y
Variovorax). En este contexto, se ha descrito que una de las limitaciones en la captacion

y biodegradacion de los hidrocarburos por parte de los microorganismos es la
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insolubilidad que éstos tienen en agua. Por este motivo, muchos de ellos han
desarrollado un mecanismo para aumentar la solubilidad y el acceso a estos
compuestos mediante la producciébn de moléculas como bioemulsificadores o
biosurfactantes. Estas moléculas de caracter anfipatico ayudan a producir micro
emulsiones o micelas donde se genera una interfase entre los hidrocarburos y la parte
polar (medio liquido acuoso). Con ello se incrementa la biodisponibilidad y por ende el
flujo de los compuestos donde creceran estos microorganismos (Peng y col., 2008). En
relacién a esto, se han reportado varias cepas pertenecientes al género Pseudomonas
capaces de producir este tipo de compuestos ayudando a la metabolizacion de
hidrocarburos poliaromaticos y alifaticos (Déziel y col., 1996; Scheibenbogen y col.,
1994; Nie y col., 2010; Meliani & Bensoltane 2014). Es por estos antecedentes que se
especula que bacterias del género Pseudomonas se podrian haber seleccionado
preferentemente bajo las condiciones trabajadas, aunque seria necesario realizar
estudios para demostrar que estas moléculas podrian estar favoreciendo el proceso y

la seleccion.

Por lo tanto, estos antecedentes sugieren que en medio liquido con diésel como Unica
fuente de carbono, bacterias pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Variovorax,
Burkholderia y Janthinobacterium, se favorecieron por a su capacidad para biodegradar

alcanos y/o hidrocarburos poliaroméaticos de este combustible.

Por otro lado, a pesar que en los consorcios obtenidos de los cultivos inoculados con
las muestras de suelo no contaminadas (R2A y P3B) se encontrd un alto porcentaje de
Pseudomonas al igual que en R1Ay P2A, en estas muestras no se observo crecimiento
microbiano. Por lo tanto, es posible que en estos cultivos se haya seleccionado

principalmente Pseudomonas considerando que este género ya se encontraba
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altamente representado en las muestras de suelo antes de ser sometidas al tratamiento
en el laboratorio (Figura 9). Es probable que debido a la ausencia del contaminante en
el ambiente natural, la muestra se encontrase enriquecida principalmente en cepas que

no tenian capacidad para biodegradar los hidrocarburos.

Seleccion con fenantreno como Unica fuente de C:

En el cultivo obtenido de la incubacién a 28°C con fenantreno como Unica fuente de
carbono inoculado con la muestra contaminada R1A (Base Escudero), se encontraron
predominantemente representantes de los géneros Pseudomonas, Pigmentiphaga,
Variovorax, Rhizorhapis, Sphingobium y Burkholderia. Como se dijo anteriormente, los
géneros Pseudomonas, Variovorax y Burkholderia tienen cepas reportadas que
biodegradan fenantreno y otros aromaticos a 28°C o temperaturas similares. El género
Pigmentiphaga ha sido reportado escasamente en zonas polares, con una cepa aislada
desde nieve antartica (Antony y col., 2016) y un lago artico (Veillette y col., 2011), pero
no desde muestras de suelo antartico y que ademas crezcan en fenantreno. Sin
embargo, se han reportado cepas provenientes de otros ambientes capaces de
biodegradar antraceno y fenantreno a temperatura ambiente (Jones a y col., 2011,
Jones.b y col.,, 2011). Bacterias pertenecientes al género Sphingobium reportadas
desde muestras antarticas, se han asociado a la biodegradacion de fenantreno y otros
compuestos aromaticos (Aislabie y col., 2000; Gran-Scheuch y col., 2017). Respecto a
Rhizorhapis no existen reportes en la literatura sobre su presencia en la Antartica y
tampoco se ha asociado a la biodegradacién de fenantreno u otro compuesto aromatico.
Al incubar esta misma muestra a 4°C, se favorece nuevamente Pseudomonas,
Variovorax y Pigmentiphaga, los primeros dos con cepas psicrotolerantes que

biodegradan fenantreno a bajas temperaturas (Eriksson y col., 2003; Ma y col., 2006),
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mientras que los otros géneros encontrados a 28°C son reemplazados por Pedobacter.
Este es un género que se ha reportado en la Antartica con cepas capaces de crecer en
compuestos aromaticos a 15°C (Vazquez y col., 2013) y también se ha obtenido desde
otros ambientes donde cepas mostraron capacidad para biodegradar fenantreno y otros

hidrocarburos a bajas temperaturas (Li y col., 2019; Margesin y col., 2003).

Respecto a la muestra contaminada de la Base Arturo Prat (P2A), cuando se incubd con
fenantreno a 28°C, al igual que en la muestra R1A, se favorecieron predominantemente
representantes de los géneros Pseudomonas, Variovorax, Pigmentiphaga vy
Sphingobium, pero también Mucilaginibacter, Pedobacter y Allorhizobium, que como se
dijo anteriormente se ha reportado que hay cepas de estos géneros capaces de
biodegradar hidrocarburos aroméaticos (a excepcion de Allorhizobium). En contraste, al
incubar P2A con fenantreno a 4°C, se encuentran nuevamente Pseudomonas,
Variovorax, Mucilaginibacter, Pedobacter y Pigmentiphaga. Sin embargo, su
abundancia es notablemente menor puesto que en este caso se encuentra casi un 80%
de Polaromonas. Este género bacteriano es cominmente encontrado en zonas frias o
polares, ya sea en agua, hielo o suelos (Ciok y col., 2018). Ademas de ello, se han
reportado cepas capaces de biodegradar compuestos aromaticos como fenantreno,
antraceno y pireno a bajas temperaturas (7-10°C) Eriksson y col., 2002; Jeon y col.,
2004). En muestras de suelo antartico se ha reportado Polaromonas naphthalenivorans
(Vazquez y col., 2017; Jurelevicius y col., 2012), especie que biodegrada naftaleno

(Jeony col., 2004).

Por lo tanto, estos antecedentes sugieren que bacterias pertenecientes a los géneros
antes mencionados que se enriquecieron en los cultivos inoculados con las muestras de

suelo contaminadas, estarian biodegradando el fenantreno y generando la energia y
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biomasa necesarias para el crecimiento y el cambio de coloracion observado en el

medio de cultivo a 28 y 4°C.

En relacién con las muestras R2A y P3B provenientes de los sitios no contaminados, al
incubar a 28 0 4°C se seleccionaron principalmente bacterias del género Pseudomonas.
En R2A incubado a 4° C, donde se observé un leve crecimiento al final de la sexta y
octava semana, también aumento la abundancia de bacterias pertenecientes al género
Massilia (35%). Aungue bacterias de este género poseen capacidad para biodegradar
fenantreno y otros hidrocarburos aromaticos (Liu y col., 2014), considerando que el
crecimiento y cambio de coloraciébn fue minimo, los resultados sugieren que las
bacterias favorecidas tendrian una baja eficiencia para biodegradar los compuestos. Por
lo tanto, ocurriria algo similar a lo observado en las muestras control incubadas con
diésel. A pesar de que el medio se enriquecio principalmente en Pseudomonas, es
posible que las cepas que se encontraban en el suelo no tenian capacidad para

biodegradar hidrocarburos, considerando que los sitios no estaban contaminados.

Seleccidn con fenantreno en presencia de metales:

Al incubar a 28°C con fenantreno como Unica fuente de carbono suplementado con
cadmio e inocular con la muestra contaminada R1A (Base Escudero), el género
Sphingobium no es detectable (Figura 8D). En estudios previos se reporté que
Sphingobium xenophagum aislado también desde muestras de suelo antartico de la Isla
Rey Jorge contaminado con diésel, disminuye su crecimiento y capacidad de
biodegradacion de fenantreno en presencia de cadmio a la concentraciéon aplicada en

este estudio (Gran-Scheuch y col., 2017).
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En la muestra contaminada P2A (Base Arturo Prat), la presencia de cadmio favorecio a
representantes del género Variovorax tanto a 28 como a 4°C (Figura 8D y E). Enrelacion
con lo anterior, se ha demostrado que bajas concentraciones de cadmio favorecen la
biodegradacion de fenol (compuesto aromético derivado del petréleo) y por ende el
crecimiento de bacterias pertenecientes a este género (Hupert-Kocurek y col., 2013), lo
cual podria explicar el fenébmeno observado. Al incubar esta misma muestra con
fenantreno en presencia de Pb, se observa el favorecimiento del género Sphingobium.
Al respecto, se han reportado previamente que representantes de este género poseen

una alta resistencia a este metal (Song y col., 2019; Jalilvand y col, 2020).

4.5 Proyecciones

A partir de esta investigacion, se obtuvieron consorcios y aislados bacterianos que
mostraron capacidad para biodegradar hidrocarburos encontrados en el diésel,

particularmente fenantreno en presencia de los metales pesados cadmio y plomo.

Gracias a estos resultados, en estudios posteriores se podrian utilizar los
microorganismos encontrados para realizar pruebas de laboratorio ex situ de
descontaminacion de suelos contaminados con diésel. Con ello, se podrian optimizar
las condiciones necesarias para poder realizar una biorremediacion in situ que permita

mitigar la problematica ambiental abordada en esta investigacion.
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5. CONCLUSIONES

Los derrames de diésel en las muestras de suelo de la Base Escudero y Arturo Prat que
fueron estudiadas, tuvieron como consecuencia una alta concentracion de fenantreno y
metales pesados como plomo y cadmio. Esto provocd un cambio en la estructura
(diversidad Alpha) y en la composicion de las comunidades bacterianas, observandose
un enriquecimiento de bacterias que pueden biodegradar hidrocarburos que componen

el diésel y que resisten a metales pesados.

Los procesos de seleccion microbiana realizados permitieron enriquecer las muestras
en bacterias que pueden biodegradar diésel o fenantreno. Se seleccionaron bacterias
que ya se encontraban enriquecidas en las muestras de suelo y también otras que se
favorecieron durante el proceso, capaces de biodegradar el fenantreno en presencia de
Cd o Pb. También se observé que incubar a bajas temperatura favorece la presencia de

bacterias tipicas de zonas polares que biodegradan hidrocarburos.

Por lo tanto, los experimentos realizados en esta investigacion permiten aceptar lo
planteado en la hipétesis: “microorganismos provenientes de suelos antarticos
contaminados con diésel, son capaces de crecer con hidrocarburos del petréleo como
unica fuente de carbono en presencia de metales pesados a diferentes temperaturas”.
Estos resultados destacan la importancia de estudiar las comunidades microbianas de
suelos antarticos cuando ocurren derrames de diésel, zonas que son altamente
sensibles por el rol fundamental que tiene este continente sobre el mantenimiento del
equilibrio del ecosistema Terrestre. Estos resultados también recalcan la relevancia de
considerar los metales pesados y el efecto de la temperatura, al seleccionar los

microorganismos Optimos para una biorremediacion eficiente.
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ANEXO

Tabla 1 anexo. Descripcién de los sitios de muestreo.
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Muestra de suelo

Figura 1 anexo. Caracterizacién de muestras de suelo antartico. A) Datos correspondientes a la

cuantificacion mediante espectroscopia de fluorescencia de fenantreno (fen) y benzopireno (BaP). ANOVA

de dos vias, p-value < 0,0001. B) y C) Comparacién mediante ANOVA de una via de la concentracion de

fenantreno y benzo[a]pireno respectivamente, en relacion con la muestra control.

Tabla 2 anexo. Cuantificacion de plomo y cadmio en muestras de suelo.

Muestra Concentracion Concentraciéon

Plomo (ppm) Cadmio (ppm)
BEN1A (c) 2,65 < 0,025
E2A 168 < 0,025
E1A 36,8 < 0,025
E2B 16 < 0,025

H5A 7,02 0,07

H5B 7,39 0,038
P2A 390 0,208
P2B 69,2 0,036
P4A 17,2 < 0,025
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R2A (c) 4,18 < 0,025

R1A 105 < 0,025
O1A 81,6 0,416
O5A 192 0,272

*Las muestras sefialadas con una “c” entre paréntesis corresponden a las muestras control
provenientes de los sitios no contaminados con diésel.
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Figura 2 Anexo. Esquema del proceso de seleccién microbiana. Metodologia llevada a cabo para el
proceso de seleccion microbiana tanto a 28 como a 4°C, con sus respectivos tiempos de incubacion, las 4

muestras de suelo (R1A, R2A, P2A 'y P3B) y, las seis condiciones estudiadas.
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