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Abstract

Plastics have become a global problem due to their ability to cause environmental
pollution. Over the years, scientists have developed several physical methods or
strategies to help reduce the presence and persistence of these pollutants in the
environment. This study was conducted to isolate and identify bacteria that can
biodegrade plastic and are found in places previously contaminated with oil. To achieve
this objective, soil and water samples were taken in Guanica Bay, processed in the
laboratory using serial dilutions, and cultured on nutrient agar plates using the spread
plate method. Representative colonies were selected, purified, and exposed to the
Bushnell-Haas Agar culture medium to determine their ability to grow in the presence of
LDPE plastic. Of these bacteria, six were selected to evaluate their ability to grow in
Bushnell-Haas broth, as well as to perform a Gram stain and use scanning electron
microscopy to determine their morphology. Then, using molecular methods, genomic
DNA was extracted from the bacteria, the 16S rDNA gene was amplified, the genetic
material was sequenced for consultation in Blast to identify the microorganisms, also a
phylogenetic tree was created, and PCR detected the presence of genes associated with
plastic degradation. These analyses identified the bacteria as Metabacillus indicus,
Mesobacillus jeotgali, Bacillus altitudinis, Exiguobacterium sp., Exiguobacterium sp.
CNJ771PL0O4 and Bacillus sp. In addition, the presence of bands of interest of the gene
alkB1 was detected by electrophoresis in Bacillus altitudinis, Exiguobacterium sp., and
Exiguobacterium sp. CNJ771PL04 and Bacillus sp. and alkB2 in Bacililus altitudinis and
Bacillus sp. For the Lac gene, the bands of interest were not visualized in any of the

microorganisms used for the research. The results show that bacteria are present in
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places previously contaminated with oil that can biodegrade plastics. These
microorganisms can be used as bioprospects for the development of effective processes

to reduce the presence of plastic in ecosystems.
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Resumen

Los plasticos se han convertido en una problematica mundial por su capacidad de
provocar contaminacion en el medio ambiente. A lo largo de los afios, los cientificos han
desarrollado varios métodos fisicos o estrategias para ayudar a reducir la presencia y
persistencia de estos contaminantes en el medio ambiente. Este estudio se realizé con
el objetivo aislar e identificar bacterias que tengan la capacidad de biodegradar el plastico
y que se encuentren en lugares previamente contaminados con petréleo. Para lograr este
objetivo, se tomaron muestras de suelo y agua en la Bahia de Guanica y se procesaron
en el laboratorio utilizando diluciones seriadas y cultivadas en platos de agar nutritivo
utilizando el método de plato esparcido. Las colonias representativas fueron
seleccionadas, purificadas y expuestas al medio de cultivo Bushnell-Haas Agar para
determinar su capacidad de crecer en presencia del plastico LDPE. De esas bacterias,
se seleccionaron seis para evaluar su capacidad de crecer en el caldo de Bushnell-Haas,
asi como para realizarles una tincion Gram y utilizar la microscopia electronica de barrido
para determinar su morfologia. Luego con métodos moleculares se realiz6 una extraccion
de ADN gendmico de las bacterias, se amplificd el gen 16S rDNA, se secuencio el
material genético para consultarlo en Blast, luego determinar la identidad de los
microorganismos, realizar un arbol filogenético y detectar la presencia de genes
asociados a la degradacion de plastico. Con estos analisis se identificaron a las bacterias
como Metabacillus indicus, Mesobacillus jeotgali, Bacillus altitudinis, Exiguobacterium
sp., Exiguobacterium sp. CNJ771PL04 y Bacillus sp. Ademas, se detecto la presencia de
bandas de interés de los genes alkB1 en Bacillus altitudinis, Exiguobacterium sp.,

Exiguobacterium sp. CNJ771PL04 y Bacillus sp. y alkB2 en Bacillus altitudinis y Bacillus



sp. Para el gen Lac, no se visualizaron las bandas de interés en ninguno de los
microorganismos utilizados para la investigacion. Los resultados demuestran que existe
la presencia de bacterias en lugares previamente contaminados con petroleo que tienen
la capacidad de biodegradar plasticos. Estos microorganismos podran ser utilizados
como bioprospectos para el desarrollo de procesos efectivos para reducir la presencia

de plastico en los ecosistemas.
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Introduccioén

En la actualidad, los niveles de contaminacion han alcanzado cifras preocupantes
a nivel global. La presencia de multiples contaminantes tanto en la atmosfera, litdsfera e
hidrosfera ha provocado una degradacidn acelerada de los entornos naturales en todo el
planeta. Entre los contaminantes mas comunes se encuentran los plasticos y sus
derivados, que se han convertido en un problema ambiental por su persistencia en
diversos ecosistemas alrededor del mundo (Sarkhel et al., 2020). Cada afio, a nivel
mundial se producen cantidades exorbitantes de plastico para diversas aplicaciones por
sus ventajas en cuanto a durabilidad, costos y capacidad de moldearse para tomar
diversas formas. Estos polimeros son utilizados mayormente para empaque,
construccion, transportacion, electronicos, agricultura, salud, entre otros (Zhao et al.,
2022). Por esta razén en el mercado se encuentran distintos tipos de plasticos segun su
aplicacion, como lo son PETE (tereftalato de polietileno), HDPE (polietileno de alta
densidad), PVC (policloruro de vinilo), LDPE (polietileno de baja densidad), PP
(polipropileno), PS (poliestireno), entre otros.

Sin embargo, a pesar de sus aplicaciones, el plastico también tiene sus
desventajas sobre el medio ambiente. Las desventajas del plastico se derivan en cuanto
a su produccion en grandes cantidades, estabilidad estructural y su baja tasa de
descomposicion en la naturaleza, lo que provoca su acumulacion en diversos habitats y
biomas en el planeta (Margeta et al., 2021). De los ecosistemas mas afectados por la
presencia y acumulacion del plastico se encuentran los mares y océanos. Donde se
estima que hay aproximadamente ocho millones de toneladas de plastico que ha sido

arrojadas como desecho marino en los sedimentos de estos ecosistemas (Sarkhel et al.,



2020). Cerca del 80% de esos plasticos provienen de fuentes terrestres, donde el mal
manejo de los rellenos sanitarios y las descargas de desperdicios contribuye a que al
contaminante esté en los rios y por ende termine en los océanos (Ganesh-Kumar et al.,
2020; Acosta et al., 2022). Es importante destacar que estos polimeros se encuentran
distribuidos en distintas densidades oceanicas tanto en areas superficiales, zonas
pelagicas y bénticas.

Por esta razon en el medioambiente, los plasticos se han convertido en un
desperdicio persistente dado a que su estructura es resistente a la degradacion quimica
y fisica (OECD, 2022). Gracias a este problema, por décadas se ha tratado de reducir la
basura plastica y la contaminacion de los ambientes terrestres y acuaticos (Flury &
Narayan, 2021). Sin embargo, en la actualidad no existe una solucién inmediata para
reducir la dependencia al uso del plastico al nivel global (Lloyd, 2022). Por tal motivo este
proyecto de investigacion aportara en la busqueda de soluciones a esta situacion,
mediante el aislamiento, identificacion y caracterizacién de cepas bacterianas que sean
capaces de degradar plastico.

Justificacion

Los plasticos son un problema ambiental reconocido por su dominancia en el
medio ambiente y en la red tréfica (Tamargo et al., 2022). Ademas de estar ampliamente
distribuidos y acumulados en las aguas de todo el mundo (Sarkhel et al., 2020). Esto
gracias a que el ser humano los ha producido y utilizado en grandes escalas, y gran parte
ha terminado en los ambientes marinos por el pobre manejo al momento de su
disposicion. Poniendo asi en peligro no solo la biota marina, sino también los recursos

que provienen de este tipo de ecosistema (Margeta et al., 2021). Por ejemplo, se estima



que de un 30% - 60% de los peces muestreados poseen la presencia de micro plasticos
primarios o secundarios (Willard-Stepan et al., 2021). Lo que representa un peligro
potencial para la salud de los consumidores de este tipo de producto pesquero. Sin
embargo, los microplasticos no solo afectan a los peces, también a otros organismos
como el plancton, reptiles marinos, lombrices, crustaceos, pepinos de mar, langostas,
cangrejos, entre otros. Hay numerosos efectos negativos probados, asi como
consecuencias para la salud de los organismos marinos (Margeta et al., 2021). Estos
efectos se relacionan con las interacciones fisicas (la ingestion del plastico provoca que
el organismo marino se inmovilice, no pueda alimentarse, pierda oxigeno y muera) y
quimicas (los aditivos son absorbidos causando toxicidad, afectando su reproduccién y
provocando muerte) (Tekman et al., 2022).

Por otra parte, de los plasticos comunmente identificados en estudios como el de
Ibor et al. (2022) se encuentra el LDPE, que se caracteriza por ser un material persistente
en el ambiente y es el constituyente principal de las laminas y bolsas de plastico. Segun
la investigacion de Novarini et al. (2021), el incremento descontrolado de la poblacion
mundial y el uso constante de bolsas de plastico en los hogares y en los mercados,
contribuye significativamente al incremento de residuos plasticos. Este tipo de residuo
proveniente del LDPE es problematico porque no tiene valor comercial, su disposicion
no es la adecuada y su composiciéon quimica lo hace no biodegradable (Kunlere &
Fagade, 2019). Ademas, Kumi-Larbi et al. (2018) destacan en su estudio los problemas
que el LPDE puede causar en paises en desarrollo, donde la ausencia de programas de
reciclaje empeora la situacion, resultando en desechos que provocan serias

consecuencias ambientales y de salud publica.



Ahora bien, el ser humano no esta exento de los problemas relacionados con la
presencia del plastico en los ecosistemas. Segun Tamargo et al. (2022) algunas de las
complicaciones de salud que se desarrollan al ingerir estos contaminantes estan
relacionadas con problemas gastrointestinales, la alteracion de la flora bacteriana del
intestino y el desarrollo de otras condiciones como el cancer. Esto se debe a su
asociacidon con metales pesados y a ciertos aditivos utilizados para producir este
polimero. Ademas, en investigaciones previas se ha demostrado la presencia de
particulas micro-plasticas encontradas en heces fecales, en liquido amniético y placenta
de mujeres embarazadas. Esta ultima representa un riesgo para el embarazo, el embridn,
el desarrollo y salud en general del bebé (Margeta et al., 2021).

Actualmente, los cientificos se han centrado en desarrollar procesos efectivos
para disminuir el impacto negativo de la contaminacién con plastico. Un ejemplo es la
busqueday el uso de enzimas producidas por ciertos microorganismos para afrontar esta
preocupacion ambiental (Atanasova et al., 2021). Dado a las caracteristicas de estos
microorganismos que degradan polimeros, estos mayormente deben ser aislados e
identificados para evaluar sus tasas de degradacion. Este proceso es necesario para
obtener informacion para su uso eficaz en procesos de biodegradabilidad de este tipo de
material tanto sintético como natural y bajo condiciones aerdbicas como anaerdbicas.
Ademas, en la actualidad la disponibilidad de enzimas que degraden plastico es muy
baja, siendo necesario que se continuen aislando microorganismos e identificando sus
capacidades de biodegradacion (Shilpa et al., 2022).

Rodriguez-Gonzales et al. (2022) en su estudio de la composicién de las

comunidades microbianas presentes en suelos contaminados demostré que los



microorganismos son esenciales para llevar a cabo la biodegradacion. Los

microorganismos sobreviven en lugares diversos de la biosfera, debido a que su

actividad metabdlica. Su metabolismo esta influenciado por diversas condiciones

ambientales como lo son el pH, temperatura, humedad, oxigeno, nutrientes vy

composicion de suelo. Por lo tanto, estos factores externos tienen un rol importante en

determinar las condiciones favorables para que la biodegradacion ocurra de manera

adecuada. Ademas, la capacidad enzimatica de los microorganismos es muy variada, y

por lo que se les utiliza como biodegradadores de contaminantes ambientales como el

petréleo y sus derivados. Por esta razon en esta investigacion se caracterizaron aquellas

bacterias con capacidad enzimatica para degradar plastico y aisladas en lugares

contaminados con petrodleo.

Objetivos generales

e Aislar y caracterizar bacterias de lugares contaminados con petroleo que tengan la
capacidad de degradar sus derivados.

Objetivos especificos

e Aislar, purificar e identificar molecularmente bacterias de un lugar previamente
contaminado con petroleo en Puerto Rico.

¢ |dentificar genes en las bacterias relacionados con la produccion de enzimas capaces

de degradar LDPE.



Revision de literatura

Contaminacion ambiental

La degradacion medioambiental actual surge como parte del incremento en las
demandas de los sistemas agroalimentarios e industriales a causa del aumento en la
poblaciéon mundial (FAO y PNUMA, 2022). Muchas de las actividades del ser humano
alteran y degradan las condiciones ambientales, dejando una huella persistente en el
planeta (Santos et al., 2021). Entre ellas se encuentra la contaminacion, donde
anualmente se liberan cantidades excesivas de contaminantes al medioambiente.
Siendo los recursos suelo, aire y agua los mas afectados por la presencia de
contaminantes mayormente liberados por las actividades antropogénicas (Figura 1).

Por ejemplo, el suelo se ve afectado por la adicidon de compuestos quimicos o
cualquier otro agente extrafio que tenga un efecto negativo sobre los organismos del
lugar o sobre las funciones del propio recurso (FAO, 2016). La contaminacion tiene la
capacidad de producir un efecto en cadena sobre todos los ecosistemas terrestres,
donde se ven afectados los organismos que dependen del recurso y todas las redes
troficas que interconectan con el suelo (FAO y PNUMA, 2022). La presencia de metales
pesados, contaminantes organicos y hasta microplasticos forma parte de la
contaminacion que se encuentra en el suelo y la cual puede ser transportada por el aire
y el agua (Agencia Europea de Medio Ambiente, 2020).

Por otro lado, en la actualidad el recurso aire es contaminado por multiples fuentes
de emisiones tanto de origen natural como antropogénico, siendo la industralizacion y la
quema de combustible fésil una de las principales causas (WHO, 2022). Ademas, a este

tipo de contaminacion se le atribuye una variedad de fendmenos globales que se



encuentran ocurriendo en la actualidad, los cuales incluyen la pérdida global en la
biodiversidad y los cambios en el clima del planeta Tierra (Santos et al., 2021). El cambio
climatico y sus efectos tienen la capacidad afectar tanto al ser humano como a todos los
organismos presentes en los ecosistemas (Heshmati, 2020).

Figura 1

Diferentes causas para la degradacion ambiental

[ Human Activities ] [ Natural Factors J

*  Urbanization *  Flood/Drought
* Industrialization *  Earthquake
*  Overpopulation *  Hurricane
1 Grab * Temperature Storm
® Land and Water
® Underground Carbon
® Biological Resources

» Land, Water and Air Pollution

» Desertification, Water Shortage, Ozone depletion

» Carbon Emission Excess, Global Warming and Melting Glaciers
» Loss of Biodiversity, Forest and Grassland

Nota. La imagen resume los diferentes factores que influyen en la degradacion del medioambiente por
Maurya et al. (2020).

Asimismo, la calidad del agua depende de los parametros fisicos, quimicos y
biolégicos de donde se obtiene para consumo o uso recreacional (Hossain & Patra,

2020). En el caso de este recurso, en los ultimos afios su tratamiento previo a su



utilizacién ha sido de gran preocupacion por la presencia de la contaminacion producida
por los seres humanos (Martinez-Ruiz et al., 2022). Globalmente el problema y la
escasez del agua ha llamado la atencion de muchas organizaciones que buscan proteger
los recursos. Estudios advierten sobre la presencia de altos niveles compuestos quimicos
afectando la calidad y los organismos que viven en ciertos cuerpos de agua (Helal et al.,
2018). Ademas, existe otro problema con la generacion y disposicion inadecuada de un
polimero de alta duracién conocido como el plastico. Durante las ultimas décadas el uso
del plastico se ha ido descontrolando, provocando que toneladas de desechos de este
polimero terminen en los ambientes acuaticos y otros ecosistemas alrededor del planeta
(Purohit et al., 2020).
El plastico

Para la década del 1940 es cuando se comienza con la sintesis y produccion del
plastico a nivel industrial (Santos et al., 2021). Su aplicacion esta presente cada vez mas
en actividades de la vida diaria, incluyendo el envasado de distintas industrias de
alimentos, farmaceéuticos y otros sectores de la produccion (Evode et al., 2021).
Convirtiéndose asi en el polimero sintético derivado del petroleo mas utilizado debido a
su aplicacién multi-especializada dada su naturaleza versatil y propiedades (Murab et al.,
2021). Sin embargo, no todos los plasticos son iguales y sus propiedades quimicas, y su
estructura fisica varian segun las necesidades que se quieran cubrir.

Los materiales plasticos ofrecen numerosas ventajas debido a su bajo costo, alta
versatilidad y durabilidad (OECD, 2022). Actualmente la industria del plastico es una de
las industrias con mayor crecimiento en el mundo (Andrady, 2011). Se estima que la

produccion total de plasticos puede llegar a 100 millones de toneladas (Zhong et al.,



2018). Segun Jones et al. (2021), los plasticos poseen muchas aplicaciones en las
industrias del empaque, vehiculos y construccion. Otras industrias utilizan envases de
plastico para conservar y proteger productos farmacéuticos, de cuidado personal,
limpieza del hogar y electronica. Sin embargo, la industria de alimentos y bebidas es la
que posee la mayor participacién en el mercado de envases de plastico (Phelan et al.,
2022).

A continuacién, se presentan los plasticos mas utilizados y las aplicaciones que
tienen en las actividades del ser humano. Las botellas de plastico, bolsas de
supermercado y los empaques de materiales son producidos con tereftalato de
polietileno (PETE). El polietileno de baja densidad (LPDE) se utiliza para fabricar cortinas
de bafio y decoraciones de jardin. En el caso del polietileno de alta densidad (HDPE) se
utiliza para producir botellas de detergentes y estuches de plastico. Para los materiales
de construccion como puertas y ventanas se utiliza policloruro de vinilo (PVC) vy el
poliestireno (PS) para los empaques de comida preparada (Rhodes, 2018). Algunos de
estos plasticos como el PE se pueden reciclar, pero por su alta demanda energética,
tecnologica y la baja rentabilidad econdmica del proceso hacen de esta opcidén no costo-
efectiva (Rodriguez-Carredn et al., 2021).

Presencia del plastico en el medio ambiente

La contaminacion con plastico altera los habitats, los procesos naturales, los
medios de vida, la produccion de alimentos y el bienestar social de las personas (UNEP,
2022). Para Van Kleunen et al. (2020) este es un problema ambiental y de mucha
preocupacion social que va a continuar en aumento con el pasar de los afos. Afectando

todos los ecosistemas en general, pero los ambientes acuaticos son los que han recibido



mas atencion por las grandes cantidades acumuladas del desperdicio en dichos lugares.
Y es que gran parte de estos contaminantes son arrastrados por la accion de la lluvia,
viento y actividades antropogénicas a cuerpos de agua como rios y quebradas que
descargan en los océanos (Figura 2).

Figura 2

Rutas de entrada de residuos plasticos en los océanos.

The pathway by which plastic enters the world’s oceans

Estimates of global plastics entering the oceans from land-based sources in 2010 based on the pathway from primary production through to marine plastic inputs.

Global primary plastic production:
270 million tonnes per year

Global plastic waste:

275 million tonnes per year
It can exceed primary production in
a given year since it can incorporate
production from previous years.

Coastal plastic waste:

99.5 million tonnes per

This is the total of plastic waste generated

by all populations within 50 kilometres of a
coastline (therefore at risk of entering the ocean).

Mismanaged coastal plastic

waste: 31.9 million tonnes per year
This is the annual sum of inadequately managed and
littered plastic waste from coastal populations.
Inadequately managed waste is that which

is stored in open or insecure landfills

(and therefore at risk of leakage or loss).

Plastic inputs to the oceans:

Plastic in surface waters:
10,000s to 100,000s tonnes

There is a wide range of estimates of the
quantity of plastics in surface waters.

It remains unclear where the majority of
plastic inputs end up — a large quantity
might accumulate at greater depths or on
the seafloor.

8 million tonnes per year

bopulation sizes, and waste management practices by country
Licensed under CC-BY-SA by the authors

Nota. La imagen presenta las rutas en las cuales se produce el plastico y las cantidades que terminan en
los océanos anualmente por Ritchie & Roser (2018).

Sin embargo, la contaminacion por plastico no se limita a los océanos, se han
encontrado particulas en la atmdsfera de areas urbanas e incluso en glaciares de gran
altitud como el Artico y la Antartida (Geneva Environment Network, 2022). Aunque el
Artico no es muy poblado puede que el cambio climatico agravé el problema con los

plasticos por el derretimiento de los polos y el aumento de las actividades maritimas
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(Collard & Ask, 2021). Esta situacion demuestra el alcance que tiene la presencia del
plastico en la actualidad en muchos ecosistemas importantes alrededor del planeta.
El plastico como contaminante en los océanos

Los ecosistemas se estan afectando por la acumulacion de particulas de plastico,
pero uno de los mas afectados es el medio ambiente marino que plantea una amenaza
global para la red tréfica (Margeta et al., 2021). La exposicidn de los organismos marinos
a este tipo de contaminacién tiene efectos perjudiciales innegables a su calidad de vida
(Acosta et al., 2022). La posibilidad de absorcion y retencion de componentes plasticos
y compuestos toxicos dentro de los organismos, asi como la posibilidad de una
transmision tréfica dentro de la cadena alimentaria plantea un riesgo para el consumo
humano (Margeta et al., 2021; Pattiaratchi et al., 2022). Siendo esto la base de muchas
enfermedades cronicas, pero también para numerosas inflamaciones, dafio celular y
dafo al ADN (Margeta et al., 2021).

En los océanos contaminados se encuentran distintos productos de plastico de
los cuales predominan las bolsas, botellas, envases para almacenar comida y envolturas
(Edmond, 2022). Estos materiales son dificiles de degradarse en el ambiente acuatico
por lo que no se desaparecen, pero si pueden fragmentarse hasta llegar a pedazos de
tamafo microscépico (Aldana et al., 2022). Estudios han confirmado que
aproximadamente 5 billones de piezas de micro plasticos se han encontrado flotando en
los océanos (Sherri, 2021). Su pequeio tamafo también hace que estos desechos sean
dificiles de rastrear y eliminar en el ambiente de mar abierto (Jambeck et al., 2015).

Estas particulas de plastico pueden llegar a la biota marina a través de dos rutas

principales: (1) por consumo directo de los sedimentos o particulas suspendidas y (2) de
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manera indirecta por consumo de otros organismos (Acosta et al., 2022). En
investigaciones recientes se ha estimado que un total de 2,141 especies que se
encuentran habitando en lugares contaminados por este polimero, incluyendo los
oceanos (Tekman et al., 2022). Esta situacion impacta a los organismos acuaticos, los
cuales representan uno de los eslabones mas importantes en la sustentabilidad de las
poblaciones para las cuales el efecto téxico de los aditivos micro plasticos podria ser fatal
(Margeta et al., 2021). Por lo que resulta necesario buscar alternativas u optimizar los
procesos existentes para ayudar a reducir la presencia de este contaminante en los
ambientes acuaticos.
Métodos existentes para manejar el plastico como residuo

Los plasticos se han convertido en una problematica mundial por su capacidad de
provocar contaminacion en el medio ambiente. Por tal razon, a través de los afos se han
venido desarrollado varios métodos fisicos o estrategias para ayudar con esta causa.
Entre los que se encuentran los rellenos sanitarios, el reciclaje, la quema del material y
hasta la produccion de materiales de construccion y de carreteras (Bekhedda & Merbouh,
2022; Huang et al., 2022). Siendo la producciéon de materiales reciclables y el propio
reciclaje unas de las alternativas viables para darles una segunda oportunidad a los
plasticos (Bianco et al., 2021). Considerando las caracteristicas propias de los polimeros
existentes y su clasificacion mediante un numero que facilita al consumidor agruparlos
para su posterior reciclaje.

Otras alternativas lo son el degradar plastico a través de procesos quimicos,

fisicos y biologicos. Teniendo el ultimo aplicaciones biotecnologicas donde se incorpora

el uso de ciertos microorganismos (bacterias y hongos) para degradar el polimero
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(Sarkhel et al., 2020). A este proceso se le conoce como biodegradacion, el cual es
considerado una de las mejores maneras para manejar la contaminacién de plasticos
(Asiandu et al., 2022). Por su potencial de recuperar lugares contaminados con
hidrocarburos y de aplicar técnicas que incluyan actividad enzimatica de los
microorganismos para la degradacién de esos contaminantes (Rodriguez-Gonzales et
al.,, 2022). A través de la biodegradacion de distintos plasticos se ha demostrado la
posibilidad de simular condiciones experimentales y evaluar el proceso de eficacia de la
degradacion a lo largo del tiempo algunos de estos principales factores lo son la
temperatura, humedad y aireacion (Baldera-Moreno et al., 2022).
Biodegradacion de plastico

En los ultimos afos se ha posicionado en la comunidad cientifica la utilizacion de
enzimas de hongos y bacterias para la biodegradacion de plasticos por hidrolisis u
oxidacion enzimatica (Krueger et al., 2015; Asiandu et al., 2022). La mayoria de las
enzimas descritas hasta ahora para degradar plastico son proteinas cuyo sustrato
original es la lignina (Campos-Granados, 2021). De los resultados obtenidos por medio
de su aplicacion, se ha logrado identificar un tipo de biodegradacion llamada
biotransformacion metabdlica que implica cambio en la estructura quimica del plastico.
Esta biodegradacion consiste en un conjunto de transformaciones que sufre el polimero,
teniendo, asi como objetivo formar un compuesto hidrosoluble poco toxico y faciimente
eliminable (Krueger et al., 2015).

Actualmente se han logrado aislar e identificar varias cepas de bacterias capaces
de producir las enzimas responsables de la biodegradacion. Informes demuestran que

especies de Bacillus y Enterobacter son capaces de biodegradar tipos de plastico como
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el polietileno (PE) (Sarker et al 2021). Otros estudios han presentado resultados de la

biodegradacion de plasticos por bacterias termofilas, alcalofilas, haldfilas, y psicréfilas

tanto en ambiente natural como en el laboratorio (Atanasova et al., 2021). Por otro lado,

se ha sugerido que bacterias pertenecientes a los géneros Ideonella spp., Streptomyces

spp. Yy Pseudomonas spp. son capaces de degradar desperdicios que posean plastico

(Shilpa et al., 2022).

A continuacion, se presentan y describen varias de las bacterias que poseen

enzimas capaces de degradar el plastico segun la literatura:

Bacillus spp. - Este género es un grupo diverso de bacterias Gram positivas,
anaerobias facultativas, productoras de esporas y catalasa positiva (Luise et al.,
2022). Algunas especies de este género cuentan con la enzima PETasa, la cual
ayuda a que el microorganismo despolimerice el plastico (Krueger et al., 2015).
Streptomyces spp. - Son bacterias Gram positivas, aerobias, productoras de
antibidticos y sustancias antifungicas (Goredema et al., 2020). Este género posee
la enzima esterasa, una hidrolasa que rompe los enlaces ésteres de ciertos
polimeros (Atanasova et al., 2021).

Pseudomonas spp. - Estas son bacterias Gram negativas, aerdbicas y oxidasa
positiva. Son capaces de producir la enzima alcano hidroxilasa (Krueger et al.,
2015), la cual degrada el polietileno en temperaturas bajas (Yoon et al., 2012).
Ideonolla sakaiensis - Es una bacteria Gram negativa, aerdbica y no formadora
de esporas (Tanasupawat et al., 2016). Capaz de producir la enzima petasa (Son
et al., 2019) la cual ayuda a que el microorganismo despolimerice el plastico

(Krueger et al., 2015) en bajas temperaturas.
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e Rhodococcus spp. - Un ejemplo de este género seria Rhodococcus ruber esta
bacteria tiene aplicaciones potenciales en biotransformacion y biorremediacion,

es conocida por la produccion de etanol cloroformo y fenol (Kuang et al., 2018).

Utiliza la enzima lacasa la cual es una oxidasa y cataliza la oxidacion de substratos

organicos (Atanasova et al., 2021).

Ademas, otros microorganismos como los hongos son capaces de degradar los
plasticos especialmente el tereftalato de polietileno (PET) (Ahmaditabatabaei et al.,
2021). La biodegradacion de los plasticos que contienen enlaces covalentes de carbono
(C-C) y enlaces covalentes polares de carbon y cloro (C-Cl) se ha investigado y utilizado
dos grupos de basidiomicetos (hongos) llamados de podredumbre blanca y podredumbre
parda. Algunos ejemplos de los hongos de podredumbre blanca son aquellos que
degradan la lignina y la celulosa como lo son Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus
ostreatus y Ganoderma spp. (Alban, 2022). Ejemplos de hongos de podredumbre parda
lo serian Monilinia fructicola y Monilinia fructigena (De Miccolis-Angelini et al., 2022).
Estos hongos se consideran una fuente potencial de nuevas enzimas con propiedades
unicas (termoestables, alto potencial de REDOX, halotolerantes y al pH) los que las
hacen atractivas para el desarrollo de enzimas eficaces para la biodegradacion del
plastico (Jutinico-Shubach et al., 2022). A continuacion, se presentan y describen otros
de estos microorganismos que poseen enzimas capaces de degradar el plastico:

e Penicillium spp. - Los miembros de este género son capaces de producir varios
compuestos de utilidad, como lo es la penicilina, que es uno de los antibidticos
mas utilizado para combatir infecciones causadas por bacterias (Wang et al.,

2021). Sin embargo, este hongo utiliza la enzima cutinasa para romper por
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actividad hidrolitica los ésteres solubles del plastico (Ahmaditabatabaei et al.,
2021).

Aspergillus oryzae. - Este hongo se ha utilizado para el biocontrol de hongos
productores de aflatoxina (Dwipa et al., 2022). Ademas, utiliza la enzima cutinasa
hidrolasa para romper ésteres solubles (Ahmaditabatabaei et al., 2021).
Phanerochaete chrysosporium - Es un basidiomiceto de podredumbre blanca
que degrada la lignina. Este posee la enzima lignina peroxidasa y manganeso
peroxidasa (Singh & Chen, 2008). Estas enzimas pueden degradar los plasticos
por oxidacion e hidrolisis (Srikanth et al., 2022).

Pleurotus ostreatus - Este hongo crece sobre madera muerta, pero puede ser
cultivado artificialmente sobre desechos agricolas. Es capaz de producir enzimas
lignoceluloliticas, las cuales son importantes en la utilizacion de lignina, celulosa
y hemicelulosa como fuente de carbono (Rodrigues et al., 2012). Ejemplos de
estas enzimas serian la lacasa y peroxidasa fungica que son producidas por los
hongos para degradar la lignina y estas muestras buenos resultados para la
degradacion de plasticos (Temporiti et al., 2022).

Ganoderma spp. — Es un hongo de podredumbre blanca, el cual produce
enzimas como lignina, peroxidasa, manganeso peroxidasa y lacasa (Maganhotto
de Souza Silva et al., 2005). Para degradar el plastico el hongo puede utilizar
estrategias parecidas a la degradacidon de lignocelulosa como lo es superar la

hidrofobicidad de la lignina y la cristalinidad de la celulosa (Daly et al., 2021).
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e Monilinia fructicola - Es un hongo de podredumbre parda que produce las
enzimas cutinasas, a-glucosidasas, pectinaliasas, poligalacturonasas y proteasas
(Garcia-Benitez et al., 2019).

e Monilinia fructigena — Se ha encontrado que miembros del género Monilinia spp.
secretan enzimas degradantes como cutinasas, a-glucosidasas, pectinaliasas,
poligalacturonasas y xilanasas (Garcia-Benitez et al., 2019).

Metabolismo de bacterias con capacidad degradar hidrocarburos

Describir y conocer los perfiles bioquimicos y metabdlicos de las bacterias con
capacidades de degradar hidrocarburos permite caracterizar mejor a estos
microorganismos de interés. Por ejemplo, en estudios como el de Kaushal et al. (2018)
se determind que la presencia de la enzima catalasa ha sido vinculada con organismos
capaces de metabolizar derivados de hidrocarburos. Las catalasas son importantes
metaloenzimas antioxidantes que previenen la oxidacion de otras moléculas y catalizan
la irregularidad del perdxido de hidrogeno, formando dioxigeno y agua (Barynin et al.,
2001). Ademas, se encontro que la enzima ha demostrado ser eficaz en suelos
contaminados con hidrocarburos Kaushal et al. (2018).

A su vez, estudios como los de Kulakov et al. (2005) y Larkin et al. (2005)
demostraron que especies del género Pseudomonas spp. y Rhodococcus spp. poseen
genes especificos como (narAa, narAB y narB) para la descomposicion de hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAHSs, por sus siglas en inglés). Mediante la utilizacion de mono
o di-oxigenasas para hidroxilar los anillos y facilitar el rompimiento en moléculas que
integraran el metabolismo del acido tricarboxilico. Este es un buen ejemplo de lo

importante que es conocer la actividad biolégica de estos agentes catalizadores ya que
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proveen informacion presuntiva sobre la capacidad de metabolizar hidrocarburos. No
obstante, esta actividad enzimatica esta altamente regulada por la presencia de ciertos
factores abioticos como el pH y la temperatura.
Factores que afectan la tasa de degradacién microbiana del plastico

En los procesos de biodegradacion influye una combinacién de factores bibticos
y abioticos que determinan la velocidad con las que las enzimas liberadas por los
microorganismos funcionan (Cai et al., 2023). También afecta el tipo de polimero y su
estructura quimica, la cual mayormente es convertida a compuestos mas simples a
través de la degradacion microbiana (Fesseha & Abebe, 2019). Un ejemplo de cémo
estos factores influyen en la velocidad de degradacion lo son los resultados presentados
en el estudio desarrollado por Adekanmbi et al. (2023), donde se demostr6 que la
temperatura es un factor abidtico importante en la actividad de las enzimas. Siendo asi,
un factor critico en la actividad enzimatica de los microorganismos responsables de la
degradacion del plastico, donde la velocidad de reaccion aumenta a mayor temperatura,
pero hasta un cierto limite para evitar su desnaturalizacion (Khandelwal, 2016; Nedi et
al., 2024).

Autores como (Cai et al., 2023) sugieren el desarrollo de mas estudios que ayuden
a optimizar las condiciones para una accion enzimatica mas efectiva durante la
degradacion. Por ejemplo, en pruebas de biodegradacién del plastico se optimizan las
condiciones y la temperatura se mantiene constante en el rango de 20 a 28°C para
favorecer el crecimiento de microorganismos mesodfilos (Pischedda et al.,, 2019).
Ademas, este factor se ha encontrado que influye en la formacion de biopeliculas en

bacterias que son importantes para la degradacion del plastico (Leighton et al., 2022).
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Identificacion de bacterias por métodos moleculares

En la busqueda de microorganismos que degraden plastico se aplican métodos
tradicionales dependientes de cultivos para detectar la presencia de actividad de
biodegradacion. Sin embargo, en la actualidad existen analisis moleculares que se
utilizan en conjunto para identificar a los microorganismos aislados del medioambiente y
detectar de manera efectiva la presencia de actividad enzimatica relacionada con
degradacion de estos polimeros (Viljakainen & Hug, 2021). Entre estos se encuentra el
DNA barcoding, un método rapido, preciso y estandarizado utilizado para la identificacion
de bacterias mediante el uso de secuencias cortas de ADN (Lebonah et al., 2014). Este
meétodo utiliza la reaccién de polimerasa en cadena (PCR, por sus siglas en inglés) para
amplificar una regién conservada y de interés mediante cebadores complementarios a la
region de interés en el ADN (Yang et al., 2018) (Figura 3). Los marcadores aplicados en
DNA barcoding son codigos de barras que son utilizados para la identificacion de una
especie en particular dado a su alta especificidad (Ankola et al., 2021). Los protocolos
para el PCR varian y requieren calibraciones y disefios de cebadores especificos al igual
que temperaturas y condiciones de corridas en el termociclador (Wang et al., 1997). La
amplificacion de ADN conlleva en disefiar oligonucledtidos cortos los cuales se hibridizan
especificamente con la secuencia y actuan como punto de partida para sintetizar una
nueva cadena de ADN (Church, 2013). La combinacion de herramientas de analisis
molecular como amplificacion y secuenciacion permite el estudio, identificacion de
organismos y caracterizacion de presencia de enzimas como por ejemplo las que

degradan derivados de petréleo como los hidrocarburos.
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Figura 3

Reaccion de polimerasa en cadena (PCR)
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Nota. La imagen representa el proceso y los componentes necesarios para realizar PCR (Imagen
adaptada de Aryal, 2022).

De esta manera, mediante la secuenciacion de ADN por el método Sanger se
puede descifrar el cédigo genético y la secuencia especifica de la region de interés que
sera utilizado como marcador molecular para la identificacion de un microorganismo.
Esta metodologia de Sanger seguencing se utiliza como método tradicional en estudios
de secuenciaciones de genomas (Eren et al., 2023). La cual se basa en la terminacion
de la cadena de ADN con una pequefa concentracion de moléculas de trifosfato de
didesoxinucledtido (dNTP) marcadas radio o fluorescentemente seguida de una
separacion por tamafos mediante electroforesis en gel (Dewey et al., 2012). Es muy

importante para la investigacion biolégica durante los ultimos afios ya que muchos
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investigadores han invertido una gran cantidad de tiempo y recursos para desarrollar y
mejorar las tecnologias que sustentan la secuenciaciéon del ADN (Heather & Chain,
2016). Una de las razones por las cuales los investigadores han invertido tiempo y
recursos en esta técnica es que ha reducido el costo de la secuenciacion al tiempo que
aumenta el rendimiento a un ritmo nunca visto (Morey et al., 2013). Esta tecnologia
desempefia un papel importante en la confirmacion de los resultados de la PCR y se
puede utilizar para proporcionar datos de secuencias genéticas necesarias para analisis
filogenéticos (Crossley et al., 2020)

Figura 4

Meétodo Sanger Sequencing
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Nota. La imagen representa los pasos del método Sanger Sequencing (Adaptado de Shrestha, 2022)

Identificacion de genes relacionados a la degradacion del plastico
La degradacion enzimatica de los hidrocarburos esta mediada por la presencia o

ausencia de ciertos genes encargados para codificar proteinas particulares. Sin
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embargo, el petréleo en su composicion posee diversos compuestos que no siempre son
degradados por el mismo tipo de enzimas. Por lo que actualmente para la degradacion
de los compuestos de este polimero ya se han sido identificado algunos genes que
codifican enzimas particulares presentes en ciertas bacterias (Liu et al., 2022), entre los
que se encuentran:

1. alkB, gen que codifica de para el complejo enzimatico de alcano hidroxilasa, una
familia de enzimas utilizadas para degradar aerébicamente a los alcanos
provenientes de hidrocarburos (Smith et al., 2013; Guibert, 2015).

2. LadA, codifica para una de las primeras enzimas bacterianas (monooxigenasa)
estructural y funcionalmente caracterizada, responsable de degradar cadenas
largas de alcanos (Perera et al., 2022). Ademas, se han encontrado homologos
de estas proteinas en los proteomas del hongo Aspergillus flavus.

3. nahAc, gen naftaleno dioxigenasa encargado de codificar enzimas encargadas
de degradar hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH’s, por sus siglas en
inglés). Estan presentes en bacterias aerdbicas y sirven como marcadores para

determinar la actividad de degradacion de los PAH'’s (Park & Crowley, 2006).

22



Metodologia

Esta investigacién tuvo como objetivo el aislar bacterias de un lugar previamente
afectado con contaminacion por petréleo. Una vez aisladas y purificadas por métodos
tradicionales se determiné si tienen la capacidad de producir enzimas que ayuden a
degradar plastico. Aquellas que presentaron actividad enzimatica se identificaron vy
caracterizaron molecularmente. A continuacién, se detalla el procedimiento llevado a
cabo con el fin de cumplir con los objetivos de la investigacion (Figura 5):
Figura 5

Metodologia establecida para esta investigacion
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Lugar de muestreo

Para aislar las bacterias se utilizé una ubicacion que haya sido afectada por
derrames de petrdleo en el pasado. Se determiné utilizar la Bahia de Guanica, localizada
al suroeste de Puerto Rico, ya que ha sufrido derrames de petroleo y otros contaminantes
desde la década de 1960 (Kumar et al., 2016). A continuacion, se describe en detalles el
lugar y los contaminantes que alli se encuentran. En el estudio de la National Centers for
Coastal Ocean Science (2017) se inform6 que muestras de sedimentos de la Bahia de
Guanica, Puerto Rico, contenian concentraciones altas de bifenilos policlorados (PCB),
clordano, cromo y niquel. Estos contaminantes afectan a corales, peces y otros
organismos presentes en los ecosistemas acuaticos:

1. Estudios han determinado que los PCB pueden causar un potencial cancerigeno
tanto en animales como en humanos (United States Environmental Protection
Agency, 2022).

2. El clordano el cual es parte de la familia de los pesticidas organoclorados, afecta
a los peces causandole cancer (Habibullah-Al-Mamun et al., 2022).

3. Por otra parte, el cromo afecta de manera citotoxica y genotéxica a las células de
las tortugas hasta producirle la muerte (Wise et al., 2014).

4. En cuanto al niquel, su liberacion en los océanos afecta en el crecimiento de los
corales (Bisceéré et al., 2017).

Las coordenadas del area utilizada para muestrear en la bahia fueron 17.96177N,
66.9320 de donde se tomaron muestras de tres puntos distintos: suelo, agua y fango

(Figura 6).
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Figura 6

Lugar de muestreo — Bahia de Guanica
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Nota. Area de la Bahia de Guanica, donde se tomaron las muestras para el aislamiento de bacterias se
tomaron 3 muestras de cada lugar.

Aislamiento y enriquecimiento de bacterias

Para aislar a las bacterias del lugar previamente contaminado con petréleo se
utilizé el método descrito por Sriyapai et al. (2018) con algunas variaciones. Se
recolectaron muestras de suelo a un rango de profundidad de entre 5 - 10 cm. Todas las
muestras fueron colocadas asépticamente en tubos estériles de 50 mL y se mantuvieron
a temperatura de refrigeracion previo a ser analizadas en el laboratorio. Luego como

parte del enriquecimiento de las bacterias se utilizé el método descrito por Nademo et al.

25



(2023) con algunas variaciones. Una vez en el laboratorio, se tomé un gramo del suelo
o un mililitro de agua, se mezcldé con 9 mL de solucién de agua peptona al 0.1% y se
homogenizo por agitacion. Luego, una alicuota de 1 mL de la solucion de suelo se
transfirié a tubos de ensayos con solucién de agua peptona al 0.1% para realizar una
dilucion seriada de 10" a 107. Luego de la dilucién 0.1 mL de la dltima solucion fue
transferido a platos con agar nutriente (NA, por sus siglas en inglés) con la técnica de
plato esparcido y se incubd a temperatura ambiente (27 °C) por 1 semana para aislar a
los microorganismos de las muestras (Figura 7).

Figura 7

Resultado del aislamiento de bacterias en agar nutriente
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Purificacion de bacterias aisladas

Las bacterias aisladas en el paso anterior fueron purificadas utilizando técnicas
microbioldgicas tradicionales. Se selecciond el crecimiento presente en los platos de NA
para obtener colonias aisladas mediante estriados de cuatro cuadrantes (Figura 8).
Luego fueron transferidas a tubos con NA inclinado para mantener a las bacterias
viables, realizarle tincion Gram y continuar su caracterizacién molecular y bioquimica.

Figura 8

Cultivo en cuadrante para purificacion de bacteria aislada
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Tincion Gram

Para determinar la pureza de las bacterias aisladas y que degradan hidrocarburos,
se utilizé la tincion Gram como meétodo para validar la presencia de un solo grupo
microorganismo en el cultivo y conocer su morfologia. Con un asa bacterioldgica se
colocd una porcion del cultivo fresco de 24 - 48 horas sobre una laminilla limpia a la cual
se le afadio previamente una gota de agua destilada. Se mezclé el contenido para luego
fijarlo con calor utilizando un mechero. Para tefir a la bacteria se utilizo el siguiente
protocolo: cristal violeta (1 minuto), agua para enjuagar, iodo (1 minuto), agua para
enjuagar, alcohol hasta que caigan gotas transparentes, agua para enjuagar, safranina
(30 segundos) y agua para enjuagar. Luego de que la laminilla esté seca, se coloco en
el microscopio para observar los detalles antes mencionados (Figura 9).
Figura 9

Resultado de la tincion Gram realizada a las bacterias aisladas

Nota. En la imagen se observan bacilos Gram positivo
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Degradacion de hidrocarburo

Para caracterizar y evaluar la capacidad de degradacion de los microorganismos
aislados se utilizaron los métodos presentados por Mahalingam & Sampath (2014), con
modificaciones. Las bacterias aisladas fueron sub-cultivadas en 100 mL del Bushnell
Haas Broth el cual fue suplementado con 0.1% W/V de polvo de LDPE (esterilizado por
30 min en UV) y expuestas a temperatura de 27 °C + 3°C por 2 semanas en agitacion
constante a 125 rpm (Figura 10). El crecimiento sera determinado midiendo por triplicado
la densidad optica de la biomasa en un espectrofotometro a 600 nm. Aquellas bacterias
que crecieron en el medio fueron las seleccionadas para realizarle microscopia de rastreo
(SEM) e identificarlas con métodos moleculares.

Figura 10

Bacterias incubadas con agitacion
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Prueba de catalasa

Segun antes mencionado, se ha vinculado la presencia de la enzima catalasa con
aquellos microorganismos que poseen la capacidad de degradar plastico. Para realizar
esta prueba, se depositd cultivo puro (en caldo) de la bacteria en las fosas del plato y
luego se le anadieron dos gotas de perdxido de hidrogeno (Figura 11). Los resultados
positivos corresponden a aquellas bacterias que comenzaron a liberar gas producto del
desdoblamiento de la molécula de peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno.

Figura 11

Prueba de catalasa realizada a las bacterias

Microscopia electrénica de rastreo
Se visualizaron las células bacterianas aisladas y que degradan hidrocarburos con
el microscopio electrénico de rastreo (SEM, por sus siglas en inglés). El método que se

utilizé para preparar los especimenes fue el presentado por Sambolin-Pérez et al. (2023),
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el cual consta de los siguientes pasos: (1) afiadir 1ml de las bacterias en tubos de 1mly
se colocaron en la centrifuga por 4 minutos a 6000 RCF, (2) descartar el sobrenadante y
mantener el pellet, (3) afiadir PBS 1X p y centrifugar por 4 minutos a 600RCF (repetir 2
veces), (4) anadir 1ml de 1% de formaldehido e incubar por 1 hora a temperatura
ambiental, (5) lavados con PBS 1X y centrifugar por 4 minutos a 6000 RCF (repetir 2
veces), (6) utilizar alcohol para deshidratar el pellet por 15 minutos en distintos por
cientos de menor a mayor, empezando por 25, 50, 75, 85, 95y 100%, (7) parte del pellet
se afnadié en una pieza con carbon y se coloco en el Gold Coater, para secarlo durante
30 minutos y luego aiadirle la capa de oro y (8) se colocaron las muestras en el SEM
para observar a las bacterias.
Extraccion de ADN Genémico

La extraccion del ADN genomico bacteriano y la amplificacion del gen 16S rDNA
se realiz6 siguiendo las especificaciones de los autores Obi et al. (2016), con algunas
modificaciones. En el proceso de extraccion del ADN gendmico se utilizo el kit Quick-
DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit™ (Zymo Research) y los resultados de la extraccion
se visualizaron en un gel de agarosa al 0.8% (85 v, 1 amp, 40 min).
Concentraciéon del ADN genémico

La cuantificacion de la concentracion del ADN genomico se realizé6 con el
espectrofotometro BioSpec-Nano (Shimadazu Biotech). Para calibrar el equipo se utilizé
1ul de agua grado molecular (eluyente del DNA) como blanqueador previo a medir las
concentraciones del ADN. Luego, siguiendo las indicaciones del manufacturero se
procedié a colocar 1ul del ADN de las muestras en la ventana de medicion. En este

analisis cuantitativo y cualitativo del ADN se utiliza una largo de onda de 260/280 nm
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para medir la absorbancia y la concentracion de los acidos nucleicos (ng/uL). Para este
analisis, se tomo en consideracion que un valor de relacion de pureza A260/A280
cercano a 1.8 es lo esperado para una buena concentracién de ADN y un alto nivel de
pureza (Thermo Scientific, 2024).
Amplificacion del gen 16S rDNA

El gen 16S rDNA se amplificO mediante la reaccién de polimerasa en cadena
(PCR, por sus siglas en inglés) utilizando los cebadores 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') 'y el cebador inverso 1492R  (5-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3') (Chen et al., 2015). Los parametros utilizados para la
amplificacion del gen en el termociclador fueron los siguientes: desnaturalizacion inicial
de la temperatura 95°C, seguido de 25 ciclos de 95°C por 15 segundos, 55°C por 15
segundos, 72°C por 2 minutos, con una extension final de 72°C por 5 minutos, y un hold
de 4°C para preservar la integridad de los productos de PCR. Se utiliz6 la enzima Taq
polimerasa de alta fidelidad (Q5® Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix, NEB Biolabs) y
el plasmido pGLO con cebadores especificos para GFP fueron utilizados como control
positivo para la reaccion de PCR. Luego de este proceso se verificaron los productos de
PCR por medio de una electroforesis en gel de agarosa al 1%.
Método Sanger sequencing y bioinformatica

El método Sanger sequencing del 16S rDNA se utilizé para secuenciar el producto
de amplificacidén de los genes de las bacterias aisladas (Gavriilidou et al., 2021) utilizando
los servicios de la compania Genewiz. Las secuencias del gen amplificado, tanto Forward
como Reverse, se almacenaron en archivos FASTA individuales. Al unirse estas

secuencias, se formd un contig utilizando el software Codon Code, siguiendo el método
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descrito en la investigacién de Cole et al. (2014) con sus debidas modificaciones, los
contigs generados presentaron un tamano en promedio de 1,400 pares de bases. Por
ultimo, las secuencias se colocaron en el programa busqueda de alineacion local basica
Blast en la base datos del Centro Nacional para la Informacion Biotecnolégica (NCBI, por
sus siglas en inglés) para poder identificar las especies mas cercanas (Obi et al., 2016).
Se tomd en cuenta el % de identidad y el query coverage para asegurar la comparacion
completa de la region de interés con los genes 16S rDNA de la base de datos. Por ultimo,
para realizar el arbol filogenético se utilizo el software llamado MEGA (Kumar et al.,
2008), aplicando el método de alineamiento por maxima verosimilitud con 100 Bootstrap,
que es un software utilizado para métodos estadisticos en el analisis filogenético de
secuencias de ADN y proteinas.
Identificacion de genes encargados de degradar hidrocarburos

Para determinar la presencia de ciertos genes encargados de la degradacion, se
utilizé el método presentado por Chikere & Fenibo (2018) y Lima et al. (2020) con algunas
variaciones. Se sub-cultivaron las bacterias en NA por un periodo de 48 horas a 35°C
para obtener cultivos frescos. Se utilizé el kit de extraccidn descrito anteriormente para
la extraccion del ADN. El producto de la extraccion sera visualizado por medio una
electroforesis de agarosa al 0.8% previo a amplificar con PCR las regiones del genoma
correspondientes a los genes especificos que se han encontrado degradan LDPE. Estos
genes han sido utilizados en investigaciones como la de Maroof et al. (2020) y son
Lacasa (167 bp), AlkB1(330 bp) y AlkB2 (185 bp). En la tabla 1 se describen cuales
fueron los cebadores especificos utilizados. Los resultados de la amplificacion de los

genes seran confirmados mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 1%.
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Tabla 1

Descripcion de los cebadores especificos para los genes de interés

Genes Tamaiio del Secuencia
producto
Lacasa 167bp Lac-5-GTTACGCGGATTGTGTTCCG-3

Lac-R 5-CGGCCCAATTGCAACATGAA3’

AlkB1 330bp AlkB1-F 5TCGAGCACATCCGCGGCCACCA-3

AlkB1-R 5-CCGTAGTGCTCGACGTAGTT-3’

AlkB2 185bp AlkB2-F 5-CATAATAAAGGGCATCACCGT-3
AlkB2-R 5-GATTTCATTCTCGAAACTCCAAAC -

3

Annealing

35 ciclos; 94C por 2min

94C por 20s 60C por
10s,72C por 30s y 72C por
5min

35 ciclos; 94C por 5min

94C por 1min, 40C por
30s,72C por 30s y 72C por
7min

35 ciclos; 94C por 5min

94C por 1min 40C por
30s,72C por 30s y 72C por
7min

CG content (%)
55
50
68
55
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Analisis estadistico

Se utilizod estadistica descriptiva para determinar el promedio de las lecturas de

absorbancia cuando las bacterias estaban expuestas al hidrocarburo por un periodo de

dos semanas. El proceso de exposicion al plastico y las lecturas de absorbancia se

realizaron por triplicado para calcular la media de los valores.

34



Resultados

Aislamiento y purificacion de bacterias

Luego de procesar las muestras de los tres puntos de muestreo se aislaron y se
seleccionaron un total de doce colonias representativas, las cuales se purificaron con la
técnica de plato estriado en el medio de cultivo NA. Estos microorganismos se sub-
cultivaron en el Bushnell agar suplementado con plastico y se seleccionaron dos
bacterias por area que presentaron crecimiento en el medio (Tabla 2). Estas seis
bacterias fueron utilizadas para continuar con el proceso de caracterizacién morfolégica
y analisis molecular para su identificacion, y determinacion de presencia de genes
relacionados con la degradacion de plastico.
Tabla 2

Bacterias seleccionadas para el estudio

Punto de Muestreo Area de tierra
Tierra 9-C1106
8-C2103Dup
Agua 11-A1x103
10-A1x102
Fango 6-B1x102Dup
13-B2102

Capacidad de degradacion de plastico

Las seis bacterias seleccionadas fueron expuestas al caldo de Bushell con
plastico para observar su crecimiento mediante lecturas de absorbancia durante dos
semanas de incubacién (Tabla 3). De acuerdo con el promedio de las lecturas de
absorbancia de la primera semana, hubo un crecimiento aparente de todas las bacterias

en comparacion con el tiempo 0. Sin embargo, en la semana dos, las bacterias #6 y #10
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mostraron una disminucién en la absorbancia en comparacion con los demas aislados y
el tiempo cero.
Tabla 3

Promedio de las lecturas de absorbancia de las bacterias

Bacterias Absorbancia Absorbancia Absorbancia
Tiempo 0 Semana 1 Semana 2
6-B1x102Dup 0.005 0.057 -0.070
8-C2103Dup 0.002 0.246 0.128
9-C1106 0.007 0.330 0.212
10-A1x102 0.006 0.093 -0.016
11-A1x103 0.005 0.181 0.036
13-B2102 0.005 0.187 0.136

Prueba de catalasa

En la tabla 4 se presentan los resultados de esta prueba realizada a las seis
bacterias utilizadas para este estudio. Todos los cultivos de los microorganismos
estudiados produjeron burbujas cuando se le afiadio el reactivo (peréxido de hidrégeno),

por lo que se infiere poseen la enzima catalasa.

Tabla 4

Resultados reaccion de catalasa de las bacterias

Bacterias Reaccién de catalasa
6-B1x102Dup Positiva
8-C2103Dup Positiva
9-C1106 Positiva
10-A1x102 Positiva
11-A1x103 Positiva
13-B2102 Positiva
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Tincion Gram y microscopia
Los resultados de la tincion Gram (Tabla 5) demostraron que la mayoria de las
bacterias aisladas son Gram positivas, con excepcion del aislado 13 que resultd ser

una bacteria Gram negativa. En cuanto a su morfologia, los seis aislados tuvieron una

morfologia de bacilos.

Tabla 5

Resultados de tincion Gram y morfologia de bacterias

Bacteria Tincién Gram Morfologia
6-B1x102Dup Gram positivo Bacilos largos
8-C2103Dup Gram positivo Bacilos
9-C1106 Gram positivo Bacilos largos
10-A1x102 Gram positivo Bacilos
11-A1x103 Gram negativo Bacilos cortos
13-B2102 Gram positivo Bacilos

Microscopia electréonica de rastreo (SEM)

Para confirmar la morfologia observada en la tincion Gram de las seis bacterias
aisladas y utilizadas en este estudio se utilizé el SEM. Ademas, estos resultados de la
microscopia ayudaran a caracterizar mejor los microorganismos aislados de un
medioambiente natural. Con esta técnica de microscopia se confirmé que, en efecto,

todas las bacterias poseen una morfologia de bacilos cortos y largos (Figura 12).
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Figura 12

| - ' N
Nota. Las imagenes corresponden a la microcopia de barrido utilizada para visualizar la morfologia de las
bacterias: a) aislado #13, b) aislado #11, c) aislado #10, d) aislado # 8, €) aislado #9 y f) aislado #6.

Extraccion de ADN genémico

El ADN gendmico extraido de las seis bacterias utilizadas fue analizado mediante
un gel de agarosa al 0.8% (85 V, 1 amp, 40 min) para confirmar su pureza e integridad
(Figura 13). El resultado de la extraccion demuestra que la mayoria de las bandas poseen
un alto peso molecular al permanecer en la parte superior del gel. Sin embargo, la Unica

qgue se aprecia que tiene poca concentracion corresponde a la bacteria #8.
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Figura 13

Gel de agarosa para visualizar extraccion de ADN gendémico

Concentraciéon del ADN genémico

La concentracion del ADN gendomico fue determinada para asegurar tener una
cantidad adecuada y de calidad del producto de la extraccion. Los resultados
presentados en la Tabla 6 demuestran que se obtuvo una buena concentracion de
material genético de las bacterias utilizadas en este estudio. La bacteria #8, tal cual se
observo en el gel de electroforesis fue la que tuvo menor concentracién de ADN.
Tabla 6

Concentracion del ADN genomico de las bacterias

Bacteria Concentracion oD
(ng/ul) (260/280)
6 43.62 213
8 14.13 2.19
9 26.24 2.00
10 41.28 2.36
11 20.71 2.07
13 22.52 2.26
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Amplificacion y secuenciacion del gen 16S rDNA

El producto de la amplificacion del gen 16S rDNA se visualizé con una
electroforesis utilizando un gel de agarosa al 0.8% (Figura 14). Los resultados
demuestran que para todas las bacterias se obtuvo un tamafio de banda de
aproximadamente 1,500pb. El cual es representativo de la region del gen que se queria
amplificar con relacion a los cebadores que se utilizaron (27F y 1492R).

Figura 14

Gel de agarosa con resultados de amplificacion del gen 16S rDNA

Identificacion de los microorganismos

Los productos de PCR de las seis bacterias fueron secuenciados y los resultados
consultados en la base de datos de bioinformatica Blast (Basic Local Alignment Search
Tool) para obtener su identidad (Tabla 7). Se identificaron los siguientes géneros de
bacterias: Metabacillus indicus, Mesobacillus jeotgali, Bacillus altitudinis, Exigobaterium
sp., Exigobacterium sp. CNJ771PL04 y Bacillus sp. Todos los microorganismos
obtuvieron sobre 99% de query e identidad cuando fueron comparados en la base de

datos.
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Tabla 7

Identidad de las bacterias

Bacterias Nombre cientifico Query % Identidad %  Accesion

6 Metabacillus indicus 99 99.79 MH283823.1
8 Mesobacillus jeotgali 99 98.60 KR347228.1

9 Bacillus altitudinis 99 99.16 MN543858.1
10 Exiguobacterium sp. 99 99.65 MW627401.1
11 Exiguobacterium sp.CNJ771PL04 100 99.44 D0448761.1

13 Bacillus sp.(in:firmicutes) 100 99.86 Ok1478131.1

Ademas, con las secuencias se desarrollé un arbol filogenético para obtener las
relaciones evolutivas entre los organismos (Figura 15). Este arbol genera una
comparacion que presenta evolutivamente la cercania y distancia entre los
microorganismos comparados junto a posibles eventos de especiacion. Esta
representacion grafica muestra que Bacillus altitudinis y Bacillus sp. comparten ancestros
con Mesobacillus jeotgali. Sin embargo, B. altitudinis esta mas relacionado con M.
Jeotgali, al igual que Exiguobacterium sp. comparte un ancestro en comun con
Exiguobacterium sp. CNJ771 PL0O4. La unica bacteria que no esta relacionada con las

demas lo es Metabacillus indicus.
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Figura 15

Arbol filogenético desarrollado de las seis bacterias

Bacillus altitudinis

Mesobacillus jeotgali

Bacillus sp. (in: firmicutes)

= Exiguobacterium sp.

Exiguobacterium sp. CNJ771 PL04

0.00

Metabacillus indicus

Nota. Arbol filogenético desarrollado utilizando el método de evoluciéon minima rapida que muestra las
relaciones entre las seis bacterias utilizadas para esta investigacion.

Deteccidon de genes encargados de degradar plastico

Durante la amplificacion de los genes alkB1y alkB2 se observo la presencia de
bandas no especificas como resultado de amplificaciones aleatorias en el genoma de las
bacterias (Figura 16). No obstante, se visualizo la presencia de la banda de interés
basado en el tamafo esperado que eran 365 y 161 pares de bases respectivamente.
Para ALKB1las bacterias que presentaron las bandas fueron Bacillus altitudinis,
Exigoubacterium sp,. Exiguobacterium sp. CNJ771PL04 y Bacillus sp. y para el ALKB2

fueron Bacillus altitudinis y Bacillus sp.
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Figura 16

Electroforesis del producto de PCR de los genes alkB1(A) y alkB2 (B)

Por otro lado, en la electroforesis del producto de amplificacion del gen Lac, no se
visualizaron bandas de interés en ninguno de los microorganismos. En el gel se aprecia
el marcador utilizado, el control positivo y varias amplificaciones aleatorias en ciertas

bacterias (Figura 17).
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Figura 17

Electroforesis del producto de PCR del gen Lac
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Discusion de resultados

Se determind la capacidad metabdlica que poseen las bacterias aisladas de la
Bahia de Guanica para degradar plastico. Los resultados del crecimiento de estos
microorganismos luego de ser sub-cultivados en el medio de cultivo Bushnell
suplementado con 0.1% de LDPE y su crecimiento fueron observado mediante lecturas
de absorbancia durante dos semanas de incubacion. Los resultados del crecimiento de
las bacterias en este estudio son comparables con los presentados por Khampratueng
et al. (2024). Donde los microorganismos Bacillus sp. AS3 y Sphingobacterium sp. AS8
aislados de un vertedero clandestino presentaron un crecimiento progresivo en los
primeros siete dias de ser cultivadas en un medio suplementado con LDPE. Sin embargo,
las bacterias en esta investigacion mostraron una disminucion significativa en su
absorbancia pasada la segunda semana de incubacion en el medio de -cultivo
suplementado. Algo similar ocurrié en el estudio de Munir et al. (2018), donde asumieron
que la disminucién en el crecimiento luego de cuatro semanas de las bacterias se debe
a la incapacidad de estas de utilizar el LDPE como fuente de carbono. No obstante, el
autor suplementé el medio de cultivo utilizado con 0.5% de glucosa para promover el
crecimiento de las bacterias utilizadas en su estudio y aisladas de un relleno sanitario. f

Por otro lado, en este estudio los resultados de las pruebas de catalasa
demostraron que todos los aislados, luego de anadirle el reactivo, poseen la enzima.
Esto guarda relacion con estudios realizados para identificar que enzimas que participen
de la biodegradacion de hidrocarburos, donde se ha encontrado que la catalasa favorece
la degradacion de estos contaminantes del suelo (Kaushal et al., 2018). Demostrando

asi, que la catalasa mejora la eficacia de los procesos de remediacion de suelos
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contaminados con petroleo. Ademas, autores como Loaiza (2022) mencionan que
existen bacterias como Pseudomonas putida que tienen la capacidad de adaptarse a
diferentes fuentes de carbono y tiene una alta efectividad para degradar derivados de
plasticos por su capacidad de secretar enzimas como la catalasa. A su vez, Gan et al.
(2022) explican la importancia de esta enzima, que normalmente es producida por ciertas
bacterias y otros organismos, y que se relaciona con la biodegradacion de varios
contaminantes ambientales toxicos, entre los que se encuentran los tintes textiles,
herbicidas/pesticidas, fenoles e hidrocarburos poliaromaticos (relacionados con los
plasticos).

Ademas, se utilizé la tincion Gram para visualizar con microscopia de luz la
morfologia de las bacterias aisladas y que degradan derivados del petréleo y la
microscopia electronica de rastreo para confirmar esos detalles morfoldgicos de los seis
microorganismos utilizados. Los resultados obtenidos demuestran que la morfologia de
todas las bacterias aisladas son bacilos largos y cortos, y Gram positivos. En estudios
como el de Nedi et al. (2024) se aislaron y utilizaron un total de 52 bacterias de un
vertedero en Etiopia, de las cuales 30 eran Gram positivas y 22 Gram negativas. Estos
microorganismos con caracteristicas morfoldgicas similares fueron utilizados en ensayos
de degradacion del plastico y muchos de ellos degradaban parcialmente el polietileno. A
su vez, Ganesh & Lin (2009) aislaron siete bacterias Gram y una Gram negativa de un
suelo contaminado con un derivado del petréleo, el diésel. Como resultado, encontraron
que la bacteria Gram positiva del género Paenibacillus sp. que produce biosurfactante

es mas efectiva en la degradacion de este tipo de combustible.
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A su vez, la identificacion de las bacterias se logr6 mediante la aplicacion de
herramientas moleculares que incluyeron la extraccion del ADN, la amplificacién de una
region del gen especifica, su secuenciacion y su revision en una base de datos de
bioinformatica. A continuacién, se presentan y discuten los géneros de bacterias
identificadas:

e Metabacillus indicus (previamente conocida como Bacillus indicus): Es
una bacteria Gram positiva, en forma de bacilo, que no posee motilidad,
formadora de endosporas y que produce colonias pigmentadas de color
naranja-amarillento (Suresh et al., 2004). En la investigacion realizada por
George et al. (2023) se aislaron doce bacterias de suelos contaminados
con aceite de motor y solo dos de estos microorganismos, Lysinibacillus
fusiformis 'y Metabacillus indicus fueron capaces de producir
polihidroxibutirato (PHB). El PHB es un polimero biodegradable por ciertos
microorganismos como fuente de carbono y energia (Adnan et al., 2022).
En otro estudio, donde se buscaban bioprospectos con enzimas hidroliticas
en la zona del litoral del Mar Negro, aislaron una comunidad de bacterias
compuesta de sobre 185 géneros agrupados en 46 clases. De estos
microorganismos, se encontraba la clase Bacilli con diversos géneros de
bacterias, entre los que estaba Metabacillus. Un género que se presento
una tasa rapida de crecimiento bajo las condiciones de crecimiento
utilizadas y una alta actividad pectinolitica (capacidad para degradar
pectina) (Ruginescu et al., 2022). Por lo que en aplicaciones futuras este

tipo de bacterias productoras de PHB y con capacidad de degradar pectina
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se pueden explorar en varios campos, aprovechando sus propiedades
unicas y su adaptabilidad en diversos entornos

Mesobacillus jeotgali: Esta es una bacteria marina Gram variable,
anaerobia facultativa, motil y en forma de bacilos (Das et al., 2023). El
mismo autor utilizé a una cepa de esta bacteria (M. jeotgali ADCG SIST 4)
para sintetizar nanoparticulas de oro, logrando buenos resultados con un
tamafo promedio de particula de 78.6nm. Sin embargo, en una
investigacion realizada por Shork et al. (2023) se aislaron 50 bacterias y 58
hongos de diversas fuentes (suelo salino, vertederos, agua de mar, entre
otros) para estudiar su capacidad de producir bioplasticos (PHB). De estos,
solo 14% de las bacterias y 8.6% de los hongos presentaron acumulacion
de PHB, por consiguiente, estos microorganismos fueron identificados
molecularmente y entre ellos se encontraba Mesobacillus jeotgali. A su vez,
Subramaniam et al. (2023) utilizaron a M. jeotgali por su capacidad de
producir la enzima azoreductasa y determinar su efectividad para degradar
tintes sulfonados, esto como una alternativa para proteger al medio
ambiente de la acumulacion de sustancias toxicas. El microorganismo fue
inmovilizado en una matriz de 4% de alginato de calcio, las esferas fueron
expuestas a los tintes en diferentes intervalos de tiempo hasta alcanzar las
72 horas. Como resultado, se confirmd6 Mesobacillus jeotgali tiene una
eficiencia de decoloracién mas efectiva para el azul de metileno que para

el congo red.
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Bacillus altitudinis: Es una bacteria aerobia, Gram positivo y con forma de
bacilo (Vettath et al., 2017). En estudios previos ha sido aislada como un
microorganismo enddfito en plantas y se ha recomendado como un
promotor de crecimiento con posibles aplicaciones en la agricultura (Zhang
et al., 2021). Sin embargo, Dini et al. (2024) utilizaron una cepa de B.
altitudinis B538 para evaluar su capacidad potencial de degradar PET y
PCL durante un tiempo de incubacion de 10 dias. Pasado este tiempo se
evaluaron las condiciones de los plasticos y se determind que la bacteria
degrad6 mejor las laminas de PCL. Ademas, produce la enzima esterasa
que ayuda en la sintesis, degradacion y modificacion de compuestos de
carbohidratos (Comba-Gonzalez et al., 2021). Por otro lado, en otro estudio
esta bacteria fue aislada del lodo de una fabrica de pulpa y papel, y se
demostro su capacidad para la degradacion de lignina (Khan et al., 2022).
Exiguobaterium sp.: Esta bacteria en forma de bacilo, Gram positiva, no
formadora de espora, y anaerobio facultativo (Chen et al., 2017). En
estudios se ha evaluado si especies de Exigobacterium DR11 y DR14
aisladas de un humedal tienen la capacidad de biodegradar poliestireno y
utilizarlo como fuente de carbono (Chauhan et al., 2018). Los resultados
demostraron que ambos microorganismos produjeron biopeliculas sobre el
plastico durante un periodo de 30 dias de incubacion. Las enzimas
secretadas por las bacterias hidrolizaron y comenzaron el proceso de

depolimerizacion del PS, lo que las hace una buena opcion para el
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desarrollo de futuros procesos de degradacion de estos polimeros
sintéticos.

Bacillus sp.: Este género de bacterias se caracteriza por tener forma de
bacilos, Gram positivas, formadoras de esporas y anaerébicas facultativas
(Maughan y Van der Auwera, 2011). Estas bacterias han sido ampliamente
utilizadas en estudios para evaluar la tasa de biodegradacion del plastico
que estas poseen. Un ejemplo de ello lo es la investigacion publicada por
Fibriarti et al. (2021) donde utilizaron Bacillus spp. BP4 y BP6 aisladas del
suelo de un basurero, para determinar la capacidad de estas de degradar
LDPE luego de un periodo de 30 dias. Los resultados demostraron que
ambas especies de Bacillus obtuvieron porcentajes de degradacién de
sobre 7%. En el caso de Kumar y Devi (2019) exploraron las tasas de
degradacion del LDPE que tenian tres especies de Bacillus spp. 1SJ51,
ISJ55 y ISI57. Se obtuvo que la cepa ISJ55 produjo biopelicula pasado los
60 dias de incubacion y ocurrio cambios morfologicos en la estructura del
polimero utilizado. Siendo este aislado (ISJ55) el unico que pudo colonizar,

modificar y utilizar el LDPE como fuente de carbono.

A su vez, en este estudio se determind, mediante amplificacion con PCR, si las

bacterias aisladas poseen genes especificos para degradar derivados de hidrocarburos.

Los resultados de la electroforesis demostraron la presencia de bandas de interés

relacionadas con el gen alkB1 en Bacillus altitudinis, Exigoubacterium sp.,

Exiguobacterium sp. CNJ771PL04 y Bacillus sp. y con el gen alkB2 en Bacillus altitudinis

y Bacillus sp. Sin embargo, no se visualizo la banda del gen Lac al observar el gel de
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electroforesis del PCR realizado. Al revisar la literatura no se encontraron estudios o
informacion que relacionen las bacterias utilizadas en esta investigacion con la presencia
de los genes alkB y su capacidad para degradar contaminantes que derivan del petroleo.
Esto podria implicar que los microorganismos aislados aun no han sido evaluados para
determinar si poseen este tipo de genes, siendo estos resultados una aportacion
significativa a los esfuerzos para disminuir la presencia de plastico.

No obstante, otros estudios presentan y describen otras bacterias capaces de
degradar derivados del petréleo, las cuales se discuten a continuaciéon. En una
investigacion doctoral realizada en Puerto Rico, la investigadora encontré varios géneros
de bacterias relacionadas con la degradacion de alcanos Acinetobacter, Arthrobacter,
Bacillus, Comamonas, Cupriavidus, Enterobacter, Klebsiella, Paenibacillus,
Pseudomonas, Ralstonia, Rhodococcus, Shigella y Streptomyces (Bernier-Casillas,
2019). De este grupo, la bacteria del género Rhodococcus spp. se ha encontrado que
puede degradar compuestos de hidrocarburos y ha recomendada como un organismo
esencial para los procesos de biorremediacién por la presencia de los genes alkB
(Filippovna et al., 2022).

Otra bacteria que ha sido asociada con estos genes es Pseudomonas spp. en el
estudio de Muriel-Millan et al. (2019) donde se aislé una cepa (GOM1) de este
microorganismo que mostro una alta eficiencia en la degradacién de alcanos de cadenas
largas. Por otro lado, en el caso del estudio realizado por Jeon & Kim (2016) se insertaron
los genes alkB1 y alkB2 en la bacteria P. aeruginosa cepa E7 para evaluar la efectividad

de estos en términos de biodegradacion. Con los resultados obtenidos concluyeron que
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el gen alkB2 es mas efectivo que el alkB1 para degradar polietiieno de bajo peso
molecular.
Conclusiones
A continuacién, se presentan las conclusiones relacionadas con el analisis de los
resultados obtenidos en esta investigacion:

e Los analisis microbioldgicos tradicionales y los moleculares son esenciales
para caracterizar a microorganismos con posibles aplicaciones de
biodegradacion en el futuro.

e Las bacterias utilizadas para este estudio en su mayoria se han asociado con
procesos relacionados a la degradacion de contaminantes como lo son los
plasticos.

e Los resultados demuestran que existen la presencia de bacterias en lugares
previamente contaminados con petroleo que tienen la capacidad de
biodegradar plasticos.

e Estos microorganismos tienen la capacidad de ser utilizados como
bioprospectos para el desarrollo de procesos efectivos para reducir la

presencia de plastico en los ecosistemas.
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Recomendaciones
Se recomienda continuar estudiando a los microorganismos aislados y la
abundancia de sus genes, para evaluar capacidad de degradar otros derivados del
petréleo. En estos experimentos se deben tomar en consideracién los factores como la
temperatura, pH, y la presencia de otros sustratos para optimizar la tasa de degradacién
de los microorganismos con el polimero. Ademas, de determinar si estas bacterias

poseen enzimas y otros genes asociados a estos procesos metabdlicos de importancia.
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Apéndice 1: Contigs utilizados en la investigacion

>Metabacillus indicus
TTAGGCGGCTGGCTCCTTGCGGTTACCCCACCGACTTCGGGTGTTGCAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGT
GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGCAGGCG
AGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAATGGTTTTATGGGATTGGCTAAACCTCGCGGTCTCGCAGCCCTTTGT
ACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCYTCCTCC
SGTTTGTCACCGGCAGTCACYTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGC
GGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCCGAAGGG
GAACCTTCTATCTCTAGAAGTGGCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACC
ACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGG
AGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTG
GACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCG
CCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGC
ACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCC
TGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGT
TAGCCGTGGCTTTCTGGTCAGGTACCGTCAAGGTGCCGGCAGTTACTCCGGCACTTGTTCTTCCCTGACAACAG
AGTTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTC
CCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCT
ACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGCCCATCTGTAAGTGACAGC
CGAAACCGTCTTTGAATGTCAAACCATGCGGTTTGACATAGTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGGAGTTAT
CCCAGTCTTACAGGCAGGTTGCCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTGACCTCCGAAGAGGTCCGCTCGACT
GCANGTNTNG

>Mesobacillus jeotgali

CNATACNTGCAGTCGAGCGGATCTTCATTAGCTTGCTTTTGAAGATCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGG
GCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATCCTTTCCCTCTCATGAG
GGAAAGCTGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACG
GCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGATG
AAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGTACCGGAGTAACTGCCGGTACCTTGACGGTA
CCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAAT
TATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATNNNNNNNNCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTC
ATTGGAAACTGGGGAACTTGAKKGCAGAAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATG
TGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGNGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTG
CTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCNTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTG
ACAACCCTAGAGATAGGGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCT
AAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGATGGAACAAAGGGTCGCGAAGCCGCGAGGTCGAGCCAATCCCATAAATCCATTCTC
AGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGT
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTA
ACCNNNNNAGCCAGCCGCCTAA

>Bacillus altitudinis

GNNCTANNCTGCAGTCNAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT
GGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATG
GTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
CGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
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TGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCAAGAGTAACTGCTTGCACCTTGACGG
TACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGA
ATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCANGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGT
CATTGGAAACTGGGAAACTTGRSTGCAGAAGARGARAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
GTGGAGGAACACCAGTGGCGAANNCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGA
ACAGGATTAGATACCCTGGGTAGTCCACGCCGTTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCNNTA
GTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCT
CTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTC
TAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC
TACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCACAAATCTGTTCT
CAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGG
TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGT
AACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGA

>Exiguobacterium sp.
GNNNNNNATACTGCAGTCGAGCGCAGGAAACCGTCTGAACCCTTCGGGGGGACGACGGCGGAATGAGCGGCGGA
CGGGTGAGTAACACGTAAAGAACCTGCCCATAGGTCTGGGATAACCACGAGAAATCGGGGCTAATACCGGATGT
GTCATCGGACCGCATGGTCCGCTGATGARAAGGCGCTCCGGCGTCGCCCATGGATGGCTTTGCGGTGCATTAGCT
AGTTGGTGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAA
CGCCGCGTGAACGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGTTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAKTGCCGCAGGCAATGG
CGGCACCTTGACGGTACCTTGCGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTGTCCGGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGC
TCAACCGGGGAGGGCCATTGGAAACTGGGAGGCTTGAGTATAGGAGAGAAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGGCCTATAACTGACGCTGAGGCGCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTARACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGG
TTYCCGCCCTTCAGTGCTGAAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTGAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAA
CTCTTGACATCCCCCTGACCGGTACAGAGATGTACCTTCCCCTTCGGGGGCAGGGGTGACAGGTGGTGCATGGT
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCA
TTTAGTTGGGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAARATCATCATGCC
CCTTATGAGTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATC
CCAGAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAG
GTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACC
CGAAGTCGGTGAGGTAACCGTAAGGAGCCAGCCGCCGAANNNGGC

>Exiguobacterium sp. CNJ771 PL04

GNNNCNANNNTGCAGTCGAGCGCAGGAAACCGTCTGAACCCTTCGGGGGGACGACGGCGGAATGAGCGGCGGAC
GGGTGAGTAACACGTAAAGAACCTGCCCATAGGTCTGGGATAACCACGAGAAATCGGGGCTAATACCGGATGTG
TCATCGGACCGCATGGTCCGCTGATGAAAGGCGCTCCGGCGTCGCCCATGGATGGCTTTGCGGTGCATTAGCTA
GTTGGTGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGARAAGTCTGATGGAGCAAC
GCCGCGTGAACGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGTTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTGCCGCAGGCAATGGC
GGCACCTTGACGGTACCTTGCGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCA
AGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTC
AACCGGGGAGGGCCATTGGAAACTGGGANGCTTGAGTATAGGAGAGAAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATGTGGAGGAMCACCAGTGGCGAARGCGACTCTTTGGCCTATAACTGACGCTGAAGGCGCGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCNGGTAGNCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTT
TCCGCCCTTCAGTGCTGAAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTGAAACTCARA
GGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAACT
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CTTGACATCCCCCTGACCGGTACAGAGATGTACCTTCCCCTTCGGGGGCAGGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTG
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCATT
CAGTTGGGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCC
TTATGAGTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCCC
AGAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGT
CAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCG
AAGTCGGTGAGGTAACCGTAAGGAGCCAGCCGCCGAANNNG

>Bacillus sp. (in: firmicutes)
GGNNNNCNATACNTGCAGTCGAGCGGANCTCTTCGGAGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACC
TGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATACTATGTCAAACCGCATGGTTTGACA
TTCAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCAC
CAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTT
TTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGTGCCGGAGTAACTGCCGGCGCCTTGACGGTACCTGAC
CAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGG
GCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAA
ACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGC
TAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGCCACTTC
TAGAGATAGAAGGTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGA
CTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACG
TGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCGAGACCGCGAGGTTTAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGG
ATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCGCAA
GGAGCCAGCCGCCTA
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