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Resumen

Titulo: Analisis taxondmico y metataxondmico de cultivos bacterianos de muestras de aguas
asociadas a produccion de hidrocarburos mediante el analisis de secuencias del gen ARNr
16S

Autor: Vera Martinez Kevin Mauricio

Palabras Clave: ARNr 16S, Biorremediacién, Bacteria, Analisis Taxondmico
Descripcion:

Las bacterias son los seres vivos més abundantes del planeta, pudiendo ocupar nichos
acuaticos, terrestres y con condiciones ambientales extremas. Dada esta caracteristica, sus
caracteres genotipicos y fenotipicos han diversificado mostrando una gran variedad de
metabolismos, pudiendo usar un sinnimero de compuestos quimicos como fuente de energia.

La presencia de estos organismos en ambientes industriales y perturbados por el hombre
puede representar, en muchos casos, una ventaja medioambiental para mitigar el dafio
antropogeénico sobre el ecosistema.

La biorremediacion, es una de estas ventajas que permite el uso de estos organismos 0 su
maquinaria enzimatica para realizar procesos de saneamiento ambiental. Se ha documentado
que varios géneros bacterianos poseen la maquinaria celular necesaria para degradar
compuestos hidrocarbonados y varios tipos de polimeros naturales y artificiales que pueden
ser categorizados como contaminantes.

En este estudio se muestrearon tres puntos de aguas asociadas a produccion petrolera 'y por
medio de técnicas de microbiologia tradicional se aislaron cepas bacterianas que pudieran
degradar petréleo y polimeros como la carboximetilcelulosa y el polietileno de baja densidad
(LDPE), como también comprobar su crecimiento en presencia de metales pesados para asi,
de acuerdo a su gen ARNr 16S determinar la composicion taxonémica de las muestras y
documentar posibles cepas bacterianas candidatas a ser usadas en procesos de
biorremediacion.



Summary

Title: Taxonomic and metataxonomic analysis of bacterial cultures from water samples associated
with hydrocarbon production by sequence analysis of the 16S rRNA gene

Author: Vera Martinez Kevin Mauricio
Keywords: 16S rRNA, Bioremediation, Bacteria, Taxonomic Analysis
Description:

Bacteria are the most abundant living beings on the planet, being able to occupy aquatic, terrestrial
and extreme environmental conditions. Given this characteristic, its genotypic and phenotypic
characters have diversified, showing a great variety of metabolisms, being able to use countless
chemical compounds as an energy source. The presence of these organisms in industrial and
human-disturbed environments can represent, in many cases, an environmental advantage to
mitigate anthropogenic damage to the ecosystem.

Bioremediation is one of these advantages that allows the use of these organisms or their enzymatic
machinery to carry out environmental sanitation processes. It has been documented that several
bacterial genera possess the necessary cellular machinery to degrade hydrocarbon compounds and
various types of natural and artificial polymers that can be categorized as contaminants.

In this study, three points of water associated with oil production were sampled and through
traditional microbiology techniques, bacterial strains that could degrade oil and polymers such as
carboxymethylcellulose and low-density polyethylene (LDPE) were isolated, as well as verifying
their growth in presence of heavy metals in order to determine the taxonomic composition of the
samples according to their 16S rRNA gene and document possible candidate bacterial strains to be
used in bioremediation processes.
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Introduccion

El petréleo es un compuesto natural, constituido principalmente por agentes alifaticos,
aromaticos y heterociclicos y, en menor cantidad, por especies quimicas que incluyen
oxigeno, nitrogeno y azufre. Al ser considerado una de las principales fuentes de energia
alrededor del mundo, muchos paises han adoptado a la petroquimica como pilar econémico
para su desarrollo (Plohl et al., 2002). Generalmente, las reservas de hidrocarburos de
petréleo se encuentran en estratos de roca sedimentaria y de consistencia porosa, como por
ejemplo la piedra caliza o el esquisto fisurado y su composicion depende mayormente del
tipo de formacion oleica, su localizacion en el subsuelo y variantes de presion, temperatura
y materia organica componente (Alexander, 1994). Frecuentemente se pueden encontrar
trazas de metales como niquel, hierro, aluminio, vanadio y cobre. Dichos compuestos, y otros
metales pesados como cromo Yy zinc, pueden encontrarse en concentraciones por arriba de las
10 partes por millén (ppm) en desechos de procesamiento de crudo tratados en tierra (Atlas,
1975). Los oleoductos y tanques de almacenamiento de hidrocarburos representan una
estancia temporal en el circuito de procesamiento y produccién de la industria petroquimica.
Su mantenimiento en muchas ocasiones puede representar grandes gastos econémicos y
también graves afectaciones al medio ambiente, generando grandes cantidades de material
poluto. Este proceso de limpieza acarrea el uso de materiales con accion tensoactiva que
permitan mantener el crudo en una sola fase y que, acompafiado con grandes cantidades de
agua, la limpieza y mantenimiento puedan ser efectivos (Ayotamuno et al., 2007). La
toxicidad del crudo y sus derivados depende de muchos factores y puede variar ampliamente,
en ambientes polutos con crudo, su densidad, concentracion y composicion juegan un rol

importante y determinante al evaluar el dafio producido, ya que muchas veces, sus efectos
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son inmediatos en los animales y plantas de dicho habitat (Baker, 1970). Sin embargo, la
susceptibilidad de los organismos vivos en estos ambientes varia entre especies y no solo
afecta a organismos complejos, sino que también se ven afectadas las poblaciones
microbianas residentes. Los efectos del petrdleo en las poblaciones microbianas tienen
ciertos determinantes que pudiesen clasificarse como acciones dafiinas o benéficas para estas
comunidades. Se ha documentado que ciertas poblaciones de microorganismos con ciertos
géneros taxondmicos han incrementado su nimero ya que logran aprovechar componentes
del petréleo como fuente de nutrientes y que en conjunto con otros factores medioambientales
propician un nicho idoneo para su crecimiento. Adicionalmente, se ha registrado también que

algunos de estos compuestos tienen accion bacteriostatica (Atlas,1975; Larkia et al., 2005).

La respuesta bacteriana a contaminantes organicos ha sido ampliamente estudiada durante
afios. Se ha comprobado que algunos géneros tienen un rango especifico para metabolizar
compuestos hidrocarbonados y que, por otro lado, otros que poseen la capacidad de
metabolizar mas de un compuesto organico como fuente de energia haciendo que se necesitan
conjuntos poblacionales distintos con amplias capacidades metabdlicas en procesos de
biodegradacion y biorremediacion (Farinazleen et al., 2004; Chikere y Chijioke-Osuji, 2006).
Igualmente se ha encontrado que si bien es de esperarse que los organismos aislados en
ambientes polutos con petréleo tengan la misma capacidad enzimética que aquellos que son
aislados en ambientes industriales, dicha premisa no siempre se cumple, ya que dicha
suposicion depende de la comunidad bacteriana en si y qué tan cominmente esta expuesta a
dicho agente (Adenipekum y Fasida., 2005). Estudios realizados en diferentes ambientes

contaminados revelan que hay comunidades bacterianas que muestran un alto rango de
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degradacion de hidrocarburos y que algunas de ellas no tenian historial previo de dicha

actividad metabolica (Leahy y Colwell, 1990).

Este proceso de degradacion tiene en cuenta dos caracteristicas importantes, su naturaleza
quimica y su cantidad presente en el ambiente. Dicho proceso permite que estos
hidrocarburos puedan ser hidrolizados en agentes quimicos cuya disposicion sea mas
manejable o bien puedan déarseles otro uso dentro de la industria (Varjani., 2017; Wang et
al., 2019). Actualmente hay otros métodos de disposicién de estos hidrocarburos que
implican su hidrolisis de manera quimica o fisica pero no siempre sus productos finales
pueden ser aprovechables, ya que incluso, muchas veces pueden ser mas contaminantes que
el propio hidrocarburo (Bhattacharya et al., 2015). Es por lo que el tratamiento de estos
hidrocarburos mediante accidn bioldgica representa uno de los mas grandes hitos en la
industria petrolera, representando ahorros econémicos notables y también, a la vez que
constituyen la opcion mas amigable con el medio ambiente (Lappin-Scott et al., 2014). La
bioprospeccion, como se le conoce al conjunto de técnicas que buscan el aprovechamiento
de entes bioldgicos y sustancias quimicas producidas por ellos, ha dado pasos agigantados
en los ultimos afios y en conjunto con la biorremediacién le han proporcionado a la industria
en general una opcion asequible para disponer de desechos contaminantes y que junto con
técnicas biotecnoldgicas han desplazado muchos procedimientos considerados actualmente
obsoletos para muchos procesos industriales (Pérez Silva et al., 2006; Fritsche y Hofrichter,

2008).

Las bacterias son el grupo de microorganismos mayormente empleados en procesos de
bioprospeccion y su clasificacion tanto en caracteristicas metabolicas como genéticas son

vitales para su uso biotecnoldgico, es por lo que el analisis del gen ribosomal ARNr 16S ha
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tenido una importancia notable como sistema de clasificacion vigente y preciso, ya que
guidndose solo por caracteres fenotipicos no se obtiene una clasificacion concluyente (Olsen
y Woese, 1993; Neefs et al., 1990). La amplificacion del gen ARNr 16S y su secuenciacion
hacen parte de dicho proceso de genotipado, empezando con el cultivo de células bacterianas
aisladas y su posterior extraccion de material genético. No obstante, se han disefiado
cebadores especificos para las “regiones hipervariables” (V1-V9) del ARNr 16S en bacterias
lo que ha permitido, a través de ensayos de PCR, la distincién hasta nivel de genero de
distintos cultivos celulares de un mismo punto de muestreo (Stackebrandt y Goebel, 1994;

Chakravorty et al., 2007; Kumar. 2020).

El Campo La Cira—Infantas, municipio de Barrancabermeja (Santander), es conocido
nacionalmente como el primero y mas antiguo del territorio colombiano. Pese al constante
mantenimiento, no ha estado exento de derrames de hidrocarburos y crudo al suelo
circundante (Exxon Mobil Corporation. 2003-2016). El presente trabajo de grado se enfoco
en la identificacion de los grupos bacterianos presentes en muestras de tres puntos cruciales
en la infraestructura de los pozos petroliferos del Campo La Cira—Infantas. Usando técnicas
dependientes de cultivo como la inoculacién en medios enriquecidos con las diferentes
fuentes de energia suministradas (carboximetilcelulosa CMC, polietileno de baja densidad
LDPE, crudo de tipo pesado) y paralelamente su exposicion a metales pesados en el medio
se aislaron las cepas candidatas con actividad activa frente a cada una de las fuentes de
energia suministradas; junto a esto se dispuso de una prueba de caracter cuantitativo con
tintura de rojo Congo para determinar la actividad celulolitica del cultivo y pruebas
cualitativas de crecimiento presente o ausente frente a las otras fuentes de energia y la

presencia de metales pesados. Posterior a esto, las pruebas no dependientes de cultivo como
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la amplificacion y secuenciacion del gen ribosomal ARNr 16S y analisis in silico de las
secuencias obtenidas se pudo determinar la composicidn taxonémica de dicho ambiente y asi

representarla graficamente.
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1. Objetivos
1.1 Objetivo general

Determinar la composicion taxonémica de los microbiomas y microorganismos aislados de

aguas de produccion petrolera del campo La Cira-Infantas.

1.2 Objetivos especificos

= |dentificar molecularmente, en lo posible a nivel de género, aislados y amplificados
de ADN metagendmico de aguas de produccion petrolera del campo La Cira-Infantas
mediante amplificacion y secuenciacion del gen ARNr 16S.

» Realizar andlisis filogenético con las secuencias de cepas aisladas de diferentes
medios de cultivo obtenidas mediante secuenciacién en conjunto con secuencias
obtenidas de bases de datos internacionales.

= Evaluar la tolerancia de los microorganismos en medios suplementados con celulosa,
polietileno, petréleo crudo y metales pesados (Pb+2, Zn+2 y Cu+2).

= Comprobar la capacidad de las cepas para degradar polimeros naturales y sintéticos

y producir biosurfactantes.
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4. Marco tebrico

4.1 Ciencias bioldgicas y tratamiento industrial de desechos

Microorganismos procariontes, eucariontes, hongos y hasta plantas estan ganando terreno en
el area del saneamiento ambiental dadas sus capacidades metabdlicas. Es por lo que se ha
definido como biorremediacion a todo proceso biotecnologico que emplee organismos vivos
0 a sus agentes metabolicos derivados como herramienta principal para la recuperacion del
medio ambiente contaminado y restaurarlo a su estado natural de equilibrio ecolégico (Tausz
y Donath, 1930). Ejemplificando la accion de estos organismos en el medio ambiente se
puede mencionar la degradacion bacteriana de hidrocarburos contaminantes en ambientes
terrestres y acuaticos. Este proceso esta ganando terreno en la industria y aplicandose a
politicas internacionales de tratamiento de ambientes contaminados desplazando a
metodologias fisicoguimicas antiguamente empleadas. También se ha usado la intervencion
bacteriana en la degradacion de plasticos y también la rapida asimilacién de metales pesados
en el ambiente disminuyendo su toxicidad (Aislabie et al., 2006; Gudifia et al., 2013). El uso
de la biorremediacion como metodologia de saneamiento ambiental presenta muchas
ventajas respecto a estrategias fisicas o quimicas, entre las que se encuentran la no produccion
de compuestos significativamente toxicos, la baja demanda energética, el bajo costo, la
complementaciéon directa o indirecta con otras estrategias de saneamiento y su baja
perturbacién al medio ambiente. Pese a estas ventajas, la biorremediacion representa
periodos de tratamiento prolongados y en muchos casos no se logra una eliminacion completa
del material contaminante debido a su porcién recalcitrante que queda en el ambiente

haciendo necesaria una estrategia complementaria (Aislabie et al., 2006; Cébron, 2015).
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4.2 Biorremediacion bacterianay el petréleo

El rol de las bacterias en la industria petroquimica tiene enormes aplicaciones y roles,
abarcando campos en la produccion de gas hasta saneamiento de crudo en ambientes
contaminados (Gudifia et al., 2013). Hoy dia, las bacterias pueden ser manipuladas y
aprovechadas en la industria petroquimica, ya sea para la degradacion de petréleo en
ambientes polutos, zonas de explotacion abandonadas o sin uso e incluso para la
bioconversion del petroleo (Gudifa et al., 2013; Rashedi et al., 2012). No es desconocido
que los derivados del petréleo son una de las mayores fuentes de polucion, lo cual genera un
grave desequilibrio medio ambiental y que, por lo tanto, requiere una intervencion inmediata.
Es en este sentido que el uso de microorganismos y su amplia diversidad metabdlica se
presentan como una alternativa (Perfumo et al., 2010). Usualmente se piensa que todas las
clases de petréleo son susceptibles a la degradacion mediada por bacterias bajo ciertos
condicionamientos; sin embargo, desde mediados de los afios setenta, se ha visto que dicha
actividad metabdlica varia segun el ambiente donde se colectan estas poblaciones
bacterianas, viéndose un incremento considerable en ambientes mayormente industriales
como refinerias de crudo, plantas de purificacion de gasolina, tanques de contencion, entre
otros (Kolotilova, 2011). Entre las afectaciones a especies acuéaticas, se encuentra la
incorporacion de estos contaminantes organicos en sus tejidos de peces y otros organismos.
Al ser ingeridos por sus depredadores y también por el ser humano, dichos contaminantes
representan una alteracion considerable de la salud registrandose casos severos de
envenenamiento e incluso aumentando la incidencia de ciertos tipos de cancer (Bautista y
Rahman., 2016). La limpiezay recoleccion de los derrames de petroleo es considerablemente
dificil y depende de factores como el tipo de petrdleo (que puede variar desde el crudo ligero

hasta el crudo extrapesado), la composicion fisicoquimica del agua donde se vertio ya que
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podria intervenir considerablemente en las actividades de evaporacion y biorremediacion,
entre otros. La remocion fisica de crudo de incidentes de polucion es costosa y la opcion por
agentes quimicos es partidario de reacciones que producen compuestos ain mas polutos y su
eliminacién se dificulta cuantiosamente (Jensen et al., 1998). Sin embargo, la opcion
bioldgica la biorremediacion, se ha configurado como una opcion economica y de
relativamente facil obtencion para efectuar dichos procesos de saneamiento ambiental,
especies bacterianas del phylum Fusobacteria han demostrado un gran potencial para su
empleo en posibles derrames de petroleo en ambientes marinos debido a su asombrosa
habilidad de colonizar y degradar petréleo de mediana viscosidad en superficies acuosas
(Gutiérrez et al., 2016), otras especies del genero Alcanivorax y Methylocella han mostrado

potencial biotecnoldgico para su uso en procesos de biorremediacion (Kasai et al., 2002).

4.3 Biorremediacion bacteriana y el polietileno

Debido a su simplicidad al fabricarse y su bajo precio, el polietileno es el polimero mas
simple y el plastico mas ampliamente usado alrededor del mundo, produciéndose en una
cantidad de ochenta millones de toneladas al afio. Su creacion se da mediante la
polimerizacion, usualmente lineal de cadenas de etileno mediante diferentes procesos segin
su naturaleza quimica y catalizadores usados. Quimicamente se trata de un material
considerado inerte (Geyer et al., 2017). Dada su alta durabilidad y su estructura quimica, este
compuesto es altamente resistente a procesos naturales de degradacién. Por ejemplo, el
polietileno de baja densidad puede tomar hasta 150 afios para descomponerse en su totalidad,
resultando como consecuencia la acumulacion exponencial de grandes volumenes de plastico
en el planeta (Jambeck et al., 2015). Pese a los esfuerzos por su reciclaje, sobre todo en paises

desarrollados, el polietileno sigue acumulandose en ambientes terrestres y marinos,
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especialmente en forma de microplasticos, ya que estos pueden ser facilmente asimilables
por muchas especies que los acumulan sin metabolizarse en sus tejidos desencadenando un
envenenamiento lento para muchas especies, incluyendo al ser humano (Hammer et al.,
2012). Entre otras estrategias de manejo ambiental como el reciclaje, las ciencias bioldgicas
han ganado terreno en el campo industrial, especialmente en el campo de la disposicion final
de desechos y el polietileno no ha sido una excepcion, gracias a técnicas biotecnologicas y
de la mano de campos como la microbiologia, bioingenieria e incluso zoocria se han logrado
identificar especies microbianas e incluso animales que exitosamente han logrado
descomponer y metabolizar el polietileno de baja densidad y usarlo para sus procesos
bioldgicos,. Tal es el caso de Pseudomonas fluorescens, que puede degradar el polietileno
encontrado en bolsas plasticas en unas pocas semanas, haciéndolo un proceso eficiente en
comparacion con metodologias mas industrializadas (Mukherjee et al., 2017). Otros
ejemplos microbianos de degradacion de polietileno que siguen estando en estudio incluyen
a Brevibacillus borstelensis cepa 707, aislada en una muestra de suelo, puede usar el
polietileno de baja densidad como su Unica fuente de carbono y que junto a una incubacion
constante de unos 50°C logré una alta tasa de degradacion de este material (Hadad et al.,
2005). Se observo también que la eficiencia de esta reaccion se favorece en gran medida si
el biorreactor que contenia a esta especie era expuesto a radiacion ultravioleta.
Sorprendentemente, en el afio 2014 se descubrid que en varias bolsas de plastico en varios
vertederos de basura de China habia pequefios agujeros cuya explicacion no era del todo
clara, al realizar una blsqueda exhaustiva se evidencio que en dichos vertederos habia
presencia de varias colonias de Plodia interpunctella o polilla hindl de la harina. Al
diseccionar los intestinos de estos insectos se identificaron varias poblaciones bacterianas

gue no solo ayudaban a la polilla a digerir el plastico como fuente de alimento, sino que las
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actividades bacterianas de estas comunidades intestinales pudieron disminuir la masa del
polietileno en un 10% y en conjunto a la actividad enzimatica de estas bacterias las cadenas

poliméricas de este plastico se vieron degradadas hasta en un 13% (Yang et al., 2014).

4.4 Biorremediacion y la tolerancia bacteriana a la presencia de metales pesados

El incremento de la concentracion de metales pesados en la biosfera ha sido un efecto adverso
de la industrializacion. Ello ha comprometido la calidad del agua y los suelos en multiples
ambientes, amenazando a poblaciones animales y humanas por su tendencia a bioacumularse
en los tejidos y, en ocasiones, a su caracter teratogénico. Dado su impacto en la salud publica,
el desarrollo de alternativas sostenibles enfoca sus esfuerzos en hacer una remocion biologica
de estos agentes, ya que otras alternativas han resultado poco eficientes y de alto precio
(Verma y Sharma, 2017). La transformacion de metales pesados mediada por
microorganismos se da mediante reacciones quimicas de dxidoreduccion y alquilacion-
desalquilacion. Lo anterior, se traduce en cambios en su solubilidad, movilidad o toxicidad
de los elementos. El hecho de que muchas de estas reacciones no tengan una funcién
metabolica conocida, sugiere que éstas evolucionaron probablemente como un mecanismo
de atenuacion de la toxicidad (Michalak et al., 2013). Existen descritos, al menos, tres
mecanismos bioguimicos con potencial uso en biorremediacion (Volke Sepulveda y Rosa
Perez, 2005). El primero de ellos es la precipitacion reductora, la cual por teoria establece
que la movilidad y toxicidad de un metal pesado pueden disminuirse si se reduce a un estado
redox mas bajo. Dicha reduccion puede darse cuando el organismo usa al metal pesado como
aceptor de electrones. Este fendmeno ha sido ampliamente observado en bacterias
sulfooxidantes (BSO) y bacterias sulfatoreductoras (BSR) ya que han logrado reducir

exitosamente Cr*®y U*® en suelos contaminados facilitando su recoleccion (Volke Sepulveda
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y Rosa Perez, 2005). Un segundo mecanismo es la biomineralizacion, en la cual precipitados
metalicos insolubles se forman interactuando con productos del metabolismo bacteriano y
asi formar minerales de azufre, hidroxidos, fosfatos y carbonatos. Un ejemplo de este tipo de
reacciones se ha observado en el uso de bacterias heterétrofas anaerobias que, cultivadas en
sustratos organicos como etanol, acetatos, butiratos, celulosa (Barkay y Schaefer, 2001). En
varias comunidades de bacterias sulfatoreductoras se ha estudiado la formacion de sulfuros
metalicos insolubles que pueden contener Cu, Hg, Cd, As, Se y Pb (Volke Sepulveda y Rosa
Perez, 2005; Barkay y Schaefer, 2001). Finalmente, el tercer mecanismo candidato es la
biolixiviacion que se basa en la solubilizacion de metales pesados a partir de matrices solidas
(Volke Sepulveda y Rosa Perez, 2005). En este caso, se utilizan principalmente bacterias
acidofilas con metabolismo oxidativo basado en iones de hierro y azufre para crear
conformaciones de sulfuros o férricos en conjunto con metales pesados (Fonti et al., 2016).

4.5 Caracterizacion de especies bacterianas biorremediadoras a través de la biologia
molecular

Dada la estructura de las céelulas procaridticas, su identificacion a partir de caracteristicas
morfologicas es limitada. Por ello, se requiere caracterizar los perfiles metabdlicos y
moleculares para su clasificacion (Hood, 2012). Por su parte, la caracterizacion de
microbiomas de ambientes especificos requiere un diagnostico molecular basado en el
aislamiento y extraccion de material genético para asi secuenciarlo y someterlo a analisis
bioinforméticos (Saiki et al., 1988; Pekin et al., 2011; Behjati y Tarpey, 2013). Esta
metodologia permite obtener tanto la clasificacion taxondémica de los individuos que habitan
dicho habitat como su abundancia relativa dentro de la poblacion (Berg et al.,2020). Gracias
a las técnicas de biologia molecular y en conjunto con técnicas microbiolégicas de cultivo se

pueden aislar células bacterianas de interés para posteriormente estudiar su composicion



23

genética con el fin de esclarecer su relacion filogénica respecto a otras especies en cuestion
(Dahm, 2008). En celulas procariotas es comun usar el ARNr 16S; que es codificado por el
gen rrs, como cronometro molecular para estudios taxonomicos y filogenéticos (Olsen y
Woese, 1993). Metodoldgicamente, la identificacion bacteriana por medio del andlisis de
ARNr 16S consiste en tres pasos bien definidos: a) Extraccion y amplificacion del gen a
partir de la muestra apropiada, b) determinacion de la secuencia nucleotidica del amplicon y
c) analisis in silico de la secuencia obtenida (Janda y Abbot, 2007). De entre los métodos
mas populares de secuenciacion actuales, hay un grupo que se denomina “de alto
rendimiento”, estos tipos de secuenciaciones incluye métodos de lectura corta o de proxima
generacion y de lectura larga o de tercera generacion, en cuanto a su uso, se destinan
principalmente a la secuenciacién de exomas, perfiles transcriptomicos, interacciones ADN-
proteina, epigendémica, entre otros (De Magalhaes, 2010). Por otra parte, la secuenciacion de
ultra alto rendimiento puede ejecutar paralelamente hasta 500.000 operaciones de
secuenciacion por sintesis permitiendo secuenciar; por ejemplo, un genoma humano
completo en un solo dia (Fox et al., 2009), una de estas metodologias de alto rendimiento es
la llamada secuenciacion por sintesis, bajo la tecnologia de Illumina, esta se fundamenta en
el bloqueo reversible de nucleétidos marcados con fluor6foros que impiden reversiblemente
la elongacion de la cadena, asi pues, tras la deteccion de la incorporacion de dicho fluor6foro
y su posterior eliminacion, se posibilita continuar con un nuevo ciclo de adicién de un nuevo
nucleodtido (Garrigues, 2017). Por otra parte, la tecnologia de nanoporos, un enfoque de
tercera generacion permite la secuenciacién de material genético sin la necesidad de
amplificacion de PCR o marcaje quimico de la muestra, siendo estas sus principales ventajas,
ademas de ofrecer costos relativamente bajos, versatilidad del equipo a usar y capacidad de

procesar resultados en tiempo real (Brinkerhoff, 2021). La secuenciacion por nanoporos han
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tenido auge en las ciencias ambientales por medio del empleo del eDNA (environmental
DNA) para monitoreo ambiental en la epidemiologia de cultivos, esto gracias a la
portabilidad de sus equipos, especialmente MinlON, el cual se dio a conocer por estudios

sobre virologia de plantas y prevalencia de especies (Kennedy et al., 2020).

5. Metodologia

Las muestras acuosas utilizadas en el presente estudio fueron recolectadas de un tanque de
almacenamiento de crudo (OUT-K-3411), la linea de entrada a las piscinas de oxidacion (IN
LCI-3) y a la linea de entrada de fluidos de una celda de flotacion (3621-LCI3A) del campo
petrolero La Cira-Infantas en Barrancabermeja, Santander (Exxon Mobil Corporation. 2003-
2016). ElI muestreo inicié con un purgado de los puntos de drenaje en cada punto para
garantizar la remocion de material liquido estancado y obtener asi una muestra representativa
del sistema. Consecutivamente, se recolectaron entre 700 y 800 mL de liquido acuoso en
recipientes estériles. Las muestras fueron sujetas a analisis microbioldgicos dependientes e

independientes de cultivo.

5.1 Caracterizacion microbioldgica dependiente de cultivo

Cinco (5) mililitros de cada muestra fueron inoculados en medios de cultivo basales
suplementados con diferentes sustratos dirigidos al enriquecimiento microorganismos de
crecimiento lento, denominados “k-strategists”. La matriz de medios incluyd a los medios
M9 (Tabla 1) (Miller, 1972), R2A (Tabla 2) (Reasoners y Geldreich, 1985; Sandle, 2004) y
J26 (Tabla 3) (Chaudhary & Kim, 2019). Luego de 14 dias de incubacion a temperatura
ambiente, se realizd un repique en medios frescos con el objeto de agotar eventuales
nutrientes provenientes de la muestra original. Luego de 14 dias de incubacion adicionales,

se realizo un tamizaje en la misma matriz de medios con la adicion de agar para otdrgales
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una consistencia sélida, estimando asi las capacidades metabdlicas potenciales de los

aislamientos (Song et al., 2017).

Tabla 1. Medio minimo en sales M9 segun estipulado por Miller (1972).

Medio minimo en sales M9

Compuesto Concentracion Cantidad en
gr/L
Solucion stock 1. Solucion base a Fosfato  dipotasico 60,5 mM 10,54
10X* (K2HPOy)
KH2PO4 39,5 mM 5,37
NaCl 8,55 mM 0,5
Solucion 2. Suplemento a 100X NH4CI 1M 53,5
Solucion 3. Suplemento a 100X MgSO4 x 7TH20 100 mM 24,65
Solucion 4. Suplemento a 100X CaCl, x 2H20 30 mM 4,4
Solucién 5. Elementos traza a EDTA (CioHisN20s) 13,4 mM 5
100X** FeCl, x 6H20 31,1 mM 0,83
ZnS0O4 x 7TH20 0,62 mM 0,178
CuSO4 x 5H20 76 UM 0,019
H3BOs 162 pM 0,01
NazMoO4 x 2H20 165 uM 0,0399
Kl 60 uM 0,00996
Solucion 6. Suplemento de Extracto de levadura 10 gr/L 10

extracto de levadura a 100X

*pH % 7,0 antes de esterilizacion con autoclave a 120°C por 20 minutos

** Disminuir pH a + 5,0 antes de esterilizacion por autoclave
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Tabla 2. Medio Reasoner's 2A segun Reasoners y Geldreich (1985).

Medio Reasoner’s 2A (R2A)

Compuesto Cantidad en gr/L
Extracto de levadura 0,5
Peptona 0,5
Caseina sodica 0,5
Glucosa (CeH1206) 0,5
Almidén soluble 0,5
Piruvato de sodio (C3H3sNaOs) 0,3
Fosfato dipotasico (K2HPO4) 30

Sulfato de magnesio anhidrido (MgSO4 anhidrido) 2,4

pH + 7,2 antes de esterilizar en autoclave a 120°C por 20 minutos

Tabla 3. Medio de enriquecimiento J26 modificado segin Chaudhary y Kim (2019).

Medio de enriquecimiento J26

Componente Cantidad en gr/L
Glucosa (CsH1206) 0,5

Almidon soluble 10

Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4 x 7H20) 0,05

Carbonato de calcio (CaCO:s) 0,02

Fosfato dipotasico (K2HPO4) 2,0

Nitrato de potasio (KNO3) 2,0

Cloruro de hierro (1) (FeCl2) 0.0078

Esterilizar en autoclave a 120°C por 20 minutos

5.1.1 Determinacion de actividad celulolitica

El enriquecimiento de células bacterianas con capacidad celulolitica se llevo a cabo

utilizando el medio M9 suplementado con 2 g/l de carboximetilcelulosa (CMC) como Unica
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fuente de carbono. Una vez realizados los dos cultivos sucesivos de enriquecimiento en
medio liquido, se realizaron siembras masivas en medio solido M9 con CMC (20 g/l agar-
agar). Para dichas siembras se realizaron diluciones 1/100, 1/1,000 y 1/10,000 del segundo
enriquecimiento. A partir de dichas diluciones se inocularon 100 ul sobre las placas de agar.
Luego de 5 dias de incubacion a temperatura ambiente, las colonias con capacidad
celulolitica fueron identificadas mediante la adicion de 10 ml de una solucién acuosa de rojo
Congo (1 mg/ml) por 20 minutos. Luego del remover la solucion de rojo Congo se cubrid la
superficie de las placas con una solucion 1 M de NaCl (Dantur et al., 2015). Las colonias
rodeadas de un halo claro fueron transferidas para su aislamiento. La presencia nuevamente
del halo claro en las colonias aisladas luego del revelado fue asumida como la confirmacién

de la capacidad celulolitica en los aislados.

5.1.2 Determinacién de actividad degradante de polietileno

Simultdneamente, a partir de las muestras se realizo el enriquecimiento de bacterias con
capacidad aparente de degradar polietileno de baja densidad (LDPE, por sus siglas en inglés)
(Kyaw et al., 2012). Para ello, se suplement6 el medio M9 con 1 g/l de granulos de LDPE de
500um de diametro como unica fuente de carbono y energia. Las colonias presentes en las
placas de agar sobre las que se realizo el aislamiento fueron catalogadas como potenciales

degradadoras del polimero sintético.

5.1.3 Determinacion de actividad de produccion de biosurfactantes

El enriquecimiento de microorganismos con potencial produccion de moléculas con
caracteristicas tensioactivas se realizé suplementando el medio minimo en sales M9 con 1%
v/v de petréleo crudo de tipo pesado, que de acuerdo con la escala hidrométrica aplicada por

el Instituto Americano del Petréleo (API por sus siglas en inglés) (Pérez Silva et al.,)
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corresponde a indices API inferiores a 20°. Los parametros de incubacion se mantuvieron

bajo los mismos pardmetros de las determinaciones inmediatamente anteriores.

Una vez seleccionadas las colonias candidatas para esta caracteristica metabdlica, se
inocularon en medio LB. Luego de una incubacion 37°C durante 24 horas, se alicuotd 1 ml
de muestra en medio M9 liquido contenido en tubos de microcentrifuga de 2 ml y se incub6
a temperatura ambiente y con una agitacion de 200 rpm durante 5 dias (Cazals et al., 2020).
Consecutivamente, se transfiri6 nuevamente 1 ml a un tubo nuevo con el fin de separar los
biosurfactantes presentes, sometiéndolos a una incubacién de 10 minutos a 4°C, después de
esto se centrifug6 a 3900 rpm durante una hora obteniéndose un sobrenadante libre de células
que contenia biosurfactante (Rani et al., 2020). Para ratificar el potencial biosurfactante de
la molécula obtenida de los cultivos candidatos se dispusieron tres pruebas distintas segun
Rani y colaboradores (2020) mezclando caracteristicas cualitativas y cuantitativas descritas

a continuacion:

« Ensayo de colapso de gota: En un portaobjetos se colocaron 2 pl de crudo tipo pesado.
Posteriormente, se adicionaron 5 ul del sobrenadante. Pasados 10 minutos se evalud
cada gota de crudo, considerandose como positiva la presencia de biosurfactantes
cuando la gota se aplana totalmente sobre la superficie de la lamina, y negativos
cuando dicha gota no pierde su geometria redondeada. Se realiz6 en conjunto un
control (-) con agua destilada y control (+) con SDS al 0,10%.

o Ensayo de propagacion de aceite: En placas de Petri se depositaron 20 ml
aproximadamente de agua destilada en conjunto con 20 ul de crudo de tipo pesado
pipeteados sobre la superficie del agua. Consecutivamente, se pipeteo afiadié una gota

de 10 pl del sobrenadante de cada cultivo sobre la superficie con crudo. Pasados 30
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minutos, se comparo el diametro del halo formado con el de los controles positivo y
negativos descritos en el ensayo anterior.

« Indice de emulsificacion: En tubos de ensayo de 10 de ml se afiadieron 2 ml de
sobrenadante y 2 ml de petréleo crudo. Se aplicé agitacion en voértex durante 2
minutos y se dejo reposar durante 24 horas. De alli se calculd el indice de
emulsificacion como la relacion entre la altura de la capa emulsificada dividida entre
la altura total y expresada como porcentaje. Se mantuvieron los controles de los

ensayos anteriores.

5.1.4 Determinacién de tolerancia a metales pesados

Finalmente, la ultima fase del aislamiento de bacterias “k-strategists” con potencial
biotecnologico por sus capacidades metabolicas consistié en la evaluacién de la tolerancia
bacteriana la presencia de metales pesados en el medio R2A. Los metales evaluados fueron
plomo (Pb), zinc (Zn) y cobre (Cu) (Nong et al., 2019). El enriquecimiento de bacterias
tolerantes a metales pesados se realizO mediante el incremento sucesivo de las

concentraciones de éstos en cada repique (Tabla 4).

Tabla 4. Metales pesados afiadidos a R2A para la evaluacion de bacterias metalotolerantes.

Metal pesado Concentracion final
Pb (NO3)2 1mM 2mM 2mM
0,5ml 1ml 1,5ml
(ZnSO4 x TH20) Concentracion final
smM 10mM 15mM
0,5ml 1mil 1,5ml
CuSO4 x 5H20 Concentracion final
SmM 10mM 15mM

0,5ml 1 mlO 1,5ml
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Habiendo finalizado esta fase, se procedio a un tamizaje en medio R2A solido sin presencia
de metales tomandose una muestra de la Gltima parte del ciclo de enriquecimiento en medios
liquidos. Al haber finalizado todos estos procesos de seleccion aleatoria de las cepas

candidatas para cada perfil metabolico se hicieron repiques seriados en medios LB solidos.

5.2 Caracterizacion independiente de cultivo

Teniendo en cuenta la naturaleza de la muestra, se procesaron de acuerdo con lo estipulado
por el laboratorio de Biocorrosion y Biotecnologia de la Corporacion para la Investigacion
de la Corrosion (CIC) en sus instructivos para manipulacién y procesamiento de muestras de
aguas de produccion petrolera, esto con el fin de determinar la composicion metataxonémica

de la muestra por medio de la extraccion y amplificacion del gen ARNr 16S.

5.2.1 Extraccién de material genético

Al ser de naturaleza liquida, las muestras de aguas de produccion petrolera se filtraron usando
una membrana estéril de 0,45 um de tamafio de poro y 47 mm de diametro. Una vez filtrado
el material en suspension, la membrana se troced en piezas de aproximadamente 0,25 cm?,
La lisis del material se hizo por medios fisicos y quimicos y la obtencion del material genético
se hizo segln el kit de extraccion DNeasy® PowerSoil® (100) (Qiagen, 2013-22). Los
cebadores para la PCR fueron 8F-907 R (Eden et al., 1991; Ben-Dov et al., 2006; James et
al., 2010) y 519F-785R (Gao et al., 2010; Mao et al., 2012). Los dos pares de cebadores son
de caracter universal para el gen ARNr 16S y tuvieron las mismas condiciones de
amplificacion que fueron dispuestas asi: Fase 1: ciclo de 3 min a 95°C; Fase 2: 35 ciclos
iniciado con 30 s a 95°C, seguido de otros 30 s a 52°C y finalizando con 1 min a 72°C; Fase
3: ciclo de 5 min a 72°C para después bajar su temperatura hasta llegar a los 20°C. Este

ejercicio se hizo con la ayuda del termociclador MiniAmp™ Plus Thermal Cycler
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(ThermoFisher Scientific, 2006-2022). Una vez terminadas las PCR probando cada par de
cebadores, la concentracion y calidad de la extraccion del material genético se determinaron
por medio de espectrofotometria de absorcion molecular VIS-UV usando el equipo de
espectrofotometria NanoPhotometer® NP80 (Implen NanoPhotometers, 2018). Finalizado
este proceso, las muestras se almacenaron las muestras a -20°C para posteriores analisis, este
ensayo se hizo con fines meramente informativos acerca de la cantidad de material genético

ambiental de origen procariota en cada punto de muestreo.

Tabla 5. Cebadores universales para amplificacion del gen ARNr 16S en procariontes.

Cebador Secuencia

8F AGAGTT TGATCC TGG CTC AG
907R CCGTCAATTCCTTTRAGTTT
519F CAG CMG CCG CGG TAA

785R TAC NVG GGT ATC TAATCC

5.2.2 Secuenciacién

La secuenciacién metataxondémica se llevé a cabo mediante Illumina MiSeq PE250
utilizando los cebadores 341F-805R y 515F-806R dirigidos especificamente a la
amplificacion de las regiones V3 'y V4 del gen ARNr 16S bacteriano (Liu et al., 2020). Por
su parte, la identificacion de los microrganismos aislados se llevo a cabo mediante el kit 16S
Barcoding Kit 1-24 (SQK-16S024) con la ayuda conjunta del equipo MC1K de Oxford
Nanopore Technologies Inc. EI mencionado kit utiliza los cebadores 27F, 1492R,

amplificando casi la totalidad del gen ARNr 16S (Kawai et al., 2022).
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5.2.3 Andlisis in silico de datos de secuenciacion de tipo Illumina

El proceso de secuenciacion por sintesis usando la plataforma de Illumina proveyo archivos
en formato FASTQ que fueron procesados usando el programa Qiime2 (Quantitative Insights
Into Microbial Ecology) en su version 2021.8 (Bolyen et al., 2019). Las lecturas fueron
filtradas por calidad utilizando VSEARCH (Rognes et al., 2016). Posteriormente, se
seleccionaron lecturas no menores a 400 pb y se removieron lecturas repetitivas, secuencias
no pareadas o quiméricas con Deblur (Amir et al., 2017). Para la clasificacion taxondmica
en Unidades Taxonomicas Operacionales (OTU por sus siglas en inglés) se aplicé un
agrupamiento de novo con un porcentaje de identidad del 99%, utilizando VSEARCH con la
base de datos Greengenes (McDonald et al., 2012). Adicional a esto, Qiime2 permitié obtener
una curva de rarefaccion para confirmar la profundidad de las secuencias estudiadas
(Crawford et al., 2009). A continuacion, con la ayuda del lenguaje de programacion R (R
Core Team, 2018). Mediante RStudio (RStudio Team, 2020) se ejecuto el paquete Phyloseq
(McMurdie y Holmes, 2013) obteniendo “barplots” que sirvieron como guia grafica de la
composicion taxondémica de cada una de las muestras. Las categorias taxondémicas elegidas

a graficar fueron filo, orden, familia y género.

5.2.4 Andlisis in silico de datos de secuenciacion por nanoporos

Los aislados obtenidos para los diferentes cultivos fueron sometidos a secuenciacion por
nanoporos. Las lecturas de secuencia fueron clasificados preliminarmente a través de la
herramienta Epi2me (Heikema et al., 2020). Complementariamente, se calcularon secuencias
consenso de cada aislado utilizando BugSeq (Portik et al., 2022). Dichos consensos fueron
analizados usando NCBI BLAST (Altschul et al., 1990). Para la construccion de un arbol
filogenético de maxima verosimilitud con soporte de Bootstrap se utilizo MEGA vl11

(Tamura et al., 2021) con el modelo de sustitucion nucleotidica previamente seleccionado a



33

través de JModelTest v 2.1.10 (Nei y Kumar, 2000; Posada, 2008). La eleccion de este
modelo se hizo en base al valor minimo calculado del criterio de informacion de Akaike
(Akaike, 1974; 1985; 1998; Aho et al., 2014). Las secuencias alineadas de microorganismos
filogenéticamente cercanos a cada aislamiento fueron obtenidas del NCBI (Geer et al., 2010;

Tatusova et al., 2016).

6. Resultados
6.1 Caracterizaciones dependientes de cultivo

Se recolectaron muestras acuosas de tres puntos del sistema de agua de produccion petrolera
del campo La Cira-Infantas en inmediaciones del distrito de Barrancabermeja (Figura 1). En
conjunto, los medios de cultivo de M9 suplementado con petroleo crudo, LDPE y CMC, el
medio R2A suplementado con metales pesados y el medio J26 permitieron el aislamiento de

40 cepas (Tabla 6)

Figura 1. Muestras de agua de produccion petrolera recolectadas.

! Las muestras fueron recolectadas por el personal técnico del laboratorio de Biocorrosién y Biotecnologia de
la Corporacion para la Investigacion en Corrosion.
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Tabla 6. Cepas bacterianas obtenidas por aislamientos en serie de acuerdo con sus
capacidades metabdlicas.

Medios de cultivo M9 R2A J26

Suplemento Crudo CMC LDPE Pb Zn Cu Control -

Cepas 4 4 4 4 4 8 4 82

aisladas

6.1.1 Aislamiento de bacterias con actividad celulitica

La obtencion de aislados con capacidad de usar la celulosa como fuente de carbono se hizo
a partir de los cultivos de enriquecimiento suplementados con carboximetilcelulosa (CMC).
La presencia de turbidez luego de 14 dias de incubacion a temperatura ambiente indico la
presencia crecimiento bacteriano (Tabla 7, a). El desarrollo de turbidez fue sensiblemente
mayor en el punto 2. El segundo cultivo de enriquecimiento también revelo la presencia de
turbidez (Tabla 7, b). El aislamiento sobre placas de M9 solido suplementado con CMC
revel6 en su mayoria colonias blancas, de bordes lisos y bien definidos (Tabla 7, d, e). La
presencia de un halo claro alrededor de los aislamientos CMC 13, CMC 14, CMC 15y CMC 16,
luego del revelado con rojo Congo, indicaron la actividad celulolitica en estos organismos
(Tabla 7, c). Microscopicamente se observaron células bacilares de longitud corta y de

tincién Gram negativa en todos los aislados (Tabla 7, f).

2 Teniendo presente los objetivos del presente trabajo, las cepas aisladas en medio J26 no se tuvieron en
cuenta para la secuenciacion del gen ARNr 16S, ya que el proposito de este medio fue recuperar poblaciones
bacterianas incultivables en otros medios.
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Tabla 7. Registro fotografico del proceso de seleccion de cepas candidatas para actividad

metabolica frente a la presencia de celulosa.

a) Inoculacion inicial b) Repique 1 ¢) Tincién con rojo d) Inoculacion en
Congo medio solido M9
con CMC

wm W =

=%

6.1.2 Aislamiento bacteriano especifico para degradacion de polietileno de baja densidad
(LDPE)

El enriquecimiento de microorganismos en los cultivos liquidos de M9 suplementado con
LDPE (Tabla 8 a, b), resulté en el aislamiento de colonias pequefias blanquecinas
iridiscentes sobre las placas de agar (Tabla 8 c, d). Debido a que su tamafio dificultd la
diferenciacion de los aislados, se seleccionaron cuatro colonias de manera aleatoria y se
denominaron PE1, PE2, PE3 y PE4. MicroscOpicamente, se observaron células bacilares

medianas en PE1; cortas en PE2 y PE3, y alargadas en PE. La tincion revel6 la presencia de
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bacterias Gram negativas, exceptuando PE4 que mostraron una tincion Gram positiva. Esta

ultima evidencio bacilos en grupos de dos (diplobacilos) y esporulados (Tabla 8, €).

6.1.3 Aislamiento bacteriano especifico para produccion de biosurfactantes frente a la
presencia de crudo

Los medios M9 liquidos suplementos de crudo, la turbidez propia del crecimiento bacteriano
se acompafio de la formacion de masas coagulares y/o coloidales de crudo flotando en la
superficie de la fase liquida del medio M9 y la conformacion de material solido oscuro en
suspension en la columna acuosa. Habiéndose tamizado la muestra en medio M9 solido, la
colonia se identificd como de crecimiento puntiforme, de bordes ondulados y sin elevacion
aparente (Tabla 9 c, d). Microscopicamente las cepas seleccionadas fueron Gram negativas
bacilares cortas, redondas y algunas elongadas (Tabla 9, e). Las cepas seleccionadas se
denominaron CRUDO1, CRUDO 3, CRUDO 5, CRUDO®O. Es de resaltar que el crecimiento
de los microorganismos en los medios solidos se fue, en todos los casos, considerablemente

superior al ser incubados a 37°C.

Tabla 8. Registro fotografico del proceso de seleccion de cepas candidatas para actividad

metabolica frente a la presencia de polietileno de baja densidad (LDPE)

a) Inoculacion inicial b) Repique 1 c) Inoculacion en medio solido M9

con LDPE

PE1

w“ ;’;‘ﬂ‘.-_‘,,\ °E IW\ N row Q:’ 9 con o
| P& Ny Re Ricg|
| , el ’ € Rlcglo2 . 2

NT N 2 NT 2 PE3 PES
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d) Morfologia macroscépica e) Tincién de Gram

Bacilos medianos Bacilos cortos

Gram (-) Gram (-)

Tabla 9. Registro fotogréfico del proceso de seleccion de cepas candidatas para actividad

metabdlica frente a la presencia de crudo.

a) Inoculacion b) Repique 1 ¢) Inoculacion en medio solido M9

inicial con crudo

d) Morfologia macroscépica e) Tincién de Gram
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Bacilos cortos Gram Bacilos medianos

) Gram (-)

Al ejecutarse los tres ensayos para la evaluacion de surfactantes, se verifico que la Unica cepa
con dicha caracteristica fue CRUDQ9, marcando positivo en los tres ensayos (Tabla 10, 11,
12). Si bien las otras cepas aisladas pudieron crecer en presencia de crudo hay una posibilidad
de que no posean la maquinaria metabolica para procesarlo a través de la produccion activa

de biosurfactante o al menos moléculas similares con actividad tensoactiva.

Tabla 10. Registro fotografico y comparativo de la prueba de colapso de gota aplicada a las

cepas candidatas para produccion de biosurfactante.

Prueba de gota colapsada

o/ o | o

Control (+) SDS 0,1% Control (-) Medio M9 Control (-) dH20
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CRUDO?9 (+) CRUDOS (-) CRUDO3(-)  CRUDOL (-)

Tabla 11. Registro fotografico y comparativo de la prueba de emulsificacion aplicada a las

cepas candidatas para produccion de biosurfactante.

Control Control Control CRUDO1

CRUDO3 CRUDO5 CRUDO9

(+)SDS () (-) dH20
0,1% Medio
M9

Tabla 12. Registro fotografico y comparativo de la prueba de propagacion de aceite aplicada

a las cepas candidatas para produccién de biosurfactante.

Prueba de propagacion de aceite
CRUDO1 CRUDO3 CRUDOS5

CRUDO9
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Control (+) SDS Control (-) dH:20 Control () Medio
0,1% M9

6.1.4 Aislamiento bacteriano especifico para potenciales cepas tolerantes a la presencia
de metales pesados

Habiéndose finalizado la fase de repiques en medios liquidos se observé la formacién de
precipitados en todos los repiques, destacandose en los viales enriquecidos con plomo, donde
la formacién de precipitado granular de color gris oscuro fue bastante prominente (Tabla 13
a, b, c). Otro suceso importante que destacar fue la formacién de estructuras fusiformes,
globosas y esponjosas de color negro en el vial que contenia 10 mM de ZnSOa, se
presumieron como estructuras fangicas para lo cual se adiciono 0.5 ml de anfotericina B antes
de hacer su siembra en medios sélidos. Nuevamente, ahora en medios sélidos y sin presencia
de metales, se logro aislar 9 cepas diferentes extraidas de los medios solidos inmediatamente
anteriores. Estas colonias se destacaron por ser de color blanco, con bordes definidos y lisos,
cremosas y poco translucidas (Tabla 13 d). Microscopicamente fueron catalogadas como

bacilos Gram negativos en su mayoria, exceptuando unas pocas Gram positivas (Tabla 13

e).
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Tabla 13. Registro fotografico del proceso de seleccion de cepas candidatas para actividad

metabdlica frente a la presencia de metales pesados.

a) Inoculacion inicial b) Repique 1 ¢) Repique 2

- . & e = = = =
A'l--b\’\’ /,"“ : 2

d) Morfologia macroscépica

e) Tincion de Gram

Bacilos largos Gram (+) Bacilos medianos Gram (-) Bacilos gruesos, Gram (-)

6.2 Caracterizaciones independientes de cultivo

Paralelamente a la caracterizacion dependiente de cultivo, estas muestras fueron procesadas
aplicando técnicas bioguimicas de extraccion de ADN, PCR y finalmente electroforesis que

ayudd a corroborar la calidad y cantidad del material genético de los tres diferentes puntos



42

de muestreo. Ejecutdndose de manera sincronica, después de terminar el proceso de
electroforesis se observo que la PCR tradicional usando los cebadores 8F-907R no
permitieron una buena calidad de amplificacién, contrario a lo visto en el uso de los
cebadores 519F-785R (Figura 2). Las concentraciones de ADN metagendmico mostraron
que el punto con mayor concentracion fue “Piscinas IN LCI3” (Tabla 14) y en cuanto a las
cepas secuenciadas, mas de la mitad de ellas tuvieron concentraciones por encima de los 100

ng/uL (Tabla 15)

Tabla 14. Concentraciones de ADN metagendmico de los puntos de muestreo del campo La

Cira-Infantas.

Punto de muestreo Concentracion de ADN
[ng/ul]

Out. K. 3411 LCI3 2,6

IN Celda de flotacion 3621 LCI 3 3,5

Piscinas IN LCI 3 13,6

Figura 2. Fotografia de la PCR de los amplicones del par de cebadores U519F-U785R en el

recuadro azul y en el recuadro negro los resultados de la PCR 8F-907R. EI marcador de peso

molecular 100 pb se encuentra en el recuadro rojo.
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Tabla 15. Concentraciones de ADN extraido de las cepas aisladas y secuenciadas por
medio de secuenciacion por nanoporos.

Cepa aislada Concentracion de  Barcode (Seq. Por
ADN [ng/uL] nanoporos)

CMC 4-16 596,85 No secuenciada

CMC 2-16 610,95 No secuenciada

PE1 961,65 1

PE4 158,35 No secuenciada

CRUDO1 155,60 2

CRUDO3 19,4 3

CRUDO5 366,15 4

CRUDOQO9 318,75 No secuenciada

Znl 193,05 5

Zn3 34,850 6

Pb5 102,75 7

Pb7 26,80 8

Pb8 351,65 No secuenciada

Cull 188,95 9

Cul0 228,55 10

Cul3 18,45 11

Cul2 10.1 12

6.2.1 Andlisis in silico de la secuenciacién de ADN metagenémico y de aislamientos
bacterianos a través de la tecnologia Illumina y Nanopore, respectivamente.

Para el analisis de los datos se inicid con la generacion de una curva de rarefaccion (Figura
3), observandose que las curvas para los sitios “Out. K. 3411 LCI3” y “Piscinas IN LCI 3”
crecieron de manera exponencial llegando al punto de saturacion. Lo anterior es indicativo
de que la profundidad de la secuenciacion fue optima y por lo tanto capturd la mayor
diversidad bacterioldgica de la muestra, segin lo estandarizado por Hughes y Hellman
(2005). Con el fin de comparar las riquezas taxondmicas observadas en el esfuerzo de
muestreo; este Ultimo interpretdndose como la profundidad de la secuenciacion del

metagenoma, las curvas graficadas tienden a comportarse como asintotas con un crecimiento
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pronunciado. La muestra restante no se incluyo en este analisis dado que su grado de pureza

no era el suficiente para un analisis concluyente.

Figura 3. Curvas de rarefaccion de las secuencias metagendmicas de aguas de produccion
petrolera
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A continuacién, se colapsaron las secuencias poco abundantes en una sola categoria con el
objeto de facilitar la visualizacion composicional de los taxones encontrados en las muestras
evaluadas (Tabla 16). Gracias a estas graficas se evidencio que en la muestra “Out. K. 3411
LCI3” Proteobacteria es el filo predominante con una abundancia relativa de mas de 75%
(Tabla 16 a), a nivel de orden fue Pseudomonadales (Tabla 16 b), en cuanto a familia fue
Pseudomonadacea en conjunto con Peptostreptococcaceae (Tabla 16 c) y en la categoria de
genero se hallaron representantes de Pseudomonas, Marinobacterium y Clostridium (Tabla
16 c). En contraste, la muestra “Piscinas IN LCI 3”, los fila Proteobacteria y Bacteriodetes
conforman una dominancia de similares proporciones (Tabla 16 a), seguido del orden
Bacteriodales (Tabla 16 b) y en donde también se constat la presencia mayoritaria de

representantes de la familia Porphyromonadaceae (Tabla 16 c¢) y finalmente en cuanto a



45

genero se agruparon varios de ellos en la misma categoria, entendiéndose asi que las

secuencias evaluadas eran poco significativas (Tabla 16 d).

Tabla 16. Diagrama de barras de abundancias relativas para varias categorias taxonémicas

encontradas en las muestras “Out. K. 3411 LCI3” y “Piscinas IN LCI 3”.
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Finalmente, mediante JModelTest (Posada, 2008), el modelo seleccionado fue GTR o

modelo generalizado reversible en el tiempo (Tavaré, 1986), adicionalmente el programa
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sugirio que se aplicase una distribucion gamma que comprende un patron de ocurrencias
totalmente aleatorias con tasas conocidas (Park y Bera, 2009). El arbol filogenético obtenido
a partir del anterior modelo y en conjunto con las secuencias obtenidas de la base de datos
del NCBI (Geer et al., 2010; Tatusova et al., 2016) y las secuencias de las cepas aisladas con
sus respectivo barcode (Tabla 15) mostraron tres linajes representativos compuestos por
representantes de los géneros Klebsiella y Pseudomonas (este ultimo incluyendo los barcodes
1,11, 2 y 3) formando una hermandad entre ellos, exceptuando la controvertida posicion del
barcode 10, que si bien segun las lecturas de su secuenciacion corresponde al género
Klebsiella, este mas emparentado con secuencias del género Pseudomonas. Por otra parte,
esta el linaje representado por secuencias pertenecientes al género Bacillus donde se agrupan

los barcodes 12, 8,5y 9.

Figura 4. Arbol consenso de maxima verosimilitud con soporte de Bootstrap usando el

modelo GTR+G.

NH3687124.1 Pseudomonas sp. strain HC13

ANT95965.1 Pseudomonas sp. strain ZCF53

KJ786450. 1 Pseudomonas stulzert strain YC-YHT

KU7038864. 1 Pseudomonas sp. strain TNAZ2

NMK122655. 1 Pseudomonas sp. strain RR12

MG T190753.1 Pseudomonas balearica strain IMB16-157

LC648441 1 Pseudomonas aeruginosa IRQBAS137 gene for 165 rRNA partial sequence

29
43 ON980782.1 Pseudomonas aeruginosa strain FCC25

OK189589.1 Pseudomonas extremaustralis strain Au-Pse49

AF364098. 1 Pseudomonas marginalis strain NZCX27

28 L C507954. 1 Pseudomonas fluorescens JCM 13057
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KF974478. 1 Kilebsiella pneumoniae strain ZJ-02

RKB656953. 1 Klebsiella sp. strain HSTU-Sm18

RANT77202.1 Klebsiella variicola strain cjy 17

NT598007 1 Bacillus altitudinis strain NPB34b

RAVW559663. 1 Bacillus aerius strain LAMR741 1638 ribosomal RMNA gene partial sequence

Barcode 12 Bacillus sp

Barcode 8 Bacillus fropicus
hAK942419.1 Bacillus paramycoides strain Azol2
RT332155.1 Bacillus albus strain DSA7T.4 165 ribosomal RNA gene partial sequence

JXG94147_ 1 Bacillus anthracis strain Z2-R8

Barcode 5 Bacillus cereus

Barcode 9 Bacillus cereus 2

ONB892078.1 Bacillus cereus strain Gb-T23 165 ribosomal RNA gene partial sequence
ONB629769.1 Bacillus thuringiensis strain L X43

RWT 74275 1 Bacillus cereus strain WHX1304

NFBE81998.1 Bacillus wiedmannii strain F26 165 ribosomal RNA gene partial sequence
10 NZ292407.1 Bacillus subtilis strain BV

Thermococcus gammatolerans EJ3 165 ribosomal RINA

OK323966.1 Pseudomonas aeruginosa strain HQS5 165 rbosomal RNA gene partial sequence

AANOB90 7101 Bacillus xiamenensis strain SW11SE 185 ribosomal RNA gene partial sequence

MT184856.1 Bacillus paranthracis strain NWPZ-61 16S ribosomal RNA gene partial sequence
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7. Discusion

El presente estudio permitio la evaluacion de la diversidad bacteriana de tres sitios de
muestreo en el Campo La Cira-Infantas en inmediaciones del distrito de Barrancabermeja,
Santander. De acuerdo con Wang y colaboradores (2020), microbiol6gicamente las bacterias
Gram negativas tienden a predominar sobre las Gram positivas en ambientes
petroindustriales, ejemplificAndose con los aislados extraidos de la matriz de medios
suplementados con carboximetilcelulosa (CMC) (Tabla 7 f), donde todas las cepas fueron
Gram negativas, esto pudiese relacionarse con el hecho de que el filo Proteobacteria posee
una destacable presencia en ambas muestras (Tabla 16 a), este clado se caracteriza por el
hecho de que mas del 90% de sus integrantes se tifien de rosado en la tincion de Gram aunque
hay muy pocas excepciones registradas en la literatura (Bennett et al., 2019).
Morfol6gicamente, las formas bacilares predominaron en todos los cultivos, esta forma es
caracteristica de varios ordenes como Pseudomonadales, Desulfovibrionales, Bacteriodales
(Tabla 16 b), entre otros, sin embargo, es importante tener en cuenta que la morfologia
bacteriana no esta relacionada con su tincién de Gram, ya que hay amplios registros de
bacilos Gram positivos como el caso del género Bacillus (Barton, 2005). La diversidad
bacteriana encontrada en los sitios de muestreo es mediamente equiparable con estudios
hechos en otras locaciones. Como aqui se documentd los fila predominantes fueron
Proteobacteria y Bacteriodetes, categorias taxonomias que son bastante comunes en
ambientes industriales, sin embargo, los fila Firmicutes, Betaproteobacteria y
Gamaproteobacteria también tienden a ser bastante representativos tanto en muestras de
suelo como de agua extraidos de ambientes petroindustriales (Silva et al.,2013; Wang et al.,

2019; Wang et al., 2020). Es notable destacar que teniendo en cuenta las diversidades
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relativas (Tabla 16) en las muestras trabajadas en este estudio se componen de células con
su metabolismo quimioorganotrofico (Wexler, 2007). Géneros como Pseudomonas, Erwinia,
Bacillus y Streptomyces han sido bien documentados por englobar especies con
caracteristicas degradadoras de celulosa y LDPE (Florez et al., 2016; Acufia Molina, 2017),
siendo la primera caracteristica comprobada al exponer la colonia al rojo Congo y asi
determinar cuantitativamente que tan profundo fue el halo de aclaramiento observado como
sucedid con las cepas CMC 15 y 16. En cuanto a la degradacion de LDPE, basta con
determinar cualitativamente el crecimiento de la colonia sobre este, en caso tal de que se
quiera obtener un resultado mas cuantitativo se requieren otro tipo de pruebas para medir el
porcentaje de polietileno degradado del medio como lo sustenta Usha y colaboradores (2011)

siendo esta determinacion un tanto mas precisa (Chamas et al., 2020).

Para que una cepa sea tenida en cuenta por su capacidad de produccién de biosurfactantes
debe resultar positivo en las pruebas aplicadas anteriormente (Rani et al., 2020). Con esto en
mente, la inica cepa que cumplia con dichos requisitos fue la denominada “CRUDQ9”. Esta
cepa mostrd notoriamente un resultado representativo en la prueba de colapso de gota y
desplazamiento de aceite, las cuales se clasifican como determinantes para esta caracteristica
y la prueba de indice de emulsificacién debe entenderse como una prueba complementaria
(Lara-Severino et al., 2017). Taxondmicamente los géneros que se han documentado con este
perfil son Bacillus, Streptomyces, Microbacterium, Pseudomonas, Arthrobacter,
Rhodococcus y Micrococcus (Rani et al., 2020). De acuerdo con Piotrowska-Seget (2005) la
mayoria de los aislamientos bacterianos con cepas metalotolerantes fueron extraidos de
minas donde se explotan estos metales. Su tincion de Gram mostro ser negativa en la mayoria

de los casos y generos como Pseudomnas, Alcaligenes, Ralstonia, Burkholderia,
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Comamonas, Variovorax, Methylobacterium y Flavobacterium muestran gran prevalencia.
Sin embargo, se ha documentado que bacterias Gram positivas como Bacillus y
Corynobacterium y otros Firmicutes pueden tener capacidades para tolerar estos metales
(Piotrowska et al., 2005; Sinegani y Younessi, 2017). Finalmente, el arbol consenso de
maxima verosimilitud bajo el modelo GTR+G, constato que hay dos cllsteres
representativos, Gram positivas y Gram negativas, siendo el primero compuesto por todas
las secuencias con similitudes al género Bacillus y en contraparte el segundo se compone por
secuencias que engloban dos géneros: Klebsiella y Pseudomonas. La anterior premisa se
compara con la filogenia mas actualizada de Firmicutes (correspondiente con el clister de
las Gram positivas como Bacillus) y Proteobacteria (cluster de las Gram negativas como
Klebsiellay Pseudomonas) (Ciccarelli et al., 2006; Mendler et al., 2019; Hassler et al., 2022).
No obstante, el Barcode 10, que se sabe que pertenece al género Klebsiella, presenta una
marcada parafilia, representando un posible linaje separado de este ultimo género y mas
emparentado con Pseudomonas, sugiriendo asi que su ARNr 16S no contenga las suficientes
variaciones para separarse de su género asignado y englobarse en otro, en la literatura se ha
documentado que el genoma puede contener “zonas grises” que hacen que cierto individuo
siga conectado a un nivel taxondmico a pesar de presentar similitudes con otra categoria
taxondmica haciendo que su analisis filogenético pueda ser controvertido (Roux et al., 2016;

Wang et al., 2020).

8. Conclusiones

El presente estudio representd una aproximacion del microbioma local de ambientes de la
industria petroquimica evaluando su potencial biotecnolégico e incentivando asi el disefio de

metodologias de biorremediacion amigables con el medio ambiente y que no represente
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grandes inversiones economicas para su implementacion. Gracias a la secuenciacion del gen
ARNr 16S y andlisis in silico del mismo se pudo constatar que, taxondmicamente
predominan los fila Proteobacteria y Bacteriodetes, equiparandose con lo registrado por Peng
y colaboradores (2015). Adicionalmente, por medio de técnicas dependientes de cultivo se
observo que la morfologia de las cepas fueron predominantemente bacilos con tincion de
Gram negativa. Al ser aisladas de ambientes industriales, las cepas mostraron capacidad para
degradar polimeros naturales como los hidrocarburos y sintéticos como la
carboximetilcelulosa (CMC) y polietileno de baja densidad (LDPE) y tener capacidad de
resistir la presencia de metales pesados en el medio, estas actividad se constatd gracias a
pruebas de carécter cuantitativo y cualitativo, respectivamente, aplicadas al finalizar el
proceso de aislamiento a través de medios de cultivo suplementados con cada uno de los
agentes quimicos mencionados con anterioridad. Finalmente, por medio del analisis
filogenético de las cepas aisladas, a las cuales se les pudo comprobar su actividad
degradadora de polimeros y metaloresistencia se agrupan en dos clisteres: bacterias Gram
positivas, representadas por el género Bacillus y los barcodes 5, 8, 9 y 12; por otro parte,
estan las bacterias Gram negativas, abarcando los géneros Klebsiella y Pseudomonas en

conjunto con los barcodes 1, 2, 3, 10y 11.
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