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Estudio de las bacterias degradadoras de hidrocarburos (BDH) en EPEA

BIODEGRADACION DE HIDROCARBUROS EN LA ESTACION EPEA

(38° 28’ S - 57° 41’ O)

Se llevo a cabo un monitoreo de bacterias degradadoras de hidrocarburos (BDH), desde el afio 2006 al
2018 en la Estacién EPEA (Costa Sud-Atlantica), con el fin de analizar su abundancia y su potencialidad

para metabolizar estos compuestos. Los valores de BDH variaron entre 108 y 105 UFC ml-! y se observé
un leve aumento a través del tiempo, que podria relacionarse con los cambios de temperatura del mar
reportados en los ultimos afos. Estudios adicionales serian necesarios para evaluar el impacto del cambio
climatico sobre los procesos de detoxificacion mediados por microorganismos. Se evalud la habilidad de
36 cepas para utilizar hidrocarburos (HC), mostrando algunas de ellas un amplio perfil de biodegradacion.
Ademas, a partir de cultivos de enriquecimiento con fenantreno (Fen), 5 cepas fueron identificadas como
Halomonas sp. E1, E2 y E3; Rhodococcus sp. E4 y Pseudomonas sp. E5. La degradacion completa de Fen
fue demostrada en las cepas E4 y E5, mientras que las cepas E1, E2, E3 y E4 exhibieron produccién de
surfactantes. El presente estudio aportd los primeros conocimientos acerca del potencial intrinseco de
biodegradacién de HC por comunidades bacterianas en la estacion EPEA. Algunas de los aislamientos
exhibieron propiedades fisiolégicas que podrian tener significancia ecolégica frente a alteraciones
ambientales, como la presencia de contaminantes. Particularmente, la cepa E4 de Rhodococcus sp. podria
ser una alternativa en la seleccién microbiana destinada a la degradacién de hidrocarburos poliaromaticos.
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BIODEGRADACION DE HIDROCARBUROS EN LA ESTACION
EPEA (38° 28’ S - 57° 41’ O)

SILVIA R. PERESSUTTI

Instituto Nacional de Investigacion y Desarrollo Pesquero (INIDEP)

INTRODUCCION

A pesar del gran flujo de masas de agua y el poder de dilucién de las aguas marinas, la
contaminacion por hidrocarburos (HC) debido a las actividades industriales y de embarcaciones
produce un significante impacto sobre estos ecosistemas (Muniz y Venturini 2015). Es
ampliamente reconocido que la polucion por tales compuestos téxicos ha dafiado océanos, mares
y zonas costeras, representando una constante amenaza para la sustentabilidad de los ambientes
marinos (Mc Genity et al. 2012). En océanos abiertos y en aguas costeras el principal aporte de
HC ocurre por derrames accidentales y descargas deliberadas de embarcaciones, tales como de
agua de lastre, goteo continuo de motores y residuos de sentinas (Alper 2003). Las operaciones
normales de los barcos son responsables de mas del 70% de los HC que ingresan al mar a partir
del transporte maritimo (Nievas et al., 2006). Asimismo, el continuo crecimiento del trafico de
embarcaciones puede contribuir a nuevos accidentes o pérdidas de combustible de mayor
envergadura en las rutas comerciales, cuyas consecuencias ambientales podrian ser aun de
mayor envergadura que las conocidas hasta el presente. Los ambientes marinos son
especialmente vulnerables, ya que estos derrames, tanto de zonas costeras como de mar abierto,
son pobremente contenidos y dificiles de mitigar (Paniagua y Rosales, 2015)

Como resultado del ingreso de contaminantes en el medio acuatico, han sido observados
efectos adversos a distintos niveles de organizacion bioldgica (Sun et al. 2018), inclusive al nivel
de comunidades de la fauna benténica (Larsson et al. 2018). Ademas, se ha demostrado su
bioacumulacion con posible transferencia a humanos a través de alimentos de origen marino
(Morales-Caselles et al. 2008). Los HC pueden tener efectos nocivos y algunos de ellos como los
aromaticos policiclicos (HAPS) poseen caracteristicas mutagénicas y carcinogénicas, asi como
también es posible que sean resistentes a la biodegradacién (Ghosal et al. 2016). Tales
compuestos téxicos, después de incorporados al ambiente, pueden sufrir procesos de
transformacién, especiacion, removilizacion y consecuente incorporacion en las redes tréficas
(Sun et al. 2018).

La biodegradacién por poblaciones microbianas autdctonas es considerada como el principal
proceso para una exitosa remocion de diversos xenobioticos, entre ellos HC, de los ambientes
contaminados. Las bacterias no sélo intervienen en los principales ciclos biogeoquimicos sino que
llevan a cabo funciones fundamentales en los ecosistemas como la detoxificacion y recuperaciéon
ambiental. Ademas, poseen gran adaptabilidad a diferentes condiciones ambientales, rapido
crecimiento poblacional y amplia versatilidad metabdlica (Deng et al. 2014). La caracterizacion de
las comunidades microbianas autéctonas, y sus capacidades catabdlicas resultan esenciales para
predecir el alcance de la biodegradacion natural o para la aplicacién de biotecnologias destinadas
a remediar ambientes contaminados (Muangchinda et al. 2015).

Por otro lado, también es importante el estudio de estos microorganismos y su monitoreo a
través del tiempo, en el contexto del cambio climatico global. Se ha demostrado que las
interacciones entre la acidificacion oceanica, la incrementada radiacién UV y los contaminantes
antropogénicos pueden alterar los procesos de detoxificacion y recuperacion, mediados por
microorganismos, en los ecosistemas contaminados (Coelho et al. 2013; Louvado et al. 2018;
Cabral et al. 2019).

2
Biodegradacidon de hidrocarburos en la estacion EPEA




@ INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION Y DESARROLLO PESQUERO

La Estacion Permanente de Estudios Ambientales (EPEA) se encuentra situada a 27 millas
nauticas (50 km) de la costa de Mar del Plata, donde se llevan a cabo multiples actividades con la
finalidad de recabar informacion sobre las variaciones de las comunidades plancténicas en
relacién con los factores ambientales. Esta estacidon marina se encuentra afectada por el creciente
trafico de embarcaciones con posibles descargas de hidrocarburos, provocando el desarrollo de
poblaciones microbianas degradadoras de contaminantes.

El objetivo del presente estudio fue llevar a cabo un monitoreo de bacterias degradadoras de
hidrocarburos (BDH) desde el afio 2006 al 2018, con el fin de analizar su abundancia a través del
tiempo y la capacidad bacteriana de metabolizar estos compuestos. Asimismo, se seleccionaron e
identificaron cepas autéctonas capaces de degradar fenantreno (HAP) y se analizé su potencial
de biodegradacion y su actividad emulsificante. Microorganismos de varios géneros como
Rhodococcus, Pseudomonas, Burkholderia, Sphingomonas, Acinetobacter y Mycobacterium han
sido previamente identificados como degradadores de HAPs, y a su vez, se ha demostrado la
mineralizacién completa de arométicos de bajo y de alto peso molecular (Ghosal et al. 2016;
Johnsen et al. 2005). Ademas, algunas bacterias degradadoras de HAP exhiben estrategias para
mejorar la accesibilidad de hidrocarburos, como la produccién de biosurfactantes (Pedetta et al.
2013).

MATERIALES Y METODOS
1. Muestreo

Se colectaron muestras de agua superficial en la estacion EPEA (38° 28’ S — 57° 41’ O) (Figura
1), durante 46 campafas de investigacion del INIDEP llevadas a cabo entre los afios 2006 y 2018.
Las mismas fueron tomadas con baldes limpios y enjuagados con agua de mar, trasvasadas a
recipientes estériles y conservadas a 4°C hasta su procesamiento. En la estacion de muestreo se
registraron los perfiles de temperatura y salinidad medidos con un CTD (SeaBird SBE 19) por
BaRDO (Base Regional de Datos Oceanograficos) del (INIDEP).
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Figura 1. Estacion Permanente de Estudios Ambientales Muestras (EPEA).
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2. Recuentos y aislamiento de microorganismos degradadores de hidrocarburos

Con la finalidad de cuantificar BDH y aislar cepas bacterianas puras, se realizaron 3 diluciones
de las muestras de agua en solucién salina (CINa 9%, p/v). Se tomaron alicuotas por duplicado de
cada dilucion y las mismas fueron sembradas sobre un medio de cultivo de sales minerales (MSM)
(Schlegel et al. (1961), modificado por la adicion de CINa al 3% (p/v) y 50 ul de gasoil como Unica
fuente de carbono y energia. Se utilizé gasoil como sustrato ya que constituye uno de los
productos de destilacion del petréleo crudo. Como control negativo se utilizaron placas de agar
MSM sin gasoil. Las placas fueron incubadas aerobicamente a 25° C durante 7 a 14 dias, luego se
contaron aquellas que presentaran entre 30 a 300 colonias y los recuentos fueron expresados
como UFC ml™. Las colonias con distinta morfologia se repicaron y purificaron por sucesivas
siembras sobre placas de agar MSM-gasoil. Los cultivos puros de los aislamientos seleccionados
fueron preservados en dimetil sulfoxido (DMSQO) al 10% a -80 °C.

3. Perfil de utilizacion de hidrocarburos de las cepas seleccionadas

Se seleccionaron y purificaron 36 cepas bacterianas a partir de las placas de MSM-gasoil y se
probé el crecimiento sobre diversos hidrocarburos, con el objetivo de determinar su potencial
degradativo (Peressutti et al. 2003). Se inocularon suspensiones de las cepas en MSM liquido
suplementado con diferentes hidrocarburos como substrato, en una concentracion final de 0,5 %
(p/v 6 viv), excepto los HAPs que fueron usados a 0,1% (viv 6 p/v) ya que mayores
concentraciones podrian ser téxicas para el crecimiento cellular. Se probaron mezclas complejas
de hidrocarburos como gasoil, kerosene y aceite mineral; e hidrocarburos puros como alifaticos
(pentano, hexano, octano, pentadecano, hexadecano, dodecano y fenildecano), cicloalcano
(ciclohexano), monoaromaticos (benceno y tolueno) y poliaromaticos (naftaleno, antraceno y
fenantreno). Los tubos fueron incubados a 25 °C por 14 dias y el desarrollo bacteriano fue
evaluado por densidad Optica a 600 nm (ODgq). Para cada aislamiento se realizaron controles sin
fuente de carbono.

4. Caracterizacién de bacterias degradadoras de HAPs
4.1. Cultivos de enriguecimiento

Con el fin de estudiar bacterias con capacidad de degradar aromaticos se utiliz6 la técnica de
enriguecimiento selectivo con fenantreno (Fen) como Unica fuente de carbono y energia, de
acuerdo a Pedetta et al. (2013). Se tomaron alicuotas de 10 ml de agua de mar y se inocularon en
frascos de 500 ml con 100 ml de medio de cultivo MSM suplementado con Fen (MSM-Fen) en una
concentracion final de 160 mg I'*. Los cultivos fueron incubados aerébicamente en un agitador
orbital a 25 °C y 150 rpm durante 15 dias y el crecimiento bacteriano fue evaluado por densidad
Optica a 600 nm (ODgn). Luego, alicuotas de 100 p de los cultivos fueron diseminados sobre
placas de MSM-Fen agarosa, las cuales fueron incubadas a 25 °C durante 7 dias. Se
seleccionaron colonias que fueron purificadas por sucesivos repiques en el mismo medio y
conservadas con DMSO al 10% a -80 °C.

Las placas de MSM-Fen agarosa fueron preparadas como sigue: el medio MSM sin fuente de
carbono y con 1,2% de agar fue vertido sobre placas de Petri. La superficie de las mismas fueron
cubiertas con una capa de agarosa al 1% (p/v) y Fen en una concentracion final de 340 mg I"*
(Bogardt and Hemmingsen 1992).

4 .2. ldentificacion molecular de los aislamientos bacterianos

La identificacién de los aislamientos se bas6 en la secuencia génica del ARNr 16S. El ADN
gendmico fue extraido de acuerdo a Wilson (2001), y su calidad evaluada por electroforesis en gel
de agarosa al 0,8% luego de tincién con SyberSafe (Invitrogen, Argentina). Las amplificaciones
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por PCR fueron llevadas a cabo wusando los cebadores universales F27 (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) y R1492 (5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) (Devereux
and Willis 1995). La mezcla de reaccion contenia: 1 pl de ADN gendmico extraido; 5 Ul/ul de ADN
polimerasa GoTaq (Promega); buffer 5X provisto por el fabricante de la enzima; 10 mg/ml de BSA;
2,5 mM de dNTPs y 5 uM de cada cebador en un volumen de reaccién de 25 pl. Las condiciones
de amplificacién consistieron en una desnaturalizacion inicial de 4 minutos a 94 °C; seguida por 10
ciclosde30sa94 °C,45sa62°Cy1mina 72 °C; luego por 25 ciclosde 30sa 94 °C,45s a
57 °Cy 1 min a 72 °C, con una extensioén final de 10 min a 72 °C (Olivera et al. 2005), utilizando
un termociclador Life Express (TC-96/T/H.a). Los productos de PCR fueron sometidos a
electroforesis en geles de agarosa al 1,5% (p/v) con SyberSafe y visualizados bajo luz UV en
GelDoc EQ (Bio-Rad, Hercules, CA, USA. Los fragmentos de DNA del tamafio esperado (1,3 kbp)
fueron eluidos, purificados y secuenciados en INTA Castelar (Argentina), usando los cebadores
F63 (5-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3) y F530 (5-GTGCCAGCMGCCGCGG-3’). Los
fragmentos secuenciados resultantes se compararon con secuencias contenidas en la Base de
Datos Publica NCBI/BLAST. Luego, las secuencias fueron analizadas filogenéticamente con el
programa MEGA 5.2 (Tamura et al. 2011). Los arboles filogenéticos fueron construidos mediante
el algoritmo neighbor-joining (NJ), a partir de la matriz de distancia calculada siguiendo el modelo
Tamura-Nei con distribucién discreta Gamma. La estabilidad entre los clados fue ensayada a
través de andlisis bootstrap con 1000 réplicas. Las secuencias de ARNr 16S se depositaron en la
base de datos del GenBank bajo los nimeros de acceso MW160443 a MW160447.

4.3. Degradacion de fenantreno por HPLC

Para los experimentos de biodegradacion, los cultivos bacterianos en fase exponencial fueron
inoculados en 50 ml de medio MSM-Fen liquido y como control abidtico se utilizé un frasco sin
inocular. Los cultivos fueron incubados aerdbicamente mediante agitacion orbital a 25 °C y 150
rpm durante 12 dias. Con la finalidad de medir la concentracion de Fen residual se tomaron 3 ml
de los cultivos cada 48h y se llevd a cabo una extraccidbn con acetonitrilo. Los tubos fueron
incubados con agitacion orbital durante 1 h a 25 °C y 150 rpm. Luego, los extractos fueron
centrifugados (2500 g, 10 min) y los sobrenadantes analizados por HPLC en fase reversa, de
acuerdo con NIOSH (1998). Estas mediciones fueron realizadas en la Comision Nacional de
Energia Atémica (CNEA), Centro Atomico Constituyentes (San Martin, Buenos Aires). El sistema
instrumental de HPLC (ACCELA 600, Thermo Scientific, USA) consisti6 de una bomba
cuaternaria, un muestreador automatico y un detector de matriz de fotodiodos. La temperatura del
horno de columna fue programada a 50 °C y la longitud de onda de cuantificacion fue de 254 nm.
Las separaciones fueron realizadas usando una columna C-18 de 3 um de particula, de 250 x 4.6
mm (Inertsil ODS-3; GL Science, Japén). Se llevé a cabo una elucién eisocratica con 80%
acetonitrilo/20% agua deionizada a una velocidad de flujo fue de 0.9 ml min™".

4.4. Ensayos de produccion de biosurfactantes

La produccion de surfactantes, a partir de los aislamientos cultivados en MSM-Fen, fue
analizada mediante dos métodos diferentes: (i) ensayo del colapso de gota y (ii) prueba de
emulsificacién. El primero se llevé a cabo siguiendo la técnica Jain et al. (1991), mediante la
adicién de 1 pl de azul de metileno [0,1% (w/v)] a 20 ul del medio libre de células. La mezcla
resultante fue colocada sobre una tira de Parafilm (Pechiney Plastic Packaging, USA) durante 5
min, considerando un resultado positivo cuando la gota colapsaba y negativo si la misma
permanecia intacta. El azul de metileno fue adicionado solo con el propésito de visualizacion. Los
analisis de emulsificacion fueron realizados segun lyer et al. (2006), a partir de cultivos en fase
estacionaria de la curva de crecimiento bacteriana. Tres ml de cada cultivo fueron centrifugados a
12.000 rpm y el sobrenadante fue mezclado con 3 ml de hexadecano y agitados con vortex
durante 2 min. Las emulsiones resultantes se incubaron a 25 °C por 24 h y el indice de
emulsificaciéon (E24) fue calculado como un porcentaje de la altura de la capa emulsificada
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dividido por la altura total de la columna. Para ambos ensayos se utiliz6 MSM-Fen sin cultivo
bacteriano y 1% de dodecil sulfato de sodio (SDS) como control negativo y positivo,
respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

La biodegradacion mediada por comunidades microbianas aut6ctonas representa el destino
final para la mayor parte de los hidrocarburos que ingresan al medio marino. Sin embargo, las
tasas de biodegradacidén en estos ambientes dependen de varios factores como la abundancia y
actividad metabdlica de las BDH, de la estructura quimica de los contaminantes y de las
condiciones ambientales (Ron y Rosenberg 2014).

Aungue la estaciébn EPEA no se encuentra afectada por desechos de hidrocarburos de origen
industrial, el creciente trafico de embarcaciones en los Ultimos afios muestra la importancia de
monitorear la abundancia de BDH y su capacidad de degradacion, con el fin de predecir el
potencial de descontaminacion microbiana intrinseca en esta area.

1. Abundancia de BDH

Los resultados obtenidos demuestran la presencia de BDH en la estacién EPEA, estimandose
recuentos del orden de 10° a 10° UFC ml* (Figura 2). La abundancia de estos microorganismos
depende de las caracteristicas especificas del ambiente, por lo que puede ser muy variable. Si
bien los microorganismos que oxidan hidrocarburos son ubicuos en ambientes marinos, aumentan
considerablemente su concentracion cuando los contaminantes estdn presentes (Ron y
Rosenberg, 2014).

Los valores de salinidad fluctuaron desde 33,6 a 34,2 (Tabla 1), pero esta variacion no parecio
influenciar sobre los recuentos bacterianos. Los mayores valores de abundancia se asociaron a
los meses mas célidos (Tabla 1), confirmando que el incremento de temperatura favorece el
desarrollo de estos microorganismos, como fue descripto previamente (Scheibner et al. 2018). A
su vez, es remarcable el aumento de BDH observado a través del tiempo, que podria relacionarse
con los cambios de la temperatura del mar en el Océano Atlantico Sudoccidental reportados en los
Gltimos afios (Baldoni et al. 2015). Asimismo, Silvestri y Berman (2018) describen, mediante
modelos matematicos de simulacion, las variaciones significativas de temperatura durante los
afios pasados Yy predicen el acelerado calentamiento global para las proximas décadas en esta
area. Los incrementos de temperatura impactan directa e indirectamente sobre los
microorganismos pelagicos y las cadenas alimenticias, llevando a cambios en la estructura y
funcionalidad de los ecosistemas marinos (Sarmiento et al. 2004). En este sentido, el aumento
inducido por la temperatura en la actividad bacteriana (abundancia, produccién y respiracion)
resulta en un mayor procesamiento de la material organica, afectando asi el flujo de carbono
dentro de las cadenas alimenticias microbianas (Scheibner et al. 2018). Asimismo, los cambios en
la temperatura oceéanica junto con el pH y la readiacion UV podrian interrumpir “servicios” claves
mediados por microorganismos en los ecosistemas marinos, como los procesos bacterianos de
detoxificacion de contaminantes (Coehlo et al. 2016). Por lo tanto, el estudio de las comunidades
microbianas es crucial para comprender las consecuencias de las continuas amenazas
antropogénicas globales y locales sobre la salud y funcion de los ecosistemas marinos.

Finalmente, cabe aclarar que las muestras correspondientes a las campafas AH0617, AH0518
y VA1318 mostraron temperaturas del agua bastante bajas (entre 11 y 13 °C) asociadas a
elevados recuentos de BDH, sugiriendo que otros factores podrian también estar impactando
sobre la abundancia de las BDH, ademas de la temperatura.
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Figura 2. Abundancia de BDH (por duplicado) durante campafias EPEA, desde 2006 al 2018

(sobre las barras se indica el mes).

Tabla 1. Registro de salinidad y temperatura en las campafias EPEA (datos brindados por

Gabinete de Oceanografia Fisica del INIDEP).

CC0906 33,602 13,467 10/2006 EHO0613 33,765 15,383 12/2013
CC1206 33,548 15.913 11/2006 0OB0214 34,260 19,170 03/2014
0OB0107 33,661 19,483 01/2007 AHO0215 23,177 02/2015
CCo407 33.756 11.259 07/2007 AHO0315 33,765 17,430 04/2015
CC0607 12,467 10/2007 AHO0515 33,804 10,982 09/2015
0OB0108 33,793 11,804 10/2008 AHO0216 33,880 17,910 04/2016
0OB0408 33,405 14,337 12/2008 AHO0516 33,836 10,919 09/2016
0OB0109 33,524 20,185 01/2009 AHO716 33,762 12,215 10/2016
CC0109 33,538 20,239 02/2009 EHO117 33,966 21,170 02/2017
0OB0409 33,804 20,533 03/2009 AHO0217 34,099 17,850 05/2017
0OB0609 34,112 18,124 04/2009 AHO317 34,068 16,726 05/2017
CC0809 34,027 13,895 06/2009 AHO0417 33,863 11,441 08/2017
CC0909 34,075 12,663 06/2009 AHO0617 33,663 12,274 09/2017
CC1109 34,053 10,325 08/2009 AHO817 33,608 15,570 11/2017
CC0110 33,970 10,313 08/2010 EHO0118 34.064 19,990 01/2018
CC0510 33,710 11,247 10/2010 VAO0318 34,313 19,648 04/2018
CcC1010 33,652 19,075 12/2010 AHO0218 34,208 17,217 05/2018
CC0311 33,631 21,590 01/2011 AHO0318 34,105 14,151 06/2018
OB06011 34,034 13,468 06/2011 AHO0418 33,848 11,844 07/2018
0B0212 33,670 11,759 10/2012 VA1218 33,888 10,845 08/2018
0B0413 34,065 12,026 07/2013 AHO0518 33,982 10,894 09/2018
CRO113 33,907 10,652 08/2013 VA1318 33,888 13,051 10/2018
0OB0513 33,853 9,942 09/2013 AHO718 33,608 15,570 12/2018
7
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2. Perfil de utilizacién de hidrocarburos

Los resultados obtenidos (Tabla 2) mostraron que la mayoria de las cepas fueron capaces de
crecer a expensas de mezclas de hidrocarburos como kerosene, gasoil y aceite mineral, derivados
de la destilaciébn de petréleo natural. Estos compuestos son comUnmente liberados de las
embarcaciones ya sea por derrames accidentales o por descargas intencionales (Nievas et al.
2005). En cuanto a los alcanos, constituyen la mayor fraccion dentro del petréleo crudo o de las
mezclas de hidrocarburos, y a pesar de su baja biodisponibilidad se han reportado una gran
variedad de microorganismo con capacidad para utilizarlos, a través de diferentes estrategias de
ingreso celular y mediante diversas vias metabdlicas (Guibert et al. 2016). En general, las
bacterias estudiadas en este trabajo utilizaron los alcanos ensayados como fuente de carbono,
especialmente alcanos de cadena media (C12-C16); pero sélo una cepa degradé ciclohexano.

Los hidrocarburos poliarométicos son mas resistente a la biodegradacion debido principalmente
a su estabilidad quimica, su baja solubilidad en agua y la elevada recalcitrancia (Isaac et al. 2016).
Algunas de las cepas fueron capaces de metabolizar naftaleno, antraceno y fenantreno. Estos
compuestos se encuentran entre los 16 contaminantes (HPAS) prioritarios, de acuerdo a la US
Environmental Protection Agency (EPA), y son considerados como algunos de los compuestos
mas nocivos de la fraccion soluble en agua del petréleo (Abo-State et al. 2018). Finalmente, unos
pocos aislamientos (cepas 6, 13, 25 y 26) mostraron un amplio perfil de biodegradacion, utilizando
la mayoria de los 16 HC ensayados.

Estos experimentos de degradacion de fuentes de carbono hidrocarbonadas brindan
informacién til, al mostrar el potencial de las cepas seleccionadas para la descontaminacion
marina, e incluso, algunas de ellas podrian ser consideradas como posibles candidatas para
abordajes biotecnolégicos.

Tabla 2. Utilizacién de hidrocarburos como sustrato de crecimiento

Kersosene - +
Gasoll +

Aceite mineral + -
n-Pentano - -
n-Hexano - -
n-Octano - -
n-Pentadecano + +
n-Hexadecano + +
n-Dodecane + +
Fenildecano - -
Ciclohexano - - - - -
Benceno - -
Tolueno - - - - -
Naftaleno + +

Antraceno - + -
Fenantreno - +
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3. Aislamiento y caracterizacién de cepas degradadoras de fenantreno

Durante los ultimos afios se ha incrementado la preocupacion acerca de la contaminacion de
los sistemas marinos debido a la presencia de HPAs. Estos compuestos se encuadran dentro de
los polutantes organicos mas persistentes en el ambiente, produciendo efectos biolégicos
perjudiciales, toxicidad y carcinogenicidad (Haritash y Kaushik 2009). Aunque es bien conocido
gue la degradacion bacteriana juega un rol importante en la remociéon de HPAs del ambiente
marino (Dong et al. 2015; Sakshi Sing y Haritash 2020), hasta la fecha, la mayoria de los estudios
se basan en bacterias degradadoras de HPAs aisladas de suelos o sedimentos (Haritash y
Kaushik 2009; DellAnno et al. 2020), pero muy poco es conocido sobre este tipo de
microorganismos recuperados de aguas marinas o estuariales (1zzo et al. 2019; Govarthanan et al.
2020).

Durante el presente estudio cinco cepas, denominadas E1 a E5, fueron seleccionadas a partir
de cultivos de enriquecimiento con Fen como Unica fuente de carbono (datos no mostrados). El
Fen es a menudo usado como substrato modelo en estudios sobre degradacion ambiental de
HPAs, dado que su estructura es encontrada en compuestos carcinogénicos como benzo[a]pireno
(Gran-Scheuch et al. 2017).

3.1. Identificacién de aislamientos bacterianos y andlisis filogenético

El andlisis de las secuencias del gen ARNr 16S de los aislamientos E1, E2 y E3 permitieron
determinar su relacion con el género Halomonas (Figura 3). La cepa E1 estuvo estrechamente
relacionada con Halomonas sp. XJ10 (99,19 % de similitud) y también con Salinicola sp. ATA 24
(99,35%). Similarmente, la cepa E2 fue asociada con Halomonas sp. CR-55 (99,26%) y H.
meridiana RT31 (99,14%), mientras que la cepa E3 con H. nanhaiensis MTA-40-2-2 y H.
sulfidaeris M-143 (99,87%). Los miembros del género Halomonas son considerados como
organismos leves a moderadamente halofilicos, oligotroficos, ubicuos en ambientes marinos e
hipersalinos, y capaces de crecer bajo diferentes condiciones ambientales. Aunque entre las
bacterias halofilicas, las del género Halomonas sp. pueden utilizar un amplio rango de substratos
facilmente disponibles como fuente de energia para su rapido crecimiento (Ali et al. 2016), y
presentan resistencia a varios metales (Govarthanan et al. 2017), se conocen pocos trabajos
sobre Halomonas degradadoras de HPAs aisladas de aguas marinas (Izzo et al. 2019;
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Govarthanan et al. 2020). Asimismo, al igual que en el presente estudio, cepas de H. meridiana y
H. sulfidaeris aisladas de sedimentos de aguas profundas, también fueron previamente reportadas
como degradadoras de HPAs (Cui et al. 2008; Yuan et al. 2015).

Por otro lado, la cepa E4 mostré una estrecha asociaciéon con Rhodococcus sp. Voy40th18-6 y
con R. erythropolis MC15 (97,78%). Las bacterias pertenecientes al género Rhodococcus sp. han
sido caracterizadas por su enorme versatilidad metabdlica y por sus concomitantes reacciones de
bioconversion metabdlica de HC estructuralmente diversos en sistemas marinos (Brzeszcz y
Kaszycki 2018). A su vez, R. erythropolis y otros miembros de Rhodococcus son capaces de
degradar HPAs a través de diferentes vias catabdlicas (Seo et al. 2009).

Finalmente, la cepa E5 fue identificada dentro del género Pseudomonas, dado que su
secuencia de ARNr 16S estuvo muy relacionada a secuencias de Pseudomonas rhodesiae 15D2
(98,20%) y de Pseudomonas sp. Sl4 (98,25%). Pseudomonas sp. representa uno del los géneros
mas estudiados y ha sido reportado como degradador de un amplio rango de contaminantes
organicos, incluyendo HPAs y otros xenobidticos recalcitrantes (Mulet et al. 2011). Bacterias
degradadoras de HPAs encontradas en ambientes marinos costeros también fueron descriptas
como asociadas a este género (Isaak et al. 2016). Particularmente, Ps. rhodesiae ha demostrado
habilidad para crecer rapidamente en presencia de HPAs, segun estudios previos (Kahng et al.
2002).

a0, E3

Halomonas nanhaiensis MTA-40-2-2 (KJ401091)
Halomonas sulfidaeris strain M-143 (KF177272)
Halomonas meridiana strain RT31 (KC842226)
E2
Halomonas sp. CR-55 (KT324894)
Salinicola sp. ATA 24 (LC385628)
498‘_,7 E1
9 ' Halomanas sp. strain XJ10 (MN715851)
| Pseudomonas rhodesiae 15D2 (MG269606)

100 ES
93 ' Pseudomonas sp. Si4 (JF519724)

E4
100 [ Rhodococcus erythropolis MC15 (LT984719)
97 = Rhodococcus sp. Voy40th18-6 (MT588453)

a2

74

0.050

Figura 3. Arbol filogenético NJ basado en la secuencias de un segmento del gen ARNr 16S
(aproximadamente 1.300 pb) de cepas degradadoras de HPAs aisladas en este trabajo y
secuencias relacionadas. Los numeros de acceso al GenBank son brindados entre paréntesis.
Sélo son mostrados los valores de bootstrap mayores al 50% de 1.000 replicas y las barras
representan 0,05 substituciones nucleotidicas por sitio.

3.2. Biodegradacion de fenantreno

La estimaciéon de las tasas de degradacion de HAPs es esencial para predecir el destino de
estos contaminantes en el ambiente y para disefiar estrategias de biorremediacion (Mallick y Dutta
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2008). La biodegradacion de Fen usado como Unica fuente de carbono y energia fue analizada
en los 5 aislamientos por HPLC, a una concentracion inicial de 160 mg I (Figura 4). Las cepas
Halomonas sp. E1, E2 y E3 presentaron una curva continua de degradacion desde el inicio del
ensayo, alcanzando la desaparicion del 37 al 45% del substrato. La concentracion de Fen
disminuyé mas rapidamente en los primeros 4 dias para la cepa E1 y en los primeros 6 para las
cepas E2 y E3, permaneciendo constante luego de 10 dias de incubacién. Esto podria ser
atribuido a la mayor concentracion de substrato al principio del experimento y luego a la inhibicion
de la degradacion debido a la posible presencia de metabolitos téxicos.

Por otro lado, en el caso de la cepa Rhodococcus sp. E4 y Pseudomonas sp. E5, se detecto
una pronunciada caida del nivel de Fen en las primeras 48 h, seguida por una disminucion menor
durante el resto del ensayo. La caida inicial del sustrato podria deberse a la asimilacién dinamica
por las células o a la adsorcién a la pared celular, como fue observado por Tian et al. (2002),
quien propuso que la degradacioén real ocurriria, al menos parcialmente, luego de estos procesos.
Este HC altamente insoluble fue completamente utilizado por las cepas E4 y E5 después de 6 y 10
dias de incubacion, respectivamente. En contraste, los niveles de biodegradacion descriptos en la
literatura para la mayoria de las bacterias fueron menores del 50%, aun luego de 10 dias de
incubacién (Song et al. 2011; Thavamani et al. 2012). Las velocidades de degradacion detectadas
para las cepas E1, E2 y E3 fueron del orden de 4,92; 6,0 y 5,58 mg I dia™, respectivamente;
mientras que para las cepas E4 y E5 fueron de 26,66 y 16,0 mg I dia™, respectivamente. Estos
valores fueron concomitantes con las densidades Opticas medidas en los cultivos (datos no
mostrados). Es destacable que no fue necesario el agregado de una fuente de carbono mas
simple que el Fen con el fin de obtener tasas de degradacion mas eficientes, como en el caso de
otros estudios (Yuan et al. 2000).

Finalmente, las degradaciones ensayadas en las cepas de Rhodococcus sp. y Pseudomonas
sp. fueron alrededor 2 a 3 veces mayores comparadas con las de Halomonas sp., indicando que
los potenciales metabdlicos inherentes en un género y sus especies son también consideraciones
cruciales en la biodegradaciéon de estos compuestos aromaticos. Sin embargo, la exhaustiva
informaciéon sobre la biodegradacion de HPAs en aguas marinas por bacterias
halopfilicas/halotolerantes, es aln un campo emergente en su estadio inicial de exploracion
(Ghosal et al. 2016).
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Figura 3. Degradacion de fenantreno por las cepas aisladas.
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3.3. Ensayo de produccion de biosurfactantes

Existe evidencia de que algunas bacterias degradadoras de HPAs han desarrollado diferentes
estrategias para sobrellevar la baja solubilidad acuosa de los HC. Uno de los principales
mecanismos de acceso de los HC a las células bacterianas es la produccién de agentes
tensoactivos (Olivera et al. 2009). Los biosurfactantes son moléculas anfipaticas secretadas al
medioambiente, las cuales incrementan la solubilizacion y eliminacion de contaminantes. Su
mecanismo de accion se basa en la acumulacion de compuestos inmisibles en la interfase,
disminuyendo la tension superficial y asi aumentando el area superficial. Esto permite una mayor
biodisponibilidad que facilita la degradacién de diversos polutantes, como los HC aroméaticos
(Batista et al. 2006). Los microorganismos capaces de incrementar la degradacion de compuestos
hidrofébicos mediante la liberacion de biosurfactantes, generalmente pertenecen a los géneros
Pseudomonas, Halomonas, Bacillus, Rhodococcus y Stenotrophomonas (Tripathi et al. 2020). En
este estudio, la produccion de biosurfactantes fue determinada mediante las pruebas de colapso
de gota y de emulsificacién de hexadecano a partir de medios de cultivos libres de células. El
sobrenadante de los cultivos de las 5 cepas analizadas indicaron la presencia de compuestos
activos de superficie, en ambos ensayos (Tabla 3), mostrando indices de emulsificacion
relativamente elevados y actividad positiva de colapso de gota en las cepas E1, E2, E3 y E4. La
significante actividad de biosurfactante observada en las cepas de Halomonas y Rhodococcus
sugiere, de alguna manera, que el surfactante secretado al medio estaria involucrado en la
degradacién de Fen.

Varias especies de Halomonas producen abundantes cantidades de agentes tensoactivos,
como sustancias expopoliméricas (SEP), las cuales brindan una herramienta que facilita la
biodisponibilidad de compuestos hidrofébicos, poco solubles, que las células podrian luego utilizar
para su crecimiento en ambientes marinos (Gutierrez et al. 2020). Ademas, reportes previos
muestran que varios miembros de Rhodococcus producen biosurfactantes, y mas aun, algunas
especies como R. eritropolis son consideradas como reservorios naturales de nuevos
biosurfactantes (Peng et al. 2007).

Tabla 3. Actividad emulsificante de los aislamientos.

Halomonas sp. E1 50 +
Halomonas sp. E2 38 +
Halomonas sp. E3 42 +
Rodococcus sp. E4 48 +
Pseudomonas sp. E5 15 -

CONCLUSIONES

El presente estudio aportd los primeros conocimientos acerca del potencial de biorremediacion
intrinseco que presentan las comunidades microbianas en la estacion EPEA, representativa de
una zona costera del Mar Argentino afectada por el trafico maritimo. Se detecté una incrementada
abundancia bacteriana asociada a la temperatura a través del tiempo, indicando la necesidad de
profundizar los estudios para evaluar como el cambio climéatico, la contaminacién antropogénica, y
las interacciones microbianas pueden afectar en el futuro los ecosistemas marinos. Ademas,
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algunas BDH aisladas en este trabajo fueron capaces de usar como substrato hidrocarburos
mixtos, alcanos, cicloalcanos y/o HAPs, mostrando su capacidad para la depuracién marina.

Finalmente, 5 cepas bacterianas degradadoras de Fen seleccionadas y caracterizadas en este
estudio exhibieron propiedades fisiolégicas que podrian tener una relevancia ecolégica sobre
alteraciones ambientales como la presencia de polutantes. Es remarcable que la cepa E4
(Rhodococcus sp.) mostré significante capacidad de degradacion de HPAs y actividad
biosurfactante. Esta cepa podria ser considerada para aplicaciones biotecnolégicas, como el
desarrollo de tecnologias de biorremediacion sustentables y de bajo costo destinadas a la
remocion de HPAs en diversos ambientes marinos.
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