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RESUMEN
En el medio marino, los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) son una variedad de
compuestos con diferentes propiedades fisicoquimicas y estructurales, confiriendo en los
organismos efectos carcinogénicos, mutageénicos y téxicos. Se realizd el disefio de
consorcios bacterianos sintéticos con la herramienta de BSocial con 8 cepas bacterianas
previamente seleccionadas. Los resultados permitieron el analisis de las interacciones
sociales y crecimiento en el diseiio de 255 combinaciones, se obtuvo 1 cepa con
interacciones positivas (ZE) y 5 cepas con interacciones neutras (PA, ST, CF, CZ, RR).
Con ellas, se disefiaron 2 consorcios sociales: X58 o A conformada por Zobellella
endophytica (ZE), Salinicola tamaricis (ST) y Rhodoccus ruber (RR) y el consorcio X221
0 B por Paracoccus alcaliphilus (PA), Salinicola tamaricis (ST), Citrococcus zhacaiensis
(CZ), Cellullosimicrobum funkei (CF) y Rhodoccus ruber (RR). En los ensayos de
degradacion, las cepas PA, ZE y RR tuvieron una ligera disminucion de fenantreno (PHE)
y pireno (PYR) en 12 dias, mientras que, en consorcio, la degradacion de PHE se vio
afectada por factores fisicoquimicos y, en el caso de PYR, la degradacion no presenté
cambios significativos. Los resultados indicaron que las interacciones sociales entre
especies bacterianas pueden verse afectadas en su capacidad de division de labor en la
degradacion de HAP. Por lo que el estudio de las relaciones sinérgicas y antagonistas

sugieren ser bastantes complejas al verse afectadas tanto por procesos fisicos y sociales.

Palabras clave: Hidrocarburos aromaticos policiclicos, consorcios bacterianos sintéticos,

biodegradacion, interacciones sociales.
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1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, el aumento acelerado de las actividades antropogénicas,
representan una amenaza al medio ambiente, especialmente a los ecosistemas marinos
(Nunes & Leston, 2020). Los océanos y las zonas costeras son lugares donde ocurren
procesos biogeoquimicos cruciales. Sin embargo, debido a su ubicacién y el aumento de
asentamientos de la poblacién, asi como de zonas industriales, estos sistemas costeros
estan expuestos y han sufrido impactos significativos debido a la introduccion de un
mayor numero de contaminantes, asi como un aumento en su concentracion (Lu et al.,
2018). Uno de los contaminantes marinos mas frecuentes es el petrdleo, con
estimaciones de derrames accidentales y/o naturales anuales que oscilan entre 1.5y 10
millones de toneladas al océano (Hazaimeh & Ahmed, 2021). La presencia de petrdleo
causa dafos a la biodiversidad marina y a las comunidades microbianas que no pueden
tolerar su presencia debido a las propiedades toxicas, carcinogénicas y mutagénicas que
presentan. Estos efectos incluyen irritacion en la piel y los ojos, dafio al sistema
respiratorio, problemas reproductivos, alteraciones en el sistema inmunoldgico y toxicidad
en organos vitales. Ademas, los efectos pueden propagarse a través de la cadena
alimentaria -conocido como biomagnificacion-, afectando a organismos desde los niveles
troficos inferiores hasta los superiores (EI-Sayed et al., 2022). Los derrames de petréleo
también conllevan a consecuencias econdémicas y sociales significativas. Pueden afectar
a la industria, que dependen de ecosistemas marinos saludables. La recuperacion de los
ecosistemas afectados por derrames de petroleo puede llevar afios o incluso décadas, y

los costos asociados con la limpieza y restauracion pueden ser enormes.

Para hacer frente a los efectos negativos de los derrames de petréleo en el medio marino,
se han implementado con el tiempo medidas de prevencion y respuesta por instituciones
gubernamentales en paises como Estados Unidos y Canada (National Academies of
Sciences, Engineering, and Medicine, 2022). Estas medidas incluyen regulaciones para
la navegacion de buques petroleros, mejoras en la tecnologia de extraccién y transporte
de petrdleo, asi como la capacidad de respuesta rapida para la inmovilizacion y/o

remediacion. Sin embargo, la mayoria de estas tecnologias pueden ser dificiles de
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adquirir debido a los altos costos de operacidn y equipo, asi como la presencia de
metabolitos derivados de la descomposicion incompleta que pudieran ser mas toxicos
que el mismo contaminante (Ahmed & Fakhruddin, 2018). Por lo que el desarrollo, disefio
y aplicacion de nuevas tecnologias 0 mejoras en procesos con un menor costo
operacional y amigable con el ambiente como es el caso de la biorremediacion, son de
vital importancia para contar con herramientas y actuar en eventos de contaminacion por

derrames de petroleo.

2. MARCO TEORICO

2.1 Hidrocarburos del petréleo

Para poder entender como interactua el petréleo como un contaminante ya dentro de un
ecosistema, es indispensable conocer su definicion y composicion. El petroleo es una
mezcla compleja de compuestos organicos, como gas natural, metales traza y por
hidrocarburos (aproximadamente del 50-98%) (Fingas, 2011; Kumar et al., 2018). Sus
productos son utilizados tanto en combustibles, disolventes, asi como materia prima en
la industria textil, farmacéutica y del plastico. Con ello, el petroleo se puede clasificar

segun su composicion y origen.

Dentro de la composicion quimica del petréleo (Fig. 1), los hidrocarburos mas abundantes
son los alifaticos, representando el 58% de la mezcla. Estos hidrocarburos pueden
presentarse en forma de cadenas lineales, ramificadas o en la formacion de estructuras
ciclicas. Se caracterizan por ser los constituyentes mas abundantes del petroleo y los
primeros en ser degradados (Sonawdekar, 2012; Mahjoubi et al., 2018). De acuerdo con
su origen, los hidrocarburos alifaticos son encontrados en depdésitos de petrdleo y gas
natural (origen petrogénico) y asi como su presencia por plantas vasculares, algas,
plancton y bacterias (origen biogénico) (Moore & Ramamoorthy, 1984). El 14%
corresponde a compuestos polares como resinas y asfaltenos. De la mezcla de petréleo,
los hidrocarburos aromaticos representan el 28% del petréleo crudo. De ese porcentaje,
los hidrocarburos aromaticos se dividen en compuestos monoaromaticos, caracterizados
por tener un anillo de benceno y por su propiedad de ser muy volatiles, tales como los

compuestos BTEX (benceno, etilbenceno, tolueno y xilenos). Mientras que los
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hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) se componen de un arreglo de dos o mas
anillos de benceno fusionados (Prince & Atlas, 2005). Los HAP como fenantreno,
naftaleno y pireno, suelen ser muy persistentes en el medio ambiente debido a su
estructura que le confiere estabilidad electroquimica, y, en consecuencia, dificultad en su
degradacion tanto fisicoquimica como bioldgica (Elumalai et al., 2024). Su presencia en
el entorno acuatico esta clasificada por su origen pirogénico (combustion incompleta) y
por su origen petrogénico (derivado de combustible fésil). Las actividades industriales
han desatado el aumento acelerado de la presencia y concentracion de HAP,
ocasionando que las diferentes fuentes de HAP sean ubicuos en el ambiente, (Honda &
Suzuki, 2020; Premnath et al. 2021).

Composicion quimica del petréleo

Alifaticos Aromaticos Asfaltenos

i)

Aromaticos |
n-alcanos monociclicos Contienen Qompuestc:js
compuestos wsc;tosos yde
Iso-al — aromaticos c cl) pe?o
Soareanes Aromaticos con cadenas Uil
pollciclicos largas alquilo. compuesto de
. grupos de
Ciclo-alcanos

1

policiclicos con
sustitutos del
grupo alquilo

Iso-alcanos

D

Terpenos

Fig. 1 Composicion general del petroleo. Modificado de Daher & Ahmed (2021).

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) son una familia de mas de 100
compuestos organicos con potencial téxico y carcinogénico. Debido a su distribucién de
resonancia de electrones en sus anillos aromaticos, les proporciona una estabilidad que

los hace ser persistentes en el medio que se encuentre, por ello, son considerados como
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un contaminante ubicuo en el ambiente (Truskewycz et al., 2019) por lo que representan
a uno de los grandes grupos de contaminantes distribuidos ampliamente en el medio

marino (Macias-Zamora, et al. 2002).

Su clasificacion esta dada por su estructura quimica, asociado al numero de anillos de
benceno fusionados, por lo que se divide en HAP de bajo peso molecular (2 a 3 anillos)
y HAP de alto peso molecular (4 o mas anillos de benceno). Sus caracteristicas
hidrofébicas, baja solubilidad y absorcidén a particulas de sedimentos marino, asi como
su persistencia en el ambiente definen a que sean considerados como un grupo de
compuestos potencialmente peligrosos y téxicos para el medio ambiente y para los
organismos vivos presentes, debido a la acumulacion de sustancias toxicas en los

sedimentos y tejidos (Goveas et al. 2022).

Es por ello que la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (Fig. 2) (USEPA
por sus siglas en inglés) considerd 16 de estos compuestos en la lista de contaminantes

prioritarios de interés (Srivastava et al. 2019).

Cuando los HAP ya son introducidos al medio ambiente, estaran sujetos a fendmenos
tanto fisicos, quimicos y bioldgicos, incluyendo la volatilizacion oxidacion, degradacién
microbiana, bioacumulacién entre otros, Uno de los procesos de mayor importancia son
la transformacion total o parcial del contaminante mediante la degradacion microbiana,
estos mecanismos son utilizados en técnicas potenciales para la biorremediaciéon de
manera alternativa o complementaria a otros tratamientos convencionales (Cerniglia,
1993).
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Fig. 2 16 HAP en lista de contaminantes prioritarios de acuerdo con USEPA. Obtenido de
Honda & Suzuki, 2020.

2.2 Remediacién de hidrocarburos

La remediacion de sitios contaminados con derivados del petréleo debe tener una
especial atencién debido a la frecuencia de derrames, pequefas fugas en tanques de
almacenamiento en actividades industriales y el transporte maritimo, cuentan con la
probabilidad de encontrarse en el medio de manera continua a lo largo del tiempo,

ocasionando dafios que podrian llegar a ser irreparables para el entorno que lo rodea.

Conforme a lo anterior, la busqueda de estrategias de remediacion que impliquen la
reduccion o transformacion completa de los contaminantes en el ambiente es necesaria
(Fig. 3). Para restaurar el entorno por la contaminacion de hidrocarburos estrategias
fisicas (Qquema controlada, desnatado y absorcién), quimicas (por ejemplo, dispersién y
solidificacion) y biolégicas (biorremediacién: fitorremediacion, bioaumentacion,
consorcios bacterianos) se han ido desarrollando (Xue et al. 2015). Sin embargo, gran

parte de este tipo de técnicas de remediacion presentan inconvenientes en cuanto al
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costo y en los impactos que pueden afectar al ecosistema durante su tratamiento (Peng
etal., 2018).

En el caso de estos métodos aplicados en el ecosistema marino, a partir de estrategias
fisicas, como las barreras y utilizacion de materiales absorbentes, son considerados
como primera linea en eventos de lugares contaminados como los vertidos de petréleo
en el océano los cuales muy pocas veces se consigue inmovilizar o remediar el sitio por
completo. Por otro lado, los métodos quimicos como los dispersantes, compuestos por
una mezcla de tensioactivos, reducen la tension superficial entre el agua y el
contaminante, facilitando su dispersion. Aunque han sido utilizados como medida de
respuesta, solo estan permitidos bajo ciertas propiedades y condiciones de las costas ya
que generan un dano a la calidad de la columna de agua (Nikolopoulou & Kalogerakis,
2009).

En los ultimos afios, con la mejora de la concienciacion medioambiental y el desarrollo
de nuevas tecnologias mas amigables con el ambiente, asi como de bajo costo y mayor

eficiencia, ha tomado relevancia el uso de métodos relacionados con la biodegradacion.

Biorremediacioén

HAP Metabolitos
REMEDIACION =
[0}
1. Adsorcion =
5
2. Bioacumulacion 2
>
3. Barreras
4. Volatilizacién CO;

5. Fotooxidacion

Remocién o
desintoxicacion

Fig. 3 Destino de los HAP en los mecanismos de degradacion. Modificado de Cerniglia
(1993).

22



La biorremediacion es una tecnologia que aprovecha la capacidad de organismos vivos
para reducir, degradar y/o eliminar contaminantes a partir de la transformacion
compuestos toxicos a otros compuestos o en productos inocuos, minimizando el riesgo
por la presencia del contaminante y asi restaurar al ecosistema a su estado normal
(Santos et al., 2018).

La biorremediacién de forma general se enfoca en promover la degradacion bioldgica de
manera natural, presentandose como una tecnologia que emplea enzimas, sustancias
estimulantes, microorganismos como bacterias y hongos, asi como plantas, para
convertir compuestos organicos presentes en suelos, aire y agua como fuente de energia

por la transformacién del contaminante a tratar (Mahjoubi et al., 2018).

Dentro de ellos, el empleo de microorganismos aislados de sitios previamente
contaminados ha demostrado tener mecanismos y habilidades de cometabolizar HAP
debido a su adaptacion al ambiente para sobrevivir en presencia de estos contaminantes
(Ghosal et al., 2016; Zhang et al., 2021).

Existen diferentes estrategias de biorremediacion utilizadas para la descontaminacion de

compuestos como HAP tales como la bioaumentacién y bioestimulacion.

La bioaumentacion es el proceso de adicion de cepas seleccionadas para la mejorar de
la degradacion de ciertos compuestos. Este tipo de estrategia comprende el
enriquecimiento con microorganismos nativos junto con microorganismos no nativos,
elaborando una mezcla de especies en comunidad, con el fin de que cuenten con la
capacidad de degradacion de contaminantes objetivos (Huang & Ye, 2020). Por otra
parte, la bioestimulacién comprende a la adicién de nutrientes limitantes o sustratos
especificos que aumentan la capacidad de degradacion y estimula la actividad metabdlica
tales como potasio, nitrégeno y fosforo. La adicién de biosurfactantes potencia la
degradacion de compuestos contaminantes como hidrocarburos alifaticos. Para esta
técnica es necesario llevar un control que monitoree los nutrientes necesarios para la
degradacion (Hazaimeh & Ahmed, 2021).
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2.3 Consorcios bacterianos

En la naturaleza, las bacterias suelen existir en comunidades diversas en términos de
taxonomia y genotipo. Estas comunidades bacterianas compiten entre si por recursos
limitados como nutrientes y minerales. Ademas, a través de sus actividades metabdlicas,
las bacterias pueden modificar su entorno, lo que provoca cambios significativos en el
crecimiento y metabolismo de otros organismos que cohabitan con ellas. Estas presiones
selectivas derivadas de la competencia y la modificacion del entorno han provocado el
desarrollo de diversas estrategias bacterianas para sobrevivir y reproducirse. Asi, se han
generado una amplia gama de interacciones ecologicas y una gran diversidad de

adaptaciones bacterianas (D’Souza et al. 2018).

Al grupo de microorganismos diversos que tienen la capacidad de actuar juntos como
comunidad se les denomina consorcios bacterianos. Estas comunidades presentan
grandes ventajas en los procesos de biorremediacién, ya que realizan diversas
interacciones que da adaptacién y supervivencia a cada microorganismo, confiriéndoles
estabilidad y aptitud ante los cambios ambientales (Zafra et al., 2017). El uso de los
consorcios bacterianos a partir de sus interacciones sinérgicas puede mejorar la
degradacion de compuestos toxicos debido a la coordinacion metabdlica (Gupte et al.
2016; Edwards & Kjellerup, 2013). Lo que caracteriza a los consorcios bacterianos es la
capacidad de realizar funciones que requieren multiples pasos, asi como tareas mas
complejas para utilizar los recursos disponibles en el entorno. Los consorcios son un buen
modelo para el estudio de las interacciones entre comunidades bacterianas en procesos
de biodegradacion, ya que presuponen la aplicacion de diferentes mecanismos sobre un

sustrato, mediante la (Desai et al. 2010).

Mientras que los consorcios bacterianos naturales se componen de una mezcla de
bacterias con funciones a menudo desconocidas, la construccion de consorcios
bacterianos sintéticos (CBS, por sus siglas), permite generar sistemas con una funcion
conocida (GrolRkopf & Soyer, 2014). Los CBS son entonces, comunidades de
microorganismos disefiados en condiciones relativamente bien definidas que interactuan

entre si y son capaces de producir los comportamientos deseados, como por ejemplo en
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la produccion o degradacion de una sustancia de interés (Kong et al. 2018; Hays et al.
2015). Estas herramientas permiten aplicar las comunidades bacterianas a problemas del
mundo real en los que los atributos naturales de los consorcios son de gran valor gracias

a sus interacciones entre ellas.

Las interacciones pueden clasificarse en un impacto positivo, negativo o neutro. La
divisiéon de labor, la competencia y el comensalismo pueden ejercer funciones esenciales
en un consorcio bacteriano. Un factor importante para los consorcios son la produccién
de enzimas clave que pueden complementarse entre si. En la Fig. 4 se presenta un
esquema representativo de las interacciones microbianas a partir de un sustrato.

Especie 2 Especie 27
- — Ao
Especie 1 / Ty T—

,,,\.' Metabolito A Metabolito A"
/ \ Especie 3
H—

Metabolito B
Contaminante : :
. Especie n : - —* Especien’
Metabolito n Metabolito n”

Fig. 4 Interacciones microbianas a partir de un sustrato (contaminante) y sefializacion por
metabolitos dentro de un consorcio bacteriano.

3. ANTECEDENTES

3.1 Presencia de HAP en la Costa de Baja California

La presencia de HAP a lo largo de la costa de Baja California (CBC) ha sido objeto de
estudio en los ultimos afios. La CBC, al compartir frontera con Estados Unidos (USA, por
sus siglas en inglés), se ve afectada por la contaminacion de aguas residuales sin

tratamiento, actividades como la acuacultura, agricultura, transporte maritimo, asi como
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el crecimiento acelerado de ciudades como California (USA), Tijuana, Rosarito y
Ensenada (Baja California, B.C.) (Ramos-Mendoza et al., 2024; Brisefio-Guerrero, 2024).
Entre las investigaciones que se han realizado se encuentran los estudios llevados a cabo
por Macias-Zamora (1996) en donde se realizaron analisis cuantitativos en sedimentos
marinos, encontrando la presencia de HAP de origen antropogénico. Posteriormente, en
2002, Macias-Zamora et al. reportaron concentraciones de HAP en la Bahia de Todos
Santos, donde la mayor concentracion de HAP en la zona de muestreo fue representado
por HAP de 3 a 4 anillos de origen pirogénico. La deposicion atmosférica y las descargas
de aguas residuales municipales en la Bahia Todos Santos resultaron ser las fuentes de
HAP mas importantes. En 2014. Macias-Zamora et al. detectaron la presencia de
contaminantes prioritarios como PYR antraceno, fluoreno, naftaleno, PHE, criseno y
benzo[a]pireno El origen de estos contaminantes esta relacionado con el transporte de
las descargas de aguas residuales de la planta de tratamiento de Tijuana, asi como la

circulacion local.

Recientemente, Ramos-Mendoza et al. (2024) y Brisefio-Guerrero (2024), reportaron la
presencia de HAP en sedimentos marinos de 33 puntos de la Costa Noroccidental de
Baja California, asi como la presencia del gen pahE relacionado con la degradacién de
HAP en zonas de muestreo cercanas a las plantas de tratamiento y en puntos de mayor
actividad antropogénica. Estos estudios confirman la presencia de HAP en la costa, por
lo que los efectos negativos de dichos contaminantes estan latentes en la costa de Baja

California.

3.2 Bacterias con capacidad de degradacion

Se ha documentado el papel esencial de las bacterias en la remocion de HAP en
ambientes contaminados. En el caso de ambientes marinos, existen géneros bacterianos
presentes en la degradacion de HAP. Wang et al. (2022) aislaron una cepa
hidrocarbonoclasta obligada del género Cycloclasticus con la capacidad de degradar
naftaleno, fenantreno, pireno entre otros HAP en mas del 57% por 5 dias. En otros
estudios, se describieron dos cepas del género Bacillus y Acinetobacter aisladas de una
esponja de mar con la capacidad de degradar naftaleno (NAPH) (Marzuki et al., 2021).
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Ademas de ello, nuestro grupo de trabajo ha realizado la busqueda de bacterias
hidrocarbonoclastas en la region, es decir, bacterias capaces de degradar hidrocarburos.
En un trabajo reportado por Silva Jiménez et al. (2018) se realizaron analisis de HAP en
muestras de sedimentos y columna de agua del Puerto de Rosarito y el Sauzal, el primero
debido a que hay una monoboya utilizada para la carga y almacén de combustible de
Petroleos mexicanos (PEMEX) que provee de combustible a todo el estado de Baja
California, y el Puerto del Sauzal por la gran actividad industrial que se realiza en la zona.
En las muestras, encontraron concentraciones de pireno, naftaleno, bifenilo y antraceno.
Ademas, lograron aislarse 52 bacterias pertenecientes al género Pseudomonas,
Rhodococcus, Kocuria y Zobellella; presentes en las muestras y en presencia de HAP
(pireno). Lo que nos habla de que si hay una diversidad bacteriana con potencial

degradacion y/o tolerancia a los HAP en la CBC.

Del mismo modo, se caracterizé la cepa de Rhodococcus ruber MSA14 con la alta
capacidad de tolerancia a concentraciones de PYR, PHE y NAPH. En el ensayo de
degradacion con PYR, se obtuvo una eliminacion del 30% en un periodo de 27 dias

(Embarcadero-Jiménez, 2024).

En un trabajo reciente reportado por Ramos-Mendoza et al. (2024) investigaron la
diversidad bacteriana que existe a lo largo de los sedimentos marinos de la costa de Baja
California y su capacidad metabdlica para la potencial degradacién de HAP utilizando
técnicas independientes de cultivo; realizaron analisis metagenémicos que infieren la
presencia de comunidades bacterianas hidrocarbonoclastas con potencial metabdlico

para degradar HAP en los sedimentos marinos de la CBC.

Con ello, el aislamiento y el conocer la capacidad catabdlica de bacterias
hidrocarbonoclastas permitira el disefio de un consorcio bacteriano sintético, a partir de

la sinergia y la division de trabajo entre diferentes cepas aisladas.

3.3 Diseio de consorcios sociales sintéticos
Es poco comun que los microorganismos aislados con capacidad de metabolizar
contaminantes cuenten con todos los genes requeridos para su degradacion, por lo que
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se ha desarrollado el disefio de consorcios bacterianos sintéticos (CBS) para la completa
degradacion donde cada microorganismo tiene un papel especifico en el proceso
metabalico. Para llevarlo a cabo, se han desarrollado diferentes estrategias para el disefo
de un CBS. Las principales técnicas utilizadas para su disefio son: La aproximacion top-

down y la aproximacion bottom up.

La aproximacion top-down utiliza una comunidad microbiana nativa para realizar
funciones deseadas por la modificacién de variables fisicoquimicas del ambiente en que
se encuentre; tales como pH, temperatura, condiciones redox, entre otros. Se realiza a
partir del enriquecimiento artificial y el cribado de consorcios sintéticos funcionales. En
este caso, los consorcios se consideran como una unidad con funciones definidas sin

considerar la division de trabajo entre especies presentes (Li et al., 2021).

Otra metodologia aplicada es la aproximacion bottom-up, la cual selecciona
microorganismos de una muestra ambiental para obtener comunidades bacterianas
capaces de realizar los procesos metabdlicos de interés en base a interacciones
sinérgicas o el mutualismo, se construye las conexiones metabdlicas entre las especies
por medio del cometabolismo (Cao et al., 2022). Esta cuenta con la desventaja de que, a
pesar de obtener muestras de gran diversidad, puede afectar la presencia de organismos
que no aportan en las tareas de degradacion y competir por los recursos, habiendo

dominancia de ciertos microorganismos (Gilmore et al. 2019; Cao et al. 2022).

Cuando se esta construyendo un consorcio bacteriano sintético, se ha visto la
problematica en la seleccién de cepas potenciales que puedan coexistir con otras y al
mismo modo, contar con un desempefio éptimo en la degradacion de contaminantes.
Debido a ello, se ha desarrollado una técnica para disefiar consorcios microbianos
descifrando de manera individual, el comportamiento social de cada cepa, sélo utilizando
los que aporten una mejora positiva a la comunidad o aquellos que, no afecten de manera
neta a la comunidad (interaccion neutral). Dado a la complejidad de utilizar un modelo
que determine las interacciones de mas de dos especies, se desarrollé una herramienta

denominada BSocial, la cual, utilizando el método de High Throughput-Growth (HT-
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Growth) permite observar dichas interacciones a través de variables como la velocidad
de crecimiento (k) y el numero de generaciones (n)de las combinaciones factoriales,
teniendo como resultado la asignacién un comportamiento social individual neto: positivo,

negativo y neutro (Purswani et al. 2017).

La aplicacion de este novedoso método ha sido reportada por Purswani et al (2017) en
la degradacién de aditivos de combustible (éter metil tert-butilico y etil tert-butilico) y por
Angeles de-Paz et al. (2023), en este ultimo realizaron el disefio de un consorcio con
aislados de cepas bacterianas y hongos para la degradacion de contaminantes

emergentes, en este caso, compuestos farmacéuticos.

El método BSocial para el disefio de un consorcio bacteriano en la degradacién de HAP
dara un nuevo Estado del Arte para el estudio de técnicas de biorremediacion a partir de
bacterias nativas de las costas de Baja California en degradacion de compuestos de
hidrocarburos como lo son los HAP, asi como la construccion de una tecnologia para la

biorremediacion que pueda llegar a tener una aplicacion in situ como ex situ.

4. JUSTIFICACION

La presencia de HAP en zonas costeras ha generado un gran impacto por los efectos
negativos que las actividades antropogénicas provocan tanto para la salud del medio
ambiente como del ser humano. Los ecosistemas costeros, que son zonas de transicion
tan importantes entre el medio marino y el terrestre, son muy sensibles a la introduccion
de compuestos contaminantes y a concentraciones por arriba de lo normal como es el

caso de hidrocarburos aromaticos policiclicos HAP.

En el grupo de investigacién, ya se ha reportado la presencia de hidrocarburos
aromaticos, asi como de HAP en la CBC, a su vez, se ha realizado la busqueda e
identificacion de la diversidad procariota con capacidad hidrocarbonoclasta por medio de
técnicas tanto dependientes como independientes de cultivo, asi como la evaluacién de
los diferentes mecanismos que cuentan las bacterias para la degradacion de HAP en

ambientes costeros.
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Teniendo en cuenta lo anterior, se abre la oportunidad de disefiar consorcios sintéticos a
partir de bacterias nativas aisladas de sedimentos marinos de la costa de Baja California.
La seleccion de cepas potenciales para el estudio de las interacciones sociales entre las
cepas que se encuentran en un entorno con presencia de estos contaminantes tendra un
papel importante en la division de labor de las rutas metabdlicas cooperativas entre ellas,
por lo que conllevaran a una eficiencia en la degradacién de HAP mayor que con el uso

de cepas individuales.

5. HIPOTESIS

El disefio de un consorcio bacteriano sintético (CBS) conformado por bacterias
hidrocarbonoclastas aisladas de sedimentos marinos de Baja California tendra una gran
capacidad de degradacion en hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) frente al uso

de cepas individuales.

6. OBJETIVOS

6.1 General

Disefiar un consorcio bacteriano sintético con interacciones sociales positivas de
bacterias hidrocarbonoclastas con gran capacidad de biodegradaciéon de hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP).

6.2 Especificos

1. Seleccionar cepas bacterianas previamente aisladas de sedimentos marinos en la
costa de Baja California con capacidad de crecimiento en diferentes compuestos
de HAP y la presencia de genes marcadores asociados a la degradacion de HAP.

2. Obtener las combinaciones de cocultivos para evaluar las interacciones sociales
entre cepas para el disefio de consorcios bacterianos sintéticos empleando los
métodos HT-Growth y BSocial.

3. Evaluar el potencial en degradacion de HAP de cada consorcio bacteriano sintético
seleccionado mediante la deteccion de la tasa de degradacion de los

hidrocarburos por medio de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
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7. MATERIALES Y METODOLOGIA

7.1 Seleccidén de cepas bacterianas para el diseiio del consorcio

Catorce cepas tolerantes al pireno y al fenantreno pertenecientes al acervo bacteriano
del laboratorio de Bacteriologia Marina del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas
(I1O), aisladas de muestras de sedimento y aguas superficiales de la zona costera del
Puerto de Rosarito (Silva-Jiménez, et al. 2018) y del Puerto El Sauzal, Baja California,
previamente identificadas molecularmente por la amplificacién del gen ribosomal
16SRNA (Tabla 1), fueron evaluadas por medio de ensayos de tolerancia y crecimiento
en presencia de HAP. Para el mantenimiento de cada cepa, éstas se crecieron en placas
con medio Zobell, que contiene en 1 L: Peptona 5 g, extracto de levadura 1 g, FeCl2 1mL,
agua de mar 700 mL y agua destilada 300 mL, anadiendo 100 mg/L de pireno al medio y
adicionando 1.5% de Bacto-Agar en el caso de medio sdlido.

Tabla | Cepas evaluadas en ensayos de crecimiento y tolerancia aisladas de sedimentos
y agua superficial en el Puerto de Rosatrito, y en el Puerto El Sauzal, B.C.

Caodigo Género Especie
HC2 Citreicella sp.
HC19 Halomonas titanicae
HC20 Paracoccus alcaliphilus
HC28 Zobellella sp.
HC51 Kocuria sp.
CSA2 Microbacterium estearomaticum
CSA4-1 Salinicola tamaricis
CSA5 Citrococcus stutzeri
CFELAG6 Psychrobacter Sp.
CFESA7 Cellulosimicrobium sp.
Rph3 Acinetobacter iwoffi
Rph17 Micrococcus luteus
Rph30 Pseudomonas pachastrellae
Rph50 Rhodococcus ruber
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7.2 Prueba de selecciéon de crecimiento y tolerancia de las cepas en diferentes

hidrocarburos y petréleo crudo ligero.

Las cepas preseleccionadas fueron evaluadas (Fig. 5) mediante crecimiento en placa en
medio minimo de sales Bushnell Hass (BH), el cual contiene (en 1 litro): 0.2 g MgSOs4,
0.02 g CaClz, 1.0 g KH2PO4, 1.0 g K2HPO4, 1.0 g NH4NOs3, 0.05 g FeCls y 15 g NaCl
adicionando 1.5% de Bacto-Agar, utilizando distintos hidrocarburos como unica fuente de
carbono y de energia. Se evalud el crecimiento y la tolerancia en hexadecano (C;¢H3,4)
un hidrocarburo alifatico; en compuestos aromaticos como el fenol (C¢H¢O) y bifenilo
(C12H10). Se utilizaron 3 diferentes HAP: naftaleno (NAPH), fenantreno (PHE) y pireno
(PYR), los cuales son representativos de las moléculas de bajo y alto peso molecular. La
concentracion utilizada para cada hidrocarburo fue de 0.2 g/L a partir de su stock inicial
disuelto en acetona. Para su crecimiento, las cepas se sembraron a partir de pre-indculos
de un volumen de 3 mL de cada cepa en incubacién de toda la noche a 30°C y una
agitacion de 160 rpm utilizando medio liquido Luria Bertani (LB) que contiene: 10 g de
triptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl en 1 L de agua destilada, ajustando
el pH a 7.2 £0.2. Después, los cultivos se centrifugaron a 13,000 rpm por 1 minuto para
recuperar la pastilla celular. Posteriormente se realizaron 3 lavados celulares con medio

BH para ajustar la densidad éptica (D.O s00nm) inicial de 0.1.

Para el crecimiento en diferentes hidrocarburos, se prepararon placas de medio BH con
cada hidrocarburo a utilizar, en el caso del NAPH, PHE, PYR, bifenilo y fenol se afiadieron
al medio BH antes de solidificar, mientras que a hexadecano se afadié después de que
las placas estuvieran ya sélidas, esparciéndose en la superficie con un asa de vidrio. De
cada cultivo celular previamente lavado, se afiadieron 20 uL en la placa de medio BH con
diferente hidrocarburo. Por ultimo, se incubaron las placas durante 2 semanas a 30°C.

Se anotaron observaciones de crecimiento durante el periodo de tiempo de incubacion.

Para el crecimiento en petréleo, se inoculé cada cepa a una D.O 600 nm inicial de 0.1 en 5
mL de medio BH liquido con 50uL de crudo ligero (1%). La incubacion y observacion se

realizé durante 4 semanas a una temperatura de 30°C y una agitacion de 160 rpm.
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Fig. 5 Ensayos de prueba para la seleccion de 8 cepas potenciales para la degradacion
de HAP. A: Ensayo de crecimiento y tolerancia en HAP, aromaticos y alcanos durante 14
dias. B: Ensayo de tolerancia en petroleo fraccion ligera durante 30 dias. Hecho en
BioRender.

7.3 Amplificacion de genes marcadores alkBy pahE

Para evaluar el potencial metabdlico de cada cepa en la degradacién de hidrocarburos
alifaticos y aromaticos policiclicos se efectud la amplificacién de genes marcadores alkB
y pahE respectivamente, asi como el gen tolueno/bifenilo para monoaromaticos
(ADB1/BPHD) (Fig. 6).

Para la amplificacion del gen alkB se utilizaron los primers reportados por Liu et al. (2015):
alkBFw (3-AACTACMTCGARCAYTACGG-5’ y alkBRv (3-
TGAMGATGTGGTYRCTGTTCC-5’) con un tamarfo esperado de 100 pb.

Para el gen tolueno/bifenilo, se utlizaron los primers adoB1-F (5
GAGCAGTTYTGCAGYGACATGTACCA 3) y BPHD-r1 (5
ACCCAGTTYTCICCRTCGTC 3’) con un tamano de 505 pb.

33



Para el gen pahE1 se aplicaron los primers reportados en el trabajo de Liang et al. (2019):
pahEFw (3-TGCGGCGGGGTGTNAAYGGNAT-5") y pahE1 (3
CCTGAGGAATCTCGGACATYTSTGCCCARAA-5") con un tamario esperado de 377 pb.
Las condiciones de PCR utilizadas para cada gen amplificado se encuentran en la tabla
Il.

La presencia/ausencia del gen amplificado fue analizada mediante una electroforesis de
gel de agarosa al 1.5% en buffer TAE 1X a 80 V durante 40 minutos. Como colorante de
ADN se utiliz6 SYBR Gold y de escalera de peso molecular se utilizo DNA Ladder de
PROMEGA de tamafio de 1kb.

Tabla Il Condiciones para PCR punto final. Amplificacién de genes marcadores asociados

a la degradacion de hidrocarburos. T= temperatura °C; t= tiempo, NC= numero de ciclos

Genes marcadores asociados a degradacién de hidrocarburos

alkB pahE1 Tol/bif
Ciclos PCR
T t NC T t NC T t NC
94°C | 5min | 1 | 94°C | 5min | 1 | 95°C | 5min | 1 Desnaturalizacion
inicial
94 °C 6s 94 °C 30s 95 °C 30s Desnaturalizacion
59°C | 2min 35X 60 °C 45s 35X | 55°C 30s 35x Alineamiento
72°C 60 s 72°C 60 s 72°C 60 s Elongacién
72°C | 7 min 1 72°C 10 min 1 72°C | 7min 1 Elongacion final
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Fig. 6 Metodologia para el analisis de genes marcadores asociados a la degradacion de
hidrocarburos alifaticos (alkB), monoaromaticos (tolueno/bifenilo) y HAP (pahE1). Hecho
en BioRender.

7.4 Crecimiento de alto rendimiento (HT-Growth)

El crecimiento de alto rendimiento o HT-Growth es un método analitico que permite
probar el mayor numero de combinaciones de cepas en cocultivos. El numero de
combinaciones posibles para poblaciones mixtas o individuales sin repetirse esta
relacionado con la siguiente ecuacion (Ec. 1):

Combinaciones = SnCr = —— = 2" — 1 (Ec. 1)
ri(n—-r)!

Donde n representa el numero total de cepas individuales y r el numero de cepas

presentes en una poblacion.

Para este trabajo, se utilizaron las 8 cepas hidrocarbonoclasta potenciales seleccionadas
para los analisis de interacciones sociales bacterianas en presencia de HAP, lo cual

corresponde a 255 cocultivos. Las combinaciones se realizaron en placas de 96 pocillos,
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por lo que se usaron un total de 3 placas para todas las combinaciones. De acuerdo con
lo descrito en el trabajo de Purswani et al. (2017), las combinaciones de cepas fueron
crecidas en medio minimo de sales (BH) hasta la fase estacionaria y ajustada a una D.O
595 nm de 1.0 en un volumen de 160 uL para una cepa individual, 80 pL en el caso de una
poblacion con dos cepas, y asi sucesivamente, hasta llegar a la combinacion de 8 cepas
(ver tabla Ill). Ademas, se anadieron 40 uL de medio BH ajustado a un volumen final de
200 pL y 200 pL de glicerol al 60%, obteniendo un volumen total de 400 yL. Se tomaron
alicuotas de 20 L que fueron afiadidos en placas de 96 pocillos y almacenadas a -20 °C
para su posterior uso.

Tabla Il Volumenes necesarios de acuerdo con el numero de cepas utilizadas para
realizar las combinaciones para cada consorcio.

Numero de cepas en Cantidad de cada Medio Bushnell-Haas
el consorcio cepa (BH)
1 160 pL 40 L
2 80 uL 40 uL
3 53.3 uL 40 pL
4 40 L 40 pL
5 32 L 40 pL
6 26.7 pL 40 pL
7 22.9 yuL 40 uL
8 20 pL 40 pL

Para los ensayos de crecimiento (Fig. 7) se utilizé un sistema de pipeteo automatizado
(EpMotion 5073, Eppendorf). Utilizando placas de 96 pocillos se afiadieron 180 pL de
medio BH con la mezcla de PYR y PHE a una concentracion de 100 uM y se mezclaron
suavemente por pipeteo. La medicion de crecimiento se ejecutd en un espectrofotdmetro
(SPECTROstar Omega, BMG-Labtech, Alemania) durante intervalos de 1 h a 595 nm y

una temperatura de 30°C, por triplicado. Los datos obtenidos fueron utilizados para
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describir la aptitud (en inglés denominado fitness) de los consorcios, que es definida como
la medicion del éxito de la reproduccion de una poblacion, utilizando la variable de la tasa

de crecimiento (k) y el numero de generaciones (n) para cada cepa.

PROGRAM I: MIXING Jsedas BSocial
o 40uL BH consortia
e Vol.N :
cepa
o 200pL
glicerol
Preparacion de l 20yl de cada l l
las poblacion
combinaciones 15% glicerol
de las N cepas /> \7 oD
5 .Dsoonm C/ D
o orcio A, X% L i~ 2 (96 h)
= .
- ~— o=
GOIIMER l o
TOTAL: 400ul m

]

Congelar min.
- i 24 horas

7 antes de su =
uso. Numero de generaciones (n)
- .‘ Velocidad de crecimiento (k)

EpMotion -

Fig. 7 Protocolo de HT-Growth por Purswani et al. (2017). Obtencién de los datos de
interacciones sociales de acuerdo a las variables de crecimiento de las 255
combinaciones. Hecho en BioRender.

7.5 Interacciones sociales en consorcios bacterianos sintéticos (BSocial)

La herramienta web de BSocial (http://m4m.ugr.es:3838/web server/) realiza la

evaluacion de la funcién de una cepa de acuerdo con sus interacciones sociales presente
0 no presente en las combinaciones de las cepas como poblaciones bacterianas, se
utilizaron los datos obtenidos por el ensayo de HT-Growth calculando el fithess relativo

(w) de las tasas de crecimiento k de cada consorcio con las ecuaciones 2, 3y 4:

k=X (Ec.2)

a ki

k
wk, = g (Ec. 3)
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wh =2 (Ec.4)

Donde a representa cada consorcio individual, np cada consorcio individual donde la cepa
no esté presente y p donde hay presencia de la cepa. Con ello, se evalué los efectos de
una cepa dentro de un consorcio cuando se encuentra presente o no. Las interacciones
consideradas para el consorcio fueron las interacciones positivas (w,>w,,) y neutras
(wp=wp,,). Los resultados promedios de cada consorcio fueron graficados y se realizaron

los analisis estadisticos utilizando Origin Pro 8.5 (OriginLab Corp., Northampton, MA,

USA) y Minitab, LLC (www.minitab.com). La herramienta BSocial present6o los

consorcios mas aptos (seleccionados por un alto numero de generaciones y por una fase

exponencial baja) para su posterior analisis en la degradacién de HAP.
7.6 Evaluacion de la degradacién de HAP en consorcios bacterianos sintéticos.

7.6.1 Método de extraccion

Para llevar a cabo los ensayos de degradacion de la mezcla de HAP, las 8 cepas
hidrocarbonoclastas potenciales fueron analizadas individualmente y en los consorcios
disefiados a partir de BSocial para evaluar su capacidad de degradacion de PYR y PHE.
Cada cepa fue inoculada en 50 mL de caldo de triptona soja (TSB) en matraces
Erlenmeyer de 200 mL y se incubaron a de 30°C y con una agitacién constante de 160
rom durante toda la noche. Se obtuvieron las pastillas celulares de cada cepa por lavar
con medio BH y centrifugar los indculos individuales a 5,000 rpm por 14 minutos., Cada
pastilla celular se resuspendié en medio BH y se ajustd 1 mL de inéculo a una D.Os00 nm
inicial de 1.0. En viales de vidrio de 30 mL se inocularon las cepas a una proporcion 1:20
(375uL) en 6.875mL de medio fresco BH suplementados de con 100 uM de la mezcla de
HAP (PHE y PYR), obteniendo un volumen final de 7.5 mL. Se determiné la degradacion
de la mezcla de HAP de cada cepa a los 0, 4, 8 y 12 dias. Todo se llevd a cabo por
triplicado.

En cada tiempo, se tom6é 1mL de cada vial para las mediciones de D.Oesoonm Y pH. La
extraccion de los HAP se hizo con etanol desnaturalizado al 96% a una proporcion de 1.6

mL por cada 1 mL de volumen de medio de cultivo. Posteriormente, los viales se
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sonicaron a 25°C durante 15 minutos. Posteriormente, 1.6 mL de la mezcla se afiadieron
en microtubos de 2 mL y se centrifugaron a 12,000 rpm durante 5 minutos. El
sobrenadante se transfirié a un vial ambar de 2 mL para medir la concentracion de HAP

a través de un equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Fig. 9).

Para el analisis de los HAP para cuantificar la eliminacién de PYR y PHE se emple6
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC Agilent 1200) acoplado a un detector
DAD. Las columnas utilizadas fueron Synergy Fusion RP C18 (4 ym, 4,6 x 150 mm,;
Phenomenex®, Madrid, Espafa) y ZORBAX Eclipse Plus C18 (1.8 um, 2.1 x 30 mm). El
volumen de inyeccion fue de 10 pL. La columna estuvo bajo una presion de 5.1-5.2 Bar
y temperatura constante a 25°C. La metodologia de separacion aplicada fue la descrita
en Aranda et al. (2009) utilizando Agua + acido fosférico al 0.1% (A) y acetonitrilo (B) a
un flujo de 1 mL/min. Para la cuantificacion de la concentracién de PYR y PHE presentes
en las muestras se elabord una curva de calibracion de los estandares de PYR y PHE

(pureza del 99%) con concentraciones de 0, 20, 40, 60 y 100uM.

Protocolo de degradacion de HAP
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Fig. 8 Aplicacion del protocolo de extraccion de HAP para cepas individuales y consorcios
sociales. Metodologia reportada por Aranda et al. (2009). Hecho en BioRender.

39



8. RESULTADOS

8.1 Evaluacion de la tolerancia de distintos HAP en ensayos cualitativos en placa.
De acuerdo con los resultados obtenidos a partir de los ensayos de seleccién por
tolerancia y crecimiento en placa sélida con hidrocarburos alifaticos, aromaticos y HAP
durante 15 dias (Tabla IV), las cepas Halomonas titanicae HC19, Paracoccus alcaliphilus
HC20, Zobellella endophytica HC28, Salinicola tamaricis CSA4-1, Citreicella sp. CSA2,
Cellulosimicrobium funkei CFESATY, Acinetobacter iwoffi Rph3, Micrococcus luteus
Rph17, Pseudomonas pachastrallae Rph30 y Rhodococcus ruber Rph50 fueron las que
tuvieron un mejor crecimiento en PYR. Las cepas con mejor crecimiento en PHE fueron
nuevamente Halomonas titanicae HC19 y Zobellella endophytica HC28. La cepa CFELAG
tuvo un crecimiento moderado en los 3 HAP evaluados. En cuanto a los ensayos de
tolerancia con distintos hidrocarburos aromaticos (bifenilo y fenol) y alifaticos
(hexadecano), la cepa HC19 mostré un buen crecimiento en bifenilo, asi como en
hexadecano, mientras que en fenol fue minimo; para HC20 se observd un buen
crecimiento en el compuesto alifatico y moderado en los monoaromaticos; caso contrario
de HC28, la cual no tuvo un crecimiento significativo en los otros compuestos utilizados
a comparacion de HAP. CSA25 destacd su crecimiento en hexadecano, siendo este
compuesto en el que se observd un mayor tamafo de crecimiento radial del in6culo

comparado con los otros compuestos analizados.

Por otro lado, las cepas Rph3, Rph30 y Rph50, fueron las que tuvieron una mayor gama
de crecimiento en todos los compuestos analizados, con resultados de crecimiento
abundantes. Rph17 tuvo un crecimiento moderado en bifenilo, pero excelente en los
demas compuestos. Con estos resultados cualitativos, podemos sugerir que las 8
bacterias seleccionadas en este ensayo tienen potencial de crecimiento en HAP y en
distintos hidrocarburos. Por lo que, con base en lo obtenido, las cepas Paracoccus
alcaliphilus HC20, Zobellella endophytica HC28, Salinicola tamaricis CSA4-1,
Citrococcus zhacaiensis CSAS5, Cellulosimicrobium funkei CFESATY, Acinetobacter iwoffi
Rph3, Pseudomonas pachastrallae Rph30 y Rhodococcus ruber Rph50 fueron las que

tuvieron un mejor crecimiento en los distintos hidrocarburos.
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Tabla |V Ensayo de crecimiento de las 14 cepas potenciales para el CBS en diferentes
hidrocarburos durante 14 dias. PYR — pireno; Naph — naftaleno; PHE — fenantreno,; Bif —
bifenilo; Fe — Fenol; Hex — Hexadecano,; ¢# - Atmésfera saturada. Simbologia: *- en
proceso; ~- No se observo crecimiento; +- Poco crecimiento, ++- Crecimiento moderado,
+++ Crecimiento abundante; ++++- Crecimiento muy abundante.

0.2 g/L
CEPA PYR Naph PHE Bif Fe Hex
Halomonas titanicae
+++ +++ ++ +++ + ++
HC19
Paracoccus alcaliphilus
+++ ++ +++ ++ ++ +++
HC20
Citreicella sp.
+++ ++ ++ * S G
HC2
Zobellella endophytica
++ +++ +++ + + +
HC28
Psychrobacter sp.
++ ++ ++ * * i
CFELA6
Cellulosimicrobium sp.
++ ++ ++ * * *
CFESA7
Citricoccus stutzeri
+ ++ + * * @
CSA5
Kocuria sp.
+ + + * * *
HC51
Microbacterium esteraromaticum
+ + + ++ + +++
CSA25
Salinicola tamaricis
+++ ++ ++ ++ + +++
CSA4-1
Acinetobacter Iwolfii
+++ +++ +++ ++++ +++ ++++
Rph3
Micrococcus luteus
++++ ++++ +++ ++ +++ ++++
Rph17
Pseudomonas pachastrellae
++++ ++++ ++++  ++H++ A+ ++++

Rph30
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Rhodococcus ruber

++++ ++++ ++++  ++++ ++++ ++
Rph50
8.2 Ensayo de tolerancia en fraccion ligera de petréleo en las cepas
potenciales

Para tener una vision general de la tolerancia y crecimiento en una mezcla compleja de
hidrocarburos, se realizé el ensayo de tolerancia con las 14 cepas hidrocarbonoclastas
potenciales en medio BH suplementado con la fraccion ligera de petréleo (Ver tabla V).
En este ensayo, HC19, HC20, HC28 y Rph50 fueron las cepas que tuvieron un
crecimiento abundante durante el experimento, considerado a través de la aparicion de
turbidez (Fig. 8). En el caso de CSA25, esta cepa mostro una fuerte tolerancia y
crecimiento al petréleo, a juzgar por la alta turbidez observada, asi como HC2 y HC51, lo
que sugiere que pueden utilizar algun componente de la mezcla de hidrocarburos
presentes en el petroleo para su crecimiento. En este ensayo, CFELA6G, Rph3 y Rph17
no presentaron un buen crecimiento en comparacién con las cepas antes mencionadas.
De acuerdo con lo anterior, las cepas HC19, HC20, HC28, CSA25, HC2, HC51 y Rph50
son las que tuvieron una alta tolerancia y un crecimiento abundante en la fraccién ligera

de petroleo.

Tabla V Ensayo de crecimiento en fraccion ligera del petréleo en cepas potenciales para
el disefio de un CBS durante 14 dias. Simbologia; ~- No se observé crecimiento; +- Poco
crecimiento; ++- Crecimiento moderado; +++ Crecimiento abundante; ++++- Crecimiento

muy abundante.

Datos obtenidos
Crecimiento
CEPA

Rhodococcus ruber
++++

Rph50
Pseudomonas pachastrellae Mufioz-Morales (datos sin
Rph30 o publicar).
Acinetobacter Iwolfii
Rph3 *
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Micrococcus luteus

++
Rph17
Halomonas titanicae A
HC19
Paracoccus alcaliphilus T
HC20
Microbacterium esteraromaticum et
CSA25
Citreicella sp. 4
HC2
Zobellella endophytica 4 Este trabajo
HC28
Kocuria sp. 4
HC51
Psychrobacter sp. +
CFELA6
Cellulosimicrobium sp. +
CFESA7
Citricoccus stutzeri it
CSA5
Salinicola tamaricis
++++

CSA4-1
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Fig. 9 Aparicion de turbidez en diferentes cepas en presencia de la fraccion ligera de
petréleo con medio Bushnell-Haas.

8.3 Identificacion de genes marcadores asociados a la degradacion de

hidrocarburos.

La identificacion de genes marcadores asociados a los distintos mecanismos de
degradacion de hidrocarburos alifaticos, aromaticos y los HAP representan una excelente
alternativa para contribuir y comprender los efectos de estos contaminantes en ambientes
impactados. A su vez, son utiles en la busqueda potencial de bacterias
hidrocarbonoclastas. Para el caso de los HAP, se utilizé el gen pahE1 (377 pb) como
marcador molecular en la degradacion aerobia. Se report6 la presencia de este gen en
las cepas Rph30, Rph50, Rph3 y Rph17 de acuerdo con lo obtenido por Mufioz-Morales.
A su vez, se utilizé el biomarcador correspondiente al gen de la dioxigenasa
tolueno/bifenilo (505 pb) relacionado con la degradacion de compuestos
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monoaromaticos, en donde las cepas HC20, HC28, CFELA6, CFESA7, CSAS5

amplificaron este gen. Por otro lado, la cepa HC51 no tuvo una amplificacién de este gen.

Por ultimo, se evalud la presencia del gen correspondiente a un alcano monooxigenasa
alkB (100 pb), implicado en la degradacion de compuestos alifaticos en condiciones
aerobias. Las cepas correspondientes a HC19, HC20, HC28, CSA5, Rph30, Rph50,
Rph3, Rph17 y HC51 amplificaron el fragmento del gen alkB (Tabla VI). La cepa CFESA7
no mostré ningun amplicon del tamafio esperado. Con estos resultados, la utilizacién de
genes marcadores relacionados con la degradacion de HAP y otros hidrocarburos nos
han servido como un criterio en la seleccion de un grupo de 8 cepas con potencial

hidrocarbonoclasta para construir consorcios bacterianos sintéticos.

Tabla VI Amplificacion de los genes marcadores asociados a hidrocarburos alifaticos
(alkB) asociado a la degradacion de tolueno/bifenilo y el gen pahE1 para HAP.

Simbologia: v- Presencia del gen; X- Ausencia del gen; * no se analizo.
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8.4 Comportamientos Sociales

Para el disefio de los consorcios bacterianos sintéticos, se eligieron 8 cepas
hidrocarbonoclastas potenciales: Paracoccus alcaliphilus HC20, Zobellella endophytica
HC28, Salinicola tamaricis CSA4-1, Citrococcus zhacaiensis CSA5, Cellulosimicrobium
funkei CFESAY7, Acinetobacter iwoffi, Rph3 Pseudomonas pachastrallae Rph30 y
Rhodococcus ruber Rph50 mediante las pruebas de seleccidén previamente realizadas
(crecimiento, tolerancia y la amplificacion de marcadores moleculares asociados a la
degradacion de hidrocarburos alifaticos, aromaticos y HAP). Para el ensayo de los
comportamientos sociales a partir de la herramienta BSocial, las cepas fueron
identificadas como PA, ZE, ST, CZ, CF, Al, PP y RR respectivamente

En la distribucion de los 255 consorcios analizados por BSocial, se obtuvo una grafica
(Fig. 10) donde se aprecia el crecimiento de cada consorcio contra el tiempo en fase
logaritmica. Se observa una gran cantidad de las poblaciones situadas en el centro
inferior de la grafica, lo que nos indica que no hubo un aumento en el numero de
generaciones con el tiempo. Sin embargo, destaca la presencia de un consorcio de 4
cepas con el mayor numero de generaciones (circulo morado) y un grupo de 2 consorcios,
con 4 y 6 cepas, sefalado con circulo naranja. De acuerdo con ello, las poblaciones
sefaladas con mejor numero de generaciones por unidad de tiempo podrian tener un

potencial significativo para la degradacion de HAP.
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Fig. 10 Crecimiento de los 255 consorcios basado en el numero de generaciones durante
la fase logaritmica. Se clasificaron los consorcios por el nimero de cepas incluidas en
cada combinacion. Las poblaciones sefialadas (circulo morado y circulo naranja)
corresponden a los consorcios con mayor crecimiento a traves del tiempo.

8.5 Analisis de las variables de crecimiento de los consorcios

El analisis de los consorcios disefiados por la herramienta BSocial revelé las 10
poblaciones con mayor crecimiento de los 255 consorcios probados. (Tabla VII), Los CBS
obtenidos fueron ordenados a partir del consorcio con el mas alto crecimiento tanto en
numero de generaciones como el consorcio con menor tiempo en alcanzar la fase
logaritmica. El consorcio con un mayor crecimiento por numero de generaciones fue el
consorcio X101, conformado por las cepas PA, ZE, CZ y RR. Mientras que el que
presentd un menor tiempo en alcanzar la fase logaritmica fue el consorcio X66 formado

por las cepas ZE, CZ, y RR.
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Tabla VIl Representacion de los individuos presentes en los 10 mejores consorcios
bacterianos en orden descendente (del mas apto al menos apto) segun el numero de
generaciones. Las celdas sombreadas de colores representan la presencia de la cepa
bacteriana en el consorcio; Paracoccus alcaliphilus (PA), Zobellella endophytica (ZE),
Salinicola tamaricis (ST), Citrococcus zhacaiensis (CZ), Cellulosimicrobium funkei (CF),
Acinetobacter iwoffi (Al), Pseudomonas pachastrallae (PP) y Rhodococcus ruber (RR).

: ‘ 544 6470

. R
8 | 338 | 57.59
/ 333 | 13
18 ' 319 55.03
| ' 316 7741
205 7840
: B 203 | 5563
3 7 203 5006
” 200 | 4844

8.6 Interacciones sociales bacterianos

El comportamiento social de cada poblacion bacteriana disefada dependera de las
variables de crecimiento correspondientes al numero de generaciones o de la tasa de
crecimiento. En los graficos de la figura 11-l y 11-1l se asignaron 3 diagramas para cada
cepa de acuerdo con el fitness relativo: (la razon entre el parametro de crecimiento del
consorcio dividido por el parametro de crecimiento de la cepa a la que queremos evaluar
su comportamiento social) el diagrama azul corresponde a los puntos de fitness relativa
de cada consorcio normalizado por el valor de la cepa individual a comparar. La caja azul
turquesa indica el fithess de cada consorcio cuando la cepa individual a comparar no se
encuentra presente en el consorcio (np) y, por ultimo, la caja blanca sefiala el fitness de
los consorcios disefiados cuando la cepa individual a comparar se encuentra presente
(p)- Como tal, la diferencia significativa entre las medianas de la caja np y p indica si la

cepa tiene un comportamiento positivo (p>np), neutro (p=np) o negativo (np>p). El

48



comportamiento social de las cepas que se exhibe en la figura 11 se ha descrito en la

Tabla VIII para mayor comprension.
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Fig. 11 Fitness asignados para el comportamiento social de cada cepa en los consorcios
representado como un diagrama de cajas. En la grafica | muestra el fitness de cada cepa
en base al numero de generaciones. En la grafica Il muestra el fitness usando la tasa de
crecimiento.

De acuerdo con lo obtenido en la Fig. 11 se describen de manera resumida los
comportamientos sociales de los consorcios disefados utilizando las variables de
crecimiento (Tabla VIII). La bacteria Zobellella endophytica (ZE) fue la unica con un
comportamiento social positivo para ambos casos de analisis de crecimiento, numero de
generaciones y tasa de crecimiento. Por otro lado, las cepas Salinicola tamaricis (ST) y
Rhodoccus ruber (RR) presentaron interacciones neutras en ambos casos, adicionando
las cepas Paracoccus alcaliphilus (PA), Citrococcus zhacaiensis (CZ) y
Cellulosimicrobium funkei (CF) con comportamiento neutro en la tasa de crecimiento.
Finalmente, en el caso de numero de generaciones, las cepas Paracoccus alcaliphilus
(PA), Citrococcus zhacaiensis (CZ), Cellulosimicrobium funkei (CF), Acinetobacter iwoffi
(Al) y Pseudomonas pachastrallae (PP) mostraron comportamientos negativos en cuanto
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a numero de generaciones. A su vez, Acinetobacter iwofii (Al) y Pseudomonas
pachastrallae (PP) también presentaron comportamientos negativos en el caso de la tasa

de crecimiento.

Con ello, los consorcios sociales potenciales a disefiar con comportamientos sociales

positivos y/o neutros fueron 2 consorcios X58 y X221 compuestos por:
X58: Zobellella endophytica (ZE), Salinicola tamaricis (ST) y Rhodoccus ruber (RR).

X221: Paracoccus alcaliphilus (PA), Salinicola tamaricis (ST), Citrococcus zhacaiensis
(CZ), Cellullosimicrobium funkei (CF) y Rhodoccus ruber (RR).

Tabla VIII Asignacion del comportamiento social segun la prueba t-Student (p<0.05) de
la herramienta BSocial para la seleccion de las mejores cepas segun el numero de
generaciones o la tasa de crecimiento.

Variables de Interaccion Interaccion Interaccion
crecimiento positiva neutra negativa
Niimero de ZE ST RR PA, CZ, CF, Al, PP
generaciones ) , UL, CF Al
Tasa de crecimiento ZE PA, ST, CZ, CF RR Al, PP

8.7 Efecto en el aumento de la biodiversidad

Utilizando las herramientas que el programa BSocial proporciona, se elaboré una grafica
que describe el efecto del aumento diversidad de la poblacién bacteriana (Fig. 12) con
respecto al numero de generaciones (fig. 12-1) y con la variable de la tasa de crecimiento
(fig. 12-11). Se muestra el célculo del fitness de las poblaciones entre una sola especie (8
poblaciones bacterianas) dos especies bacterianas (28 poblaciones), y asi

sucesivamente hasta calcular la poblacion de 8 especies (1 poblacion).
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Para el numero de generaciones, se observé el aumento del fithess a medida que las
poblaciones van teniendo un mayor numero de cepas, siendo el mayor crecimiento al
alcanzar 4 especies bacterianas, después, el fithess disminuye (Fig. 12-l). Por lo que
podemos decir que el fitness de nuestros consorcios bacterianos es ideal a partir de

aumentar a poblaciones de 3 a 4 especies.

En el caso de comparar el fitness con la tasa de crecimiento, la tendencia al aumentar el
numero de especies es la disminucion del fitness, siendo el mas alto a partir de utilizar

una sola cepa (Fig. 12-Il).

A partir de la determinacion de la diversidad de un consorcio, los resultados permitieron
delimitar el numero éptimo de especies bacterianas degradadoras de hidrocarburos que

deben incluirse en un consorcio y obtener un mayor crecimiento.
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Fig. 12 Efecto de la riqueza de las especies sobre el fitness de la poblacion. Efecto del
fitness segun la riqueza de las especies del consorcio segun el nimero de generaciones
(1) o la tasa de crecimiento (ll). El eje X representa el niumero de cepas presentes en cada

consorcio, y el eje Y describe el fitness sobre el crecimiento.
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En la Fig. 13 se observa el efecto del aumento de la diversidad representando el
mejor consorcio formado por las mejores cepas segun el niumero de generaciones (Fig.
13-1) o la tasa de crecimiento (Fig. 13-ll). Es decir, con la mejor cepa, se obtienen todos
los consorcios posibles (una sola poblacién), con dos cepas se forman todas las
poblaciones posibles al combinarlas con cada individuo (la mejor cepa junto con una cepa
con interaccion neutra), hasta llegar a las 8 cepas, donde se observan todos los datos de

las poblaciones.

En el caso de numero de generaciones, se observa un ligero aumento del fitness con el
aumento de la diversidad a partir de 4 cepas, pero al alcanzar poblaciones con mas de 5
especies presentes, la variacion del fithess incrementa conforme aumenta el numero de
especies presentes en el consorcio. Por otro lado, en la variable de tasa de crecimiento
se observa una clara disminucion del fitness marcado a partir de combinaciones con solo

una cepa.
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Fig. 13 Efecto del aumento de la diversidad sobre el fitness de cada consorcio segun el
numero de generaciones (l) o la tasa de crecimiento (Il). El eje X representa el fitness
sobre el crecimiento y el eje Y la poblacidon con la mejor cepa (interaccion positiva) hasta
ariadir las 8 cepas.
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8.8 Efecto de la riqueza del consorcio social sobre la estabilidad de la poblacién
Para definir la estabilidad de una poblacion se ha utilizado la media del coeficiente de
variacion (CV, por sus siglas en inglés). El CV permite identificar si el aumento del numero
de especies en una comunidad supone un aumento en la estabilidad de la misma
(Purswani et al., 2017).

En la figura 14, los datos del numero de generaciones (Fig. 14-1) muestran una varianza
decreciente con el aumento de la riqueza de especies. Sin embargo, dado que la
correlacion es muy baja (R?=0.10935) no es posible inferir una disminucion de la
estabilidad con el incremento del numero de cepas en las comunidades mixtas. De
manera similar ocurre con la grafica de CV para el caso de tasa de crecimiento (Fig. 14-
II), a pesar de que hubo un aumento en la correlacion de los coeficientes de variacion
(R=0.16614) no es posible concluir una disminucién de la estabilidad con el aumento del

numero de cepas ya que es un dato no significativo.

Estabilidad de las poblaciones al aumento de la riqueza de especies
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Fig. 14 Coeficiente de variacion (CV) para la determinacion de la estabilidad del consorcio
respecto a la riqueza de diversidad.CV para numero de generaciones (l) y CV para tasa
de crecimiento (ll). Triangulos azules: CV de la poblacién. Triangulos rojos: Media de CV
de N especies.
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8.9 Degradaciéon de HAP

Una vez obtenido el resultado de las 8 cepas potenciales para el disefio de consorcios
bacterianos, asi como los ensayos de interacciones sociales y crecimiento con BSocial
en presencia de PYR y PHE, se evalué la capacidad de degradacién de una mezcla de
PYR y PHE a 100 uM, en cada cepa individual y en los dos consorcios sociales
nombrados consorcio A (ZE, ST y RR) y consorcio B (PA, ZE, ST, CZ, CF y RR), junto
con los 2 consorcios con mejor crecimiento nombrados como consorcio C (PA, ZE, CZ y
RR)y D (PA, ZE, CZ, CF, Al y RR).

8.9.1 Cepas individuales

De acuerdo con los resultados obtenidos, se observo que a partir del dia 8, las
cepas Paracoccus alcaliphilus HC20 (Fig. 15-1) y Zobellella endophytica HC28 (Fig. 15-
II) disminuyeron ligeramente la concentracion de PHE en el medio, siguiendo con dicha
tendencia en el dia 12. En el caso de Salinicola tamaricis ST (Fig. 15-lll) y Rhodococcus
ruber RR (Fig. 15-VIIl), a partir del dia 12 se observa una ligera disminucion de la
concentracion de PHE en el medio. Por ultimo, en las cepas Citrococcus zhacaiensis CZ
(Fig. 15-1V), Cellulosimicrobium funkei CF (Fig. 15-V), Acinetobacter iwoffi Al (Fig. 15-VI)
y Pseudomonas pachastrallae PP (Fig. 15-VII) no se observaron cambios significativos

de la concentracidon de PHE con respecto al control abidtico.
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Fig. 156 Degradacion de PHE de las 8 cepas bacterianas potenciales. Paracoccus
alcaliphilus (PA), Zobellella endophytica (ZE), Salinicola tamaricis (ST), Citrococcus
zhacaiensis (CZ), Cellullosimicrobium funkei (CF), Acinetobacter iwoffi (Al),
Pseudomonas pachastrallae (PP) y Rhodococcus ruber (RR). Lineas azules punteadas:
Control Abiotico.

En el caso de la tasa de eliminacion del PYR, (Fig. 16) la cepa Paracoccus alcaliphilus
HC20 (Fig. 16-1) mostré una ligera disminucion de la concentracion del HAP a partir del

dia 12. En cuanto a la cepa Zobellella endophytica ZE (Fig. 16-Il) y Rhodococcus ruber
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RR (Fig. 16-VIIl), hubo una ligera disminucién de la concentracién del PYR a partir del
dia 8, siguiendo dicha tendencia al dia 12. Caso contrario sucedié con las cepas
Salinicola tamaricis ST (Fig. 16-lll), Citrococcus zhacaiensis CZ (Fig. 16-1V),
Cellullosimicrobium funkei CF (Fig. 16-V), Acinetobacter iwoffi Al (Fig. 16-Vl) y
Pseudomonas pachastrallae PP (Fig. 16-VIl) las cuales no mostraron algun cambio

significativo en la concentracion de PYR comparado con el control abiético.
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Fig. 16 Degradacion de PYR de las 8 cepas bacterianas potenciales. Paracoccus
alcaliphilus (PA), Zobellella endophytica (ZE), Salinicola tamaricis (ST), Citrococcus
zhacaiensis (CZ), Cellullosimicrobium funkei (CF), Acinetobacter iiwofii (Al),
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Pseudomonas), pachastrallae (PP) y Rhodococcus ruber (RR). Lineas azules punteadas:
Control Abidtico.

8.10 Degradacion de los consorcios bacterianos sociales por 12 dias

Los consorcios sociales A (Fig. 17-1) y B (Fig. 17-Il) fueron de igual manera estudiados
para determinar su capacidad de eliminacion de PHE y PYR durante 12 dias. Para PHE,
se observa que hubo una pérdida de PHE tanto en el control abiético como en las
muestras a las mismas tasas de degradacion, por lo que no se tienen resultados

concluyentes.

Degradacion PHE
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Fig. 17 Degradacion de consorcios bacterianos en presencia de PHE durante 12 dias.
Consorcio A (ZE, ST y RR) y Consorcio B (PA, ZE, ST, CZ, CF y RR). Las barras de error
representan los valores de desviacion estandar.

En el caso de la eliminaciéon del compuesto PYR, los consorcios no degradaron el
compuesto de PYR en el transcurso de 12 dias. Dado al hecho que este comportamiento
se repitio tanto en el ensayo de degradacion por cepas individuales como en el ensayo
utilizando los consorcios sociales y a que estas cepas trabajo son de origen marino, su
crecimiento suele ser lento (Kirchman, 2016), se propuso aumentar el tiempo de
evaluacion a 30 dias para observar si habia una mayor tasa de degradacion a la obtenida

en los consorcios sociales (Fig. 18).
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Fig. 18 Degradacion de consorcios bacterianos en presencia de PYR durante 12 dias.
Consorcio A (ZE, ST y RR) y Consorcio B (PA, ZE, ST, CZ, CF y RR). Las barras de error
representan los valores de desviacion estandar.

8.10.1 Degradacion de consorcios sociales y de crecimiento por 30 dias

Se realiz6 un ensayo de degradacion a los dos consorcios sociales (A: PA, ST y RR; B:
PA, ZE, ST, CZ, CF y RR) y a los dos consorcios con el mejor crecimiento (C: PA, ZE,
CZ y RR; D: PA, ZE, CZ, CF, Al y RR) obtenidos por la herramienta de BSocial
aumentando el numero de 12 a 30 dias. Se tomaron muestras el dia 015 (TO0), dia 15
(T15) y dia 30 (T30) y las mediciones de la concentracién de PYR y PHE se llevé a cabo
con el equipo de HPLC.

En el caso de PHE (Fig. 19) se obtuvo el mismo comportamiento que el ensayo realizado
a 12 dias, con una pérdida del HAP tanto en las muestras correspondiente a los

consorcios como en el control abidtico.
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Fig. 19 Degradacion de PHE durante 30 dias por consorcios sociales (A y B) y consorcios
con mejor crecimiento (C y D). Las barras de error representan los valores de desviacion
estandar.

Para la degradacién de PYR (Fig. 20), no se obtuvo una eliminacién significativa del
contaminante por los consorcios bacterianos sociales (consorcio A y B) y los de mayor

crecimiento (consorcio C y D).
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Fig. 20 Degradacion de PYR durante 30 dias por consorcios sociales (A y B) y consorcios
con mejor crecimiento (C y D). La linea punteada corresponde al control abiotico.
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9. ANALISIS ESTADISTICO

De acuerdo a los resultados obtenidos para la degradacion de las cepas individuales asi
como la degradacion de consorcios sociales y de crecimiento durante 12 y 30 dias, se
realizé un analisis de varianza (ANOVA) empleando la prueba Fisher de diferencia menos
significativa o LSD por sus siglas en inglés (Least Significant Difference, a= 0.05), con la
finalidad de analizar las diferencias entre las medias de las degradaciones de PHE y PYR
empleando distintos consorcios bacterianos y asi como las cepas individuales. Se postula
como hipotesis nula que todas las medias de las degradaciones son iguales (Ho=u1= 2=
Us= u4) y como hipétesis alterna que al menos alguna de la media es distinta (Ho= ui# y;

para algun par de i#j).

Tabla IX Condiciones de analisis de varianza (ANOVA).

METODO

Todas las medias

Hipotesis nula -
P son iguales

No todas las medias

Hipétesis alterna .
P son iguales

Nivel de significancia a=0.05

9.1 Andlisis estadistico de la degradacion por cepas individuales

9.1.1 Fenantreno (PHE)

Se realizd el analisis de varianza para (0=0.05) la degradacién de PHE (Fig. 21)
empleando distintas cepas bacterianas (A-H) y un control representado por X. La
hipétesis nula plantea que todas las medias de degradacion del hidrocarburo son iguales,
mientras que la hipétesis alterna plantea que al menos una de las medias es distinta. Con
un valor de p de 0.345 obtenido a partir del analisis de varianza, no se debe rechazar la

hipotesis nula; sin embargo, la prueba de Fisher nos presenta un estudio mas exhaustivo,
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comparando los resultados obtenidos de las degradaciones empleando distintas cepas
bacterianas. Se puede observar que para los intervalos de confianza del 95% la cepa
bacteriana B comparandola con el blanco X, es la unica que no incluye el 0, por lo que el
resto de las medias son estadisticamente iguales, sin embargo, la media de la cepa B es
significativamente distinta por lo que al menos una media es diferente al resto, por lo

tanto, se rechaza la hipotesis nula.

ICs individuales de 95% de Fisher
Diferencias de las medias para Degradacion

Bt e ey ey S Wl e Wy T ey TR T Wy e T ]
U R P
P R %
L ]
L ]
L ]
L ]

T
:
-75 -50 -25 0 25 50

5 wn intervalo no contiene cero. las medios correspondientes son significativomente
aiferentes.

Fig. 21 Comparacion de los Intervalos de confianza de las cepas individuales en PHE
utilizando Fischer a= 0.05. Las cepas van en el siguiente orden: A: PA, B: ZE, C:ST, D:CZ,
E:CF, F:Al, G: PP y H: RR. X: Control abiético

9.2 Analisis estadistico de la degradacion de PHE y PYR por los consorcios

sociales durante 12 dias

9.2.1 Fenantreno (PHE)

A continuacion, en la Fig. 22 se muestran los resultados de una prueba ANOVA para
analizar la degradacion de PHE empleando dos consorcios bacterianos, en donde el

analisis de varianza muestra un valor de p de 0.674, el cual es mayor que a (0.05) por lo
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que el modelo ANOVA indica que la hipdtesis nula no se rechaza. Adicionalmente, se
realizd la prueba de Fisher para poder comparar cada una de las degradaciones
obtenidas empleando distintos consorcios bacterianos, los resultados indican no haber
diferencias estadisticas entre los consorcios bacterianos, apoyando los resultados de la
prueba ANOVA.

ICs individuales de 95% de Fisher

Diferencias de las medias para Degradacion

B-A . |
X-A .
X-B | .

-15 -10 -5 0 5 10

Siun intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Fig. 22 Comparacion de los Intervalos de confianza de los consorcios sociales con PHE
utilizando Fischer a= 0.05 p. Los consorcios van en el siguiente orden: A: ZE, ST y RR B:
PA, ZE, ST, CZ, CF y RR. X: Control abiético.

9.2.2 Pireno (PYR)

Se realizé un analisis de varianza para la degradacion de PYR (Fig. 23) empleando
distintos consorcios bacterianos, el valor de 0.115 de p mayor a a indica que las medias
son iguales y no hay diferencia entre ellas. Las graficas de intervalos de confianza de la
prueba Fisher indican una posible diferencia entre el consorcio B y el blanco, a pesar de

incluir el 0 en el intervalo de confianza, podrian considerarse distintas las medias.
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Fig. 23 Comparacion de los Intervalos de confianza de los consorcios sociales con PYR
utilizando Fischer a= 0.05 p con la prueba de LSD. Los consorcios van en el siguiente
orden: A: ZE, ST y RR B: PA, ZE, ST, CZ, CF y RR. X: Control abidtico.

9.3 Degradacion de PHE y PYR por los consorcios sociales y de crecimiento a los
30 dias

9.3.1 Fenantreno (PHE)

El analisis de varianza muestra un valor de p de 0.068, el cual es mayor a a con un valor
de 0.05 por lo que en primera instancia la hipotesis nula no se rechaza. Sin embargo, el
analisis por la prueba de Tukey nos da una mayor comprension acerca de las diferencias
en las medias comparando cada una de los consorcios y el control denotado por X. La
informacion obtenida empleando el método LSD con una confianza de 95% nos indica
que las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes, el consorcio
B y el blanco X al no compartir una letra nos indica que son estadisticamente distintos,
esto se ve reforzado en las pruebas individuales de Fisher para la diferencia de las
medias ya que es la unica comparacion que no contiene cero. Los resultados obtenidos

(Fig. 24) mediante la prueba de Fisher nos indica la diferencia estadistica entre la media
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del consorcio B y el blanco sin consorcio, por lo que se puede rechazar la hipotesis nula

al no ser todas las medias iguales.

ICs individuales de 95% de Fisher

Diferencias de las medias para Degradacion
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St un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Fig. 24 Comparacion de los Intervalos de confianza de los consorcios sociales con PHE
utilizando Fischer a= 0.05 p. Los consorcios van en el siguiente orden: A: ZE, ST y RR B:
PA, ZE, ST, CZ, CFy RR., C: PA, ZE, CZy RR. D: PA, ZE, CZ, CF, Al y RR). X: Control
abiotico

9.3.2 Pireno (PYR)

Se presenta un analisis ANOVA para la degradacién de PYR (Fig. 25) empleando 2
consorcios sociales (A y B) y los dos mejores consorcios por crecimiento (C y D). Se
obtuvo un valor p de 0.782 el cual es mayor al valor de a por lo que entra en zona de no
rechazo de la hipoétesis nula. Para corroborar el analisis de varianza se realizé una
prueba por el método de Fisher con un indice de confianza del 95%. Al analizar las
comparaciones de las medias de los consorcios bacterianos y el blanco se puede
observar que no hay diferencia significativa en las medias de degradacion de pireno para

los consorcios bacterianos.
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Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Fig. 25 Comparacion de los Intervalos de confianza de los consorcios sociales con PYR
utilizando Fischer a= 0.05 p. Los consorcios van en el siguiente orden: A: ZE, ST y RR B:
PA, ZE, ST, CZ, CFy RR., C: PA, ZE, CZy RR. D: PA, ZE, CZ, CF, Al y RR). X: Control
abiotico.

10. DISCUSION

10.1 Comportamientos sociales de las especies bacterianas

En el disefio de los consorcios bacterianos sintéticos, uno de los principales retos radica
en la determinacion de las especies que pueden coexistir eficientemente dentro de una
poblacién (Freilich et al., 2011). En este trabajo, se buscé descifrar el comportamiento
social de los individuos seleccionados mediante diferentes estrategias cualitativas y
cuantitativas orientadas a la degradacion de HAP con el objetivo de disefiar un consorcio
bacteriano social idéoneo para dar una mejora en la eficiencia de la degradacion de estos

contaminantes.

De acuerdo con la literatura, la eficiencia de degradacion de HAP por una cepa bacteriana

individual sera menor a la degradacion de compuestos mucho mas complejos a diferencia
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de los consorcios bacterianos, esto debido a su gran capacidad en la division de trabajo
metabdlico (Cao et al.,2022).

En el trabajo de Kumari et al. (2018) compararon la tasa de degradacion de HAP
utilizando biosurfactantes y con 5 cepas de manera individual, asi como la construccion
del consorcio. Este ultimo fue el que mayor potencial de degradacion (superior al 85%)
mostré comparado con la degradacion de las cepas individuales. Es por ello, que en otros
estudios se ha propuesto la aplicacidon de consorcios microbianos para una mayor
eficiencia de degradacion aprovechando la division de trabajo y la capacidad metabdlica

de cada especie presente en la poblacién (Paniagua & Fathepure, 2018).

Una de las condiciones que se debe evaluar al disefiar un CBS son las interacciones
sinérgicas (positivas) y las interacciones netamente negativas que pudieran tener un
efecto en la division de labor durante el proceso de degradacién de contaminantes
(competencia, inhibicidn de crecimiento por sintesis de toxinas, entre otros) (Becker et al.
2012).

Un caso en particular es el reportado por Rojas-Vargas et al. (2022), en el cual se disefio
un consorcio por un método factorial para la degradacion de petroleo a partir de una
preseleccion de 16 cepas aisladas del Golfo de México y 3 cepas aisladas de la region
Noroeste del Océano Pacifico, incluyendo la bacteria marina hidrocarbonoclasta
Rhodococcus ruber MSA14. En el analisis de la tasa de degradacion de los consorcios
durante 75 dias, se observé que aquellos donde la cepa MSA14 se encontraba presente,
fueron los que tuvieron una tasa de eliminacion (%) menores a las esperadas, siendo
que, segun un reporte reciente de Embarcadero-Jiménez et al. (2024) la cepa MSA14

demostré capacidad de degradacién del 30% de PYR a los 27 dias.

Es por eso, que el estudio de las interacciones sociales entre especies puede ser un
factor importante para el disefio del consorcio sintético y, por ende, para la degradacién
de HAP.
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La aplicacion de la herramienta de BSocial para la seleccion de las poblaciones
construidas determina el efecto de la comunidad bacteriana cuando una cepa se
encuentra presente o no presente, obteniendo todas las interacciones posibles entre las
especies seleccionadas y evaluar las combinaciones mas productivas (Purswani et al.,
2017).

En este trabajo, se obtuvieron dos consorcios sociales (A 'y B) con las 8 cepas utilizadas
de un total de 255 combinaciones y se probaron dos consorcios con el mejor crecimiento
en presencia de HAP (C y D), siendo un total de 4 consorcios. Para la formacion de estos
4 consorcios, se seleccionaron las cepas en funcion de las interacciones positivas y
neutras. Las interacciones positivas son fundamentales ya que permiten formar una
comunidad estable. Un ejemplo de una interaccion positiva es una relacion de
comensalismo, como la que existe con la cepa Pseudomonas sp. AS1 'y Acinetobacter
oleivorans DR1. Pseudomonas sp. AS1 tiene la capacidad de degradar NAPH y producir
salicilato como metabolito secundario, el cual Acinetobacter oleivorans DR1 utiliza para
crecer y sobrevivir a la intoxicacion de NAPH (Seo et al. 2012). Mientras que un
comportamiento neutral nos indica que esos microorganismos no son beneficiosos ni
perjudiciales para la comunidad, pero pueden ser buenos candidatos para la formacion

del consorcio que sea potencialmente degradador.

10.2 La estabilidad de los consorcios esta relacionada con el aumento de la
diversidad
Las comunidades microbianas son fuertemente influenciadas por las interacciones
sociales entre las especies involucradas, lo que genera un efecto en la composicion y la
funcién de las poblaciones (Madsen et al., 2017), y, por consiguiente, un impacto en la
estabilidad de la comunidad. En ecologia, este fendmeno se conoce como la hipoétesis de
diversidad-estabilidad (McCann, 2000), el cual establece que, a mayor riqueza de
especies, mayor es la estabilidad. En el contexto de la degradacion de contaminantes, se
ha reportado en estudios previos que una mayor estabilidad del consorcio o poblacién

bacteriana requiere menor gasto energético para las especies, dando como resultado la
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eliminacion mas eficiente de un contaminante a comparacion de la degradacion por cepas
individuales (Lesnik, et al. 2019).

Esta tendencia se puede observar en la Fig. 14 a partir de los analisis de coeficiente de
variacion (CV) en la degradacion de HAP. Los datos obtenidos mostraron que, en el caso
de tasa de crecimiento y numero de generaciones, se observa una ligera disminucion del
CV al aumentar el numero de especies, complementandose con los resultados obtenidos
con los consorcios formados por Purswani et al. (2017, 2019), con la diferencia que el
coeficiente de variacion obtenido fue mucho mas bajo, tanto para el numero de
generaciones como la tasa de crecimiento (R?=0.16; R?>=0.10 respectivamente) con lo

obtenido por el autor mencionado en numero de generaciones (R>=0.5).

De las 8 cepas, solo Zobellella endophytica HC28 presentd una interaccion positiva en el
estudio, y el resto de las cepas tienen interacciones neutras, Aunque en el disefio de CBS
se consideré tanto la cepa positiva como las cepas neutras, no se observé una
degradacion de PHE y PYR significativa. Esto puede deberse a lo reportado por Becker
et al. (2012), donde, en el caso que una de las especies que conforman una comunidad
bacteriana compita por recursos limitados (en este caso, una fuente de carbono), pueden
dominar la competencia y afectar el funcionamiento de la comunidad. Ademas, las
interacciones consideradas neutras, no necesariamente significan que no tenga efecto
alguno en los CBS ya que podria afectar, la estabilidad del mismo, sino que, en este caso,

hay un efecto negativo en la estabilidad del mismo.

10.3 Cuantificaciéon de la degradacion de HAP

Se evaluo la capacidad de degradacion de las 8 cepas hidrocarbonoclastas potenciales
de manera individual, la degradacién de dos consorcios sociales, ambos experimentos
analizados durante 12 dias, y por ultimo la tasa de eliminacién de HAP de dos consorcios

sociales y dos con el mejor crecimiento durante un periodo mayor (30 dias).

Para la extraccién y cuantificacion de PYR y PHE, se aplicé el método de Aranda et al.,

(2009) con el equipo de HPLC acoplado a DAD, en el cual, permite determinar la
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concentracion de los HAP calculando el area del pico de su cromatograma, utilizando una

curva de calibracién para cada compuesto.

Para el caso de los experimentos de degradacidon de las cepas individuales en PHE vy
PYR, PA, ZE y RR tuvieron una ligera disminucién después de 12 dias en ambos
compuestos, mientras que las demas cepas tuvieron resultados poco significativos. Las
bacterias PA y ZE pertenecientes al género Paracoccus y Zobellella ya han sido
reportadas por su capacidad de degradacion (Gupta et al., 2016; D.W. Lee et al., 2018),
asi como la capacidad de degradacién de PYR por el género de Rhodococcus (RR)

(Embarcadero-Jiménez et al., 2024)

Para el caso de PHE en los consorcios sociales, se tuvo la problematica con el control
abiadtico, el cual, tuvo un mismo comportamiento que en presencia de cepas bacterianas,
por lo que pudiera deberse a la naturaleza de los compuestos HAP de bajo peso
molecular al verse afectados por procesos fisicos y quimicos como la fotooxidacion
(Sabaté et al., 2000). Caso contrario con PYR, donde se observé degradacién poco
significativa en los consorcios A y B, pudiendo verse afectado por la dificultad de

degradacion y el tiempo determinado para su degradacion.

Normalmente, los tiempos utilizados para la medicidn de biodegradacion varian de entre
14 a hasta 75 dias (Gallego et al., 2013; Shahriari Moghadam et al., 2014; Marzuki et al.,
2022) por lo que se propuso el aumento del tiempo para ver si la capacidad de las cepas
individuales y/o consorcios se vio limitada por dicho parametro. A pesar de ello, el
rendimiento de la biodegradacién de las cepas individuales y consorcios tuvo resultados

distintos a los esperados.

Al aumentar a 30 dias el ensayo de degradacion de los dos consorcios sociales y dos
consorcios por mejor crecimiento, se observa en el caso de PHE (Fig. 21) mismo
comportamiento que en el ensayo de doce dias (Fig. 19), lo cual puede tratarse de un

factor fisico como la fotodegradacién del compuesto.

69



Low et al. (1987) reportaron que la pérdida de HAP puede deberse a una eficiencia baja
en la extraccidn del compuesto, por procesos de volatilizacion durante la remocion del
solvente después de la extraccidén o por almacenamiento. En el caso de solventes
polares, como el acetonitrilo o metanol, no son recomendables a menos que la presencia

de luz sea excluida.

En otro estudio mas reciente, probaron la tasa de degradacion de PHE en distintos
solventes polares y no polares, concluyendo que la fotooxidacion se ve afectada por
diversos factores como polaridad, el oxigeno disuelto y la electronegatividad (Shankar, et
al., 2018).

En el caso de PYR con los consorcios, no se puede concluir de manera significativa

debido a la desviacion estandar entre muestras y consorcios.

Aunque las poblaciones bacterianas ofrecen una gran variedad de componentes
bioldgicos para la degradacion de HAP, como enzimas y biosurfactantes, no todas las
combinaciones bacterianas son capaces de biodegradar eficientemente, lo cual sugiere
el impacto de las interacciones competitivas entre diferentes especies (Freilich et al.,
2011), ademas de considerar los factores fisicos y quimicos que puedan influir en los
resultados de biodegradacion debido a la falta de certidumbre a la hora del desarrollo de
la extraccion controlada al manejar HAP. El desarrollo de CBS a partir de sus relaciones
de cooperacion es aun escaso, por lo que la busqueda de cepas compatibles sigue siendo

un reto (Purswani et al., 2017; Angeles de Paz et al., 2023).

11. CONCLUSIONES
En el desarrollo de este trabajo, los resultados obtenidos cumplieron con los objetivos

planteados, concluyendo con lo siguiente:

De acuerdo con el andlisis de las interacciones sociales de los CBS, se logré determinar

el numero de especies Optimo para una estabilidad y fithess ideal.

La herramienta web BSocial dio buenos resultados en la evaluacién de las interacciones

sociales y el disefio de CBS, por lo que la implementacién de esta técnica sera primordial
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en la busqueda y construccion de comunidades microbianas involucrados en la

degradacion de contaminantes.

Se disefaron 2 consorcios sociales X58 (Zobellella endophytica ZE, Salinicola tamaricis
ST y Rhodoccus ruber RR) y X221 (Paracoccus alcaliphilus PA, Salinicola tamaricis ST,
Citrococcus zhacaiensis CZ, Cellullosimicrobium funkei CF y Rhodoccus ruber RR) y las
10 mejores combinaciones de acuerdo con su crecimiento, se evalué su capacidad
hidrocarbonoclasta hacia PYR y PHE.

En los ensayos de degradacion de PYR y PHE, al aumentar el numero de cepas neutras
en los consorcios A y B, disminuyeron su capacidad de degradacion. Por otro lado, los
ensayos de degradacion para los consorcios C y D no fueron concluyentes. Estos
resultados sugieren que las interacciones sociales son complejas y estan sujetas a

diversos factores ambientales y sociales.

En las interacciones sociales estan implicados diversos factores que afectan la division
de trabajo entre las especies dentro de las comunidades microbianas, lo que supone un
gran reto para descifrar los mecanismos de cooperacién y/o competencia que pueden ser

aplicados para el desarrollo de consorcios microbianos sintéticos con sinergia catabdlica.

12. PERSPECTIVAS

Para complementar el trabajo realizado en esta tesis, se propone lo siguiente:

1) Evaluar el porcentaje de recuperaciéon de PYR y PHE del método de extraccion
utilizado.

2) Realizar ensayos de degradacion con las 8 cepas individuales aumentando el tiempo
de evaluacién a 30 dias.

3) Determinar los metabolitos generados en el proceso de biodegradacion de las cepas
individuales y los consorcios utilizando cromatografia de gases-masas (GC-MS) para
ver los metabolitos involucrados en la biodegradacion de PYR y PHE.

4) Realizar ensayos de cometabolismo con otra fuente de carbono mas labil, como la

glucosa en un periodo superior a los 30 dias.
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5) Evaluar la capacidad de degradacion de las 10 mejores combinaciones de acuerdo

con el crecimiento.
6) Buscar otras cepas individuales para llevar a cabo los ensayos de BSocial para la

construccion de otros CBS.
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