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RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivos aislar e identificar bacterias cultivables del sistema
radicular de Rhizophora mangle para lo cual se tomé 1 gr muestra y se coloco en 1ml de solucion
salina para luego ser incubadas en el medio Bushnell Haas por 48 horas para ser sembrada por
agotamiento en TSA. Para la identificacion molecular de las bacterias se realiz6 la amplificacion
de los genes 16S ARNr y Benceno Di-oxigenasa. Se obtuvo como resultados de esta
investigacion el aislamiento y conservacion total de 78 cepas bacterianas procedente del canal
de marea Puerto Pizarro (Isla Bajo Grande y Puerto Rico) y EI Bendito (Zona de
amortiguamiento), ademas se aislaron 37 cepas bacterianas de Puerto Hualtaco (Ecuador). Se
utilizaron los medios de cultivo Agar Tripticasa Soya y Bushnell-Haas. Las caracteristicas
morfoldgicas de las cepas aisladas fueron color: blanco, blanco transparente, blanco cremoso,
crema, café y café cremoso; respecto al didmetro vario desde < 0,5 mm a 9 mm y la forma
presentada fue circular e irregular. Para la prueba de tincién Gram de las 115 cepas aisladas el
97.4% de bacterias fueron Gram negativas y 2.6 % de bacterias Gram positivas las cuales
presentaron forma de cocobacilo y bacilo. Se realizé la extraccion de ADN de solo el 43% de
las cepas bacterianas. Se amplifico para el gen Benceno Di-oxigenasa con un 4% positivos en
la migracién en gel de agarosa las que posteriormente se amplificaron para el gen 16 sr RNA 'y
se identificaron como: Pseudomonas p. con un 100% de identidad y Vibrio sp. con un 98.7% de
identidad. Lo que nos indica la gran posibilidad de aislar cepas bacterianas con un potencial

biodegradador.

Palabras clave: Bacterias Aisladas, Bacterias Degradadoras, 16S ARNr y Benceno Di-

oxigenasa



ABSTRACTS

This research aimed to isolate and identify cultivable bacteria from the root system of
Rhizophora mangle for which 1gr sample of Rhizophora mangle was taken and placed in 1ml
of saline solution and then incubated in Bushnell Haas medium for 48 hours to be seeded by
exhaustion in TSA. For the molecular identification of bacteria, the 16S rRNA and Benzene di-
oxygenase genes were amplified. The results of this research were to isolate and conserve from
the root system of Rhizophora mangle from the Tumbes region a total of 78 bacterial strains
from Puerto Pizarro (Isla Bajo Grande and Puerto Rico) and Bendito (Buffer Zone), in addition
37 bacterial strains were isolated from Puerto Hualtaco (Ecuador). Trypticase soy agar and
Bushnell-Haas culture media were used. The morphological characteristics of the isolated
strains were color: white, transparent white, creamy white, cream, brown and creamy brown;
Regarding the diameter, it varied from <0.5 mm to 9 mm and the shape presented was circular
and irregular. For the gram staining test of the 115 isolated strains, 97.4% of bacteria were gram
negative and 2.6% were gram positive bacteria, which presented the form of coccobacillus and
bacillus. DNA extraction was performed from only 43% of the bacterial strains. It was amplified
for the Benzene Di-oxygenase gene with 4% positives in the agarose gel migration, which were
then amplified for the 16 sr RNA gene and identified as: Pseudomonas p. with 100% identity
and Vibrio sp. with 98.7% identity. This indicates the great possibility of isolating bacterial

strains with a biodegradable potential.

Keywords: Isolated Bacteria, Degrading Bacteria, 16S rRNA and Benzene Di-oxygenase.



I.  INTRODUCCION

En Perd en el afio 2013 segln Gerencia Adjunta de Regulacion Tarifaria - OSINERGMIN,
(2014) la produccion fiscalizada nacional de petréleo alcanz6 22°956. 030 barriles, teniendo un
promedio de 62.890 miles de barriles por dia. En la region Tumbes encontramos el lote Z1, el
que alcanza una produccion de 1885 barriles por dia. Esta produccion podria ser un riesgo y una
amenaza de contaminacion a los ecosistemas marinos y costeros siendo el manglar un lugar
vulnerable por la gran biodiversidad natural conformada por microorganismos Yy

macroorganismos silvestres.

Segun INRENA, el Santuario Nacional Los Manglares de Tumbes (SNLMT) tiene un area legal
de acuerdo con el D.S N° 018-88-AG de 2 972 ha. y una superficie en base al Sistema de
Informacion Geogréafica de 2981 ha, se encuentra ubicado en la zona del litoral de la costa
Noroeste del Perd, en la provincia y distrito de Zarumilla del departamento de Tumbes el que
estd expuesto a la contaminacion, por lo que se hace necesario el empleo de estrategias tal como
lo menciona Gavilanez, (2013); Xu et al.(2018) quienes indican que para reducir el impacto
causado por la contaminacién por hidrocarburos de crudo disperso en los ecosistemas marinos
se debe usar el potencial de las capacidades de los distintos microorganismos de forma
individual y en consorcio para convertir compuestos nocivos en sustancias inocuas y hasta
beneficiosas y que podria ser usada en areas protegidas; por lo que realizar el aislamiento y
caracterizacion de bacterias cultivables del sistema radicular de R. mangle degradadoras de
hidrocarburo permitird en un futuro utilizarlas para lograr reducir la contaminacion en diversas
areas naturales mediante el uso de medidas amigables con el ambiente y a su vez generando

proteccion de diferentes poblaciones de organismos.



Il.  REVISION DE LITERATURA

Rhizophora mangle (mangle rojo) es un arbusto o arbol con corteza astringente, que alcanza
una altura de 10 metros o mas, forma matorrales impenetrables por medio de radiculas Regalado
et al. (2016) del sistema radicular se han aislado tal como: Bacillus pumilus, Bacillus
megaterium., B. aryabhattai, B. cereus, B. thuringiensis, Exiguobacterium sp, y Staphylococcus
epidermidis (Peralta, 2014) ademas se reporta el potencial biodegradable de B. pumilus, B.
cereus y Exiguobacterium sp Khanna et al.(2011); Menezes Bento et al.( 2005); Patowary et al.
(2016); Subathra et al.( 2013).

También se reporta en muestras de suelo de manglar cinco cepas bacterianas portadoras de
genes di-oxigenasas mencionado por Segura et al. ( 2016) donde comprobaron su eficacia para
biorremediar petrdleo a nivel de laboratorio y campo, mostrando que reducen los niveles totales
en suelos al menos nueve veces en alrededor de un mes; también Cérdova ( 2015), identifico
del suelo de un estangque en una granja de cultivo de langostinos ubicada en Tumbes la bacteria
Lysinibacillus sphaericus; esta bacteria fue también reportada por Manchola & Dussan ( 2014),
como capaz de utilizar hidrocarburos de petréleo crudo como Unica fuente de carbonoy energia,

ademas de reducir la concentracion de metales toxicos a través de procesos de bio-absorcion.

En otros lugares del mundo a partir de la rizosfera de manglar Yateem & Al-Sharrah (2011),
aislaron Bacillus subtilis en la bahia de Kuwai, con la finalidad de mejorar la degradacion de
los hidrocarburos; asi mismo Diaz et al. (2000), aislaron 5 cepas bacterianas identificadas como
especies de los géneros Marinobacter sp. , Bacillus sp. y Erwinia,sp. donde comprobaron su
eficiencia en la metabolizacion del petroleo crudo del Mar del Norte; también Lustosa et al.
(2018), aislaron bacterias con potencial degradador de hidrocarburo mediante analisis genético
usando el marcador 16srRNA e identificando Pseudomonas, Proteobacterium vy
Exiguobacterium con un 99% de similitud de los rios Vasa-Barris y Piaui-Real, Estado de

Sergipe, Brasil, bajo la direccion de la Administracion Estatal de Medio Ambiente (ADEMA).

A partir de muestras de agua y de agua con sedimentos Barrios-San Martin et al. (2012 ), realizo
una investigacion en las costas de Cuba donde utilizé el medio Bushnell-Haas con petrdleo
crudo ligero y, ademas agua de mar suplementada con extracto de levadura y petréleo crudo,

como fuentes de carbono, logrando obtener 33 cepas bacterianas degradadoras de



hidrocarburos; seleccionando tres bacterias las cuales degradaron los hidrocarburos en siete
dias. Su capacidad de degradacion se evalud a nivel de laboratorio. La remocién de los
hidrocarburos totales del petréleo (HTP) se determind mediante el analisis de los saturados, los
aromaticos, las resinas y los asfaltenos: compuestos organicos de petréleo crudo, cadena tipo

parafinico.

Yan et al. (2013), identificaron mediante secuenciamiento de la region rDNA 16S a Bacillus
pumilus, Rhizobium sp, Microbacterium oxydans, Arthrobacter sp, Bacillus spp, ademas de
evaluar su adaptacion a diversos ambientes mediante la capacidad de estas a tolerancia a
condiciones salinas y alcalinas (pH 7.0 a pH 8.0), asi como su capacidad de degradar
hidrocarburos de petréleo de cadena con C11 ~ C18 y cadena con C19 ~ C24.

Subathra et al. (2013), reportaron 113 aislamientos a partir de muestras de sedimento superficial
en el arroyo Ennore (India) contaminados por hidrocarburos de petréleo, posteriormente

seleccionaron 15 aislamientos y los cultivaron en medio BH con 1% de petréleo crudo.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

La investigacion es descriptiva y se realizd durante los meses de agosto a febrero del afio 2019.
La poblacion estuvo conformada por todos los sistemas radiculares de los arbustos de
Rhizophora mangle presente en la zona de los Manglares de la Region Tumbes y la muestra
utilizada para el aislamiento de bacterias cultivables fueron 48 plantas de R. mangle de la Zona
de Amortiguamiento del SNLMT.

3.1. Recoleccién de muestras
Se extrajeron las muestras raspando con una espatula la zona del sistema radicular de
Rhizophora Mangle, posteriormente cada muestra se depositd en su respectiva bolsa y se
codifico acorde al nimero de muestras tomadas (Tabla 1)

Tabla 1. Coordenadas UTM de los sectores muestreados.

Codigo
de Sector geografico de muestreo Este (X) Norte (Y)

muestra
MP1 Puerto Pizarro (Isla Bajo Grande) 567023.5 9612590.0
MP2 Puerto Pizarro (Isla Bajo Grande) 567033.7 9612576.1
MP3 Puerto Pizarro (Isla Bajo Grande) 567052.8 9612577.0
MP4 Puerto Pizarro (Puerto Rico) 566976.6 9612323.5
MP5 Puerto Pizarro (Puerto Rico) 566986.0 9612332.3
MP6 Puerto Pizarro (Puerto Rico) 566086.6 9612336.0
MP1 Bendito (Zona de amortiguamiento) 580976.2 9617956.7
MP2 Bendito (Zona de amortiguamiento) 580892.0 9618380.0
MP3 Bendito (Zona de amortiguamiento) 580996.3 9617856.6
MP4 Bendito (Zona de amortiguamiento) 580661.6 9617953.7

Continuacion de la tabla 1.

MP5 Bendito (Zona de amortiguamiento) 580951.2 9618068.0
MP6 Bendito (Zona de amortiguamiento) 580924.3 9618179.6
MP1 Puerto Hualtaco (Ecuador) 585987.4 9618775.4




3.2.

3.3.

MP2 Puerto Hualtaco (Ecuador) 585985.6 9618786.5

MP3 Puerto Hualtaco (Ecuador) 586044.9 9618862.0
MP4 Puerto Hualtaco (Ecuador) 586059.7 9618863.8
MP5 Puerto Hualtaco (Ecuador) 585981.9 9618790.2
MP6 Puerto Hualtaco (Ecuador) 586059.7 9618863.8

World Geodetic System 1984, Datum — UTM — Zona 17, Hemisferio Sur

Aislamiento y purificacion de bacterias

De cada muestra recolectada se tomd 1 g del sustrato del sistema radicular y se colocé en
1 ml de solucion salina, luego se tomo una alicuota de 200 pl y se sembré en el medio
Bushnell Haas las que se incubaron por un tiempo de 48 horas. Luego de este tiempo se
procedio a registrar en una libreta de apuntes las caracteristicas morfoldgicas de cada cepa
como forma, color y tamafio. Luego se realizo el aislamiento en el medio de cultivo TSA
utilizando la técnica de siembra por agotamiento incubando las placas por un periodo de
24 horas. Posteriormente se procedio a conservar las UFC purificadas en el medio de
cultivo TSB y finalmente se almacenaron en el congelador hasta realizar la extraccion del
ADN.

Extraccion de ADN

Se descongelaron las muestras de las cepas purificadas y se procedié a activar 1 mL de
cultivo bacteriano puro del medio TSB, centrifugandose a 13 000 rpm por 5 min
(centrifuga marca Heraeus modelo Biofuge Pico), se descartd el sobrenadante y se
adiciono 500 pl de buffer fosfato salino PBS 1X, posteriormente se centrifugd a 10 000
rpm por 2 min; eliminandose el sobrenadante, luego se incorporé un volumen de 200 pl
de TE (Tris HCL 10 mMol y acido etilendiaminotetraacético EDTA 1mMol) pH 8.0,
llevandose a ebullicion por 10 min e inmediatamente se coloco sobre hielo por 5 min. Se
centrifugé el lisado a 10 000 rpm durante 1 min y se recuperd el sobrenadante en un nuevo
tubo (el cual contenia el ADN). Posteriormente se realizé una dilucion en TE (Tris HCL
10 mMol y EDTA 1mMol) (1/10), agregandosele finalmente a la nueva dilucién 2 ul de
ARNasa y se incubd a 37°C por 30 min para trabajos posteriores.
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3.4. Amplificacion de los genes 16S ARNr y oxigenasas por PCR

Para la amplificacion del gen 16S ARNTr se utilizaron los juegos de iniciadores reportados
por Galkiewicz & Kellogg, (2008), en el caso de los genes oxigenasa se utilizaron
iniciadores disefiados en esta investigacion (tabla 1). Las pruebas de PCR para el primer
gen se realizaron en un volumen de reaccion de 25 pl, conteniendo: 2,5 pl de Buffer Taq
10X (10 mMol Tris-HCI, 50 mMol KCI, 1.5 mMol MgCI2, pH 8.3), 2,5 pl MgCI2
(25mMol), 0,5 pl dNTPs (10mMol), 16,2 pul AUP (Agua ultrapura), 0,6 pul Primer
Forward, y 0,6 pl Primer Reverse, 0.1 pl Taqg DNA polymerase (Invitrogen) y 2 ul de
ADN bacteriano. La programacion para el gen 16S ARNr fue de 95 °C por 5 minutos
para la desnaturalizacion inicial, seguido de 35 ciclos de amplificacion, cada uno con una
fase de desnaturalizacion de 95 °C por 30 segundos, una fase de hibridacién de 58 °C por
30 segundos a la temperatura de hibridacion especifica para cada iniciador y una fase de
polimerizacion a 72 °C por 45 segundos; luego de los ciclos de amplificacion se realizara
un ciclo final de polimerizacién a 72 °C por 4 minutos.

Para el gen benceno se utilizé el siguiente volumen de reaccion; 12.5 ul de Buffer Taq
10X (10 mMol Tris-HCI, 50 mMol KCI, 1.5 mMol MgCI2, pH 8.3), 0,5 CLMg2
(25mMol), 0,6 Primer BEN-F, BEN-R, AUP y 2,0 ul de ADN. La programacion de este
fue de 95 °C por 5 minutos para la desnaturalizacién inicial, seguido de 35 ciclos de
amplificacion, cada uno con una fase de desnaturalizacion de 94 °C por 30 segundos, una
fase de hibridacién de 58 °C por 30 segundos a la temperatura de hibridacion especifica
para cada iniciador (tabla 2) y una fase de polimerizacién a 72 °C por 30 segundos; luego
de los ciclos de amplificacion se realizara un ciclo final de polimerizacion a 72 °C por 5

minutos.

Tabla 2. Secuencia de ADN y temperatura de hibridacion (Th) de los Iniciadores.

Gen .. ) Th Referencia
objetivo Iniciador Secuencia de ADN (°C)  Bibliografica
oS 27F 5 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3 (Galkiewicz
ARNr 1492R 5 GGTTACCTTGTTACGACTT .3 2 & l;g(l)lg)gg,
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3.5.

3.6.

3.7.

Benceno BEN-F 5 -AGCGTCTGGGTAGTATAGAG-3 .
) Disefiados en

Di-
oxigenas BEN-R 5 -AGAAGGTACGTAGTGTCTGA-3 58 ] I_a .,
) investigacion

Migracion de ADN

En el gel de electroforesis se coloco 10 ul de cada uno de los productos obtenidos en las
pruebas de PCR para el gen 16S ARNr y gen Benceno, se mezclaron con 2 pl de la
solucién buffer de electroforesis (10 mM Tris-HCI, 0,03 % azul de bromofenol, 0,03 %
de cianol xileno FF 60 % de glicerol y 60 mM EDTA, marca Thermo Fisher Scientific,
EE. UU). La mezcla se carg6 en un gel de agarosa al 2 % el cual fue tefiido previamente
con bromuro de etidio (0,006 % v/v), siendo sometido posteriormente a una migracion
electroforética a 80 V por 20 minutos en un equipo de electroforesis horizontal (marca
Thermo Fisher Scientific, EE. UU). Posteriormente la migracion se observd en un

transiluminador ultravioleta (marca H.W. Kassel).

Envio de muestras

Una alicuota de 15 pl de productos de la PCR positivos a la presencia de genes objetivo,
obtenidos en la técnica de PCR, conjuntamente con los iniciadores se colocaron en micro-
tubos de 0,2 ml, se etiquetaron adecuadamente y finalmente fueron colocados en una caja

y enviados a la Empresa Macrogen (Maryland, USA) para su respectivo secuenciamiento.

Alineamiento e identificacion de bacterias

Las secuencias obtenidas fueron editadas y alineadas en el programa informético de uso
libre MEGA 5 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis). La identificacion de las cepas
bacterianas, asi como de los productos obtenidos con los iniciadores especificos a los
genes oxigenasa de hidrocarburos se analizaron en la base de datos del National Center
for Biotechnology Information (NCBI) mediante la herramienta de analisis Basic Local
Alignment Tools (BLAST) que se halla en el web site del NCBI

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.
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4.1.

4.2.

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de cepas bacterianas

Se lograron aislar y conservar a partir del sistema radicular de Rhizophora mangle de las
zonas de Puerto Pizarro y del Santuario Nacional los Manglares de Tumbes un total de 78
cepas bacterianas: 11 cepas bacterianas procedente de Puerto Pizarro a partir del medio
de cultivo Agar Tripticasa Soya (TSA), 6 cepas procedentes del Bendito (Zona de
amortiguamiento) usando medio TSA, 3 cepas procedentes de Puerto Pizarro (isla)
aislados a partir del medio TSA, 5 cepas procedentes de Puerto Pizarro (ciudad) aislados
a partir del Agar Bushnell Haas (BHA), 7 cepas procedentes del Bendito (zona de
amortiguamiento) aislados a partir del medio BH, 4 cepas procedentes de Puerto Pizarro
(Isla Bajo Grande) aislados a partir del medio BH tal como se observa en el (Anexo 1);
25 cepas bacterianas de Puerto 25 (Zona de amortiguamiento) usando medio de cultivo
TSA vy se logro6 aislar 17 cepas bacterianas de Puerto 25 (zona de amortiguamiento)
utilizando medio de cultivo BH (Anexo 2); estos resultados son semejantes a los obtenidos
por Subathra et al., (2013) quienes obtuvieron 113 aislamientos a partir de muestras de
sedimento superficial en el arroyo Ennore (India) contaminados por hidrocarburos de
petréleo donde seleccionaron 15 aislamientos y los cultivaron en medio BH con 1 % de

petréleo crudo.

Fenotipo de Unidades formadoras de colonias (UFC)

Las caracteristicas morfoldgicas de las cepas bacterianas aisladas usando medio TSA y
BH fueron las siguientes: color blanco, blanco transparente, blanco cremoso, crema, café
y café cremoso; de acuerdo al diametro vario desde < 0,5 mm a 9 mmy de acuerdo a la
forma presentada fue circular e irregular, estos datos son semejantes a los reportados por
Saadoun et al., (2018), quienes en su investigacion a partir de muestras en los Emiratos
Arabes de diferentes habitats lograron aislar cepas bacterianas degradadoras de petrdleo

con color y forma similar a las obtenidas en este estudio.



4.3.

44.

Tincion Gram

En la técnica de tincion Gram a las cepas bacterianas aisladas, se registro un 97,4% de
bacterias Gram negativas y 2,6 % de bacterias Gram positivas las que presentaron forma
de cocobacilo y bacilo no coincidiendo con lo reportado por Saadoun et al., (2018) quienes
en su investigacion sobre bacterias degradadoras aisladas de diferentes habitas en los
Emiratos Arabes obtuvieron un porcentaje de 57,89 % de bacterias Gram positivas y un

menor porcentaje de 42,11 % de bacterias Gram negativas.

Amplificacion gen Benceno Di-oxigenasa

De las 115 cepas aisladas y conservadas se realizo la extraccion de ADN y posteriormente
la amplificacion de ADN de 50 cepas bacterianas para el gen Benceno Di-oxigenasa, con
resultados positivos en la migracion en gel de agarosa para dos cepas la Y17 y S34, como
observamos en las figuras 1, 2 'y 3 lo que representa un 4% de cepas positivas a este gen
siendo diferente a lo indicado por Segura et al., (2016) quien de las 12 cepas aisladas, 5
fueron amplificadas para el gen Di-oxigenasas dando un resultado de un 41 % de

resultados positivos en su investigacion.

CE C-) CE S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 SIS S16 S17)

Figura 1. Gel de electroforesis de cepas bacterianas aisladas del sistema radicular de
Rhizophora mangle negativas para el gen Benceno Di-oxigenasa.
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Figura 2. Gel de electroforesis de cepas bacterianas aisladas del sistema radicular de
Rhizophora mangle para el gen Benceno Di-oxigenasa con una cepa
bacteriana positiva.

Positivo

|
6Y 27Y 28Y 29Y 30Y 31Y 33Y 34Y 35Y 36Y 37Y 38Y 14 S30 S31 532 533 S34(535(538 C(-)
- « B - -
- - - - -
(- :

Figura 3. Gel de electroforesis de cepas bacterianas aisladas del sistema radicular de
Rhizophora mangle para el gen Benceno Di-oxigenasa donde se observa una
cepa bacteriana positiva.

A las dos cepas bacterianas positivas para el gen Benceno Di-oxigenasa se les realizo la
amplificacion utilizando PCR para el gen 16srRNA, el que mostro un resultado positivo
durante la migracién y cuyas bandas fueron visualizadas tal como se observa en la figura
4.
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4.5.

Figura 4. Gel de electroforesis de 2 cepas bacterianas: en el carril 30 la cepa S32y en el
carril 40 la cepa Y14 (carril 40) las que fueron aisladas del sistema radicular
de Rhizophora mangle para el gen 16 s r RNA.

Identificacién molecular de especies bacterianas

Se identificaron dos especies bacterianas Pseudomonas y Vibrio tal como se muestra en
la tabla 3 coincidiendo con Lustosa et al., (2018) quienes en su investigacion logran aislar
tres bacterias con potencial degradador de hidrocarburo usando el marcador 16srRNA las
cuales fueron Pseudomona sp. Proteobacterium sp. y Exiguobacterium sp. con un 99%
de similitud y asi mismo coincidiendo con Hernandez-Rivera. Martinez-Gandara (2001),
quienes en su investigacion demostraron que las bacterias de genero Vibrio sp. son

bacterias con alto poder degradador.

Tabla 3. Identificacion de especies bacterianas.

. : Identidad :

N° Cepa Procedencia porcentual (%) Especie
S-36 Puerto Pizarro 100 Pseudomona sp
Y-7 Amortiguamiento 99,8 Vibrio sp.
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V. CONCLUSIONES

Se identificaron dos especies bacterianas: Pseudomona sp. con un 100% de similitud y
Vibrio sp. con 99,8% de similitud.

Se registrd un 4% de cepas bacterianas positivas al gen benceno Di-oxigenasa y un 96%
de cepas bacterianas negativas al gen benceno Di-oxigenasa.

Las cepas bacterianas en su mayoria presentaron forma de cocobacilo.

En la técnica de tincion el 97,4% de bacterias fueron Gram negativas y un 2,6 % de
bacterias Gram positivas.



VI. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio de metabolitos producidos durante la degradacion de los
hidrocarburos de petroleo por las cepas bacterianas marinas.

Realizar un estudio cuantitativo de los hidrocarburos en fase inicial e intermedio.
Realizar ensayos de cepas con potencial biorremediador in situ utilizando diferentes
sustratos.

Aislar bacterias de organismos de las comunidades bentonicas con potencial

biodegradador.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1. Datos de cepas bacterianas aisladas a partir del medio TSA y BH

Cepa Madre Sector Medio cultivo Medida Forma Borde Color N. Codigo forma tipo
MP1-MP2 (1) Puerto Pizarro TSA 0.5mm Circular Liso Blanco-cremoso - _ _
MP1-MP2 (2) Puerto Pizarro TSA 0.5mm Circular Liso Blanco - - -
MP1-MP2 (3) Puerto Pizarro TSA 0.5mm Circular Liso Blanco S17 Cocobacilos gram (-)
MP1-MP2 (4) Puerto Pizarro TSA 0.5mm irregular irregular Blanco-transparente S18 Cocobacilos gram (-)
MP1-MP2 (5) Puerto Pizarro TSA 0.5mm irregular irregular Blanco-cremoso S16 Cocobacilos gram (-)
MP3-MP4 (1) Puerto Pizarro TSA 0.5mm Circular Liso Blanco- cremoso S10 Cocobacilos Gram (-)
MP3-MP4 (2) Puerto Pizarro TSA 0.5mm Circular Liso Blanco- cremoso S11 Cocobacilos Gram (-)
MP3-MP4 (3) Puerto Pizarro TSA 0.5mm Circular Liso Blanco- cremoso S6 Cocobacilos Gram (-)
MP3-MP4 (4) Puerto Pizarro TSA 0.3mm irregular irregular Blanco- cremoso S7 Cocobacilos Gram (-)
MP5-MP6 (1) Puerto Pizarro TSA 0.8mm Irregular irregular Blanco-transparente S8 Cocobacilos Gram (-)
MP5-MP6 (2) Puerto Pizarro TSA 0.5mm Circular Liso Blanco-crema S9 Cocobacilos Gram (-)
MP5-MP6 (3) Puerto Pizarro TSA 0.5mm Circular Liso Blanco-crema S19 Cocobacilos Gram (-)
MP5-MP6 (4) Puerto Pizarro TSA 0.5mm Irregular irregular Blanco-crema S20 Cocobacilos Gram (-)
M1-M2 (1) El bendito TSA 0.5mm Circular liso Blanco-crema S13 Cocobacilos Gram (-)
M1-M2 (2) El bendito TSA 0.3mm Circular liso Blanco-crema S14 Cocobacilos Gram (-)
M1-M2 (3) El bendito TSA 0.5mm Circular liso Blanco-crema - - -
M1-M2 (4) El bendito TSA 0.5mm Circular liso Blanco - - -
M3-M4 (1) El bendito TSA 0.5mm Circular Liso Blanco-crema - - -
M3-M4 (2) El bendito TSA 0.3mm Circular Liso Blanco-transparente - - -
M3-M4 (3) El bendito TSA 0.5mm Circular Liso Blanco-crema S2 Cocobacilos Gram (-)
M3-M4 (4) El bendito TSA 0.5mm Circular Liso Blanco-crema - - -
M5-M6(1) El bendito TSA 0.8mm Circular Liso Blanco-crema 515 Cocobacilos Gram (-)
M5-M6 (2) El bendito TSA 0.3mm Circular Liso Blanco-transparente S3 Cocobacilos Gram (-)
M5-M6 (3) El bendito TSA 0.8mm Irregular irregular Blanco-transparente S1 Cocobacilos Gram (-)
Mtes1-Mtes2(1) [Puerto Pizarro (Isla) TSA 0,3mm Circular Liso Blanco-crema - - -
Mtes1-Mtes2(2) |Puerto Pizarro (Isla) TSA 0,3mm Circular Liso Blanco-crema S12 Cocobacilos Gram (-)
Mtes1-Mtes2(3) [Puerto Pizarro (Isla) TSA 0,3mm Circular Liso Blanco-crema S4 Cocobacilos Gram (-)
Mtes1-Mtes2(4) [Puerto Pizarro (Isla) TSA 0.5mm Circular Liso Blanco-crema S5 Cocobacilos Gram (-)
MP1-MP2 (1) Puerto Pizarro BH 1.0mm Circular Liso Cafe-Cremoso - _ _
MP1-MP2 (2) Puerto Pizarro BH 2.0mm irregular irregular Cafe-Cremoso 523 Cocobacilos Gram (-)
MP1-MP2 (3) Puerto Pizarro BH 1.0mm Circular Liso crema - _ _
MP1-MP2 (4) Puerto Pizarro BH 2.0mm irregular irregular café claro - _ _
MP1-MP2 (5) Puerto Pizarro BH 1.0mm Circular Liso crema - - -
MP3-MP4 (1) Puerto Pizarro BH 3.0mm irregular irregular Blanco- cremoso _ _ _
MP3-MP4 (2) Puerto Pizarro BH 1.0mm Circular Liso Blanco- transparente S27 Cocobacilos Gram (-)
MP3-MP4 (3) Puerto Pizarro BH 0.3mm Circular Liso Blanco- cremoso _ _ _
MP3-MP4 (4) Puerto Pizarro BH 0.5mm Circular Liso Blanco- cremoso S24 Cocobacilos Gram (-)
MP5-MP6 (1) Puerto Pizarro BH 0.5mm Circular Liso Blanco-crema S25 Cocobacilos Gram (-)
MP5-MP6 (2) Puerto Pizarro BH 1.0mm Irregular irregular Blanco-crema S28 Cocobacilos Gram (-)
MP5-MP6 (3) Puerto Pizarro BH 0.5mm Circular Liso Blanco-crema _ _ _
MP5-MP6 (4) Puerto Pizarro BH 1.0mm Irregular irregular Blanco-transparente - - -
M1-M2 (1) Puerto Pizarro BH 2.0mm Circular irregular crema S38 Cocobacilos Gram (-)
M1-M2 (2) Puerto Pizarro BH 1.0mm irregular irregular Blanco-crema - - -
M1-M2 (3) Puerto Pizarro BH 1.0mm irregular irregular Blanco-crema - - -
M1-M2 (4) Puerto Pizarro BH 0.5mm irregular irregular Blanco-crema - - -
M3-M4 (1) El Bendito BH 1.0mm irregular irregular Blanco-crema - - -
M3-M4 (2) El Bendito BH 1.0mm Circular irregular Blanco-crema S30 Cocobacilos Gram (-)
M3-M4 (3) El Bendito BH 1.0mm Circular irregular Blanco-crema S29 Cocobacilos Gram (-)
M3-M4 (4) El Bendito BH 1.0mm Circular irregular Blanco-crema - - -
M3-M4 (5) El Bendito BH 2.0mm Circular irregular Blanco-crema S22 Cocobacilos Gram (-)
M5-M6(1) El Bendito BH 1.0mm Circular Liso Blanco-transparente - - -
M5-M6 (2) El Bendito BH 0.5mm Circular Liso café - - -
M5-M6 (3) El Bendito BH 0.5mm Irregular irregular Blanco-crema S32 Cocobacilos Gram (-)
M5-M6 (4) El Bendito BH 0.3mm Circular Liso Blanco-transparente S34 Cocobacilos Gram (-)
M5-M6 (5) El Bendito BH 2.0mm Irregular irregular crema S37 Cocobacilos Gram (-)
Mtes1-Mtes2(1) |Puerto Pizarro (Isla) BH 1.0mm Irregular irregular Blanco-crema S31 Cocobacilos Gram (-)
Mtes1-Mtes2(2) |Puerto Pizarro (Isla) BH 0.5mm Circular Liso Blanco-crema S26 Cocobacilos Gram (-)
Mtes1-Mtes2(3) |Puerto Pizarro (Isla) BH 2.0mm Irregular irregular Blanco-crema S33 Cocobacilos Gram (-)
Mtes1-Mtes2(4) |Puerto Pizarro (Isla) BH 1.0mm Circular Liso Blanco-crema S35 Cocobacilos Gram (-)
Mtes1-Mtes2(5) |Puerto Pizarro (Isla) BH 2.0mm Circular irregular blanco-transparente - Cocobacilos Gram (-)




ANEXO 2. Datos de cepas bacterianas aisladas a partir del medio TSAy BH

Cepa Madre Sector Medio |Tamafio forma Borde Color codigo Forma tincid|Tipo
SP1-21 Puerto 25 (amortig TSA Imm circular liso cremoso Y1l cocobacillus| gram (-)
SP1-22 Puerto 25 (amortig TSA Imm circular liso blanco-cremoso Y2 cocobacillus| gram (-)
SP3-41 Puerto 25 (amortig TSA 0.5mm iregular liso blanco-cremoso Y3 cocobacillus| gram (-)
SP3-42 Puerto 25 (amortig TSA Imm circular liso blanco-transparente  [Y4 cocobacillus| gram (-)
SP5-61 Puerto 25 (amortig TSA 0.5mm circular liso blanco-cremoso Y5 cocobacillus| gram (-)
SP5-62 Puerto 25 (amortig TSA 0.5mm circular liso blanco Y6 cocobacillus| gram (-)
SP5-63 Puerto 25 (amortig TSA 0.3mm irregular liso blanco-cremoso Y7 cocobacillus| gram (-)
SA1-21 Puerto 25 (amortig TSA 0.5mm circular liso blanco-cremoso Y8 cocobacillus| gram (-)
SA1-22 Puerto 25 (amortig TSA 0.5mm circular liso blanco-cremoso Y9 cocobacillus| gram (-)
SA1-23 Puerto 25 (amortig TSA 0.3mm circular liso blanco-transparente [Y10 cocobacillus| gram (-)
SA1-24 Puerto 25 (amortig TSA 0.3mm circular liso blanco-transparente  [Y11 cocobacillus| gram (-)
SA1-25 Puerto 25 (amortig TSA 2mm irregular irregular [amarillo Y12 cocobacillus| gram (-)
SA1-26 Puerto 25 (amortig TSA 2mm irregular irregular |blanco-transparente  [Y13 cocobacillus| gram (-)
SA5-41 Puerto 25 (amortig TSA 0.3mm circular liso blanco-cremoso Y14 cocobacillus| gram (-)
SA3-42 Puerto 25 (amortig TSA 3mm irregular irregular [cremoso Y15 cocobacillus| gram (-)
SA3-43 Puerto 25 (amortig TSA 0.5mm circular liso blanco-transparente  [Y16 cocobacillus| gram (-)
SA3-44 Puerto 25 (amortig TSA 0.5mm irregular irregular |blanco-transparente  |Y17 cocobacillus| gram (-)
SA3-45 Puerto 25 (amortig TSA 0.5mm irregular irregular [amarillo-transparente |Y18 cocobacillus| gram (-)
SA3-46 Puerto 25 (amortig TSA 0.6mm circular liso blnco-cremoso Y19 cocobacillus| gram (-)
SA3-47 Puerto 25 (amortig TSA 0.5mm irregular irregular |amarillo-transparente [Y20 cocobacillus| gram (-)
SA3-48 Puerto 25 (amortig TSA 0.5mm circular liso blanco-transparente  [Y21 cocobacillus| gram (-)
SA5-61 Puerto 25 (amortig TSA 0.4mm circular liso transparente Y22 cocobacillus| gram (-)
SA5-62 Puerto 25 (amortig TSA descartada |similitud Y23

SA5-63 Puerto 25 (amortig TSA 0.3mm circular liso blanco-transparente [Y24 cocobacillus| gram (-)
SA5-64 Puerto 25 (amortig TSA 0.2mm circular liso blanco-transparente  [Y25 cocobacillus| gram (-)
SP1-21 Puerto 25 (amortig BHA 0.1mm circular liso blanco-transparente  [Y26 cocobacillus| gram (-)
SP1-22 Puerto 25 (amorti§BHA 0.1mm circular liso blanco Y27 cocobacillus| gram (-)
SP3-41 Puerto 25 (amortig BHA 0.1mm iregular irregular [blanco-transparente  |Y28 cocobacillus| gram (-)
SP3-42 Puerto 25 (amortig BHA 0.2mm iregular irregular [crema Y29 bacillus gram (-)
SP5-61 Puerto 25 (amortig BHA 0.1mm irregular liso blanco-cremoso Y30 cocobacillus| gram (-)
SP5-62 Puerto 25 (amortig BHA 0.2mm irregular liso blanco Y31 cocobacillus| gram (-)
SA1-21 Puerto 25 (amortig BHA Imm irregulares |[irregular |blanco-transparente [Y32 cocobacillus| gram (-)
SA1-22 Puerto 25 (amortig BHA Imm circular liso blanco-transparente  [Y33 cocobacillus| gram (-)
SA1-23 Puerto 25 (amorti§BHA 3mm irregulares |irregular |blanco-transparente |Y34 cocobacillus| gram (-)
SA3-41 Puerto 25 (amortig BHA Imm circular liso blanco-transparente  [Y35 cocobacillus| gram (-)
SA3-42 Puerto 25 (amortig BHA 2mm circular irregular |blanco Y36 cocobacillus| gram (-)
SA3-43 Puerto 25 (amorti§BHA Imm circular liso blanco-transparente  [Y37 cocobacillus| gram (-)
SA3-44 Puerto 25 (amortig BHA S5mm irregular irregular [amarillo-transparente |Y38 cocobacillus| gram (-)
SA3-45 Puerto 25 (amortig BHA Imm circular liso blanco Y39 cocobacillus| gram (-)
SA5-61 Puerto 25 (amorti§BHA 0.2mm circular liso blanco-transparentw [Y40 cocobacillus| gram (-)
SA5-62 Puerto 25 (amortig BHA 0.5mm irregular irregular [blanco-transparenyr |Y41 cocobacillus| gram (-)
SA5-63 Puerto 25 (amortig BHA 0.2mm irregular irregular |blanco Y42 cocobacillus| gram (-)
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